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Utemeljitelj filogenetske sistematike Willi Hennjg predvidel, da je treba
za dolaitev filogenij razi@iti med apomorfnimi in pleziomorfnimi staniji
znakov, saj lahko le na podlagi prvih sklepamokwpsi izvor organizmov.
V tem delu obravnavana filogenetska takai metoda (PTM) temelji samo
na osnovnih Hennigovih galih. Za mero podpore dalenemu kladu
uporablja verjetnost apomorfne podpore (probabditgpomorphic support
- PAS) znakov, ki se iztana izkljutno na podlagi frekvenc stanj znaka v
kladu ter izven klada. S tem postopkom se izognpatiebi po upoStevanju
dodatnih a priori predpostavk, ki bremenijo prelestdogenetske metode.
Namen raziskave je bil pridobiti osnovno poznavaaporabnosti nove
probabilisttne takstine metode za filogenetske analize. Preverili steo,
lahko metodo uporabimo za doitev pravega kladograma, in raziskali,
kako se filogenetski signal odrazi v podpori deloi topologiji drevesa.
Zeleli smo tudi ugotoviti, kako se metoda obnaSaprimerih, ko druge
filogenetske metode odpovedo. Ugotovili smo, daod@tPTM v veéini
primerov izbere nagan kladogram, zato je za ta namen neuporabna. Pri
doloanju vrednosti PAS posameznim razv&gi® poznanih topologij pa
smo ugotovili, da gre za ustrezertimaizracuna podpore tem razvej&Em.
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The founder of phylogenetic systematics Willi Heprdentified the need to
distinguish between apomorphic and plesiomorpharatter states in order
to infer phylogenies, as only the former conveyinfation of a common
evolutionary origin of taxons. The probabilistixi@method (PTM) tested
in this experiment is founded only on basic Heramgiprinciples.
Calculation of its measure of clade support by abt@rs, termed
probability of apomorphic support (PAS), is basedlgsively on the
relative frequencies of character states inside anside the clade of
interest. This allows us to avoid the need to aersadditional background
assumptions typical of other phylogenetic methoflee goal of this
experiment was to gather basic knowledge of thdicgijve value of PTM
for phylogenetic analyses. We investigated theitgdf PTM to infer the
true cladogram. Afterwards, we investigated if andwhat manner the
method uses phylogenetic signal to gather cladeatpn predetermined
tree topologies. We also tried to determine théoperance of PTM in cases
when other phylogenetic methods fail. We obsertead PTM chooses the
wrong cladogram in most cases, therefore it carmotused in tree
inference. Analyses of PAS for individual nodes pfedetermined
topologies revealed that it is a potentially vatidasure of clade support.
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Parametri, po katerih smo pripr@asamezne nabore
simuliranih nukleotidnih zaporedij 13

Pari naborov simuliranih sekvent¢dgologij dreves,
uporabljeni v nadaljnjih analizah 14

Povptae vrednosti podpor testiranih filogenetskih metad
posamezna razvefid vseh izhodi&ih dreves (N=20; glej
Metode 2.3.2). Nizke vrednosti podpor s strani Bayega
pristopa in ML so potttane 17

Pregled razlik povpifePAS in rPAS med posameznimi
nabori podatkov, iz@nanimi na podlagi topologije A.
Izrazito negativne vrednosti so obarvane ¢eje izrazito
pozitivne pa modro. Oznake al|A, d|A in r|A pomenga so
vrednosti izrdunane za topologijo A z uporabo naborov a, d
0z.r. 20

Pregled razlik PAS in rPAS med pwsanimi nabori
podatkov, pridobljenih na podlagi topologije B.dzito
negativne vrednosti so obarvanegdelgzrazito pozitivhe pa
modro. Oznake b|B, e|B in r|B pomenijo, da so vostirmer
izratunane za topologijo B z uporabo naborov b, e 0z.r. 23

Pregled razlik PAS in rPAS med pwsanimi nabori
podatkov, pridobljenih na podlagi topologije C. @ka c|C,
e|C in r|C pomenijo, da so vrednosti &Zmaane za topologijo
C z uporabo naborov c, f oziromar. 26
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KAZALO SLIK
Sstr.

Koreninjeno filogenetsko drev@rke oznaujejo kortne taksone A-E,
odebeljene pike pa razvejaé Stevilke v razvejish predstavljajo
hierarhéne ravni kladograma; razvejis 2 je hierarkino visje od
razveji€a 3 in hierarhino nizje od razvejisa 1. RK — razveji& s
korenino. 1

Postopek izreuna AS (a) in PS (b) v posameznih razis
kladograma. 9

Izhodi&na drevesa, uporabljena za simuliranje naboroveatikinih
zaporedij: simettino drevo (A), drevo z dolgimi zunanjimi vejami (B)
in asimetréno drevo (C). Oznake;$5;7 predstavljajo kotne taksone,
rdee obarvane Stevilke 1-13 pa posamezna razweeji¥ nadaljnjem
besedilu so ta drevesa poimenovana s pripadajaznakami (A, B,
C). 13

Primerjava pravilne topologije drevesa (A) in enedalreves, izbranih
s PTM (B). Prikazan je iztan mere podobnosti obeh topologij. Obe
drevesi se razlikujeta le v enem razvajSskladnost topologij obeh
dreves zna3a 3. Stevila v razvéijis spodnjega drevesa so vrednosti
PAS teh razveji& 15

Skatliéni diagrami porazdelitve skladnosti topologij topgij dreves,
izbranim z vsako od uporabljenih filogenetskih nagtaézrisani na
podlagi naborov sekvenc s 5000 (A), 10000 (B), #500) in 50000
(D) znaki (v vseh primerih za vsak par PTM-ML in -MP velja:
p>>0,01). 16

Porazdelitev podpore PAS (A) in rPAS (B) posamezrarveji£em
simetriénega drevesa (glej Slika 3A) s strani na podldgp®s drevesa
pripravljenih naborov simuliranih sekvenc a (mqdh=100) in d
(rdete, N=100) ter naborov nakfjno generiranih sekvenc grfo,
N=100; glej Preglednico 2). Vrednost podpore snstemega nabora
sekvenc danemu razvejis predstavlja t¢ko na grafu. Vse razlike med
skupinami na posameznih razvejisso statistino zn&ilne (p<<0,01). 20

Simetricno drevo A z ozngnimi razvejigi s pozitivno (modro)

in z negativno (rd&) razliko rPAS(alA) - rPAS(r|A) (glej Preglednico
4). Drevo je simettino in ima zelo enakomerne dolzine posameznih
vej. 21
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Slika 8:  Porazdelitev podpore PAS (A) in rPAS (B) posamezraizveji€em
dolgovejnatega drevesa (glej Slika 3B) s strani puallagi istega
drevesa pripravljenih naborov simuliranih sekver{imbdro, N=100) in
e (rde&e, N=100) ter nakligno generiranih naborov sekvencdérnp,
N=100; glej Preglednico 2). Vrednost podpore eneghaora sekvenc
danemu razveji@ predstavlja ttko na grafu. Vse razlike med
skupinami na posameznih razvejisso statistino zn&ilne (p<<0,01). 22

Slika 9:  Dolgovejnato drevo B z oztanimi razvejigi s pozitivno (modro) in
Z negativno (rdée) razliko rPAS(b|B)-rPAS(r|B). Drevo ima izrazito
dolge zunanje veje in kratke notranje veje. 24

Slika 10: Porazdelitev podpore PAS (A) in rPAS (B) posamezraaveji¥em
asimetrénega drevesa (glej Slika 3C) s strani na podlaggesdrevesa
pripravljenih naborov simuliranih sekvenc ¢ (mqdys-100) in f
(rdete, N=100) ter nakljgno generiranih sekvencdrfio, N=100;
glej Preglednico 2). Vrednost podpore enega nadekaenc danemu
razveji€u predstavlja ko na grafu. 25

Slika 11: Asimetricno drevo C z ozrignimi razvejigi s pozitivnho (modro) in
z negativno (rd&e) razliko rPAS(c|C)-rPAS(r|C). 26

Slika 12: Kladogram R. 27

Slika 13: Porazdelitev podpore rPAS, iZumanih na podlagi topologij drevesa A
(modro) in popolnoma drugaega, nakljano pridobljenega drevesa R
(rdete) s strani nabora sekvenc a. Opozorilo: enakovib&ea
razveji€a ne predstavljajo istih razvejipri obeh drevesih. 28

Slika 14: Skatlicna diagrama mer podpore topologije PAS (A) in rP@3$ po
celotnih topologijah drevesa A ter nakino pridobljenega kladograma
R (za oba grafa velja: p<<0,01). 28

Slika 15: Porazdelitev podpore rPAS, iZimanih na podlagi topologij drevesa A
(modro) in drevesa C (rde), z uporabo nabora sekvenc c. Opozorilo:
enako oStevilena razveji& ne predstavljajo istih razvejidpri obeh
drevesih. 29

Slika 16: Skatelni diagram rPAS(c|A) in rPAS(c|C) (p<<0,01). 29
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Bayesov pristop

Bootstrap podpora (BS)

Filogenetski signal

Klad

Kladistika
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Kriterij varc¢nosti
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SLOVARCEK

Stanje znaka, podedovano od skupnega prednika in
zn&ilno za korgne taksone danega klada.

Filogenetska metoda, ki vrednqgbiotéze sorodnosti
na podlagi posteriorne verjetnosti

Mera podpore razves filogenetskega drevesa, ki
jo dobimo s kvantificiranjem prisotnosti razvejiga
drevesih, dobljenih na podlagi nakino tvorjenih
zaporedij izhodi&nih znakov.

Razporeditev stanj znaka médaai, ki je posledica
dejanske evolucije taksonov in ne nag&jin pretvorb
teh stan;.

Skupina, ki zdruzuje vse potomce nekega
predvidenega skupnega prednika; sinonim za
monofiletsko skupino.

Veja bioloske sistematike, ki organizmezvrEa v
skupine na podlagi skupnega evolucijskega izvora
Filogenetsko drevo, ki prikazuje le odnose med
taksoni, filogenetskih razdalj pa ne

Filozofski pristop, ki daje najbolj enostavrazlagi
nekega problema prednost pred bolj kompleksnimi
razlagami.

(Maximum Parsimony; MP) filogenetska metddaya
podlagi razporeditve stanj znakov izbere hipotezo
sorodstvenih  odnosov, ki predvideva najmanj
sprememb stanj znakov.

(Maximum Likelihood; ML) filogenetskmetoda, ki
izbere hipotezo sorodstvenih odnosov z ngjue
verjetjiem glede na izbrani model evolucije

Sistem predpostavk o poteku evgduciukleotidnih
zaporedij. Podaja npr. hitrosti pretvorb med nuktio
in kontno pogostnost posameznih nukleotidov v
sekvencabh.

Datoteka, ki vsebujeklaotidna zaporedja vseh
analiziranih kotnih taksonov.

Prednisko stanje znaka.

Verjetnost opaZene poraditve stanj znakov v
koncnih taksonih,ée privzamemo resémost nekega
filogenetskega drevesa.

Stanje znaka, prisotno pri dveh opazovanih sorodnih
taksonih in njunem najblizjem skupnem predniku.
Razporeditev stanj znaka, ki je posledica oékilp
sprememb stanj znaka (homoplazij)

Filogenetska metoda, ki temelji na vresimgo hipotez
skupin korgnih taksonov.
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Topologija Vzorec razvejenosti filogenetskega drevesa, torej
oblika, ki jo dol@a lega razvejiSna drevesu.
Transformacijska metoda Filogenetska metoda, ketgma vrednotenju hipotez

pretvorb med posameznimi stanji znaka.
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DODATNI MATERIAL

Vhodne datoteke z nabori simuliranih nukleotidniaparedij za vse v tem delu
uporabljene réunalniSke programe so dostopne na spletnem mestu:

http://web.bf.uni-lj.si/jjakse/dn_majer_aljaz_vhedrar
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1 UvOD

Filogenetika je znanstvena disciplina, ki na podtagrfoloskih, molekularnih ali drugih
podatkov protuje sorodstvene odnose med organizmi. Cilj filogekee analize je
poznavanje filogenij, t.j. verjetnega poteka evg&impazovanih skupin organizmov
(taksonov) od najblizjega skupnega prednika dalg&dele, 2005). Sorodstvene odnose
med taksoni navadno ponazorimo s filogenetskimvele(dendrogrami, Slika 1), med
katerimi sta najuékrat uporabljenakladogram (prikazuje le sorodstvene odnose) in
filogram (prikazuje sorodstvene odnose in evolucijsko rpadaed taksoni; Page in
Holmes, 1998).

veje

LN

1
2
—+RK 3

korenin; . +:

Slika 1: Koreninjeno filogenetsko drev@rke oznaujejo kortne taksone A-E, odebeljene pike pa
razveji€a. Stevilke v razvejidh predstavljajo hierartine ravni kladograma; razveji& 2 je hierarkino
viSje od razveji&a 3 in hierarhino nizje od razvejita 1. RK — razveji& s korenino.

mTmoD OoOm >

Filogenetske metode tradicionalno temeljijo na pegavanju homologij med organizmi.
Dolocen znak (t.j. kakrSna koli lastnost organizma, ki se lahkbravnava kot
spremenljivka z vsaj dvema nezdruzljivima stanjerbDeSalle, 2006) neke skupine
organizmov jehomologen ce je bil prisoten pri skupnem predniku vseh organuy;
nasprotno temu pa imagnalogni znaki enaka stanjéeprav so podedovani od razlih
predniskih organizmov (Phillips, 2006). Dva filoggdska znaka sta si lahko podobna,
vendar ne homologna, ali pa zelo r&zéi, a vseeno homologna; vazen je le izvor znaka,
ne njegovo stanje. Stanje znaka, ki je podedovahskapnega prednika in ztimo za
konéne taksone danega klada, imenujempomorfija, predniSko stanje znaka pa
pleziomorfija. Posebno obliko homologije, pri kateri je pri dvigtksonih neko stanje
znaka prisotno v enaki obliki kot pri najblizjemuginem predniku, pri katerem se je ta
oblika tudi prvE pojavila, imenujemainapomorfija.

Ze na z#etku filogenetske analize se je treba oilip kaj predstavljajo znaki neke
skupine taksonov. Homologiji, opazeni pri vnapraepgoznanih znakih, pravimo
primarna homologija (Phillips, 2006), po analiziateih naborov znakov in doddtvi
odnosov med taksoni na podlagi podanega optimadagat kriterijapa razpoznamo
sekundarno homologijo (de Pinna, 199Ck se stanja nekega znaka ne skladajo s
topologijo filograma, lahko analizo ponovimo tudeb upoStevanja teh znakov.
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Kladistika je veja filogenetike, katere metode temeljijo nan@pu vatnosti (t.j. za
dolccitev filogenije uporabljajo najmanjSe mozno Steviledpostavk; Phillips, 2006).
Kladisticna metoda kot najbolj ustreznega izbere tisti kimdm, ki predvideva
najmanjSe Stevilo sprememb med r&alini stanji posameznih znakov (najbolj »¥ao«

zdruzi taksone v monofilije).

Z racunalnisSkimi simulacijami procesa evolucije iz enega predniSkega zaporeaja p
danem evolucijskem modelu lahko za vsedmntaksone pridobimo nabor nukleotidnih
sekvenc, ki ustrezajo topologiji in dolzinam vejoframa, na podlagi katerega je
ustvarjen (Page in Holmes, 1998). Pri izboru madsiolucije je potrebna previdnost.
Ce je model evolucije, uporabljen pri simulacijahey® podoben modelu evolucije, ki
ga uporablja na simuliranih podatkih testirana gédoetska metoda, pridemo do
pristranskih zakljgkov (Wagele, 2005). Analiza simuliranih naborov leaktidnih
sekvenc omogta ovrednotenje filogenetskih metod na podlagi nratanpoznanih
odnosov med analiziranimi taksoni. Primerjava izBatega filogenetskega drevesa z
drevesom, ki ga izberejo na simuliranih sekvenzafedene filogenetske metode, nam
omogaa statisitno ovrednotenje zanesljivosti teh metod (Simmon#&/ebb, 2006).

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Kladisticna analiza razvié& organizme v skupine na podlagi sinapomorfij,izpeljanih
stanj znakov, ki so skupni pripadnikom neke moijefiin najblizjemu skupnemu
predniku, pri drugih taksonih pa jih ni. Bang indsq2000) razlikujejo dva glavna
pristopa h kladistni analizi: taksinega in transformacijskega. Rezultat uporabe
taksinega pristopa so skupine takson@e. analiziramo S$tiri taksone z ozirom na neko
stanje znaka in opazimo pri A in B stanje znakaiXtaksonih C in D pa stanje znaka X',
je po taksitnem pristopu najbolj verjetno drevo ((A,B),(C,D)yansformacijski pristop
pa se sploh ne ukvarja s hipotezami skupin; izSpr#) podatkov dobimo tezo o pretvorbi
X< X'. (Carine in Scotland, 1999). Transformacijskisfop se lahko uporabi kot soliden
vir hipotez o sorodstvenih odnosih, vendar pagédrza potrditev teh hipotez uporabiti
taksini pristop (Bang in sod., 2000). Vseeno pa jéine filogenetskih metod v uporabi
danes transformacijskih. Med diskretnimi filogekets metodami so standardna metoda
najveijega verjetja, standardna metoda n&gevaknosti in metode, ki uporabljajo
Bayesov pristop, eksplicitno transformacijske (&oad, 2000).

Vec¢ avtorjev se strinja, da je kladigta metoda boljSa od filogenetskih metod, ki
temeljijo na predpostavkah poteka evolucije (Farrisod., 1970; Brady, 198Brower,
2000). Zato je po njihovem mnenju pomembno, dazskladistike v¢im vegji meri
odstrani predpostavke o poznavanju poteka evoluayeazovanih skupinah.

Ze Hennig (1966) je prepoznal tri vzroke za podabrmmakov — sinapomorfije (znaki,
zn&ilni za najbliznjega skupnega prednika taksonowhpseziomorfije (stanja znakov,
zn&ilna Ze za bolj oddaljene skupne prednike) in hdemj@ (nakljtno enaka stanja
znakov pri dveh nesorodnih kladih) — in opazil, sgéano sinapomorfije nosijo signal o
filogenetskih odnosih med taksoni. Razvil je metaivuzevanja taksonov samo po
sinapomorfijah, ki je uporabljala da@ene predpostavke evolucije. Platnick (1979) in
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Nelson (1989) sta pokazala, da grupiranje taksaridpuc¢no po sinapomorfijah ni nujna
predpostavka kladistnih metod,ceprav nekateri avtorji to Se zmeraj trdijo (e.gidaill
in Kluge 1997).

Princip vatnosti (parsimony) razlaga, da je treba pri inte@gmigi opazanj uporabiti
najmanjSe mozno Stevilo predpostavk, ki Se zadesh# razlago podatkov. Vsako
dodatno predpostavko je treba zaVresaj otezuje lditev pravilne razlage od drugih
razlag, ki slabSe pojasnijo opazanja. Popper (1869po Brower 2000) si je razlagal
uporabo principa vénosti v znanstvenih metodah kot izogibanje vsem e@n
predpostavkam, razese pove€ajo zanesljivost preverjanja osrednje hipoteze.

Vec avtorjev je Ze poskusilo postaviti najbolj ¥%&n nabor osnovnih hipotez. Wiley
(1975) je iz Hennigovih il kladistike kot prvi izpeljal naslednje aksiomladistike:
(1) evolucija se odvija, (2) obstaja samo ena &liga vseh organizmov, (3) znaki se
lahko spremenjeni ali nespremenjeni dedujejo izdippeine v naslednjo generacijo.
Wileyevi aksiomi so premalo natam za uporabo v kladistiki (Brower, 2000). Osnovne
temeljne predpostavke kladistike so predlagali &ei$in sod. (1970), Platnick (1979),
Kluge (1997) in Brower (2000). Slednji je predlageslednje aksiome kladistike: (1)
osnova kladistinin analiz so opazene razlike med stanji znakoy, klddogram je
ustrezen n&n prikazovanja odnosov med taksoni in (3) pri pekanju predpostavk je
treba zadostiti principu vamnosti (Brower, 2000).

1.2 HIPOTEZA

Testirana metoda je poskus izvedbe filogenetskedeer najmanjSim moznim Stevilom
predpostavk. Osvobojena je vsakrsSnih predpostavdvaluciji taksonov, filogenetski
signal pa meri na popolnoma nov¢m s ¢imer opuga tudi kriterij vagnosti.
Pricakujemo, da bomo z metodo tudi pri problerah topologijah filogenetskih dreves
uspeli izlugiti filogenetski signal z razpoznavanjem sinapomerharave znakov in vsaj
do neke mere pravilno daliti odnose med taksoni.

1.3 NAMEN RAZISKAVE

Glavni namen raziskave je bil pridobiti osnovno meéwzanje uporabnosti nove
probabilisttne takstne metode za filogenetske analize. V prvem dellkyses smo

preverili, ¢e lahko metodo uporabimo za odkrivanje pravih oduased taksoni, in jo

primerjali z uspesnostjo popularnih filogenetskiletod na istih naborih podatkov. V
nadaljevanju poskusa smo zeleli spoznati, kakolsgehetski signal odrazi v podpori
doloceni topologiji drevesa, Se posebno nas je zaninmg@Snost razéevanja signala v
nesimetrnih filogenetskih drevesih. Obenem pa smo zelaverili, kako se metoda
obnaSa v primerih, v katerih pogosto uporabljalogénetske metode odpovedo.
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1.4 PREDPOSTAVKE V POSTOPKU KLADISTINE ANALIZE

Obicajen potek kladistne analize je sledeopazanje razlik in podobnosti med taksoni,
vnos opazanj v podatkovno matriko (data matrix)oumednotenje takSnih podatkov s
postopkom, ki lahko dotd odnose med organizmi in izbere kladogram (Brov2€Q0;
glej tudi Jenner, 2003). Za vsakega od teh koragotrebujemo dokeno Stevilo
predpostavk.

Opazovanje razlik temelji nautnem zaznavanju in kogniciji (prepoznavanju), jtgee
subjektivno. OpaZanje postane dejstvo (postanekin®), ko dobi dovolj veliko
podporo s strani raziih opazovalcev, oz. ko se vsi strinjajo z njinkréd ga ni veé
treba testirati (Popper, 1959). Celotna primerjdi@ogija je prezeta z idejo evolucije;
gre torej za splosno sprejeto dejstvo. Podobno pereipom vaénosti, za katerega je
Popper (1979) trdil, da je lasten opazdeabmu umu. Vsak kladist torej oba principa
nevede Ze uporablja pri svojih opazovanjih, zatonji treba dodajati v metodo. Brower
(2000) zato trdi, da so opazene razlike in podothnedina potrebna postavka za
dolo¢anje odnosov med organizmi.

Tudi razvrg§anje opazanj v podatkovne matrike naj ne bi tefoelpa nobenih
nepotrebnih predpostavkah (npr. a priori dalgu polarnosti znakov). Skladnost hipotez
0 podobnosti stanj znakov je podlaga za razlageojazaksonov iz skupnega prednika,
nikakor pa ne velja obratno (Brower, 2000). Nekgbedatkovne matrike zawtajo kot
newinkovit n&in prikaza podatkov (Cao in sod., 2007).

Uporaba filogenetskih dreves je sploSno uveljavifatin prikazovanja odnosov med
taksoni. V uporabi je Ze od zgodnjega 19. stol@jady, 1985). Hierarhija taksonov v
takSnem kladogramu je, podobno kot zgoraj obravmgwancip vatnosti, uporaben
kriterij za nedvoumno razwanje taksonov na podlagi znanja o njih. V velikonad pri
doloanju odnosov neke ravni je obsezno ¥eoje na viSjih hierarkinih ravneh glede na
predlagano drevo (med predvidoma manj sorodnimsdall, kar nam pomaga pri
testiranju monofilij v notranji skupini (ingroup)ok tudi na nizjih nivojih (bolj sorodni
taksoni; Brower, 2000).

Se pred dolganjem skupin taksonov je nujno trebaifoapomorfna in pleziomorfna
stanja znakov, kar v enem od korakov analize zahtkereninjenje kladograma.
Koreninjenje z zunanjo skupino (outgroup rooting)ustrezna metoda, saj temelji samo
na preverljivi hipotezi, da so vsi taksoni notrasjaipine klad glede na dano zunanjo
skupino (Brower, 2000).

Sistematika tezi k dotitvi ene same dobro podprte hierarhije vseh Zzivity, bza
odkrivanje te hierarhije pa obstaja mnogo metod. d8daj pa so bile za razlozitev
odnosov v posameznih vejah »drevesa zivljenja« alg@ne razline metode, Kki
temeljijo na zelo raztnih predpostavkah, razlike med metodami (in s tepfivv
predpostavk na ka@ni rezultat) pa niso dovolj dobro poznane (Browg00). Nekateri
avtorji vztrajajo, da je treba za potrditev nekeosistvene hipoteze uporabitivenetod
na istih podatkih (e.g. Kim 1993), kar pa nikakog more privesti do \wkratne
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neodvisne potrditve rezultata in tudi ne p&yje zaupanja v rezultat. Za zadovoljivo
razlago te hierarhije je — Ze zaradi principacmasti — treba uporabiti zgolj eno
zadovoljivo uspesno filogenetsko metodo.

1.5 RAZLICNI POGLEDI NA 1IZVOR RAZLIK V STANJIH ZNAKOV

Glavni cilj filogenetske sistematike je iskanje dguinskega poteka evolucije na podlagi
razlik med opazovanimi organizmi, vir katerih ssespembe v zaporedjih njihove DNA
(Bang in sod., 2000). Za ustrezno razlago evolkeijzgodovine neke skupine
organizmov je treba vzpostaviti ustrezno paradigiosamo na podlagi razlik in
podobnosti med njimi najbolj nepristransko dolbierarhijo odnosov med njimi. Grant
in Kluge (2004) si razlagata posamezne znake kodagnske entitete, stanja znakov pa
kot njihove lastnosti, ki odrazajo zgodovinski sagmnaka, ki je vzrok za homologije. Na
znake gledata kot na serije transformacij stanjof& engita koncepta homologije in
sinapomorfije, zato trdita, da prisotnost sinapdmbrstanj znakov ne sme biti kriterij
dolo¢anja homologije, saj to vodi v kroZzno dokazovanje.

Farris (1983) vidi kriterij vamosti kot osnovo transformacijskega pogleda nausvol
organizmov; po njigovem mnenju so vsa stanja, Keka sinapomorfno naravo, nastala
le enkrat, I1zklj¢uje pa moznost, da so med nadaljnjo evolucijo ta&sgpki jih dolaiajo,
izginila in se spet pojavila. Bang in sod (2000yra&ajo transformacijski pristop kot
osnovo za dokanje sorodnosti med taksoni, ker zahteva hipotezegarovinskem
spreminjanju znakov. Ne strinjajo se tudi s pretipdso, da je najenostavnejSa razlaga
zgodovinskega spreminjanja tudi najbolj enostawaaia), saj obstaja tudi moznost, da
je sinapomorfno stanje znaka v zgodovini izginficseé nato spet pojavilo.

Transformacijski pristop vedno podaja pozitivhelage podobnosti (razlik v stanjih dveh
znakov ne pojasnjuje). Zato lahko z njim le predlag topologije filogenetskih dreves,
ne smemo pa jih tudi potrditi. Taksei pristop vedno upoSteva tudi porazdelitev razlik
stan] znakov posameznih taksonov,¢iner omogda direktno testiranje hipotez
sorodnosti med dvema taksonoma, zato poda pretgpbaziago sorodnosti med njimi
(sinapomorfij). Assis in Brigandt (2009) podpirdta pogled in vidita transformacijski
koncept homologije kot dinakmi (razlaga zgodovine), taksio homologijo pa kot
staténi koncept (trenutno stanje). Zgodovinski razvdgstanov je hipoteza sorodnosti, ki
je ne smemo privzeti kot pravilno brez ovrednotegigde na dejansko stanje, kar nam
omogaa le takstni pogled. Vsi znaki predstavljajo tako sinapomjeriia nekem nivoju
taksonomske hierarhije kot transformacije stankemabolj predniskih sekvenc (Nelson
in Platnick, 1981).

1.6 POGOSTO UPORABLJANE METODE DOIGANJA IN IZBORA DREVES
1.6.1 Metoda najvéjega verjetja

Metoda najvéjega verjetja je eksperimentalno dobro podprta inoké uporabljana
filogenetska metoda. Temelji na principu n&jega verjetja (maximum likelihood), ki
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razlaga, da je najustreznejSa hipoteza sorodnissdi, tki se najbolje sklada z danimi
vhodnimi podatki.

Lo=P(D|H) (1)

Verjetje danih filogenetskih podatkov (npr. nukidath sekvenc) je verjetnost, da so
dani podatki resgni, ¢e neke odnose med taksoni (npr. filogram) privzamekat
resntne. Filogenetsko drevo, za katerega so naSi podajbolj verjeten rezultat
evolucije , lahko prepoznamo kot najbolj ustrezRelg¢enstein, 1981; Page in Holmes,
1998).

Metoda najvéjega verjetja poleg poznavanja razlik v znakih rapdzovanimi taksoni in
privzetega hipotetnega filogenetskega drevesa z znano topologijo alzimhmi vej
zahteva uporabo modela evolucije (model substituez v nukleotidnih zaporedijih). Na
podlagi danega modela lahko i@waamo verjetje, s katerim dana topologija
filogenetskega drevesa podpira porazdelitev staakav v kornih taksonih (Wagele,
2005). Problem metode je, da je treba za vsak gesohov izraunati verjetje vseh
moznih sprememb stanj znakov za vsako mozno tojolayeves. Stevilo moznih
dreves eksponentno natasz ve&anjem Stevila taksonov, zato je ta metoda omejena n
majhne nabore taksonov (Page in Holmes, 1998)bl&raténa je tudi nujnost uporabe
modelov evolucije (Brower, 2000).

Kot mera podpore posameznim razwggid se pri tem postopku uporablja bootstrap

podpora (BS, bootstrap support); biti mora izrazispka (npr. >90%). Pred izfani se

za vse nabore zaporedij nakifo izbere zaporedje posamernih znakov, na podlagi
katerih se generirajo nove sekvence z ustreznanjistnakov. Na podlagi te sekvence se

izbere najboljSe drevo; BS nekega klada je delenia dreves, ki vsebujejo ta klad.

1.6.2 Analiza posteriorne verjetnosti porazdelitvedreves z Bayesovim teoremom
(Bayesov pristop)

Bayesov pristop omoga iskanje najbolj verjetnih filogenetskih dreves iabranem
modelu evolucije in danih taksonomskih znakih (nenpr zaporedjin DNA). Ta pristop
iskanja filogenij temelji na Bayesovem teoremu:

(pl#)-p (#)
P(H|D) :% .(2)

Ta omog@a izra&unavanje posteriorne verjetnosti P(H|D) neke parbixe znakov v
nukleotidnih zaporedijih v mnozici taksonov ob preshavki resninosti dane topologije
drevesa. Posteriorna verjetnost je tudi optimamoktiterij te metode, biti mora&im
vecja. Za iskanje optimalnega drevesa se uporabljgopek MCMCMC (Metropolis-
Coupled Markov Chain Monte Carlo), ki nakijio generira drevesa, le nekoliko raamh
od predhodnega drevesa. Tudi Bayesov pristop zahi¢orabo modela evolucije za
primerjanje vhodnih podatkov (sekvence) s topo#ogij dreves. Na zatku analize se
izracuna posteriorna verjetnost dane porazdelitve znagl@de na neko nakkmo
generirano drevo. Nato se na podlagi prejSnjegaedee generira mnozico nekoliko
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spremenjenih dreves; ta drevesa se ovrednotildétropolis-Hastingsovim algoritmom,
ki temelji na izr&unavanju posteriornih verjetnostih vhodnih podatkendar dovoljuje
moznost, da se najbolj verjetna hipoteza ne sprekaeomogda bolj ohlapno iskanje
pravega drevesa v &em Stevilu podobnih dreves, z vsakim korakom papceguje
P(D|H). Vsak tak korak imenujemo generacija. V ddaetskih analizah navadno
dovoljujemo, da markovska veriga p&ge€ez stotisdée generacij (Wagele, 2005).

1.6.3 Metoda najveje varénosti

Optimalnostni kriterij metode najige vaknosti (maximum parsimony - MP) je Stevilo
pretvorb znaka v celotni filogeniji, za kar ne @duje predpostavk modela evolucije
(Hagstrom in sod., 2004). MP za vsako mozno drevaiuna Stevilo mutacij, ki bi
rezultirale v nukleotidnih sekvencah taksonov. M§jlvarcno drevo predvidi najman;
mutacij.

Podobno kot ML mora MP preveriti vse moZne topggireves, zato je zelo potratna
pri analizi velikega Stevila taksonov. To tezaviokia reSimo z uporabo hevrigtih oblik
metode. Poznano je tudi, da metodasth predlaga napae topologije, denimo zaradi
priviaka dolgih vej (Felsenstein, 1978).

1.7 TAKSICNE FILOGENETSKE METODE
1.7.1 Analiza hipotez treh taksonov

Edina bolje raziskana taksia metoda je analiza hipotez treh taksonov (thee@nt
statement analysis, 3TA; Nelson in Platnick, 19918melji na postavljanju hipotez
tripletov dveh taksonov z istim, sinapomorfnim $am znaka, in dodatnega taksona s
pleziomorfim stanjem znaka. Apomorfnim stanjem znalodeli metoda vrednost 1,
pleziomorfnim pa 0; za zunanjo skupino pri analiporablja hipotetini takson, kjer
imajo vsi znaki pleziomorfno stanje. Na podlagi leeavseh dobljenih tritaksonskih
hipotez se doki mozne kladograme in v skladu s principom¢veasti izbere najboljSega.
Originalna metoda 3TA predvideva zgolj dve stamaka — prisotnost (1) in odsotnost
(0); med vé razlicnimi stanji znaka (npr. nukleotidi v zaporedju reikkkih kislin) pa ne
more razlikovati (Carine in Scotland, 1999). Sawdlg2000) je predlagal prilagojeno
obliko 3TA, pri kateri se Se pred analizo binarrakadira stanja znakov tako, da med
analizo ostanejo informativna; ta metoda in staghaiametoda najvge vaknosti sta dali
neujemajde rezultate. Obe metodi 3TA sta slabo eksperimentadodprti in se v
sistematiki ne uporabljata (Farris in sod., 2001).

1.7.2 Probabilistiéna taksiéna metoda (PTM)

Ta metoda (Trontelj, osebni vir) temelji na altégii@dm pojmovanju verjetnosti ter
zaupanja. Hennig (1966) je svojo filogenetsko metadlel utemeljiti na predpostavki,
da so odnosi med organizmi resni Taksoni na visjih nivojih torej posedujejo enak
stanje znakov, ker pripadajo isti skupini (de Qomiin Gauthier, 1990), in ne obratno. Ta
predpostavka omoga probabilisitni pristop k izrgunavanju filogenetskega signala, ki
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ga imajo znaki v dani kladisti hierarhiji. Tako se znebimo potrebe po definuwan
hipotez o monofilijah skupin po podobnosti znakdato se lahko vpraSamo, kaksna je
verjetnost, da dana monofilija podpira domnevn@gamorfno naravo nekega znaka. To
verjetnost lahko izaunamo kot relativno frekvenco stanj znaka v preattagnonofiliji.
Uporabna vrednost metode za filogenetsko analizo B#a preverjena.
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2 MATERIAL IN METODE

2.1 PROBABILISTCNA TAKSICNA METODA (PTM)

Osrednji spremenljivki predlagane metode (Trontefjebni vir) sta apomorfni signal
(AS) in pleziomorfni signal (PS). Datdi ju je treba za vsak znak na vsakem razvajis
kladograma, razen korene. AS danega stanja znakeggvna frekvenca tega znaka v
skupini, ki jo dol@a razvejige, PS istega stanja znaka pa je frekvenca tegazmaén
skupine. Razveji® korenine se pri iz€anih ne uposteva.

2.1.1 Apomorfni in pleziomorfni signal

V AS sta izraZzeni pogostnost in razporeditev stangka v skupini kafmih taksonov, ki
jih dolota neko razveji&. AS nekega stanja danega znaka predstavlja mesjetda
kon¢ni taksoni, ki imajo to stanje znaka, nosijo orgjim signal razveji&, ki dolaa

monofiljo vseh teh koénih taksonov. Ta verjetnost se ne nanasSa na vesetali

kolicino sprememb stanj znakov, obenem pa ni odvisnanodelov ali predpostavk.
Odvisna je le od vzorca razvejanosti kladograma.

Apomorfni signal stanja znaka X na koreninjenemd&lgramu mora biti iz&unan za
vsako razveji®& posebej za poljubno Stevilo stanj znakov, ki sgyjajo na koginih
taksonih. Najprej se iztana AS kowknih taksonov. Za vsako hierathp viSje lezée
razveji€e se AS izrauna kot aritmetina sredina AS razvefiraslednjega niZjega nivoja
(Slika 2).

O A BC D E

X X (a)
:/ / AS1(X)=0,5 (0,5 od D)
3 1 ¥ AS,(X)=0,75 (0,25 od (C,D) + 0,5 od E)
AS5(X)=0 (0 od A +0 od B)
AS4(X)=0,375 (0 od (A,B) + 0,375 od ((C,D),E)
«

o A C D E (b)

PS1(Y)=0,375 (0,375 od razvejis¢a 2 + 0 od E)

/ :
) O PS,(Y)=0,75 (0,5 od razvejis¢a 4 + 0,25 od (A,B))
\ PS3(Y)=0,5 (0,5 od razvejis¢a 4 + 0 od ((C,D),E))

B
Y
4

PS4(Y)=1 (0,5 od razvejisca korenine + 0,5 od O)

Slika 2: Postopek iztaina AS (a) in PS (b) v posameznih razw#jikladograma.
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Na vpliv AS nekega kamega taksona na AS nekega viSje ¢epa razveji&@ mano
vpliva oblika kladograma. Asimetni kladogrami imajo vé& ravni razvejig§ (so globlji)
kot simetréni. AS bolj bazalnih taksonov v asimeétiih drevesih imajo zato relativho
vegji vpliv na AS Se nizje ledgh razveji§ kot AS taksonov z razvefim v nizjih
nivojih razveji€ kladograma. Pri simetmih drevesih je razporeditev AS konh
taksonov enakomerna tnn? ,..., n%), v popolnoma asimetih drevesih pa je zelo
neenakomerna 2,22 , ..., Z" 2" 2. Moc¢nejsi AS terminalnega taksona z
razvejigem globlje v asimettnem kladogramu lahko prispevacvéuma v razvejie
pod njim.

Apomorfija lahko poda filogenetsko informacijo samorazveji€u, pod katerim je
nastala. Na naslednjem, niZje l&&m razveji8u apomorfija izgubi ves signal in postane
pleziomorfija. Navadno samo z AS ne moremo zamneskidkriti tega razvejis, zato
potrebujemo neko kdlino, komplementarno AS, ki jo imenujenpdeziomorfni signal
(PS). PS stanja znaka na danem razuejiSe ne nanaSa na s slednjim delm
monofilijo, ampak na preostalo drevo izven razvgjidzratuna se ga podobno kot AS, le
da z&nemo pri korenini kladograma namesto pri &uih taksonih. PS korenine je enak
AS zunanje skupine. Za vsako razv&i$e PS izkaina kot povpr&ge PS za nivo viSjega
rezveji€a in AS sestrske skupine (Slika 2).

2.1.2 Verjetnost apomorfne podprtosti (PAS — Probaility of apomorphic support)

Takskni pristop narekuje, da mora optimalnostni kritézljire pravega drevesa odrazati
verjetnost, da taksoni pripadajo monofiliji. To Iséako izpelje iz verjetnost, da je neko
dano stanje znaka apomorfno, ter iz Stevila znakavkatere je ta verjetnost znana. Za
stanje znaka D in kladograms kladi G, C,, ..., G, lahko verjetnost, da opazovani znak
daje apomorfno podporo da@enemu kladu na kladograni izrazimo kot verjetje tega
klada za ta kladogram

L(Ci, ©)=P(D|C;, x) (3)

ter jo lahko izrdunamo kot vsoto pogojnih verjetnosti apomorfne mwdp/seh moznih
stanj znaka (5 znaka [ Imenujemo jo verjetnost apomorfne podpore j-tegaka

(pag(C))-

pas,(€)=P(D, )= P(s|C) (4)

i=1
Ce za neko stanje znakapsedpostavimo, da je apomorfno na danem razgjigotem
je eno od preostalih stanj pleziomorfno na istemvegasu, vsa preostala stanja pa
predstavljajo avtapomorfije na hieramo nizjih nivojih razvejis. Verjetnosti, da je neko
stanje apomorfno v danem razve&jijahko izr&@unamo iz AS in PS danega znaka za to
razveji€e. Verjetnost, da je stanje znaksapomorfno, stanje,ga pleziomorfno, lahko
izracunamo Kkot:
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AS(s,)PS(s, )1 - AS(s,))da- AS(s,))0... (L~ AS(s,, ) .(5)

Verjetnost apomorfne podprtosti klada C s straamjst znakasje seStevek vseh moznih
scenarijev, pri katerih je stanje apomorfno, eno od preostalih stanj, (®, ..., $) pa
pleziomorfno:

Pls|c)= asls) tpsls,) di- Asls,)) i~ asls,) 0. - Asls, )
+ Adls) tPls)) - adls, - adls ). - asls, ) - asls)

+ adls) tpels, ) i asls, )i adls, ) .. i Asls) ..(6)

To en&bo lahko preuredimo v:

1= i=2

P(s|c)= Als) ﬂ (1-A5s) > % -

Z engbama 2 in 4 lahko iztmnamo pasza dano razvejig zgolj iz AS in PS
posameznih stanj znakov v tem razwgjiSpas za neinformativne znake (imajo le eno
stanje) je 0, zato jih lahko izk§imo iz analize.

Celokupno verjetnost apomorfne podpore opazovamageeji£a - PAS(C) — lahko
izracunamo kot seStevek péS) vseh v analizi uporabljenih znakov znakov:

PAS(C) =Y. pas; (C) o

Ta izra&un je implementiran v programih EntroPhy (avtorjarkb Pistotnik in Martin
Turjak) in Newt (avtor Martin Turjak), uporabljeninspodaj opisanih poskusih.

Relativho verjetnost apomorfne podpore v nekem gy rPAS(C) izrgdunamo kot
kolicnik PAS(C) in Stevila znakov, za katere velja;(@2)>0,5.

2.1.3 Kriterij izbire najboljSega kladograma
Najboljsi kladogram, dobljen s to metodo, mora &kaati cim manjSo mero negotovosti.

Ustrezna mera negotovosti je entropija, ki jo zskiitno nakljgno spremenljivko v
sploSnem izr&unamo kot:

H(x):-zi:pi(x)logpi(x) 9)
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Verjetnost apomorfne podprtosti nekega znaka;(@#slahko obravnavamo kot binarno
naklju¢no spremenljivko, predstavlja pa mero gotovostitréisha mera negotovosti je
vrednost 1-pg€C), ki zdruZuje zmanjSanje podpore stanja znakadzgleziomorfij in
prikritie apomorfnega stanja znakov zaradi avtapdinoa nizjih nivojih taksonov.
Entropijo sinapomorfne podprtosti j-tega znaka @vanemu kladu C izganamo kot:

H,(C)=- ( pas;(C) log| pas, (©))+l1- pas, (©) loglt- pas, @) ..(10)

Stanje znaka s podporo p«35 po definiciji ne vsebuje nikakrSne informacipe
verjetnosti apomorfije, zato mu lahko délmo entropijo 1, za znake s pa8,5 pa
izratunamo ustrezno KC). Ta n&in izracuna entropije je implementiran v programu
EntroPhy. Najbolj ustrezna topologija ima najmarg&apno entropijo, ki jo iz&unamo
kot vsoto entropij po celotni topologiji.

2.2 PREVERJANJE USTREZNOSTI PTM KOT METODE ZA ODKRANJE
ODNOSOV MED TAKSONI

2.2.1 Priprava naborov simuliranih nukleotidnih zgporedij

Pripravili smo 50 nakljénih filogenetskih dreves s 7 kémmi taksoni in enim taksonom
Vv zunaniji skupini. S programom Evolver v progranmsksaketu PAML 4.2 (Yang, 2007)
smo pripravili simulirane nabore nukleotidnih zagulif za vsako od dreves (parametri:
random rooted trees, birth rate: 2; death ratsafpling fraction: 0,1; mutation rate: 1).
Za vsako od dreves smo ustvarili simuliran nabgozedij Stirih razknih dolzin (5000,
10000, 25000 in 50000 znakov).

2.2.2 Pridobitev filogenetskih dreves, ki najboljepojasnijo pripravljene nabore
nukleotidnih zaporedi

Vsak nabor simuliranih nukleotidnih zaporedij srmal&zirali s programi PAUP* 4.0b10
(Swofford, 2003), PAML 4.2 in EntroPhy. V prograrPAUP* smo izvedli analize po
standardni metodi naj¢ge vaknosti (MP; prvi takson v newick formatu drevesaadeh
za zunanjo skupino, 500 ponovitev bootstrap). S RA#I2 smo pridobili najbolj
verjetno drevo po standardni metodi n&jega verjetja (ML; originalni parametri v
datoteki baseml.ctl programa PAML 4.2). V prograBniroPhy (avtorja Marko Pistotnik
in Martin Turjak) je implementirana v tem delu tesmba probabilistina takstna metoda
(Trontelj, osebni vir). Z vsakim od programov snme\&sak nabor zaporedij pridobili za
dano metodo najbolje podprto filogenetsko drevoewitk formatu.

2.2.3 Statisténo ovrednotenje topologije
Vsa dobljena filogenetska drevesa smo primerjaliugtrezajéimi izhodi&nimi

topologijami dreves v programu PEST: Precision reated by Sampling Trait 3.0
(Zujko-Miller in Miller, 2003). Grafe smo izrisali programu SPSS 13.0.



Majer A.: Verjetnost apomorfije kot filogenetskitapalnostni kriterij. 13
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotetfiska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

2.3 PODPORA PTM POSAMEZNIM RAZVEJ&EM DOLOCENIH TOPOLOGIJ
2.3.1 Priprava naborov simuliranih nukleotidnih zgporedij

Pripravili smo tri filogenetska drevesa z Zmami razlikami v topologiji oz. v dolzinah
vej (Slika 3). Na podlagi vsakega od teh dreves snmmogramom Evolver pripravili
nabore nukleotidnih zaporedij dolzine 10000 znakmes 15 hipotetinih koninih
taksonov. Za vsako od dreves smo samo s sprenmenjapgetnega nakljtnega Stevila
(random number seed) pripravili po 100 naborov reghp za dva razina modela
evolucije, in sicer JC69 (atribui=1, =0, St. kategorij diskretng=0, frekvence baz: vse
0,25) in GTR (atributi, originalno nastavljeni vtdeeki McBase.dat za PAML 4.2).
Pripravili smo Se nabor popolnoma nakho generiranih nukleotidnih zaporedij (nabor
r; Preglednica 1) ter nakifno pridobljen kladogram R (Slika 12).

Preglednica 1: Parametri, po katerih smo priprgpgsamezne nabore simuliranih nukleotidnih zappredi

Nabor zaporedij

a b c d e f r
Topologija A B C A B C /
Model evolucije JC69 JC69 JC69 GTR GTR GTR /

(A)

Slika 3: Izhodi&na drevesa, uporabljena za simuliranje naboroveatikinih zaporedij: simetfmo drevo
(A), drevo z dolgimi zunanjimi vejami (B) in asinméno drevo (C). Oznake; 5,7 predstavljajo kotne
taksone, rd& obarvane Stevilke 1-13 pa posamezna razeeji¥ nadalinjem besedilu so ta drevesa
poimenovana s pripadajoni oznakami (A, B, C).
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2.3.2 Izrakun PAS na podlagi naborov simuliranih nukleotidnih zaporedij za znane
topologije dreves.

Vseh 7 skupin naborov simuliranih nukleotidnih zagahj smo analizirali v programih
Garli (Zwickl, 2006), MrBayes (Huelsenbeck in Romsju2001) in Newt (avtor Martin
Turjak). S programom Garli smo izvedli analize fanaborov zaporedij iz vsake skupine
naborov (a-e in r) po standardni metodi n&jgga verjetja (ML). V programu MrBayes
smo izvedli analize vseh naborov po metodi, ki apa Bayesov pristop (parametri:
nst=6, rates=invgamma, mcmc ngen=10000, sampleff&cgumt burnin=250).

Program Newt je implementacija probabilisi taksine metode. Z njim smo za vsak
nabor sekvenc iztanali vrednosti PAS za vsa razveégasustreznih izhod@&ih topologij
dreves. Izraunali smo tudi vrednosti PAS nakdjuo generiranih naborov sekvenc (nabor
r) za vsako od analiziranih topologij dreves. Pamgrje zabelezil tudi Stevilo vseh
znakov, ki vsebujejo apomorfni signal (pas>0,5).

Dodatno smo za nabor c iZwmali tudi podporo dokeni sliEajno izrisani topologiji R
(Slika 12), za nabor ¢ pa smo iguaali Se podporo simetni topologiji A, ki je
nesimetréni topologiji C, po kateri smo pripravili nabor do neke mere podobna.
Preglednica 2 prikazuje vse v analizah uporabljaigore izrédunanih vrednosti podpor

PAS.

Preglednica 2:

Pari naborov simuliranih sekvenddpologij dreves, uporabljeni v nadaljnjih analiza

Nabor simuliranih sekvenc

topologija a b c d e f r

A PAS(alA) PAS(d|A PAS(r|A)
B PAS(b|B) PAS(e|B) PAS(r|B)
C PAS(a|C) PAS(c|C) PAS(f|C)| PAS(r|C)
R (Slika 12) | PAS(alR)

2.3.3 Statisténa analiza podatkov

V tabele v programu Excel 2003 smo vnesli podatkemo jih pridobili z vsemi tremi
uporabljenimi r&unalnisSkimi programi. Na podlagi celokupne PAS iavia znakov s
pa$>0,5 smo za vse nabore iZumali relativno PAS (rPAS), ki jo izéanamo kot
kolicnik obeh kol¢in in predstavlja povptmo PAS vseh informativnih znakov.
Medsebojno smo primerjali rezultate analize PTMhwsienuliranih sekvenc, dobljenih na
podlagi enake topologije dreves. Nabore PAS(a|A) gpmmerjali Se z nabori PAS(a|C)
ter PAS(a|R). Statigtne analize smo izvedli v programu R 2.9.1.
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3 REZULTATI

3.1. USTREZNOST PTM ZA DOLOANJE TOPOLOGIJ DREVES

V programu PEST (Zujko-Miller in Miller, 2003) smpreverili skladnost topologij v
analizi pridobljenih dreves z izhodidim drevesom in to prikazali z enostavno mero
podpore posameznih dreves na podlagi enakosti kla#lb jih kaZejo posamezna
razveji€a drevesa. Za vsako razveégsz visoko podporo k skupni vrednosti podpore se
po tej metodi skupni vrednosti priSteje Xko, za razveji&, ki ima pri danem drevesu
izrazito slabo podprto glede na druga drevesa piskudreves, ki jo analiziramo, se ne
priSteje néesar, za vsako manjk&m razvejige pa se odsteje 1dko (Slika 4). Skladnost
topologij 5 torej pomeni, da vseh je vseh 5 moid#dov vsakega od dreves s sedmimi
taksoni enakih in dobro podprtih; podpora 1 pa ppmeni, da je v dveh kladih prislo do
neujemanja. Skladnost topologij 4 pomeni, da ed kiadovolj dobro podprt. Skladnost
topologij -5 bi pomenila popolno neujemanje kladov.

54
57
52

51
S5

——S3
(A) T 36

0.z

S4

geses [ 51
1 +1
T s

151688 56
+1 +1
95854 127532 : s3

+1
1 S5

(B) 93680 | s7

Slika 4: Primerjava pravilne topologije drevesa {A)enega od dreves, izbranih s PTM (B). Prikazan |
izratun mere podobnosti obeh topologij. Obe drevesastkujeta le v enem razvejs; skladnost topologij
obeh dreves znaSa 3. Stevila v raz¢diSpodnjega drevesa so vrednosti PAS teh razvejis

Probabilisténa takstna metoda (PTM) se je v primerjavi z metodo nggevanosti in
metodo najv&ega verjetja za vse primerjane dolzine sekveneslanslabo (Slika 5), saj
v vedini primerov ni dol@ila pravilne topologije dreves. Metodi MP in ML staskoraj
vseh primerih izbrali ustrezno topologijo. Sredmyaednost skladnosti topologij,
dolo¢enih s PTM, je 3, kar ustreza enemu r@mpadola@denemu kladu. Prakino vse
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vrednosti skladnosti topologij za PTM so v intetvahed vrednostima 1 in 5. Pri
ponovnem pregledu dreves se je izkazalo, da sopbilgkoraj vseh drevesih pravilno
dolocena hierarlino najnizja razvejif&a (razveji$a dveh konnih taksonov) in
hierarhEno najvisje razveji&, razvejiga vmesnih ravni pa so prejela zelo slabo podporo
PAS, zato je metoda pogosto izbrala rigpaklad.
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Slika 5: Skatkni diagrami porazdelitve skladnosti topologij topgj dreves, izbranim z vsako od
uporabljenih filogenetskih metod, izrisani na pailaaborov sekvenc s 5000 (A), 10000 (B), 25000i(C)
50000 (D) znaki (v vseh primerih za vsak par PTM-MIPTM-MP velja: p>>0,01).

Z vecanjem Stevila analiziranin znakov se je nekolikoanjBala pogostnost najre
izbire obeh visjih razveji§ vendar je srednja vrednost podobnosti topologiyseh
primerih 3. To pomeni bodisi eno n&pa dolaeno visje razvejife, bodisi dve slabo
podprti, a pravilno izbrani visji razve§is V vseh primerih ima le majhen delez dreves
pravilno dol@eno topologijo (vrednost 4 ali ¥ Celokupna PAS posameznih kladov
morebiti ni ustrezna mera za izbor optimalnega esayv
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3.2. PAS KOT MERA PODPORE SKUPIN NA KLADOGRAMU

ML in Bayesov pristop sta v vseh primerih za vse&stSnaborov sekvenc daib
izhodi&ni enako topologijo dreves s pa@vei popolno podporo posameznim razveégis
razen na nekaterih problematih razvejig€ih (Preglednica 3).

Obe metodi sta slabo podprli ista razusgiSRazveji§e 10 dolgovejnatega drevesa B
zdruZuje Stiri taksone z visokim Stevilom razlikmukleotidnem zaporedju, ki so od
preostalega drevesa ¢eni z izredno kratko vejo, zato prihaja do dodega
posameznih taksonov alternativnim skupinam. V primeazveji§ 4, 7 in 11
asimetrénega drevesa C prihaja do enakega pojava (prinfelija 3 B,C).

Preglednica 3: Povptree vrednosti podpor testiranih filogenetskih metadposamezna razvejeé vseh
izhodi&nih dreves (N=20; glej Metode 2.3.2). Nizke vrednpsedpor s strani Bayesovega pristopa in ML
so podrtane.

Podpora setom, simuliranim po JC69 Podpora setomsjmuliranim po GTR
Bayes ML PTM PTM Bayes ML PTM PTM
Razveji&e | (PP) (BS) (PAS) (rPAS) (PP) (BS) (PAS) (rPAS)
Drevol |1 1,00 1,00 2426 0,68 1,00 1,00 1398 0,72
2 0,99 0,99 2022 0,68 1,00 1,00 950 0,66
3 1,00 1,00 2029 0,72 1,00 1,00 1010 0,69
4 1,00 1,00 1599 0,77 1,00 1,00 956 0,75
5 1,00 1,00 1512 0,80 1,00 1,00 1043 0,82
6 1,00 1,00 1879 0,79 1,00 1,00 1138 0,79
7 1,00 1,00 2162 0,76 1,00 1,00 1126 0,74
8 1,00 1,00 2112 0,84 1,00 1,00 1277 0,84
9 1,00 1,00 2432 0,71 1,00 1,00 1186 0,69
10 1,00 1,00 2213 0,74 1,00 1,00 1134 0,72
11 1,00 1,00 1574 0,80 1,00 1,00 981 0,80
12 1,00 1,00 1939 0,81 1,00 1,00 1282 0,80
13 1,00 1,00 2192 0,79 1,00 1,00 1138 0,79
Drevo2 |1 1,00 1,00 1878 0,62 1,00 1,00 1233 0,67
2 0,99 0,97 949 0,59 1,00 0,99 505 0,61
3 1,00 1,00 683 0,57 1,00 1,00 352 0,59
4 1,00 1,00 1142 0,62 1,00 1,00 585 0,62
5 1,00 1,00 1598 0,75 1,00 1,00 855 0,75
6 1,00 1,00 1821 0,75 1,00 1,00 935 0,75
7 1,00 1,00 1293 0,62 1,00 1,00 636 0,63
8 0,99 0,99 1668 0,73 1,00 1,00 841 0,73
9 1,00 1,00 1691 0,75 1,00 1,00 874 0,76
10 0,82 0,81 1827 0,61 0,97 _094 945 0,60
11 1,00 1,00 2304 0,68 1,00 1,00 1237 0,66
12 1,00 1,00 1277 0,82 1,00 1,00 771 0,80
13 1,00 1,00 1865 0,81 1,00 1,00 1074 0,79
Drevo3 |1 1,00 1,00 1706 0,60 1,00 1,00 1209 0,68
2 1,00 1,00 1187 0,60 1,00 1,00 790 0,64
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2447
1559
4277
1904
1901
3965
1917
4377
2628
2719
1215

0,66
0,82
0,77
0,63
0,72
0,83
0,85
0,78
0,70
0,75
0,79

1,00
_0,94
1,00
1,00
0,99
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
0,94
1,00
1,00
0,98
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,99

1242
868
2009
980
1092
2032
1235
2060
1225
1313
708

0,68
0,79
0,77
0,63
0,69
0,80
0,84
0,79
0,68
0,76
0,79
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3.2.1 Podpora filogenetske tak&he metode posameznim razvej&m
3.2.1.1 Topologija simetinega drevesa

Drevo A ima zelo enakomerno topologijo z majhnimzlikami dolzin posameznih
zunanijih in notranjih vej. Na podlagi tega dreves#@ simulirali nabora sekvenc a in d
(Preglednica 2). Vidimo, da z drevesom skladne slapaborov simuliranih zaporedij
(nabor a in nabor d) rezultirajo v zelo podobniedmostih PAS za vsa razveépsza oba
uporabljena modela evolucije teh sekvenc; vzoremhljdn za nabor PAS(d|A) je
nekoliko bolj variabilen, vendar se za vsa raz¢eji§iblje v intervalu PAS med 1500 in
2500, veina vrednosti PAS vseh razvejiza celoten nabor a pa se giblje med 1000 in
1500. Nabor PAS(r|A), ki pravzaprav predstavlja pm@ topologiji s strani sekvenc z
maksimalnim Sumom, izkazuje zelo Sirok interval diresti PAS. Vrednosti rPAS
hierarh&no visjih razvejig (glej Slika 3A) za nabore rPAS(alA) in rPAS(d|A)igrazito
vecje od vrednosti rPAS(r|A), vrednosti rPAS istih nediv na hierartdino najnizjih
razveji€ih pa so enake ali celo nizje od rPAS(r|A).

V preglednici 4 so prikazane razlike v PAS in rPA®d posameznimi analiziranimi
nabori podatkov. Razlika rPAS povpijecelotnin naborov alA in d|A je zelo nizka,
medtem ko sta razliki rPAS a|A kot tudi d|A z orirg|A zelo visoki. Oba na podlagi
topologije pripravljena nabora sekvenc torej nopitdlizno enak AS po celotni dolzini
drevesa, nabor nakfjnih sekvenc pa ga vsebuje man,;.
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Slika 6: Porazdelitev podpore PAS (A) in rPAS (Bjsameznim razvefi&m simetiinega drevesa (glej
Slika 3A) s strani na podlagi istega drevesa pyilgaih naborov simuliranih sekvenc a (modro, N&JLO
in d (rdee, N=100) ter naborov nakfjno generiranih sekvenc grfio, N=100; glej Preglednico 2).
Vrednost podpore s strani enega nabora sekvencrdarszveji§u predstavlja t¢ko na grafu. Vse razlike
med skupinami na posameznih razug§iso statistino zn&ilne (p<<0,01)

Preglednica 4: Pregled razlik povpiiePAS in rPAS med posameznimi nabori podatkovadananimi na
podlagi topologije A. Izrazito negativne vrednasti obarvane rde, izrazito pozitivne pa modro. Oznake
aJA, dJAin rJA pomenijo, da so vrednosti imaane za topologijo A z uporabo naborov a, d 0z. r.

razlika (a]A)-(d|A) (a]A)-(r|A) (d|A)-(r]A)
razvejisce PAS rPAS PAS rPAS PAS rPAS

1 1028 -0,046 2103 0,142 1075 0,188
2 1074 0,018 1308 0,134 234 0,116
3 1024 0,023 909 0,147 -115 0,124
4 639 0,020 -594 0,143 -1232 0,123
5 485 -0,021 -119 -0,072 -604 -0,051
6 754 0,003 96 0,009 -658 0,007
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7 1034 0,018 -56 0,140 -1090 0,121

8 836 -0,004 479 -0,037 -358 -0,033
9 1237 0,011 1462 0,138 226 0,127

10 1090 0,021 1227 0,130 137 0,109

11 597 -0,003 -180 0,003 -777 0,006

12 658 0,002 190 0,010 -468 0,007

13 1061 0,000 407 0,008 -654 0,008

Celotna

topologija 886 0,003 556 0,069 -330 0,066

Vsa hierarhino viSja razveji&a so prejela visjo podporo rPAS s strani naboro® @A)
in PAS(d|A), ki sta bila izhodi&o pripravljena na podlagi topologije A, zaragisar
nosita informacijo o sinapomorfijah na vseh nivojd topologije. Slika 7 prikazuje
topologijo drevesa A z oztanimi razvejigi z zelo visoko ali zelo nizko vrednostjo

razlike rPAS(alA)-rPAS(r|A).
5 51
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Slika 7: Simetno drevo A z ozng&nimi razvejidi s pozitivno (modro) in z negativno (8B razliko
rPAS(alA) - rPAS(r|A) (glej Preglednico 4). Dreve pimetréno in ima zelo enakomerne dolzine
posameznih ve;j.

3.2.1.2 Topologija drevesa z dolgimi zunanjimi veja

Drevo B ima izrazito dolge zunanje veje, notrangekpatke. Nabora sekvenc b in e sta
simulirana na podlagi tega drevesa. Vrednosti PBJ(so podobno razporejene kot pri
zgoraj obravnavanem naboru PAS(d|A), le da so praige (Slika 8). Vrednosti
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PAS(b|B) so v povprgu nekoliko nizje in nekoliko bolj variabilne medavejigi kot pri

naboru sekvenc a za topologijo A; njihova razpdeadrazen za razvefi§ 1 (razveji&e

na najviSem hierartinem nivoju) je podobna kot za nabor na#fjo generiranih
sekvencr.

Razporeditev vrednosti rPAS med posameznimi ra@Vigja vse tri nabore pa nakazuje
precej drugéno situacijo. Na zunanjih razvejif so vrednosti rPAS(b|B) in rPAS(e|B)
izrazito nizje kot rPAS(r|B), na vi§jih razveji pa slednjega presegajo, in sicer najbolj
za hierarhino najviSje razveji¥®. Razlika med naboroma rPAS(b|B) in rPAS(e|B)ge n
vecini razveji& majhna, precejSnja je le na hieréro najvisjem razvejil.
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Slika 8: Porazdelitev podpore PAS (A) in rPAS (Bspmeznim razvegi@m dolgovejnatega drevesa (glej
Slika 3B) s strani na podlagi istega drevesa pviaih naborov simuliranih sekvenc b (modro, N=100

e (rdee, N=100) ter nakljgno generiranih naborov sekvenamp, N=100; glej Preglednico 2). Vrednost
podpore enega nabora sekvenc danemu razugpedstavlja teko na grafu. Vse razlike med skupinami
na posameznih razve}if so statistino znailne (p<<0,01).
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Razlike v rPAS naborov PAS(b|B) in PAS(e|B) v odnds PAS(r|B) so precej nizje kot
v primeru analiz ustreznih naborov za topologijowedsebojne razlike povgmh rPAS
celotnih naborov pa so izrazito majhne (Pregledbica

Preglednica 5: Pregled razlik PAS in rPAS med pa&zammi nabori podatkov, pridobljenih na podlagi
topologije B. Izrazito negativne vrednosti so olaar® rdée, izrazito pozitivne pa modro. Oznake b|B, e|B
in r|B pomenijo, da so vrednosti mer dmaane za topologijo B z uporabo naborov b, e oz. r.

razlika (b]|B)-(e]B) (b]|B)-(r|B) (e|B)-(r|B)
razvejisce PAS rPAS PAS rPAS PAS rPAS

1 654 -0,053 706 0,050 52 0,103
2 448 -0,019 487 0,045 40 0,064
3 327 -0,011 343 0,024 16 0,036
4 556 -0,006 118 0,020 -438 0,027
5 754 0,003 -188 -0,031 -942 -0,034
6 905 -0,005 47 -0,037 -857 -0,031
7 645 -0,009 253 0,024 -392 0,034
8 823 -0,003 -124 -0,052 -947 -0,048
9 803 -0,007 -105 -0,032 -908 -0,024
10 879 0,005 -584 0,022 -1463 0,017
11 1066 0,013 162 0,025 -904 0,012
12 509 0,020 -359 -0,056 -869 -0,076
13 797 0,028 222 -0,062 -574 -0,090
skupaj 705 -0,004 75 -0,004 -630 -0,001

Imamo podobno situacijo kot pri topologiji A, le garesolucija obravnavane metode na
nivoju visjih razveji§ manjSa zaradi izrazito dolgih vej kimih taksonov, kjer je potekla
vecina evolucijskih sprememb v simuliranih sekvencbeise odraza v nizki podpori tem
razveji€em s strani nabora simuliranih sekvenc b gledeakfjuine sekvence r.
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Slika 9: Dolgovejnato drevo B z ozfemimi razveji§i s pozitivno (modro) in z negativno (&8 razliko
rPAS(b|B)-rPAS(r|B). Drevo ima izrazito dolge zujeaveje in kratke notranje veje.

3.2.1.3 Topologija asimetmega drevesa

Drevo C je izrazito asimetimo. Zunanje veje drevesa so izrazito daljSe kotamje.

Nabor PAS(c|C) v treh razve}i (5, 8 in 10) doseze izredno visoke vrednosti R¥&S
ratun koptenja skupnih stanj znakov zaradi dolge skupne eyjel(Slika 10). Za viSja
razveji€a dobimo pri naboru PAS(r|C) malo, a &ih@ nizje vrednosti rPAS kot za

nabora PAS(c|C) in

PAS(f|C) (Preglednica 6).
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Slika 10: Porazdelitev podpore PAS (A) in rPAS (®sameznim razvejigm asimettinega drevesa (glej
Slika 3C) s strani na podlagi istega drevesa prlfaih naborov simuliranih sekvenc ¢ (modro, N810
in f (rdete, N=100) ter nakljtno generiranih sekvenc trfio, N=100; glej Preglednico 2). Vrednost
podpore enega nabora sekvenc danemu razugjigdstavlja t¢ko na grafu.

V skladu s piakovaniji je v tem primeru Sum v veliki meri prevédahad filogenetskim
signalom, vendar je slednjega ostalo dovolj za ppkdpore visjim razveji&em (Slika

11).
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Preglednica 6: Pregled razlik PAS in rPAS med pa&zammi nabori podatkov, pridobljenih na podlagi
topologije C. Oznake c|C, e|C in r|C pomenijo, daveednosti izréunane za topologijo C z uporabo
naborov c, f oziroma r.

razlika (c|C)-(f]C) (c|C)-(r]C) (e|c)-(r|C)

razvejisce PAS rPAS PAS rPAS PAS rPAS

1 489 -0,076 1286 0,062 797 0,138
2 396 -0,040 774 0,055 379 0,096
3 1205 -0,018 1447 0,057 242 0,075
4 686 0,032 -232 0,031 -918 0,000
5 2253 -0,007 2488 -0,018 235 -0,012
6 922 -0,006 754 0,070 -169 0,076
7 817 0,037 -469 0,131 -1286 0,095
8 1942 0,030 1838 0,176 -103 0,146
9 679 0,009 279 -0,024 -400 -0,033
10 2325 -0,005 2592 0,004 267 0,009
11 1379 0,016 1643 0,061 264 0,045
12 1402 -0,006 1001 -0,062 -401 -0,056
13 508 0,010 -502 -0,016 -1011 -0,026
skupaj 1154 0,002 992 0,041 -162 0,042

515

0.2

Slika 11: Asimetno drevo C z ozrgnimi razveji§i s pozitivno (modro) in z negativno (&8 razliko
rPAS(c|C)-rPAS(r|C).
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3.2.2 Navzkrizna podpora razvejigem dveh popolnoma razknih topologij dreves

Preverili smo Se, kako skupina naborov sekvenculgiama na podlagi neke topologije
drevesa, podpre neko nakipo, izrazito drugéno topologijo. Za primerjavo smo
uporabili topologijo kladograma R (Slika 12) in paiezracunali podpore razvejgm na
podlagi nabora sekvenc a.

52
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Slika 12: Kladogram R.

Izratunane vrednosti rPAS za topologijo R so ¥imeprimerov niZje kot pri topologiji A
(Slika 13, Slika 14). Le eno razvej& (10) je bolje podprto pri topologiji R, vendar je
razlika majhna. Povptea vrednost celokupnih PAS in rPAS nabora PAS(fAjrece]
viSja in mnogo manj variabilna kot pri naboru PAR(a Nabori sekvenc, simulirani na
podlagi topologije A, torej po piakovanjih ne nosijo apomorfnega signala za podporo
vi§jih razveji€ nesorodnih topologij. Povp¥ea razlika rPAS nabora sekvenc a
hierarhEno najnizjim razveji&m topologije A (razvejisa 5, 6, 8, 11, 12, 13) in
hierarhEno najnizjim razveji&em topologije R (razveji& 4, 10, 12 in 13) znaSa 0,045,
medtem ko je povptma razlika za vsa ostala, hierao viSja razveji& pri vsaki od
topologij precej visja (0,121).
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Slika 13: Porazdelitev podpore rPAS, iraanih na podlagi topologij drevesa A (modro) irpplooma
druga&nega, nakljtno pridoblijenega drevesa R (@@ s strani nabora sekvenc a. Opozorilo: enako

oStevikena razveji& ne predstavljajo istih razvejipri obeh drevesih.
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Slika 14: Skatina diagrama mer podpore topologije PAS (A) in rRB¥po celotnih topologijah drevesa

A ter nakljuEno pridobljenega kladograma R (za oba grafa vpla0,01).
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3.2.3 Navzkrizna podpora razvejigem dreves s podobnostmi v topologiji

Razporeditev rPAS(c|A) kaze na to, da nabor sekegike je bil pripravljen na podlagi
drevesa C, podaja nekaj apomorfnega signala zaopodppologije A (Slika 15). Obe
topologiji izkazujeta zelo podobne odnose medckani taksoni,ceprav imata drasino
razlicno hierarhijo (glej Sliko 3A,C). Razlika rPAS(c|@AS(c|A) znaSa za hierathio
najnizja razveji& znasa le 0,007, za vsa ostala, hietadhiviSja razveji§&, pa znaSa
0,039. Obe razliki sta statigtio zn&ilni (p<<0,01), a nizki, kar kaZze na to, da PTM
omoga@a zaznavo podobnosti med dvema podobnima topoingijaPTM namré
podobnima topologijama za posamezna razéejdodeli podobnejSe vrednosti rPAS kot
v primeru popolnoma razlnih topologij (Slika 16; primerjaj s Sliko 14B).

Razvejisce

w - © T

Onm—

0.5 06 07 0.8 09
Relativna PAS
Slika 15: Porazdelitev podpore rPAS, taraanih na podlagi topologij drevesa A (modro) iewhsa C

(rdete), z uporabo nabora sekvenc c. Opozorilo: enakevib®na razveji&a ne predstavljajo istih
razveji§ pri obeh drevesih.
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Slika 16: Skatelni diagram rPAS(c|A) in rPAS(clﬁic-(:0,0l).
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4 DISKUSIJA

Utemeljitelj filogenetske sistematike Willi Hennjg predvidel, da je treba za doitev
filogenij raziaiti med apomorfnimi in pleziomorfnimi stanji znakosaj lahko le na
podlagi prvih sklepamo na skupni izvor organizmédeiinig, 1966). Transformacijske
filogenetske metode, ki se obsezno uporabljajo stesiatiki, temeljijo na uporabi
kompleksnih modelov evolucije nukleotidnih zaporeffinetoda najv&jega verjetja,
Bayesov pristop) ali pa utemeljujejo izbor najbibljFilogenij na podlagi kriterija
varénosti (metoda najuge vagnosti; Farris, 1983). Noben od teh pristopov neStgva
zgoraj zapisane Hennigove zahteve. Brower (2000)o0 zadi transformacijske
filogenetske metode le kot vir solidnih hipotez amosti in predvideva uporabo
taksiEnih filogenetskih metod za dokémo ovrednotenje hipotez sorodnosti med taksoni.

Glavna prednost taksiih filogenetskin metod je vrednotenje podpore pueanim
kladom dol@ene filogenije zgolj na podlagi stanj znakov prsameznih obravnavanih
taksonih. Edina bolje raziskana taks filogenetska metoda — analiza hipotez treh
taksonov (Nelson in Platnick, 1991) — razreSuje aseén med taksoni na podlagi
predvidenih apomorfij v posameznih kladih. Vendarta metoda in njena spremenjena
izvedba (Scotland, 2000) Se nista dovolj ekspertaiea podprti, nekateri avtorji pa ju
imajo za netinkoviti (e.g. Kluge in Farris, 1999).

Probabilisttna taksina metoda deluje na drugeem principu kot vse preostale
filogenetske metode (Trontelj, osebni vir). Glaknterij za dol@&anje podpore kladom je
mera, ki temelji na zgoraj zapisani Hennigovi zdim&j omogda izra&un verjetnosti,
da sta dva znaka sinapomorfna, na podlagi opaztai) znakov v celotni filogeniji. Ta
izraéun temelji na Iéevanju med pleziomorfno in apomorfno naravo staakov zaradi
a priori koreninjenja analiziranih kladogramov (@ran Kluge, 2004). Gre torej za
poskus implementacije zgoraj opisanega Hennigoueadarija v filogenetski metodi.
Ostale metode namidemeljijo bodisi na modelih evolucije (ML, Bayespvistop), ali
pa predpostavljajo uporabo kriterija ¥aosti (MP), ki tudi ni skladen s Hennigovim
pojmovanjem filogenetskih metod.

V tem diplomskem delu sem poskuSal ugotoviije probabilistina taksina metoda na
podlagi izr&unanih verjetnosti apomorfne podprtosti posamezhiadom zmoZzna
uspesno dokiti pravilne topologije dreves. Kriterij za izboopgologije je entropija
vrednosti PAS, ki mora bittim nizja (Shannon, 1984). Entropijo so v filogehkets
kontekstu uporabili tudi drugi avtorji (Brooks in iM, 1986), pri PTM pa je prvi
uporabljena kot kriterij za izbor kladograma. Zei pmajhnem Stevilu analiziranih
taksonov se je izkazalo, da metoda v predlagaikioblecini primerov ne uspe pravilno
dolaiti notranje topologije kladogramov. Tudi §j@ dolzina nukleotidnih zaporedij ni
bistveno vplivala na dinkovitost metode PTM. Izeainana skupna entropija na podlagi
vrednosti PAS po celotni topologiji torej ni ustn@zmera za izbiro prave topologije.

V nadaljevanju poskusa sem poskusil ugotoviti, kSké&meri izrgun PAS za posamezna
razveji€a a priori podane pravilne topologije omdégdotevanje filogenetskega signala
od nakljitnega Suma. Izkazalo se je, da samo na podlagi estidAAS, ki filogenetski
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signal ovrednoti izkljgno na podlagi verjetnosti sinapomorfij, ne moremaoval;
zanesljivo predvideti, da je podpora posameznimvep&em dejansko odraz
razporeditve stanj znakov na Kaorih taksonih, ki odraza potek evolucije. Tudi nakfje
sekvence so namreprejele izrazito visoke vrednosti PAS. VrednostSPg namreé
odvisna tudi od Stevila znakov, ki prispevajo kngmu izrgunu (t. j. vseh znakov s
pas>0,5). Zato smo kot dodatno mero uvedli relati?AS (rPAS), t.J. povpmo PAS
za vsak predvidoma sinapomorfen znak. Ta mera ot@odwantificiranje razlik v
podpori posameznim razvej&m s strani razinih naborov podatkov. lzkazalo se je, da
ima rPAS hierar®ino najnizjih razveji§ za topologiji ustrezaj@® nabore sekvenc
(vsebujejo filogenetski signal) in nakijue nabore sekvenc (nosijo le Sum) Kiae
primerov zelo podobne vrednosti ali pa so te cefwigl nakljwnih naborov. Nakljtno
enaka stanja znaka — gre torej za homoplazijekonénih razveji€ih namre izkazujejo
visok apomorfni signal za dano razvegs Zaradi nizke verjetnosti, da se bo enako stanje
znaka pojavilo Se drugje v topologiji, kar za nagtetodo pomeni odsotnost
pleziomorfnega signala, prejmejo ta razuggisvisoke vrednosti rPAS. Pri hieratho
vi§jih razveji€ih pa se zaradi ¥gega Stevila koénih taksonov v kladu nimo zmanjSa
verjetnost, da bodo imeli vsi taksoni zaradi naljuenako stanje dotenega znaka, zato
nakljuni nabori sekvenc prejmejo nizke rPAS predvsem diarazkih izra&unanih
vrednosti apomorfnega signala. Nabori sekvenc, &i psidobljeni v simuliranem
evolucijskem procesu in zato nosijo razporeditewjstnakov, ki odraZza ustrezne odnose
med taksoni, pa prejmejo na notranjih razw#jizrazito visoke vrednosti rPAS. rPAS
torej odraza filogenetski signal, zato vsaj do nekere ustreza kot mera podpore
hierarhEno visjim razvejisem. Prav hierarlino viSja razveji§&a pa so tista, ki so s
stali¥a filogenetske analize pomembna.

Analiza treh razlinih topologij filogramov s PTM je pokazala, da latia metoda tudi za
drevesa, ki se ob uporabi drugih filogenetskih reizkaZzejo za problem&ta (t. j.
prejmejo nizko podporo notranjim razveégdn oz. vejam) prepoznava filogenetski signal
za vsa notranja razvejid. Najveje razlike rPAS za hierarmo viSja razveji&a med
nabori sekvenc, dobljenimi na podlagi opazovanegaveba, ter nabori nakljnih
sekvenc, so bile pridobliene za sim&to drevo z enakomernimi dolZinami vej, torej za
najmanj problematno s stali8a filogenetske analize. Razlika je za notranja ea&ia
tega drevesa v povgfije znaSala 0,13. Za drevo z dolgimi zunanjimi vejam bile za
hierarhtno viSja razveji& pridobljene precej nizje vrednosti razlike rPASedn
ustrezajoimi in nakljucnimi nabori sekvenc (povp¥ge 0,03). Pri tem drevesu nanire
pride zaradi kogienja razlik na koénih vejah drevesa in s tem & razlik med
sorodnimi kognimi taksoni do zmanjSanja Stevila apomorfnih stamjakov v
posameznih kladih. Za izrazito nesim&bo drevo z zmernimi razlikami v dolzinah vej
smo po metodi PTM iztainali precej visoke vrednosti rPAS za topologijtrezaja@e
nabore sekvenc v primerjavi z nakiumi nabori sekvenc (povptea razlika znaSa
0,09). Metoda torej kljub teZavni topologiji, zar&katere imajo posamezni taksoni, ki se
na drevo pripenjajo v hieragmo viSjih razvejigih topologije, izrazito visji vpliv na
podporo topologije, uspe izlti§ filogenetski signal za vsa notranja razvégiskar je bil
tudi eden od problemov, zaradi katerega je bileoseessploh zasnovana (Trontelj, osebni
vir).
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Standardna metoda nagyega verjetja (ML) in metoda, ki uporablja Bayegwistop, sta
za simetdno drevo za oba pri simulacijah uporabljena evgdkei modela podali
ustrezno drevo z izredno dobrimi podporami vsentampim vejam. Za drevo z izrazito
dolgimi zunanjimi vejami sta obe metodi podali zaleko podporo eni od notranjih vej;
ta zdruzuje Stiri dolge zunanje veje z dvema izoakiatkima notranjima vejama. Metoda
PTM je ustrezajeemu razveji8u (razvejige 10, glej Sliko 9) dokila podobno vrednost
podpor PAS in rPAS kot ostalim hieratho viSjim razveji§em iste topologije, kar
morda pomeni, da je metoda mangotijiva na izrazite razlike v dolZzinah posameznih
vej v kladu, ki ga zelimo ovrednotiti. Pri analizaborov sekvenc, simuliranih na podlagi
modela substitucij JC69, sta ML in Bayesov prisgigbo podprli dve notranji veji;
ustrezajoi razveji€i (razvejigi 7 in 11; glej Sliko 11) sta s strani metod PTMjpti
ustrezno visoki vrednosti PAS in rPAS v primerjavostalimi razveji iste topologije.
Metoda PTM torej v za ostale filogenetske metodeblgmaténih razvejig€ih dosega
podobne vrednosti rPAS kot v neproblersiaith razvejigih.

PTM je tudi v veliki meri neodvisna od substitukgga modela, po katerem so bili
pripravljeni nabori simuliranih sekvenc. Za enostavmodel JC69, ki predvideva
enakomerno razporeditev substitucij nukleotidovcptotni dolzini sekvenc, smo s PTM
za vse tri topologije za hieratimo viSja prejeli zelo podobne vrednosti rPAS koo
kompleksen model GTR. Slednji predpostavlja tai hitrost substitucij za vsak par
nukleotidov in razkine ravnotezne frekvence posameznih nukleotidovkvesei. Pri
tem modelu pride do niZjega Stevila skupnih spretmemnakov po celotni dolZini
simuliranih nukleotidnih zaporedij, zato prejmejabori sekvenc, simulirani po tem
modelu, méno niZjo vrednost celokupne PAS za vsako od raavejopologije,
izratunane rPAS pa so za vse obravnavane topologijebpedkot pri substitucijskem
modelu JC69.

Izratunali smo Se podpore rPAS posameznim razies dveh raztinih topologij z
uporabo naborov sekvenc, simuliranih na podlagiah&eh topologij. Ugotovili smo, da
s PTM za drevo, ki topologiji, na podlagi katerelslb simulirani v analizi uporabljeni
nabori sekence, izéanamo precej visje rPAS za celotno topologijo katdzevo, ki ima
glede na izhodio drevo popolnoma drugao topologijo (primerjaj Sliki 14 in 16).
Nabori simuliraninh podatokv nanire nosijo filogenetski signal (informacijo o
sinapomorfijah), ki lahko podpre klade s podobnppaeditvijo kortnih taksonov kot
pri pravem filogenetskem drevesu za ta nabor sekvkladov z izrazito drugao
razporeditvijo kognih taksonov pa ne more podpreti.

Ta diplomska naloga je prvi poskus ovrednotenjavietja probabilistine takstne
metode. V njej smo pokazali, da ta metoda ondagaratun podpore hipotetnim
topologijam dreves, saj omogmlatevanje med naklgnim Sumom in filogenetskim
signalom na visjih hierartmih ravneh kladograma. Metoda bi se lahko izkazala
uporabno v primerih, ko ostale filogenetske metodovedo, npr. pri priviaku dolgih
vej ali pri setih podatkov z zelo nizkim apomorfngignalom in visokim homoplaghim
Sumom. Na kakSen dia lahko to zna&ilnost metode uporabimo za ovrednotenje
ustreznosti posameznih topologij pa Se ni jasntreBoo bo ovrednotiti rPAS kot mozno
ustrezno mero podpore posameznim raz¥ejis Da bi pa dolli popolnoma ustrezno
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mero podpore, bi bilo treba raziskati, kako se oagg@itev stanj vsakega znaka v
nukleotidnem zaporedju odraza v uwau celokupne PAS. To pa zahteva poznavanje
prispevka k podpori ter razporeditve stanj znakasek znak nukleotidnega zaporedja.



Majer A.: Verjetnost apomorfije kot filogenetskitapalnostni kriterij. 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotetfiska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

5 SKLEPI

PTM v veini primerov ne poda pravilne topologije kladogram@elokupna verjetnost
apomorfne podprtosti za vse klade torej ni ustrempea za odbiro pravega kladograma.

Na podlagi celokupne verjetnosti apomorfne podpirt@3AS) ne moremo nedvoumno
predvideti, ali je ta vrednost posledica Suma alisjmapomorfnega signala. To pa lahko
do neke mere storimo s primerjanjem vrednosti irglatPAS (rPAS), ki upoSteva Stevilo
predvidoma sinapomorfnih znakov (znakov s pas>0la).je pri naborih sekvenc, ki
nosijo sinapomorfni signal, za vsa razv&gis- razen hierarbiho najnizjih - znailno
vecja kot pri nakljgno generiranih sekvencah, kjer se enakost stajoxnaed taksoni
pojavlja naklj&no.

S probabilisttno takstno metodo lahko na podlagi verjetnosti sinapomarmerimo
filogenetski signal, vsebovan v naborih nukleotidraporedij. Zn&lno podporo vsem
hierarhEno visjim razvejigem prejmemo tudi za nabore podatkov, ki nosijo kelam
filogenetskega signala (imajo dolge zunanje vej&ratke notranje)¢eprav je ta precej
nizja kot pri naborih podatkov z manj Suma. Mettilonorda lahko uspesno uporabili v
primerih, ko nabori podatkov nosijo veliko homopi&sega Suma in malo filogenetskega
signala, ter takrat, ko ne moremo ustrezno &tlonodela evolucije, kar pa moramo
potrditi z nadaljnjimi raziskavami.
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6 POVZETEK

Utemeljitelj filogenetske sistematike Willi Hennjg predvidel, da je treba za doitev
filogenij raziaiti med apomorfnimi in pleziomorfnimi stanji znakosaj lahko le na
podlagi prvih sklepamo na skupni izvor organizmoy. tem delu obravhavana
filogenetska taksna metoda (PTM) temelji samo na osnovnih Hennigoatelih. Za
mero podpore dotenemu kladu uporablja verjetnost apomorfne podp®AS -
probability of apomorphic support) znakov, ki seatzina izkljitno na podlagi frekvenc
stanj znaka v kladu ter izven klada, polarnost pnaga dol@i na podlagi a priori
koreninjenja drevesa. S tem postopkom se izogneotelp po upoStevanju dodatnih
predpostavk, ki bremenijo ostale filogenetske metod

Namen raziskave je bil pridobiti osnovno poznavamperabnosti nove probabiligtie
taksitne metode za filogenetske analize. V prvem delkymses smo preverilice lahko
metodo uporabimo za ddiitev pravega kladograma, in jo primerjali z uspesfjoo
drugih filogenetskih metod na istih naborih podatké nadaljevanju poskusa smo Zeleli
spoznati, kako se filogenetski signal odrazi v podpdoloceni topologiji drevesa,
obenem pa smo Zeleli preverili, kako se metoda &bn& primerih, v katerih pogosto
uporabljane filogenetske metode odpovedo.

Ugotovili smo, da metoda PTM v &@i primerov izbere nagan kladogram, zato je za
ta namen neuporabna. Pri dédaju vrednosti PAS posameznim razvgi® poznanih
topologij pa smo ugotovili, da gre za ustrezetimazratuna podpore tem razvej&m.
Tudi v primeru drevesa z izrazito dolgimi zunanjig@jami v primerjavi z notranjimi
smo po metodi PTM uspeli izfanati sicer nizko, a z®#d@no podporo za vsa razvejs
podatki nosijo veliko homoplagtiega Suma, ali pa ko ne moremo ustrezno &itolo
modela evolucije.
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