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Genomforschung und Sequenzanalyse: 
Einführung in Methoden der Bioinformatik 

AG Hankeln 

Molekulare 
Phylogenie 



Biologische Systematik umfasst... 

1. Taxonomie 

   ! Bestimmung und Benennung von Lebewesen 

2. Phylogenie 
    
   ! Rekonstruktion der Stammesgeschichte 
   ! auf allen Ebenen möglich 

   Metazoa, Vertebrata, Mammalia, Rodentia, Cricetinae … 



-  eindeutiger zu beschreiben  
! Identifizierung von Orthologien ist einfacher 

-  Vergleich sehr weit entfernt verwandter Taxa möglich 

 " !          ??  

-  lassen sich vergleichsweise schnell und einfach herstellen 

-  bereits in großer Menge in öffentlich zugänglichen Datenbanken hinterlegt 

Molekulare Daten - Vorteile 



Grundbegriffe 

Paraphylie 

Gruppierung aufgrund homologer  
(ursprünglicher) Merkmale 

ABER 
nicht alle Nachkommen erfasst! 

!Monophylum Sauropsida 

„Reptilien“ 

Schlangen & 
Echsen Krokodile Vögel Schildkröten 



Grundbegriffe 
Polyphylie 
Gruppierung aufgrund konvergent entstandener Merkmale (Homoplasien) 
! Taxa verschiedenen Ursprungs! 

Kondor 
(Neuweltgeier) 

Gänsegeier 
(Altweltgeier) 

„Geier“ 

Raubvögel Storchenvögel 



Grundbegriffe 

Die Taxa (G,H) liegen innerhalb des Monophylums (D,E,F,G,H) 

ABER: 
Die Taxa (G,H) sind NICHT „abgeleitet“ oder „weiter entwickelt“ 
und das Taxon D ist NICHT „primitiv“ 

A       B      C      D       E      F       G      H 



Grundbegriffe 
„Basal“ 
Taxon A ist Schwester zum Monophylum (B,C,D,E,F,G,H) 
ABER: Taxon A ist NICHT „basal“ 

Der Begriff „basal“ wird nur für interne Knoten, NICHT für terminale Taxa 
Verwendet.  

 zB.  Y ist basaler als X (aber X ist nicht „weiter entwickelt“!) 
   Y  = der letzte gemeinsame Vorfahre von (D,E,F,G,H) 
   X = der letzte gemeinsame Vorfahre von (G,H) 

A       B      C      D       E      F       G      H 

X 

Y 



Baumdarstellung 
Ohne Außengruppe: Mit Außengruppe: 

Evolutionsrichtung! 

Neunauge 

Hai 

Goldfisch 

Flösselhecht 

Zebrafisch 
Forelle 

Lungenfisch 
Molch 

Ochsenfrosch 

Krallenfrosch 

Mensch 

Maus 

Stahlen- 
flosser 

Land- 
wirbeltiere 

Flösselhecht 

Goldfisch 

Neunauge 

Hai 

Zebrafisch 

Lungenfisch 

Maus 

Mensch 

Forelle Molch 

Ochsen- 
frosch 

Krallenfrosch 

Evolutionsrichtung? 



Baumdarstellung 

Ungewurzelte Bäume sind keine 
Phylogenien! 

Denn: je nach Wahl der Wurzel 
ergibt sich eine andere Topologie 



Baumdarstellung 

B 

A 

C 

D 

E 

F 

Änderungen 

A 

B 
C 

D 

E 

F 

Cladogramm 

Additive Phylogramme 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

Änderungen & Zeit  
Phylogramm 

(metrisch) 
Dendrogramm 

(ultrametrisch) 



Literaturempfehlung 



Von der Sequenz zum Baum 

Multiples Sequenz Alignment 

Sequenzen 

Auswahl eines Evolutionsmodells 

Auswahl von Methode & Algorithmus 

Stammbaumberechnung  
(mit/ohne statistischer Auswertung) 



Grundbegriffe - Homologie 
 Orthologie  funktional verwandt und von einem   

   gemeinsamen Vorläufer abstammend 

 Paralogie  Verwandtschaft durch Genduplikation entstanden 

 Beispiel:  α- und β-Untereinheiten des Hämoglobins 



Grundbegriffe - Homoplasie 

      Konvergenz  ein Merkmal, das bei mehreren unterschiedlichen 
   Taxa unabhängig voneinander entstanden ist 

Flossen      Leimrute         Lysozym 

    Ameisenbär 

                        Schuppentier  

          Erdferkel  



Homologie-Interpretation von 
BLAST-Ergebnissen 

 Homologe Proteine haben immer strukturelle Ähnlichkeit, aber  
 nicht notwendigerweise auch Ähnlichkeit auf Sequenzebene! 

 Faustregeln (Proteinebene): 

  score >45 bits   fast immer Homologe 
  E-value cutoff   ~10-5 (bei DNA: ~10-10) 
  % identity   kein gutes Kriterium für Homologie, stark 

    abhängig vom betrachteten Protein 

 Falsch-Positive 

 …können z.B. auftauchen wenn Regionen geringer Komplexität (simple 
sequences) alignieren und den Score erhöhen 



Homologie: Interpretation von 
BLAST-Ergebnissen 

 Wie kann es sein, dass ich mit weniger % identity einen besseren          
E-Value bekomme? 

 1. Die Bewertung hängt nicht nur von der Anzahl sondern auch von der 
Art der identischen Aminosäuren ab 

 2. In die Bewertung fließt nicht nur der Anteil identischer, sondern auch 
der Anteil ähnlicher Aminosäuren ein (% similarity) 



Homologie: Interpretation von 
BLAST-Ergebnissen 

 Wie kann ich beweisen, dass ein nicht-signifikanter Treffer homolog ist? 

 Wichtig: Homologie ist transitiv! 
 (wenn die Treffer den gleichen Teil des Proteins abdecken) 

 A homolog zu B  &  B homolog zu C ! A homolog zu C ! 

 ! Lösung: andere Suchsequenz verwenden! (z.B. E.coli statt Mensch) 

 PS: Nicht-Homologie lässt sich nicht beweisen… 



Von der Sequenz zum Baum 

Multiples Sequenz Alignment 

Sequenzen 

Auswahl eines Evolutionsmodells 

Auswahl von Methode & Algorithmus 

Stammbaumberechnung  
(mit/ohne statistischer Auswertung) 

Orthologie! 



Multiple Sequenzalignments 

Gegeben: 

Gesucht: 

SeqA  N A F L S  
SeqB  N A F S 
SeqC  N A K Y L S 
SeqD  N A Y L S 

SeqA  N A - F L S  
SeqB  N A - F - S 
SeqC  N A K Y L S 
SeqD  N A - Y L S 

Indel: 

Insertion/Deletion 



! Sequenzen paarweise vergleichen 

! Distanzmatrix 

      Guide tree: 

! Alignment innerhalb der Cluster 
 Einfügen von Lücken (gaps) 

! Sukzessives globales Alignment 
 Einfügen neuer Lücken 

- D 
0.77 - C 
0.82 0.45 - B 
0.27 0.89 0.75 - A 

D C B A 

Progressives MSA mit ClustalX 
A 
B 
C

D

A
D

C
B

„Cluster“ 

B 
C 

A 
D 

A 
D 
B 
C 



MSA: ClustalX 

Parameter! 



Dateiformate - Fasta 
Diese Dateien bestehen aus 

 1. „Headern“ (ein „>“ und die Bezeichnung der Sequenz)   
 2. den Sequenzen an sich 

Die Sequenzen können dabei aus Nukleotiden oder Aminosäuren 
bestehen. Zeilenumbrüche in den Sequenzen sind erlaubt, aber nicht 
notwendig. 



Dateiformate - Phylip 
Das Phylip-Format wird vornehmlich für Alignments verwendet (alle 
enthaltenen Sequenzen sind gleichlang und enthalten auch Lücken) 

Angabe von Taxonzahl 
und Anzahl Alignmentpositionen 

Sequenzen in  
Zehnerblöcken, 
Umbrüche nach 50 
Positionen 

Header auf 10 Zeichen limitiert!! 



Dateiformate - Nexus 

Sequenzen in Zwanzigerblöcken, 
Umbrüche nach 100 Positionen 

Angabe von Taxonzahl 
und Anzahl Alignmentpositionen 



Von der Sequenz zum Baum 

Multiples Sequenz Alignment 

Sequenzen 

Auswahl eines Evolutionsmodells 

Auswahl von Methode & Algorithmus 

Stammbaumberechnung  
(mit/ohne statistischer Auswertung) 

Orthologie! 

gap penalties, Matrizen 



Evolutionsmodelle 



Modell nach Jukes & Cantor 

!  alle Austausche sind gleich  
wahrscheinlich! 

!  Substitutionsrate = α für 
alle Änderungen 

! Ein-Parameter-Modell 

A G 

C T 

α	

α	

α	

α	

α	



Kimura 2-Parameter-Modell 

A G 

C T 

α	

β	

α	

β	β	 β	

βα 21)1( −−=AAP



Evolutionsmodelle (DNA) 

-  alle Substitutionen 
gleich häufig 

-  erwartete Nukleotid-
zusammensetzung 
identitsch 

- Transitionen und 
Transversionen 
unterschiedlich 
häufig 

-  erwartete 
Nukleotidzusammen-
setzung identitsch 

- erwartete Nukleotid-
zusammensetzung 
unterschiedlich 



Transitionen und Trans-
versionen und Nukleotid-
zusammensetzung sind 
unterschiedlich häufig 

Alle Parameter (Austausche 
und Austauschrichtungen) 
und Nukleotidzusammen-
setzung dürfen variieren 

Evolutionsmodelle (DNA) 



Transmembran-Proteine Globuläre Proteine 

K 

R N

K 

Spezialisierte Evolutionsmodelle für 
bestimmte Protein-Typen 



Variation der Substitutionsraten 



Variation der Substitutionsraten 

Substitutionsrate 

H
äu

fig
ke

it shape parameter: 

    = Kategorien  
(Anzahl der Punkte, die die Kurve beschreiben, i.d.R. 4-6) 



Wie komplex soll das Modell sein? 



Bestimmung eines geeigneten 
Evolutionsmodells 

hierarchischer 
Likelihood 
ratio test (! 
hLRT) 

-  schrittweise 
kompliziertere 
Modelle 

-  signifikant 
besser als das 
vorherige 
Modell? 



Bestimmung eines geeigneten 
Evolutionsmodells 

Programme wie ModelTest, FindModel, ProtTest sortieren die 
Ergebnisse nach bestimmten Kriterien: 

 AIC (Akaike Information Criterion) 

   AIC = -2 lnL + 2K 

 AICc (corrected Akaike Information Criterion) 

  AICc = AIC + 2K(K+1)/(N-K-1) 

 BIC (Bayesian Information Criterion) 

   BIC = -2lnL + KlogN 

L = model likelihood, K = number of estimatable parameters, N = sample size 



Bestimmung eines geeigneten 
Evolutionsmodells 

Neben dem Substitutionsmodell an sich werden mitunter noch weitere 
Einstellungen empfohlen: 

Variation der Substitutionsraten 

+G  Gamma-Verteilung der Substitutionsraten 

+I  Anteil an invariablen Stellen 

Aminosäure/Nukleotid-Frequenzen 

+F  die Gleichgewichts-Frequenzen werden aus dem Datensatz 
 abgeschätzt 



Von der Sequenz zum Baum 

Multiples Sequenz Alignment 

Sequenzen 

Auswahl eines Evolutionsmodells 

Auswahl von Methode & Algorithmus 

Stammbaumberechnung  
(mit/ohne statistischer Auswertung) 

Orthologie! 

gap penalties, … 

hLRT, gamma-shape, … 



Methoden für die 
Stammbaumerstellung 

1.  Distanz-orientierte Methoden 
•  UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetric Means) 
•  Neighbor-joining 

 ! Sequenzen werden in Distanzmatrix konvertiert 

2. Charakter-orientierte Methoden 
•  Maximum Parsimony 
•  Maximum Likelihood 
•  Bayes‘sche Methoden 

 ! jede Position wird als informative Einheit betrachtet 



Berechnung einer Distanzmatrix 

Distanz = durchschnittliche Änderung pro Position 

! Berechnen der paarweisen Abstände zwischen den Sequenzen 

             1    2    3    4    5  
Sequenz 1  0.00 0.15 0.20 0.45 0.50 
Sequenz 2       0.00 0.25 0.40 0.65 
Sequenz 3            0.00 0.35 0.40 
Sequenz 4                 0.00 0.50 
Sequenz 5                      0.00 

Beispiel: Seq1 vs. Seq2 

3 von 20 Positionen verändert 

Sequenz 1  TATAAGCATGACTAGTAAGC 
Sequenz 2  TATTAGCATGACTGGTAACC 
Sequenz 3  TATTGGCATGACTAGCAGGC   
Sequenz 4  TGTTGCCACGATTAGCTACC  
Sequenz 5  CGTAGCTATGACCAACGGGC 



Korrektur der Distanzen 

beobachteter Abstand 

t 

% 
tatsächlicher Abstand 
= Anzahl der Mutationen 

Korrektur 



Distanzmethoden: UPGMA 

        A   B   C   D  
OTU A   0   6  10  18  
OTU B       0  12  20 
OTU C           0  19 
OTU D               0 

         A/B   C   D  
OTU A/B   0   11  19  
OTU C          0  19 
OTU D              0 

3 A 

3 B 

6

A/B 

C 

5.5 

5.5 

2.5 

=3 

d AD + d BD 
         2 

=5,5 

d AC + d BC 
         2 



Distanzmethoden: UPGMA 

              A/B/C  D  
Sequenz A/B/C   0   19 
Sequenz D            0 

A 

3 B 

2.5 

5.5 C 

D 

4 

9.5 

3 

•  nimmt konstante Evolutionsraten an 
•  Außengruppe wird „automatisch“ bestimmt 



    A   B   C   D  
OTU A   0   6  10  18  
OTU B       0  12  20 
OTU C           0  19 
OTU D               0 

          A   B   C   D  
OTU A   0   6  11  19  
OTU B       0  11  19 
OTU C           0  19 
OTU D               0 

A 

3 B 

2.5 

5.5 C 

D 

4 

9.5 

3 

Ausgangsmatrix 

rekonstruierte Matrix 

Distanzmethoden: UPGMA 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 

A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 

   A  B  C  D  E  F 
A  0  5  4  7  6  8 
B     0  7  10 9  11 
C        0  7  6  8 
D           0  5  9 
E              0  8 
F                 0 

Paarweise Distanzen: 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 
A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 

   A  B  C  D  E  F 
A  0  5  4  7  6  8 
B     0  7  10 9  11 
C        0  7  6  8 
D           0  5  9 
E              0  8 
F                 0 

Paarweise Distanzen: 

rD = 7 + 10 + 7 + 5 + 9 = 38 

rE = 6 + 9 + 6 + 5 + 8 = 34 

rF = 8 + 11 + 8 + 9 + 8 = 44 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 
A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 

   A  B  C  D  E  F 
A  0  5  4  7  6  8 
B     0  7  10 9  11 
C        0  7  6  8 
D           0  5  9 
E              0  8 
F                 0 

Paarweise Distanzen  Gesamtdistanzen 
rA = 30  rD = 38 
rB = 42  rE = 34 
rC = 32  rF = 44 -13 

-11,5 

N = Anzahl der taxa 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 

A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 

    A     B     C     D     E     F 
A   0     5     4     7     6     8 
B  -13    0     7     10    9     11 
C  -11,5 -11,5  0     7     6     8 
D  -10   -10   -10,5  0     5     9 
E  -10   -10   -10,5 -13    0     8 
F  -10,5 -10,5 -11   -11,5  -11,5 0 

Ratenkorrigierte Distanzmatrix 

A 
B 

C 
D 

E 

F 
A 

B 

C 
D 

E 

F 

U 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 
A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 

A 
B 

C 
D 

E 

F 
A 

B 

C 
D 

E 

F 

U 

   U  C  D  E  F 
U  0  3  6  5  7 
C     0  7  6  8 
D        0  5  9 
E           0  8 
F              0 

Paarweise Distanzen: 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 

! Berechne Gesamtdistanzen r 

!  Erstelle Ratenkorrigierte Distanzmatrix 

!  Gruppiere taxa, für die M minimal ist 

!  Definiere neuen Knoten V 

!  Speichere die Astlängen 

!  Berechne neue Distanzmatrix 

!  … 

   U  C  D  E  F 
U  0  3  6  5  7 
C     0  7  6  8 
D        0  5  9 
E           0  8 
F              0 

Paarweise Distanzen 
 rD = 27
 rE = 24 
rC = 24  rF = 32 

rU = 21     U     C     D     E     F 
U   0     3     6     5     7 
C  -12    0     7     6     8 
D  -10   -11    0     5     9 

E  -10   -10   -12    0     8 
F  -10,7 -10,7 -10,7  -10,7 0 

Gesamtdistanzen Ratenkorrigierte Distanzmatrix 

A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 



Distanzmethoden: Neighbor Joining 

A 

B 

C 

D 

E 
F 

1 

4 
1 

1 

1 

4 

2 

2 

3 
1 

A 

B C 

D 

E 

F 

U 
V 

W
X 

root 

3 

2 

4 2 
4 

1 
1 

1 
1 

1 



Distanzmethoden: UPGMA vs. NJ 
A 
B 
C 
D 
E 
F 

B 
A 

C 
D 

E 
F 

UPGMA 
Unweighted Pair-Group Method 

with Arithmetric Means 

NJ 
Neighbor Joining 

Aussengruppe festgelegt 

konstante Evolutionsrate 

Astlängenverlust 

Keine Matrixrekonstruktion möglich 

Aussengruppe wählbar 

unterschiedliche Evolutionsraten 

Kein Astlängenverlust 

Matrixrekonstruktion möglich 



Methoden für die 
Stammbaumerstellung 

1.  Distanz-orientierte Methoden 
•  UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetric Means) 
•  Neighbor-joining 

 ! Sequenzen werden in Distanzmatrix konvertiert 

2. Charakter-orientierte Methoden 
•  Maximum Parsimony 
•  Maximum Likelihood 
•  Bayes‘sche Methoden 

 ! jede Position wird als informative Einheit betrachtet 



Maximum Parsimony 

4 taxa 

! 3 mögliche Stammbäume 

A 

B 

C

D
10 Mutationen 

A 

C 

B

D
15 Mutationen 

A 

D 

B

C
14 Mutationen 

          Position   
Sequenz  1 2 3 4 5 6 7 8 9   
  A      A A G A G T G C A   
  B      A G C C G T G C G   
  C      A G A T A T C C A   
  D      A G A G A T C C G 
                 *   *   *  



Maximum Parsimony 

A 

B 

C

D
10 Mutationen 

A 

C 

B

D
15 Mutationen 

A 

D 

B

C
14 Mutationen 

          Position   
Sequenz  1 2 3 4 5 6 7 8 9   
  A      A A G A G T G C A   
  B      A G C C G T G C G   
  C      A G A T A T C C A   
  D      A G A G A T C C G 
                 *   *   *  



          Position   
Sequenz  1 2 3 4 5 6 7 8 9   
  A      A A G A G T G C A   
  B      A G C C G T G C G   
  C      A G A T A T C C A   
  D      A G A G A T C C G  

A 

B 

C

D
10 Mutationen 

A 

B 

C

D
10 Mutationen 

A 

B 

C

D
10 Mutationen 

= = = ..... 

Maximum Parsimony 



Maximum Parsimony für Proteine 



Maximum Parsimony 





Distanz vs. Charaktermethoden 



Von der Sequenz zum Baum 

Multiples Sequenz Alignment 

Sequenzen 

Auswahl eines Evolutionsmodells 

Auswahl von Methode & Algorithmus 

Stammbaumberechnung  
(mit/ohne statistischer Auswertung) 

Orthologie! 

gap penalties, … 

hLRT, gamma shape, … 

Distanz- vs. 
Charaktermethoden 



Statistische Bewertung 

          Position   
Sequence 1 2 3 4 5 6 7 8 9   
  A      A A A A G T G C A   
  B      A G C C G T G C G   
  C      A G A T A T C C A   
  D      A G A G A T C C G  

Orginalsequenzen 
          Position   
Sequence 1 2 2 4 5 5 7 8 8   
  A      A A A A G G G C C   
  B      A G G C G G C C C  
  C      A G G T A A C C C   
  D      A G G G A A C C C  

Pseudosample 1 

…



Statistische Bewertung 



Statistische Bewertung 



Von der Sequenz zum Baum 

Multiples Sequenz Alignment 

Sequenzen 

Auswahl eines Evolutionsmodells 

Auswahl von Methode & Algorithmus 

Stammbaumberechnung  
(mit/ohne statistischer Auswertung) 

Orthologie! 

gap penalties, … 

hLRT, gamma shape, … 

Distanz- vs. 
Charaktermethoden 

Bootstrapping, Jackknifing, 
… 



…dann mal los! 



Phylogenomik: 
Lösen große Datensätze die 
Probleme? 



Darwin’s letter to 
Thomas Huxley 1857 

 “The time will come I believe, 
though I shall not live to see 
it, when we shall have fairly 
true genealogical trees of 
each great kingdom of 
nature” 

 (genealogical = phylogenetic) 
Haeckel’s pedigree of man 



Die ‚Neue Metazoen-Phylogenie‘ 

 

Morphologie rRNA- 
Sequenzen 



Das Problem „Inkongruenz“ 
Beispiel 1  550 Mya 

Coelomata 
(Chordata + Arthropoda) 

Ecdysozoa 
(Nematoda + Arthropoda) 



Das Problem „Inkongruenz“ 
Beispiel 2  5-8 Mya 

Oben: Gene (n=98) 
Mitte: Parsimony-informative Orte (n=174) 
Unten: rare genomic changes (n=8) 



Rokas et al., Nature 23. Okt. 2003 

Das Problem „Inkongruenz“ 
Beispiel 3 



Darwin zum Thema  
Inkongruente Bäume 

The importance, for classification, of 
trifling characters, mainly depends on 
their being correlated with several 
other characters of more or less 
importance.  

The value indeed of an 
aggregate of characters is very evident. 

…a classification founded on any single 
character, however important that my be, 
has always failed.“ 

Charles Darwin  Origin of Species Kap. 13 



Gründe für Inkongruenz 
1. Stochastische Fehler in den Daten: 

   ! meist bei wenigen Daten 
   ! einige Positionen zeigen Homoplasie (durch 
       multiple Austausche) und produzieren so 
       eine falsche Baum-Topologie   

2. Gen-Baum = Spezies-Baum? 
   ! fälschlicherweise keine Orthologen verglichen 
       (versteckte Paralogie) 
   ! horizontaler Gentransfer 
   ! multiple Allelie 

3. Systematisch-methodische Fehler: 
   ! Evolutionsmodelle, Rekonstruktionsmethoden 



Gründe für Inkongruenz 
Gen-Baum = Spezies-Baum?      ! Beispiel multiple Allelie 

Speziation 

Speziation 



Gründe für Inkongruenz 
Gen-Baum = Spezies-Baum?      ! Beispiel multiple Allelie 

Linder & Rieseberg 2004 



Inkongruenz & Phylogenomik 

1. Stochastische Fehler     

2. Gen-Baum = Spezies-Baum? 
    

3. Systematisch-methodische Fehler 
    

Verschwinden in großen 
Datensätzen 
!  „Phylogenomik“!! 

Mehr Daten hätten hier gegenteiligen 
Effekt und würden falschen Baum 
sicherer erscheinen lassen 
(„Inkonsistenz“) 



Nature,	Oct	2011	 Nature,	Nov	2011	

1185	genes	
308	genes	

Inkonsistenz 



Systematische Fehler 
1. unterschiedlicher Nt/AS-Gehalt zwischen Taxa 
    (compositional bias): 
       z.B. gleiches Nt in entfernten Taxa wegen ähnlichem GC-Gehalt     

2. Eingeschränkte Variabilität an Sequenzpositionen: 
    erhöhte Chance für konvergentes Auftreten eines/r bestimmten Nt/AS 

    
3. Unterschiedliche Mutationsrate an verschiedenen 
    Positionen: besonders viel Homoplasien in schnell evolvierenden Taxa  

 ! long-branch attraction-Phänomen 

4. Nicht-Unabhängigkeit von Sequenzpositionen 
 durch positionelles Zusammenwirken 
    



…und die mögliche Lösung 
1. Geeignete Substitutionsmodelle auswählen   

2. Schnell evolvierende Sequenzpositionen aus Alignment 
    entfernen 

    
3. Schnell evolvierende Taxa u. U. komplett entfernen 

4. Mehr Taxa hinzunehmen, die lange Äste „brechen“ 
    



Andere Außengruppe gegen LBA 

Telford & Copley 2005 

Arthropoda 

Nematoda 

Hefe 

Vertebrata 

Hydra 



Baumrekonstruktion & Phylogenomik 
Systematische Fehler können auch Phylogenomik- 
Daten betreffen: Garbage in, garbage out!! 

versus 

Datensatz: 35000 As (146 Kerngene), ML (Modell: JTT+Γ)	
Unterschied: Taxon-Sampling	

Vermutlich falsch: 
LBA bei C. elegans 

Also: mehr Taxa untersuchen! 
Delsuc et al. 2005 



Baumrekonstruktion & Phylogenomik 
Systematische Fehler (z.B. LBA) beseitigen! 

Delsuc et al. 2005 

Also: schnell-evolvierende Sequenzpositionen opfern! 



Zwei Methoden für die 
Phylogenomik 

1. Viele einzelne Gene ! einzelne Bäume ! kombinieren 

Supertree 

2. Viele einzelne Gene ! konkateniertes Alignment ! Baum 

Supermatrix 



Supertrees 

Bininda-Emonds 2004 

…ideal, um z.B. molekulare Bäume und morphologische Bäume zu verknüpfen! 



Supertrees: MRP 
Internal branch 

…alle Taxa innerhalb ‚branch 1‘ 

…ist wie Datenmatrix 
und kann daher zur 
Stammbaumrekonstr. 
z.B. per MP verwendet 
werden 

courtesy of Rod Page 

Baum 1 



Supertrees: MRP 
Internal branch	

Baum 2 

4	 5	

Pongo fehlt!	 ?	 ?	

4	

5	

0	



20 aneinander gehängte Gene reichen aus, um stabilen, kongruenten Baum der 
acht Hefen zu produzieren! 

Supermatrix 

Rokas et al., Nature 23. Okt. 2003 

Konkatenierte Daten 

OTU1 
OTU2 
OTU3 

Seq 1 Seq 2 Seq 3 

.	

.	

.	



Supermatrix 

…das klappt leider nicht immer 
so gut… 

! Tiefe Metazoen-Phylogenie ist 
schwierig! 

Giribet 2008 



z.B. Dunn et al 2008 (Nature) 

77 Taxa aus 21 Phyla 
150 Gene 

Tiefe Metazoen-
Phylogenie ist 

schwierig 



OTU1 
OTU2 
OTU3 

Seq 1 Seq 2 Seq 3 

. 

. 

. 

Supermatrix  & fehlende Daten 

Simulationen zeigen:  Menge der vorhandenen Daten ist wichtiger als  
   Menge der fehlenden Daten!!!  

(also: es ist besser ein Taxon mehr zu haben mit vielleicht nur 50% Datenabdeckung, als dieses Taxon 
deswegen wegzulassen. vgl. Wiens 2005, 2006) 



Woher kommen die Daten? 

1. Gesamt-Genomprojekte 
! Gen/Proteinsequenzen 
! ‚Rare genomic changes‘ 

  Genanordnung, Gengehalt, Genfusionen, Intronpositionen,  
  Transposonpositionen, InDels 

2. EST/RNA-SEq-Projekte (billiger - erst recht seit NGS!!!) 
! Proteinsequenzen 

3. PCR (gezielte Isolierung von Einzelgenen) 



Woher kommen die Daten? 



EST-Projekte & Phylogenomik 

Schon 1000 ESTs 
machen einen respektablen 
Datensatz (>5000 As) 



EST-Projekte & Phylogenomik 
Welche Gene machen schnell ein möglichst komplettes 
konkateniertes Alignment? 

- stark exprimierte 
  Haushaltsgene 

- kaum Paraloge 

! z.B. Gene für ribosomale 
Proteine (RPs)! 



“ […] to analyze a large ribosomal protein data set representing all major metazoan taxa. Posterior 

predictive tests revealed that there is compositional bias in this data set. 

Only a few taxa with strongly deviating amino acid composition had to be excluded to reduce this bias. 

Thus, this is a good solution, if these taxa are not central to the phylogenetic question at hand. 

Deleting individual proteins from the data matrix may be an appropriate method, if compositional 

heterogeneity among taxa is concentrated in a few proteins. However, half of the ribosomal proteins 

had to be excluded to reduce the compositional heterogeneity […]” 

ABER: Vorsicht bei Verwendung 
spezieller Proteinklassen! 

Mol. Biol. Evol. 27(9):2095–2104. 2010 



Vorsicht mit RPs! 
Beispiel interne Phylogenie der Syndermata (= Rädertiere + Kratzwürmer) 

Monogononta 

Bdelloidea 

Seisonidea 

Acanthocephala 

1.0 / 65 
55 / 57 

1.0 / 100 
91 / 99 

1.0 / 100 
100 / 100 

1.0 / 80 
90 / 89 

Support values 

MrBayes / PhyML 

RAxML / Treefinder 

Alle RPs ausgewählte RPs (50%) 



Baumrekonstruktion &  
Phylogenomik 

Welche Methoden funktionieren mit großen  
Datensätzen am besten? 

• Likelihood-basierende Methoden (ML, Bayes) gelten  
insbesondere bei schwierigen Phylogenien als  
konsistenter und genauer als z.B. MP- und  
Distanzmethoden 

• Likelihood-Methoden können mit ihren  
Substitutionsmodellen die Wirklichkeit besser abbilden 



ML versus Distanzmethode 

Beide Male verwendet: Datensatz 127000 Bp, gleiches Modell (GTR+I+Γ)	

Dennoch: unterschiedliche Topologie, beide Male mit Bootstrapsupport 100%! 

(Distanzmethode) 

Falsch wegen 
Compositional bias: 
Sku und Sba haben 
gleiche Basenzu- 
sammensetzung 

Delsuc et al. 2005 



Neue schnelle ML-Algorithmen 

Übliche Heuristik:  „hill climbing“ 

 ! schrittweise Taxon-Hinzunahme & topologische Rearrangements  
     (z.B. „Nearest neighbour interchange“) 
 ! für jeden neu entstehenden Baum: Astlänge optimieren, LnL bestimmen 
 ! Verbesserung? Wenn ja, dann weiter verändern… 
 ! STOP wenn keine Verbesserung möglich 

 Langsam wegen getrennter Optimierung von Astlängen und Topologie 

RAxML (Stamatakis et al. 2005) 
 ! verbesserte „search space heuristics“ 
 ! mit „rapid bootstrap algorithmus“ (Stamatakis et al. 2008) 
 ! dramatische Zeitreduktion 



RAxML 
(Randomized A(x)ccelerated Maximum Likelihood) 

1. Ausgehend vom derzeit besten Baum t 
! Verpflanzung eines subtrees innerhalb eines Radius n (n = 5 – 15) 
! Es entsteht ein Baum t‘ 
! Nur die Astlängen der an die Insertionstelle anschließenden Äste 
werden optimiert ! approximate log likelihood all(t‘) score 
! Vorsortierung, nur die 5 besten Topologien werden gründlich 
optimiert (overall tree score) 

Verbesserte „search space heuristics“ durch LSR  
(= Lazy subtree rearrangement) 



Nicht alle LSR-Schritte pro subtree werden durchgeführt 
Berechnung eines dynamischen likelihood-cutoff (lhcutoff)-Werts bei jeder 
Iteration 

wenn δ (all(t‘), ll(t)) > lhcutoff  wird das LSR für diesen subtree abgebrochen  

! 2,5x schneller als normales LSR! 

RAxML 
(Randomized A(x)ccelerated Maximum Likelihood) 

Weitere Verbesserung: „likelihood cutoff heuristics“ 



RBS ist heuristisches Verfahren („quick and dirty bootstrap“) 
ergibt fast gleiche Unterstützungswerte, ist aber wesentlich schneller (vor 
allem bei großen Datensätzen) 

1. Random starting tree aus dem Originalalignment 
2. ML-Model-Parameter und Astlängen-Optimierung für den starting tree 
3. Für alle nachfolgenden RBS-Replikate keine Re-Optimierung der ML-Model 
Parameter mehr 

 ! 8 – 20 x schneller als RAxML mit Standard-bootstrap 
 ! 18 – 495 x schneller als PHYML 

Verbesserter ML-Such-Algorithmus, der NACH dem RBS ausgeführt wird um 
einen ML-Baum auf das Original-Alignment zu berechnen 

RAxML 
(Randomized A(x)ccelerated Maximum Likelihood) 

Rapid bootstrap Algorithmus (RBS) 



MCMCMC 

! der ‚MC Roboter‘ sucht nicht DEN optimalen Baum, sondern „sammelt“ die Bäume 
mit der höchsten posterior probability („Gipfel in der Baumlandschaft“). 

! Anhand dieser Baum-Sammlung wird ein Konsensus-Baum erstellt, dessen Ver- 
zweigungen durch die Höhe der PP-Werte gekennzeichnet und bewertet werden 

95%- 
Zone 

burn-in 

• „cold chain“ sammelt 

• „hot chains“ als „scouts“, um die 
  Gipfel in der Baumlandschaft zu 
  lokalisieren 

Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo 



ML vs. Bayes 

• ML berechnet den Baum mit der höchsten Likelihood 

   P (data | tree) ! Wahrscheinlichkeit der Daten auf Grundlage eines  
    angenommenen Baumes und eines Substitutionsmodells 

   Statistischer Support erfolgt über Bootstrapping 

• Bayes ermittelt Häufigkeitsverteilung der Bäume im tree space 

   Bayes Theorem:  P (tree | data)  ≈  P (data | tree)   x   P (tree)	

   Statistischer Support über direkte Berechnung von PPs während 
   der Baumsuche 



Unterstützungswerte 
Faustregel: 

Bootstrap-Werte haben sich als eher konservativ herausgestellt 
  BP >80% gut, alles >50% ruhig angeben 

Bayes PPs sind eher optimistisch und überschätzen Support 
  PP 1.0 ist ok, <1.0 eher schlecht 

Achtung! 

Die Monophylie der „ingroup“ wird immer zu 100% unterstützt, 
wenn man das Außengruppentaxon selbst wählt… 



Im Kurs: 

Ein Mikro-Phylogenomik-Projekt 



Xenoturbella bocki 
-  entdeckt 1915 von Sixten Bock, erstmals beschrieben 1949 

-  lebt in marinen Sedimenten an der schwedischen Westküste 

-  bis zu ~4 cm lang 

-  sehr einfacher Körperbauplan 

-  phylogenetische Position kontrovers 

Quelle: (Bourlat et al. 2003; Ehlers and Sopott-Ehlers 1997; Israelsson 1997; Lundin 1998; Noren and Jondelius 1997; Raikova et al. 2000; Stach et al. 2005)  

Xenoturbella 

Bilateria 

Xenoturbella 
Xenoturbella 

Xenoturbella 

Xenoturbella 

Molluska 

Deuterostomia 
Chordata 

Hemichordata 

Echinodermata 



Schritt 1: zum annotierten EST 
Rohdaten  ! Editieren (Quality & Vectorclipping mit SeqMan) 

Editierte Daten  ! Clustern (mit SeqMan) 

„Contig“ 

„Singleton“ 



Rohdaten 

Editierte Sequenzen 

singletons contigs 

Information der EST´s 

1. Editing und Clustering 

  - Quality clipping (SeqMan) 
  - Vector clipping (SeqMan) 
  - Clustering (SeqMan) 

2. Annotation 

  - BlastX-Suche 

Schritt 1: zum annotierten EST 



Protein Y; Taxon A, B, …, F 
Protein Z; Taxon A, B, …, F 

….. 

3. DB-Suche der orthologen Proteine 
  - RPG 
  - Blastsuchen   

4. Einzelproteinalignments 
  - MAFFT 

5. Editierung 
  - manuell: GeneDoc 
  - automatisch: GBlocks 

Schritt 2: zum Alignment 



Alignment, Substitutionsmatrix S 

Ein oder mehrere Bäume der Taxa T1,T2,T3,…,TX  
der Proteine P1,P2,P3,…,PX mit der Substitutionsmatrix S 
und den Methoden M1,M2,M3,…,MX 

8. Phylogenie 
  - Mr.Bayes 
  - RAxML 

Schritt 3: zur Phylogenie 

6. Konkatenierung 
  - Perl-Skript 

7. Substitutionsmatrix-Auswahl 
  - Prottest 



…dann mal los! 



Phylogenie von Xenoturbella 
Norén & Jondelius 1997 (Nature) 

Mitochondriale Cytochrom-Oxidase 



Phylogenie von Xenoturbella 
Bourlat et al. 2003 (Nature) 

! Xenoturbella 
Schwestertaxon zu 
Ambulacraria 



Xenoturbella EST Sequenzierung 
1186 ESTs 

954 informative reads 

Qualitäts-  
prüfung 

clustering 
495 Singletons and 116 Contigs 

cell growth and/or maintenance

metabolism

protein metabolism
transcription

protein biosynthesis
signal transduction

electron transport

RNA metabolism
DNA metabolism

coagulation

cell communication
DNA replication

nucleic acid metabolism

unknown

365 UniGenes 

246   
< e-10 

Blast-Suche 

(265  > e-30) 

GO Klassifikation 



RP Phylogenie 

•  30 ribosomale Proteine identifiziert 
•  konkatenierter Datensatz: 4757 AS 
•  20 von 28 taxa: Abdeckung >90% relativ zu Mensch 

PHYML 

MrBAYES 

Datenquellen: RiboProt, dbEST, TRACE ARCHIVE 

Prottest 



ML 

Bayes 

MP 



Xenoturbella bocki 
Oct. 2006 



Phylogenie von Xenoturbella 
Bourlat et al. 2006 (Nature) 

! Xenoturbella 
Schwestertaxon zu 
Ambulacraria 



Phylogenie von Xenoturbella 

Perseke et al. 2007 (Theory Biosci.) 

! Xenoturbella basaler 
Deuterostomia 



Phylogenie von Xenoturbella 

Hejnol et al. 2009 (Proc.R.Soc.B.) 

> 1000 Gene (!!) 

! Xenoturbella + 
Acoelomorpha basale 
Bilateria 



“We propose that the basal emergence of 
Xenoturbella plus Acoelomorpha observed by Hejnol 
et al. is the result of an LBA artefact stemming from 
the use of a sub-optimal site-homogeneous model.” 

Phylogenie von Xenoturbella 

Phillippe et al. 2011 (Nature) 

Fast 200 Gene 
+ miRNA-Analyse 
+ mtDNA Analyse 

! Xenoturbella + Acoelomorpha 
Schwestertaxon zu Ambulacraria 



Phylogenie von Xenoturbella 

Lowe & Pani 2011 (Curr.Biol.) 



Symsagittifera roscoffensis 
(Acoela) 

Meara stichopi 
(Nemertodermatida) 

Nemertoderma westbladi 
(Nematodermatida) 

„Unremarkable worms“ 
-  Kein Verdauungstrakt 
-  Marin 
-  Kein Kreislaufsystem 
-  Keine Atmungsorgane 
-  Kein Exkretionssystem 
-  Neuronennetzwerk 
-  Hermaphroditen 
-  Keine Gonaden 

! Sekundäre 
Vereinfachungen? 

Xenoturbella bocki 
(Xenoturbellida) 



2016...Die Geschichte geht weiter! 



2016...Die Geschichte geht weiter! 


