Adres do korespondencji

Maciej Sobczyniski,

Zaktad Genomiki,

Instytut Genetyki

i Mikrobiologii,
Uniwersytet Wroctawski,
ut. Przybyszewskiego 63/77,
51-148 Wroctaw;

e-mail:
painac@microb.uni.wroc.pl

biotechnologia
3 (70) 102-117 2005

PRACE PRZEGLADOWE

Nowe spojrzenie na filogeneze
z punktu widzenia genomiki

Maciej Sobczynski, Pawel Mackiewicz, Dorota Mackiewicz,
Kamila Smolarczyk, Stanistaw Cebrat

Zaktad Genomiki, Instytut Genetyki i Mikrobiologii,
Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw

New insights into phylogeny from genomie point of view
Summary

Availability of fully sequenced genomes contributes to the development of
new science named phylogenomics which opens new possibilities of phylogen-
etic analyses and study of genome evolution based on the whole information
coded in genomic DNA. The advantages and disadvantages of the new methods
are described. Despite many phenomena such as lineage-specific gene loss,
gene duplication and horizontal gene transfer disturbing phylogenetic analyses,
the new methods are able to extract some phylogenetic signals in the analysed
genomes and construct reliable phylogenetic trees. The genome-based studies
support not only the three-domain concept of Tree ofLife but they identify previ-
ously undetected major clades of prokaryotes as well.
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1. Molekularne analizy filogenetyczne

Rekonstrukcja genealogicznego drzewa wszystkich organiz-
mow zyjacych na Ziemi jest marzeniem biologéw od czaséw Ka-
rola Darwina. Naukag badajacg i opisujgca ewolucyjne zwigzki
miedzy organizmami jest filogenetyka. W jej klasycznym podejs-
ciu zwigzki te odkrywa sie przez poréwnywanie cech morfolo-
gicznych badanych organizmoéw. Dzisiaj dodatkowym Zréodiem
danych do analiz filogenetycznych sg sekwencje kwasow nukle-
inowych i biatek. Dzieki znaczacemu postepowi w sekwencjono-
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waniu, biolodzy otrzymuja coraz wigksze ilosci danych molekularnych pozwala-
jacych na szersze podejscie do zagadnien systematyki i taksonomii. Ustalenie po-
krewienstw filogenetycznych miedzy organizmami pozwoli na zrozumienie ich ewo-
lucji oraz opracowanie ich naturalnej klasyfikacji porzadkujgcej gatunki w sposo6b
umozliwiajgcy ich rozpoznanie i opisanie. Naturalna klasyfikacja opiera sie na podo-
bieAstwach wynikajgcych ze wspdélnego pochodzenia.

Schemat filogenezy przedstawiany jest najczesciej w postaci dichotomicznego
grafu zwanego drzewem. Drzewo filogenetyczne ztozone jest z weztéw i gatezi,
gdzie tylko jedna galgZz moze tgczy¢ dwa wezly. Wezel przedstawia jednostke takso-
nomiczng, natomiast gataz to relacja pomiedzy dwoma jednostkami taksonomiczny-
mi. Dlugo$¢ gatezi jest odzwierciedleniem réznic miedzy tymi jednostkami. W przy-
padku drzew konstruowanych na podstawie analizy sekwencji DNA dlugos¢ galezi
odpowiada liczbie substytucji nukleotydéw. Badania molekularne dostarczajg da-
nych, ktére maja wiele zalet w poréwnaniu z innymi tradycyjnie badanymi cechami
organizmu. Podstawowg ich zaletg jest to, ze dotyczg bezposrednio struktury mate-
riatu genetycznego. Dzieki temu nie analizuje sie cech plastycznych fenotypowo
zmieniajgcych sie zaleznie od czynnikéw niegenetycznych. Ponadto sekwencje DNA,
RNA i bialek umozliwiajga poréwnywanie gatunkéw odlegtych ewolucyjnie i stabo
zréznicowanych morfologicznie. llos¢ danych o tych sekwencjach przyrasta w po-
stepie wykfadniczym. Efektywna ich analiza jest mozliwa dzieki rozwojowi filogene-
tycznych programéw komputerowych opartych na zdefiniowanych modelach ewolu-
cyjnych (1,2).

W badaniach ewolucji genéw i biatek uzywa sie sekwencji homologicznych, czyli
0 wspolnym pochodzeniu i petigcych podobna funkcje. Wazny jest jednak dobry
wybér danych do analiz poréwnawczych i pewnos¢, ze interesujgce nas sekwencje
sg ortologiczne, to znaczy pochodzg od wspdlnego przodka i zostaly rozdzielone
w czasie “rozchodzenia sie linii rodowej analizowanych organizméw. Trudnosci
w badaniach filogenetycznych nastreczajg geny wystepujace w tym samym organi-
zmie, a powstate w wyniku duplikacji. Geny te, zwane paralogicznymi, dajg btedny
obraz filogenezy, gdyz mogty powsta¢ zanim linie rodowe analizowanych gatunkow
sie rozeszly (rys. 1). Drzewa filogenetyczne moga zawiera¢ btedy takze z powodu
zjawiska horyzontalnego przenoszenia materialu genetycznego miedzy organizma-
mi (rys. 1). Geny w ten spos@b nabyte zwane sg ksenologicznymi.

Standardowa analiza filogenetyczna skfada sie z kilku etapéw. Pierwszym kro-
kiem jest wybér sekwencji DNA lub biatek i ich poréwnanie. Drugim etapem jest
zbudowanie matematycznego modelu ewolucji analizowanych sekwenciji, ktéry wy-
jasni réznice miedzy nimi. Polega on na okresleniu mechanizmu podstawien (sub-
stytucji) nukleotydow lub aminokwaséw. Trzecim krokiem jest konstrukcja drzewa
najlepiej wyjasniajgcego relacje filogenetyczne ukryte w sekwencjach i jego inter-
pretacja.
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Rys. 1. Niezgodno$¢ miedzy drzewem gatunkéw i drzewem gendéw spowodowana obecnos$cig para-
logéw i ksenologéw w analizowanym zbiorze danych. Po prawej stronie przedstawiono rzeczywiste
powiazania miedzy trzema gatunkami (A, B, C) oraz losy genéw (1 -6) przedstawione w postaci linii. Brak
kontynuaciji linii oznacza, ze dany gen zanikt u danego gatunku. Po lewej stronie przedstawiono drzewa
skonstruowane na podstawie gendéw wystepujacych u powstatych gatunkéw. Na gérnym panelu widac,
ze z powodu uwzglednienia w analizie paralogéw (a nie ortologéw), gatunek A jest grupowany z C za-
miast z B. Na dolnym panelu, z powodu zajscia bocznego transferu genu, gatunek C jest taczony z nie-
spokrewnionym gatunkiem D zamiast z gatunkami A i B.
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2. Czy drzewo zycia jest uniwersalne?

w przeszitosci badania filogenetyczne opieraly sie na analizie cech morfologicz-
nych, biochemicznych i fizjologicznych (3,4). Swiat zywych organizméw byt dzielo-
ny na Prokaryota i Eukaryota, glébwnie na podstawie ultrastruktury komorki. W 6smej
edycji Bergey's Manual of Determinative Bacteriology z 1974 r. podzielono Prokaryota
na dwa dziaty: sinice (Cyanobacteria) i reszte (5). Ws$réd ,nie-sinic” wyrézniono
19 grup bakterii. Chociaz podzialy takie byly uzyteczne, bez odpowiedzi pozosta-
wato pytanie o rzeczywiste powigzania ewolucyjne, ktore odpowiadatyby tej klasyfi-
kacji. Na takie analizy nie pozwalaly jednak stabe zréznicowanie morfologiczne
i prosta organizacja komorek bakterii. Nowym podejsciem w tego typu badaniach
stato sie zastosowanie do analiz filogenetycznych sekwencji matej podjednostki ry-
bosomalnego RNA, 16S rRNA (6-8). Sekwencje rRNA okazaly sie szczeg6lnie uzytecz-
ne w analizach filogenetycznych wszystkich organizméw. Sekwencje te wystepuja
zar6bwno u Prokaryota, jak i Eukaryota, podlegajg stosunkowo powolnym zmianom
W czasie i z tego powodu nadajg sie do porownan gatunkow odlegtych ewolucyjnie,
pochodzacych nawet z réznych krélestw. Na podstawie analiz rRNA wykazano, ze
Swiat organizmow nalezy podzieli¢ nie na dwie, lecz na trzy wyraznie oddzielne
grupy. Podczas gdy organizmy eukariotyczne (nazwane Eucarya) zachowaly swojg
tozsamosé, wsrdd organizméw prokariotycznych wyrézniono bakterie witasciwe,
czyli Eubacteria (obecnie Bacteria - bakterie) oraz na nowg grupe - archebakterie
(obecnie Archaea - archeony), obejmujgcga metanogeny i organizmy zyjace w eks-
tremalnych warunkach s$rodowiskowych: termofile i halofile. Co ciekawe, Archaea
okazaly sie rownorzedna grupa, jednakowo odlegtg od dwodch pozostatych. Specy-
ficznos¢ Arclioea potwierdzono réwniez w badaniach morfologicznych i biochemicz-
nych dotyczace skfadu lipidow w btonie komorkowej i szczegotéw budowy Sciany
komorkowej. W analizach opartych na duzej liczbie nowych sekwencji rRNA (9) oraz
biatkach, jak: polimerazy RNA, ATPazy, czynniki elongacji translacji i syntetazy ami-
noacylo-tRNA potwierdzono podziat Swiata zywego na trzy domeny (10).

Dostepno$¢ nowych sekwencji raczej skomplikowata analizy i koncepcje filoge-
netyczne zaréwno na poziomie nizszych jednostek taksonomicznych, jak i na szcze-
blu domen i krélestw. Okazato sie, ze rézne sekwencje dawaty rézne drzewa,
a drzewo gendw nie powinno by¢ utozsamiane z drzewem gatunkoéw (rys. 1). Anali-
zujgc rozne sekwencje biatkowe uzyskuje sie rézne powigzania miedzy bakteriami,
archeonami i Eukaryota (10,11). Bacteria tgczg sie z Archaea na podstawie analiz
ALADH, HSP 70, FtsZ, syntetazy cytrynianowej, dehydrogenazy glutaminianowe;j 11,
syntetazy glutaminy | i gyrazy B. Natomiast Bacteria sg blizsze Eucarya wediug
GAPDH i dehydrogenazy jabtczanowej, a Archaea sg grupowane z Eucarya na bazie
syntetazy argininobursztynianowej, rézne syntetazy aminoacylo-tRNA, podjednost-
ki ATPazy, czynniki elongacji, podjednostki polimerazy RNA, DNA-zalezng polimera-
ze B, syntetaze karbamoilofosforanu i podjednostke rozpoznajgca sygnaty (SRP).
Wiekszos¢ analiz, opartych na genach paralogicznych, zduplikowanych jeszcze
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przed podziatem na trzy domeny i umozliwiajacych ukorzenienie drzewa, postulu-
je wczesniejsze oddzielenie sie linii bakterii, od linii prowadzacej do archeonéw
i Eukaryota (12-17). Pojawity sie rowniez koncepcje, w ktérych sugeruje sie, ze
Eukaryota powstaly przez fuzje przedstawicieli Archaea i bakterii gramujemnych
(18-21), co potwierdzono w analizach sekwencji syntetazy acetylo-CoA i fotoliazy
(11). Ponadto w analizach wykazano, ze geny Archaea zaangazowane w procesy re-
plikacji, transkrypcji i translacji sg blizsze genom eukariotycznym, natomiast geny
kodujgce biatka strukturalne i zwigzane z metabolizmem wskazujg na zwigzki z bak-
teriami (21-23).

Niezgodnos$¢ topologii drzew uzyskanych na podstawie réznych sekwencji ma
wiele przyczyn. Wylaczajac btedy metodologiczne zwigzane ze stosowanymi algo-
rytmami, btedne drzewa filogenetyczne moga wynika¢ z nastepujacych przyczyn:

- zbyt malej liczby miejsc w sekwencjach niosgcych sygnat filogenetyczny; doty-
czy to szczegolnie sekwencji krétkich i niewystarczajgco zréznicowanych w obrebie
analizowanych organizmow;

- zbyt duzej dywergencji analizowanych sekwencji zwigzanej z duzg liczbg pod-
stawien wielokrotnych, tj. takich, ktére zaszlty w tych samych miejscach sekwencji;

- zmiennego tempa ewolucji sekwencji w réznych liniach filogenetycznych;

- zréznicowanego tempa podstawienn w réznych regionach sekwencji;

- podobnego sktadu (np. % G+ C) niespokrewnionych sekwenciji, ktre sg taczo-
ne razem na drzewie;

- obecnosci w analizowanym zbiorze sekwencji paralogicznych oraz pochodzg-
cych z bocznego transferu.

Problemem w analizach filogenetycznych sg duplikacje sekwencji oraz utrata ge-
now w danej linii filogenetycznej. To prowadzi do poréwnan sekwenciji, ktére prak-
tycznie nie sg ortologami i do niepelnej reprezentacji ortologicznych genéw u wszyst-
kich gatunkéw, ktére chcemy analizowaé. Rzeczywiste powigzania filogenetyczne
sg szczegoOlnie zaburzane przez horyzontalny transfer genéw (HGT, Horizontal Gene
Transfer) powszechny u organizmow prokariotycznych (24-29). Nabyty niespokrew-
niony gen moze zastgpi¢ jego funkcjonalny odpowiednik w genomie, co zwane jest,
w zaleznosci od historii sekwenciji, nieortologicznym lub ksenologicznym zastepo-
waniem genéw (30). W niektorych przypadkach nawet kilkadziesiat procent genéw
zostato nabytych w wyniku HGT (28). W przytoczonych przyktadach pokazano, jak
istotne znaczenie ma zjawisko horyzontalnego przekazywania informacji genetycz-
nej na tres¢ i wiarygodnosc¢ hipotez filogenetycznych. Ukazano tez mozliwos¢ ilos-
ciowych i jakosciowych zmian, jakie moga zajs¢ w genomach w wyniku tego pro-
cesu.

Wspomniang mozaikowos¢ przedstawicieli Archaea mozna ttumaczy¢ wtasnie za
pomoca HGT i nabyciem wielu genéw od bakterii. Horyzontalny transfer genow wy-
kazano u Methanobacterium thermoautotroficum, u ktérego znaleziono regiony DNA
0 nizszej (o ok. \Q%) zawartosci G-t-C w poréwnaniu z calym genomem tego arche-
ona (31). Takze nietypowa uzywalnos¢ kodonéw w analizowanych genach sugeruje.
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Ze zostaly one nabyte w wyniku bocznego transferu. Co wiecej, 490 gendw (z 1869)
wykazuje wysokie podobienstwo do genéw bakteryjnych, podczas gdy tylko 352
wykazuje podobienstwo wieksze niz 50" do gendéw innego archeona - Methanococcus
jannaschi. Geny, ktérych produkty sg zaangazowane w procesy transkrypcji, transla-
cji i replikacji u Archeoglobusfulgidus sg bardzo podobne do swoich odpowiednikéw
u M. jannaschi. Natomiast geny niektérych szlakéw metabolicznych tych archeonéw
réznig sie znacznie sekwencjg. Biosynteza tryptofanu u A. fulgidus przebiega niemal
identycznie jak u bakterii Bacillus subtilis, mimo ze gatunki te dzieli znaczna od-
legtos¢ na drzewie rRNA (32). Stwierdzono, ze Pyrococcus furiosus posiada szlaki
transportu i metabolizmu maltozy i maltodekstryn nieobecne u blisko spokrewnio-
nego P. horikoshii. W zwigzku z tym, ze jeden z tych szlakéw jest bardzo podobny do
szlaku wystepujgcego u E. coli, mozna zatozyé¢, iz P.furiosus nabyt te geny wtasnie od
E. coli (33).

Transfer mégt nastepowaé réwniez od termofilnych Arcliaea do hipertermofilnych
bakterii. Okoto 25% gendéw Thermotoga maritima oraz ]6%Aquifex aeolicus, gatunkéw
nalezacych do hipertermofili, wykazuje najwieksze podobienstwo wiasnie do biatek
archeonéw (34,35). Horyzontalne przekazywanie DNA wystepuje takze w obrebie
bakterii oraz miedzy bakteriami i Eukaryota. Dla E. coli wykazano, ze 675 genéw ma
wysoki stopiern podobienstwa do swoich odpowiednikéw u sinicy Synechocystis, 231
genow - do archeona M. Jannaschi i 254 genéw - do drozdzy Saccharomyces cerevisiae
(36). Uwaza sie, ze 755 z 4288 gendw E. coli zostato nabytych horyzontalnie w 234
zdarzeniach, jakie zaszly w czasie 100 min lat ewolucji tego gatunku (37). Gramdo-
datnia laseczka Clostridium acetobotulicum jest zdolna do sporulacji i kietkowania, jed-
nak nie znaleziono u niej odpowiednich ortologéw odpowiedzialnych za te procesy
u blisko spokrewnionej laseczki B. subtilis. Sugeruje to, ze C. acetobotulicum i B. subtilis
nabyly geny sporulacji i kietkowania z réznych zrodet (38). Sekwencje insercyjne (IS,
Insertion Sequences) w genomie Synechocystis wykazujg cechy sekwencji E. coli. Intere-
sujace jest takze to, ze niektére z gendw tej sinicy majg swoje homologi jedynie
w niektérych genomach eukariotycznych, w tym w genomie ludzkim (39). Uwaza si¢
réwniez, ze prawie 1/3 genéw kretkdw mogta zostaé nabyta przez HGT (28,40).

Powszechnos¢ HGT rodzi pytanie, czy graf filogenetyczny powinien w tych oko-
licznosciach mie¢ posta¢ drzewa, czy moze raczej forme sieci, nawet wychodzacej
poza Swiat prokariotyczny. HGT czyni koncepcje oryginalnego drzewa ewolucyjne-
go niespojna. Wydaje sie, ze scharakteryzowanie genéw, ktore nie podlegajg temu
procesowi pomoze oming¢ wynikajgce z niego trudnosci dla filogenetyki molekular-
nej, chociaz znalezienie takich ,markeréw filogenetycznych” moze by¢ trudne.
W szczeg6towych analizach 28 rodzin biatek u Prokaryota wykazano, ze po wyelimi-
nowaniu ze zbioru gendéw nabytych w wyniku bocznego transferu, w pozostatych
sekwencjach nie pozostat istotny sygnat filogenetyczny (41). Podobne wyniki uzy-
skano dla konserwatywnych biatek archeonéw. Mimo ze wszystkie one wykazywaly
wiekszag konserwatywnos¢ w obrebie Archaea niz poza tg domena, nie udalo sie
okresli¢ dla nich istotnych powigzan filogenetycznych (42). Wydawatoby sie, ze do-
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brymi kandydatami na geny nie podlegajace HGT powinny by¢ geny zaangazowane
w fundamentalne procesy w komérce, Jak replikacja DNA, transkrypcja i translacja,
jednakze znaleziono dowody na transfer sekwencji kodujacych polimerazy RNA,
czynniki elongacji, syntetazy aminoacylo-tRNA, a nawet biatka rybosomalne (Sl4)
i RNA (24,43-46). Podwazono nawet niektére powigzania oparte na drzewie rRNA
zwigzane z pozycja bakterii hipertermofilnych umieszczanych na nim u podstawy
pnia bakterii (47-49). Ponadto rRNA posiada stosunkowo mato informatywnych miejsc
w swojej sekwencji, w ktorej okoto 1/3 bierze udziat w tworzeniu struktur drugo-
rzedowych (stupkéw i petli), dlatego zmiany w tych miejscach nie sg niezalezne.

3. Analizy filogenetyczne w erze poHgenomicznej

Chociaz obecnos¢ wymienionych probleméw moze bardzo utrudnia¢ znalezienie
prawidtowych powigzan filogenetycznych, to, jak sie wydaje, analizy oparte na petnych
zbiorach gendéw moga pomaoc w rozwigzaniu przynajmniej niektoérych z nich. jest to
mozliwe dzieki dostepnosci coraz wiekszej liczby kompletnie zsekwencjonowanych
genomoOw, co umozliwia wiele nowych analiz filogenetycznych, w tym tworzenie
drzew genomowych. jest to przedmiotem nowej dziedziny wiedzy - filogenetyki
genoméw lub filogenomiki. Opracowano kilka metod tworzenia drzew genomo-
wych posiadajgcych jednak zaréwno wady, jak i zalety (50).

3.1. Metody oparte na skladzie genéw

W metodach tych zaktada sie, ze blisko spokrewnione gatunki powinny posiadaé
duza frakcje wspolnych genéw wystepujacych u obu gatunkéw. Natomiast gatunki
bardziej odlegte powinny utraci¢ czes¢ gendéw odziedziczonych po wspoélnym
przodku, co powinno odbi¢ sie w mniejszej frakcji wspdlnych gendw, jezeli utrata
gendw jest proporcjonalna do czasu oddzielania sie gatunkéw, powinno sie uzyskac
dobre zwigzki filogenetyczne na bazie frakcji wspdlnych genow, jednakze, genomy
prokariotyczne sg bardzo plastyczne i bardzo tatwo tracg wiele genéw (np. pasozyty
wewnatrzkomoérkowe) lub nabywajg je w wyniku bocznego transferu. Dlatego drze-
wa skonstruowane w ten sposo6b sag raczej drzewami fenetycznymi niz filogenetycz-
nymi i odzwierciedlaja og6lne podobieristwo i styl zycia genoméw, a nie zwigzki
ewolucyjne. Stworzono wiele drzew opartych na tej metodzie r6znigcych sie wybo-
rem analizowanych gendéw i metoda konstrukcji drzewa (51-60). Drzewa te dobrze
odzwierciedlaty powigzania na poziomie trzech domen i blisko spokrewnionych ga-
tunkéw, jednak btednie odzwierciedtaty zwigzki na $rednich odlegtosciach filogene-
tycznych. Na przykiad rozdzielaty gatunki wolnozyjace i pasozytnicze nalezace do
proteobakterii (57), co wigze sie z silng redukcja genomow tych ostatnich. Lepsze
wyrdznienie gtéwnych linii filogenetycznych uzyskano, gdy wybierano do analiz tyl-
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ko rodziny biatkowe (53) i dzielono odlegtosci miedzy dwoma genomami przez licz-
be genéw w mniejszym genomie (52,60).

3.2. Metody oparte na utozeniu gendéw

W metodach tych przyjmuje sie, ze rearanzacje zachodzg rownomiernie w geno-
mach i losowo zmieniajg utozenie genéw. Im genomy sa bardziej odlegte, tym mniej
gendéw wykazuje podobne potozenie. Operonowa organizacja genomu wplywa jed-
nak z jednej strony na ograniczenie tempa rearanzacji, a z drugiej, sprawia ona, ze
geny biorgce udziat w tych samych procesach komérkowych i wspdlnie ekspresjono-
wane majg tendencje do wystepowania razem, co mozna wykorzysta¢ w tych anali-
zach (61,62). Cale operony sgjednak podatne na HGT, co zaburza powigzania filoge-
netyczne na uzyskiwanych drzewach. Ograniczenia tej metody wynikaja réwniez ze
zbyt czestych rearanzacji zachodzacych w genomach Prokaryota (63-68). Nawet sto-
sunkowo blisko spokrewnione genomy nie wykazujg konserwatywnego utozenia ge-
now. Podobnie jak we wczesniej opisanej metodzie, skonstruowane drzewa dobrze
odzwierciedlajg zwigzki filogenetyczne na poziomie domen i blisko spokrewnio-
nych organizméw, a stabo na $rednich odlegtosciach filogenetycznych. Topologia
tych drzew jest ponadto zaburzona przez boczny transfer genoéw (57,60).

3.3. Metody oparte na odlegtosciach ewolucyjnych miedzy ortologami

W metodach tych wykorzystywane sa odlegtosci ewolucyjne genoméw (np. $red-
nie lub mediany) mierzone procentem identycznosci lub stopniem podobienstwa
miedzy parami wielu ortologéw. Zaktada sie w nich, ze odlegtosci te koreluja z dy-
wergencja poréwnywanych gatunkéw (57,58,69). Drzewa wyraznie rozdzielaja
Archaea od Bacteria, wyrdzniajg wiele znanych linii bakteryjnych i proponujg nowe
(patrz nizej).

3.4. Metody oparte na potaczonych przyréwnaniach wielu ortologéw

Metody te opate sg na tradycyjnych molekularnych analizach filogenetycznych,
zliczajagcych zmiany w analizowanych sekwencjach, jednakze wykorzystujg one duza
liczbe sekwencji. Dzieki temu unika sie wielu problemoéw zwigzanych z pojedynczy-
mi sekwencjami. Jezeli nie wystepowat intensywny horyzontalny transfer genéw lub
geny takie majg niewielki udziat w analizowanym zbiorze sekwencji, to drzewa
oparte na tej metodzie powinny wiernie odzwierciedla¢ zwigzki filogenetyczne.
Ograniczenia zwigzane sg jednak z niepetng reprezentacja grup ortologéw we
wszystkich analizowanych genomach i niebezpieczenstwem wyboru do analizy pa-
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ralogow w przypadku, gdy wiasciwy ortoiog zanikt. Ponadto jednoczesna analiza se-
kwencji wymaga zastosowania takiego samego modelu podstawien dla wszystkich
sekwencji, co nie zawsze jest stuszne. W tych analizach z reguty wybierano sekwen-
cje kodujgce biatka zwigzane z procesami replikacji, transkrypciji i translacji, np. rybo-
somalne (41,57,70-74). Uzyskane wyniki sag podobne lub lepsze od tych opartych na
metodzie odlegtosci ewolucyjnych. Metoda ta istotnie wyréznia, poza trzema do-
menami, wiele gtéwnych linii bakterii i archeonéw.

3.5. Metody oparte na wielu drzewach

W metodach tych obchodzi sie problem stosowania jednakowego modelu ewo-
lucji dla wszystkich sekwencji i ograniczonej liczby homologicznych gendw, ktére
muszg wystepowaé w analizowanych gatunkach. Konstruowane sg osobne drzewa
dla poszczegolnych grup homologdéw, a nastepnie tworzy sie dla nich jedno drzewo
konsensusowe. W tym podejsciu pojawia sie jednak problem obecnosci paralogow
w zbiorze danych oraz problem zwigzany z poréwnywaniem i pogodzeniem wielu
drzew opisujacych czesto rézne zbiory organizmOw. Zastosowano wiele réznych
podejs¢, aby obejs¢ te ograniczenia (57,75-78). Wyniki tej metody zblizone sg do
poprzedniej, jednakze w niektorych przypadkach lepiej identyfikowane sa poszcze-
gllne grupy.

3.6. Metody oparte na indelach w sekwencjach

W przeciwienstwie do wiekszosci metod analizujacych substytucje w sekwen-
cjach, w tych metodach analizowana jest obecnos¢ lub brak charakterystycznych
insercji lub delecji (zwanych fgcznie indelami) w sekwencjach wspdlnych dla da-
nych linii filogenetycznych (79). Dzieki temu unika sie problemu wielokrotnych
podstawien. Na duzych dystansach ewolucyjnych indele moga dawaé lepsze sy-
gnaly filogenetyczne ze wzgledu na to, ze zdarzajg sie 0 wiele rzadziej niz substy-
tucje. Istnieje jednak mozliwos¢ ich silnego zwigzku z presja selekcyjng powo-
dujaca podobne zmiany w niezaleznych liniach. Wspdlne indele moga by¢ réwniez
zwigzane z sekwencjami nabytymi w wyniku HGT. Analizy oparte na sygnaturach
indeli daty wyniki sprzeczne z podziatem Swiata zywego na trzy domeny, dajgc al-
ternatywny poglad na ewolucje zycia. Wykazano, ze Archaea sg polifiletyczne i bar-
dziej powigzane z bakteriami gramdodatnimi. Ponadto na ich podstawie sugeruje
sie, ze Prokaryota powinny zosta¢ podzielone na dwie grupy nazwane ze wzgledu
na liczbe bton otaczajgcych komérke: monodermata, obejmujacg wszystkie arche-
ony i bakterie gramdodatnie oraz didermata, obejmujgce bakterie gramujemne.
Natomiast Eukaryota miatyby powsta¢ przez fuzje termoacidofilnych archeonow
i bakterii gramujemnych.
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3.7. Metody oparte na skladzie sekwencji i genomow

Reprezentujg one alternatywne podejscie do analiz filogenetycznych, a przed-
miotem tych analiz jest ogdlny skiad sekwenciji, tj. czestos¢ wystepowania dwunu-
kleotydéw (80), tetranukleotydéw (81), aminokwaséw (82) i oligopeptydéw (83).
Mimo znacznej degeneracji informacji wiele uzyskiwanych drzew wykazuje duzg
zgodnosc¢ z drzewem opartym na rRNA. Ponadto w analizie skladu aminokwasowe-
go proteomu pokazuje sie, ze koresponduje on z wymaganiami srodowiskowymi or-
ganizmu, np. temperatura (82). Powigzania organizméw uzyskiwane tymi metodami
moga jednak nie odzwierciedla¢ rzeczywistych powigzan rodowych i grupowac ge-
nomy, ktére niezaleznie uzyskaty podobny skiad, np. w wyniku podobnego stylu
i warunkow zycia.

4. Powigzania filogenetyczne w obrebie organizmdw prokariotycznych

WSsrdd bakterii wyrézniono poczatkowo 12 grup systematycznych (84). jednakze
w ostatnich latach zaproponowano wiele dodatkowych grup bakterii (85). Niektére
z tych grup zawierajg tylko jeden lub kilka gatunkéw (np. Thermomicrobia, Fibrobacteries),
a inne (Actinobacteria, Firmicutes) liczg setki gatunkéw. Z powodu braku jasnych
i obiektywnych regut, nie jest pewne, czy wyodrebnianie konkretnych jednostek
systematycznych jest uzasadnione. Na podstawie analiz 16S rRNA, zaproponowano
podziat Proteobacteria na pie¢ podgrup nazywanych a, p, y, 5i 8 (84). Niektore z tych
podgrup (a, P i y) zawierajg tysigce gatunkow i sg znacznie bogatsze niz wiekszos¢
wyzszych jednostek systematycznych domeny Bacteria. Brak wspomnianych kryte-
riow filogenetycznych sprawia, ze nie jest jasne, czy te bardzo liczne zbiory gatun-
kéw majg otrzymac status podgrupy, podczas gdy te znacznie ubozsze, zawierajgce
niejednokrotnie pojedyncze gatunki, powinny by¢ wyodrebniane jako jednostki
wyzszego rzedu. Zwigzki filogenetyczne miedzy poszczegolnymi grupami bakterii
i archeonow zalezg od stosowanych metod i wyboru sekwencji do analiz.

Wiele linii filogenetycznych Prokaryota wyréznionych na podstawie rRNA, poje-
dynczych biatek lub metod klasycznych jest identyfikowanych metodami genomo-
wymi. Przyktadowo, na podstawie przeprowadzonych analiz wielu gendw aparatu
translacyjnego wykazano, ze Proteobacteria, gramdodatnie bogate w G-I-C (Actinobacteria),
gramdodatnie ubogie w G+ C (Firmicutes), kretki (Spirochaetes) i sinice sg wyraznymi
grupami monofiletycznymi (73). Monofiletycznos$¢ tych grup zostata wykazana takze
na podstawie metody superdrzewa (75,78). Dobrze wyrézniane sg metodami geno-
mowymi podgrupy w obrebie proteobakterii (57,58,78), co jest zgodne z analizami
opartymi na rRNA i pojedynczych biatkach (86).

W analizach filogenetycznych zaréwno genomowych, jak i opartych na rRNA
oraz czynniku translacji Tu (87) wykazano, ze tradycyjnie wyrdzniana grupa bakterii
gramdodatnich jest polifiletyczna, co sugeruje niezalezng utrate btony zewnetrznej
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w dwéch liniach filogenetycznych bakterii bogatych i ubogich w G +C. Wiele rr.etod
genomowych wyrdznia jako osobng grupe bakterie gramdodatnie ubogie w G+C,
natomiast gramdodatnie bogate w G+ C (Actinobacteria) sa tgczone w Jeden ktad
z Deinococcus i Cyanobacteria (50,57,73,75,78,83). W innych metodach (71) taczy sie
Deinococcus z sinicg Synechocystis, czyli podobnie Jak na drzewie opartym na rRNA
(73), a Actinobacteria z zielonymi bakteriami siarkowymi.

Na bazie metod genomowych (57,58,73,75,78) i czynnika translacji Tu (88) my-
koplazmy taczone sa z bakteriami gramdodatnimi ubogimi w G+ C. Natomiast na
niektérych drzewach rRNA (73) i biatek rybosomalnych (70) ktady te lezg daleko od
siebie. Wiele metod genomowych opartych na srednich odlegtosciach i przyréwna-
niach wielu sekwencji tgczy razem kretki i chlamydie (57,58,71,73,83) w przeciwien-
stwie do drzewa rRNA (73) i metody superdrzewa (75,78).

Na podstawie analiz rybosomalnego RNA bakterie hipertermofilne Aquifex aeolicus
i Thermotoga maritima umiejscowiono u podstawy drzewa filogenetycznego bakterii,
co zasugerowato hipoteze gloszacg, ze przodek wszystkich bakterii na Ziemi byt
termofilem (9,84). W wielu metodach genomowych réwniez umieszcza sie te bakte-
rie u podstawy pnia prowadzgcego do Bacteria (57,58,71,73,78). Jednakze, gatunki
te charakteryzujg sie specyficznym sktadem nukleotydowym i aminokwasowym, dla-
tego ich grupowanie moze by¢ artefaktem (47-49) zwlaszcza, ze ich ktad nie wyka-
zuje duzej istotnosci statystycznej (78). Niewykluczone zatem, ze ostatni wspélny
przodek bakterii nie byt termofilem, a Thermotoga i Aquifex wtérnie przystosowaty
sie do zycia w wysokich temperaturach (47,89). Z uwagi na wspdlne $rodowisko zy-
cia tych bakterii, ich podobieristwo moze by¢ spowodowane horyzontalng wymiang
informacji genetycznej lub ewolucjg réwnolegta. Uwzglednienie w analizach dodat-
kowych przedstawicieli tej grupy moze wyjasni¢ te watpliwosci.

Na podstawie analiz genomowych zasugerowano, ze tradycyjny podziat arche-
onéw na Euryarchaeota i Crenarchaeota moze byé niepoprawny, gdyz Euryarchaeota,
Jak sie wydaje, sa grupg parafiletyczng, a Crenarchaeota powstaty w obrebie
Euryarchaeota (57,58). Jednakze testy Kashino-Hasegawy na istotnos¢ statystyczng
topologii drzew nie uprawniajg do odrzucenia alternatywnej hipotezy, ze Euryarchaeota
i Crearchaeota sg grupami siostrzanymi. By¢ moze parafiletyczno$¢ Euryarchaeota jest
artefaktem, ktérego zrédiem mogta by¢é szybka ewolucja Thermoplasma oraz
Halobacterium, umieszczanej zwykle u podstawy pnia Archaea (57). W przeciwien-
stwie do tych metod Euryarchaeota i Crenarchaeota sg Jednak traktowane Jako grupy
siostrzane w innych analizach genomowych (74,75,78). W wiekszosci przypadkéw
metody genomowe, z wyjatkiem (74), sa zgodne co do bliskiego pokrewienstwa
Pyrococcus i metanogenow (57,58,71,75,78).

Na podstawie wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu opisanych metod mozna
skonstruowac¢ przynajmniej tymczasowe drzewo konsensusowe Prokaryota obejmu-
jace kompletnie zsekwencjonowane genomy (rys. 2). Dla poréwnania, na rysunku 3
przedstawiono drzewo oparte na analizie 16S rRNA skonstruowane dla bakterii,
ktérych genomy zostaly kompletnie zsekwencjonowane.
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Bacteria

Rys. 2. Tymczasowe drzewo konsensusowe Prokaryota skonstruowane na bazie analiz kompletnie
zsekwencjonowanych genomow.

5. Zakonczenie

Dostepnos¢ kompletnie zsekwencjonowanych genomoéw mikroorganizmow
otwiera nowe mozliwosci badania ich ewolucji. Pokazuje jak duze znaczenie w ich
ewolucji i w okreslaniu powigzan filogenetycznych ma utrata genéw i horyzontalny
transfer informacji genetycznej. Jednak pomimo tych zjawisk zacierajgcych
powiazania rodowe, mozna z analizowanych genomoéw wydoby¢ sygnaly filogene-
tyczne i okresli¢ przynajmniej niektore powigzania filogenetyczne. Rozwéj dodat-
kowych metod badawczych i wzrost liczby kompletnie zsekwencjonowanych geno-
mow utatwi w przyszitosci dokladniejsze odtworzenie drzewa zycia (Tree of Life).
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Rys. 3. Drzewo filogenetyczne sporzadzone na podstawie 16S rRNA skonstruowane dla 112 kom-
pletnie zsekwencjonowanych bakterii. Przedstawiciela Archaea - Archaeoglobus fulgidus (ar f) wybrano
do ukorzenienia drzewa. Drzewo skonstruowano metoda ME za pomoca programu MEGA 2.1 (90) przy
zatozeniu modelu substytucji Tamura-Nei (91). Przy weztach gtéwnych grup filogenetycznych zaznaczo-
no wartosci bootstrap wieksze niz 60 (istotnosci weztéw). Objasnienia skrotéw nazw rodzajowych: ag -
Agrobacterium, aq - Aquifex, ba - Bacillus, bc - Bacteroides, bl - Bdellovibrio, bi - Bifidobacterium, bl -
Blochmannia, bo - Bordetella, be- Borrelia, bd - Bradyrhizobium, br - Brucella, bu - Buchnera, ca -
Campylobacter, ca - Guulobacter, ch - Chlamydia, cb - Chlorobium, cr - Chromobacterium, cl - Clostridium,
co - Corynebacterium, cx - Coxiella, de - Deinococcus, en - Enterococcus, e - Escherichia, fu -
Eusobacterium, ge - Geobacter, g\ — Gloeobacter, ha - Haemophilus, he - Helicobacterf\h - Lactobacillus,

Ic - Lactococcus, le - Leptospira, li- Listeria, me - Mesorhizobium, mb - Mycobacterium, mp - Mycoplasma,
n - Neisseria, ni — Nitrosomonas, no - Nostoc, oc - Oceanobacillus, pa- Pasteurella, ph - Photorhabdus,
pt - Phytoplasma, pi - Pirellula, po - Porphyromonas, pr - Prochlorococcus, ps - Pseudomonas, ra -

Ralstonia, rh - Rhodopseudomonas, ri - Rickettsia, sa - Salmonella, sh - Shewanella, sg - Shigella, si -
SlInorhizobium, st - Staphylococcus, sc - Streptococcus, sm - Streptomyces, so - Synechococcus, sy -
Synechocystis, ta — Thermoanaerobacter, ts - Thermosynechococcus, th - Thermotoga, tr — Treponema, to
- Tropheryma, ur - Ureaplasma, vi - Vibrio, wi - Wigglesworthia, wl - Wolbachia, wo - Wolinella, xa
- Xanthomonas, xy - Xylella, ye - Yersinia.
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