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ZRODLO DANYCH
ampllflkaqa PCR

termocykler do PCR

Kary B. Mullis (1944-2019)
1984 udoskonalit PCR

polimeraza bakterii termofilnych

do naprzemiennego rozplatania nici
DNA i przyftaczania

syntetycznych odcinkéw DNA
(primers) do krancoéw sekwenciji

dodane do roztworu trifosforany
deoksyATP, dCTP, dGTP i dTTP

polimeraza DNA dobudowuije wtedy |

gdrugi cykl

pierwszy cykl

powielany odcinek DNA

PiREs
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logrzewanle primery [ P1]
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@

denaturacja

‘ schiadzanie

P2 | dolaczenie primeréw

henn DNA
leotydy
3 ’

rozbudowa sekwencji
primerow

5'

‘ ogrzewanie

BRIENIENER



AMPLIFIKACJA
kopalnego DNA

B  fragmentacja nici i deaminacja
nukleotydow ogranicza trwatos¢

George (2019)

trzeba uzy¢€ rownoczesnie wielu
primeréw (multiplex PCR)

DNA nie starsze niz 0,8 min lat
przetrwa (w zimnym klimacie)

zbyt krotko, by zapisac¢ ewolucje



Gel:

GCGARTGCGTCCACAACGCTACAGGTE
GCGAATGCGTCCACAACGCTACAGGT
GCGARTGCGTCCACAACGLTACAGE
GCGARTGCGTCCACAACGLTACAG
GCGAATGCGTCCACARCGCTACA
GCGARTGCGTCCACAACGLTAC
GCGAATGCGTCCACAARCGCTA
GCGARTGCGTCCACAACGET
GCGARTGCGTCCACAACGE
GCGARTGCGTCCACAALS
GCGAATGCGTCCACARE
GCGARTGCGTCCACAR
GCGAATGCGTCCACA
GCGARTGCGTCCAC

GCGAATGCGTCCA

GCGAATGCGTCE

seeAATecsTe  kolejnosé
GCGAATGCGT L
GCGAATGCG °dc'_nk°W
scorrTce DNA na zelu z

GCGARTE  elektroforezy
GCGAAT

DNA

sekwencjonowanie

sekwenator DNA
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M| 1976 reakcja Sangera: wstawienie
dideoksyrybozy (bez OH™ na koncu 3’)
do nukleotydu blokuje wzrost nici DNA

jesli do ddATP, ddCTP, ddGTP | ddTTP|. L
dotaczy¢ matoczgsteczkowe zwigzki | sl
fluoryzujgce, mozna rownoczesnie

rozpoznawac cztery nukleotydy w UV
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Sinorhizobium meliloti
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Bacillus subtilis JEEEL
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Mycobacterium tuberculosis Il 1iu]|l!ql [T [ D
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ortologia miedzy genomami

paralogia miedzy wspoétwystepujacymi
genami — rezultat duplikacji genowej
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FENETYKA

analiza zgodnosci cech

Robert R. Sokal (1926-2012)

B | sumowana jest liczba identycznych nukleotydéw w
homologicznych pozycjach miedzy kazdg para gatunkéw

uzyskuje sie drzewo przez dotgczanie do kazdego wezta
po parze odgatezien (neighbour joining)

dodatkowe kryterium optymalizacji to najmniejsza mozliwa
sumaryczna diugos¢ gatezi drzewa (minimum evolution)



PHYLIP

KLADYSTYKA PAUP

analiza rozprzestrzenienia cech 538 3
MacClade

e

Hennig86

pd
&

MrBayes

sumowana jest liczba zmian nukleotydéw w kazdym
z mozliwych ukiadéw gatunkéw na kladogramie

wybiera sie drzewo o mozliwie najmniejszej liczbie
substytucji nukleotydow (maximum parsimony)

dazy sie do drzewa odzwierciedlajgcego ewolucje




analizowane sekwencje: I GATCCTAGGC
II GGTCACATGT
ANALIZA IIT GETCATATCT
IV
kladystyczna GATACCAGCA
jednostkowa analiza pokrewienstw: A(IV) (DA
. . . /
hipoteza wymaga 2 zmian w tym miejscu T
w sumie taka hipoteza o G(111) (11)G

pokrewienstwie wymaga
12 zmian wcatejsekwencji: 0 2 0 1 2 1 0 2 2 2

B | wybor najprostszej drogi przemian czyli metoda parsymonii
(PAUP - phylogeny analysis using parsimony)

ale prawdopodobienstwo substytuciji jest rozne

pewna czes¢ zgodnosci jest skutkiem rewersji




OCENA

prawdopodobienstwa drzewa

Joseph Felsenstein (1942-)

B | inna czestos¢ wymiany puryny na puryne niz pirymidyne;
pewne kolejnosci mutacji sq rzadsze od innych

mozna na tej podstawie oszacowac prawdopodobienstwo
wygenerowanego drzewa (metoda maximum likelihood)




SZYBSZE

podejscie bayesowskie

Thomas Bayes (1702-1761) im

B | punktem wyjscia drzewo z jednakowym (lub
arbitralnym) prawdopodobienstwem substytucji

nastepnie, uwzgledniajgc czynniki deformujace
(np. tempa substytucji w gateziach),

a posteriori oceniana jest zasadnos¢ drzewa
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wiarygodnosci drze -
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technika bootstrap: wielokrotne generowanie drzew |z
z losowo wybranych wycinkéw sekwencji ze zmianami

rezultaty porownywane z pierwotng wersja drzewa

zgodnos¢ rozgatezien oceniana w procentach —
opornos¢ na zmiany sekwencji (wiarygodne od 70%)




ZEGAR

molekularny

Emile Zuckerkandl (1922-2013)

m| 1962 Emile Zuckerkand!| & Linus Pauling: zatozenie
stalego tempa zmian w okreslonym typie czgsteczki
niezaleznie od organizmu

tylko substytucja prowadzaca do zmiany aminokwasu
moze by¢ przejawem ewolucji pod wptywem doboru
naturalnego

koncepcja rownomiernie tykajagcego zegara do takich
sytuacji nie przystaje
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zegara molekularnego gl | |7
B | tempo substytucji w homologicznych genach 5k & R |7
(biatkach) bywa dramatycznie odmienne R\ _J
nieuwzglednienie tego prowadzi do dogtebnej

deformacji drzewa (long branch attraction)

czasem porownanie tempa przemian réznych
genow w tych samych liniach umozliwia
wyeliminowanie tego znieksztatcenia




STRAMENOPILES EUKARYOTA
PLANTAE
ANIMALIA

ALVEOLATES

Rhodophyta

Myxomycetes
Entamoebae

Heterolobosea
Physarum

MICROSPORIDIA
a grzyby

BACTERIA

Kinetoplastida

Euglenoidida
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ORGANIZMY e

bez mitochondriow

Giardia
Diplomonadida
B e |

Trichomonas

m | mitochondria utracily jednokomérkowce . Lo B3
zyjace w beztlenowym srodowisku, gdzie grzyb ‘

nie mozna pozyskiwaé energii z oddychania Fibrillanosema

geny mitochondrialne pozostaty w ich jadrach




ARCHEOBAKTERIE

a long branch attraction.” v

purpurowe dodatnie Niesiarkowe

orzeski
zwierzeta € grzyby

sinice
flawobakterie

Eukaryota

mikrosporidia

Thermotoga

Prokaryota

Carl R. Woese (1928-2013)
1977 krolestwo Archaea

Archaea

termofilne

solne metanowe

catkowicie odrebny klad na drzewie rodowym rRNA

zyja w warunkach przypominajacych te w erze archaiku



HIPERTERMOFILE
odwrotna gyraza Methanopyrus [N N

{

odwrotna gyraza Sutoobus

BAK I E RI E N dzialanie odwrotne| gyrazy?

k - h ~ d = k Forterre (1996) Koewokucia
s raj nyc s ro OWI s {dzialanie zblizone do odwroine] gyrazy)
- IS DS . S
1.\-‘-, topozomeraza lll ®-podobna topoizomeraza | moduly odwrotnej gyrazy mazy RNA/DNA
- l e 4 A % A
£ A . | E— (=== | —
TRale wy|sclowa helikazy RNA/DNA  inne ATP/GTPazy
“3p) X 5" topoizomeraza |
: Patrick Forterre (1949-) \
R wtorno$é odwrotnej gyrazy -

wyjsciowy madul
ATP/GTPazy

zabezpieczenia przed mutagennymi warunkami:

enzymy dodatkowo zwijajace chromosom &

wigzania eterowe w bionie trwalsze od estrowych

ryboza w RNA bez grupy OH (metylacja)



flagella

homologiczne pili IV typu <. '

archeobakterii

archeobakteria
Methanocaldococcus

Archaebacteria

Eukaryota C)# metan

~0.9Ga hipartermofiia  ~0.9Ga
fagotrofia
Posibacteria @q glebowe

B budowa komorki nie jest pierwotna .. ... cow comorons h ouos ek muenons
S — |

podwojna blona komoérkowai

glycobactena
a.g. Cyanchacteria
Ae0bactarna

Proteol

lipoproteiny | hopanoidy Tq tlen

~2.8Ga

Eobacteria -
e.q. Chioroflexys |(: ‘35Ga

pseudomureina metanobakterii
calkiem pézna ewolucyjnie

powstaty w wyniku adaptacji do
hipertermofilnosci lub halofilnosci

Negibacteria




taksony
A B C D E

OGRANICZENIA
metody filogenetyki

cecha
pierwotna

odmiennos¢ organizmoéw jest proporcjonalna
do czasu trwania ich osobnej ewolucji

ale niekoniecznie linie wczesniej oddzielone
przechowuja cechy pierwotne

informacja o dawnych stanach moze by¢
catkowicie wymazana z genomu



Medina et al. (2001)
Mucor

100
"l_ Saccharomyces grzyby FUNGI
83 L Tricholoma

— Monosi
P O c H O DZ E N I E 100 croane CHOANOFLAGELLIDA

61 e Salpingoeca

~

zwmrzqt Icthyophonus MESOMYCETOZOA
500 Rhabdocalyptus HEXACTINELLIDA
Subernites
DEMOSPONGIA
4 el Mycale gabki  PORIFERA
L leni
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100 Pleurobrachia

btona podstawna u dorostych Beroe  zebroptawy CTENOPHORA

\ 81 Mnemiopsis
Montastrasa
dane molekularne przetamaty '™, ANTHOZOA

Antipathes

kryzys zoologii ewolucyjne; Atolla  SCYPHOZOA CNIDARIA
100 voctopyramis jamochtony
zwierzeta okazatly sie krewniakami y Hydra HYDROZOA
grzybow (Opisthocontae) 7ﬁ !
—— Aplysia
aw ich ewolucji morfologicznej 100| Arbacia  BILATERIA
duzo jest wtornych uproszczen ol Syl
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filogeneza 28s rRNA, dopasowanie z
informacji genetycznej
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filogeneza 28s rRNA, dopasowanie z
uwzglednieniem struktury drugorzedowej
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OGNIWO WIAZACE

ECdySOZOa Dzik & Krumbiegel (1989)

Q Lobopodla

od poczatku kambru ny|nk|

zwierzat o pokroju pratchawca ale morskich

terminalny otwoér gebowy jak u Tardigrada
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miedzy Xenusia i stawonogami




PIERWSZE

kambryjskie stawonog

Anomalocaris jako stawonog:
zesklerytyzowane cztony co najmniej | ¢y oneq
pierwszej pary odnozy, oczy ztozone, | Anomalocaris

zagieta do tytu gardziel e

dziedzictwem po oblencach
radialny aparat gebowy i ryjek
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konfiguracja pokrewienstw 20
| , S .‘ Vertebrata Tonooei 2?3:3”“’ s

® Spartobranchus
¥. kambr 530 Ma

Caron et al. (2013) Pani et al. (2012)

regulacja rozwoju centralnego uktadu st o
nerwowego kregowcow taka jak jelitodysznych [

gendéw reg

lancetnik i ostonice sg uwstecznione
pod tym wzgledem

w kambrze jelitodyszne filtratorami
budujgcymi organiczne rurki




Mesogesmul somites

Branchiostoma dzis

YUNNANOZOON

najstarszy strunowiec

m bruzdkowanie ' T, ' YhAAM
radialne / {uki .
aorta brzuszna gonady
= 4}1'\/

enterocoel

embriogeneza
jezowca

zgodne z rozwojem zarodkowym lancetnika

deuterostomia i enterocelia to plezjomorfie



uchytki
jelita

seryjne wypustki jelita, gonady miedzy nimi,
i grzbietowe komory migesniowe

moga by¢ plezjomorfiami dla Dipleurozoa
I wszystkich dwubocznych zwierzat

oraz zebroptawow?



TAJEMNICA
pochodzenia Spiralia

chiton? Acaenoplax pnie ma podeszwy
sylur 430 Ma

»Slimak”Pelagiella o
kambr 510 Ma

»Slimak”Aldanella
kambr 540 Ma

kambryjskie ,,Slimaki”’ miaty szczecinki

slady petzania mieczakéw od péznego kambru

pierwsze mieczaki podobne do wieloszczetéw
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