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Biologische Systematik umfasst...

1. Taxonomie

- Bestimmung und Benennung von Lebewesen

2. Phylogenie

suttil 7 1744, 2 Rekonstruktion der Stammesgeschichte
e = 5 > auf allen Ebenen moglich

omi-

thischia Seurischia

Metazoa, Vertebrata, Mammalia, Rodentia, Cricetinae ...

mmmmm
amniote




- eindeutiger zu beschreiben
- Ildentifizierung von Orthologien ist einfacher

Homo_Cox1
Arabidopsi

Homo_Cox1
Arabidopsi

Homo_Cox1
Arabidopsi

: E—EAlRWLFSTNHKBIGTLl
M

HEVWAMMSIQJLGFIVNAHHMFTVGMDVDTRAYF
HEVYAMISIQELGFLVWNAHHMFTVGLDOVDTRAYF
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Grundbegriffe

Paraphylie »Reptilien

Krokodile Vogel

Schildkréten Echsen

Gruppierung aufgrund homologer
(ursprunglicher) Merkmale

ABER
nicht alle Nachkommen erfasst!

~>Monophylum Sauropsida ‘



Grundbegriffe
Polyphylie

Gruppierung aufgrund konvergent entstandener Merkmale (Homoplasien)
—> Taxa verschiedenen Ursprungs!

Kondor - ] / Géansegeier
(Neuweltgeier) Storchenvégel Raubvégel (Altweltgeier)




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*




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 fur interne Knoten, NICHT fur 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)

@ B C D E F

G H
N
X



Baumdarstellung

Ohne Aullengruppe:
i |
Neunauge
-
Maus %
Mensch Flosselhecht

-

Molch Forelle
Ochsen- === Goldfisch
frosch Zebrafisch

Krallenfrosch Ve
Lungenfisch

Evolutionsrichtung?

b

Mit AuBengruppe:

Soen S

Hai

— % Flosselhecht

_|_— % Goldfisch
== Zebrafisch

Forelle

%
_m Lungenfisch

Molch N

Ochsenfrosch

Krallenfrosch

Maus

Mensch J

Evolutionsrichtung!

Neunauge

N

> Stahlen-
flosser

o

Land-
wirbeltiere




Baumdarstellung

Ungewurzelte Baume sind keine
Phylogenien!

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



Baumdarstellung

A A
= B
c C
D D
E E
. F
> >
Anderungen Anderungen & Zeit
Cladogramm Phylogramm Dendrogramm
(metrisch) (ultrametrisch)
N— g

——
Additive Phylogramme
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ORIGINAL SCIENCE/EVOLUTION REVIEW

Understanding Evolutionary Trees

T. Ryan Gregory

»a»-»»»»ﬁ < ’

How to Read Evolutionary Trees

Phylogenies as Family Trees

Although the technical jargon of phylogenetics may be
confusing on first pass, achieving a basic understanding of
evolutionary trees need not be daunting. Notably, humans in all
cultures are skilled at recognizing and understanding related-
ness in other contexts, and many of these abilities apply equally
well to phylogenies. There are some similarities between
species phylogenies and human family pedigrees, and thinking
of an evolutionary tree as a “family tree” can be helpful.” This

b
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nodes \ —*

\

Branches

C
\Terminal

Root

~— nodes
D (“tips!!)
E
Outgroup
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How Not to Read Evolutionary Trees

Misunderstandings of evolutionary trees are pervasive
among students, in the media, and among other non-
specialists. Even more alarming, they also surface frequently



Von der Sequenz zum Baum

Sequenzen

Multiples Sequenz Alignment

Auswahl eines Evolutionsmodells

Auswahl von Methode & Algorithmus

Stammbaumberechnung
(mit/ohne statistischer Auswertung)




Grundbegriffe - Homologie

Orthologie funktional verwandt und von einem
gemeinsamen Vorlaufer abstammend

Paralogie Verwandtschaft durch Genduplikation entstanden

Beispiel: a- und B-Untereinheiten des Hamoglobins

homologs
A
/"— e~
paralogs
\ A \
\
\ f \ 1
A A
. L N , ™~
frog v chickO! mousex mouse[3 chick}  frog[3
0.-chain gene [3-chain gene
\:'gcno duplication /
early globin gene




Grundbegriffe - Homoplasie

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

Flossen Leimrute Lysozym

Ameisenbar

Schuppentier

Werkel




Homologie-Interpretation von
BLAST-Ergebnissen

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

Faustregeln (Proteinebene):

score >45 bits fast immer Homologe
E-value cutoff ~10-° (bei DNA: ~10-19)
% identity kein gutes Kriterium fir Homologie, stark

abhangig vom betrachteten Protein

Falsch-Positive

...konnen z.B. auftauchen wenn Regionen geringer Komplexitat (simple
sequences) alignieren und den Score erhohen



Homologie: Interpretation von
BLAST-Ergebnissen

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

1. Die Bewertung hangt nicht nur von der Anzahl sondern auch von der
Art der identischen Aminosauren ab

2. In die Bewertung fliel3t nicht nur der Anteil identischer, sondern auch
der Anteil ahnlicher Aminosauren ein (% similarity)




Homologie: Interpretation von
BLAST-Ergebnissen

Wie kann ich beweisen, dass ein nicht-signifikanter Treffer homoloq 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!

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

PS: Nicht-Homologie lasst sich nicht beweisen...



Von der Sequenz zum Baum

Sequenzen Orthologie!

Multiples Sequenz Alignment

Auswahl eines Evolutionsmodells

Auswahl von Methode & Algorithmus

Stammbaumberechnung
(mit/ohne statistischer Auswertung)




Multiple Sequenzalignments

Gegeben:

Gesucht:

SegA
SegB
SeqC
SeqD

SegA
SegB
SeqC
SeqD

2 22 2

2 2 2 Z

i I
| €9 K XN 1 1

i A

<

PO
K K R

Indel:

Insertion/Deletion



Progressives MSA mit ClustalX

- Sequenzen paarweise vergleichen

A B Cc

D

0.75 | 0.89

0.27

- Distanzmatrix 0.45

0.82

0.77

OO |m|>

-> Alignment innerhalb der Cluster
Einfugen von Lucken (gaps)

-> Sukzessives globales Alignment
Einflugen neuer Lucken

- B
&> Guide tree: C

\53%:));))

[y
|

p)

O—————
————— ——

é__—E

B—

C




MSA: ClustalX

M ClustalX 2.0.11
File Edit

Help

Mode: IMuItipIe Alignment Mode v‘ Font: [16 v]

Ente

Gans

Huhn

Taube
Krokodil
Alligator
Schildkrot
Wal
Mensch
Salamander
Zebrafisch
Lachs

Multiple Parameters

Gap Opening [0-100]: 10

Gap Extension [0-100]: ID.Z

|
|
Delay Divergent Sequences(%): l 30 |
|
|

DA Transition Weight[0-1] IU.S
3 Use Negative Matrix [off v
I T T, Mo I,
' ' ' ' Protein Weight Matrix

() BLOSUM series () PAM series (O User defined
(®) Gonnet series () Identity matrix

Load protein matrix:

DNA Weight Matrix

Parameter! o e

O custatwi(1.6) O User defined

Load DNA matrix:




Dateiformate - Fasta

Diese Dateien bestehen aus
1. ,Headern® (ein ,>" und die Bezeichnung der Sequenz)
2. den Sequenzen an sich

Die Sequenzen konnen dabei aus Nukleotiden oder Aminosauren
bestehen. Zeilenumbriuche in den Sequenzen sind erlaubt, aber nicht
notwendig.

>TaxonXY_Seql
-GGGGTGTGGATAGGTAGGGAGGCTGTTTATAATGTGTTGGTGACGAGCCATGCTGT
GATGATAGTGTTCTTTCTTGTAATGCCTGTTTTTATAGGAGGGTTTGGTAACTGATT
GACACCAGTTATGTTGGGTTTGAGGGATATGGCTTTACCCCGTTTGAATAACCTTAG
GTTA

>TaxonXY_Seq2
GGGAGTTTGGATGGGTAGAGAGGCCATCTATAATGTATTGGTGACTAGACATGCAGT
>XY_Seq3
GGGAGTTTGGATGGGTAGAGAGGCCATCTATAACGTATTGGTGACTAGGCATGCAGT
>XY_Seq4
GGGAGTTTGGATGGGTAGAGAGGCCATCTATAACGTATTGGTGACTAGCCATGCAGT
>XY_Seq5
GGGAGTTTGGATGGGTAGAGAGGCCATTTATAACGTATTGGTGACTAGACATGCAGT
>XY_Seqb
AGGGGTTTGGATAGGAAGGGAGGCTGTGTATAATGTTTTAGTAACTAGACACGCTGT
>XY_Seq7
AGGGGTTTGGATAGGAAGGGAGGCTGTGTATAATGTTTTAGTAACTAGACACGCTGT
>XY_Seq8
AGGGGTTTGGATAGGGAGGGAGGCTGTGTATAATGTGTTAGTAACTAGACACGCTGT



Dateiformate - Phylip

Das Phylip-Format wird vornehmlich fur Alignments verwendet (alle
enthaltenen Sequenzen sind gleichlang und enthalten auch Licken)

Angabe von Taxonzahl

und Anzahl Alignmentpositionen

GGGAGTITIGG

_Seq GGGAGTTIGG
XY Seq4 GGGAGTTIGG
XY Segs GGGAGTTIGG
XY Seqgé AGGGGTITIGG
XY Seq7 AGGGGTITIGG
XY Seqs8 AGGGGTTIGG

ATGCTGTIGAT
ATGCAGTTAT
ATGCAGTTAT
ATGCAGTTAT
ATGCAGTTAT
ACGCTIGTITAT
ACGCTGTTIAT

ACGCTGTTIAT

Header auf 10 Zeichen limitiert!!

ATAGGTAGGG
ATGGGTAGAG
ATGGGTAGAG
ATGGGTAGAG
ATGGGTAGAG
ATAGGRAGGG
ATAGGRAGGG
ATAGGGAGGG

GATAGIGTITIC
GATAGTATTIC
GATAGTATTIC
GATAGTATTIC
GATAGTATTIC
ABATGGTIGITT
AATGGIGTIT
ARATGGICTITIT

AGGCTIGTITIA
AGGCCATICTIA
AGGCCATICTIA
AGGCCATCIA
AGGCCATTIA
AGGCTGIGTIA
AGGCTGIGIA
AGGCTIGIGIA

TTICTIGTAZA
TTITTTAGTITA
TTITITAGTIA
TTITITAGTIA
TTTITAGTIA
TTTCTAGTAR
TTICTAGTAR
TTTICTAGTAR

TAATGIGTIG
TARTGTIATICG
TARCGTIATIG
TRARCGTIATICG
TRARCGTIATICG
TRAATGTITITTIR
TAATGTITITTIA
TAATGIGTITA

TGCCT
TACCA
TACCR
TACCR
TACCA
TACCG
TACCG
TACCG

GTGACGAGCC
GTGACTAGAC
GTGACTAGGC
GTGACTAGCC
GTGACTAGAC
GTRACTAGAC
GTRAACTAGAC
GTRACTAGAC

Sequenzen in
Zehnerblocken,
Umbruche nach 50

Positionen



#NEXUS

BEGIN DATA:

Dateiformate - Nexus

Angabe von Taxonzahl

MENSIONS NTAX=8 NCHAR=175;
FORMAT DATATYPE=DNA INTERLEAVE MISSING=-;

[Name:
[Name:
[Name:
[Name:
[Name:
[Name:
[Name:
[Name:

MATRIX

TaxonXY Seql
TaxonXY Seq2
XY Seq3
XY Seq4
XY Seqg5
XY Seqgé
XY Seq7
XY Seq8

TaxonXY Seql
TaxonXY Seq2

XY Seq3
XY Seq4
XY Seqg5
XY Seqgé
XY Seq7
XY Seqs8

TaxonXY Seql
TaxonXY Seq2

XY Seq3
XY Seq4
XY Seqg5
XY Seqgé
XY _Seq7
XY Seqg8

END;

175
175
175
175
175
175
175
175

Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:

Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:

-GGGGTIGTGGATAGGTAGGG
GGGAGITTGGATGGGTAGAG
GGGAGITTGGATGGGTAGAG
GGGAGTTTGGATGGGTAGAG
GGGAGTTTGGATGGGTAGAG
AGGGGTTTGGATAGGRAGGE
AGGGGTTTGGATAGGRAGGG
AGGGGTTTGGATAGGGAGGG

TTTGGTRAACTGATTGACACC
TTTGGTRAACTGACTAATACC
TTTGGTAACTGACTARATACC
TTTGGTRACTGACTRATACC
TTTGGTRACTGATTARATACC
TTCGGTRATTGGCTTATGCC
TTCGGTRAATTGGCTTATGCC
TTCGGTAATTGGCTCATGCC

\

und Anzahl Alignmentpositionen

0]
0]
0]
0]
0]
0]
0]
0]

AGGCTGITTATAATGIGTIIG
AGGCCATCTATAATGTIATIG
AGGCCATCTATRACGIATIG
AGGCCATCTATARACGTIATIG
AGGCCATTTATAACGTIATICG
AGGCTGIGTATAATGITITA
AGGCTGIGTATAATGITITA
AGGCTGIGTATAATGIGITA

AGTTATGTTGGGITTIGAGGG
TGTTATATTAGGGTITGAGGG
TGTITATATTAGGGTITGAGGG
TGTTATATTAGGGTTGAGGG
TGTTATATTAGGGTTGAGGG
AGTGATGTTAGGGTTARAGGG
AGTGATGTTAGGGTTARAGGG
AGTGATGTTGGGGTTAAGGG

GTGACGAGCCATGCTGTGAT
GTGACTAGACATGCAGTTAT
GTGACTAGGCATGCAGTTAT
GTGACTAGCCATGCAGTTAT
GTGACTAGACATGCAGTTIAT
GTAACTAGACACGCTIGTTIAT
GTRAACTAGACACGCTIGTTIAT
GTRAACTAGACACGCTIGTTIAT

ATATGGCTTITACCCCGTITIG
ACATGGCCCTACCCCGCTTA
ACATGGCCCTACCCCGTITTA
ACATGGCCCTACCCCGTITTA
ACATGGCCCTACCTICGCTTA
ATATGGCCCTCCCCCGACTIG
ATATGGCCCTCCCCCGACTIG
ATATGGCCCTTCCCCGARTTIG

GATAGIGTIICTTICITGIARZ
GATAGTATICTTITTTIAGITA
GATAGTATICTITTIAGITA
GATAGTATTCTITTITTIAGITA
GATAGTATTICTTITTTIAGITZ
AATGGTGITTITTICTAGTAR
AATGGTGITITTICTAGTAR
AATGGTICTITTITTICTAGTAR

RAATRAACCTTAGGTITA
BATAATTTGAGGTIG
RATRATTTGAGGITG
RAATAATTTGAGGTIG
RAATAATTTGAGGTIG
BAACRATTTGAGGCIT
BAACRATTTGAGGCTIT
RAACRATTTRAGGCTIT

TGCCTGTITTTTATAGGAGGG
TACCAGTTTTTATAGGGGGG
TACCAGTITTITTATGGGGGGG
TACCAGTTTTTATGGGGGGG
TACCAGTTTTTATGGGGGGGE
TACCGGTATTTATGGGGGGA
TACCGGTATTTATGGGGGGA
TACCGGTATTTATGGGGGGA

!

Sequenzen in Zwanzigerblocken,
Umbruche nach 100 Positionen



Von der Sequenz zum Baum

Sequenzen

Multiples Sequenz Alignment

Auswahl eines Evolutionsmodells

Auswahl von Methode & Algorithmus

|

Stammbaumberechnung
(mit/ohne statistischer Auswertung)

]

Orthologie!

gap penalties, Matrizen



Evolutionsmodelle

DNA

* 1969: Jukes & Cantor (JC)

* 1980: Kimura 2-Parameter (K2P)

« 1981: Felsenstein 81 (F81)

« 1985: Hasegawa, Koshino & Yano (HKY®85)
* uvm...

Protein

« 1970s: Dayhoff et al. (PAM family)

« 1992: Henikoff & Henikoff (BLOSUM family)
« 1992: Jones, Taylor & Thornton (JTT)
* 1996: Adachi & Hasegawa (mtREV)
 1998: Yang et al. (mtMam)

« 2000: Adachi et al. (cpREV)

« 2001: Whelan and Goldman (WAG)

« 2002: Dimmic et al. (tREV)

« 2007: Abascal et al. (mtArt)

« 2008: Le & Gascuel (LG)

* uvm...



Modell nach Jukes & Cantor

—> alle Austausche sind gleich
wahrscheinlich!

- Substitutionsrate = a fur
alle Anderungen

- Ein-Parameter-Modell

A‘ L
94

94
C- O

: G
A




Kimura 2-Parameter-Modell

- unterschiedliche
Wahrscheinlichkeiten
far Transitionen und
Transversionen

Transition: a
Transversion: 8

PAA(I) =l-a-20

f*ﬁ*z
<PJ \U\/\ ] NH N NH,
NH N’) Guanin

Adenin Q P a G
A A

| N o I
SNH 0 %C\“\/\jﬂf
Cnat

!!08"1 NH \0



Evolutionsmodelle (DNA)

JC

T
@

— @ O

N
o

A-C G T

- alle Substitutionen
gleich haufig

- erwartete Nukleotid-
zusammensetzung
identitsch

K2P

—4 @ Q P

.
-

AbC G T

-Transitionen und
Transversionen
unterschiedlich
haufig

- erwartete
Nukleotidzusammen-
setzung identitsch

FEL
p
A ¢
C
G
T )
A C G T

- erwartete Nukleotid-
zusammensetzung
unterschiedlich




Evolutionsmodelle (DNA)

HKY

— O O >

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

REV

I=

—H4 @ O

AC G T

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




Spezialisierte Evolutionsmodelle fur
bestimmte Protein-Typen

Transmembran-Proteine

(a) Globuldre Proteine (b)

A A ‘ {

i JIT * *

N & IN

D |- D ——

C —1— C

Q Q

E E

G G

H H

| |

L L

M M

F F

P P

St Sk

| |

W W

Y Y el e}

v % ,
ARNDCQEGHILKMFPSTWYV ARNDCQEGHILKMFPSTWYV

ﬂ ﬂ TRENDS in Geneflics



Variation der Substitutionsraten

- Jede Saule im MSA hat prinzipiell eine eigene
Substitutionsrate (,among site rate variation” > )

- Annahme: Die Variation der Rate lassen sich Uber eine
Gamma- {I'}Verteilung beschreiben

- der "shape"-parameter a gibt die relative Verteilung der
unterschiedlichen Substitutionsraten inder Gamma-Verteilung
-wieder

a gross —> geringe Streuung der Substitutionsraten
a klein - grosse Streuung der Substitutionsraten



Variation der Substitutionsraten

005 .
% = Kategorien
(Anzahl der Punkte, die die Kurve beschreiben, i.d.R. 4-6)
0.04
= shape parameter:
@ o003
= —a=0.5
= "o
h o=5
= 0=50
1(g 00 =100
L
001 t
-___——:_—_—___‘—
0 1

Substitutionsrate



Wie komplex soll das Modell sein?

Je komplexer das Modell (also je mehr Annahmen), desto genauer und
realistischer unsere Berechnung der Substitutionsraten

ABER

Zusatzliche Parameter missen aus den Daten abgeschéatzt werden
- je mehr Annahmen man trifft, desto grél3er wird der statistische
Fehler (Varianz) der erhaltenen Werte!

Das hei3t?

- moglichst "gute"” Daten
- moglichst einfaches Modell, das dennoch exakt ist



Bestimmung eines geeigneten

D.Posada and K.A.Crandall

Evolutionsmodells

Equal base frequencies (3 df ) JC
vs§
Ic Bl K80 FS1 HKY SYM GTR
Base freguenos n KAmﬂl T hY A R TRy n L% 8 AU
Sdwingionrates P p ofd off (R P PRy T TR P T LRI R LT
Transition rate equals Ic 81
Transversion rate (1 df) vs§
HKY
A R
Equal transition rates and HKY
Equal transv ersion rates (4 df) Vs Vs
SYM GTR
Rates equal ic SYM F81 HKY GTR
among sites (1 df) Vs Vs Vs Vs
JC+T K80+I‘ SY\1+F F81+I HKY+I GTR+I
Y\ /\ YN /N YN '/ \
No invariable IC IC+I” K30 K80+T' . SYM SYM+[ F81 ES1+I HKY = HKY+I' . GTR  GTR+I
sites  (1:df) V§ Vs v§ V& Vs Vs Vs Vs Vs Vs vs Vs
IC+1 JC+I+T KBO+1 KBO+I+I' SYM+1 SYM+I+I" F8I+I F8I4[+I" HKY+! HKY+4I[+I" GTR+l GTR+[4I"
A A A A A A A A/\R A A ANR A R

JOKCU JCT ICole I KRO KSO0E K80+ DRSO 161 SYM SYM4L SYMUSYMe 14D B8 LESL4L F81-UFB1+k U HKY HKY+1 HKY+0 HKY=R T GTR GIR-1GITRe T GTR 1o [

Fig. 1. Hierarchical hypothesis testing in MODELTEST. At each level the null hypothesis (upper model) is either accepted (A) or rejected (R).
The models of DNA substitution are: JC (Jukes and Cantor, 1969), K80 (Kimura, 1980). SYM (Zharkikh, 1994), F81 (Felsenstein, 1981). HKY

(Hascgawa et al., 1985), and GTR

degrees of freedom. 1: equal base frequencies (0.25), ma: frequency of adenine, me:
frequency of thymine. p: equal substitution rate, o transition rate, 3: transversion rate; py: A=C rate, fo: A=G rate, u3: A=T rate, py: C=G
rate, ts: C=T rate, pg: G=>T rate.

(Rodriguez et al., 1990). I': shape parameter of the gamma distribution; 1: proportion of invariable sites. df:
frequency of cytosine, m: frequency of guanine, 1ty

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 =-2InL + 2K

AICc (corrected Akaike Information Criterion)
AlICc = AIC + 2K(K+1)/(N-K-1)

BIC (Bayesian Information Criterion)
BIC = -2InL + 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

+| Anteil an invariablen Stellen

Aminosaure/Nukleotid-Frequenzen

+F die Gleichgewichts-Frequenzen werden aus dem Datensatz
abgeschatzt



Von der Sequenz zum Baum

Sequenzen

Multiples Sequenz Alignment

Auswahl eines Evolutionsmodells

Auswahl von Methode & Algorithmus

|

Stammbaumberechnung
(mit/ohne statistischer Auswertung)

]

Orthologie!

gap penalties, ...

hLRT, gamma-shape, ...



Methoden fur 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 Anderung pro Position

- Berechnen der paarweisen Abstande zwischen den Sequenzen

Sequenz 1 TATAAGCATGAC T Beispiel: Seq1 vs. Seq2
Sequenz 2 TA GCATGAC TAAC
Sequenz 3 TATTGGCATGACTAGCAGGC 3 von 20 Positionen verandert
Sequenz 4 TGTTGCCACGATTAGCTACC
Sequenz 5 CGTAGCTATGACCAACGGGC
1 2.3 4 s

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




Korrektur der Distanzen

4 tatsachlicher Abstand

? .
Warum 0/0 = Anzahl der Mutationen
multiple Austausche, Korrektur
Rickmutationen, etc.
Wie? beobachteter Abstand

Evolutionsmodelle!

v




Distanzmethoden: UPGMA

UPGMA  Unweighted Pair-Group Method with Arithmetric Means

OTU C 3
OTU D
d AC + d BC d AD + d BD
2 2
A/B 5.5
OTU A/B 0 2.5 A/B

OTU C
OTU D

AAB)C .5
2 !




Distanzmethoden: UPGMA

3

A/B/C D 2.5
Sequenz A/B/C 0 19 4

Sequenz D 0 3

5.5

9.5

 nimmt konstante Evolutionsraten an
 AuBengruppe wird ,,automatisch® bestimmt

o O W »



Distanzmethoden: UPGMA

Ausgangsmatrix

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

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

3
3 DB
5.5 C
D

9.5

Rekonstruktion der Matrix mi8lingt!



Distanzmethoden: Neighbor Joining

Grundlage: ,Minimum Evolution®
- Minimierung der Summe aller Astlangen im Baum

—> Astlange entspricht Distanz zwischen taxa

Um den kirzesten Baum zu finden mussten ALLE Badume berechnet
werden, dies ist mit steigender taxa-Anzahl quasi unmadglich

- Neighbor Joining (NJ) ist ein heuristischer Clustering-Algorithmus



Distanzmethoden: Neighbor Joining

, —A Paarweise Distanzen:
1 ' 1 B A B C D E F
2 ¢ a0 5(@)7 6 8
1 B 0 7 10 9 11
3 5 C 0O 7 6 8
_|1 | D 0 5 9
2 _E E 0 8
4 F F 0
> Was wiirde UPGMA tun? > Cluster A+C &

- Was tut NJ um dies zu verhindern??



Distanzmethoden: Neighbor Joining

, —A Paarweise Distanzen:
1 : 1 B A B C D E F
2 ¢ A ols51al7 6 s
1| B 01710 9 11
3 C 0l7 6 8
1] D D 0 5 9
tE E 0o 8
4 . F 0

Schritt 1: Berechne die ,,Gesamtdistanz“ r fir jedes taxon

(= summierte Abstande eines taxons zu allen anderen taxa)

r,=5+4+7+6+8=30 rp=7+10+7+5+9=38
rg=5+7+10+9+11 =42 re=6+9+6+5+8=234
rc=4+7+7+6+8=232 re=8+11+8+9+8=44



Distanzmethoden: Neighbor Joining

1 1A Paarweise Distanzen Gesamtdistanzen
1 | Z B A C D E F r, = @ rp =38
, A 0 4 7 6 8 rgs @ re =34
C B -13/0 7 10 9 11 Z _
- c-11%5 0 7 6 8 16782 re=44
7 3 D 0O 5 9 /
1 | D E 0O 8
2 E F 0/
2 F
Schritt 2: Erstelle eine ,Raten-korrigiert anzmatrix“ mit Hilfe

dieser Gesamtdistanzen

Mg = dpg— (ra + rg)  (N-2)
Mac = dac = (s + 1) | (N-2) = 4 = (30 + 32) 1 4 =(11.5)
MAD - " an

N = Anzahl der taxa



Distanzmethoden: Neighbor Joining

Ratenkorrigierte Distanzmatrix

—A A B C D E F

2 B |la o 5 4 7 6 8
c B (::::) 0 7 10 9 11

| 5 o c -11,5 -11,5 O 7 6 8
.;Li ) D -10 -10 -10,5 O 5 9
E E -10 -10 -10,5 -13 0 8

F F -10,5 -10,5 -11  -11,5 -11,5 0

Schritt 3: Gruppiere 2 taxa, fur die M minimal ist > neuer Knoten U

A

B F \ B Die Astlangen gehen nicht verloren!
:D \U/ Sau = dapl2 + (ry—rg)/2*(N-2) = 1
Sgy = dagl2 + (rg—r,s)/2*(N-2) = 4
C E c [ Sgu=dag—Say =41

O



Distanzmethoden: Neighbor Joining

A

A
F B F B
1 _ 4 B \/
U
2
1 c ——>
3 D
D

1
—| 2 E E C E C

Schritt 4: Berechne eine neue Distanzmatrix mit dem neuen Knoten U

dyc = (dyc + dgc—dpp)2=(4 +7-5)2=3 Paarweise Distanzen:
U C D E F

dyp = (dyp + dgp—ds5)/2=(7+10-5)2=6 U 0 3 6 5 7
C 0 7 6 8

dyg=...=95 D 0 5 9
E 0 8

F 0

dUF= " =7




Distanzmethoden: Neighbor Joining

Paarweise Distanzen Gesamtdistanzen Ratenkorrigierte Distanzmatrix
U C D E F ry =21 rp =27 U C D E F
U 0 3 6 5 7 re =24 u o 3 6 5 7
C O 7 6 8 re=24 rg=32 C @ 0 7 6 8
D 0O 5 9 D -10 -11 0 5 9
E 0 8 E -10 -10 @ 0 8
F 0 F -10,7 -10,7 -10,7 -10,7 0

- Berechne Gesamtdistanzen r
—> Erstelle Ratenkorrigierte Distanzmatrix

- Gruppiere taxa, fur die M minimal ist

- Definiere neuen Knoten V

- Speichere die Astlangen

- Berechne neue Distanzmatrix
- ...




Distanzmethoden: Neighbor Joining

NJ liefert einen ungewurzelten Baum!

Durch Festlegen einer AuBBengruppe bekommt der Baum eine
evolutionare Richtung



Distanzmethoden: UPGMA vs. NJ

A
B
C
D
E
F
UPGMA NJ
Unweighted Pair-Group Method Neighbor Joining

with Arithmetric Means

Aussengruppe festgelegt —————= Aussengruppe wahlbar
konstante Evolutionsrate === unterschiedliche Evolutionsraten
Astlangenverlust === Kein Astlangenverlust

Keine Matrixrekonstruktion moglich =——== Matrixrekonstruktion moglich



Methoden fur 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

Annahme die Evolution ist sparsam
Gesucht der Baum, der die wenigsten Mutationsereignisse erfordert
Position
Sequenz 1 2 456 789 4 taxa
A AAGAGTGCA
B AGCCGTGCG - 3 mogliche Stammbaume
C AGATATCCA
D AGAGATCCG
* * *

Ax XC
PaaN
D

10 Mutationen

A B
24

o D
15 Mutationen

A B
2
D HH\(C

14 Mutationen



Maximum Parsimony

Achtung! Nicht jede Mutation lal3t einen Schluld auf die ,richtige”
Topologie zu!

Position C B B
Sequenz 1 2 456 7829 X’ X
A AAGAGTGCA HX el sl
B AGCCGTGCG \ X RS
C AGATATCCA B D C D D C
P A GtA ¢ ‘:‘ T S c f 10 Mutationen 15 Mutationen 14 Mutationen

Parsimony-informative Positionen (*)

Wenigstens zwei verschiedene Charaktere an dieser Position, wobei jeder
dieser Charaktere wenigstens in zwei der Sequenzen vorkommt



Maximum Parsimony

ABER

Ort der Mutation nicht immer eindeutig definiert

- Parsimony berechnet zunachst keine Astlangen!

Position
Sequenz 1 2 456 7 829
A AAGAGTGCA
B AGCCGTGCG
C AGATATCCA
D AGAGATCCG
A C A C A C
X, X,
§++X - K - ;}HX =
N\ /N Y
B D B D B D

10 Mutationen

10 Mutationen 10 Mutationen



Maximum Parsimony fur Proteine

1. Modell

- Alle Substitutionen sind gleich wahrscheinlich

- Beispiel lle > Met=Ille > Ala=lle > Trp ... je 1 Schritt
2. Modell

- legt genetischen Code zugrunde
- "silent site mutations" werden ignoriert

- Beispiel lle > Met: ATA/C/T - ATG ein Schritt
lle > Ala:  ATA/C/T - GCN zwei Schritte
lle > Trp:  ATA/C/T -2 TGG drei Schritte



Maximum Parsimony

Nachteile - empfindlich bei stark unterschiedlichen Evolutionsraten
,Long Branch Attraction®
- Astlangenberechnung erfordert separaten Schritt
- Evolutionsmodelle sind nur eingeschrénkt anwendbar
- hoher Rechenaufwand bei >20 taxa

- nur ,Parsimony-informative® Positionen kénnen Auskunft
tber die Topologie geben!



Die Charakter-basierten Methoden Maximum Likelihood

und Bayes werden im Rahmen des Phylogenomik-Projekts erlautert...



Distanz vs. Charaktermethoden

Distanzmethoden (UPGMA, NJ)
- Sukzessive Rekonstruktion des Stammbaums (Clustering-Algorithmus)
- UPGMA: ,gemittelte”, konstante Evolutionsraten (Molekulare Uhr)

- NJ: ,echte” Evolutionsraten

Charaktermethoden (MP, ML)
- Stammbaum vorgegeben (,tree space”), ,hill-climbing“-Algorithmus

- Analyse aller Mdglichkeiten, diesen Stammbaum mit den vorhandenen
Daten zu erklaren

- MP: klirzester (sparsamster) Baum

- ML: zutreffendster Baum gemaf Evo-Modell



Von der Sequenz zum Baum

Sequenzen

Multiples Sequenz Alignment

Auswahl eines Evolutionsmodells

Auswahl von Methode & Algorithmus

|

Stammbaumberechnung
(mit/ohne statistischer Auswertung)

|

Orthologie!

gap penalties, ...

hLRT, gamma shape, ...

Distanz- vs.
Charaktermethoden



Statistische Bewertung

...oder... ,Wie gut oder glaubhaft ist mein Stammbaum?“

—> Die héaufigste Methode ist ,,Bootstrapping*

- hierbei werden aus dem Alignment sogenannte Pseudosamples
(i.d.R. 100 Stick) gleicher Lange erstellt

- man erhalt 100 Baume aus 100 Pseudo-Alignments...

Orginalsequenzen Pseudosample 1

Position Position

Sequence 1 2 3456 7 89 Sequence 1 2 2 4 55 7 8 8
A AAAAGTGCA A AAAAGGGCC
B AGCCGTGCG B AGGCGGCCC -
C AGATATCCA C AGGTAACCC
D AGAGATCCG D AGGGAACCC




Statistische Bewertung

Bootstrapping
- 100 Pseudosamples (Alignments)
- 100 Stammb&ume

- Consensusbaum

- strict consensus nur Gruppen, die in ALLEN Baumen
monophyletisch waren, werden aufgel6st
angezeigt

- majority rule consensus Gruppen, die in DEN MEISTEN Baumen
monophyletisch waren, werden aufgel6st
angezeigt

- support values werden fur die jeweilige monophyletische
Gruppe angegeben



Statistische Bewertung

Jackknifing
- ,Ziehen ohne Zurtcklegen®

- entstehende Pseudosamples sind nicht so lang wie das
Originalalignment (i.d.R. N/2)

—> auch hier gew6hnlich 100 Pseudosamples
- 100 Stammbaume




Von der Sequenz zum Baum

Sequenzen

Multiples Sequenz Alignment

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:
osen groRe Datensatze die
robleme?

BRAVEI:<PhyloGenomics

prokaryote2 Alignment: 80562

Tree Method Tree Index Tip Labels
fM:‘UC tree search [0 . taxonName i
Pyeudomonas putida KT M40

L (g Psewdomonas syringae pv, tomato str, DC 3009
Péeodomonas syringae pv, syregae £7282
adomanas syringae pv. phaseolicola 14484
Psewdomonas flusrescens PIO- 1

o ) 5 obacterium tumefaciens s, (58

obacterium tumefaciens su, (58

089 — Agrebacterium tussefaciens sie. €58
o Sinorhizedeem melilot 1021
: — Mesorbizobium ko) MAFF 103099
Ninot I (A
Ehodop 1) ulunm CLADDY

| c - Ralstonia solanacearum GMI1000
Ralstonia eutropha JMP134

abaena varlabilis ATCC 29413
Nostoc sp. PCC 7120
Clorobacter violaceus PCC 7421

Mesorhizobium botl MAFF303099

PSeudomonas syringae pv. temato su. DC3600

{u—d—houdomnnn fluorescens 11-5

Prrud sytingae pyv. phaseolicols 14484
L A% SYTIQUe (v, Syringue £72Ka

q [ O J 2




Darwin’s letter to
Thomas Huxley 1857

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

(genealogical = phylogenetic)

MAICKEL'S EVOLUTION OF MAN. PLATE XV.

PEDIGREE OF MAN.

Mammals

(Mammalia)

Z 2, (Lemuoides) AL
G L'_cuched Animals i 4

Primitive M: 1 J
l (Promammaiia)
- — ‘:‘
~rfe !tt\: Rl A
 |Osseous Fishes
_(T.leonei)
ey 7
Ganotds ¢
o v
'4'.‘ ~ R

Vertebrates

(Vertebrata)

q W4 Jawless ‘.mmals N
| Myxine _(Cyclostoma) | e )

Invertebrate Intestinal

Btar-Ammals / Soﬂ. Worms N ‘J&‘mm‘: s
(Echlnodlm) ’1(‘ (Scolecida)
(An: nel.ld.l) "‘
anmve Worms
(Archelminthes) \
=777
/ Worms
f- (Vermes)
7724 Gastreada |
% - /
Egg-Animals Planzada A Infusoria \
(Ovuaria)
. : 5 Synammba)
~ ] /4, “‘ 2 PR

) Amuebaa
- "

) Mmcra
J /{m\\\ i \\o\

Primitive Animals

Haeckel’'s pedigree of man

Animals
\Metazoa Evertebrata)

(rTotozon)



Die ,Neue Metazoen-Phylogenie*

A

Morphologie

Vertebrates
Cephalochordates

Brachiopods
Bryozoans
Phoronids

Sipunculans
Molluscs
Echiurians

Pogonophorans
Annelids

sanliil

Onychophorans
Tardigrades
Arthropods

Gnathostomulids
Rotifers
Gastrotichs

Nematodes
Priapulids
Kinorhynchs

[ L

Platyhelminthes
Nemerteans

Entoprocts

i

Ctenopharans

gAWMS
-oInag |

saesoyd

EMTIOIE0N0I ]

Fig. 1. Metazoan phylogenies. (4) The traditional phylogeny based on morphology and embryology, T
adapted from Hyman (11). (B) The new molecule-based phylogeny. Aconservative approachwastakenin
B:i.e.,some datasets provide resolution within some of the unresolved multifurcations displayed, butwe

Cnidarians

Poriferans
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Vertebrates
Cephalochordates
Urochordates
Hemichordatas
Echinoderms

Bryozoans
Entoprocts
Platyheminthes
Pogonophorans
Brachiopods
Pharonids
MNemerteans
Annelids
Echiurans
Moluscs

= |Poriferans y

Fungi
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have limited the extent of resolution displayed to that solidly provided by rRNA only.
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Das Problem ,,Inkongruenz”

Beispiel 1 550 Mya

Chardate Arthropod Nemalode Chordale Nemalode Arthropod Arthropod Nemaltode Chordate

\</\</\</

Std 35% (175) 8% (39) 22% (114) :Genes (507)
udyl | 579, (a8 18% (15) 25% (21) :RGCs (84)
Study Il [ 32% (320) 25% (254) 43% (434) Plcharacters (1008)
Coelomata Ecdysozoa
(Chordata + Arthropoda) (Nematoda + Arthropoda)

sel h S &



Das Problem ,,Inkongruenz”

Beispiel 2 5-8 Mya

Oben: Gene (n=98)
Mitte: Parsimony-informative Orte (n=174)
Unten: rare genomic changes (n=38)



Das Problem ,,Inkongruenz

Beispiel 3

a
2082 S. cormvisias . 100M S. caravisies ¢ 33/80r=— 8. carvvisias d 91/80p== §. coravizipe
S. paradoxus S. paradoxus 82/54 S. peradooas 1 §. parecicas
a7 S. miiatae o S. mikates 1007 8. larckriavzevii S. mikatae
ﬁ”" S. udrievzedd ) S. faudriavzovl  gares 8. bayanus S. kucrisvzevl
S. bayanus S. bayanus 8. mikatee S. bayanus
S. castalilf 8. Kduyver! S. castefif S. castaiilf
S, kiuyveri S. castol¥ S. Kuyver! S, kiuyverl
C. aibicens C. afbicans C. abicans C. albicans
° 8 h
87 S. coravisiee 1 78/82 882 p= . corovizine 97/87p= 5. coravisies
56/88 S. paradoxus §. panadaxus 5. paradoxus
954100 8. kuciriavzavit 24/00 S. milatae “;g:ﬂann S mikates
8. bayanus & kuaﬁamvﬂ S. kudriavzevll 100/81 S. kudriavzevil
S. miketae S. bayanus 52 ' S. bayanus S. bayanus
81740 Es.umm S. castellf S. castel 5. iduyvar
S. iduyver 8. Kuyver! S. kuyverf S. casiell
C. aiblcans C. afblcans C. albicans C. albicans
| k |
/81y= 5. camisiae 3. comvisias S. ceraevisise 80/81 8. milartne
658/58 S. paracouus 8. peracioans S. paradoxus 8. Inucirievzavit
1o00Mc0] P40 8. lkiavzevi S. mikatne 836 S. mikaise S. corevisine
78743 8. beyanus 8. kudriavzevl 8. kudravzevi S. paradaxus
S. miates S. bayanus S. beyarnss S. bayanus
8. Kyver S. castel¥ S. castelflf S. castediit
8. castelli S. Kduyver S. Kuyverd S. kuyverf
C. afblcans C. afblcens C. aibicans C. aibicans
Figure 1 Single-gene data sets generate multiple, robustly supported alternative YEROOSW (¢), YGLOO1C (d), YNL155W (e) and YOLO97C (f), as well as those from the

topologies. Representative alternative trees recovered from analyses of nucleotide dataof ~ commonly used genes actin (g), hsp70 (h), 8-tubulin (i), RNA polymerase Il (j) elongation
106 selected single genes and six commonly used genes are shown. The trees are the  factor 1-o (k) and 18S rDNA (I). Numbers above branches indicate bootstrap values
50% majority-rule consensus trees from the genes YBL0O91C (a), YDLO31W (b), (ML on nucleotides/MP on nucleotides).

Rokas et al., Nature 23. Okt. 2003



Darwin zum Thema

Inkongruente Baume

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




Grunde fur 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?
—> falschlicherweise keine Orthologen verglichen
(versteckte Paralogie)
-> horizontaler Gentransfer
- multiple Allelie

3. Systematisch-methodische Fenhler:
- Evolutionsmodelle, Rekonstruktionsmethoden



Grunde fur Inkongruenz

Gen-Baum = Spezies-Baum? - Beispiel multiple Allelie

Be1 Vergleich der Gene schemen Y u. Z
Schwestertaxa zu sein. In Wahrheit hatten
die Taxa X u. Y einen gemeinsamen Vor-
laufer



Grunde fur Inkongruenz

Gen-Baum = Spezies-Baum? - Beispiel multiple Allelie

Fig. 2. An example of the gene tree/species tree problem. The species phylogeny is represented by black lines. The gene trees are represented by colored
lines. (a) Prior to the root of the ABC clade, a gene (G, in red) is either duplicated or mutates to produce a new allele (G,, in blue). Both versions of G are
inherited at the two speciation events, but G, is lost in the lineages leading to species A and B, and G is lost in the lineage leading to species C. The tree that
would be reconstructed from the paralogous versions of G would incorrectly indicate that species A is the sister species of B. (b) A second gene (F) from the
ABC clade where only F, is lost. Using the F, orthologs produces the correct set of species relationships. Note that the two genes produce incongruent trees,
which indicates the possibility that B is a hybrid of A and C.

Linder & Rieseberg 2004



Inkongruenz & Phylogenomik

1. Stochastische Fehler Verschwinden in grof3en
> Datensatzen

2. Gen-Baum = Spezies-Baum? | — ,Phylogenomik“!!

3. Systematisch-methodische Fehler

.

Mehr Daten hatten hier gegenteiligen
Effekt und wurden falschen Baum
sicherer erscheinen lassen
(,Inkonsistenz")



Inkonsistenz

Nature, Oct 2011 Nature, Nov 2011

Phylogenomics reveals deep molluscan relationships Resolving the evolutionary relationships of molluscs
Kevin M. Kocot', Johanna T. Cannon', Christiane Todt?, Mathew R. Citarella®, Andrea B. Kohn?, Achim Meyer*, Scott R. Santos', WIth p hylogenomlc tOOlS

Christoffer Schander?, Leonid L. Moroz™®, Bernhard Lieb* & Kenneth M. Halanych' 2 ,
ristotiersehander?, Leonid ooz ermhard Heb ennet anyen Stephen A. Smith"?, Nerida G. Wilson®*, Freya E. Goetz', Caitlin Feehery"*, Sonia C. S. Andrade®, Greg W. Rouse®,
Gonzalo Giribet® & Casey W. Dunn'

nen

Pleistomollusca Gastropoda ‘
\ Aculifera -
Polyplacophora
Bivahi Monoplacophora
ivalvia
1185 genes )
Conchifera
Conchifera’ ’
Mollusca Cephalopoda

Aplacophora Neomeniomorpha

Aculifera/l
Polyplacophora s galoprovinci
o T o
i ebs =100, pp = 1.00 - Cz&mm
Annelida ebs = 100, pp > 0.98 Crmmemone

Figure 4 | Deep molluscan phylogeny as inferred in the present study. Black

circles represent nodes with bs = 100 and pp = 1.00. Gray circles represent Figure 2 | Phylogram of the RAXML likelihood analysis of thebig  WAG model for the small matrix. C is the posterior probability from MrBayes
S Wi = = T ~ 3 ~i 9 ~hi, matrix (216,402 amino acids) under the WAG+ /"model. Support values for  under the WAG model for the small matrix. D is the posterior probability from
nodes with bs =100 and pp = 0.98. The actual specimens of Polyschides and the topology obtained from four analyses are listed as percentages in the order  PhyloBayes under the CAT model for the small matrix. Asterisks indicate 100/

Hanleya used in this study are shown. Photos are not to scale. A full—page A/B/C/D. A is the bootstrap support from RAXML analysis under the WAG  100/100/100 support. Taxa with new data are shown in green. Scale bar, 0.08
model for the big matrix. B is the bootstrap from RAxM L analysis under the  expected changes per site.

version of this figure is presented in Supplementary Fig. 1.



Systematische Fehler

.unterschiedlicher Nt/AS-Gehalt zwischen Taxa
(compositional bias):

z.B. gleiches Nt in entfernten Taxa wegen ahnlichem GC-Gehalt

. Eingeschrankte Variabilitat an Sequenzpositionen:

erhohte Chance fur konvergentes Auftreten eines/r bestimmten Nt/AS

. Unterschiedliche Mutationsrate an verschiedenen
Positionen: besonders viel Homoplasien in schnell evolvierenden Taxa
-> long-branch attraction-Phanomen

. Nicht-Unabhangigkeit von Sequenzpositionen
durch positionelles Zusammenwirken



...und die mogliche Losung

1. Geeignete Substitutionsmodelle auswahlen

2. Schnell evolvierende Sequenzpositionen aus Alignment
entfernen

3. Schnell evolvierende Taxa u. U. komplett entfernen

4. Mehr Taxa hinzunehmen, die lange Aste ,,brechen*

A P



Andere AuRengruppe gegen LBA

. ICorrect tree I

Hefe '
.

Arthropoda

Al

Vertebrata }}

{ .+ Nematoda
i |

- I Inferred treel

aif [
~’
L

sﬁ /é‘ Hydra \?"

Telford & Copley 2005



Baumrekonstruktion & Phylogenomik

Systematische Fehler konnen auch Phylogenomik-
Daten betreffen: Garbage in, garbage out!!

b Coelomata (BP =100) VersusS Ecdysozoa (BP = 96)

Vermutlich falsch:
LBA bei C. elegans

M. brevicoli
\ Choanoflagellata S 100
i LIV O {0 SRR,
\ Cnidaria H. magnipaplafa 10

s ) 'S - % I U
U, melancgasiar I
L 100 I

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

Also: mehr Taxa untersuchen!

Delsuc et al. 2005



Baumrekonstruktion & Phylogenomik

Systematische Fehler (z.B. LBA) beseitigen!

: [ PhareyOchaete CfVySOSOONUM
. Listiigo maycss
r SENOLACCNaramynos pombe

SECORVOTYCeS Covavisne
Tochea seooads
NG INCONTa
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&8 84 85 Canvcvhatats segans

Ramoval of fast-evoving stes

— ABAOmYmg amencanum

b 0 LoD e &uv.wnwm

& OrosoptWi maNnons

T a8 Bombyx mon Coelomata
é g Strov MO Curpraie

a 004 = W Ve viaNs

. g HOMO sa0008

¥ = Danio rvio

- Q < )

- a0 3.1
B 8 i

e ] FUNG

20 91 Arthropoda
Namatoda )
) Deuterostomia 0.05

Also: schnell-evolvierende Sequenzpositionen opfern!

Delsuc et al. 2005



Zwei Methoden fur die
Phylogenomik

1. Viele einzelne Gene = einzelne Baume = kombinieren

Supertree

2.Viele einzelne Gene - konkateniertes Alignment > Baum

Supermatrix



Supertrees

(b) EEGHJKL

L@A ABCDEFGHI J

= K

KL
L

-

CDEHIK

Supertree construction
tﬁj ‘ (using agreement |

or optimization techniques)

Source trees Supertree

...ideal, um z.B. molekulare Baume und morphologische Baume zu verknupfen!

Bininda-Emonds 2004



Supertrees: MRP

Internal branch

MRP L&
(Matnx .
Retreseitation 4 Haomo sapiens 1 1 1
Parsimony)

: Pan paniscus 1 1 1

& Goriffa gorilfa 1 1 0 T,

Jooini ...Ist wie Datenmatrix
WPongo nygmaeus |1 0 0 und kann daher zur
Stammbaumrekonstr.
z.B. per MP verwendet
Yifyfobafes 0 0 0 werden

...alle Taxa innerhalb ,branch 1°
courtesy of Rod Page



Supertrees: MRP

Internal branch
MRP ‘ 4 5
(IMatnx .
R epresentation PY. Homo sapiens 1 1

Parsimony)

¥ & Parn paniscus 1 1
“ Goriffa goriia 1 0
Pongo fehlt! ? 2

Baum 2

‘_ijfobafes 0 0




Supermatrix

100/100/100

Konkatenierte Daten

Seq 1 Seq2 Seq3 1001007100
81_3; 100100100 S. kudnevzevit
otus] = === S. bayanus
S. castefi
S. Kuyveri
C. albicans

Figure 4 Phylogenetic analyses of the concatenated data set composed of 106 genes
yield maximum support for a single tree, irrespective of method and type of character
evaluated. Numbers above branches indicate bootstrap values (ML on nucleotides/MP on
nucleotides/MP on amino acids).

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

Rokas et al., Nature 23. Okt. 2003



O| Demospongiac

O Calcarea

e Supermatrix

O Cridwrs |

Placozoa
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Nemertodermatida

Vertebrata
Cephalochordata

Urochordata

...das klappt leider nicht immer
so gut...

Echinodermata
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e Tiefe Metazoen-
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Supermatrix & fehlende Daten

OTU1
OoTuU2
OoTuU3

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?

DND
D
a
t
a
a
c
> q
u
i
s
Sequencing of Targeted PCR Complete :
randomly selected and i genome i
clones i e sequencing o
n
Y r
Assembling Assembling )
r — ' r
Set of partial CDS ol it Complete genome
v Y D
Selection of Selection of a
homologs homologs ;
Y a
Selection of genes > .
(No. of species; I
level of incompleteness) y
v \ $
Inference of the phylogenetic tree ) $

TRENDS in Ecology & Evolution



EST-Projekte & Phylogenomik

25 000 4

20 000 -

15 000 4

No. of amino acids

o L T LA T \J
0 5000 10000 15000 20000 25000
No.of EST
TRENDS n Ecology & Evolutian

Figure 1. Estimating how many ESTs should be ssquenced for inferring
phylogeny. For 127 species of choanofiagellates and animals, the number of
unambiguously aligned amino-acid positions found for a set of 148 evolutionarily
conserved genas [19,31)] are plotiad against the number of ESTs that have been
saquenced for each species. A logaritimic curve s fited to the data. The
saquencing of ~5000 ESTs from a single library provides .10 000 phylogensatically
informative positions, and constitutes a good compromise between cost and
amount of information gained.

Schon 1000 ESTs

machen einen respektablen
Datensatz (>5000 As)



EST-Projekte & Phylogenomik

Welche Gene machen schnell ein moglichst komplettes

konkateniertes Alignment?

Liste mit
22 beta-thymosin [Sycon raphanus]
20 ADP/ATP carrier [Trypanosoma brucei brucei] E S T'C I u Ste I" n

17 actin
16 elongation factor 1 alpha [Axinella verrucosa]
14 Syndecan binding protein (syntenin) [Xenopus tropicalis]
11 beta-tubulin [Suberites domuncula]
8 cathepsin L-like cysteine proteinase A [Rhipicephalus haemaphysaloides haemaphysaloide
8 Rab7 [Aiptasia pulchella]
8 PREDICTED: hypothetical protein XP_690365 [Danio rerio]
7 chloride intracellular channel 2 [Homo sapiens]
7 phosphoenolpyruvate carboxykinase [Schistosoma mansoni]
6 snail soma ferritin [Lymnaea stagnalis]
6 methionine adenosyltransferase Il, alpha [Homo sapiens]
5 laminin receptor 1 [Danio rerio]
5 no match
— 5 ribosomal protein L32 isoform B [Lysiphlebus testaceipes]
5 elongation factor-2 [Eurypauropus spinosus]
5 betaine-homocysteine methyltransferase [Bos taurus]
5 S-adenosylhomocysteine hydrolase [Danio rerio]
5 ribosomal protein S12 [Branchiostoma belcheri]
5 unnamed protein product [Homo sapiens]
—— 5 ribosomal protein L36 [Homo sapiens]
5 unnamed protein product [Tetraodon nigroviridis]
5 ubiquitin C [Homo sapiens]
——» 5 408S ribosomal protein S2 [Ictalurus punctatus]
4 heat shock 70kDa protein 5 {glucose-regulated protein, 78kDa) [Gallus gallus]
4 hypothetical protein SaroDRAFT_1577 [Novosphingobium aromaticivorans DSIM 12444]
4 alpha-1 tubulin [Hirudo medicinalis]
4 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Astatotilapia burtoni]

- stark exprimierte
Haushaltsgene

- kaum Paraloge

- z.B. Gene fur ribosomale
Proteine (RPs)!



ABER: Vorsicht bei Verwendung
spezieller Proteinklassen!

Compositional Heterogeneity and Phylogenomic Inference of
Metazoan Relationships

Maximilian P. Nesnidal,' Martin Helmkampf,'%"1 Iris Bruchhaus,” and Bernhard Hausdorf*'

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

“[...] 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 [...]”



Vorsicht mit RPs!

Beispiel interne Phylogenie der Syndermata (= Radertiere + Kratzwiirmer)

Alle RPs ausgewahlte RPs (50%)
1.0/ 65
55/ 57
1.0/80
90/89
1.0/100 1.0/100
91/99 100 /100

Support values

MrBayes / PhyML
Acanthocephala RAXML / Treefinder




Baumrekonstruktion &
Phylogenomik

Welche Methoden funktionieren mit grofRen
Datensatzen am besten?

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

e Likelihood-Methoden konnen mit ihren
Substitutionsmodellen die Wirklichkeit besser abbilden



ML versus Distanzmethode

a Maximum likelihood ; Minimum evolution (Distanzmethode)
=100 0000000000000 polassssssss
> o® -
- < -l Qa9
= [ paw
= o T ‘
._’:‘ o — - Clil"‘i[.‘":‘l 1S o -~ ;AZ‘»':’U::.‘.'.‘»’
e P e S A S L D o o l""-\":-’b".‘:\'x“-:
= ° S. carevisiae pall T Falsch wegen
rr o ® S mikatae B S. mikatae 'eg )
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o - o. Kuanavzevw e (o
= 99°Cuc,u —= 3. Kuana 002,000 . © havanis S gundSbahaben
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a
" 2 00000000000000 0G0V 00V0000
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Numbar of sites Number of sitas

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

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

Delsuc et al. 2005



Neue schnelle ML-Algorithmen

Ubliche Heuristik: »hill climbing*

-> schrittweise Taxon-Hinzunahme & topologische Rearrangements
(z.B. ,,Nearest neighbour interchange®)
-> fur jeden neu entstehenden Baum: Astlange optimieren, LnL bestimmen
- Verbesserung? Wenn ja, dann weiter verandern...
- STOP wenn keine Verbesserung moglich

Langsam wegen getrennter Optimierung von Astlangen 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)

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

rearrangement distance

Tree t’
LSR: optimize these
three branches only

Tree t
11(t)

pruning point

subtree

prune subtree

1. Ausgehend vom derzeit besten Baum ¢

-> Verpflanzung eines subtrees innerhalb eines Radius n (n = 5 — 15)
-> Es entsteht ein Baum t*

- Nur die Astlingen der an die Insertionstelle anschlieBenden Aste
werden optimiert - approximate log likelihood all(t’) score

-> Vorsortierung, nur die 5 besten Topologien werden grundlich
optimiert (overall tree score)




RAXML

(Randomized A(x)ccelerated Maximum Likelihood)
Weitere Verbesserung: , likelihood cutoff heuristics*

Tree t°
LSR: optimize these

if(d(all(t’), 1l(t)) < threshold)
skip remainimg rearrangements
in current clade

Nicht alle LSR-Schritte pro subtree werden durchgefuhrt

Berechnung eines dynamischen likelihood-cutoff (/h_,, )-Werts bei jeder
Iteration
wenn & (all(t’), li(t)) > Ih ., wird das LSR fur diesen subtree abgebrochen

- 2,5x schneller als normales LSR!



RAXML

(Randomized A(x)ccelerated Maximum Likelihood)

Rapid bootstrap Algorithmus (RBS)

RBS ist heuristisches Verfahren (,,quick and dirty bootstrap*)
ergibt fast gleiche Unterstiutzungswerte, ist aber wesentlich schneller (vor
allem bei groBen Datensatzen)

1. Random starting tree aus dem Originalalignment

2. ML-Model-Parameter und Astlangen-Optimierung fur den starting tree

3. Fur 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 ausgefuhrt wird um
einen ML-Baum auf das Original-Alignment zu berechnen



MCMCMC

Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo

e cold chain®“ sammelt

« ,hot chains” als ,scouts®, um die
Gipfel in der Baumlandschaft zu
lokalisieren

- der ,MC Roboter’ sucht nicht DEN optimalen Baum, sondern ,sammelt” die Baume
mit der hochsten posterior probability (,Gipfel in der Baumlandschaft®).

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



ML vs. Bayes

* ML berechnet den Baum mit der hochsten Likelihood

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

Statistischer Support erfolgt uber Bootstrapping

* Bayes ermittelt Haufigkeitsverteilung der Baume im tree space
Bayes Theorem: P (tree | data) = P (data |tree) x P (tree)

Statistischer Support Uber direkte Berechnung von PPs wahrend
der Baumsuche




Unterstutzungswerte

Faustregel:

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

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

Achtung!

Die Monophylie der ,,ingroup* wird immer zu 100% unterstutzt,
wenn man das AuRengruppentaxon selbst wahlt...




Im Kurs:

Ein Mikro-Phylogenomik-Projekt



Xenoturbella bocki

- entdeckt 1915 von Sixten Bock, erstmals beschrieben 1949

- lebt in marinen Sedimenten an der schwedischen Westkuste
- bis zu ~4 cm lang
- sehr einfacher Korperbauplan

- phylogenetische Position kontrovers

____|Hemichordata

£

Xenoturbella

—— [Deuterostomia [——|

—_— |

=

=“
-
Xenoturbella
* Xenoturbella
“S—
enoturbella

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)



Schritt 1: zum annotierten EST

Rohdaten -> Editieren (Quality & Vectorclipping mit SeqMan)
(= Finchy -Seq01.ab1 A= ™ FinchTV - Seq03.ab1 (=13

File Edt View Finch Help File Edit View Finch Help

2200 wd DB B Dol soa 2RO0 wd DB @G D=l cewnde
GoloBassNol| | FindSequence ‘ ALCG T o Go to Base No. FindSaquence‘ ‘ ALCG T
— ertical

ertical
Geale CACG G TCAC TCACACAACAG ACACATG ATGATGGAGGATGATGAGAGGG 4 Scale NGTGTT NGCCCTTNGNCNNGGG NGGGGGT TNC CCCC CNCCC NNCC NNNCGGGGG GNG
70 100 11 1350 1360 1370 13 390 1400

Editierte Daten - Clustern (mit SeqMan)

I 2?0 4?0 6?0 8?0 lDPO
I Coverage I

1
[ Conflicts

Contig 2 I
Seql9.abl (39-815)
Seql8.abl (38>767)
$eq06.abl (40>798)

,contig“

w

v

v

Coverage {
[~ Conflicts
Contig 5
Seq08.abl(36>248)

) »Singleton“



Schritt 1: zum annotierten EST
\

Rohdaten

.'

1. Editing und Clustering
oy - Quality clipping (SegMan)
SCIEGE Seq@ > - Vector clipping (SeqMan)
/ \ - Clustering (SeqMan)

2. Annotation
Information der EST's _ BlastX-Suche




chritt 2: zum Alignment

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

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

= ~TPA-GCAQT === == === == ==
---GIPEF--—?E--G--S___A__

4. Einzelproteinalignments
- MAFFT
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5. Editierung
- manuell: GeneDoc
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Schritt 3: zur Phylogenie

Taxon | Sequenz Y

Sequenz 2Z

adaaaaaaaaaaaaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaa

A
B
C
D aaaaaaaaaaaaaaaa
E
F

aaaaaaaaaaaaaaaa

|

6. Konkatenierung

Taxon konkatenierte Sequenz - PerI-S krlpt
A aaaaaaaaaaaaaaaa
B ________________
C ________________
D aaaaaaaaaaaaaaaa
E aaaaaaaaaaaaaaaa
F aaaaaaaaaaaaaaaa

\

7. Substitutionsmatrix-Auswabhl

Alignment, Substitutionsmatrix S - Prottest

N\

Ein oder mehrere Baume der Taxa T,,T,,T,...,Ty 8. Phylogenie
der Proteine P,,P,,P,,...,Pyx mit der Substitutionsmatrix S - Mr.Bayes

und den Methoden M,,M,,M,,...,M, - RAXML




...dann mal los!




Phylogenie von Xenoturbella

Norén & Jondelius 1997 (Nature)

> o
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Figure 2 Consensus tree showing groups present in 60% of jack-knife replicates from analysis of COl matrix
(3,000 replicates, 5 random additions and branch swapping, deletion frequency e~ ). Labels indicate jack-
knife frequencies. Full details of tree topology and sequence alignment are available from the authors.

Mitochondriale Cytochrom-Oxidase
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Phylogenie von Xenoturbella

Bourlat et al. 2003 (Nature) Xenoturbella is a deuterostome

? ? J that eats molluscs

Sarah J. Bourlat', Claus Nielsen’, Anne E. Lockyer’,

R‘m‘\ D. Timothy J. Littlewood® & Maximilian J. Telford'
Echinoderméta Hemichordata Xenoturbella Chordata
mmn | I
cox1 R ND4 cox2
ATA=I
Other
Bilateria
:.:-n - Xenoturbella
coxt Sz Do ok Schwestertaxon zu
ATA=M Ambulacraria

Figure 2 Position of Xenoturbella within the deuterostomes as suggested by our analyses
of SSU and mitochondrial data. The distribution of synapomorphic molecular character
states is indicated by a letter. A, monophyly of deuterostomes including Xenoturbella
supported by common mitochondrial gene order; B, monophyly of Ambulacraria
(hemichordates plus echinoderms) to the exclusion of Xenoturbella supported by one
genetic code change; C, Monophyly of crown-group echinoderms supported by further
genetic code change and gene order change.
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Xenoturbella EST Sequenzierung

1186 ESTs

Qualitats- .
rufun
prutung clustering

954 informative reads ‘ 495 Singletons and 116 Contigs

246 @ Blast-Suche 1

< e10

365 UniGenes
= cell growth and/or maintenance (265 > e_30)

m metabolism

g protein metabolism

o transcription

| protein biosynthesis
= Signal transduction

m €electron transport

GO Klassifikation

o RNA metabolism
m DNA metabolism

m coagulation

o cell communication
= DNA replication

B nucleic acid metabolism

B unknown




30 ribosomale Proteine identifiziert
 konkatenierter Datensatz: 4757 AS

RP Phylogenie

Prottest

« 20 von 28 taxa: Abdeckung >90% relativ zu Mensch

Taxon

ribosomale Proteine

PHYML

MrBAYES

—
o
=

L13 [L15 ] L17

Kenoturbella bocki

X X X

Taxon

ribosomale Proteine

e}
[}
[}
[}

S4

2]
(5]

S8 |81

S12

S16

S23

526

P1

Homo sapiens

Xenoturbella bocki

X

X

X

Mus musculus

Homo sapiens

Canis familiaris

Mus musculus

Gallus gallus

Canis familiaris

Danio rerio

Gallus gallus

Pimephales promelas

Danio rerio

Oncorhynchus mykiss

Pimephales promelas

Branchiostoma floridae

Oncorhynchus mykiss

Xenopus tropicalis

Branchiostoma floridae

Ciona intestinalis

Kenopus tropicalis

Strongylocentrotus purpuratus

IxxxxxxxxxxxG

Ciona intestinalis

Lumbricus rubellus

Strongylocentrotus purpuratus

Ascaris suum

Lumbricus rubellus

Caenorhabditis elegans

Ascaris suum

Drosophila melanogaster

Caenorhabditis elegans

Anopheles gambiae

Drosophila melanogaster

Bombysx mori

Anopheles gambiae

Hydra magnipapillata

Bormbyx mori

Saccharomyces cerevisiae

R P PR P EEO PRGN U P P P P P P PR PES N B P B
S E P PR PR P PR PRGN PR P P P PR P P P PRl P B

Hydra magnipapillata

Argopecten irradians

B A E I EE B N o ol o o o P o P B B B P o o o

B B B P P P e e B Bl B B P P P P P P P B B
ES Rl B B B PO PO PR Pl E N E B B B P P P N R B

Pecten maximus

:

Crassostrea virginica

Saccharomyces cerevisiae

Argopecten irradians

RS S B B PR P A P PR B B B P B R A P B B
EE Sl Bl O P P o S P Pl B Pl B P B P P Pl Bl B
B S PR P PR PR PR P RS P B PR PR PR P P PR U P P P

Pecten maximus

EE P PR PR P P PR RS BN P PR P P P P N B

Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

S N E EE PR PR PR PR PR PR P P P P PR PR PN PR Rl P P P

;

B N P PR PR PR PR PR R U PR PR PR B PR P PO PR EER R B P ey

Biomphalaria glabrata

Crassostrea gigas

Mytilus galloprovincialis

Biomphalaria glabrata

Arabidopsis thaliana

Mytilus galloprovincialis

Saccoglossus kowalevskii

253 -

S P P P DA P o Pl PR P B P B B o B

Datenquellen: RiboProt,

BN E P P PR FES PR P P P PR P P P EES PR P B P P P P PR RS B B

B B Bl B P
=[x =[x [x
== =[x [x|x
A A A A Rk

Arabidopsis thaliana

Saccoglossus kowalevskii

ESS AR B B PR B PR3 PR RO E A PR PR B B BN BRSPS BN RO F A B B B B B B

s = |= |= =
EE B P PR P

xxxl:

== = =[x

dbEST, TRACE ARCHIVE

EER R P P PR PR PR PR PR PR U P B P PR PR P P PR PR PR P P P P

EE B P P P

EE B B B B P P O R P B RO BN P P PR PRGN B Bl B P B B B P N B B




61 48

54

—g;| Xenoturbella bock |
Strongylocentrotus purg
_D Saccoglossus kowal
89 Ciona intestinalis
—‘rsmnchlosfoma floridae

80

Hydra magnipapilat

M

Xenopus tropicalis

Oncorhynchus mykiss
100

Danio rerio
00

100 L Pimephales promelas

Gallus gallus
Mus musculus
97

Homo sapiens

74
Canis familiaris

Deuterostomi [

Xenoturbella bocki

Strongyl Echinodermata
[

Saccoglossus kowalevskii  Hemichordata

[~ Gallus gallus

Mus musculus

Homo sapiens
82
Canis familiaris

Craniata

79

o s h

mykiss

Jeuterostomia

Branchiostoma floridae ~ Cep
—l 72

100
Danio rerio
100
Pimephales promelas

MP

Xenoturbella bocki

1,00

— 1.00

Gallus gallus
1,00
Mus musculus

1,00
Homo sapiens
1,00

Canis familiaris
1,00

Xenopus tropicalis

1:00 Oncorhynchus mykiss

Danio rerio

1,00
Pimephales promelas

Branchiostoma floridae

Ciona intestinalis

Strongylocentrotus purpuratus EChinodermata
Saccoglossus kowalevski Hemichordata

Craniata

Cephalochordata

Urochordata

Bayes

O
[t
O
=
o)
N
@)

Deuterostomia




Xenoturbella bocki

Oct. 2006

LETTERS

Deuterostome phylogeny reveals monophyletic
chordates and the new phylum Xenoturbellida

Sarah J. Bourlat', Thorhildur Juliusdottir”, Christopher J. Lowe’, Robert Freeman®, Jochanan Aronowicz’,
Mark Kirschner’, Eric S. Lander"”, Michael Thorndyke ', Hiroaki Nakano', Andrea B. Kohn', Andreas Heyland®,
Leonid L. Moroz", Richard R. Copley” & Maximilian J. Telford’

Deuterostomes comprise vertebrates, the related invertebrate
chordates (tunicates and cephalochordates) and three other inver-
tebrate taxa: hemichordates, echinoderms and Xenmoturbella'. The
relationships between invertebrate and vertebrate deuterostomes
are clearly important for understanding our own distant origins.
Recent phylogenetic studies of chordate classes and a sea urchin
have indicated that urochordates might be the closest inverte-
brate sister group of vertebrates, rather than cephalochordates,
as traditionally believed™ *. More remarkable is the suggestion that
cephalochordates are closer to echinoderms than to vertehrates
and urochordates, meaning that chordates are paraphyletic’. To
study the relationships among all deuterostome groups, we have
assembled an alignment of more than 35,000 homologous amino
acids, including new data from a hemichordate, starfish and
Xenoturbella. We have also sequenced the mitochondrial genome
of Xenoturbella. We support the clades Olfactores (urochordates
and vertebrates) and Ambulacraria {hemichordates and echino-
derms’). Analyses using our new data, however, do not support a
cephalochordate and echinoderm grouping and we conclude that
chordates are monophyletic. Finally, nuclear and mitochondrial
data place Xenoturbella as the sister group of the two ambulacrar-
ian phyla'. As such, Xenoturbella is shown to be an independent
phylum, Xenoturbellida, bringing the number of living deutero-
stome phyla to four.

(the urachordate plus vertebrate dade™) scem 1o be credible compo
nents of the deuterostomes, two further sspects of the phylogeny of
the group remain contentious

The first stems fram a remarkable result in 2 phylogenomac 2na
lysis in which cephalochordates were assocated with echinodermw
rather than with other chordates”. This result, of correct, has pro
found imphcatons for our understanding of carly deuterostome
evalution and the onigins of the chordate body plan, because »t sug.
gests that 3 number of conserved chordate features were present m
the common ancestor of all deuterostomes and were secondanly lost
in echinoderms and hemachordates. Although thus s cleasly 3 con:
troversial finding, 1t deserves senous conssderation. The inatually sur
prising relocation of the hemichordates from chordate sister group
to the Ambulacrara has alrcady shown that centamn charactenstics
that were thought to be specific 1o the chordate hnage are hikely ta
derive from the deuterostome common ancestor; the homology of
gl shits and endostyle in hemmachordates and chordates s now sup-
ported by studies both of morphology and of shared gene-expressson
patterns™' !

The second open question concerns the posstion of the worm
Xenaturbella. Consideration of s small subumit nbosomal RNA
gene (SSUJ indicated that Xenoturbells might be a deuterostome,
related to the Ambulacrana but not induded in ather the echino-
derms or the hemichordates'. This result 1s supported by the lack in




Phylogenie von Xenoturbella

Bourlat et al. 2006 (Nature)
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Figure 1| Phylogenetic analyses of 170 n

mitochondrial proteins support a monophyletic chordate clade and an
independent deuterostome phylum of Xenoturbellida.

Deuterostome phylogeny reveals monophyletic
chordates and the new phylum Xenoturbellida

Sarah J. Bourlat!, Thorhildur Juliusdottir?, Christopher J. Lowe®, Robert Freeman®, Jochanan Aronowicz’,
Mark Kirschner®, Eric S. Lander*®, Michael Thorndyke’, Hiroaki Nakano”, Andrea B. Kohn®, Andreas Heyland®,
Leonid L. Moroz®, Richard R. Copley? & Maximilian J. Telford"
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Phylogenie von Xenoturbella

Perseke et al. 2007 (Theory Biosci.) The mitochondrial DNA of Xenoturbella bocki: genomic

architecture and phylogenetic analysis
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Phylogenie von Xenoturbella

Hejnol et al. 2009 (Proc.R.Soc.B.)
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and Casey W. Dunn!2-*
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Phylogenie von Xenoturbella

Phillippe et al. 2011 (Nature) Acoelomorph flatworms are deuterostomes related
to Xenoturbella

Herve Phi]ippel, Henner Brinkmann®, Richard R. Cople}g, Leonid L. Moroz®, Hiroaki Nakano®*t, Albert J. Poustka®,

180 steps

Ecdysozoans Andreas Wallberg®, Kevin J. Peterson’ & Maximilian J. Telford®
+0/-4
+9/-0
—— ophotrochozoans “We propose that the basal emergence of
S o Xenoturbella plus Acoelomorpha observed by Hejnol
—\/Eriepraies . .
e ? et al. is the result of an LBA artefact stemming from
— /— H . ”»
0 B — Urochordates ? the use of a sub-optimal site-homogeneous model.
oI
+3/-2
= Cephalochordates Oz
+0/-
Fast 200 Gene
miR103

70 _ 5 Hemichordates O? + miRNA-Ana|yse
—— Echinoderms ? + mtDNA Analyse

-1/+1 mireotz — Xenoturbellid O?
XANov1
Iy XANOV2+?/_?Nemertodermatids ? 9 Xenotu rbe"a + Acoe|0m0rpha
) 7 Schwestertaxon zu Ambulacraria

O Deuterostome mitochondrial gene order

? Testis/sperm protein RSB66



Phylogenie von Xenoturbella

Lowe & Pani 2011 (Curr.Biol.) Animal Evolution: A Soap Opera
of Unremarkable Worms
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Current Biology

Figure 2. Alternative hypotheses for the phylogenetic position of acoelomorphs and Xenotur-
bellida within metazoans.

(A) Basal position of Acoelomorpha within bilaterians, but Xenoturbella located within the
deuterostomes [10]. (B) Grouping of Acoelomorpha with Xenoturbella at the base of the bilat-
erians [6]. (C) New hypothesis of Xenacoelomorpha as sister group to echinoderms and hemi-
chordates within the deuterostomes [2].
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,Unremarkable worms*
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2016...Die Geschichte geht weiter!

| PHYLOGENY |

A home for Xenoturbella

Sometimes it is the most unassuming
animals that cause the most consternation.
Xenoturbella (pictured) are simple marine
flatworms with no brain, anus, gonads,
excretory system or through gut, so one
would expect them to find a home among the
acoels — similarly simple animals thought
to lie at the base of the evolutionary tree of
Bilateria, bilaterally symmetrical animals.
Yet Xenoturbella have caused puzzlement
since they were first described in 1949,
because quibbles about their ultrastructure
and mitochondrial DNA sequences have
meant that the worms have never sat entirely
happily in their assumed station.

Analysis of nuclear DNA sequences
underlined the oddity: Xenoturbella were
even thought to be highly degenerate
molluscs until the revelation that molluscs
are what Xenoturbella eat. Even stranger
was the proposal that Xenoturbella and
other acoels were most closely related to
hemichordates (animals known as acorn
worms and pterobranchs) and echinoderms
(radially symmetrical marine animals such
as sea urchins and starfish). This cast into
question the timing of the evolution of
several advanced characteristics, such as
gill slits, that are shared by members of the
deuterostome branch of Bilateria (to which

hemichordates and echinoderms belong),
but that are lacking in Xenoturbella. It even
raised questions about the last common
ancestor of Bilateria — perhaps Xenoturbella
were not as simple as they looked, but

had degenerated from a structurally more
complex ancestor.

These questions are all but resolved by
two studies in this week's issue. Cannon et al.
(page 89)' present a robust phylogenetic
analysis based on the gene-transcript profiles
of eleven species of Xenoturbella and other
acoels. This shows that the combined group,
known as Xenacoelomorpha, indeed lies

FEBRUARY 2016

at the very base of the bilaterian radiation.
Rouse et al. (page 94)? add four new species
of Xenoturbella from the eastern Pacific
Ocean to the one already known from the
waters of Scotland and Scandinavia. The
authors' anatomical and phylogenetic
studies on these new forms add weight to
the idea that these worms were the earliest
to branch from other bilaterians. Zoologists
can exhale, and their shy charges can resume
their diet of molluscs in peace. Henry Gee

1. Cannon, J. T. et al. Nature 530, 89-93 (2016).

2. Rouse, G.W., Wilson, N. G,, Carvajal, J.|. &
Vrijenhoek, R. C. Nature 530, 24-97 (2016).

VOL 530 NATURE
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Figure 1. A new Xenoturbella species and possible relationships between Xenacoelomorpha and other major groups of animals.

(far left) The new species Xenoturbella hollandorum, approximately 2.5 cm long (Photo: Greg Rouse). On the left, the phylogenetic tree supported by Rouse et al.
[3] and Cannon et al. [4] in which xenacoelomorphs branch before the common ancestor of protostomes and deuterostomes (Nephrozoa). Absences of
characters result from Xenacoelomoprha diverging before the origin (red and green filled circles) of these characters. On the right, the tree supported by
previous analyses of large data matrices [8]. Xenacoelomorphs are deuterostomes most closely related to Ambulacraria. Some characters common to
protostomes and deuterostomes (filled green circle) or present in the deuterostome common ancestor (filled red circle) are absent from xenacoelomorphs

through loss (empty red and green circles).



