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1 Zusammenfassung

Lateraler Gentransfer (LGT) ist ein wichtiger Mechanismus der nattrlichen Variation
in Prokaryoten. In dieser Arbeit wurde die Haufigkeit und die Charakteristik des
Genaustauschs zwischen verschiedenen Prokaryoten und der EinfluB von LGT
auf die Genomevolution von Prokaryoten am Beispiel von «a-Proteobakterien und
verschiedenen Stdmmen des y-Proteobakteriums Escherichia coli untersucht.

Die Ableitung von lateralem Gentransfer hat auch Auswirkungen auf die Abschatzung
der Herkunft von kernkodierten Genen bei Eukaryoten. Daher wurden die Auswirkun-
gen des LGT auf die nachsten freilebenden Verwandten der heutigen Mitochondrien,
die a-Proteobakterien, analysiert. Um den Anteil a-proteobakterieller Gene in «-
Proteobakterien zu bestimmen wurden die nachsten Nachbarn aller Gene aus
18 Genomen von a-Proteobakterien Uber Sequenzahnlichkeit und phylogenetische
Analysen bestimmt. Zwei Drittel der 47.143 untersuchten Gene hatten einen nachsten
Nachbarn in Prokaryoten auf3erhalb der eigenen Gattung. Von diesen wiesen 7 %
bis 36 % einen nachsten Nachbarn auBerhalb der Klasse der a-Proteobakterien
auf. Diese Ergebnisse wurden mit der taxonomischen Verteilung nachster Nachbarn
in sechs Mitochondriengenomen verglichen. Aufgrund ihrer a-proteobakteriellen
Herkunft wird von Genen mitochondrialer Abstammung oft ein nachster Nach-
bar innerhalb der a-Proteobakterien erwartet. Die Untersuchung zeigte, daB3 die
Zusammensetzung der nachsten Nachbarn beider Datenséatze sehr ahnlich ist. Der
Anteil von Genen mit ndchsten Nachbarn auB3erhalb der a-Proteobakterien deutet
darauf hin, daf3 lateraler Gentransfer einen groB3en Einflu3 auf die Genomevolution
von Prokaryoten hat. Das spricht daflr, daf3 es sich bei Prokaryotengenomen nicht
um bestandige Einheiten, sondern um variable Gensammlungen handelt.

Nachdem gezeigt wurde, wie hoch der EinfluB von LGT auf der Ebene der tax-
onomischen Klasse war, wurde anhand von neun Stdmmen von Escherichia coli
ermittelt, wie sich Gentransfers innerhalb einer Art auswirken. Das geschah mithilfe
von LGT-Netzwerken, die Gentransfers basierend auf Genverteilungsmustern und
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einer Baumtopologie als Referenz ableiten. Alle Gene der neun Stdamme wurden
dabei nach Sequenzahnlichkeit in 6.688 Genfamilien eingeteilt. Die Abschatzung
der Genomgré3e der Vorfahren wurde dabei als Kriterium fir die Haufigkeit von
Gentransfers wahrend der Evolution von E. coli benutzt. Flir 27 % aller Proteinfamilien
wurde ein einzelner Gentransfer abgeleitet. Ergebnisse die mit dieser Methode
ermittelt werden sind stark abhangig von der Korrektheit der der Berechnung zugrun-
deliegenden Genfamilien. Daflir wurde ein neuer Algorithmus entwickelt der Gene in
syntenisch orthologe Gene (SOGs) einteilt. Dabei wird nicht nur Sequenzahnlichkeit,
sondern auch die Position des Genes innerhalb des Genoms berlcksichtigt. Dieser
Ansatz wurde benutzt um ,wahre” Orthologe zu identifizieren. Als Haufigkeit von
Gentransfers in E. coli wurde mithilfe der SOGs ein Wert von einem Gentransfer
in 23 % aller Proteinfamilien ermittelt.

Abschlie3end wurde der relative Einfluf3 von Punktmutationen und Rekombinationen
auf die Genevolution in 14 Stammen von E. coli abgeschétzt. Flr einen Konsensus-
baum aus maximum-likelihood-Baumen fiir 2.665 universelle Proteinfamilien wurde
ein Verhaltnis von 3:1 fir Substitutionen gegentiber Rekombination abgeleitet. Um die
Robustheit dieser Analyse zu Uberprifen wurde die Analyse mit anderen Referenz-
Baumen wiederholt. Flr einen Baum basierend auf rRNA-Sequenzen anderte sich
das Verhéltnis auf 3:2 und mit einem zufélligen Baum wurde das umgekehrte
Verhaltnis wie fir den Konsensusbaum bestimmt, nadmlich 1:3. Das deutet darauf hin,
daB die Ableitung stark abh&ngig von der Verwendung der Referenztopologie war.
Aufgrund unterschiedlicher Anséatze sind Literaturvergleiche schwierig. Der Einfluf3
der Rekombination wurde hier wesentlich niedriger eingeschéatzt.



2 Abstract

Lateral gene transfer (LGT) is an important mechanism of natural variation among
prokaryotes. In this thesis the frequency and characteristics of gene exchange
among different prokaryotes and the impact of LGT on prokaryotic genome evolution
have been studied using the examples of a-proteobacteria and several strains of
Escherichia coli.

The inference of lateral gene transfer in prokaryotes also has implications on
phylogenetic reconstruction of the origin of eukaryotic nuclear encoded genes.
Therefore the effect of LGT on inference of the closest free-living relative of
the mitochondrial ancestors, namely the modern a-proteobacteria was studied.
To estimate the proportion of «-proteobacterial genes within alphaproteobacterial
species, nearest neighbors for each gene in 18 a-proteobacterial genomes were
inferred by a similarity approach and by phylogenetic reconstruction. About two thirds
of the 47,143 genes inspected had their nearest neighbor within the prokaryotes,
outside of their own genus. Of these, between 7 % and 36 % of the proteins in
each genome had their nearest neighbor outside of the class of a-proteobacteria.
These results were compared to the taxonomic distribution of the nearest neighbors
to mitochondrial encoded proteins of six eukaryotes. Because of its a-proteobacterial
ancestry, mitochondrial genes are often expected to have an «-proteobacterial
nearest neighbor. The analysis showed that the distribution of nearest neighbors is
very similar in both datasets. The amount of genes that showed a nearest neighbor
outside their own class, and even outside their own phylum suggest that LGT has a
big effect on prokaryotic genome evolution. This indicates that prokaryotic genomes
are fluid and not static over time.

After showing the impact of LGT on the level of the taxonomic class, the influence
of gene transfers within the species level was inspected by analyzing nine strains
of E. coli. This was done using LGT-Networks which infer gene transfers based on
gene distribution patterns and a reference tree topology. All genes within the nine
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strains were clustered by similarity into 6.688 protein families. Ancestral genome size
was used as a criterion for the frequency of gene transfers during E. coli evolution.
For 27% of all protein families a single transfer event was inferred. LGT inference
using this approach depends on the accuracy of the protein clustering algorithm
in identifying orthologous genes. Here a novel algorithm is presented to sort the
proteins into families by syntenic orthologues genes (SOGs). In this algorithm, not
only sequence similarity is taken into account but also the physical position of the
gene within the genome. This approach was used to sort all proteins into families
including only ,true“ orthologs. The inference of the frequency of gene transfers within
E. coli for the SOGs resulted in 23% of the families whose evolution included at least
one transfer event.

Finally the relative impact of point mutation and recombination on gene evolution
within 14 strains of E. coli was estimated. Based on a consensus tree calculated
from maximume-likelihood trees for 2.665 universal gene-families as reference, a ratio
of 3:1 for substitution vs. recombination was inferred. To test the robustness of this
inference the analysis was repeated using different reference tree topologies. Using
a tree reconstructed from rRNA the ratio changed to 3:2 and using a random tree
topology the ratio reversed to 1:3. This indicates that the inference is highly dependent
on the reference tree topology. Comparison to other studies in the literature is difficult
due to differences in the approaches in use. The influence of recombination in this
study was inferred at lower levels.



3 Einleitung

3.1 Darwin und der Stammbaum des Lebens

Auch wenn das Bild eines Stammbaums schon vor Darwin existierte, so ist Darwins
» Iree of Life* doch das bekannteste Beispiel, wenn es um die Einteilung der lebenden
Welt in systematische Einheiten geht (Darwin, 1859). Bis heute ist der Baum das
System, das intuitiv verwendet wird, um Verwandtschaften und Abstammungen der
Arten darzustellen. Seine Denkweise darlber fasste Charles Darwin in dem Satz
zusammen:

»As buds give rise by growth to fresh buds, and these, if vigorous, branch
out and overtop on all sides many a feebler branch, so by generation |
believe it has been with the great Tree of Life, which fills with its dead and
broken branches the crust of the earth, and covers the surface with its ever
branching and beautiful ramifications.*

Die bifurzierende Struktur eines Stammbaumes zerteilt die Diversitat der belebten
Natur in immer kleinere Einheiten und macht somit deren Komplexitat begreifbar. Far
Darwin eignete sich der Stammbaum optimal, da sich die Aspekte seiner Evolutions-
theorie namlich Variation und Selektion in diesem Modell sehr gut darstellen lassen.

Die Konzepte Darwins werden weiterhin grundlegend akzeptiert, sind aber immer
weiter den Ergebnissen der Forschung angepasst worden. So wird die Vorstellung
das jede Variation einen Vor- oder Nachteil hat weitgehend entkraftet (Kimura,
1968; King und Jukes, 1969). Das Modell der neutralen Theorie besagt, dal3 der
gréBte Anteil von Mutationen durch einen zufélligen Effekt fixiert wird, und keinerlei
Auswirkungen auf den Organismus hat. Ein sehr kleiner Teil hat einen schwachen
vorteilhaften Effekt, was aber insgesamt vernachlassigt werden kann. Allerdings
haben ebenfalls seltene Mutationen die einen negativen Effekt auf die Anpassung
des Organismus haben wesentlich starkere Auswirkungen auf den Selektionsdruck
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(Kimura, 1991). Der wesentliche Unterschied zu Darwins Modell ist die Position:
Nicht der fitteste Uberlebt, sondern der am wenigsten fitte tberlebt nicht (,purifying
selection®).

Die Baum-Metapher ist grundsatzlich auch dazu geeignet, biologische Prozesse
wiederzugeben. SchlieBlich geht die Vererbung nur in eine Richtung, und die
Nachkommen eines Individuums, ob Tier, Pflanze oder Einzeller bilden jeweils neue
Einheiten, in denen durch Mutationen Variationen auftreten kénnen, die schlief3lich
wieder zu neuer Variation fiihren kénnen. Der Stammbaum, meistens in der Variante
eines bifurzierenden Baumes, hat sich bis heute in der Biologie als das Mittel der Wahl
zur Darstellung von Verwandtschaftsbeziehungen erhalten. Die tiefste Verzweigung in
diesem Baum des Lebens ist sicherlich die zwischen den Archaebakterien und den
Eukaryoten (Doolittle, 1998; Mayr, 1998).

Waéhrend Einigkeit dartber herrscht, daf3 die Einflisse, die zu Mutationen und
Lesefehlern wahrend der Replikation von Chromosomen fluhren, zwischen Eukary-
oten und Prokaryoten keine wesentlichen Unterschiede aufweisen, ist das bei den
unterschiedlichen Formen der Rekombination anders. Bei den Eukaryoten sorgt
die Meiose fir einen Austausch und eine Vermischung von Allelen zwischen den
Individuen einer Art. Bei den Prokaryoten ist das nicht der Fall, der Genaustausch
erfolgt hier haufig auch Uber die Artgrenzen hinweg (Bapteste et al., 2009).

3.2 Wenn der Baum kein Baum mehr ist:
Endosymbiose

Solange nur die Vererbung mittels Zellteilung, beziehungsweise die Abstammung
direkt verwandter Individuen betrachtet wird, reicht die Baum-Metapher fir die
Darstellung von Verwandtschaften aus. Allerdings ist die Natur wesentlich komplexer.
Beispielsweise haben alle bekannten eukaryotischen Organismen eine Gemein-
samkeit, ndmlich Organellen endosymbiontischer Herkunft: Mitochondrien und bei
den Pflanzen zusatzlich Plastiden (Embley und Martin, 2006).

Bei der Endosymbiose nimmt eine Wirtszelle eine andere Zelle auf. Diese wird
jedoch nicht verdaut, sondern bildet eine funktionelle Einheit mit dem Wirt. Uber den
genauen Hergang dieses Prozesses gibt es im Zusammenhang mit dem Ursprung
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der Mitochondrien vielfaltige Theorien (Martin et al., 2001). Auch darlber, welche Or-
ganellen auf Endosymbiosen zurlickgehen, herrscht nicht immer Einigkeit. Wahrend
Theorien, nach denen Gei3eln endosymbiontischen Ursprungs sind (Sagan, 1967;
Margulis et al., 2000; Margulis, 1981) weitgehend als widerlegt gelten, ist die
Endosymbiose fur Mitochondrien und Chloroplasten weitgehend akzeptiert. Bei den
Mitochondrien und deren Verwandten, den Hydrogenosomen und den Mitosomen
wird weitgehend akzeptiert, daf3 sie auf ein einzelnes Endosymbioseereignis zurlck-
gehen.

Die Chloroplasten der Pflanzen und vieler Algen gehen auf die Endosymbiose eines
eukaryotischen Wirts mit einem Cyanobakterium zurtick (Reyes-Prieto et al., 2007).
Allerdings gibt es nicht nur Endosymbiosen bei denen es sich bei dem Symbionten
um einen Prokaryoten handelt. Zahlreiche Algengruppen besitzen im Gegensatz zu
den eben beschriebenen priméren Plastiden sogenannte sekundare Plastiden, bei
denen der Wirt eine Alge aufgenommen hat und diese sich im Laufe der Zeit zum
Organell umgewandelt hat (Taylor, 1974; Reyes-Prieto et al., 2007). Wéahrend die
Entstehung der primaren Plastide ein einmaliges Ereignis wahrend der Evolution war,
entstanden sekundare Plastiden in mehreren Verwandtschaftsbereichen unabhangig
voneinander (Gould et al., 2008). Im Laufe der Entwicklung sekundarer Plastiden
werden die Bestandteile der endosymbiontischen Wirtszelle reduziert. Der Zellkern
wurde zurlickgebildet (Archibald, 2007) oder verschwand ganz (Gould et al., 2008).
Es existieren ebenfalls tertidre Plastiden, die durch die Aufnahme einer Alge mit
sekundarer Plastide entstanden (Yoon et al., 2005).

Allerdings ist es in allen Fallen ein langer Weg von der Endosymbiose bis zum
Organell. Die urspringlich freilebenden Bakterien verlieren Gene, die in einem
Prozef3, der endosymbiontischer Gentransfer (EGT) genannt wird, in das Genom des
Wirts Ubertragen werden (Timmis et al., 2004; Martin, 2003). Die von diesen Genen
kodierten Proteine werden nun vom Wirt exprimiert und mussen Uber komplexe
Transportmechanismen in das Organell transportiert werden (Neupert und Herrmann,
2007; Mokranjac und Neupert, 2009). Als Signal, daf3 sie in das Organell transportiert
werden mussen, tragen solche Proteine N-terminale Transitpeptide, die als Adresse
fungieren (Chacinska et al., 2009; Kleine et al., 2009).

Die Endosymbiose ist ein Prozef3, der grundséatzlich den gangigen Vorstellungen
der baumartigen Abstammung widerspricht. Insbesondere der EGT hat dabei einen
EinfluB auf das Modell des phylogenetischen Baumes flr die Verwandtschafts-
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beziehung lebender Organismen. Die Verschmelzung mehrerer urspriinglich unab-
héngiger Organismen zu Einem und die Zusammenfihrung der Genome haben
zur Folge, daB wir in eukaryotischen Genomen Gene unterschiedlicher Herkunft
nebeneinander vorfinden (Esser et al., 2004). Trotz der langen Zeit, die seit der
Etablierung der Endosymbiosen vergangen ist, lassen sich die Spuren von Genen,
die durch endosymbiontischen Gentransfer in das Kerngenom gelangten, auch noch
in heutigen Genomen wiederfinden (Deusch et al., 2008).

Diese Tatsache hat dazu geflihrt, daB neue Denkmodelle entwickelt wurden, um
diese Vorgange in der friihen Evolution der Eukaryoten darzustellen. Zumeist wurde
der weiterhin zugrundeliegende Baum durch Querverbindungen zwischen o-Proteo-
bakterien und Archaeen auf dem Weg zu den Eukaryoten, sowie zwischen Cyanobak-
terien und Eukaryoten auf dem Weg zu den Pflanzen erganzt (Martin et al.,
2003; Doolittle, 1999). Zum anderen wurde der ,ring of life* vorgeschlagen, um die
Aufspaltung in Archaea und Bakterien mit einer anschlie3enden Verschmelzung zu
den Eukaryoten in einem einfachen Modell zu verbinden (Rivera und Lake, 2004)

3.3 Vom Baum zum Netzwerk: Lateraler Gentransfer
bei Prokaryoten

Die Entstehung von Mitochondrien und Plastiden hatte einen betrachtlichen Einfluf3
auf die Zusammensetzung eukaryotischer Genome. Allerdings handelt es sich
hierbei nur um auBerst seltene — einmalige Ereignisse. Bei den Prokaryoten gibt es
Mechanismen, die stédndig auf die Genome einwirken. Transformation (die Aufnahme
freier DNA), Transduktion (die (iber Viren vermittelte Ubertragung von Genen) sorgen
fir einen Austausch von Genen zwischen verschiedenen (nicht direkt verwandten)
Arten (Frost et al., 2005). Bei der Konjugation erfolgt der Gentransfer zwischen Donor
und Empféanger tber eine Plasmabricke (Thomas und Nielsen, 2005).

Diese Mechanismen sorgen dafiir, da3 es in Prokaryoten zu einer Vermischung
von Genen abseits der vertikalen Vererbung kommt. Diese Erkenntnis hat daflir
gesorgt, daf3 der Stammbaum als Sinnbild flr die Evolution Konkurrenz bekommen
hat. FUr eine Darstellung der evolutiondren Prozesse, die hierbei vonstatten gehen,
werden die Baume durch die Hinzufligung von Querverbindungen immer weiter zu
Netzwerken ausgebaut.
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Abbildung 3.1: Vergleich zwischen einer Netzwerk- und einer Baumdarstellung am
Beispiel einer Phylogenie von neun E. coli Genomen. Beide Darstellungen beruhen
auf den selben Daten (Einem konkatenierten Alignment flr universelle Proteinfam-
ilien), und beide wurden mit einem neighbor-joining-Algortihmus berechnet (Huson
und Bryant, 2006). Wéhrend in der NeighborNet Darstellung auf der linken Seite
deutlich wird das es sowohl eine Unterstiitzung fir einen Split zwischen E. coli HS
und E. coli E24377A gibt als auch fir den zwischen E. coli HS und E. coli K12, wird
bei der Erstellung des Baumes eine Reihenfolge der Verzweigungen festgelegt. Der
Widerspruch in den Daten wird nicht deutlich.

Vorgeschlagen wurden daher komplexere Modelle. Dabei werden sehr baumahnliche
Topologien mit wenigen Querverbindungen vorgeschlagen (Brown, 2003; Doolittle,
1999). Alternativ prasentierte Martin 1999 eine facherartige Veranschaulichung
mit zahlreichen netzartigen Verbindungen zwischen den Prokaryoten aus dem die
Eukaryoten nach Abschluf3 der Endosymbiosen baumahnlich hervorgehen. Bei dem
»het of life“ (Huang und Gogarten, 2006) handelt es sich ebenfalls um einen Baum mit
Uberlagerten Querverbindungen, allerdings legen die Verzweigungen hier nahe, daf3
Aufspaltungen erst recht spat erfolgen. Methoden die statt der Baumdarstellung, die
eines Netzwerkes benutzen (siehe Abb. 3.1) sind in der Lage auch widersprlchliche
phylogenetische Signale darzustellen.

3.4 Genomdaten und Gentransfer

Trotz der bereits beschriebenen Problematik, evolutiondre Prozesse in die Form
eines bifurzierenden Baumes zu pressen, ist die Vorstellung eines ,tree of life
immer noch sehr verlockend. Wéhrend dies zundchst auf Basis der 16S rRNA
geschah (Woese et al.,, 1990), wurden mit der Verdffentlichung von immer mehr
vollstandig sequenzierten Genomen Versuche gestartet, den Genbaum des Lebens
durch einen Genombaum des Lebens zu ersetzen. Dabei existieren zwei Ansatze.
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Zum einen wurde versucht universelle Proteine zur Erstellung eines ,Genombaumes*
zu verwenden (Ciccarelli et al., 2006). Dabei trat das Problem auf, daB mit einer
zunehmenden Anzahl bericksichtigter Genome die Menge der Gene, die homologe
Sequenzen in allen Organismen aufwiesen, schrumpfte, so daB der endglltigen
Phylogenie nur eine Datenbasis von 31 Genen zugrunde lag (Dagan und Martin,
2006). Ein weiterer Ansatz die Form des Baumes beizubehalten, ist der Ansatz
sogenannte Supertrees zu verwenden. Dabei handelt es sich um Konsensusbaume,
bei denen es allerdings nicht erforderlich ist, daf3 jeder Baum alle untersuchten
Taxa enthalt (Pisani et al., 2007). Diese Baume beruhen dementsprechend auf einer
wesentlich gréBeren Datenbasis, sind allerdings nur in der Lage das starkste Signal
darzustellen (Esser und Martin, 2007).

Das fuhrt dazu, dal3 nach Methoden lateralen Gentransfer zu identifizieren gesucht
wurde, um seinen Einflu3 auf die Genomevolution zu bestimmen, oder ihn bei
phylogenetischen Analysen zu bertcksichtigen. Es gibt dabei drei prinzipielle Anséatze
die auf unterschiedlichen Merkmalen Ubertragener Sequenzen beruhen (Gogarten
et al., 2008; Mclnerney et al., 2008).

Jedes Genom hat charakteristische Eigenschaften, beispielsweise einen bestimmten
Gehalt an Guanin und Cytosin (Nakamura et al., 2004) oder unterschiedliche
Codonpreferenz (Ochman et al., 2000). Daher gibt es als erste Gruppe von Methoden
zur Identifizierung von lateral transferierten Genen solche, die nicht auf Phylogenien
beruhen. Diese untersuchen entweder die Sequenz-Zusammensetzung auf bes-
timmte Merkmale (Lawrence und Ochman, 1997, 1998) oder aber die Genverteilung
in sehr eng verwandten Arten (Welch et al., 2002). Diese Methoden sind nur in
der Lage kirzliche Gentransfers zu identifizieren, da die aufnehmenden Genome
dazu tendieren aufgenommenen Gene ihre Merkmale anzueignen (Lawrence und
Ochman, 1997). Da sich solche Merkmale aber auch innerhalb eines Genoms unter-
scheiden kénnen, fihren solche Methoden teilweise zu falsch positiven beziehungsweise
falsch negativen Identifikationen (Azad und Lawrence, 2005; Koski et al., 2001).

Ein weiterer Ansatz fir die Identifikation von lateralem Gentransfer eignet sich
auch fir weiter zurlickliegende Gentransferereignisse und bedient sich dabei Gen-
verteilungsmustern von Genfamilien Uber verschiedene Arten. Diese werden mit einer
Referenzphylogenie verglichen, und Genverteilungen die sich nicht mit der Phylo-
genie erklaren lassen, werden als Indikator flr einen Gentransfer betrachtet (Snel
et al., 2002; Mirkin et al., 2003). Eine derartige Methode wurde zur Untersuchung
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von 51 Genomen angewendet und fand unter Verwendung des 16S rRNA-Baumes
fir 18 - 41 % aller Genfamilien einen Hinweis auf lateralen Gentransfer (Kunin und
Ouzounis, 2003b,a). Da hierbei Transfers nur erfasst werden, wenn es sich bei dem
transferierten Gen um eines handelt, das im Zielorganismus noch nicht vorhanden
war, bildet die Abschatzung eher eine untere Schranke (Gogarten et al., 2008).

Die dritte Methode benutzt nicht genetische Verteilungen sondern Vergleiche zwis-
chen Genbaumen. Dabei werden ebenfalls Genfamilien benétigt, flir die jeweils
phylogenetische Baume erzeugt werden. Anschlie3end werden die Topologien der
einzelnen Baume verglichen — zumeist mit einer Referenztopologie. Hier gelten
widersprichliche Topologien als Indikator fiir lateralen Gentransfer (Lerat et al., 2005;
Beiko et al., 2005). Fir einen Datensatz aus cyanobakteriellen Genfamilien wurde
auf diese Weise fiir 61 % der untersuchten Genfamilien ein Gentransfer abgeleitet
(Zhaxybayeva et al., 2006).

3.5 Zielsetzung

Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einflul3 des lat-
eralen Gentransfers auf unterschiedlichen Ebenen der Genomevolution zu beleucht-
en. Im Zusammenhang mit der Analyse von Mitochondrien und Chloroplasten
stellt sich oft die Frage, welche Gene durch endosymbiontischen Gentransfer in
das Wirtsgenom gelangt sind. Da widersprichliche Interpretationen der Ergebnisse
von Sequenzvergleichen existieren, soll in Kapitel 5 ,Wie o-proteobakteriell sind
o-Proteobakterien? analysiert werden, wie realistisch die Annahmen sind, die
solchen Analysen zugrunde liegen. Insbesondere soll dabei der Einfluf3 von lateralem
Gentransfer (LGT) zwischen den verschiedenen Prokaryoten untersucht werden.

Im Laufe der Evolution spielen Genduplikationen eine wichtige Rolle. In Kapitel 6
sldentifizierung konservierter Genreihenfolgen bei Escherichia coli und Verwandten*
soll darauf eingegangen werden, ob es moglich ist bessere Rekonstruktionen von
Proteinfamilien zu erreichen, indem neben Sequenzvergleichen auch Positionsinfor-
mationen in die Berechnung einbezogen werden, um Differenzierungen zwischen
Paralogen zu ermdglichen.

Nachdem der LGT bereits auf der Ebene von verschiedenen prokaryotischen Gat-
tungen untersucht wurde, soll in Kapitel 7 ,Der EinfluB der GenomgréBe auf die
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Ableitung von Genaustauschen bei Escherichia coli, am Beispiel von neun Stdmmen
von Escherichia coli, eine Abschatzung gemacht werden, ob lateraler Gentransfer
auch zwischen verschiedenen Stammen einer Art eine Rolle spielt. Mit Hilfe von LGT-
Netzwerken sollen bevorzugte Transferpartner sichtbar gemacht werden. Hierbei soll
untersucht werden, ob sich die Ergebnisse fir die mit der in Kapitel 6 entwickelten
Methode erstellten Genfamilien von denen mit einer klassischen Methode erstellten,
unterscheiden.

AbschlieBend sollen fir 14 Stdmme des 7y-Proteobakteriums Escherichia coli im
Kapitel 8 ,Rekombination in E. coli“ Substitutions- und Rekombinationsraten bestimmt
werden, um zu ermitteln, wie gro3 der EinfluB von Rekombination auf die Genom-
evolution ist.

Die Arbeit ist in die vier oben umriBBenen Kapitel gegliedert in denen jeweils
zusétzlicher Hintergrund, Ubersichten zur Methodik und die Ergebnisse erlautert
werden. Publizierte Methoden die die Grundlagen der Analysen bilden werden
dagegen in Kapitel 4 aufgefthrt. AbschlieBBend folgt die Diskussion in Kapitel 9.
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4 Material und Methoden

Im folgenden Teil werden die grundlegenden Programme beschrieben, die in mehreren
Abschnitten der Arbeit benutzt werden, sowie allgemeine Informationen zu den
Daten, die die gesamte Arbeit betreffen. Die Beschreibung der selbst erstellten
Programme und Skripte folgt im entsprechenden thematischen Kontext.

4.1 Daten

FUr die vorliegende Arbeit wurden prokaryotische Genomdaten vom National Center
for Biotechnology Information (NCBI) bezogen. Diese sind dort frei verfigbar und
auf der FTP Seite des Institutes’ herunterzuladen. Da sich die verfiigbaren Se-
quenzdaten sehr schnell entwickeln, wurden zu bestimmten Zeitpunkten aktualisierte
Versionen hinzugezogen (Tabelle 4.1).

4.2 Programme

4.2.1 BLAST

Als Grundlage fur zahlreiche Arbeitsschritte wurden die Ergebnisse von automa-
tisierten Datenbanksuchen verwendet. Diese wurden mit dem BLAST-Algorithmus
durchgefuhrt (Altschul et al., 1997).

Der Algorithmus geht in mehreren Schritten vor und ermdglicht eine sehr schnelle
Datenbanksuche. Exemplarisch soll hier der b1 astp-Algorithmus fir die Suche einer
Proteinsequenz in einer Proteindatenbank erlautert werden, da dieser am haufigsten
verwendet wurde:

'ftp://ftp.ncbi.nih.gov/Genoms/Bacteria
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Tabelle 4.1: Die verschiedenen in dieser Arbeit genutzten Datenséatze. Details dazu
werden in den einzelnen Kapiteln erwahnt und finden sich zusétzlich im Anhang auf
Seite 104.

Daten Anzahl der Sequenzen Stand Verwendung
Genome
Prokaryoten 231 04/2005 Referenzgenome und
676.476 Datenbank fir Kapitel 5
Prokaryoten 616 04/2008 Datenbank far
616 Genom- Genom-verankerte
sequenzen Identitatsplots in Kapitel 6
Escherichia coli 9 43.358 01/2008 Synteniedatensatz flir
Kapitel 6 und 7
Escherichia coli 14 65.819 10/2008 Synteniedatensatz fir
Kapitel 8

Die BLAST-Suche beginnt mit einer Indexsuche, bei der die Suchsequenz in Ab-
schnitte der Lange w (flr Proteinsequenzen standardmaBig drei) aufgeteilt wird. Fir
jedes dieser w-mere wird nach einer Ahnlichkeitsmatrix (bei Nukleotidsequenzen
nach einer ldentitatsmatrix) eine Bewertung errechnet (engl. score). Die Bewertungen
geben die Qualitat der untersuchten Treffer wieder. Alle scores Gber einem Schwellen-
wert T werden als Treffer gewertet. Es werden nur Sequenzen weiter betrachtet, fir
die innerhalb eines Fensters der Lange A zwei solche Treffer auf einer Diagonalen (in
einem imaginaren Dotplot) liegen (engl. two-hit-Methode).

Findet BLAST zwei Treffer auf einer Diagonalen, werden diese jeweils in beide
Richtungen soweit ausgedehnt, bis sich der aufsummierte score nicht mehr erhéhen
|ant. Liegt der score dann Gber einem Schwellenwert S, so werden sie als hochbew-
ertetes Paar (engl. high scoring pairs, kurz HSP) bezeichnet. Im weiteren Verlauf wird
versucht den score zu erhéhen, indem mehrere HSPs verknUpft werden. Ist es nicht
moglich mehrere HSPs zu verknlpfen, so gibt BLAST mehrere Treffer innerhalb einer
Sequenz aus.

Die Schnelligkeit von BLAST beruht auf einer Heuristik, die bei der Indexsuche Ver-
wendung findet. Dadurch, daB hier mit sehr kurzen Sequenzabschnitten gearbeitet
wird, muf3 die Datenbank flr die Indexsuche nicht vollstandig gelesen werden. Fr die
Standardlange von drei Aminosduren existieren also nur 20° = 8000 mégliche w-mere.
FUr diese kann gespeichert werden, welche Kombinationen zu einem positiven score
fihren wirden, und an welchen Stellen sie in der Datenbank vorkommen. Werden
zwei dieser Treffer, die sowohl in der Referenz als auch in der Datenbank denselben
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Abstand haben, gefunden (sie liegen also in einem gedachten Dotplot auf einer
Diagonale), bilden sie den Ausgangspunkt fir eine genauere Suche. Der GrofBteil der
Datenbank, fir den dieses Kriterium nicht zutrifft, muf3 also nicht betrachtet werden.

4.2.2 Clustalw

Multiple Alignments wurden mit dem Programm ClustalWw erstellt (Thompson et al.,
1994). clustalw erstellt zunachst einen Fihrungsbaum (engl. guiding tree). Dieser
wird durch die Berechnung paarweiser Distanzen zwischen den Sequenzen und
die anschlieBende Anwendung eines schnellen Algorithmus (UPGMA) berechnet.
Anhand dieses Baumes werden die Sequenzen aligniert. Zunachst wird mit den
Sequenzen mit der geringsten Distanz begonnen. Aus diesen wird ein Profil gebildet.
Eine erneute Berechnung der Distanzen bestimmt das nachste zu alignierende Paar.
Dabei kann das zuvor erstellte Profil ebenso wie eine Sequenz benutzt werden.

In einem Zwischenschritt eingefligte Licken (engl. gaps) werden in die Profile
eingetragen und verbleiben Gber alle Zwischenschritte bis zum endgultigen Align-
ment, auch wenn sich spater herausstellen sollte, daf3 die urspringlich gewahlte
Position unvorteilhaft ist. Dieses Vorgehen macht den Algorithmus anféllig fur die
falsche Positionierung von Liicken (Golubchik et al., 2007; Landan und Graur, 2007,
2009). Im Gegensatz zu den Algorithmen fir paarweise Alignments (Needleman und
Wunsch, 1970; Smith und Waterman, 1981) handelt es sich um einen heuristischen
Algorithmus, bei dem die optimale Lésung nicht garantiert werden kann. Daher
empfahlen die Autoren, ClustalWw als Ausgangspunkt fir ein manuelles Alignment
zu benutzen.

4.2.3 HoT-Methode

Da ein manuelles Alignment in Zeiten, in denen die verfligbare Datenmenge expo-
nentiell ansteigt nicht mehr tragbar ist, ist es wichtig, die Verlasslichkeit automatisch
erstellter Alignments zu Uberprufen.

Eine Methode, die dabei zunehmend Beachtung findet, ist die sogenannte HoT-
Methode (engl. heads or tails) (Roettger et al., 2009; Landan und Graur, 2009),
bei der die gewahlte Methode zur automatischen Alignmenterstellung zweimal
angewendet wird, einmal normal und einmal mit den Sequenzen in umgekehrter
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Reihenfolge. Die beiden so erstellten Alignments werden miteinander verglichen.
Als Bewertungsmaf3 wird ausgegeben, welcher Anteil der Alignmentpositionen sich
korrekt (das heif3t in beiden Alignments gleich) rekonstruieren lie3 (engl. column
score). Eine zweite Bewertung gibt den Anteil der korrekt rekonstruierten Sequen-
zpositionspaare (Nukleotide oder Aminoséuren) an (engl. sum of pairs score)

Im Gegensatz zu dem sogenannten benchmarking, bei dem die Daten einer be-
grenzten Datenbank (Thompson et al., 1999), fir die zuvor optimale Alignments
bestimmt beziehungsweise errechnet worden waren, mit einer bestimmten Methode
berechnet werden, wird hier nicht ein grundsatzliches Urteil darlber gefallt, wie
gut oder schlecht eine Methode ist. Stattdessen wird die Leistung einer Methode
fir den verwendeten Datensatz ermittelt. Das ermdglicht die Verwendung schneller
Algorithmen fur groBe Datensatze. AnschlieBend kann Uberprift werden ob die Daten
ausreichend verldsslich sind, um konkrete Aussagen zu treffen.

4.2.4 PHYLIP

Das pHYLIP-Paket (engl. phylogeny inference package) enthalt zahlreiche Pro-
gramme zur Erstellung phylogenetischer Baume (Felsenstein, 2004). Hier wurden
hauptsachlich die Programme segboot, protdist, neighbor und consense
benutzt, um neighbor-joining-Bdume mit und ohne Bootstrapping zu erstellen.

segboot

Das Programm dient zur Erstellung von Datensatzen fUr die statistische Methode
des Bootstrappens. Dabei wird ein einzelnes Alignment vervielfacht. Es werden m
Replikate erstellt, die die gleiche Lange haben wie das Originalalignment, deren Inhalt
aber durch zufélliges Ziehen von Spalten mit Zurlicklegen aus dem urspringlichen
Alignment gebildet wird. Diese Methode kann benutzt werden, um statistische
Aussagen Uber die Verlasslichkeit des Ergebnisses einer durchgeflihrten Methode
zu treffen.

Nachdem mit jedem dieser Alignments die zu Uberprifende phylogenetische Analyse
durchgeflihrt wurde, wird mit dem Programm consense, Uberprift wie oft das gleiche
Ergebnis erzielt werden konnte. Dabei wird ein Konsensusbaum erstellt, in dem fir
jeden Ast angegeben wird, wie oft er in den erstellten Baumen auftrat. Wird dieser
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Wert als Anteil angegeben, wird er als Bootstrap-Wert bezeichnet. Ist dieser Wert
hoch, so handelt es sich um ein Ergebnis, bei dem es unwahrscheinlich ist, dal3 es
durch Zufall entstanden ist.

dnadist

Das Programm dnadist erstellt zu einem gegebenen Alignment eine Distanzmatrix
mit den paarweisen Distanzen der beteiligten Sequenzen.

protdist

Das Programm protdist erstellt zu einem gegebenen Alignment eine Distanzmatrix
mit den paarweisen Distanzen der beteiligten Sequenzen. Standardmanig wird dabei
die Jones-Taylor-Thornton-Matrix (Jones et al., 1992) verwendet, bei der es sich um
eine Weiterentwicklung der Dayhoff / PAM Matrizen handelt (Dayhoff et al., 1978).
Sie wurde mit einer ahnlichen Methode erstellt, allerdings basierend auf einem
gréBeren Datensatz. Die so erstellten Distanzmatrizen dienen als Ausgangspunkt
fOr distanzbasierte phylogenetische Methoden (zum Beispiel UPGMA und neighbor-
joining)

protml

Ausgehend von einem multiplen Sequenzalignment errechnet protml einen phy-
logenetischen Baum basierend auf der Maximum-Likelihood Methode (Felsenstein,
1981). Im Gegensatz zu der oben beschriebenen Distanzberechnung wird hier fir
jede einzelne Position eines Alignments eine Abschatzung gemacht wie wahrschein-
lich ein gewisser Baum flr diese Position ist. Hierbei wird von einer Starttopologie
ausgegangen, fir die eine Wahrscheinlichkeit berechnet wird. Durch den Austausch
von TeilobAumen wird die Starttopologie abgewandelt. Dies geschieht solange bis die
wahrscheinlichste Topologie (ausgehend von der Starttopologie) gefunden wurde.
Diese Berechnungen sind in der Regel langwieriger als distanzbasierte Methoden.
Die Funktionsweise von protml ist &hnlich der von PHYML..
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neighbor

Das Programm neighbor implementiert die neighbor-joining Methode (Saitou und
Nei, 1987). Hierbei wird basierend auf einer Distanzmatrix ein Baum erstellt, in
dem alle Sequenzen zunéchst in einer Sterntopologie angeordnet werden (alle
Sequenzen sind direkt mit einem Knoten verbunden). Nun werden nacheinander alle
Paare von Sequenzen aus dieser Topologie herausgenommen und an einen eigenen
Ast gehangt. Die beiden Sequenzen, die bei diesem Verfahren zu der geringsten
Gesamtdistanz des Baumes flhren, werden als nachste Nachbarn bezeichnet und
bilden den ersten Ast. Das Prozedere wird solange wiederholt bis jeder interne
Knoten nur noch mit drei anderen Knoten verbunden ist (bifurzierender Baum).

consense

Das Programm consense erstellt Konsensus-Baume (Adams lll, 1972) mit Hilfe der
erweiterten Mehrheitsregel (engl. extended majority rule). Hierbei werden zahlre-
iche einzelne Baume als Eingabe akzeptiert, solange sie dieselben Speziesnamen
enthalten. Das Ergebnis ist der sogenannte Konsensus-Baum, der mdglichst viele
der in den Einzelbaumen enthaltenen Daten reprasentiert. Anstatt Distanzen erhalt
jeder Ast als Lange die Anzahl der Baume, in denen er vorkommt. In der zusatzlich
erstellten Datei ,outfile” ist eine Liste enthalten, die fir jeden vorkommenden Split
(das heiB3t die Aufteilung der enthaltenen Arten in zwei Gruppen) auflistet, wie oft er
in den Daten vorkam, und ob er in dem erstellten Konsensus-Baum berUcksichtigt
worden ist.

4.2.5 PHYML

Ahnlich dem PHYLIP-Programm protml dient PHYML (Guindon und Gascuel,
2003) der Erstellung von maximum-likelihood Baumen (Felsenstein, 1973). Es
verflgt Uber eine sehr ahnliche Oberflache, 1aBt sich jedoch auch im Stapelver-
arbeitungsmodus (engl. batch mode) benutzen, was die Arbeit mit groBen Daten-
satzen erleichtert. AuBerdem ist es méglich weitere Funktionen direkt innerhalb des
Programms auszuflihren, zum Beispiel das Erstellen eines Startbaums oder die
Anwendung von Bootstrapping (siehe Seite 16).
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4.2.6 Perl

Die Programmiersprache Per1? ist eine Skriptsprache, die aufbauend auf Elementen
von awk, C und Shellskripten von Larry Wall entwickelt wurde. Sie ist in der
Bioinformatik sehr beliebt, da sie neben einer im Vergleich zu anderen Programmier-
sprachen flexiblen Syntax auch Méglichkeiten bietet, die viele Programmiersprachen
vermissen lassen. So ist bei der Deklaration von Variablen keine Gré3e anzugeben,
was es ermdglicht mit sehr groBen Datenmengen zu arbeiten, ohne sich um die
Verwaltung derselben kiimmern zu missen. Des Weiteren sind insbesondere die Ein-
und Ausgaberoutinen optimal auf das Einlesen und Verarbeiten gro3er Textdateien
zugeschnitten. Dies war der Zweck zu dem Per1 urspringlich entwickelt wurde.

Ein weiterer Vorteil ist, daf3 die Verwendung der Skripte keine Kompilierung erfordert.
Dadurch ist die Geschwindigkeit der PERL-Skripte in der Regel langsamer als
in anderen Programmiersprachen. Allerdings wird die Entwicklung von Program-
men beziehungsweise die Anpassung existierender Programme an neue Aufgaben
beschleunigt.

4.2.7 EMBOSS

Das EMBOSs-Paket (engl. European Molecular Biology Open Software Suite) ist
eine frei verflgbare Programmsammlung, die Programme fUr viele bioinforma-
tische Anwendungen enthalt (Rice et al., 2000). Unter anderem sind auch die
Programme des (in Kapitel 4.2.4 beschriebenen) paYL1P-Paketes in einer an die
Bedienungsweise der EMBOSS-Programme angepassten Version verflgbar, was die
Verarbeitung gro3er Datenmengen erheblich erleichtert.

seqretsplit

Seqretsplit ist ein Programm das zur Aufspaltung grof3er (multi-) Fasta-Dateien in
einzelne Dateien dient. Diese erhalten dabei einen auf der Annotation der Sequenz
basierenden Dateinamen.

2http://www.perl.org
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4.2.8 Markov-Cluster Algorithmus (MCL)

Der McL Algorithmus wurde benutzt um Proteinfamilien zu bilden. Der Algorithmus
wurde von Stijn van Dongen im Rahmen seiner Doktorarbeit entwickelt (Enright et al.,
2002; van Dongen, 2000).

Das Programm mc1 ist auch in der Lage die ldentitdten aus einer BLAST- Datenbank-
suche einzulesen und als Eingabe zu verarbeiten. Da BLAST jedoch lokale Identitaten
ausgibt und ein Treffer auch mit 100 % bewertet werden kann, wenn er nur wenige
Aminosauren oder Nukleotide lang ist, wurde als Zwischenschritt ein paarweises
globales Alignment durchgeftihrt. Dieser Schritt wurde mit Clustalw bzw. mit der
fir diesen Einsatz speziell modifizierten Variante des EMBOSS-Programmes needle
durchgefihrt. Diese so ermittelten paarweisen Identitdten bilden die Kanten in
einem ungerichteten partiellen Graphen, in dem die Gene beziehungsweise Proteine
enthalten sind.

4.2.9 1DDist

LDDist (Thollesson, 2004) berechnet aus multiplen Alignments Distanzen, die auf
den Logarithmen der Determinanten der Divergenzmatrizen beruhen. Flr diese
Methode ist eine Abschatzung der invarianten Positionen empfehlenswert, die durch
die Methode von Sidow et al. (1992) oder die von Steel et al. (2000) erfolgen kann.

Es wurde mit einer modifizierten Programmversion gearbeitet, die nicht nur mit
den einzelnen Aminosauren arbeitet, sondern diese auch in die Dayhoff-Klassen
rekodieren kann. Die sechs Dayhoff-Klassen (im [UPAC Einbuchstabencode: ASTGP,
DNEQ, RKH, MVIL, FYW, C) sind Aminosaureklassen, zwischen denen Aminosaureaus-
tausche sehr wahrscheinlich sind. Die Rekodierung dient dazu sehr alte Verwandtschaften
besser auflésen zu kénnen. In dieser Arbeit wurde sowohl die Abschatzung der
invarianten Positionen nach Sidow et al. als auch die Rekodierung in die Dayhoff-
Klassen durchgefihrt.

Als Eingabe wird ein multiples Sequenzalignment im CLUSTAL-Format benétigt. Die
Ausgabe der Distanzen erfolgt im NEXUS-Format.
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4.2.10 Splitstree

Splitstree (Huson und Bryant, 2006) ist ein Programm, das zahlreiche phylo-
genetische Daten zur Berechnung von phylogenetischen Netzwerken und Baumen
nutzen kann. Es existiert sowohl in einer Version fir die Kommandozeile als auch
mit einer javabasierten graphischen Oberflache. In der graphischen Version erlaubt
es auch komplette Analysen ausgehend von einem multiplen Alignment in einem
Arbeitsschritt durchzufiihren. Hier wurde Splitstree zur Darstellung und Aufar-
beitung von NeighborNet Graphen verwendet.

4.2.11 NeighborNet

NeighborNet (Bryant und Moulton, 2004) ist ein Programm, das phylogenetis-
che Netzwerke basierend auf der neighbor-joining-Methode erstellen kann. Die
Vorgehensweise ist dabei identisch mit der bei neighbor-joining (siehe 4.2.4 auf
Seite 18). Allerdings ist das Ergebnis kein Baum sondern ein phylogenetisches
Netzwerk. Wahrend in einem Baum nur ein einziges Signal dargestellt werden
kann (in der Regel das starkste) ermoglichen es Netzwerke auch widerspruchliche
Signale darzustellen. Das ermdglicht es einen realistischeren Eindruck der Daten zu
erlangen, weil bereits ohne statistische Analyse Widerspriiche und Unsicherheiten
offensichtlich werden (siehe Abb. 3.1).

4.2.12 Sortal

Das Programm sortal dient zum Sortieren von Alignments. Es weist jedoch
auch zahlreiche Funktionen fir die Umformatierung und andere Funktionen flr
die Bearbeitung von Alignments auf. In dieser Arbeit wurden insbesondere die
Funktionen zur Erstellung von konkatenierten Alignments und zur Entfernung von
Lickenpositionen verwendet. Des Weiteren war flr einige phylogenetische Pro-
gramme die Umformatierung der verwendeten Alignments notwendig.

4.2.13 MUMmer

Das Programm MUMmer ist ein Werkzeug fir den schnellen Vergleich von ganzen
Genomen (Delcher et al., 2003; Page, 2003). Es flihrt paarweise Vergleiche zwischen
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zwei Genomen durch und sucht nur nach exakten Ubereinstimmungen. Dadurch
dauert das Alignment zweier Bakteriengenome beispielsweise nur wenige Sekunden.

4.2.14 MATLAB

Das kommerzielle Programm MATLAB bietet viele Mdglichkeiten mathematische
Berechnungen durchzufiihren und gro3e Datenmengen zu visualisieren.

4.3 Verwendete Dateiformate

4.3.1 Eingabeformate

FUr das Einlesen von Ausgangsdaten wurden hauptsachlich Daten verwendet die aus
den Datenbanken des National Center for Biotechnolgy Information (NCBI)3 bezogen
werden kénnen, und in der Regel ohne Umformatierung in der weiteren Analyse
verwendet werden kénnen.

Das FASTA-Format

Das FASTA-Format ist eines der einfachsten Formate fir die Speicherung von
Sequenzdaten. Jeder Eintrag beginnt dabei mit einer Kopfzeile die mit einem ,>*
eingeleitet wird. Darauf folgt der Bezeichner der Sequenz. In den folgenden Zeilen
steht bis zum Beginn des nachsten Eintrages die Sequenzinformation. Das FASTA-
Format kann ebenfalls fir die Speicherung von Alignments benutzt werden.

FASTA-Dateien wurden in zwei Varianten benutzt, zunéchst in der Formatierung wie
sie in der Genbank-Datenbank* des NCBI verwendet wird, und in einer vereinfachten
Formatierung, in der nur der Name des Organismus und die Identifikationsnummer
der Sequenz in der Kopfzeile steht.

Shttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
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Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome - 1..4639675 4132 proteins
Location Strand Length PID Gene Synonym Code COG Product
190..255 + 21 16127995 thrL b0001 - thr operon leader peptide

337..2799 + 820 16127996 thrA Db0002 - COGO0460E,COG0527E fused aspartokinase I <...>
2801..3733 + 310 16127997 thrB b0003 - COGO083E homoserine kinase
3734..5020 + 428 16127998 thrC b0004 - COGO0498E threonine synthase
5234..5530 + 98 16127999 vyaaX Db0005 - - predicted protein
5683..6459 - 258 16128000 vyaaA Db0006 - C0G3022S conserved protein
6529..7959 - 476 16128001 vyaaJd Db0007 - COG1115E predicted transporter

Abbildung 4.1: Ausschnitt aus einer Proteintabelle von E. coli K12

Das Newick-Format

Das Newick-Format ist das Standardformat zur Darstellung phylogenetischer Baume
in Textform. Die Teilbdume werden dabei durch Klammern gruppiert. Alle HTU’s
und OTU’s werden durch Kommata getrennt. Zusatzlich zu der reinen Topologie
(Reihenfolge der Verzweigungen) kdnnen auch Informationen Uber die Astlangen und
eventuelle Bootstrap-Werte eingefligt werden.

Die Proteintabellen

Das NCBI stellt neben den oben bereits erwahnten Sequenzen im FASTA-Format
auch weiterfihrende Informationen zur Verfagung. Fir diese Arbeit wurden dabei die
Proteintabellen (Abb. 4.1) verwendet. Diese stehen in der Regel fir alle vollstandig
sequenzierten und annotierten Genome zur Verfigung und enthalten grundlegende
Informationen Uber jedes Protein wie etwa die Lange, die Funktion, unterschiedliche
Bezeichnungen, sowie die Position auf dem Chromosom.

Das Nexus-Format

Das Nexus-Format (Maddison et al., 1997) ist sehr variabel. In ihm lassen sich
zahlreiche Informationen abspeichern. Einzelne Blécke werden dabei durch BEGIN ...
END Anweisungen getrennt. Die Bl6cke kdbnnen Sequenzen, Alignments, Distanzen,
phylogenetische Baume (angelehnt an das Newick-Format), Splits, sowie Daten zur
Formatierung enthalten. Auch Daten zu Arbeitsablaufen kénnen in entsprechende
Abschnitte integriert werden. Das Nexus-Format ist das Standardausgabeformat von
Splitstree.
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Die BLAST-Ausgabe

Eine wichtige Datenquelle stellen die Ergebnisse von BLAST-Datenbanksuchen
dar. Diese wurden in der tabellarischen Variante benutzt, da hier alle relevanten
Ergebnisse sehr kompakt zusammengefasst sind (Abb 4.2). Die Ausgabe ist in
Spalten gegliedert, wobei die ersten beiden Spalten die Sequenznamen fir die
Suchsequenz und den Treffer enthalten. Darauf folgen die Identitat (in %), die
Alignmentlange, die Anzahl der Positionen, die keinen Treffer bilden und die Anzahl
der eingefligten Licken. Bei den folgenden vier Spalten handelt es sich um die
Start- und Endposition in der Suchsequenz und dem Treffer. AbschlieBend folgen
der Erwartungswert und der bitscore. Die Standardausgabe enthalt zusatzlich das
paarweise lokale Alignment der beiden Sequenzen und ist daher interessant fur Falle,
in denen wenige Suchen durchgefihrt, und manell untersucht werden sollen.

(1) (2) (3) (4) (5) «
gi|90654904|gb|ABD96051.1| 110807394 29.87 231 135
gi|90654904|gb|ABD96051.1| 74314416 30.77 208 121 90 288

6) (7) (8) «
7
6
gi|90654904|gb|ABD96051.1| 82778917 30.77 208 121 6 90 288
6
6

71 288

) (10) (11) (12)

220 le-16 85.1

200 2e-16 84.0

200 2e-16 84.0
gi| 90654904 |gb|ABD96051.1| 82546265 30.77 208 121 90 288 0
gi| 90654904 |gb|ABD96051.1| 56480481 30.77 208 121 90 288 2

200 2e-16 84.

9
4
7
7
7
1 194 3e-16 83.

Abbildung 4.2: Beispiel einer BLAST-Ausgabe im tabellarischen Format, das in
dieser Arbeit als Eingabe verwendet wurde. Die Spalten bedeuten: Suchsequenz (1),
Treffersequenz (2), Identitat (3), Alignmentlange (4), Nichttreffer (engl. mismatch) (5),
Lickenbereiche (6), Anfang und Ende der Suchsequenz (7,8) beziehungsweise der
Treffersequenz (9,10), Erwartungswert (11) sowie der bitscore (12)

4.3.2 Ausgaben / Zwischenformate

Die meisten Ausgaben werden in der Form von Textdateien mit Tabulator bzw. Leerze-
ichen getrennten Feldern oder einfachen Listen gespeichert. Die Beschreibungen der
einzelnen Formate erfolgt in den Methodenbeschreibungen bei den entsprechenden
Programmen.

4.4 Rechner

Ein groBer Teil der Berechnungen flur diese Arbeit wurde auf Standardrechn-
ern mit Linux beziehungsweise MAC OSX Betriebssystem durchgefihrt. GréBere
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Berechnungen wurden teilweise auf den Servern Jukes und Horst (jeweils acht
Prozessorkerne) beziehungsweise auf dem Hybrid-Cluster Gauss® (derzeit 524
Prozessorkerne) des Zentrums fir Informations und Medientechnologie (ZIM) der
Heinrich-Heine-Universitat durchgefuhrt.

Shttp://www.zim.uni-duesseldorf.de/hpc/hpc-infrastruktur/bull-cluster
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5 Wie a-proteobakteriell sind
o-Proteobakterien?

Teile der Analysen, die in diesem Kapitel prasentiert werden, wurden bereits verof-
fentlicht in:

» C. Esser, W. Martin and T. Dagan. The origin of mitochondria in light of a
fluid prokaryotic chromosome model. Biol Lett, 3(2):180-184, Apr 2007.

5.1 a-Proteobakterien und der Vorfahr der
Mitochondrien

In der Biologie herrscht Einigkeit dartber, daf3 die Mitochondrien von freilebenden
Prokaryoten abstammen, und daf3 dieses Organell nur einmal im Laufe der Evolution
entstanden ist (Gray et al., 1999; Dolezal et al., 2006). Die Frage nach dem
Verwandtschaftsbereich und den Eigenschaften des Vorfahren der Mitochondrien
wird dagegen weiterhin diskutiert (Martin et al., 2001; Cavalier-Smith, 2002, 2009).
Schon seit langerem liegt der Fokus dabei auf den Purpurbakterien (John und
Whatley, 1975), die inzwischen als «-Proteobakterien bekannt sind (Stackebrandt
et al., 1988).

Eine methodische Vorgehensweise um dieses Problem anzugehen ist, Gene die im
Mitochondrium kodiert sind mit denen freilebender Prokaryoten zu vergleichen. Mit
einer solchen Methode wurde mit Hilfe der 16S rRNA Agrobacterium tumefaciens
als nachster Verwandter des Mitochondriums identifiziert (Yang et al., 1985). Neuere
Studien ordnen den Vorfahren der Mitochondrien in die Ordnung der Rickettsiales ein,
die zum grof3en Teil aus parasitischen Organismen mit stark reduzierten Genomen
besteht (Lang et al., 1999; Emelyanov, 2003). Andere Studien deuteten auf Rickettsia
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prowazekii (Andersson et al., 1998) hin, beziehungsweise einen Vorlaufer von
Rickettsia und Wolbachia (Wu et al., 2004), wahrend andere Quellen freilebende
Arten mit gréBeren Genomen mit dem Vorfahren in Verbindung bringen (Esser et al.,
2004).

Ein anderer Ansatz versucht herauszufinden welche Stoffwechselwege im Mito-
chondrium ablaufen ohne die Frage nach dem nachsten Nachbarn zu stellen
(Gabaldén und Huynen, 2003). Eine weitere Methode untersucht kernkodierte Gene
die in Mitochondrien und Hydrogenosomen gemeinsam vorkommen und leiten
physiologische Eigenschaften des gemeinsamen Vorfahren ab (Embley und Martin,
2006; van der Giezen und Tovar, 2005).

Der nachste Nachbar des Mitochondriums unter den freilebenden o-Proteobakterien
ist weiterhin unbekannt (Lang et al., 1999; Esser et al., 2004). Die Zusammensetzung
der Genome von Bakterien ist variabel und andert sich im Laufe der Zeit durch Mu-
tationen, den Verlust von Genen und lateralen Gentransfer (Lawrence und Ochman,
1998; Martin, 1999; Kunin et al., 2005; Lerat et al., 2005). Im Folgenden sollen 47.143
Proteine von 18 vollstandig sequenzierten a-Proteobakterien auf inre Verwandtschaft
zu anderen Prokaryoten untersucht werden.

5.2 Vorgehensweise der vorliegenden Genomanalyse

Die Genome von 18 a-Proteobakterien', inklusive des als unklassifiziertes Pro-
teobakterium geflhrten Stammes Magnetococcus MC-1, und zusétzlich sechs Genome
von Mitochondrien® wurden als Referenzen beim NCBI heruntergeladen. Fiir jedes
Protein wurde eine Suche in einer Datenbank bestehend aus 231 prokaryotischen
Genomen durchgefihrt (Altschul et al., 1997). Details zu den verwendeten Genomen
finden sich im Anhang auf Seite 104 und in Tabelle 4.1.

Als Ausgangspunkt fur die Analyse dienen die Ergebnisse einer BLAST- Datenbank-
suche von 18 a-Proteobakterien-Genomen in den Sequenzen von 231 vollstandig
sequenzierten prokaryotischen Genomen in tabellarischer Form (Siehe Seite 24).

Um die BLAST-Ausgaben einlesen und verarbeiten zu kénnen wurde das PERL-
Skript tbpt .pl (engl. tabular blast parsing tool) erstellt. Es liest die Ausgabe dieser

Tftp://ftp.ncbi.nih.gov/Genoms/Bacteria/
2ftp://ftp.ncbi.nih.gov/Genoms/MITOCHONDRIA/
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Referenz Datenbank
Genome von: BLASTP 231
18 a-Proteobakterien > prol((;aerxgtlnfghe
6 Mitochondrien
Auswahl des besten Treffers in 1
jeder Gattung
FASTA-Datei BLAST-Ergebnisse
1ClustalW
Alignment BBH
1 SEQBOOT NEIGHBOR CONSENSE
100
100 . 100
Replikate Dlstgnz Baume BRI N
matrizen
PROTDIST

Auswahl des nachsten
Nachbarn in einem NJ-Baum

Abbildung 5.1: Schema des Arbeitsablaufes fir die Analyse der Struktur a-
proteobakterieller Genome. Die einzelnen Schritte werden im Text erlautert.
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Tabelle 5.1: Erforderliche Eingaben fiir tbpt .pl

Eingaben

BLAST-Datei Ausgabe der Datenbanksuche in tabellarischer Form, bei
Benutzung von Standardsequenzdaten wie sie auf der Webseite
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) erhéltlich
sind

Gl-Liste Eine Liste tber die den GI-Nummern der einzelnen Proteine das
Genom aus dem sie stammen zugeordnet wird.

TAXFILE Eine Datei die die taxonomischen Daten fir jede im Datensatz
enthaltene Spezies enthélt

BLAST-Datenbanksuche ein und gleicht sie mit taxonomischen Daten, die tber eine
Taxonomiedatei zur Verfigung gestellt werden, ab. Die Ausgabe ist eine Matrix, in
der fUr jedes Referenzgenom aufgeflihrt ist, wieviele nachste Nachbarn in den in der
Taxonomiedatei spezifizierten taxonomischen Gruppen liegen.

1. Einlesen der Taxonomie-Informationen (.tax-File)
2. Einlesen der Gl-Liste

3. Einlesen der tabellarischen BLAST-Ergebnisse

a) Uberpriifen der Schwellenwerte
b) Auswahl des nachsten Nachbarn auBerhalb der Gattung der Suchsequenz

c) Uberpriifung der taxonomischen Einordnung des besten Treffers

4. Ausgabe einer Tabelle mit den nachsten Nachbarn fiir jedes Suchgenom in den
betrachteten taxonomischen Einheiten

FUr die hier prasentierten Ergebnisse erfolgte die Aufteilung der Datenbank in
Stamme (lat. Phyla), die Proteobakterien wurden in ihre Klassen aufgeteilt. Die
genaue Aufteilung der Gruppen ist im Anhang auf Seite 110 beschrieben.

Schritt 2 (b) wurde mit unterschiedlichen Methoden durchgefihrt:

BBH (engl. best-blast-hit) Als nachster Nachbar wird der beste Treffer in einer
BLAST-Datenbanksuche ausgewahilt.

NJ Fir jede Gattung wurden die besten Treffer in einer BLAST- Datenbank-
suche ermittelt und deren Sequenzen in eine Fastadatei geschrieben.
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(610) # Definitions of Taxa

Co D Organism Group Active
AC ID 001 Acinetobacter sp. ADPL 0315 1
AC ID 002 Aeropyrum pernix K1 5100 1
AC ID 003 Agrobacterium tumefaciens str. C58 0311 1
AC ID 004 Anaplasma marginale str. St. Maries 0311 1
AC ID 005 Aquifex aeolicus VF5 3210 1
AC ID 006 Archaeoglobus fulgidus DSM 4304 5110 1
AC ID 007 Azoarcus sp. EbN1 0312 1
(610) # Definitions of Taxonomic groups

CO Group Identifier

FA Crenarchaeota 5100

FA Euryarchaeota 5110

FA Nanoarchaeota 5120

FA Actinobacteria 3200

FA Aquificae 3210

FA Bacteroidetes 3220

FA Chlamydiae 3230

FA Chlorobi 3240

FA Chloroflexi 3250

FA Cyanobacteria 3260

FA unidentified 9000

FA DUPLICATION 0001

FA NO_HITS 9991

FA TOO_SHORT 9992

FA ERRORS 9993

FA PROTEINS 9999

Abbildung 5.2: Taxonomiedatei fir die Verwendung mit tbpt.pl. Die mit AC
beginnenden Zeilen definieren Taxoneintrage, in denen jedem Genom eine Gruppe
zugeordnet wird. Die Spalte ,Active” ermdglicht es eine Auswahl an Genomen zu
treffen. Die Genome, bei denen hier eine 0 eingetragen ist, werden automatisch bei
der Bearbeitung ignoriert. Diese Funktion wurde fir die statistische Uberpriifung der
Daten benutzt. Die entsprechenden Gruppen werden in den mit FA beginnenden
Zeilen definiert. Alle Ubrigen Zeilen werden von dem Programm beim einlesen
ignoriert und kénnen fir Kommentare benutzt werden. Die Anfangsbuchstaben CO
wurden jedoch fir den Fall einer zukiinftigen Erweiterung fir Kommentare reserviert.
Die Spalten sind durch Tabulatorzeichen getrennt.
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Mit dieser wurde mit Clustalw ein multiples Alignment erstellt aus
dem mit den Programmen des PHYLIP-Paketes neighbor-joining Baume
erstellt wurden. In diesen wurde der nachste Nachbar bestimmt, indem
das Taxon mit der geringsten Anzahl an Kanten zwischen sich und
der Suchsequenz und, falls dieses Kriterium nicht ausreicht, mit der
geringsten phylogenetischen Distanz gesucht wird.

NJ 90 %  Diese Methode entspricht der NJ-Methode, allerdings wurden die phy-
logenetischen Analysen mit Bootstrapping und 100 Replikaten durchge-
fihrt. Nachste Nachbarn wurden nur berlcksichtigt wenn in mindestens
90 % der Baume der Nachbar innerhalb derselben taxonomischen
Gruppe zu finden war.

ML Es werden ebenfalls Alignments erstellt, aus denen dann maximum-
likelihood-Baume mit dem Programm phyML erstellt werden. In diesen
Baumen wurde wie oben beschrieben der nédchste Nachbar ermittelt.

Wie im Arbeitsablauf (Abb. 5.1 auf Seite 28) ersichtlich ist, wurde die Analyse mit zwei
Methoden durchgefihrt. Zunachst in einem einfachen Ansatz, in dem der nachste
Nachbar als der beste Treffer einer BLAST-Datenbanksuche definiert wurde, der
nicht aus derselben Gattung stammt wie die Suchsequenz. Da friihere Analysen
(Koski und Golding, 2001) zeigten, daf3 dieser Ansatz nicht immer zu korrekten
Ergebnissen fluhrt, wurde zur Kontrolle eine weitere Analyse durchgefihrt. In diesem
komplexeren Ansatz wurden die besten Treffer jeder Gattung gesammelt. Fir den
Fall, dal3 es mindestens zwei Treffer gab, wurden mit diesen Treffern Alignments
berechnet, aus denen mit Hilfe der neighbor-joining-Methode (Saitou und Nei, 1987)
phylogenetische Baume erstellt wurden. Daflir wurden die Programme segboot,
protdist, neighbor und consense aus dem PHYLIP-Paket (4.2.4) mit den
Standardeinstellungen verwendet. Fir die Bootstrapanalyse wurden 100 Replikate
erstellt.

Um eine Automatisierung der phylogenetischer Analysen zu ermdglichen wurde das
PERL-Skript tree-o-mat.pl entwickelt. Es dient zur Automatisierung standardisierter
Ablaufe fur die Erstellung phylogenetischer Baume. Der Ausgangspunkt dafir ist
in der Regel eine Liste von FASTA-Dateien, die die zu bearbeitenden Sequenzen
enthalten. Diese werden mit dem Programm Clustalw aligniert. AnschlieBend
werden entweder mit Hilfe der Programme des PHYLIP-Paketes neighbor-joining
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TBPT
Tabular Blast Parsing Tool

The program ./tbpt 008.pl has been started on
Fri Nov 2 10:05:18 2007 with the following options:

g cyano.gi
G standard.group

Using settings from standard.group

*** Settings ***

E-Value < 1le-20 (default)
Length > 49 (default)
Ident. > 24 (default)
Score > 0 (default)

Best hit selected on ident (default)

Reading GI-List cyano.gi
Processing Inputfile(s)

file 1 / 374 results/CB _0000.fasta.blastp 100 Sequences
file 2 / 374 results/CB _0001.fasta.blastp 100 Sequences
file 3 / 374 results/CB _0002.fasta.blastp 100 Sequences
file 4 / 374 results/CB _0003.fasta.blastp 100 Sequences
file 5 / 374 results/CB _0004.fasta.blastp 100 Sequences
file 372 / 374 results/CB 0372.fasta.blastp 100 Sequences
file 373 / 374 results/CB 0373.fasta.blastp 99 Sequences
file 374 / 374 results/CB 0375.fasta.blastp 54 Sequences

CB1 CB2 CB3 CB4 CB5
DUPLICATION 0001 0 0 0 0 0
Proteobacteria 0310 3 2 1 3 0
Alphaproteobacteria 0311 31 19 22 36 32
Betaproteobacteria 0312 5 13 2 11 8
Deltaproteobacteria 0313 4 4 2 7 5
Epsilonproteobacteria 0314 1 6 3 5 0
Gammaproteobacteria 0315 22 26 25 29 24
Actinobacteria 3200 4 6 6 3 6
Aquificae 3210 2 0 1 0 0
Bacteroidetes 3220 0 6 0 5 1
Chlamydiae 3230 4 2 3 0 2
Chlorobi 3240 1 1 1 0 2
Chloroflexi 3250 1 1 1 2 1
Cyanobacteria 3260 1155 1157 1177 1669 1170
Deinococcus-Thermus 3270 0 1 0 0 0
Firmicutes 3280 18 24 17 5 15
Fusobacteria 3290 1 0 0 0 1
Planctomycetes 3300 2 2 2 6 2
Spirochaetes 3320 4 4 4 5 4
Thermotogae 3330 1 0 1 0 1
Crenarchaeota 5100 1 1 1 0 1
Euryarchaeota 5110 3 4 6 4 4
Nanoarchaeota 5120 0 0 0 1 0
NO_HITS 9991 567 605 546 863 521
PROTEINS 9999 1830 1884 1821 2654 1800

This job was finished at Fri Nov 2 10:07:16 2007.

Thank you for using TBPT !

CB6
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Abbildung 5.3: Geklrztes Beispiel einer Ausgabe des Programms tbpt.pl zur
Bestimmung des nachsten Nachbarn mit Hilfe des BBH Kriteriums (Der beste Treffer
in einer BLAST-Datenbanksuche der nicht aus derselben Gattung stammt wie die
Suchsequenz). Zunachst werden die verwendeten Parameter (beziehungsweise falls
nicht gesetzt die Standardwerte (engl. default)) aufgelistet. Nach einer Auflistung der
Eingabedateien folgt eine Tabelle mit den Ergebnissen der Suche. Die zweite Spalte
gibt die ,Gruppenkiirzel“ wieder (siehe Seite 110).
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./query/

./data/
running/
results/
done/

Abbildung 5.4: Empfohlene Verzeichnisstruktur fir die Benutzung des PERL-
Skriptes t ree—o-mat .pl

(Saitou und Nei, 1987) oder mit PhyML (Guindon und Gascuel, 2003) maximum-
likelihood-Baume berechnet. Alle Methoden kénnen beliebig kombiniert werden und
ebenfalls durch Bootstrapping erganzt werden. Wahlweise ist auch die Erstellung
phylogenetischer Netzwerke mit Hilfe von LDDist, NeighborNet und Splits
moglich.

Der Hauptvorteil ergibt sich durch die Méglichkeit parallel mehrere Prozesse starten
zu kénnen. Dadurch missen gréBere Datenmengen nicht vor der Abarbeitung
aufgeteilt werden, was langere Wartezeiten bei ungleichmafiger Aufteilung ver-
meidet. Eine geschickte Verwaltung ermdglicht es dabei auch noch nachtraglich
Prozesse zu starten und so die Geschwindigkeit an die aktuelle Serverauslastung
beziehungsweise die Geschwindigkeitsbedlrfnisse anzupassen. Dies wird durch eine
Ordnerstruktur ermdglicht in der alle abzuarbeitenden Daten als Einzeldateien in
einem Verzeichnis (,query“) vorliegen. Diese werden wéahrend der Bearbeitung in
ein anderes Verzeichnis verschoben (,running®). Nach der Fertigstellung werden die
Ergebnisse in den entsprechenden Ordner (,results”) verschoben und die Quell-
dateien in einen anderen (,done®). Dadurch ist es mdglich auch nachtraglich Prozesse
zu starten und zu beenden falls dies erforderlichsein sollte. Ist das Programm
erfolgreich durchgelaufen, so ist das Verzeichnis mit den Quelldateien und das
Verzeichnis mit den momentan bearbeiteten Dateien leer.

Aus Effizienzgrinden ist es wichtig darauf zu achten, daf3 die Genome nicht in zu viele
Teile zerlegt werden, da sonst die Effizienzsteigerung durch die Nutzung mehrerer
Prozessoren durch eine Uberlastung des Dateisystems zunichte gemacht wird.

FUr die phylogeniebasierten Ansatze wurde der nachste Nachbar, durch die minimale
Distanz zwischen Suchsequenz und einer beliebigen anderen Sequenz in einem
phylogenetischen Baum im Newick-Format bestimmt. Das Perl-Skript nt fp.p1 (engl.
Newick Tree File Parser) liest einen phylogenetischen Baum im Newick-Format
ein und ist in der Lage, unterschiedliche Werte aus dem Baum auszulesen. Der
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Tabelle 5.2: Bendtigte Eingaben flr das Skript nt fp.pl das nachste Nachbarn in
Newickbaumen identifiziert. Neben der Taxonomiedatei und der Gl-Liste, die bereits
im vorherigen Schritt bei der Bearbeitung der BLAST-Ausgaben bendtigt wurden, ist
das eine spezielle Ausgabe aus dem vorherigen Schritt, Baume im Newickformat und
die Eingabe einer Referenz.

Datei Inhalt

TBPT Ausgabe Ausgabe der Datenbanksuche in tabellarischer Form, bei
Benutzung von Standardsequenzdaten wie sie auf der Webseite
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) erhaltlich
sind

TAXFILE Eine Datei, die die taxonomischen Daten fir jede im Datensatz
enthaltene Spezies enthalt

Gl-Liste Eine Liste tUber die den GI-Nummern der einzelnen Proteine das
Genom aus dem sie stammen zugeordnet wird

Des Weiteren mul3 eine Referenz angegeben werden, zu der der
nachste Nachbar bestimmt werden soll

Hauptzweck ist die Ermittlung des nachsten Nachbarn einer Sequenz. Dabei wird
eine Matrix erstellt, in der die Anzahl an Kanten zwischen den einzelnen Sequenzen
eingetragen wird und eine weitere, in der die Distanzen auf dem Weg von einem OTU
zu einem anderen addiert werden. Der nachste Nachbar ist dabei der OTU mit der
geringsten Anzahl von Kanten zu der Suchsequenz. Sollte es mehrere Méglichkeiten
geben, wird die Distanz als zweites Kriterium herangezogen. Dieses Vorgehen wird
in Abbildung 5.5 illustriert.

Als Eingabe benutzt das Skript neben Baumen im Newick-Format die gleiche Sorte
Taxonomiedateien wie das Skript zum Einlesen von BLAST Ausgaben. Die Ausgabe
enthalt fir jeden Baum eine Liste der enthaltenen Taxa und den Abstand in Kanten
und in phylogenetischer Distanz zum Referenzgenom.

5.3 Bester Treffer in einer BLAST-Datenbanksuche

Den groBten Anteil an a-proteobakteriellen nachsten Nachbarn (basierend auf besten
BLAST-Treffern (BBH — engl. best blast hit) wies mit 91,9 % Sinorhizobium meliloti
auf (Abb. 5.6), der niedrigste Anteil fand sich mit 63,9 % bei Magnetospirillum
magnetotacticum. Magnetococcus sp. wies mit 32,6 % zwar einen noch niedrigeren
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a)
Suchsequenz
Spezies C
3 Kanten
Spezies A
2 Kanten
Spezies D
3 Kanten
b)
Suchsequenz
Spezies A Spezies C
p
3 Kanten 3 Kanten
0,8 1,2
Spezies B Spezies D
3 Kanten 3 Kanten
0,9 1,25

Abbildung 5.5: Beispiel zur Bestimmung des nachsten Nachbarn in einem
phylogenetischen Baum. Es werden zunachst flir jede Sequenz im Baum die Anzahl
der Kanten zwischen ihr und der Suchsequenz bestimmt. Zuséatzlich wird die Distanz
des kirzesten Weges zwischen den betrachteten Sequenzen addiert. In Beispiel a)
wird das erste Kriterium angewendet. Spezies A wird als nédchster Nachbar bestimmt,
da der kirzeste Weg die niedrigste Anzahl an Kanten zur Suchsequenz hat. Die
Distanz wird nicht betrachtet. In Beispiel b) weisen vier Sequenzen die gleiche Anzahl
an Kanten auf, daher wird auf die Distanzen als zweites Kriterium zurtckgegriffen.
Sequenz A wird hier ebenfalls ausgewahlt, da es die kiirzeste Gesamtdistanz zu der
Suchsequenz hat.
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b)

Homo sapiens (8)
Malawimonas jakobiformis (24)

I |
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Marchantia polymorpha (33) I _
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I S

Reclinomonas americana (45)
Spizellomyces punctatus (9)

Triticum aestivum (20) _

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

[ ] a-Proteobacteria  [[] 5-Proteobacteria  [Jl] Actinobacteria  [I1] Chlamydiae [__| Cyanobacteria [ Fusobacteria [l Thermotogae
El p —Proteobacteria - & —Proteobacteria - Aquificae |:| Chlorobi |:| Deinococcus - Planctomycetes |:| Crenarchaeota

- y-Proteobacteria - Proteobacteria - Bacteroidetes |:| Chloroflexi - Firmicutes - Spirochaetes |:| Euryarchaeota
Abbildung 5.6: Verteilung der nachsten Nachbarn von a) «-proteobakteriellen

Genen und b) mitochondrial kodierten Genen auf der Basis von reziproken besten
Treffern in einer BLAST-Datenbanksuche.
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Anteil an nachsten Nachbarn (BBH) innerhalb der «a-Proteobakterien auf, erhielt
jedoch einen Sonderstatus, weil es als unklassifiziertes Proteobakterium gilt. Im
Schnitt wiesen 77,1% der Proteine aller untersuchten Genome einen nachsten
Nachbarn innerhalb der a-Proteobakterien auf. Die Ubrigen nachsten Nachbarn lagen
hauptsachlich in den anderen Klassen der Proteobakterien: 0,4—8,7 % in den -, 2,8—
14,5% in den y-, 0,0-2,4 % in den 6- und unter 0,8 % in den e-Proteobakterien. 1,3—
13,7 % der nachsten Nachbarn lagen sogar auBBerhalb des Phylums. Von den Ubrigen
Phyla fanden sich die meisten nachsten Nachbarn in den Actinobakterien (2,0%), den
Cyanobakterien (1,4%) und den Firmicutes (1,4 %).

Fir Magnetococcus war die Verteilung insbesondere bei der Aufteilung der pro-
teobakteriellen Gruppen anders als bei den anderen untersuchten Genomen: Der
Anteil an nachsten Nachbarn innerhalb des eigenen Phylums liegt bei 32,6 % (a-
), 13,3% (B-), 24,4% (y-), 12,1 % (6-) und 1,0% in den e-Proteobakterien. Auch
bei den nachsten Nachbarn wurde Magnetococcus in einer eigenen Kategorie
als (unklassifiziertes) Proteobakterium geflihrt. Wahrend im Mittel nur 0,5% der
Genome ihren nachsten Nachbarn innerhalb von Magnetococcus fand, ist dies bei
Magnetospirillum fiir 2,4 % der Gene der Fall.

Neben nachsten Nachbarn innerhalb der Eubakterien wiesen im Schnitt 0,5% der
untersuchten Genome auch nachste Nachbarn in der Doméne der Archaebakterien
auf. Die groB3te Anzahl archaebakterieller Treffer wies mit 54 Magnetospirillum auf,
den héchsten Anteil aufgrund des kleineren Genoms hatte Magnetococcus mit 1,6 %
(36 Gene) gefolgt von Wolbachia mit 1,1 %.

Diese Aufteilungen wichen signifikant von der taxonomischen Zusammensetzung
der Datenbank ab, das heiB3t der p-Wert war kleiner als 0,05 bei einem y? -
Test mit Bonferroni-Korrektur, und waren daher als nicht zuféllig anzusehen. Die
Zusammensetzung der Datenbank ist in Abbildung 5.8 b) zu sehen. Sie bestand zu
7 % aus Sequenzen von Archaebakterien und zu 93 % aus eubakteriellen Sequenzen.
Davon entstammten 48,6 % Proteobakterien.

Abbildung 5.6 zeigt die Daten nur flr den Anteil der Daten, fUr die eine Aussage
Uber den nachsten Nachbarn getroffen werden kann. In Abbildung 5.7 wird gezeigt,
fir wieviele Gene das der Fall ist. Wahrend sich fir Rickettsia conori nur far 47,6 %
der Gene ein nachster Nachbar, der den Anforderungen genigt, finden laBt, weisen
bei Sinorhizobium meliloti 88,1 % einen nachsten Nachbarn auf. Insgesamt laBt sich
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Agrobacterium tumefaciens (4555) [
Bartonella henselae (1488) |
Bradyrhizobium japonicum (8314) |

Brucella melitensis (3196)
Brucella suis (3264) [
Caulobacter crescentus (3733)
Magnetococcus (3502) [
Magnetospirillum magnetotacticum (10082 [
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Novosphingobium aromaticivorans (3765) [
Rhodobacter sphaeroides (4199) [
Rhodopseudomonas palustris (4811)
Rhodospirillum rubrum (3761) I
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Reclinomonas americana (67)
Spizellomyces punctatus (29)
Triticum aestivum (38) ! . . . ' ' I
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Abbildung 5.7: Anteil der a-proteobakteriellen Gene mit nachstem Nachbarn (BBH-
Methode). Die Gene die keinen nachsten Nachbarn aufweisen (grauer Anteil) erfullen
die Schwellenwerte nicht.

fir 17.953 (26,6 %) der untersuchten Gene kein nachster Nachbar finden. Hier liegt
Magnetococcus mit 36,2 % Uber dem Durchschnitt.

Die Verteilung der nachsten Nachbarn fir mitochondrial kodierte Gene mit der BBH
Methode, die in Abb. 5.6 b) gezeigt wird, ist ahnlich wie die der a-Proteobakterien.
Da hier nur Gene, die im Mitochondrium kodiert werden, beriicksichtigt wurden
und nicht auch solche, deren Genprodukte spater in dieses transportiert werden,
war die GréBe des Datensatzes hier sehr gering. Nur elf bis 69 Gene stehen
hier fir die Untersuchung zur Verfligung. 90,6 % der mitochondrialen Gene wiesen
proteobakterielle nachste Nachbarn auf, 74,1 % deuteten auf ein «-Proteobakterium
hin. Die groBte Gruppe unter den nicht-Proteobakterien bildeten die Firmicutes, in
denen mit finf Genen 3,6 % aller untersuchten Mitochondriengene ihren nachsten
Nachbarn hatten.
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Abbildung 5.8: a) Verteilung der nachsten Nachbarn von o«-proteobakteriellen
Genen auf der Basis von nachsten Nachbarn in neighbor-joining-Bdumen. Die
Baume wurden aufgrund von 100 Bootstrapreplikaten erstellt. Es wurden nur
Ergebnisse gewertet, in denen der nachste Nachbar in mindestens 90 der
Bootstrapbaume zu derselben Gruppe gehdrte. In b) ist die Zusammensetzung der
verwendeten Datenbank dargestellt.
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|
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Abbildung 5.9: Histogramm der Verteilung der Anzahl der Taxa Uber die
phylogenetischen Baume.

5.4 Der nachste Nachbar in einem
neighbor-joining-Baum (NJ)

FUr die nachsten Nachbarn, die Gber den Weg der neighbor-joining-Baume mit Boot-
strapping erstellt wurden, lieBen sich sich ahnliche Ergebnisse ableiten wie flir die
BBH-Methode (Abb. 5.8). Die gro3e Mehrheit der Gene der o-Proteobakterien hatte
mit im Schnitt 90,3 % einen nachsten Nachbarn in einem anderen o-Proteobakterium
(zwischen 77,6 % bei Magnetospirillum und 97,1 % bei Sinorhizobium). Weitere gro3e
Gruppen bildeten y-Proteobakterien mit im Schnitt 10,7 % bei den a-Proteobakterien
und 24,1% bei Magnetococcus, a-Proteobakterien mit 2,0 % sowie Actinobakte-
rien mit 1,4%. Die angewendete Methode ist wesentlich strikter als die oben
beschriebene. Im Schnitt I&sst sich nur fir 49,1 % der Genome ein nachster Nachbar
bestimmen. Bei Rickettsia conorii konnten nur fir 17,3 % der Gene nachste Nachbarn
bestimmt werden, bei Sinorhizobium waren es 72,3%. Zusatzliche Tests sollten
zeigen, ob es sich bei den Ergebnissen um fundierte Berechnungen handelt oder
ob es sich um die Produkte von Zufallen und Artefakten handeln kénnte.

Abbildung 5.9 ist ein Histogramm Uber die Anzahl der Taxa je Baum fiur die
der Abbildung 5.8 zugrunde liegenden Daten. Ein groBer Teil der Baume weist
erwartungsgemarn eine geringe Anzahl an Taxa auf. Die Datensatze die hier als zwei
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a) nachster Nachbar in Baumen mit mindestens 15 Taxa
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Mesorhizobium loti (455) i [T T
I

Rhodopseudomonas palustris (426) [ 1 |I||]
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Abbildung 5.10: In a) ist ein weiterer Datensatz gezeigt, der mit der NJ-Methode
berechnet wurde. Hierbei wurden alle Baume, die weniger als 15 Taxa enthielten,
ausgeschlossen, so daf3 nur relativ weit verbreitete Gene in die Ergebnisse eingehen.
Abbildung b) zeigt die Auswirkung der Baumkonstruktionsmethode auf die Verteilung
der nachsten Nachbarn. In der oberen Zeile befindet sich das Ergebnis fur
Bradyrhizobium japonicum wie in Abb. 5.6. In der unteren findet sich die Verteilung
bei Verwendung der maximum-likelihood-Methode.

41



Wie a-proteobakteriell sind a-Proteobakterien?

a) Rhizobiales, BBH
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Abbildung 5.11: Der EinfluB der Genomauswahl auf die Ergebnisse I|: In a)
finden sich die Ergebnisse berechnet mit der BBH-Methode, fiir die in der Analyse
enthaltenen Genome der Rhizobiales. Flr die Ergebnisse in b) wurden Treffer
innerhalb der Rhizobiales nicht berlcksichtigt. Das hei3t nicht nur Gene der eigenen
Gattung wurden ausgeschlossen, sondern auch Gene der eigenen Ordnung.

Taxa aufgefuhrt werden, wurden im Ansatz mit Bootstrappen nicht verwendet. Bis zu
der Zahl von acht Taxa pro Baum fiel die Haufigkeit gleichmaBig ab. Zwischen 8 und
19 Taxa waren die Ergebnisse sehr &hnlich verteilt, um nach einer Spitze bei 19 Taxa
stark abzufallen.

Abbildung 5.10 enthalt einen Teil des neighbor-joining-Datensatzes ohne Bootstrap-
ping. Hierbei wurden nur Gene berlcksichtig, bei denen die berechneten Baume
mindestens 15 Taxa enthielten. Der Anteil der nachsten Nachbarn innerhalb der
a-Proteobakterien lag hier zwischen 79,0 % bei Magnetospirillum und 99,1 % bei
Wolbachia. Fur Magnetococcus lag der Anteil bei 27,8 % und war damit genauso grof3
wie der Anteil der 6-Proteobakterien. Insgesamt war die Anzahl der berticksichtigten
Gene deutlich geringer als bei den anderen Ansatzen und betrug zwischen 200
Genen bei Rickettsia conorii und 657 bei Magnetospirillum.

In phylogenetischen Analysen hat neben der Methode zur Berechnung der Align-
ments auch die Wahl der Rekonstruktionsmethode fir den phylogenetischen Baum
oft einen EinfluB auf das Ergebnis. Durch die gro3e Anzahl der durchzufiihrenden
Berechnungen fiel die Wahl hier auf die relativ schnelle neighbor-joining-Methode
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Tabelle 5.3: Reihenfolgen, in denen die Genome zu der in Abb. 5.12 gezeigten

Analyse hinzugefugt wurden.

|| wachsende Distanz | sinkende Distanz zufallig |
Rhodopseudomonas Rhodospirillum Brucella
Brucella Rhodobacter Sinorhizobium

Sinorhizobium

Novosphingobium

Mesorhizobium

Mesorhizobium

Magnetospirillum

Bartonella

]
2

3

4

5 Bartonella Wolbachia Agrobacterium

6 Agrobacterium Ehrlichia Caulobacter

7 Caulobacter Anaplasma Silicibacter

8 Silicibacter Rickettsia Zymomonas

9 Zymomonas Magnetococcus Gluconobacter
10 Gluconobacter Gluconobacter Magnetococcus
11 Magnetococcus Zymomonas Rickettsia

12 Rickettsia Silicibacter Anaplasma

13 Anaplasma Caulobacter Ehrlichia

14 Ehrlichia Agrobacterium Wolbachia

15 Wolbachia Bartonella Magnetospirillum
16 Magnetospirillum Mesorhizobium Novosphingobium
17 | Novosphingobium Sinorhizobium Rhodobacter
18 Rhodobacter Brucella Rhodospirillum
19 Rhodospirillum Rhodopseudomonas Brucella

(Saitou und Nei, 1987). Um zu testen welchen EinfluB die Wahl der Rekon-
struktionsmethode auf diese Art von Analyse hat wurden die Berechnungen fir
Bradyrhizobium japonicum mit der maximume-likelihood-Methode (Felsenstein, 1973)
unter Verwendung der Standardeinstellungen wiederholt (Abbildung 5.10). Der obere
Balken gibt das Ergebnis aus Abbildung 5.6 wieder, der Zweite das Ergebnis der
Analyse der maximum-likelihood-Baume.

Des Weiteren ist es mdglich, dalB3 die Auswahl der Daten einen Einflu3 auf die
Ergebnisse hatte. So ist beispielsweise zu erwarten, dafB3 die Wahrscheinlichkeit
in einer groBen taxonomischen Gruppe einen Treffer vorzufinden gréBer ist, als in
einer kleinen. Zu diesem Zweck wurden zwei Tests durchgefihrt. Zunachst wurde
eine ganze Ordnung aus dem Ergebnisbereich ausgeschlossen (Abbildung 5.11).
Die Rhizobiales sind eine Ordnung innerhalb der a-Proteobakterien, zu denen auch
einige der untersuchten Genome gehdren. Fir diese wurde nun nicht nur die Gattung
sondern die gesamte Ordnung aus der Ergebnismenge entfernt. Dadurch verschoben
sich die Ergebnisse in Richtung der nicht a-Proteobakterien.
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Anteil nachster Nachbarn (BBH) in den a.—Proteobakterien
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Anzahl der o—Proteobakteriengenome

Abbildung 5.12: Der EinfluB der Genomauswahl auf die Ergebnisse II: Die Abbildung
beschreibt den Anteil der Gene mit o-proteobakteriellen Treffer flr Bradyrhizobium
faponicum. Die x-Achse bezeichnet die Anzahl der in der Datenbank enthaltenen «-
proteobakteriellen Genome. Die Genome wurden in drei verschiedenen Reihenfolgen
hinzugeflgt. Die rote Kurve beschreibt die Reihenfolge in der zun&chst die
entferntest verwandten Genome hinzugefligt wurden. Die griine Kurve beschreibt
den gegensétzlichen Ansatz. Fir die blaue Kurve wurden die Genome in einer
zufélligen Reihenfolge zur Datenbank hinzugefiigt. Tabelle 5.3 gibt eine Auflistung
der verwendeten Reihenfolgen wieder.
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In einem weiteren Ansatz wurde die Datenbank sukzessive um Genome erweitert
(Abb. 5.12). Begonnen wurde mit einer Datenbank ohne a-Proteobakterien. Die
Anzahl der proteobakteriellen Genome wurde in unterschiedlicher Weise erhdht.
Zunachst wurden die Genome in der Reihenfolge absteigender Distanz zu Bradyrhi-
zobium japonicum hinzugefugt. FUr jeden Ansatz wurde der Anteil der Gene mit -
proteobakteriellem nachsten Nachbarn (BBH-Methode) bestimmt. Im zweiten Ansatz
wurde die gegenlaufige Reihenfolge verwendet, und zuletzt eine zufallige Reihen-
folge. Die Distanz wurde anhand der paarweisen Distanz der 16S rRNA bestimmt. Bei
ansteigender Reihenfolge und bei der zufélligen Auswahl stieg der Anteil schnell auf
ein Niveau an, das nur knapp unter dem des vollen Datensatzes lag. Bei absteigender
Distanz stieg der Anteil langsamer Uber einen langeren Bereich an und erreichte erst
mit dem letzten hinzugeflgten Genom das Niveau des Originaldatensatzes.

5.5 Magnetococcus Phylogenie

In den Ergebnissen lief3 sich erkennen, dal3 das Genom von Magnetococcus eine von
a-Proteobakterien abweichende Zusammensetzung hatte, in der aber die nachsten
Nachbarn der Gene, unabhangig von der Methode, zum Grof3teil innerhalb der
o-Proteobakterien lagen. Um die taxonomische Stellung von Magnetococcus zu
beurteilen, wurde die 16S rRNA verschiedener Proteobakterien mit der von Magneto-
coccus verglichen, indem ein Alignment mit den jeweiligen Sequenzen erstellt wurde.
Dieses wurde mit splitstree und der NeighbourNet-Methode als Grundlage fir
ein phylogenetisches Netzwerk verwendet. Magnetococcus zweigte dabei basal zu
den a-Proteobakterien ab. Das heif3t es lief3 sich ein Split identifizieren, der Magne-
fococcus zusammen mit den (anderen) a-Proteobakterien zu einer monophyletischen
Gruppe zusammenfal3te. Dieser Split wies eine Bootstrapunterstitzung von 61 % auf.
Auch mit anderen Methoden lief3 sich dieser Split identifizieren und zwar bei neighbor-
Joining mit einer Bootstrapunterstltzung von 73 %, bei maximum-likelihood mit einer
Unterstitzung von 45 %.
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Abbildung 5.13: Phylogenetisches Netzwerk von Magnetococcus und anderen
Proteobakterien erstellt mit der NeighborNet-Methode (Huson und Bryant, 2006)
aus 16S rRNA-Sequenzen verschiedener Proteobakterien. Die einzelnen Gruppen
sind farbig markiert. Der rot hervorgehobene Split der Magnetococcus und die a-
Proteobakterien von den Ubrigen Klassen trennt, hat eine Bootstrapunterstitzung
von 73% mit der neighbor-joining Methode und 45% mit der maximum-likelihood-

Methode.
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6 Identifizierung konservierter
Genreihenfolgen bei E. coli und
Verwandten

6.1 Syntenie

Viele Methoden zur Analyse von lateralem Gentransfer benutzen Proteincluster
beziehungsweise Proteinfamilien fir ihre Abschatzungen (Atkinson et al., 2009). Da-
her spielt die Qualitat dieser Ausgangsdaten eine essentielle Rolle fir die Qualitat der
Ergebnisse. Da die meisten Methoden ausschlielich Sequenzdaten beziehungsweise
Sequenzahnlichkeiten fur die Erstellung von Proteinfamilien verwendeten, war ein Ziel
der vorliegenden Arbeit durch den Einsatz zusatzlicher Daten die Proteinfamilien zu
verbessern.

Der Begriff Syntenie wurde urspriinglich aus dem Griechischen (syn = zusammen,
tainia = Band) abgeleitet und bezeichnete Genorte, die auf demselben Chromosom
zu finden waren. Inzwischen wird auch von Syntenie gesprochen, wenn Gene in
verschiedenen Organismen dieselbe Reihenfolge auf dem Chromosom aufweisen.
Synteniekarten stellen dabei Genabschnitte unterschiedlicher Organismen dar, die
aneinander ausgerichtet werden (Lin et al., 2008; Welch et al., 2002; Szpirer et al.,
1998).

Die Reihenfolge von Genen auf dem Chromosom ist bei eng verwandten Prokaryoten
oft sehr gut konserviert. Mit zunehmender Distanz nimmt die Konservierung rapide
ab und bleibt nur in bestimmten Bereichen erhalten (Tamames, 2001). Operons
sind operative Einheiten, die mehrere funktionell meist zusammengehérende Gene
enthalten. Da hier die Regulation Uber gemeinsame Promotoren erfolgt, ist die
Reihenfolge oft auch Gber enge Verwandtschaftsbereiche hinaus erhalten geblieben.
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Bei der Analyse eukaryotischer Genome spielt die Syntenie eine wesentlich gréBere
Rolle, da die Reihenfolge hier weniger stérenden Einflissen ausgesetzt ist. Beim
Menschen lassen sich groBe Anderungen in der Syntenie mikroskopisch durch
spezielle Farbetechniken erkennen (Karyogramm). Auf diese Weise lassen sich
schwere Erbkrankheiten friihzeitig erkennen (Ichioka et al., 2005).

Bei der Hefe wurde die Syntenie sehr ausgiebig untersucht, da es hier einige Spezies
gibt, bei denen im Laufe der Evolution eine Verdopplung des gesamten Genoms
stattgefunden hat. Hier existiert ein Browser mit dem sich die Genreihenfolge in
den verschiedenen Genomen, sowie bei duplizierten Genomen den einzelnen Kopien
betrachten lasst (Byrne und Wolfe, 2005).

Duplikationen von Genen spielen generell eine grof3e Rolle in der Evolution. Durch
Duplikationen entstehen zwei Paraloge, von denen eine Kopie als Sicherung fungieren
kann, wenn Mutationen in der anderen Kopie auftreten, was den Selektionsdruck
unter Umsténden erheblich verringern kann. Wahrend Paraloge bei allein auf Se-
quenzahnlichkeit basierenden Verfahren gleichwertig behandelt werden, kénnen syn-
teniebasierte Verfahren zwischen den Kopien unterscheiden und so die Geschichte
unterschiedlicher Kopien getrennt verfolgen.

E. coli ist im Bereich der Mikrobiologie einer der wichtigsten prokaryotischen
Modellorganismen und sehr gut untersucht (Blattner et al., 1997). Es ist ein Enter-
obakterium aus dem Stamm der y-Proteobakterien, das auch im Darm des Menschen
vorkommt. Wegen der gro3en Bedeutung in medizinischer, wissenschaftlicher und
auch wirtschaftlicher Hinsicht wurde und wird viel Energie in die Erforschung
dieses Organismus gesteckt. Dadurch stehen eine Vielzahl vollstdndig sequenzierter
Stamme zur Verfligung, was E. coli ebenfalls zu einem sehr interessanten Model-
lorganismus fir die Bioinformatik macht. Die Anzahl der verfigbaren Genome ist
innerhalb der letzten Jahre von neun (2008) auf 28 (2010) angestiegen. Durch die
hohe Sequenzahnlichkeit lassen sich genomweite Analysen durchfihren, die bei
vielen anderen Organismen nur fir wenige Gene moglich waren. Die Reihenfolge
der Gene ist sehr konserviert, so daf3 sich diese Art sehr gut zur Entwicklung von
synteniebasierten Algorithmen eignet (siehe Abbildung 6.1).

Um die Syntenie in Genomen der verschiedenen E. coli Stdmme zu untersuchen,
missen Genfamilien (Cluster) fir die sequenzierten Genome erstellt werden. In
der Bioinformatik werden Gen- oder Proteinfamilien als Ausgangsmaterial flr viele
Analysen verwendet. Die Begriffe Gen und Protein werden in der vorliegenden Arbeit

48



|dentifizierung konservierter Genreihenfolgen bei E. coli und Verwandten
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Abbildung 6.1: Dotplot fir die neun betrachteten E. coli Genome beruhend auf
Alignments von E. coli 536 mit den acht anderen untersuchten E. coli Stdmmen

erstellt mit dem Programm MUMmer.
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synonym verwendet, da es sich bei den verwendeten Nukleotidsequenzen, falls nicht
anders erwahnt, um offene Leseraster (engl. open reading frames — ORFs) handelt,
die fir Proteine kodieren. So werden beispielsweise universelle Proteinfamilien,
in denen von jedem Organismus ein Protein enthalten ist, fir die Erstellung von
Genbaumen und Phylogenien verwendet. AuBerdem kann untersucht werden wie
sich bestimmte Funktionen Uber die Vielfalt der Organismen verteilen.

Eine gangige Methode zur Erstellung von Genfamilien ist das den Markov-Cluster-
Algorithmus nutzende Programm mcl (Enright et al.,, 2002), das hier in der in
Kapitel 4.2.8 beschriebenen abgewandelten Methode verwendet wurde. FUr die
Erstellung von Positionsorthologen wurden neben Sequenzdaten auch Informationen
Uber die Reihenfolge der Gene auf dem Chromosom einbezogen. Die Methode der
Bestimmung sorgt dafir, dai jedes Gen nur in eine Familie eingeordnet werden kann.
Wahrend bei mit anderen Methoden erstellten Clustern auch mehrere Kopien eines
Gens in eine Gruppe eingeordnet werden kdnnen, ist dies hier nicht méglich. Dadurch
lassen sich die verschiedenen Kopien eines Gens in den unterschiedlichen Genomen
verfolgen.

Durch die zusatzlich enthaltenen Informationen lassen sich die verschiedenen Daten-
satze positionsbezogen auswerten, was die Entdeckung von lateralem Gentransfer,
Rekombination und Inversionen wesentlich erleichtert. So 1aBt sich bei Genen
ohne Homologe im betrachteten Datensatz analysieren, ob es sich um ein durch
Mutationen entstandendes Gen (Die Position ist in verwandten Genomen vorhanden,
hat aber keine ausreichende Sequenzidentitdt mehr.) oder um einen lateralen
Gentransfer handelt (In den homologen Bereichen ist an dieser Stelle kein Gen
vorhanden.). Durch die Einbeziehung von Nukleotiddaten Ia3t sich ein moglicher
Genverlust in den anderen Genomen ausschlieBen oder bestatigen.

6.2 Positionsbezogene Sequenzahnlichkeiten auf
Genomebene bei Salmonella

Die Idee Proteinfamilien aufgrund von Syntenie zu erstellen setzt voraus, daf3 es in
allen Abschnitten eines Genoms eine ausreichende Homologie gibt. Eine Analyse

des Genoms von Salmonella typhi sollte zeigen wie die Homologien Uber das Genom
verteilt sind. Zu diesem Zweck wurde das Genom in 500 bp lange Sequenzen zerlegt.
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—_—
Referenz-

genom Zerschneiden in
500 bp Stiicke

BLAST-Suche in

616 Datenbanken

616 Genome

[
|

Ergebnisse werden in der Reihen-
folge des Referenzgenoms farb-
kodiert aufgetragen

Abbildung 6.2: Ablauf der Erstellung eines genomverankerten ldentitatsplots. Das
Referenzgenom wird in gleichlange Abschnitte zerlegt. Jeder dieser Abschnitte wird
in einer Datenbanksuche in allen Genomen der Datenbank gesucht. Die Identitat
des besten Treffers wird in der durch das Referenzgenom vorgegebenen Reihenfolge
eingetragen.
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Jede dieser Sequenzen wurde mit dem Programm blastn (siehe Seite 13) mit einer
Datenbank bestehend aus 616 Genomen verglichen. Dabei entstehen gro3flachige
Plots, bei denen jede waagerechte Linie einem Genom entspricht. Die Reihenfolge
der Genome entspricht ihrer taxonomischen Einordnung. Jede senkrechte Linie
entspricht einem DNA Abschnitt auf dem Referenzgenom und den besten Treffern
in den anderen Genomen. Die Konservierung der Reihenfolge spielt bei diesen
Darstellungen keine groBe Rolle, da nur die Reihenfolge des ReferenzGenoms
bertcksichtigt wird und nicht ausschlaggebend ist, ob ein Treffer als solcher gewertet
wird oder nicht.

Bei dieser Darstellungsform wurde die Nukleotidsequenz eines Organismus in gle-
ichgrof3e Teile zerschnitten. Mit diesen wird eine Datenbanksuche durchgefihrt, und
die Identitat wird farbkodiert dargestellt. Die Darstellung erfolgt dabei in Abhangigkeit
der Reihenfolge der Sequenzabschnitte auf dem Referenzgenom. Die Ergebnisse
wurden in einer Grafik zusammengefasst (Abb. 6.3), in der jede Zeile einem Genom
entspricht und jede Spalte einem 500bp langen Abschnitt des Referenzgenoms.
Die Qualitat des Treffers wurde farbkodiert eingetragen. Kein Treffer oder ein Treffer
unterhalb des Schwellenwerts blieben weil3. Andere Treffer wurden entsprechend der
normalisierten ldentitat von blau tber grin und gelb bis rot eingefarbt. Treffer mit
100 % Identitat wurden in schwarz dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, daf3 auch fir andere Stdmme von Salmonella eine groBe
Abdeckung mit homologen Sequenzabschnitten detektierbar ist. Fur keinen der
Stamme a6t sich eine 100 %ige Abdeckung erzielen. Wéhrend in einigen nah
verwandten Arten (beispielsweise Escherichia coli) der y-Proteobakterien noch einige
Abschnitte zu erkennen sind, beschrankten sich die Bereiche, in denen auch flr
entferntere Arten homologe Sequenzen entdeckt werden konnten, auf sehr wenige
eng begrenzte Bereiche, beispielsweise RNA-kodierende Sequenzen.

Die gleiche Analyse wurde ebenfalls mit einer anderen Variante des Programms
BLAST durchgefihrt: tblastx. Dabei wird eine Nukleotidsequenz mit einer Nuk-
leotiddatenbank verglichen, beide werden aber vorher in alle sechs Leseraster
Ubersetzt. Diese Methode ist unempfindlicher gegen Mutationen und auch bei
Leserasterverschiebungen kdnnen Treffer erzielt werden (Abb 6.4). Es zeigte sich,
daf3 sich die Nutzung der in Aminosduren Ubersetzten Sequenzen durch eine
stark erhdhte Anzahl von Treffern bemerkbar macht. Fir die anderen Stamme von
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Abbildung 6.3: Genomverankerter Identitatsplot fir Salmonella typhi basierend auf
einer Suche von 500 bp langen Sequenzstiicken mit Hilfe von blastn. Auf der Y-
Achse finden sich die Genome sortiert nach ihrer taxonomischen Einordnung. Auf der
X-Achse finden sich die 500 bp langen Sequenzstiicke in der gleichen Reihenfolge
wie auf dem Referenzgenom. Die Reihenfolge der Treffer ist unabhangig von der
Position im Vergleichsgenom. Die Farbkodierung stellt die (auf 500 bp normalisierte)
ldentitdt zwischen der Suchsequenz und dem besten Treffer in dem jeweiligen
Genom dar.
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Abbildung 6.4: Genomverankerter Identitatsplot fir Salmonella typhi basierend auf
einer Suche von 500 bp langen Sequenzstliicken mit Hilfe von tblastx. Auf der Y-
Achse finden sich die Genome sortiert nach ihrer taxonomischen Einordnung. Auf der
X-Achse finden sich die 500 bp langen Sequenzstiicke in der gleichen Reihenfolge
wie auf dem Referenzgenom. Die Reihenfolge der Treffer ist unabhéngig von der
Position im Vergleichsgenom. Die Farbkodierung stellt die (auf 500 bp normalisierte)
Identitat zwischen der lbersetzten Suchsequenz und dem besten Ubersetzten Treffer
in dem jeweiligen Genom dar.
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Salmonella lassen sich fast Uber das komplette Genom Abschnitte mit sehr hohen
Identitaten finden.

Innerhalb der y-Proteobakterien existieren zahlreiche Gattungen, die Gber sehr gro3e
Abschnitte eine hohe Sequenzidentitat aufweisen. Es lassen sich auch in anderen
Stammen der Eubakterien und sogar bei den Archaea Treffer finden.

6.3 Synteniebasierte orthologe Gene (SOGs)

Die bisher beschriebenen Ergebnisse geben die Menge der Homologie zu bes-
timmten Abschnitten eines Referenzgenoms an. Das PERL-Skript synti.pl dage-
gen identifiziert Genfamilien aufgrund ihrer Position im Genom. Dabei handelt es sich
um sogenannte synteniebasierte Orthologe (SOG’s). Die Beurteilung erfolgt dabei
im Gegensatz zu anderen Methoden (Rodelsperger und Dieterich, 2008) nicht auf
der Gensequenz verschiedener Organismen sondern auf der Basis von Proteinen.
Die Proteine werden zundchst aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeit in einer Daten-
banksuche mit dem Programm blastp (Altschul et al., 1997) einander zugeordnet.
Diese Proteine werden jeweils als einzelne Zeichen betrachtet, die innerhalb ihres
Genoms eine bestimmte Position haben. Der Algorithmus versucht nun die Auswahl
der Orthologen so zu treffen, daf3 mdglichst viele Proteine in derselben Reihenfolge
in dem Referenz- und dem Zielgenom vorliegen. Auf diese Weise sollen bei der
Erstellung von Proteinfamilien solche Proteine bevorzugt werden, die nicht unbedingt
die gréBte Sequenzahnlichkeit sondern bei einer ausreichenden Sequenzahnlichkeit
die dhnlichste Position haben.

Synteniekarten dienen zur Veranschaulichung der Reihenfolge von Genen auf den
Chromosomen unterschiedlicher Organismen. Bei Eukaryoten sind sie sehr verbre-
itet, um die Abfolge bestimmter Abschnitte auf den Chromosomen zu vergleichen
(Szpirer et al., 1998). Hier soll versucht werden mittels Syntenie sogenannte Po-
sitionsorthologe zu bestimmen. Dabei wird davon ausgegangen, daf3 die Position
von Genen in einigen Fallen konservierter ist als die Sequenz selber. Dies ist zum
Beispiel dann der Fall wenn ein Gen durch eine Duplikation doppelt vorliegt, so daf3
der Selektionsdruck auf die einzelne Kopie sinkt. Ob dabei auf lange Sicht die Kopie
oder das Original die Funktion Ubernimmt, ist bei vollstdndigen Kopien (inklusive
regulatorischer Abschnitte) ungewi3. Durch die Verwendung des Synteniekriteriums
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E. coli 536 2 O2 D2 O2 D2 >2 >2 >> >
E. coll APEC 01 2 O2 D2 D2 O>2 D2 O2 >2> >
EloFs XX KIS OSSO OS> OS> O o> >
E. coli E24377A 2 D2 o> D2 D> D2 D2 D2 D2 D2 O
E. coli EDL933 L L L KKK 2 o2 D2 D2 O2 O2 O
E. coli HS 2O D2 O2 o2 D2 O2 >2> O
E. coli K12 > > D> O O> OS> S>> >> S>> S>> S>> S>> >
E. coli Sakai CKXLLXK 2 o2 O2 O>2 S>> >2 O
E. coli UTIB9 CL KL KL LKL K2 22 22 22 >2 >2 >2 >2> >
Z> Gen in syntenischer Reihenfolge Z> Beginn eines syntenischen Abschnitts

Gen nicht Ubereinstimmend mit der Referenz Q Inversion

Abbildung 6.5: Beispielhafte Darstellung eines Abschnittes des E. coli Genoms als
Synteniekarte. Grau hinterlegt ist das Referenzgenom, an dem die anderen Genome
ausgerichtet werden.

soll dabei sichergestellt werden, daB es sich bei den erhaltenen Genfamilien um
~wahre" Orthologe handelt.

Um synteniebasierte Genfamilien zu erstellen, erfolgt eine Berechnung in drei Schrit-
ten. Im ersten Schritt werden die Protein-Tabellen eingelesen und alle bendtigten
Informationen abgespeichert. Fiur die eigentliche Berechnung werden die Positionsin-
formationen fir die Gene verarbeitet. Jedem Gen wird eine eindeutige Positions-ID
zugeordnet.

Im zweiten Schritt werden die Ergebnisse einer BLAST-Datenbanksuche in den
Arbeitsspeicher gelesen, sofern sie die Mindestkriterien erflllen. Hier wird zusatzlich
Uberpruft, ob es sich um reziproke Treffer handelt. In der interaktiven Version findet
hier jedoch zunéachst nur eine Speicherung statt, da die eigentliche Berechnung
spater erfolgt. Der einzige Parameter, der nach dem Start des Programms nicht mehr
beeinflu3t werden kann, ist der Schwellenwert fiir die Einbeziehung der Daten in die
Ergebnisse. Dieser wird am Anfang festgelegt, so dal3 nicht unnétig viele Daten im
Arbeitsspeicher eingelagert werden missen. Das Kriterium, das flr den Ausschluf3
von Daten verwendet wird, ist die normalisierte Identitat, das heif3t die Anzahl der
identischen Positionen geteilt durch die Lange des kiirzeren der beiden verglichenen
Proteine. Fir die E. coli Daten wird hier 70 % als Schwellenwert verwendet. Dieser
Wert laB3t sich Uber den Parameter -n &ndern. Alternativ kann Gber den Parameter
-e auch ein Schwellenwert fir den Erwartungswert (engl. e-value) aus der BLAST-
Ausgabe angegeben werden.
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Im dritten Schritt findet die eigentliche Berechnung statt. Diese kann mit mehreren
Methoden erfolgen (Abb. 6.2). Hier soll die Standardmethode (,5-Point long run®)
erklart werden. In der chromosomalen Reihenfolge des gewahlten Referenzgenoms
wird fir jedes Gen versucht in jedem anderem Genom parallele Abschnitte zu finden.
Dabei wird zunachst von allen Treffern der Datenbanksuche ausgegangen. Lassen
sich mehrere aufeinanderfolgende Sequenzen mit ihren Homologen aneinander aus-
richten, so wird diese Reihe solange weiterverfolgt bis sich kein weiterer Treffer mehr
finden 1&3t. Alle beteiligten Gene werden fir die beiden betrachteten Gene als bereits
verwendet markiert, so daf3 sie in zukinftige Suchen nicht mehr einbezogen werden.
Sollte sich herausstellen, daf3 sich weniger als flinf Gene am Stlick aneinander
ausrichten lassen, so werden die Treffer verworfen und die Suche am nachsten Gen
fortgesetzt.

Tabelle 6.1: Eingaben synti.pl

Eingaben

BLASTFILE Ausgabe der Datenbanksuche in tabellarischer Form, bei
Verwendung von Standardsequenzdaten wie sie auf der Webseite
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) erhaltlich
sind

PTTFILES  Protein-Tabellen fir jedes Genom in der Analyse. Diese enthalten
neben weiteren Informationen die Positionsdaten fir jedes einzelne
Gen des Genoms

Die Ausgabe des Skripts ist eine Tabelle, die fir jedes Genom eine Spalte enthalt
und eine zusétzliche Spalte in der die GréBe der Proteinfamilien angegeben ist.
Jede Zeile reprasentiert dabei eine Proteinfamilie. Wenn nur ein Genom als Referenz
ausgewahlt wird, werden die Proteinfamilien an dieser ausgerichtet. Die Eintrage
sind die Identifikationsnummern (Gl) der zugehdrigen Proteine. Werden alle Genome
als Referenz ausgewahlt, so werden die einzelnen Datensatze nacheinander in die
Ausgabedatei geschrieben.
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a)

# 2009505_1031_xp 008_5 point R long run NI70_K12.long

536

APEC

CFT073

E24377A

EDL933

HS

K12 * 128936 16127995 thrL thr operon leader peptide

O157H7

UTI89

1

536 100 99 100003 110640215 thrA bifunctional aspartokinase I/homeserine dehydrogenase I
APEC 100 98 104632 117622296 thrA bifunctional aspartokinase I/homeserine dehydrogenase I
CFT073 99 97 109092 26245920 thrA bifunctional aspartokinase I/homeserine dehydrogenase I
E24377A 99 99 114470 157158747 thrA aspartokinase/homoserine dehydrogenase I

EDL933 99 99 119227 15799682 thrA bifunctional aspartokinase I/homeserine dehydrogenase I
HS 99 99 124552 157159469 thrA aspartokinase/homoserine dehydrogenase I

K12 * 128937 16127996 thrA fused aspartokinase I and homoserine dehydrogenase I
0157H7 99 99 133071 15829256 thrA bifunctional aspartokinase I/homeserine dehydrogenase I
UTI89 100 99 138325 91209057 thrA bifunctional aspartokinase I/homeserine dehydrogenase I
9

536 99 98 100004 110640216 ECP_0003 homoserine kinase

APEC 99 99 104633 117622297 thrB homoserine kinase

CFT073 99 98 109093 26245921 thrB homoserine kinase

E24377A 99 99 114471 157158096 thrB homoserine kinase

EDL933 99 98 119228 15799683 thrB homoserine kinase

HS 99 99 124553 157159470 thrB homoserine kinase

K12 * 128938 16127997 thrB homoserine kinase

0157H7 99 98 133072 15829257 ECs0003 homoserine kinase

UTI8Y 99 99 138326 91209058 thrB homoserine kinase

9

b)

- - - - - - 16127995 - - 1
110640215 117622296 26245920 157158747 15799682 157159469 16127996 15829256 91209057 9
110640216 117622297 26245921 157158096 15799683 157159470 16127997 15829257 91209058 9
110640217 117622298 26245922 157157451 15799684 157159471 16127998 15829258 91209059 9
110640219 117622299 26245924 - - - 16127999 - 91209060 5
110640220 117622300 26245927 157155229 15799686 157159473 16128000 15829260 91209062 9
110640221 117622301 26245928 157154855 15799687 157159474 16128001 15829261 91209063 9
110640222 162317588 161486342 157158697 15799688 157159475 16128002 15829262 162138515 9
110640223 117622303 26245930 157158038 15799689 157159476 16128003 15829263 91209065 9

Abbildung 6.6: Beispiel: Ausgabe von synti.pl im Standardformat. Abbildung
a) zeigt die ausflihrliche Variante (,long“). Hierbei werden neben den Namen
der Organismen, die Namen der Gene, verschiedene Genidentifikatoren und die
normalisierte ldentitdt zu der Referenz (in diesem Beispiel K12) dargestellt. Die
Kurzfassung die in Abbildung b) gezeigt ist, enthalt nur die Gl fir jedes Protein und
nur eine Zeile pro Familie. Die Reihenfolge der Genome ist alphabetisch wie bei der
ausfuhrlichen Variante.

Im Laufe der Entwicklung des Algorithmus entstanden zahlreiche Varianten, von
denen die Wichtigsten in Tabelle 6.2 aufgefiihrt sind. Die Vorbereitung ist bei allen
Methoden gleich. Nur BLAST-Ergebnisse, die den Anforderungen genigen, wer-
den berucksichtigt. Alle beschriebenen Methoden kénnen wahlweise nur reziproke
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BLAST-Treffer benutzen (engl. bidirectional blast hit). Optional kébnnen weitere Aus-
gaben gewahlt werden, um zusétzliche Informationen zu erhalten.

Das Perlskript bietet die Wahl zwischen 5 verschiedenen Ausgaben, die unter-
schiedliche Anwendungsmdglichkeiten haben.

+ .long — Eine ausfihrliche Ausgabe (Abb. 6.6 a) erlaubt die detaillierte Analyse
der Ergebnisse. Jede Proteinfamilie wird durch einen Block beschrieben, der
eine Zeile fur jedes im Datensatz vorhandene Genom enthalt. Fir jeden
Organismus steht in dieser Liste, ob ein Gen an der Proteinfamilie beteiligt ist,
welche Funktion es hat und an welcher Position es zu finden ist. Abschlie3end
folgt eine Zeile, in der die Anzahl der an der Familie beteiligten Gene aufgefihrt
ist, gefolgt von einer Leerzeile zur Trennung der Eintrage.

* Drei Varianten der kurzen Ausgabe (Abb. 6.6 b). Hier wird jede Familie
durch eine Zeile dargestellt. Die am Datensatz beteiligten Genome werden
jeweils in den Spalten dargestellt. Die Reihenfolge entspricht alphabetisch
den Bezeichnungen der Genome und ist in einer .log Datei abgespeichert.
Ein ,-“ steht daflir, daB in dem entsprechenden Genom kein Homolog zu
der Proteinfamilie gefunden wurde. Die letzte Spalte enthalt die Anzahl der
Mitglieder der Proteinfamilie. Die in dieser tabellarischen Ausgabe enthaltenen
Werte unterscheiden sich je nach Variante:

.sid Die von dem Programm vergebenen Positions-IDs werden aus-
gegeben. Das ermd@glicht die schnelle Identifikation von Spriingen
innerhalb eines Genoms oder das Erkennen von Inversionen,
bei denen absteigende statt aufsteigender Positions-IDs gefunden
werden.

.synti Diese Dateien enthalten die Gen-ldentifikationsnummer (Gl) wie
sie beim NCBI verwendet werden.

.gid Dateien mit dieser Endung enthalten als Schlissel die Kurzbeze-
ichnungen der zugehérigen Gene (zum Beispiel ,lacZ®). Diese
Darstellung erlaubt eine einfache optische Uberpriifung der Ergeb-
nisse, weil fur vollstandig annotierte Genome, Gene mit einer
identischen Funktion in der Regel identische Klrzel erhalten.
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Tabelle 6.2: Varianten des Algorithmus zur Bestimmung von Positionsorthologen. X
bezeichnet die Anzahl von Treffern, die in der richtigen Reihenfolge vorliegen mussen,
um im Gesamtergebnis berlcksichtigt zu werden. Y steht fir die Anzahl der Liicken,
die zwischen zwei Treffern erlaubt sind. Ein * hinter diesen Werten signalisiert, daf3
es sich um ab&nderbare Parameter handelt.

| Variante Funktionsweise X 1Y | Ergebnis |
2 Punkt (engl. Werden zwei Treffer in 2 Sehr viele Gene lassen
2-point) zwei Genomen sich in Gruppen
gefunden, werden sie einordnen, allerdings
bertcksichtigt. Durch sind auch viele nicht
eine quadratische konservierte Gruppen
Lickenbestrafung dabei.
werden mdglichst nahe
Treffer bevorzugt
3 Punkt (engl. | Gleicher Ansatz wie bei 3 Immer noch einige falsch
3-point) der 2 Punkt Methode, positive Treffer, aber
allerdings werden auch fehlende Gruppen
mindestens 3 Treffer aufgrund des strikten
gefordert Kriteriums
5 Punkt lange Hierbei wird von einem 5* 5* Beste Ergebnisse unter

Laufe (engl. 5-
point-long-run)

Startpunkt aus solange
weitergegangen bis kein
weiterer Treffer mehr
erzielt werden kann. Ist
die Anzahl der Treffer
kleiner x, so werden die
eingetragenen Treffer
wieder aus den
Ergebnissen entfernt.

den getesten Methoden.
Sehr wenige falsch
Positive, kaum falsch
Negative. Durch die

Verwendung von
Parametern |af3t sich die
Methode den
Bedurfnissen anpassen.

... reziprok
(engl.
reciprocal)

Alle Methoden existieren
auch in einer reziproken
Variante. Dabei werden
nur Treffer berlcksichtigt,
bei denen das getroffene
Gen auch die
Suchsequenz findet.

Die Ergebnisse
unterscheiden sich nur
marginal von denen ohne
reziproke Suche. Da es
jedoch das stringentere
Kriterium ist, wurde es
als Standard verwendet.
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« .matlab — Bei diesen Dateien handelt es sich um Matrizen im sogenannten
,sparse“-Format, das heif3t nur von 0 abweichende Werte werden eingetragen.
Es handelt sich hierbei um Dotplots, in denen die Position von Genen in
den Datenbankgenomen gegen die Position in der Referenz aufgetragen ist.
Die eingetragenen Werte entsprechen der laufenden Nummer des Genoms.
Die Matrix 1aBt sich zum Beispiel mit dem Programm MATLAB einlesen und
darstellen, und vermittelt einen Eindruck Gber die Konservierung innerhalb der
betrachteten Genome.

Im folgenden Kapitel wird die Methode zur Erstellung von Positionsorthologen auf
einen Datensatz von E. coli angewendet und mit Daten eines anderen Verfahrens zur
Erstellung von Genfamilien verglichen.
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7 Der EinfluB der GenomgroBe auf
die Ableitung von Genaustauschen
bei E. coli

7.1 Genverteilungmuster

Im Laufe der Evolution sind prokaryotische Genome dem Prozef3 des lateralen
Gentransfers (LGT siehe Seite 62) unterworfen, also dem Austausch von Genen
zwischen Organismen, die keine direkte Verwandtschaft miteinander aufweisen.
Eine der drei géngigen Methoden zur Ableitung von lateralem Gnetransfer ist der
Vergleich von Genbadumen mit Phylogenien der Organismen. Die H&ufigkeit von
LGT-Ereignissen beeinfluBt die GrdéBe von Genomen und die Zusammensetzung
derselben.

Darausfolgend wurde eine Haufigkeit fir LGT in Prokaryoten von einem Ereignis pro
Proteinfamilie und Lebenszeit abgeleitet (Dagan und Martin, 2007). Diese Analysen
zeigen wie die Berechnungen aus Kapitel 5 welchen EinfluB3 lateraler Gentransfer
zwischen verschiedenen Arten auf die Genomevolution von Prokaryoten hat. Im
folgenden Kapitel soll untersucht werden, inwieweit auch Gentransfer zwischen
verschiedenen Stammen einer Art an der Genomevolution beteiligt ist.

Fir die Analysen in diesem Kapitel wurden mithilfe zweier Methoden aus neun
Escherichia coli Genomen Genfamilien errechnet. Die Genome werden im Folgenden
mit den Bezeichnungen der Stdmme benannt, das vorangestellte ,E. coli* wird
weggelassen. Die Liste mit den vollstdndigen Namen findet sich im Anhang auf Seite
110.

Der erste Datensatz enthalt mit mc1 (siehe Kapitel 4.2.8) erstellte Genfamilen. Diese
werden im Folgenden als COGs (engl. Clusters of orthologues Genes) bezeichnet.
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a) Cluster orthologer Gene (COGs)

9 E. coli BLASTP 9 E. coli

Genome Genome

Clustalw mcl

reziproke beste N paarweise N
BLAST-Treffer Identitaten COGs

b) Positionsorthologe - synteniebasierte orthologe Gene (SOGs)

9 E. coli <BLASTP> 9 E. coli
Genome Genome
v
reziproke

BLAST-Treffer

> SOGs
synti.pl

Positionsinformationen
(*.ptt-Dateien)

Abbildung 7.1: Vergleich der Arbeitsablaufe fir die Erstellung von Clustern Uber
Sequenzhomologie (COG) und Uber die Position auf dem Chromosom (SOG)
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K12
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69,1

uTigg

536

Abbildung 7.2: Konsensusbaum erstellt aus neighbor-joining-Baumen, flr die
Nukleotidsequenzen von 2.584 universellen Genfamilien von Escherichia coli.
Dieser Baum wurde fir die Berechnung der Netzwerke der Gentransfers als
Referenztopologie benutzt. Die Zahlen geben den Anteil der Einzelbdume in Prozent
an, in denen der betreffende Ast enthalten war.

Da bei dieser Methode mehrere Proteine je Genom in eine Genfamilie eingeordnet
werden kénnen (Paraloge), wurde hier ein sehr stringenter Schwellenwert benutzt.
Erst bei 90 % Sequenzidentitat wurden Treffer flr die Clustererstellung beriicksichtigt.
Bei diesem Schwellenwert traten in den universellen Clustern weniger als 1%
Paraloge auf. Bei niedrigeren Schwellenwerten wiesen bis zu 6,1 % der universellen
Proteinfamilien Paraloge auf.

Der zweite Datensatz wurde synteniebasiert mit Hilfe der vorher beschriebenen
Methode (Kapitel 6.3) erstellt. Da bei dieser Methode grundsatzlich keine Paralogen
berlcksichtigt werden, konnte hier ein vergleichsweise niedriger Schwellenwert
gesetzt werden. Da die Einordnung jedoch nicht aufgrund der Sequenzidentitat
sondern aufgrund der Position getroffen wurde, spielt dieser Wert nur eine unterge-
ordnete Rolle. Die Proteinfamilien aus diesem Datensatz wurden analog zum Begriff
COG als synteniebasierte orthologe Gene (kurz SOGs) bezeichnet.
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Far die Genverteilungsmuster wurde zunachst eine Anwesenheitsverteilung aller
Proteinfamilien durchgefihrt (engl. presence-absence-pattern — PAP). Dabei handelt
es sich um eine Matrix, in der jede Zeile einer Genfamilie entspricht und jede Spalte
einem Genom. Enthélt die aktuelle Genfamilie mindestens ein Gen aus dem betra-
chteten Genom, so wird an der entsprechenden Stelle eine 1 gesetzt ansonsten eine
0. Diese werden absteigend entsprechend der Anzahl der vorhandenen Genome und
anschlieBBend aufsteigend numerisch sortiert. Proteinfamilien die mehrfach auftreten,
werden durch die Sortierung hintereinander aufgeflihrt, so daB die Hbhe eines
Musters proportional zu seiner Haufigkeit ist.

7.2 Netzwerke der Rekombination

Die Methode zur Erstellung von Netzwerken lateralen Gentransfers (Dagan et al.,
2008), die hier Netzwerke der Rekombination genannt werden, da es sich bei den
analysierten Gentransfers um Ubertragungen innerhalb einer Art handelt, erfordert
eine Referenztopologie. FUr diese wurde aus 2.584 neighbor-joining-Baumen, von
den zu universellen Genfamilien gehérenden Nukleotidsequenzen, ein Konsensus-
Baum berechnet (Abb. 7.2 auf der vorherigen Seite). Dazu wurden die Nukleotidse-
guenzen mit Clustalw aligniert und mit den PHYLIP-Programmen dnadist und
neighbor neighbor-joining-Baume berechnet. Dann wurde aus diesen Baumen mit
dem Programm consense ein Konsensusbaum erstellt.

Im ersten Schritt wurde Gberprift, welches Modell auf die verwendeten Daten zutrifft:

loss-only  Jede Genfamilie ist bereits im letzten gemeinsamen Vorfahren vorhan-
den, besitzt also einen festgelegten Genursprung. Abweichende Gen-
verteilungen werden immer durch den Verlust von Genen erklart.

orii Es ist ebenfalls nur ein Genursprung vorhanden, dieser ist aber nicht
zwangslaufig identisch mit der Wurzel, sondern kann frei auf der Ref-
erenztopologie festgelegt werden. Des Weiteren sind nur Genverluste
maoglich.

oriX Die Erweiterungen des Modells ori1 erlauben X (= 2, 4, 8 oder 16)
Urspriinge die auf dem Baum verteilt werden kénnen. Wird flr eine
Genfamilie mehr als ein Ursprung ermittelt, so handelt es sich dabei um
abgeleiteten Gentransfer.
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Die Abschatzung welches Modell zutrifft, erfolgte Uber eine Berechnung der Vor-
laufergenomgrdBe (engl. ancestral genome size). Abhangig von den abgeleiteten
Ursprungsorten und Genverlusten wurde flr jeden hypothetischen Knoten (engl.
hypothetical taxonomic unit — HTU) in der Referenztopologie und fir jede Genfamilie
ermittelt, ob ein Vertreter im entsprechenden (hypothetischen) Organismus vorhan-
den war oder nicht. Daraus lief3 sich fir jeden HTU eine Genomgrdé3e berechnen.

Die HTU-GenomgréBen wurden fur die verschiedenen Modelle mit den tatséchlichen
GenomgréBen verglichen. Wurde kein LGT zugelassen, so war die GréBe der
hypothetischen Genome wesentlich gréBer als die der tatsachlichen, da jedes
gegenwartig beobachtete Gen im Vorlaufer enthalten sein muf3te. Wurde dagegen
unbegrenzt LGT erlaubt, so sank die VorlaufergenomgréBe sehr stark ab. Daher
wurde als das zu den verwendeten Daten passende Modell dasjenige ausgewahlt,
das fur die HTU GenomgrdBen die zu den gegenwartigen GenomgréRen ahnlichste
Verteilung produzierte.

FUr das ausgewahlte Modell wurden die abgeleiteten Transferereignisse auf ent-
sprechende Kanten verteilt (engl. inferred LGT). Mit Hilfe eines Matlab Skriptes
wird zunachst die Referenztopologie in Schwarzschattierungen (Farbkodierung ent-
sprechend der Genomgré3e) wiedergegeben. Die Transfers wurden in farbigen Linien
(Farbkodierung entsprechend der Menge des lateralen Gentransfers zwischen den
beteiligten Knoten) auf die Referenztopologie projiziert.

Gene, die keiner Proteinfamilie zugeordnet werden kénnen, werden als Singletons
bezeichnet. Fir diese wurde eine Analyse nach den nachsten Nachbarn entsprechen
des Kriteriums ,bester Treffer in einer BLAST-Suche“ (BBH) entsprechend der
Methode in Kapitel 5.3 auf Seite 34 durchgeflhrt.

Fir den Datensatz bestehend aus neun E. coli Stdmmen wurde sowohl fiir die mit
mcl generierten (COG) Daten als auch fiir die auf Positionsorthologen basierenden
(SOG) Daten das LGT1 Modell als das Wahrscheinlichste ausgewahlt.

Die Datensatze fur die synteniebasierten Proteinfamilien unterscheiden sich method-
enbedingt von denen der Cluster orthologer Gene (COG). Da bei dem COG-Ansatz
die Position im Genom keine Rolle spielt, ist es mdglich, da3 mehrere Gene pro
Genom in eine Proteinfamilie eingehen. Die SOG-Methode ist referenzbasiert und
enthalt daher nur Gene, die Homologe zu Sequenzen in dem Referenzgenom haben.
Es ist zwar mdglich einen Konsensus zu berechnen, um zu einem vollstdndigen
Datensatz zu kommen, daflir sind jedoch sehr strikte Vorgaben ndétig, die einen
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Tabelle 7.1: Uberblick iber die Datensétze der Proteinfamilien: Es werden in den
folgenden Analysen nur COG* und SOG verwendet. Bei COG handelt es sich um
Cluster, die mithilfe des Programmes mc1 aus dem Originaldatensatz berechnet
wurden. Der COG* Datensatz wurde so modifiziert, daf3 er mit dem referenzbasierten
Ansatz der synteniebasierten orthologen Gene vergleichbar ist.

] \ COGs \ COGs* \ SOGs
Gene 44,355 30.851 32.852
Universelle Familien 2.537 2.537 2.922
Gene ohne BBH 2.288 269 140
Proteinfamilien 6.688 3.843 3.988

Vegleich unterschiedlicher Methoden schwierig machen. Es ist jedoch sehr einfach
mdglich aus den COG-Daten einen referenzbasierten Datensatz zu erstellen, in
dem nur Proteinfamilien betrachtet werden, die mindestens eine Sequenz des
Referenzgenoms enthalten. In den hier gezeigten Ergebnissen diente E. coli K12
als Referenzgenom. Der so erhaltene Datensatz wird als COG* bezeichnet. Tabelle
7.1 zeigt eine Ubersicht tiber die Eigenschaften der Datenséatze. Insgesamt waren
im COG*-Datensatz 30.851 Gene vertreten, im SOG Datensatz 1.999 mehr. Bei den
Positionsorthologen wurden 3,8 % mehr Proteinfamilien gebildet als mit mc1.

Die Verteilung der Familiengré3e (Abb. 7.3) zeigt die Anzahl der Genome, die in jeder
Proteinfamilie enthalten waren. Der Anteil der universellen Proteinfamilien war im
SOG Datensatz 7 % héher als bei COG*. Dementsprechend ist der Anteil der anderen
Familien mit zwei bis acht Mitgliedern im COG* Datensatz héher.

Die Auftrittsverteilungen (Abb. 7.4) sollen verdeutlichen wie sich die Proteinfamilien
Uber die betrachteten Spezies verteilten. Die Abbildungen zeigen nur die Prote-
infamilien, die nicht universell waren, und die Sequenzen aus mindestens zwei
Genomen enthielten. Die Hohe der Muster ist proportional zu ihrer Haufigkeit. Den
gréBten Anteil machten Proteinfamilien aus, die nahezu universell waren, aber in
einem Genom fehlten. Die anderen Familien traten zumeist nur sehr selten auf, mit
Ausnahme einiger Verteilungsmuster die Escherichia coli K12 mit den relativ nah
verwandten Stammen HS, E24377A sowie den O157 Stammen O157_ Sakai und
0157 _EDL933 zusammenfaBen. Ebenso fiel in beiden Datensatzen ein Block von
85 Clustern im COG* Datensatz und 61 im SOG-Datensatz auf, der Proteinfamilien
kennzeichnet, die in allen untersuchten E. coli Stammen vorkamen, aber nicht in den
beiden E. coli O157 Stammen EDL933 und Sakai.
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Abbildung 7.3: Verteilung der FamiliengréBe in den Datensatzen COG, COG* und
SOG (Beschreibung siehe Tabelle7.1). Die FamiliengrdBe ist dabei die Anzahl der
in einer Familie vertretenen Genome. Bei den Clustern orthologer Gene kann jede
Familie auch mehrere Homologe flr ein Genom enthalten. Die Zahl der im Datensatz
enthaltenen Proteinfamilien ist in der Legende in Klammern angegeben.
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Proteinfamilien
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Abbildung 7.4: Verteilung der verschiedenen Auftrittsverteilungen (engl. presence-
absence-patterns) von Proteinfamilien fir neun Stdmme von E. coli. Die mc1-Cluster
sind auf der linken Seite dargestellt und die Syntenieorthologen auf der rechten.
Auf der Y-Achse sind alle nicht universellen Proteinfamilien mit mindestens zwei
enthaltenen Taxa aufgetragen. Die Referenztopologie aus Abb. 7.2 ist oberhalb der
Abbildung wiedergegeben um die Verwandtschaftsverhaltnisse zu verdeutlichen.
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a) Cluster orthologer Gene (mcl) b) syntenische orthologe Gene (SOGs)
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Abbildung 7.5: Abschatzung der GenomgréBe fir die hypothetischen Vor-
laufergenome fiir neun Stamme von E. coli. Abbildung a) zeigt die aufgrund einer
Auswahl von mc1 Clustern berechneten Genomgréf3en. Abbildung b) beruht auf
der Verwendung von Syntenieorthologen. Die zweite Zeile unter den Diagrammen
gibt den p-Wert (engl. p-value) fur die Hypothese wieder, da3 die Verteilung der
VorlaufergenomgréBen ahnlich ist mit der der heutigen Genome, berechnet mithilfe
des Rangsummentests. Fir beide Methoden wird das Modell LGT1 fir die weitere
Bearbeitung ausgewahlt. OTU bezeichnet die GendmgréBen der verwendeten
Genome. Die anderen Balken stellen die hypothetischen GenomgréBen fir die im
Text beschriebenen Modelle dar.

Fir die Erstellung von LGT-Netzwerken wird zunachst eine Abschatzung der Genom-
groéBen der Vorlaufergenome durchgefihrt (Abb. 7.5). Dabei werden die Protein-
familien mit einer Referenztopologie verglichen und entsprechend unterschiedlichen
evolutiondren Modellen wird versucht die Proteinverteilungen mit der Topologie in
Deckung zu bringen. Die GréBenverteilung der hypothetischen Genome wird mit der
der aktuellen Genome verglichen. Mithilfe eines statistischen Tests wird ermittelt,
ob sich die GréBe der hypothetischen Genome signifikant von denen der aktuellen
Genome unterscheidet. Flr beide untersuchten Datenséatze gibt das ,LGT1“-Modell,
das fir jede Proteinfamilie maximal einen lateralen Gentransfer erlaubt, am besten
die beobachteten Daten wieder und wurde daher fir die weiteren Untersuchungen
ausgewahlt.

Die Berechnung der Netzwerke minimalen Gentransfers (Abb. 7.6) erfolgt, indem
die abgeleiteten Genurspringe fir das Verteilungsmuster so auf dem Baum verteilt
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Abbildung 7.6: Darstellungen der Rekombinationsereignisse fir neun Stdmme von
E. coli. Teil a) wurde aus den mc1-Clustern des COG*-Datensatzes berechnet. Teil
b) beruht auf der Verwendung von Syntenieorthologen. Die Referenztopologie aus
Abb. 7.2 wurde hierflr mithilfe von Salmonella als AuBengruppe (engl. outgroup)

gewurzelt.
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werden, dal3 der Baum das Verteilungsmuster erklart. Das heif3t nicht, daf3 die
Gentransfers genau an diesen Stellen stattgefunden haben, sondern dafl zwischen
den beiden Teilbdumen, die sich unterhalb der abgeleiteten Urspringe befinden,
ein Transfer stattgefunden haben muf3. Die Richtung des Transfers wird dabei nicht
berucksichtigt.

Im Fall von universellen Proteinfamilien liegt der einzige Ursprung immer in der
Wurzel. Sollte ein zweiter Ursprung notwendig sein, das heif3t es wird ein lateraler
Gentransfer abgeleitet, so wird dies durch eine Linie zwischen den beiden ermittelten
Ursprungsorten angedeutet. Entsprechend der Haufigkeit des abgeleiteten Gentrans-
fers zwischen zwei Knoten innerhalb der Referenztopologie werden diese Linien
farbkodiert.

Gentransfers wurden zwischen den meisten Taxa fUr beide Datensatze in geringer
Menge abgeleitet. Lediglich drei Kanten traten deutlich hervor. Die deutlichste mit
475-549 transferierten Genen war diejenige, die die beiden Tochterknoten der Wurzel
miteinander verbindet. Diese Linie reprasentiert Gene, die nicht universell sind und
bei denen ein Gentransfer zwischen den beiden Teilbdumen stattgefunden hat. Hier
wird deutlich, daf3 die Linien wie oben beschrieben keine exakten Karten sind, die
genau berechnete Punkte verbinden, sondern Veranschaulichungen tber die Menge
des zwischen den TeilbAumen nétigen Transfers.

Der zweithaufigste Gentransfer verbindet die Teilbdume der CFT073, APEC, UTI89
und 536 Gruppe und der HS, K12 und E24377A Gruppe. Der Dritte verbindet den
Teilbaum mit den beiden O157 Stammen, K12, HS und E24377A mit dem Teiloaum,
der APEC, CFT073 und UTI89 enthalt. Insgesamt wurden fir den COG* Datensatz
1.093 LGT-Ereignisse in 3.843 Clustern abgeleitet, das entspricht 28,4 %. Flr den
SOG Datensatz wurden 904 LGTs in 3.988 Proteinfamilien abgeleitet, was bedeutet,
daf3 in 22,7 % aller Proteinfamilien ein Gentransfer stattgefunden hat.

Beide untersuchten Datensétze enthalten fir das Referenzgenom E. coli K12 Gene,
die keiner Proteinfamilie zugeordnet werden kénnen. Fir die 269 Gene aus dem
COG*-Datensatz und die 140 aus dem SOG-Datensatz (vgl. Tabelle 7.1), fiir die das
der Fall war wurde untersucht ob sich Orthologe in den Prokaryoten finden lieBen
(Abb. 7.7). Die dafiir verwendete Methode entspricht der auf Seite 34 beschriebenen
BBH Methode.

Far 49 der Gene, die im SOG-Datensatz keiner Familie zugeordnet werden konnten,
und 67 der Gene aus dem COG*-Datensatz, lieBen sich auch mit dieser Methode
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SOG (91)
COG* (202)
I I I I I |
0 50 100 150 200 250
0 Alpha-Proteobakterien B Beta-Proteobakterien B Gamma-Proteobakterien B Delta-Proteobakterien
B Epsilon-Proteobakterien @ Chlorobi H Firmicutes

Abbildung 7.7: Taxonomische Verteilung der nédchsten Nachbarn fir die Gene
die keiner Genfamilie zugeordnet werden konnten. Das Kriterium fir den né&chsten
Nachbarn war hier der beste Treffer in einer BLAST Datenbanksuche (BBH)

keine Homologen identifizieren. FUr die GObrigen lieBen sich nachste Nachbarn
innerhalb der Bakterien identifizieren. Der weitaus gréBte Anteil findet sich unter den
Proteobakterien, davon die meisten in der Gruppe der y-Proteobakterien. Wenige
Proteine finden ihren nachsten Nachbarn innerhalb der Firmicutes einzelne auch
innerhalb der Chlorobi.
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8 Ableitung von Rekombination aus
Positionsorthologen

Rekombination ist ein Prozef3, der bei Prokaryoten einen &hnlichen Einflu3 hat wie die
sexuelle Fortpflanzung bei Eukaryoten. Durch den Austausch mehrerer homologer
Bereiche beispielsweise zwischen Chromosomen und Plasmiden ist eine Anhaufung
von Mutationen mdoglich.

Die Anzahl der vollstandig sequenzierten E. coli Genome stieg in den letzten Jahren
stetig an. Damit gibt es im Moment keine andere Spezies, von der mehr vollstandig
sequenzierte Genome verfugbar sind. Deswegen eignet sich E. coli sehr gut fir
die Uberpriifung und Bewertung der in Kapitel 6 beschriebenen Syntenie-Methode.
Unter diesen Genomen gibt es eine Vielfalt von Datenséatzen, die eine offensichtliche
Konservierung aufweisen (Abb.6.1).

Die direkt messbare Groéf3e beim Vergleich zweier Sequenzen ist die Anzahl der
Austausche beziehungsweise die Sequenzidentitat. Der Vergleich vieler homologer
Sequenzen gibt zusatzlich die Méglichkeit, zwischen unterschiedlichen Arten von
Austauschen zu unterscheiden. Zu den Substitutionen werden nur diejenigen Veran-
derungen gezahlt, die durch den Austausch einer Base hervorgerufen wurden.

Als Rekombinationen werden Austausche bezeichnet, die vermutlich durch Rekom-
binationsereignisse herbeigefihrt wurden. Hierbei lagern sich zwei homologe DNA
Strédnge aneinander an und es findet ein Austausch statt. In der Regel wird dabei ein
homologer Abschnitt zwischen zwei DNA Elementen (beispielsweise einem Chromo-
som und einem Plasmid) durchgeflihrt. Die mittlere Gr6Be von per Rekombination
ausgetauschten Sequenzabschnitten wird mit etwa 1000 bp beziffert (Milkman und
Bridges, 1990), daher kann der Austausch eines Sequenzabschnitts zu mehreren
Basenaustauschen fuhren.

In der Literatur wurde oft der EinfluB von Rekombination auf Genomsequenzen
diskutiert. Die Definitionen sind dabei jedoch sehr unterschiedlich. Brisse et al.
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(2009) definierten unabhangig von der Verteilung in unterschiedlichen Genomen
eine Akkumulation mehrerer Austausche in einem abgegrenzten Sequenzabschnitt
als Rekombination, wahrend einzelne Austausche als Substitution gewertet wurden.
Guttman und Dykhuizen (1994) untersuchten in E. coli vier Loci nach Hinweisen
auf Rekombination und Substitutionen und fanden seit dem letzten gemeinsamen
Vorfahren drei Rekombinationsereignisse und keine Substitution.

Waéhrend Punktmutationen in der Regel durch Lesefehler entstehen und somit
als zufalliger Prozef3 anzusehen sind, findet Rekombination zwischen homologen
Sequenzen statt. Das heiB3t die Wahrscheinlichkeit, daf3 die auf diese Weise abgeén-
derte Sequenz funktionell ist, ist wesentlich hdher als bei einem vollstandig zufélligen
Proze3. AuBBerdem kdnnen so verschiedene Mutationen auf einmal in ein Gen
eingefugt werden, was ansonsten sehr viele unwahrscheinlichere Einzelereignisse
erfordern wirde. Daher wird vermutet, daf3 der EinfluB von Rekombination auf das
Genom eines Organismus einen héheren Einflu3 hat als zufallige (Punkt-) Mutationen
(Milkman und Bridges, 1990).

8.1 Die Verteilung kompatibler und inkompatibler
Splits im Genom von E. coli

FUr jede der 2.665 universellen synteniebasierten Proteinfamilien wurde mithilfe
von Clustalw (Thompson et al., 1994) ein Alignment erstellt, aus dem mit dem
PHYLIP-Paket neighbor-joining-Baume erstellt wurden. Zuséatzlich wurden mit PhyML
Wahrscheinlichkeitsbaume berechnet. Mithilfe eines Programms, das von David
Bryant zur Verfligung gestellt wurde, wurde die Kompatibilitdt der Alignments zu
unterschiedlichen Referenzbdumen ermittelt. Fir jede Alignmentposition wird dabei
beurteilt, mit welchem Split sie kompatibel ist. Referenztopologien werden in der
gleichen Weise aufgetragen wie die Splits, um einen Vergleich zu erméglichen.

Im unteren Bereich des ersten Teils von Abbildung 8.1 (hellgrau, dunkelgrau) werden
von links nach rechts alle méglichen Splits dargestellt. Es sind alle Taxa, die im Baum
auftreten aufgelistet. Alle Taxa, die in einer Spalte in der gleichen Farbe eingefarbt
sind, gehdren dabei zu einem Split. Die Sortierung der Splits ist so gewahlt, dal3
zunachst die internen Splits absteigend entsprechend ihrer Haufigkeit eingezeichnet
werden. AnschlieBend folgen die externen Splits (die Blatter) in der gleichen Weise
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sortiert. Die oberen Zeilen (hellgrau, rosa) reprasentieren die Referenztopologien.
Alle hervorgehobenen Splits sind in dem entsprechenden Baum enthalten. Diese
Abbildung dient als Legende flir die Kompatibilitatsplots und das Histogramm. Die
Reihenfolge der Splits ist in allen Teilabbildungen identisch. Im mittleren Bereich ist
die Kompatibilitat der Genfamilien aufgetragen. Die Genfamilien sind entsprechend
der Reihenfolge auf dem Referenzgenom sortiert. Die Farbkodierung entspricht dabei
der Haufigkeit des entsprechenden Splits im betrachteten Gen.

Die Farbkodierung und die Reihenfolge der Splits in Abbildung 8.2 ist identisch
mit derjenigen in Abbildung 8.1, allerdings sind die Proteinfamilien hier nach der
Auftrittsverteilungen sortiert. Wahrend sich in Abbildung 8.1 erkennen lasst, ob
benachbarte Gene ahnliche Splitverteilungen aufweisen, lassen sich in Abbildung
8.2 Auftrittsverteilungen fir Splits erkennen, die haufiger sind als andere. Im oberen
Bereich ist ein Histogramm wiedergegeben, das den Anteil der betreffenden Splits an
der Gesamtzahl der Splits wiedergibt.
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Der obere Teil der Abbildung beschreibt die in der Abbildung

Abbildung stellt die Proteine in der Reihenfolge des Referenzgenoms und die Splits

eingefarbten Splits sind in den betreffenden Bdumen enthalten. Der untere Teil der
in dem zugehdrigen Alignment dar.

enthaltenen Splits. Dunkelgrau markierte Taxa sind in dem betreffenden Split
enthalten. Die oberen drei Zeilen beschreiben unterschiedliche Baume. Die magenta-

Abbildung 8.1:
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Abbildung 8.2:

Die obere Abbildung zeigt die H&ufigkeit der in den Daten

enthaltenen Splits. Die Reihenfolge der Splits ist identisch mit der in Abb. 8.1. Der
untere Teil der Abbildung stellt die Proteine sortiert nach ihrem Auftrittsmuster (engl.
presence-absence-pattern) dar.
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536 0000000000100000000000001
APEC 0000000011100000000000010
ATCC 0000111100000000000000100
CFT073 0000000001100000000001000
E24377A 0000001100000000000010000
HS 0000111100000000000100000
K12_DH10B 0001101100000000001000000
K12 _MG1655 0011101100000000010000000
0157_EC4115 0100001000000000100000000
0157_EDL933 1100001000000001000000000
0157_sakai 1100001000000010000000000
SMS 0000000000000100000000000
UTI8Y 0000000011101000000000000
w3110 0011101100010000000000000

Abbildung 8.3: Beispiel eines Baums in Split-Annotation. Jede Zeile steht dabei
fir einen OTU. Jede Spalte steht fir einen Split; durch die Ziffern 0 und 1 wird
gekennzeichnet auf welcher Seite des Splits sich der OTU befindet.

8.2 Berechnung von Rekombinations- und
Substitutionsraten

Im Abschnitt 8.1 wurde fur alle Alignmentpositionen der universellen Genfamilien
von 14 E. coli-Stdmmen Uberprift mit welchen Splits sie kompatibel sind. Im
nachsten Schritt soll nun eine sehr ahnliche Analyse zu einer neuen Darstellungsform
beitragen. Die Datenbasis stellen wie im vorigen Abschnitt, die gleichen 2.665
Alignments mit insgesamt 2.734.536 Positionen dar. Die Kompatibilitat wird hier
allerdings nur fir die in den Referenztopologien enthaltenen Splits Uberpriift.

Alignments und Baume sollen nach Anhaltspunkten fir Rekombinationsereignisse
und Substitutionen untersucht werden. Dafur werden alle Positionen aller Alignments
eines Datensatzes mit einer Referenztopologie verglichen. Basenverteilungen, die
sich durch die Topologie erklaren lassen, werden als Substitutionen gewertet.
Verteilungen, fUr die das nicht gilt, werden als Hinweise auf Rekombination gewertet.
Durch die Betrachtung aller Kanten eines phylogenetischen Baumes ist es mdglich
einen Ort (Zeitpunkt) fir Substitutionen und Rekombinationen zu ermitteln.

Diese Analyse erfolgte mithilfe des Programms recombinator.pl. Das Programm
liest einen Baum in Split-Annotation (Abb. 8.3) ein und erstellt flr jeden Split eine
Liste mit Nachbarsplits (Abb. 8.4). Fir jedes Alignment werden alle Positionen auf
vorher definierte Kriterien Gberprift. Die Anzahl der an einer Position vorkommenden
Nukleotide bildet das erste Kriterium. Nur fir Positionen mit zwei Basen kann eine
Aussage getroffen werden. Invariante Positionen sind uninformativ und fir Positionen
mit mehr als zwei Nukleotiden a3t sich die Kompatibilitat nicht in einem vergleichbar
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einfachen Prozef3 ermitteln. Des Weiteren werden Positionen ausgeschlossen, wenn
sie Ambiguitaten aufweisen, das hei3t mehrere Nukleotide kénnen in einem Genom
an dieser Position auftreten.

Daraus folgt fir den verwendeten Datensatz, daf3 sich nur ein kleiner Anteil von
5,06 % der Alignmentpositionen flir die Ratenbestimmung eignet (Abb. 8.6). 91,03 %
aller Alignmentpositionen waren invariant und daher flr diese Fragestellung unin-
formativ. 0,16 % der Positionen enthielten mehr als zwei Nukleotide und wurden
deshalb aus der Datenmenge entfernt. Die gr6B3te Menge der Daten wurde nicht
berlcksichtigt, weil sie Licken enthielten (3,7 %). Des Weiteren wurden 0,04 % der
Alignmentpositionen ausgeschlossen, da sie Ambiguitaten enthielten, bei denen eine
eindeutige Zuordnung nicht moéglich gewesen ware. Insgesamt verblieben 138.263
Alignmentpositionen, in denen zwei verschiedene Nukleotide auftraten.

Eine Position wird als Substitution gewertet, wenn sie sich exakt auf einen Split
projizieren lasst. Das hei3t die Basenverteilung an der entsprechenden Position
deckt sich mit der Topologie des Baumes (siehe Abb. 8.5). Als rekombinant werden
Positionen gewertet, bei denen das nicht der Fall ist. Hierbei werden Splits als Orte
der Rekombination gewertet, wenn beide Teilbdume auf einer Seite des Splits das
gleiche Nukleotid aufweisen, und auf der anderen Seite ein Teilbaum nur das andere
Nukleotid enthélt und der andere beide.
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00000000011000 0 12 2
| 0157_EDL933
| 0157_sakai
14 0 a 00000000001000
15 0 a 00000000010000
1 0 b * 11111111000111
16 0 b 00000000100000
11111111111111
00000000111000 1 11 3
| 0157_EC4115
| 0157_EDL933
| 0157_sakai
1 a 00000000011000
16 1 a 00000000100000
6 1 b * 11010000000110
7 1 b 00101111000001
11111111111111
00000001000001 2 12 2
| K12 MG1655
| w3110
11 2 a 00000000000001
17 2 a 00000001000000
18 2 b 00000010000000
3 2 b * 11111100111110
11111111111111
00000011000001 3 11 3
I K12 DH10B
| K12 MG1655
w3110
18 3 a 00000010000000
2 3 a 00000001000001
4 3 b * 11011000111110
5 3 b 00100100000000
11111111111111

Abbildung 8.4: Fir jeden Split des Baumes wird ausgegeben welche Astnummer
er hat (zweite Zahl jedes Blocks) und welche Taxa auf einer Seite des Splits liegen
(alle anderen liegen auf der anderen Seite). AuBerdem sind alle benachbarten Splits
angegeben. Die mit a gekennzeichneten liegen auf der Seite der im Muster mit
,1“ angegebenen Taxa. Ein Sternchen in der 4. Spalte signalisiert, daf3 der Split
gegenlber dem eingegebenen Muster invertiert wurde. Dies verandert die Daten
nicht, setzt sie jedoch so um, dal3 deutlich wird, dal3 die Summe aller Nachbarsplits
immer ein Muster ergibt, daB nur aus Einsen besteht, in dem also alle Taxa
vorkommen.
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A1 B1
\ y /
A2 B2
A AC
\ ) /
/ \ Rekombination
A C
A C
\ ) / -
/ \ Substitution
A C

Abbildung 8.5: Beispiel zur Ermittlung von rekombinanter Splits. Betrachtet werden
die Nachbarn des zu untersuchenden Splits X. Sind die Nachbarn auf beiden Seiten
homogen verteilt (nur eine Base ist vorhanden) also A1=A2 und B1=B2, aber
A1=IB1, so liegt ein Substitution vor, da sich die Verteilung der Basen auf die
Topologie des Baumes Ubertragen 1aBt. Enthélt jedoch genau ein Nachbar mehrere
Basen (zum Beispiel B1) und der andere Nachbar derselben Seite (B2) ist homogen
verteilt und unterscheidet sich von den Nachbarn auf der anderen Seite (A1, A2) so
wird der Split X als Rekombinationsort gewertet.
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2665 files

Gruppe Anzahl Anteil
0-all 2734536 100.0000 %
A-1-Character (s) 2489363 91.0342 %
A-2-Character (s) 138263 5.0562 %
A-3-Character (s) 4497 0.1645 %
A-4-Character (s) 100 0.0037 %
A-ambiguous 1090 0.0399 %
A-gapped 101266 3.7032 %
B-compatible 2489363 91.0342 %
B-out 102356 3.7431 %
CO-l-ambi 6 0.0002 %
CO0-2-ambi 979 0.0358 %
CO-3-ambi 101 0.0037 %
CO-4-ambi 4 0.0001 %
Cé6-1-gapped 97622 3.5700 %
C6-2-gapped 3528 0.1290 %
C6-3-gapped 115 0.0042 %
Cé6-4-gapped 1 0.0000 %

Abbildung 8.6: Erster Teil der Ausgabe des Programms fiir 2.665 ClustalW
Alignments verglichen mit dem oben dargestellten Konsensus-Baum der aus den
NJ-Baumen der einzelnen Alignments berechnet wurde. Hier wird die grundsatzliche
Zusammensetzung der Daten verdeutlicht: Der O’er Block enthalt alle Positionen
der Alignments. In Block A werden die Positionen nach Anteil der auftretenden
Nukleotide aufgelistet. Positionen mit Ambiguitaten oder Lickenpositionen werden
dabei nicht berticksichtigt und in eigene Rubriken eingeordnet. Nur fiir die Positionen,
die in der Gruppe A-2 eingeordnet werden, kdnnen verlassliche Aussagen Uber
Rekombinations- und Substitutionsereignisse gemacht werden.

In Block C werden die nicht berlcksichtigten Gruppen genauer charakterisiert,
die zweite Ziffer bezeichnet dabei die Anzahl der an der Position vorhandenen
Nukleotide.
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Branch Subst Recomb S:R
All 99448 719.27 38815 280.73 3:1
0 91 0.0658 5 0.0036 18:1
1 12278 8.8802 10693 7.7338 1:1
2 12 0.0087 10 0.0072 1:1
3 4211 3.0456 5403 3.9078 1:1
4 3403 2.4613 1260 0.9113 3:1
5 1841 1.3315 4853 3.5100 1:3
6 11903 8.6090 2772 2.0049 4:1
7 4475 3.2366 2937 2.1242 2:1
8 4244 3.0695 5474 3.9591 1:1
9 3061 2.2139 1676 1.2122 2:1
10 15680 11.3407 4019 2.9068 4:1
11 78 0.0564 25 0.0181 3:1
12 134 0.0969 133 0.0962 1:1
13 16632 12.0292 14814 10.7144 1:1
14 34 0.0246 2 0.0014 17:1
15 37 0.0268 6 0.0043 6:1
16 220 0.1591 22 0.0159 10:1
17 1 0.0007 2 0.0014 1:2
18 18 0.0130 27 0.0195 1:2
19 2863 2.0707 5749 4.1580 1:2
20 6514 4.7113 15169 10.9711 1:2
21 4558 3.2966 6432 4.6520 1:1
22 2052 1.4841 5012 3.6250 1:2
23 307 0.2220 109 0.0788 3:1
24 4801 3.4724 10455 7.5617 1:2

Abbildung 8.7: Zweiter Teil der Ausgabe des Programms fir 2.665 ClustalWw
Alignments verglichen mit einem Konsensusbaum, der aus den ML-Baumen der
einzelnen Alignments berechnet wurde. Die erste Spalte bezeichnet den Ast, fur
den die Berechnung gilt (siehe oben). Die zweite und vierte Spalte enthalten die
Anzahl der ermittelten Substitutions- und Rekombinationsereignisse jeweils gefolgt
von ihrem Anteil (in Promille), bezogen auf die Positionen, die zwei Nukleotide
aufweisen, das heiBt bezogen auf die Menge von Positionen, flr die Aussagen
getroffen werden kénnen.

Die letzte Spalte enthédlt das auf ganze Zahlen gerundete Verhéltnis zwischen
Substitutionen und Rekombinationen an dem entsprechenden Split. Fir jede
Alignmentposition kbnnen mehrere Ereignisse abgeleitet werden, in der Summe wird
aber nur ein Ereignis pro Alignmentposition berutcksichtigt.
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Der beschriebene Datensatz wurde mit drei unterschiedlichen Referenztopologien
verglichen.

1. Konsensus-Baum Uber 2.665 ML-Baume / NJ-Baum Uber 2.665 konkatenierte
Alignments (gleiche Topologie, wird im folgenden als ,Konsensus-Baum*® beze-
ichnet.

2. neighbor-joining-Baum fir rRNA Sequenzen
3. zuféllige Topologie

In Abbildung 8.8 sind die Ergebnisse fur den Vergleich mit dem Konsensusbaum
wiedergegeben. Die Topologie des Baumes ist ohne Berlcksichtigung der tatsach-
lichen Astlangen wiedergegeben. In den schwarz umrandeten Ké&sten finden sich
die Ergebnisse fur externe Kanten, in griin diejenigen fir die internen. Aus Grinden
der Ubersichtlichkeit wurden die internen Kanten hier mit Nummern beschriftet, die
dazugehdrigen Werte finden sich unterhalb der Abbildung. Der Anteil bezogen auf die
Zahl der untersuchten Positionen ist in Promille angegeben. Im Schnitt werden 71,9 %
aller Alignmentpositionen durch Substitutionen erklart. Einige Aste weisen aber auch
einen erhdéhten Anteil von Rekombinationen auf, beispielsweise der Teilbaum, in dem
sich die beiden Stdmme E. coli HS und E. coli ATTC wiederfinden.

Die Ergebnisse fir den rRNA-Baum finden sich in Abbildung 8.9. In diesem Baum
finden sich einige farblich hervorgehobene interne Kanten flr die keine Substitutionen
abgeleitet wurden. Fir die Kante, die den Split darstellt, der die beiden Stamme E.coli
K12 _MG1655 und E. coli K12_DH10B von den restlichen Stammen trennt wurden
weder Rekombinations- noch Substitutionsraten bestimmt. Insgesamt ist der Anteil
von Rekombination hdher als bei dem Konsensus-Baum und betragt 3:2 verglichen
mit den ermittelten Substitutionsraten.

Fir den zufédlligen Baum lassen sich flr keine interne Kante Substitutionsraten
bestimmen. Nur fir wenige wurden Rekombinationen abgeleitet. Insgesamt werden
72,3 % der untersuchten Alignmentpositionen durch Rekombination erklart.
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Summe:
34 | 00246 Freq %o
2 | 00014 Substitutionen 99448 719,27
17:1 220 0,1591 Rekombinationen 38815 280,73
37 | 0,0268
22 | 0,0159 SR 3:1
6 | 0,043
6:1
6514 47113
15169 10,9711
1:2
2052 | 14841
16632 12,0292
G 5012 | 3,6250
14814 10,7144 f
p:‘ 1:2
1:1
HS 2863 | 2,0707
4801 34724
5749 | 4,1580
10455 | 7,5617
1:2
1:2 /r
7.
11,3407 2\0/\/7 18 | 0,0130
4558 3,2966 9)
O?'\ 2,9068 8 27 | 00195
6432 | 4,6520 @
1:2
1:1 (o) L977
g (7]
KL
N) Z 78 | 0,0564
®
134 | 0,069 > 25 | 0,0181
307 | 0,2220 o ]
133 | 0,0962 o 31
109 | 0,0788
11 1 0,0007
3:1
2 | 00014
1:2
4244 | 3,0695 2 3061 2,2139 11903 | 8,6090 91 0,0658 5 12278 | 8,8802
5474 | 3,9591 1676 | 1,2122 2772 | 2,0049 5 | 0,0036 10693 | 7,7338
1:1 2:1 4:1 18:1 Bl
4475 | 3,2366 7 3403 | 24613 4211 | 3,0456 12 | oo087 | 10 1841 1,3315
2937 | 21242 1260 | 09113 5403 | 3,9078 10 | 00072 4853 | 3,5100
2:1 3:1 1:1 1:1 1:3

Abbildung 8.8: Substitutions- und Rekombinationsraten fur E. coli, ermittelt mit einer
Referenztopologie, die sowohl bei der Erstellung eines neighbor-joining-Baumes mit
einem konkatenierten Alignment aus 2.665 Proteinfamilien entstand als auch bei
einem Konsensus-Baum erstellt aus 2.665 maximum-likelihood-Baumen. Die Raten
far die mit 1-10 beschrifteten internen Kanten sind im unteren Bereich der Abbildung

aufgefihrt. Die Raten fir interne Kanten stehen in grinen Kasten, diejenigen fir
externe in schwarzen.
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1| 0,0007 18 | 0,0130
24 00174] £ N 27 | 0,0195
1:24 /;:) |l\> 12
\ o
% 2
) —_—
& 8
2N w
A 78
~
(L) 47
§ 2:1

4558 3,2966
44409 32,1192
1:10

542 | 0,3920

0,0564
0,0340

0 0,0000

4211 3,0456

S 17075 12,3497
o 1:4
42 0,0304 ~ o

1:13 6514 | 47113
474 | 0,3428
e 18491 | 13,3738
307 | 02220 01 \s 13
14440 10,4439 APEC [Ne)
1:47 <</q’
2 0.0014
19119 13,8280
1:9560 R
0 | 00000 4801 34724
740058 6 6709 | 4,8523
0:1 53 11
79 | 0.0571 UTigg 134 | 0,0969
638 04614 134 0,0969 10671 7,7179
8 387 02799 1:80
1:3
322 02329
2059  1,4892 N R ) o
2863 2,0707 1:6
19711 | 14,2562
17 ) 20198 14,6084
t% 1:10
12278 8,8802/ A
10082 7,2919
1:1
N 16632 12,0292
Q,Ob‘ 01 | 00658 28132 20,3467
Q7 5  0,0036 12
220 0,1591 N
18:1
22 | 00159
10:1 .
g Q
o pre Summe:
o
) J
Q/; / |m Haufigkeit %o
34 0,0246 OV\ O 37 0,0268 Substitutionen 55408 400,74
2 0,0014 5 6 0,0043 Rekombinationen 82855 599,26
: w -
17:1 6:1 Verhéltnis S:R 1:1

Abbildung 8.9: Substitutions- und Rekombinationsraten fir 14 Stdmme von
E. coli, ermittelt mit einem neighbor-joining-Baum erstellt aus rRNA Sequenzen
als Referenzbaum. FuUr die hervorgehobenen internen Kanten (orange) werden
weder Substitutionen noch Rekombination abgeleitet. Fiir die braunen Kanten wurde
Rekombination abgeleitet, aber keine Substitution. Die Raten flr interne Kanten
stehen in griinen Kasten, diejenigen fir externe in schwarzen.
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Abbildung 8.10: Substitutions- und Rekombinationsraten fiir 14 Stamme von E. coli,
ermittelt mit einer Zufallstopologie als Referenzbaum. Fir die hervorgehobenen
internen Kanten (orange) werden weder Substitutionen noch Rekombinationen

abgeleitet. Fir die braunen Kanten wurde Rekombination abgeleitet, aber keine
Substitution. Die Raten fir interne Kanten stehen in griinen Késten, diejenigen fir

externe in schwarzen.




9 Diskussion

9.1 Chimare Bakterienchromosomen

Im Kapitel 5 wurde die Frage nach der Zusammensetzung «-proteobakterieller
Genome in Bezug auf die nachsten Nachbarn der einzelnen Gene untersucht.
Der nachste Nachbar der Gene wurde dabei in einer prokaryotischen Datenbank
zunadchst als der beste BLAST-Treffer auBerhalb der eigenen Gattung bestimmt,
mit dem Ergebnis, daf3 bis zu 36 % der Gene einen nachsten Nachbarn auBerhalb
der a-Proteobakterien aufwiesen. Da bekannt ist, da3 BLAST-Ergebnisse nicht
immer mit phylogenetischen Ergebnissen Ubereinstimmen (Koski und Golding, 2001),
wurden auch phylogenetische Methoden verwendet, um die Ergebnisse zu Uber-
prufen. Hierbei wurden unterschiedliche Fehlerquellen auf ihre Wirkung Uberprift. Die
Zusammensetzung der Datenbank wurde in unterschiedlicher Weise abgewandelt
(Abb. 5.11, 5.12). AuBerdem wurden die Ergebnisse auf solche beschrankt in denen
eine grof3e Datenbasis zur Verfigung gestellt werden konnte (Ba&ume mit mindestens
15 Taxa, Abb. 5.10). Durch diese Methoden wurde immer eine geringere Menge
von Ergebnissen ermittelt, da eine Filterung stattfand. Der Ausschluf3 von Genomen
aus der Ergebnismenge der a-Proteobakterien zur Uberpriifung, ob die Daten-
bankzusammensetzung einen Einflul3 auf die Ergebnisse hat, fihrte erwartungs-
gemal zu einer Verringerung des Anteils nachster Nachbarn innerhalb der «-
Proteobakterien. Diese Reduktion lag jedoch weit unterhalb dessen was zu erwarten
gewesen ware, wenn die Ergebnisse proportional zur Datenbankzusammensetzung
abgenommen hétten.

Die Verwendung strikterer Methoden, beispielsweise unterschiedlicher Methoden zur
Rekonstruktion von phylogenetischen Baumen und die Beschrankung auf grof3e
Datenséatze, fuhren erwartungsgemaB zu einer Erhéhung des Anteils der Gene
mit einem «a-Proteobakterium als nachstem Nachbarn. Allein die Verwendung von
Phylogenien reduziert bereits die Anzahl der Gene mit nachsten Nachbarn, da
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hier nur noch Sequenzen mit mehreren Treffern in der Datenbanksuche verwendet
werden kdnnen. Die Beschrankung auf Datensatze mit 90 % Bootstrap-Unterstiitzung
(Abb. 5.8) oder auf Baume mit mindestens 15 Taxa (Abb. 5.10) sorgen daflr, dafi3
die Datenmenge reduziert wird und hauptsachlich diejenigen nachsten Nachbarn
Ubrig bleiben, die ein starkes phylogenetisches Signal aufweisen. Das starkste
Signal war bereits bei den auf Sequenzahnlichkeit basierenden nachsten Nachbarn
(5.6), beruhend auf den Ergebnisssen der BLAST-Datenbanksuche das der a-
Proteobakterien. Alle Uberpriifungen der Daten haben zu Veranderungen in der
Zusammensetzung der Ergebnisse gefuhrt. Allerdings blieb in allen Datensatzen
dasselbe Bild erhalten, so daB die Ergebnisse gegentiber methodischen Einfliissen
weitgehend robust waren.

Mit Hilfe von Sequenzéhnlichkeit wurden 630 eukaryotische Gene identifiziert die
auf o-Proteobakterien hindeuten (Gabaldon und Huynen, 2003). Allerdings gibt es
tausende von Genen, die auf einen eubakteriellen Ursprung hindeuten, aber nicht
eindeutig den o-Proteobakterien zugeordnet werden kénnen (Esser et al., 2004;
Rivera und Lake, 2004; Embley und Martin, 2006). Einen Nachbarn in solchen
Gruppen zu finden, wird oft als Hinweis auf einen Ursprung des Genes in der
betreffenden Gruppe gewertet (Baughn und Malamy, 2002). Dabei werden jedoch
die methodischen Probleme bei der Erstellung von Phylogenien deren Aufzweigung
sehr weit zurtickreicht oft vernachlassigt (Susko et al., 2006).

Wenn wir uns aber von der Vorstellung eines Bakterienchromosom trennen, das tber
lange Perioden statischen Charakter hat, und stattdessen ein dynamisches Modell
heranziehen in dem die Ubergénge flieBend sind (engl. fluid chromosome model), so
wilrden wir nach einem gemeinsamen Vorfahren fir alle eukaryotischen Sequenzen
suchen. Dieser mlsste sich aber nicht unbedingt innerhalb der a-Proteobakterien
finden, da nicht bekannt ist welche Ansammlung von Genen der Vorfahre der
Mitochondrien besaf3. Friihere Analysen der Genomevolution von o-Proteobakterien
gingen auf die GenomgrdéBen, und die funktionellen Gruppen der Proteine ein, lieBen
aber die Sequenzahnlichkeit auBBer acht (Boussau et al., 2004).

Daher ist die Frage interessant wieviele a-proteobakterielle Gene auch unter Ver-
wendung des nearest-neighbor-Kriteriums a-proteobakterieller Abstammung zu sein
scheinen. Die Antwort liegt bei den untersuchten Genomen zwischen 33 % (bei
Magnetococcus) und 97 % bei Sinorhizobium. Die mitochondrialen Genome wiesen
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keine Abweichungen in ihrer Zusammensetzung der nachsten Nachbarn im Vergleich
zu den a-Proteobakterien auf (Abb. 5.6).

Prokaryotische Genome werden nicht nur durch Vererbung in ihrem Gengehalt
beeinflusst, sondern auch durch den Verlust von Genen und lateralem Gentransfer
(Kunin et al., 2005; Lerat et al., 2005). Diese Tatsache wird jedoch nur selten zu
Fragestellungen zum Ursprung des Mitochondriums und dem von eukaryotischen
Genen in Bezug gesetzt (Esser et al., 2004). Die Ergebnisse deuten darauf hin,
daB3 rezente a-proteobakterielle Genome eine dynamische Sammlung von Genen
aufweisen, deren Urspringe in vielen Verwandtschaftsbereichen liegen. Daraus
lant sich ableiten, daf3 auch der Vorfahr der Mitochondrien vermutlich Uber ein
mosaikartiges Genom verfligt hat. Daher ist das Kriterium fiir ein kernkodiertes
Gen, durch endosymbiontischen Gentransfer in das Genom gelangt zu sein, namlich
die gemeinsame Verzweigung mit einem o-proteobakteriellen Gen in einem phylo-
genetischen Baum (Kurland und Andersson, 2000), zu strikt, da es ein konserviertes
Bakteriengenom vorraussetzt, in dem LGT und Genverlust keine Rolle spielen.

Wird die Endosymbiontentheorie mit der Annahme eines dynamischen Bakteri-
enchromosoms kombiniert, kann diese Annahme dahingehend abgeéndert werden,
daf3 kernkodierte Gene mitochondrialen Ursprungs eine gemeinsame Abstammung
zu den Eubakterien zeigen — vorrausgesetzt, daf3 die Methoden der molekularen Phy-
logenie in der Lage sind die Ereignisse, die vor 1,5 Milliarden Jahren stattgefunden
haben, korrekt zu rekonstruieren (Embley und Martin, 2006). Sie missen aber nicht
notwendigerweise zu einem Satz von a-proteobakteriellen Genen moderner Genome
gehoren.

9.2 Syntenie: Nukleotid- vs. Proteinsequenzen

Die meisten Methoden, die testen, ob ein Gen seinen Ursprung in einem lat-
eralen Gentransfer hat, beruhen auf Gen- oder Proteinfamilien (Gogarten et al.,
2008; Mclnerney et al., 2008). Daher wurde in Kapitel 6 eine Methode entwickelt,
die Genfamilien auf Basis konservierter syntenischer Abschnitte erstellen sollte.
Zunéachst wurde Uberpruft, inwieweit sich die verfigbaren Daten fir solche Analysen
eignen. Daflr wurde zunachst die Genomsequenz von Salmonella typhii in kurze
Fragmente von 500 bp unterteilt, mit denen jeweils eine BLAST-Datenbanksuche
durchgefihrt wurde. Die Ergebnisse der positionsbezogenen Sequenzahnlichkeit
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zeigen, daf3 sich mit dem einfachen blastn nur fur sehr eng begrenzte Bereiche
eine Menge von Treffern erzielen lasst, die eine Suche nach Positionsorthologen
erlauben. Werden die Nukleotidsequenzen in Aminosauren Ubersetzt, zeigt sich eine
starke Erhéhung der Trefferdichte. Allerdings hat die Anwendung von tblastx auch
sehr groBe Nachteile, da der Algorithmus aufwendiger ist und sich die Laufzeit-
en stark verlangern. AuBBerdem werden auch nicht proteinkodierende Bereiche in
Aminosauresequenzen Ubersetzt. Hier besteht die umgekehrte Problematik wie bei
kodierenden Sequenzen, eine Anderung die beispielsweise auf der RNA-Ebene nur
kleine Auswirkungen hat (zum Beispiel die Insertion eines Nukleotids) wirde bei der
Ubersetzung fiir eine Leserasterverschiebung sorgen.

Daher bietet es sich fur die Entwicklung eines Algorithmus zur Ermittlung von Po-
sitionsorthologen an, statt von der DNA-Ebene von der Protein-Ebene auszugehen.
Das erlaubt zum einen die Verwendung schnellerer BLAST-Varianten fir das Auffind-
en homologer Sequenzen (blastp). Zum Anderen ermdglicht es eine Vereinfachung
der Positionsangaben, was zu wesentlich intuitiveren Kriterien fir den Schwellenwert
fohrt, der bestimmt, bei welchem Abstand zwei Treffer noch als Treffer bezeichnet
werden. Wie in den Methoden beschrieben, wurde jedem Gen aufgrund seiner
Startposition in Nukleotiden eine Positions-ID in Proteinen zugeordnet. Proteine mit
aufeinanderfolgenden Positions-IDs lagen also benachbart auf dem Chromosom.
Auf der DNA-Ebene mussten hier viele Sonderfélle beriicksichtigt werden, inklusive
Uberlappender Genbereiche und langer Abschnitte mit nicht-proteinkodierenden
Sequenzen. Die mit der Methode berechneten Familien von positionsorthologen
Genen werden im folgenden als synteniebasierte orthologe Gene oder kurz SOGs
bezeichnet.

Far die Daten berechnet aus neun Stammen (siehe Kapitel 7) von Escherichia coli
lassen sich Proteinfamilien bestimmen, die in guter Deckung mit den mit dem Markov-
Cluster-Algorithmus (mc1l) ermittelten Proteinfamilien sind. Unterschiede ergeben
sich zwangslaufig dadurch, daB3 die SOG Methode nur ein Gen pro Organismus
erlaubt, so daf3 sich Proteine, die sich bei mc1 in einer Proteinfamilie befinden, sich
bei SOG in mehrere Proteinfamilien aufspalten kénnen (Tab. 7.1). Die ausfihrliche
Beschreibung eines mit der SOG-Methode erstellten Datensatzes und der Vergleich
mit mc1 basierten Daten findet sich im folgenden Abschnitt.

Bei dem in Abb. 6.5 gezeigten Beispiel flr eine Synteniekarte handelt es sich
um einen manuell aus den SOG-Daten erstellten Ausschnitt. Ahnliche Formen
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der Veranschaulichung in ausfuhrlicherer Form existieren beispielsweise in Form
der Datenbank YGOB (engl. yeast gene order browser) (Byrne und Wolfe, 2005).
Dort wurden die Gene verschiedener Hefestamme einander gegenlber gestellt.
Eine solche Darstellungsform ware in begrenztem Maf3 auch fir die in dieser
Arbeit vorgestellten Methode zur Erstellung von orthologen Genfamilien méglich.
Allerdings sollte das Augenmerk auf den referenzbasierten Datenséatzen liegen, da
sich die Anordnung ansonsten schwierig gestalten wirde. Eingeschobene Gene in
den Genomen der Vergleichsgenome kdnnten dabei durchaus in die Darstellung
einbezogen werden, solange es sich um kurze Abschnitte handelt. Hier ware
ahnlich wie im Beispiel eine Darstellungsform nétig, die deutlich macht, dal3 es
sich in solchen Bereichen um keine berechnete Syntenie handelt, sondern um ein
Hinzufligen externer Daten, um Licken zu fillen. Beispielsweise durch das Einfarben
der entsprechenden Abschnitte.

Die Erstellung von phylogenetischen Analysen erfordert eine erh6hte Aufmerksamkeit
bei der Auswahl der Sequenzen. Die Berechnungen reduzieren die Sequenzen
auf mathematische Eigenschaften, und jede Eingabe erzeugt in der Regel auch
eine Ausgabe. Statistische Angaben kdnnen helfen herauszufinden, ob es sich bei
den verwendeten Daten um brauchbares Ausgangsmaterial handelt. Gerade wenn
phylogenetische Analysen im groBen MafBstab durchgefiihrt werden sollen, ist es
sinnvoll durch die Verwendung von vorher definierten Proteinfamilien eine gréBere
Sicherheit in die Datensatze zu bringen, indem gleiche Kriterien fur alle Daten
angelegt werden.

Synteniebasierte Orthologe unterliegen hierbei einer Einschrankung, die aber auch
ein Vorteil ist. Die Datensatze enthalten keine Paraloge. Fir jedes verwendete Genom
wird exakt ein Protein fUr jede Proteinfamilie ausgewahlt. Bei hierarchischen Cluster-
verfahren ist es méglich, daf je nachdem wie die Parameter gewahlt werden, ahnliche
Proteinfamilien zu einem groBBen Cluster vereinigt werden. Das kann zu schwer
interpretierbaren Ergebnissen fuhren. Da der Algorithmus bei synteniebasierten
Orthologen aufgrund der Position innerhalb des Genoms eindeutige Zuordnungen
trifft, entfallt diese Problematik. Das kann jedoch dazu fuhren, daf3 bei duplizierten
Genen die Einordnung aufgrund der Position erfolgt, obwohl die Sequenzahnlichkeit
zu einer anderen Kopie wesentlich hdher ist.

Das Ausgangsmaterial fiir die Suche ist eine BLAST-Datenbanksuche, die eigentliche
Rechenzeit des Algorithmus ist sehr kurz, die Hauptprobleme bei der Effizienz sind
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das Einlesen der BLAST-Ergebnisse und die Auslastung des Arbeitsspeichers. Da
die Qualitat der Ergebnisse nur einen Vorteil bringen kann, wenn die Konservierung
der Sequenzreihenfolge zwischen den betrachteten Spezies relativ hoch ist, ist der
nitzliche Einsatzbereich der Vergleich naher verwandter Spezies, so dal3 die Menge
der zu bearbeitenden Daten (beispielsweise etwa 300 Genome auf einem Rechner
mit 32 GB Arbeitsspeicher) ausreichend ist. Bei einem breit angelegten Datensatz,
der alle Verwandtschaftsbereiche der Prokaryoten abdeckte, wurden auch in weiter
entfernten Verwandtschaftsbereichen syntenische Abschnitte gefunden. Hierbei han-
delte es sich allerdings in der Regel um einzelne stark konservierte Gengruppen.
Das deckt sich mit Ergebnissen die mit zunehmender Distanz zwischen Organismen
eine sehr starke Abnahme der Konservierung der Genreihenfolge bemerkten, aber fir
wenige Bereiche auch zwischen Archaebakterien und Eubakterien noch Abschnite
mit konservierter Genreihenfolge fanden (Tamames, 2001). Diese Konservierung ist
dabei oft nicht exakt, geht aber Uber die Operon-Ebene hinaus (Lathe et al., 2000).

9.3 Kartierung von Rekombination in E. coli

Nachdem in Kapitel 5 untersucht wurde wie grof3 der Einflu3 von lateralem Gentrans-
fer in prokaryotischen Genomen ist, sollte in Kapitel 7 der Einfluf3 von Rekombination
innerhalb von neun Stdmmen von E. coli untersucht werden. Dazu wurden Gen-
familien basiererend auf einem hierarchischem Clusteralgorithmus benutzt (Cluster
orthologer Gene — COGs), und solche basierend auf den Positionsorthologen wie sie
im vorigen Abschnitt beschrieben wurden (syntenische orthologe Gene — SOGs). Da
die Methoden sich grundsatzlich unterscheiden, weil der SOG Datensatz auf E. coli
K12 als Referenz beruht, wahrend die COGs ohne Referenz berechnet wurden wurde
der Datensatz COG* eingefiihrt. Er enthalt genau die Genfamilien, die einen Vertreter
des Referenzgenoms aufweisen und ist damit direkt mit den Ergebnissen der SOGs
vergleichbar.

Die Verteilung der FamiliengréBen (Abb. 7.3) zeigt einen erhdhten Anteil an uni-
versellen Clustern bei Verwendung von SOGs. Das ist unter anderem auf die
strikteren Schwellenwerte zurtickzufuhren, die nétig waren, um im COG*-Datensatz
den Anteil der Proteinfamilien, die mehrere Paraloge enthielten, zu reduzieren. Allerd-
ings ist die Anzahl der universellen Proteinfamilien bei Verwendung des gleichen
Schwellenwerts von 90 % Identitat zwischen Referenz und Treffer mit 2.802 immer
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noch um 10,5 % héher als beim COG* Datensatz. Die Menge der Proteine, die nicht
in eine Proteinfamilie eingeordnet werden kénnen, ist mit 245 um 8,9 % niedriger.

Die Abbildung der verschiedenen Auftrittsverteilungen (Abb. 7.4) stellt die Haufigkeit
und die Verteilung von verschiedenen Kombinationen von Organismen dar. Durch die
Sortierung fallt auf, daf3 es zwar eine groBe Anzahl unterschiedlicher Verteilungen
gibt, es aber auch eine Anzahl von Verteilungen gibt, die nicht auftreten. Diese
wirden zumeist eins von mehreren eng verwandten Genomen enthalten, z.B. E. coli
0O157_Sakai, aber nicht E. coli 0157 _EDL933. Da die Ahnlichkeiten zwischen diesen
Genomen sehr hoch sind, ist die Wahrscheinlichkeit, dal3 ein Gen aus dem einen
Genom in eine Genfamilie eingeordnet werden kann, aber keins aus dem anderen
sehr gering.

FOr die oben genannte Paarung E. coli O157_Sakai und E. coli O157_EDL933
lassen sich in den COG*-Daten 33 Verteilungen finden, die nur eins der beiden
Genome enthalten, davon sechs in gréBerer Haufigkeit. In den SOG-Daten ist dies
nur fir 29 der Fall, von denen auch nur zwei in gréBeren Haufigkeiten auftreten
(Abb.7.4). Bei den Rekombinationsnetzwerken unterscheiden sich die beiden Daten-
satze nur marginal. Das spricht daftr, da3 die beiden Methoden zur Erstellung
von Proteinfamilien Ergebnisse liefern, die sich systembedingt unterscheiden, nicht
jedoch zu komplett unterschiedlichen Ergebnissen fihren. Die Untersuchung der
nachsten Nachbarn der singletons ergab realtiv groBe Unterschiede zwischen den
untersuchten Datensatzen, da sich fir den COG*-Datensatz nahezu doppelt so
viele Proteine nicht in Gruppen einordnen lassen. Da sich die Menge der nachsten
Nachbarn hauptsachlich in der Gruppe der Proteine mit nachsten Nachbarn in
den y-Proteobakterien unterscheidet, spricht vieles daflir, da3 es sich hierbei um
Proteine handelt die aufgrund unterschiedlicher Schwellenwerte im mc1 Datensatz
nicht bericksichtigt wurden.

Bei der Bestimmung der Gesamtrate fliir Rekombination wurden bei den Position-
sorthologen weniger Genfamilien mit Transfers vorhergesagt. Das spricht daftr, daf3
sich die so gewonnenen Daten besser durch die Referenztopologie erklaren lassen,
als die durch den hierarchischen Clusteralgorithmus berechneten Daten. Gentransfer
spielen nicht nur zwischen sehr weit entfernt verwandten Prokaryoten eine Rolle,
sondern auch zwischen verschiedenen Stammen derselben Spezies gibt es eine
groBe Menge Gentransfers in Form von Rekombination.
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In dieser Arbeit wurden im COG* Datensatz flir 27,1 % aller Genfamilien und im SOG
Datensatz fiir 22,7 % aller Genfamilien ein LGT ermittelt. Ahnliche Ergebnisse ergab
auch eine Studie mit Hilfe eines referenzbasierten Verfahrens (Kunin und Ouzounis,
2003b), in der fur 51 Genome mit unterschiedlichen Referenztopologien laterale
Gentransfers abgeleitet wurden. Dort wurden mit Hilfe eines 16S rRNA-Baumes
und mit unterschiedlichen Evolutionsmodellen fir 18 - 41% aller untersuchten
Genfamilien Gentransfers ermittelt. Diese Rate lag bei der Vergleichstopologie die
auf Genverteilungen beruhte leicht héher, und bei einer zufélligen Topologie bei 80 -
95 % (Kunin und Ouzounis, 2003a).

Gene, die sich nicht in synteniebasierte orthologe Gene (SOGs) einordnen lassen
(engl. singletons oder orphans — einelementige Menge bzw. Waise), haben ihre
nachsten Nachbarn hauptséachlich innerhalb der y-Proteobakterien. Insgesamt kon-
nen aber mit Hilfe der SOG-Methode mehr Proteine einer Familie zugeordnet
werden, als mit den Clustern orthologer Gene (COGs), die mithilfe der mc1 Methode
erstellt wurden. Die Methode der Erstellung von Proteinfamilien hat jedoch keinen
groBBen EinfluB auf die Ergebnisse der Analysen in der vorliegenden Arbeit, die auf
diesen beruhen. Allerdings spricht eine niedrigere Rate von Transfer-Ereignissen pro
Proteinfamilie bei den Positionsorthologen daflr, daf3 sich die berechneten Daten
besser durch die benutzte Referenztopologie erklaren lassen.

9.4 Rekombinationsraten

Fir die Proteinfamilien auf Synteniebasis wurde fir 22,1 % der Familien Rekom-
bination abgeleitet. In Kapitel 8 wurde eine weitere Methode benutzt um den
EinfluB von Rekombination und Substitution auf die Genomevolution von E. coli zu
untersuchen. Hierbei wurde die Rate nicht in Einheiten von Proteinfamilien sondern
in Sequenzpositionen ermittelt, die auf Rekombination zurlickzuflihren sind.

FUr jede der 2.665 universellen synteniebasierten Proteinfamilien wurde ein neighbor-
joining-Baum erstellt, aus denen ein Konsensusbaum berechnet wurde. Zusatzlich
wurde ein Wahrscheinlichkeitsbaum aufgrund von konkatenierten Alignments berech-
net. Da beide Methoden zur gleichen Topologie fluhrten, wurde diese als erste
Referentopologie fur die weiteren Analysen verwendet. AnschlieBend wurde die
Kompatibilitat der Alignments zu den unterschiedlichen Splits untersucht. Zusatzlich
wurden die Splits, die in den Referenztopologien enthalten sind, Gber der Abbildung
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wiedergegeben, um einen Vergleich zu ermdglichen. Als kompatibel gilt eine Align-
mentposition, wenn sie sich auf einen Split projizieren lasst.

Die Abbildungen 8.1 und 8.2 zeigen im Hauptteil den Anteil kompatibler Splits
fir die auf der Y-Achse aufgetragenen Genfamilien an. Auf der X-Achse sind alle
auftretenden Splits aufgetragen, deren Sortierung durch den oberen Teil von Abb.
8.1 vorgegeben wird. In diesem Bereich ist in Abb 8.2 ein Histogramm zu sehen,
das die Haufigkeit der Splits bezogen auf die Alignmentpositionen der Genfamilie
wiederspiegelt. Der Unterschied zwischen den beiden Abbildungen liegt in der
Sortierung der Genfamilien. Wahrend sie in Abb. 8.1 nach der Reihenfolge der
Gene im Referenzgenom sortiert sind, stehen sie in Abbildung 8.2 aufgelistet nach
Auftrittsmustern.

Ein groBer Anteil der Splits, der durch die Alignments unterstiitzt wurde liegt in
den terminalen Asten — den Blattern. Da die Sortierung der Splits ansonsten nach
absteigender Haufigkeit der Unterstitzung erfolgt, I&sst sich im oberen Teil von Abb.
8.1 leicht die Unterstiitzung fur die Referenztopologien ablesen. Wahrend bei dem
ML-Baum und dem NJ-Konsensusbaum neun der elf internen Kanten zu denen mit
der starksten Unterstlitzung gehdren, ist das bei dem Baum der auf rRNA Sequenzen
beruht, nur fir zwei Kanten der Fall.

Des Weiteren lasst sich auch ablesen welche Splits zwar eine hohe Unterstitzung
in den zugrunde liegenden Daten haben, aber trotzdem keinen Eingang in die
Phylogenie gefunden haben. Einer der beiden wirde E. coli 536 und E. coli
CFTO073 zu einer monophyletischen Gruppe machen, der andere die Stdamme E.
coli APEC, E. coli UTI89 und E. coli 536. Trotz der hohen Unterstiitzung stehen
diese beiden Splits im Widerspruch zu haufigeren Splits und wurden daher in
den erstellten Phylogenien nicht berlicksichtigt. Solche Verwandtschaftsbeziehungen
kénnten lediglich mit Netzwerkmethoden korrekt wiedergegeben werden (Bryant und
Moulton, 2004; Huson und Bryant, 2006).

Die Splits des rRNA Baumes finden sich fast ausschlieBlich unter denjenigen
deren Haufigkeit in dem Histogramm im oberen Abschnitt von Abb. 8.2 kaum
noch abgelesen werden kann. Das macht deutlich, das sich die phylogenetische
Geschichte einiger weniger Sequenzen — auch wenn es sich dabei um so wichtige
und essentielle handelt wie das bei rRNA Sequenzen der Fall ist — nicht mit der
Geschichte des gesamten Genoms decken muf3 (Esser et al., 2004; Dagan und
Martin, 2006).
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Wenn die nach den Auftrittsverteilungen sortierte Kompatibilitatsverteilung in Abbil-
dung 8.2 betrachtet wird, so féllt ins Auge, dal3 es keine Proteinfamilie zu geben
scheint, die eine identische Zusammensetzung von Splits aufweist, was bei der
Anzahl der betrachteten mdglichen Kombination von Splits nicht verwundert. Einige
wenige Muster treten jedoch hervor. In der nach Genreihenfolge sortierten Abbildung
8.1 treten einige Muster deutlicher hervor, in denen einige aufeinanderfolgende
Genfamilien sehr ahnliche Verteilungsmuster aufweisen. Insbesondere gibt es einige
Abschnitte die auffallig abweichende Verteilungen aufweisen und sich stark von dem
recht gleichméaBigen Grundmuster abheben. Das deutet daraufhin, das es auch hier
Sequenzeigenschaften gibt die sich Gber konservierte Bereiche fortsetzen.

Da die meisten Methoden zur Ableitung von Rekombinationsereignissen auf dem Ver-
gleich mit einer Referenzphylogenie basieren ist die Auswahl der Referenzphylogenie
ein entscheidender Schritt, da jeder Unterschied in der Topologie unterschiedliche
Ergebnisse zur Folge hat (Kunin und Ouzounis, 2003a). Die Phylogenien aus
dem vorherigen Abschnitt (neighbor-joining rRNA, ML-Konsensusbaum und NJ
konkateniert) wurden als Referenzphylogenien fiir die Berechnung von Substitutions-
und Rekombinationsraten bezogen auf Alignmentpositionen benutzt. Wie im vorigen
Abschnitt sollte dabei zwischen kompatiblen und unkompatiblen Splits unterschieden
werden. Allerdings sollte anstatt einer Lokalisation verschiedener Muster auf dem
Chromosom hier eine projektion der abgeleiteten Ereignisse auf einer Referenz-
topologie stattfinden. Zusétzlich zu den bereits erwadhnten Topologien wurde hier
zusatzlich ein zufalliger Baum generiert und als Referenz gewahlt.

FUr jeden Ast in jedem Baum wurde sowohl die Rekombinationsrate als auch
die Substitutionsrate bestimmt. Zusatzlich wurde falls méglich das Verhéltnis von
Substitutions- zu Rekombinationsrate als ganzzahliges Verhaltnis berechnet. Fur
einige Splits, die keinerlei Unterstitzung in den Daten hatten, fir die also entweder
keine Substitutionsereignisse und/oder keine Rekombinationsereignisse abgeleitet
werden konnten, war das nicht méglich. Solche Splits sind in den Abbildungen 8.8-
8.10 farblich hervorgehoben.

Bei dem ML-Konsensusbaum ist dies jedoch nicht der Fall. Hier lassen sich far
alle Kanten alle Raten bestimmen. Im Schnitt lassen sich 71,9 % aller betrachteten
Positionen durch Substitutionen erklaren. Bei den internen Kanten ist die Substitution-
srate durchweg ausgeglichen oder hdher als die Rekombinationsrate, mit Ausnahme
des Splits, der die Stdmme ATCC und HS miteinander verbindet, hier wurden mit
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4.853 Positionen fir fast dreimal soviele Positionen Rekombination abgeleitet wie fir
Substitutionen. Bei den externen Kanten werden in der Regel mehr Rekombinationen
abgeleitet, was vermutlich an den kurzen terminalen Asten liegt auf denen sich nur
wenige Substitutionen ereignet haben.

Wird der rRNA Baum als Referenz ausgewahlt, so fallt auf, daB die Daten flr
einige Kanten keinerlei Unterstitzung enthalten. Fir drei Kanten, die in Abbildung
8.9 farblich hervorgehoben sind, kénnen keine Substitutionsraten bestimmt wer-
den. Da alle Daten, die nicht durch Substitution (also durch die Topologie des
Baums) erklart werden kdnnen, durch Rekombination erklart werden muissen, ist
das Verhaltnis von Substitution zu Rekombination im Vergleich zu dem ML-Baum
in Richtung der Rekombination verschoben. 60 % der Daten werden nun durch
Rekombination erklart. Werden Extremfélle nicht berlcksichtigt, in denen sehr hohe
Ratenverhaltnisse durch wenige einzelne Substitutionen hervorgerufen werden (zum
Beispiel ein Verhéltnis von 1:9560 bei nur zwei Substitutionen) so treten hier auch
Aste auf, bei denen 80mal mehr Daten durch Rekombination erklart werden als durch
Substitution. Insgesamt treten bei neun von 14 externen Kanten teilweise deutlich
hdherere Rekombinationsraten auf.

Bei dem zuféllig erstellten Baum lassen sich noch weniger Daten durch Substitutionen
erklaren. Hier konnte flr keine interne Kante eine Substitution abgeleitet werden.
Fur finf von elf Kanten konnten Rekombinationsraten bestimmt werden. Insgesamt
werden fast dreimal soviele Alignmentpositionen durch Rekombinationen erklart, als
durch Substitutionen. Alle Substitutionen werden an externen Kanten abgeleitet,
diese Werte sind daher identisch mit allen anderen Referenzbdumen, da sich hier
nur die Menge der rekombinanten Stellen andert.

Bei dem Vergleich der Abbildungen 8.1 und 8.8 féllt auf, daB sich die hdheren
Rekombinationsraten die sich fiir einige Aste des Baumes durch die Unterstiitzung
fir die zugehoérigen Splits erklaren lassen. So weisst der Split der E. coli HS und
E.coli ATCC zusammenfasst obwohl er im Konsensusbaum enthalten ist nur eine
relativ geringe Unterstliitzung in den Alignments auf (Abb. 8.2). Umgekehrt verhalt
es sich mit dem Split der die beiden Stamme E. coli 536 und E. coli CFT073
verbindet. Obwohl er die zehnthéchste Unterstitzung unter den mdéglichen internen
Splits aufweist ist er nicht im Konsensusbaum enthalten. Das wiederum flhrt zu
erhéhten Rekombinationsraten bei den terminalen Splits der beiden Stamme.
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Daraus folgt, da3 die Auswahl der Referenztopologien einen enormen EinfluB3 auf die
Abschatzung der Substitutions- und Rekombinationsraten hat. Eine Topologie, die
moglichst viele Splits mit einer hohen Unterstitzung durch die Alignments enthalt,
fihrt zu einer niedrigeren Abschatzung von Rekombination. Dagegen fuhrt die
Auswahl eines fehlerhaften Referenzbaums zu einer Uberschatzung des Einflusses
der Rekombination. Die Verteilung der abgeleiteten Ereignisse auf der Topologie
kann auf der einen Seite zwar auf eine Vorliebe der Reaktion zwischen bestimmten
Arten oder hier Stdmmen hinweisen. Auf der anderen Seite kann eine ehdhte
Rekombinationsrate aber auch auf eine fehlerhafte Topologie hinweisen, die in
einigen Fallen durch die Berechnung der Raten fiir alle Aste relativ genau eingeordnet
werden kann. So ist im RNA Baum die Gruppe APEC, UTI89 und CFT073 im
Gegensatz zum Konsensusbaum nicht monophyletisch. Alle internen und externen
Kanten, die im RNA-Baum zwischen diesen drei Taxa liegen, weisen stark erhéhte
Rekombinationsraten auf. Drei von vier internen Kanten werden durch die Daten nur
sehr wenig unterstizt.

9.5 SchiuBfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Ansatze prasentiert, um lateralen Gen-
transfer (LGT) in Prokaryoten zu untersuchen: Die Analyse nachster Nachbarn,
die Abschatzung Uber die GenomgréBen gemeinsamer Vorfahren sowie Karten fir
die Ableitung von Rekombination. Diese bieten in dieser Reihenfolge ansteigende
Qualitaten fiir die Ableitung von LGT.

Die Analyse nachster Nachbarn der Gene von a-Proteobakterien kann als Ab-
schatzung fur rezente Genome auf der taxonomischen Ebene der Klasse gesehen
werden. Bei den Auftrittswahrscheinlichkeiten handelt es sich um ein vereinfacht-
es Modell. Hier gehen Sequenzahnlichkeiten nur indirekt in die Ergebnisse ein.
Allerdings kénnen, in diesem auf Genfamilien basierenden Ansatz, paraloge Gene
in die Berechnung eingehen und die Ergebnisse beeinflussen. Die Ableitungen
von Rekombinations- und Substitutionsraten berticksichtigen Sequenzeigenschaften
und basieren auf den syntheniebasierten Genfamilien, die zur Entdeckung wahrer
Orthologer gedacht sind.

Alle benutzten Methoden zeigen das gleiche Ergebnis. Lateraler Gentransfer ist kein
seltenes Ereignis, sondern spielt eine wichtige Rolle in der Evolution prokaryotischer
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Genome, sowohl innerhalb einer Art als auch in gréBer werdenden taxonomischen
Einheiten. In der Nachbarschaftsanalyse der a-Proteobakterien zeigte sich, daf3 bis
zu 36,1 % der Genome nachste Nachbarn auf3erhalb der eigenen Klasse aufwiesen
und damit einen Hinweis auf mdglichen lateralen Gentransfer liefern. Verschiedene
Untersuchungen auf systematische Abweichungen mithilfe unterschiedlicher phylo-
genetischer Methoden bestatigten diese Ergebnisse.

Es wurde bereits gezeigt, daB es auch in unterschiedlichen Stammen einer Art
einen hohen Anteil von Variation gibt (van Passel et al., 2008). Daher wurde
zusétzlich eine Analyse durchgefiihrt bei der durch die Verwendung von Genan-
wesenheitsverteilungen (engl. presence-absence-patterns) der Einflul3 von lateralem
Gentransfer zwischen neun Escherichia coli Stammen bestimmt werden sollte. Dabei
zeigte sich, daf3 lateraler Gentransfer nicht nur zwischen unterschiedlichen Klassen
und Gattungen stattfindet, sondern auch zwischen verschiedenen Stammen einer
Art. Hier lief3 sich in 27,1 % aller Genfamilien ein lateraler Gentransfer ableiten. Die
Familien wurden dabei zunachst mit einem hierarchischen Clusterverfahren abgeleit-
et. Zusatzlich wurde eine Methode entwickelt, mit der es mdglich ist Genfamilien
aus wahren Orthologen zu erstellen, indem Positionsinformationen in die Berechnung
eingehen. Damit kann verhindert werden, dal3 Paraloge die Ergebnisse der Analysen
verfalschen. Mit den so erstellten synteniebasierten orthologen Genen wurde fir
22,7 % der Genfamilien ein Gentransfer abgeleitet, was sich mit den Ergebnisen
deckt bei denen unter verschiedenen Bedingungen fir 18 - 41 %aller Genfamilien
LGTabgeleitet wurde (Kunin und Ouzounis, 2003a).

Alle Ergebnisse deuten darauf hin, daf3 lateraler Gentransfer auf den verschiedenen
taxonomischen Ebenen eine grof3e Rolle spielt. Daher handelt es sich bei den berech-
neten Werten eher um eine untere Schranke fir die Abschatzung. Das fuhrt dazu,
daf3 der bifurzierende phylogenetische Baum keine geeignete Darstellungsform fr
die Verwandtschaft prokaryotischer Organismen ist. Hier sollte dazu Ubergegangen
werden, Netzwerke fir die Darstellung phylogenetischer Verwandtschaft zu benutzen,
mit denen die Darstellung widersprichlicher Signale und ein realistischeres Abbild
der prokaryotischen Evolution mdglich ist. Damit kbnnen entweder widersprichliche
Signale gleichzeitig (Bryant und Moulton, 2004; Huson und Bryant, 2006) oder
verschiedene Informationen getrennt voneinander in mehreren Ebenen dargestellt
werden, beispielsweise eine Referenztopologie mit UGberlagerter Darstellung von
abgeleiteten Gentransfers (Dagan und Martin, 2009).
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Das hat nicht nur einen EinfluB auf Verwandtschaftsverhaltnisse von Prokaryoten,
sondern geht weit dartiber hinaus. Phylogenetische Analysen beruhen auf gegenwér-
tig beobachtbaren Ausgangsdaten und machen Abschatzungen Uber den Zustand
dieser Daten zu sehr weit zuriickliegenden Zeitpunkten. Allerdings haben wir nur
ein wages Bild davon wie beispielsweise die Zusammensetzung der Genome der
Vorfahren der Eukaryoten aussah.

Die Mutationsrate fir E. coli wurde mit 4 x 10~'5 Anderungen pro Generation und
Nukleotid beziffert (Milkman und Stoltzfus, 1988). Der Einflul3 von Rekombination
wurde wenige Jahre spater 50 mal héher eingeschatzt, als der von Substitutio-
nen (Milkman und Bridges, 1990). In dieser Arbeit wurden Rekombinations- und
Substitutionsraten durch den Vergleich von Sequenzalignments mit einer Referen-
ztopologie abgeschatzt. Fir die auf Basis eines Konsensusbaumes, erstellt aus
maximum-likelihood-Baumen fiir 2.665 universelle Gene, berechneten Raten lag das
Verhaltnis der Sequenzveranderungen durch Substitutionen zu Rekombinationen bei
3:1. Um die Bestandigkeit der Methode zu Uberprifen, wurden auch ein rRNA-Baum
und ein zufalliger Baum als Referenztopologie herangezogen. Beim rRNA-Baum
wurde ein Verhaltnis von Substitutions- zu Rekombinationsrate von 2:3 ermittelt, fir
den zufélligen Baum lag der Wert bei 1:3. Dadurch konnte gezeigt werden, daf3
die Abschatzung sehr stark von der Auswahl einer Referenztopologie abhangt und
daf3 die Rekombinationsrate umso hdher wird, je schlechter die zugrunde liegende
Referenztopologie ist.

Da Proteinfamilien auf Synteniebasis eher in der Lage sind, evolutiondre Prozesse
korrekt wiederzugeben als Methoden, die nur auf Sequenzahnlichkeiten beruhen,
kénnte die Anwendung dieser Methode in vielen Bereichen, in denen Proteinfamilien
die Grundlagen von Berechnungen darstellen, zu einer Verbesserung der Ergebnisse
beitragen. Grundsatzlich ist es auch mdoglich, die Methode zur Rekonstruktion
von Positionsorthologen auf gréBere Datensatze anzuwenden. Die erreichbaren
Datenmengen sind zwar durch die geringe Menge der konservierten Bereiche bei nur
entfernt verwandten Arten beschrankt, ermdglichen jedoch eine Auswahl von Genen,
bei denen von einer gemeinsamen Vergangenheit ausgegangen werden kann. Der
Ubergang von referenzbasierten Berechnungen zu Konsensusfamilien erméglicht
vermutlich, in groBen Datenséatzen eine angemessene Abdeckung der Daten durch
Genfamilien zu gewahrleisten.
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Schwellenwerte flir die Cluster orthologer Gene (mcl)

Fir die Clusterberechnung mithilfe von mcl wurde ein sehr strikter Schwellenwert
von 90% angelegt. Damit wurde erreicht, das die Datenséatze eine geringe Menge
von Paralogen enthielten. Da bei den syntenibasierten Clustern ein Gen je Genom
Bestandteil eines Clusters werden kann, konnten so vergleichbare Datenséatze erzielt

werden.
Schwellenwert fiir die Eintrage Universelle Proteinfamilien
die mc1 Daten gesamt | mit Paralogen | gesamt | mit Paralogen
30 39.558 3,24 % 2.915 6,07 %
40 39.733 2,46 % 2.904 3,99 %
50 39.733 1,96 % 2.886 2,53 %
60 39.735 1,59 % 2.851 1,40 %
70 39.608 1,29 % 2.811 0,85 %
80 39.314 1,04 % 2.719 0,44 %
90 38.712 0,82 % 2.537 0,20 %
95 37.953 0,60 % 2.224 0,09 %
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Liste der verwendeten Genome

Ubersicht tiber die verwendeten Genomdaten. Alle verwendeten Genome wurden vom FTP Server des ,National Center for
Biotechnology Information“ (NCBI) ' heruntergeladen. Eine Ubersicht findet sich in Tabelle 4.1 auf Seite 14

Wie a-proteobakteriell sind o-Proteobakterien

Referenzgenome

6 Mitochondrien Genome
» Homo sapiens (NC_001807)
» Malawimonas jakobiformis (NC_002553)
» Marchantia polymorpha (NC_001660)
» Reclinomonas americana (NC_001823)
» Spizellomyces punctatus (NC_003052)
* Triticum aestivum (NC_007579)
18 a-Proteobakterien
+ Agrobacterium tumefaciens str. C58
+ Bartonella henselae str. Houston-1
+ Bradyrhizobium japonicum USDA 110
» Brucella melitensis 16M
+ Brucella suis 1330
+ Caulobacter crescentus CB15
» Magnetococcus sp. MC-1
» Magnetospirillum magnetotacticum MS-1
+ Mesorhizobium loti MAFF303099
» Novosphingobium aromaticivorans DSM124
» Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
» Rhodopseudomonas palustris CGA009
» Rhodospirillum rubrum
* Rickettsia conorii str. Malish 7
* Rickettsia prowazekii
+ Sinorhizobium melioti
» Wolbachia sp. (Endosymbiont of Drosophila melanogaster)

+ Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4

'ftp://ftp.ncbi.nih.gov/Genoms/Bacteria
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Anhang

Datenbank

231 Genome vollstandig sequenzierter Prokaryoten

Species Gruppen-Kirzel Sequenzen
Acinetobacter sp. ADP1 0315 3325
Aeropyrum pernix K1 5100 2694
Agrobacterium tumefaciens str. C58 0311 4556
Anaplasma marginale str. St. Maries 0311 949
Aquifex aeolicus VF5 3210 1522
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304 5110 2421
Azoarcus sp. EbN1 0312 4598
Bacillus anthracis str. ’Ames Ancestor’ 3280 5309
Bacillus anthracis str. Ames 3280 5126
Bacillus anthracis str. Sterne 3280 5287
Bacillus cereus ATCC 10987 3280 5844
Bacillus cereus ATCC 14579 3280 5124
Bacillus cereus ZK 3280 5134
Bacillus clausii KSM-K16 3280 4108
Bacillus halodurans C-125 3280 4066
Bacillus licheniformis ATCC 14580 3280 4011
Bacillus licheniformis DSM 13 3280 4196
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 3280 4106
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 3280 5197
Bacteroides fragilis NCTC 9343 3220 4236
Bacteroides fragilis YCH46 3220 4578
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 3220 4778
Bartonella henselae str. Houston-1 0311 1488
Bartonella quintana str. Toulouse 0311 1142
Bdellovibrio bacteriovorus HD100 0313 3583
Bifidobacterium longum NCC2705 3200 1727
Bordetella bronchiseptica RB50 0312 4994
Bordetella parapertussis 0312 4185
Bordetella pertussis Tohama | 0312 3447
Borrelia burgdorferi B31 3320 850
Borrelia garinii PBi 3320 832
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 0311 8317
Brucella abortus biovar 1 str. 9-941 0311 3085
Brucella melitensis 16M 0311 3198
Brucella suis 1330 0311 3273
Buchnera aphidicola str. APS (Acyrthosiphon pisum) 0315 564
Buchnera aphidicola str. Bp (Baizongia pistaciae) 0315 504
Buchnera aphidicola str. Sg (Schizaphis graminum) 0315 545
Burkholderia mallei ATCC 23344 0312 4764
Burkholderia pseudomallei K96243 0312 5729
Campylobacter jejuni RM1221 0314 1838
Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11168 0314 1634
Candidatus Blochmannia floridanus 0315 583
Caulobacter crescentus CB15 0311 3737
Chlamydia muridarum Nigg 3230 904
Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX 3230 897
Chlamydophila abortus S26/3 3230 932

105



Anhang

Species Gruppen-Kirzel \ Sequenzen ‘
Chlamydophila caviae GPIC 3230 998
Chlamydophila pneumoniae AR39 3230 1110
Chlamydophila pneumoniae CWL029 3230 1052
Chlamydophila pneumoniae J138 3230 1069
Chlamydophila pneumoniae TW-183 3230 1113
Chlorobium tepidum TLS 3240 2252
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 0312 4407
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 3280 3672
Clostridium perfringens str. 13 3280 2660
Clostridium tetani E88 3280 2373
Corynebacterium diphtheriae 3200 2272
Corynebacterium efficiens YS-314 3200 2942
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 3200 3099
Coxiella burnetii RSA 493 0315 2046
Dehalococcoides ethenogenes 195 3250 1580
Deinococcus radiodurans 3270 2936
Desulfotalea psychrophila LSv54 0313 3118
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str. Hildenborough 0313 3379
Ehrlichia ruminantium str. Gardel 0311 950
Ehrlichia ruminantium str. Welgevonden 0311 1846
Enterococcus faecalis V583 3280 3265
Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043 0315 4472
Escherichia coli CFT073 0315 5379
Escherichia coli K12 0315 4242
Escherichia coli O157:H7 0315 5361
Escherichia coli O157:H7 EDL933 0315 5349
Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU S4 0315 1603
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586 3290 2077
Geobacillus kaustophilus HTA426 3280 3540
Geobacter sulfurreducens PCA 0313 3447
Gloeobacter violaceus PCC 7421 3260 4430
Gluconobacter oxydans 621H 0311 2664
Haemophilus ducreyi 35000HP 0315 1717
Haemophilus influenzae Rd KW20 0315 1709
Haloarcula marismortui ATCC 43049 5110 3959
Halobacterium sp. NRC-1 5110 2058
Helicobacter hepaticus ATCC 51449 0314 1875
Helicobacter pylori 26695 0314 1553
Helicobacter pylori J99 0314 1491
Idiomarina loihiensis L2TR 0315 2628
Lactobacillus acidophilus NCFM 3280 1864
Lactobacillus johnsonii NCC 533 3280 1772
Lactobacillus plantarum WCFS1 3280 3059
Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 3280 2266
Legionella pneumophila str. Lens 0315 2878
Legionella pneumophila str. Paris 0315 3027
Legionella pneumophila subsp. pneumophila str. Philadelphia 1 0315 2942
Leifsonia xyli subsp. xyli str. CTCB07 3200 2030
Leptospira interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz L1-130 3320 3658
Leptospira interrogans serovar lai str. 56601 3320 4725
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Species Gruppen-Kirzel \ Sequenzen
Listeria innocua 3280 2968
Listeria monocytogenes 3280 2846
Listeria monocytogenes str. 4b F2365 3280 2821
Magnetococcus sp. MC-1 0310 3540
Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 0311 10108
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E 0315 2384
Mesoplasma florum L1 3280 683
Mesorhizobium loti MAFF303099 0311 6752
Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 5110 1770
Methanococcus maripaludis S2 5110 1722
Methanopyrus kandleri AV19 5110 1687
Methanosarcina acetivorans str. C2A 5110 4540
Methanosarcina mazei Goe1 5110 3371
Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H 5110 1869
Methylococcus capsulatus str. Bath 0315 2959
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis str. k10 3200 4350
Mycobacterium bovis AF2122/97 3200 3920
Mycobacterium leprae 3200 1605
Mycobacterium tuberculosis CDC1551 3200 4189
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 3200 3991
Mycoplasma gallisepticum R 3280 726
Mycoplasma genitalium G-37 3280 480
Mycoplasma hyopneumoniae 232 3280 691
Mycoplasma mobile 163K 3280 635
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC 3280 1016
Mycoplasma penetrans HF-2 3280 1037
Mycoplasma pneumoniae M129 3280 688
Mycoplasma pulmonis 3280 772
Nanoarchaeum equitans Kin4-M 5120 536
Neisseria gonorrhoeae FA 1090 0312 2002
Neisseria meningitidis MC58 0312 2025
Neisseria meningitidis 22491 0312 2065
Nitrosomonas europaea ATCC 19718 0312 2461
Nocardia farcinica IFM 10152 3200 5683
Nostoc sp. PCC 7120 3260 5368
Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 0311 3771
Oceanobacillus iheyensis HTE831 3280 3496
Onion yellows phytoplasma OY-M 3280 754
Parachlamydia sp. UWE25 3230 2031
Pasteurella multocida subsp. multocida str. Pm70 0315 2014
Photobacterium profundum 0315 5413
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 0312 4683
Picrophilus torridus DSM 9790 5110 1535
Pirellula sp. 3300 7325
Porphyromonas gingivalis W83 3220 1909
Prochlorococcus marinus str. MIT 9313 3260 2265
Prochlorococcus marinus subsp. marinus str. CCMP1375 3260 1882
Prochlorococcus marinus subsp. pastoris str. CCMP1986 3260 1712
Propionibacterium acnes KPA171202 3200 2297
Pseudomonas aeruginosa PAO1 0315 5566

107



Anhang

Species Gruppen-Kirzel \ Sequenzen ‘
Pseudomonas putida KT2440 0315 5350
Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 0315 5607
Pyrobaculum aerophilum str. IM2 5100 2605
Pyrococcus abyssi 5110 1784
Pyrococcus furiosus DSM 3638 5110 2065
Pyrococcus horikoshii OT3 5110 2061
Ralstonia solanacearum 0312 3440
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 0311 4103
Rhodopseudomonas palustris CGA009 0311 4815
Rhodospirillum rubrum 0311 3791
Rickettsia conorii str. Malish 7 0311 1374
Rickettsia prowazekii 0311 834
Rickettsia typhi str. Wilmington 0311 838
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B67 0315 4359
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A str. ATCC 9150 0315 4093
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 0315 4395
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi Ty2 0315 4323
Salmonella typhimurium LT2 0315 4368
Shewanella oneidensis MR-1 0315 4630
Shigella flexneri 2a str. 2457T 0315 4068
Shigella flexneri 2a str. 301 0315 4443
Silicibacter pomeroyi DSS-3 0311 4252
Sinorhizobium meliloti 0311 3341
Staphylococcus aureus subsp. aureus COL 3280 2618
Staphylococcus aureus subsp. aureus MRSA252 3280 2656
Staphylococcus aureus subsp. aureus MSSA476 3280 2598
Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 3280 2699
Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 3280 2632
Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 3280 2593
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 3280 2485
Staphylococcus epidermidis RP62A 3280 2487
Streptococcus agalactiae 2603V/R 3280 2124
Streptococcus agalactiae NEM316 3280 2094
Streptococcus mutans UA159 3280 1960
Streptococcus pneumoniae R6 3280 2043
Streptococcus pneumoniae TIGR4 3280 2094
Streptococcus pyogenes M1 GAS 3280 1696
Streptococcus pyogenes MGAS10394 3280 1886
Streptococcus pyogenes MGAS315 3280 1562
Streptococcus pyogenes MGAS8232 3280 1845
Streptococcus pyogenes SSI-1 3280 1861
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 3280 1915
Streptococcus thermophilus LMG 18311 3280 1889
Streptomyces avermitilis MA-4680 3200 7577
Streptomyces coelicolor A3(2) 3200 7769
Sulfolobus solfataricus P2 5100 3001
Sulfolobus tokodaii str. 7 5100 2826
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 3200 3337
Synechococcus elongatus PCC 6301 3260 2525
Synechococcus sp. WH 8102 3260 2517
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Species Gruppen-Kirzel \ Sequenzen ‘
Synechocystis sp. 3260 3169
Synechocystis sp. PCC 6803 3260 3167
Thermoanaerobacter tengcongensis MB4 3280 2588
Thermococcus kodakaraensis KOD1 5110 2306
Thermoplasma acidophilum 5110 1478
Thermoplasma volcanium GSS1 5110 1526
Thermosynechococcus elongatus BP-1 3260 2475
Thermotoga maritima MSB8 3330 1846
Thermus thermophilus HB27 3270 1982
Thermus thermophilus HB8 3270 2238
Treponema denticola ATCC 35405 3320 2767
Treponema pallidum subsp. pallidum str. Nichols 3320 1031
Tropheryma whipplei str. Twist 3200 808
Tropheryma whipplei TW08/27 3200 783
Ureaplasma parvum serovar 3 str. ATCC 700970 3280 611
Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 0315 3828
Vibrio fischeri ES114 0315 3802
Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 0315 4832
Vibrio vulnificus CMCP6 0315 4537
Vibrio vulnificus YJ016 0315 5028
Wigglesworthia glossinidia endosymbiont of Glossina brevipalpis 0315 611
Wolbachia endosymbiont of Drosophila melanogaster 0311 1195
Wolbachia endosymbiont strain TRS of Brugia malayi 0311 805
Wolinella succinogenes 0314 2044
Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 0315 4427
Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913 0315 4181
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 0315 4637
Xylella fastidiosa 9a5c 0315 2766
Xylella fastidiosa Temeculai 0315 2034
Yersinia pestis biovar Medievalis str. 91001 0315 3895
Yersinia pestis CO92 0315 3885
Yersinia pestis KIM 0315 4090
Yersinia pseudotuberculosis IP 32953 0315 3901
Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4 0311 1998
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Taxonomische Gruppen Die Perlskripte verwenden fiir die Einordnung der verschiedenen taxonomischen
Gruppen Taxonomiedateien. In diesen wird jeder Art ein Gruppenkiirzel zugeordnet (beispielsweise 3280 fiir die Vertreter der
Firmicutes). Zusatzliche Kirzel dienen fir die Z&hlung von Sequenzen mit bestimmten Eigenschaften. Diese internen Kirzel
sind in der folgenden Tabelle kursiv aufgeflhrt.

’ Gruppen-Kirzel | taxonomische Gruppe ‘ ’ Gruppen-Kirzel | taxonomische Gruppe
0310 Proteobacteria 3280 Firmicutes
0311 Alphaproteobacteria 3290 Fusobacteria
0312 Betaproteobacteria 3300 Planctomycetes
0313 Deltaproteobacteria 3320 Spirochaetes
0314 Epsilonproteobacteria 3330 Thermotogae
0315 Gammaproteobacteria 5100 Crenarchaeota
0316 Magnetotactic Cocci 5110 Euryarchaeota
3200 Actinobacteria 5120 Nanoarchaeota
3210 Aquificae 8000 Eukaryota
3220 Bacteroidetes 9000 unidentified
3230 Chlamydiae 0001 Genduplikation
3240 Chlorobi 9991 Keine Treffer
3250 Chloroflexi 9992 Zu Kurz
3260 Cyanobacteria 9993 Fehler
3270 Deinococcus-Thermus 9999 Proteine (insgesamt)

Stamme von Escherichia coli

Die Namen der Stdmme von E. coli wurden im Text aufgrund der besseren Lesbarkeit mit abgekiirzten Stammbezeichnungen
benannt. In der folgenden Tabelle sind diese Bezeichnungen flr die beiden E. coli Datenséatze aufgefiihrt.

Genom NC Bezeichnung in den Datensatzen
9 Genome | 14 Genome
Escherichia coli 536 NC_008253 | 536 536
Escherichia coli APEC NC_008563 | APEC APEC
Escherichia coli ATCC NC_010468 ATCC
Escherichia coli CFT073 NC_004431 | CFT073 CFTO073
Escherichia coli E24377A NC_009801 | E24377A E24377A
Escherichia coli HS NC_009800 | HS HS
Escherichia coli K12 DH10B NC_010473 K12_DH10B
Escherichia coli K12 MG1655 NC_000913 | K12 K12_MG1655
Escherichia coli 0157 EC4115 | NC_011353 0157_EC4115
Escherichia coli 0157 EDL933 | NC_002655 | EDL933 0157_EDL933
Escherichia coli O157 Sakai NC_002695 | Sakai 0O157_Sakai
Escherichia coli SMS NC_010498 SMS
Escherichia coli UTI89 NC_007946 | UTI89 uTI89
Escherichia coli W3110 AC_000091 W3110
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