Schimpansen dr en ndra besldktad art till oss manniskor
Foto: Bildkollage med bilder fran Pixabay

Manniskans narmaste slakt

— Multipel sekvensinpassning av mtDNA

2022 fick Svante Pddbo Nobelpris for sin forskning om utdéda mdin-
niskoarters arvsmassa. Metoderna som utvecklades for att studera
gammalt DNA 6ppnade upp ett nytt vetenskapsfdlt, paleogenomik.

De forsta studierna av DNA fran utdoda minniskor gjordes pa mitokondrie-DNA (mt-
DNA). Manniskas referensgenom* for mtDNA bestar av 16569 bp (baspar), medan
karnans DNA (forkortas nDNA) innehéller ca 6000000000 bp, om man riknar in alla
46 kromosomer som finns i kdrnan. Det ar lattare att fi fram mtDNA dn nDNA ur
gamla benbitar, eftersom det finns ménga mitokondrier i celler (men bara en cellkirna,
se bild till hoger). S3 det var s& man bérjade forskningen.

I 6vningen ska du undersoka vad mtDNA siger om sliktskapet mellan nutida minniskor
och utdoéda minniskoarter. Las forst ur pressmeddelandet till Nobelpriset:

"Padbos upptickter har gett oss en ny forstaelse f6r var evolutiondra historia. Vid tiden for
Homo sapiens migration ut ur Afrika levde atminstone tva nu utdéda homininer i Eurasien.
Neandertalare levde huvudsakligen i véstra Eurasien, medan denisova levde i de &stra
delarna av kontinenten. Under expansionen utanfor Afrika korsades Homo sapiens med
neandertalare och under vandringen vidare &sterut, dven med denisova.”
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© The Nobel Committe for Physiology

or Medicine. lll. Mattias Karlén

Pdabos upptéckter har ldrt oss hur vérlden var befolkad vid den tidpunkt da grupper av Homo sapiens lam-
nade Afrika och spred sig dver vérlden. Neandertalare levde i vdster och denisova i dster pa den Eurasiatiska
kontinenten. Nar Homo sapiens spred sig 6ver kontinenten skedde méten som &n idag kan sparas i vart DNA.
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* Ett referens-
genom tas oftast
fram utifran flera
olika individer. Det
ger ett slags
"medelvirde”

for vilken DNA-
sekvens som dr
vanligast for en
art.

CCeller kan
innehalla manga
mitokondrier.



Syfte och 6vergripande uppgift

Du kommer att 6va problemldsning med genetiska data. Du fér

tillgdng till fem sekvenser av mtDNA. Genom att anvinda ett * Utdéda miannisko-
bioinformatiskt verktyg, Multiple sequence alignment, ska du arter som uppkallats efter
ta reda p4 vilken av de fem mtDNA-sekvenserna som hor platserna dar man gjorde tidiga

fynd av fossil: | Neanderdalen i Tyskland

till vilken av dessa arter: gjordes fynd redan pa 1800-talet. Soder

e Schimpans (Pan troglodytes) om staden Heidelberg i Tyskland hittades
) . i borjan av 1900-talet en kdke som visade
e Neandertalare (Homo sapiens neanderthalensis) * sig ha tillhért en person som levde fr

ca 600000 ar sedan. | Denisova-grottan

i Sibirien har man bland annat hit-
Heidelbergminniskan (Homo heidelbergensis) * tat ett fingerben frdn en ung
kvinna.

Nutida minniskor (Homo sapiens)

® Denisovaminniska (Homo sapiens ssp. Denisova) *

Lite kort om bioinformatik och upplagg f&r vningen

Bioinformatik handlar om att samla, sortera och analysera biologiska data, som exempel-
vis DNA-sekvenser. Det finns manga olika program som kan anvindas for att gora detta.
Hir anvinder ni ett verktyg som kallas Multiple Sequence Alignment via programmet
Clustal W som finns tillgangligt online. Instruktioner fér hur man goér finns pa nista sida.

Programmet jaimfor alla sekvenser man matar in parvis och gér en matchning (align-
ment) mellan alla sekvenser. Om tvd sekvenser liknar varandra mycket ger det ett
hogt sa kallat Score-virde. P& nista sida visas exempel pé hur ett resultat kan se ut,
och vad man kan lisa ut av det.

Efter alignment kan man ta fram ett slikttriad. I den hir 6vningen viljer du en metod
for dessa som kallas for maximum likelihood

Efter att du fatt fram ett forslag pé slakttrad ska du klura ut vilken art som passar in
pa de olika grenarna i slikttridet. For att komma framat med det har vi delat upp
ovningen i olika deluppgifter och det finns dven ledtradar till dem (sista sidan).

Uppgift 1

Folj metoden som visas pd nista sida for Multiple Sequence Alignment i programmet
ClustalW. Anvind informationen du far fram i resultatfonstret for att svara pa frigorna:

a. Vilken sekvens tillhor mest troligt en nutida manniska? Hur vet du det?

b. Vilken sekvens ar mest lik nutida manniskan i det resultat du fatt fram?

c. Vilken sekvens borde tillhéra schimpansen? Motivera hur du tinker!
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Multipel sekvensinpassning

Kortkommandon
For PC/Windows, tryck CTRL + bokstav.
For Mac/macQOS, tryck CMD + bokstav.

CTRL/CMD + A = Markera allt
CTRL/CMD + C = Kopiera
CTRL/CMD + X = Klipp Ut
CTRL/CMD +V = Klistra In
CTRL/CMD + F = Sok

by

General Setting Parameters:
Output Format: | CLUSTAL v

Pairwise Alignment: © FAST/APPROXIMATE O SLOW/ACCURATE

b Enter your sequences (with labels) below (copy & paste): O PROTEIN @ DNA

Support Formats: FASTA (Pearson), NBRF/PIR, EMBL/Swiss Prot, GDE, CLUSTAL, and GCG/MSI
I TCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGACATCTGGTTCCTAC
[TTCAGGGCCA
| TAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATG

Or give the file name containing your query
Vél fil | Ingen fil vald

Execute Multiple Alignment | Reset

Metod

1. Hiamta DNA-sekvenser i filen mtDNAsekvenser:

2. Markera allt och kopiera (tips p& kort-kommandon
till hoger).

3. Oppna webbsidan ClustalW:
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw

4. Paraden "Enteryour sequences...” markera "DNA”.

5. Klistra in kopierade sekvenser i den vita rutan.

6. Klicka pa Execute Multiple Alignment. Vinta.

7. Resultatet ir en lng textsida.

Exemplet nedanfor hjilper dig att 16sa uppgifterna.

CLUSTALW Result Exempel pd ett resultatfonster

[clustalw.aln][clustalw.dnd][readme]
[ Select tree menu V|| Exec |

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to DHNA
Sequence formgt is Pearson

Sequence 1: F1498764.1 (@16 bp Sekvensernas_namn och(ldngd)(t ex 416
Sequence 2: KJI157767.1 853 bp

Sequence 3: HMBA&842.1 1775 bp
Start of Pairwise slignments
Alipning...

kvdvebaser, forkortat bp for baspar).

sequences (1:2) Aligned. Score: 67.5451 <= 1.2 betyder att sekvens 1 och 2 har jamforts

Sequences (1:3) Aligmed. Score: &1.5385
Sequences (2:3) Aligned. Score:; &8.6636

och fatt en podng (Score). Ju hégre vdrde

Guide tree file created: [clustalw.dnd] desto mer lika varandra ar sekvenserna.

There are 2 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning... Léngre ned finns sekvenserna med
Group 1: Sequences: 2 Score:13288 .. ..
Group 2: Sequences: 3 Score:5349 60 bokstaver (kvavebaser) per rad.
Alignment Score 8117 Sekvenserna dr matchade (alignment)
CLUSTAL-Alignment file created [clustaluw.aln] och ligger under varandra.
KI157767.1 TAAGAGGARAATCCGT TEACTTTAAAAATCGTGAGGET TCAAGTCCCTCTATCCCCAAAS Eftersom sekven-
HME@5842.,1 TAAAAGGARAATCCGT CEACTTTALAAATCGTGAGGETTCAAGT CCCTCTATCCCCAAAS serna ar langre dn
F1488764,1 commmmmmmmmmmmmmmmem e GETTCAAGTCCCTCTATCCOCAAAR e
ksksEEskshEshshbshEREaES 60 bp Sa fOlJeI" ﬂera
block”, i det har
K3157767.1 AGCCCATTTEACTCCTTAACTATTAACTATTTATCTTATCTTTTTTTTCGTTAGTAGTTC '
HMe@s842.1 AGACTATTTAACTCOCCAACTATT ---- -~ TATCCGACCCCCTTTCC--TTAGCGETTC fallet tre stycken.
F1420764.1 AGCCCATTCAACTCCT----TATT-------- ATCTTATCCTTTTTTTCGTTAGTAGTTC
¥ ¥ wE® ERRRE BEER R L R BEER EEE s
KJ157767.1 - RAATTCGTTATCTTTCTTATTCACCCTACTCTTTTACAAACGGATC - - - - - CTAGAGA
HMe@s542.1 CAAATTCCTTATCTTTCTCATTCACTCTATTCTTTTAGAAATGGATTTTTTTTCTALGES
Flase7ss.1 AAAATTCGTTATCTTTCTTATTCACCCTACTC- - - - - - AACGGATC------ CEAGAGE
dmmgRd RERkedrRes R wwR RE L E

t Stjidrmor (*) markerar positioner som dr lika for alla sekvenser
Ju fler * i en alignment, desto mer lika varandra &r sekvenserna.
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https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw

Uppgift 2

Anvind den alignment du gjort for att ta fram ett slikttrad. Anvind slikttridet for

att svara pa uppgifterna hir nedanfor.

Metod

1. Overst pa sidan finns ”Select tree menu”.
Vilj RAXML bootstrap och klicka pa ”Exec”.

2. En ny flik 6ppnas i webblisaren. Vinta.

CLUSTALW Result

[clustalw.aln][clustalw.dnd][readme]

[Select tree menu v] 4

3. Nir resultatet ar klart kan du scrolla ner for att se slikttridet under rubriken
Phylogram. Ett exempel pa ett sliakttrad visas har nedanfor. Dar ges en enkel for-
klaring till hur tradet ska lisas och ocksa till vad siffrorna betyder.

a. Rita en skiss av tridet du far fram i det tomma utrymmet hir nedanfor. Skriv ut

siffrorna 1-5 vid spetsen pa grenarna.

b. Skriv in nutida minniskan vid ratt nummer for sekvensen (se uppgift 1 a).

c. Skriv in schimpans vid ratt gren i slakttridet (se uppgift 1 c).

Exempel pa slikttrdd (gjort for fem vanliga varfjérilar)

Phylogram (midpoint rooted tree)

withuut branch length [Jwithout branch length labels [ without leaf labels B without ticks

son o osve K e b

Slakttradet kan

Qe
»
>

A

visas med och
utan grenldngd
och laddas e
ned i olika
bildformat.

Se graa pilar.

0.1722264[100]

O vinbarsfuks (2.e00001)

O Sorgnantel (8.88877287)

0.0104535([55]

{0 MNasselfjaril (8.8248843)

O Pafagelogs (9.0165206)

Grenldngd (se réda ringar och
dubbelpil). Stérre siffra betyder
fler mutationer sedan narmaste
forgrening i sldkttradet.

Datorprogrammet bygger olika trdd
fran det data vi matat in. Bootstrap-
vdrden inom [ ] vid de réda pilarna
talar om i hur manga av 100 trad
som den grenen finns med. Ett

slags "'stabilitetsmatt” for en viss
gren/férgrening. Maxvardet dr [100].
Vardena ska helst vara éver 70.

Den bla rutan visar tva arter som
dr ndrmare sldkt med varandra dn
vad de dr med de andra arterna i
trddet. De delar en ndrmaste ge-
mensam férfader som de inte delar
med ndgon annan i slakttradet.
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Uppgift 3
Foljande sekvens ir kind fran ett tidigare fynd av mtDNA hos en neandertalare:
CTAGCCCCAAACCCACTCCACCTTACTACCAAACAACCTTAGCCAAA
For att avsloja vilken av sekvenserna 1-5 som tillhor neandertalaren gor sa hir:
1. Kopiera sekvensen hir ovanfor.

Ga till resultatfonstret i ClustalW (den forsta fliken i webblasaren).

2
3. Oppna webblisarens sokfunktion. Du far upp en sokruta uppe till hoger.
4. Klistra in sekvensen i sokrutan.

5

Se efter om sekvensen matchar ndgon av sekvenserna 1-5. Om du fér en matchning
visas den med en gulmarkering pa webbsidan (det syns ocksd i resultatfonstret 1/1
om du fér en traff, annars 0/0).

a. Vilken sekvens tillhor neandertalaren?

b. Skriv in neandertalaren vid ritt gren i slikttriadet fran forra uppgiften.

Uppgift 4

Slakttradet har kvar ett par grenar med bara nummer. Du ska placera ut denisova-
minniskan och heidelbergmanniskan. Som ledtrad far du veta att denisovamanniskan
har visat sig ha det lingsta mtDNA-genomet av alla homininer.

Skriv in denisova och heidelbergminniskan vid ritt grenar i slakttridet.

Uppgift 5

Vilken dr den moderna manniskans narmaste slikting enligt slakttradet?
a. Vilken ir den nirmaste sliktingen till heidelbergmianniskan enligt dina resultat?

b. Ringa in och markera med ett "A” vilken forgrening i tridet som visar att schim-
pansen och alla minniskoarter har en och samma gemensamma forfader.

c.  Ringain och markera med ett "B” den gemensamma férfadern for alla minniskoarter
som ingr i uppgiften.
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Uppgift 6

Slakttradet som du fatt fram bygger pd mtDNA pé ca 16 500 bp jamfort med kirnans
nDNA pa ca 2 x 3000000000 bp (vi ir diploida och har tvd kopior av varje kro-
mosom). Mitokondrier foljer med agget, spermierna bidrar i regel bara med nDNA.
Darfor arvs mtDNA bara via mamman. Svante Piabo borjade med att kartligga mt-
DNA men fortsatte sedan med nDNA.

I pressmeddelandet for Svante Paibos Nobelpris avslutade man med en bild dir ett
slakttrad kan anas som vita "vigar” som en del av illustrationen:

or Medicine. lll. Mattias Karlén

© The Nobel Committe for Physiology

H. sapiens

Padbos banbrytande arbete har skapat en grund for att forklara vad som gor oss unikt manskliga.

a. [ forra uppgiften markerade du den gemensamma foérfadern for manniskoarterna
i uppgiften med ett "B”. Markera samma sak med ett "B” i illustrationen hir
ovanfor.

b. Hur kan man rita in en "vig” fér schimpansen i illustrationen?

c.  Varfor stdr vir egen art lingre fram i bilden 4n denisova och neandertalare?

d. Jimfér hur narmaste sliktingen till denisovaminniskan visas i illustrationen med
hur det ser ut i ditt slakttrid. Ge forslag pa tinkbara forklaringar till det du ser
nir du jamfor.
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| edtradar
Uppgift 1

a. Ibakgrundstexten pa sida 1 finns fakta om langden pd mtDNA f6r nutida minn-
iskor (och hogst upp pa resultatsidan i ClustalW finns information om sekven-
sernas lingder). Den sekvens som stimmer dverens motsvarar nutida manniska.

b. Jamfoér virden pé score for parvisa jamforelser dir sekvensen for nutida mannisk-
or ingdr (du maste alltsa forst 16sa uppgift 1 a). Hogst virde for de tva sekvenser
som liknar varandra mest.

c.  Du kan anta att schimpansens sekvens borde ge 13ga virden pé score for alla par-
visa jaimforelser (jamfor virden pa score och se om det finns ndgon sekvens som
ofta ger 18ga virden).

Uppgift 2

a. Skissen behover inte vara exakt med alla siffror. Det viktiga ar att du far till ett
liknande moénster med forgreningar och att du sitter siffrorna pé ritt gren.

b. Ta hjilp av ditt svar i uppgift 1 a.
c. Ta hjilp av ditt svar i uppgift 1 c.

Uppgift 3

Anvind girna kortkommandon for att kopiera och klistra in (se tips pd kortkom-
mandon pa sida 3).

Nir du far en traff sd ser du numret pé sekvensen lingst till vinster pa sidan. Det ska
vara en triff pa sekvens 1, 2, 3, 4 eller 5.

Uppgift 4

G4 tillbaka och titta i resultatfilen i ClustalW och leta efter den sekvens som har
langst antal baser (bp). Den sekvensen motsvarar denisovaminniska.

Uppgift 5

Nirmaste sliktingar hittar man genom att folja en arts gren bakét i tiden ned mot
ndrmaste forgreningspunkt. G4 dit och folj sedan den andra grenen ut i spetsen och
lds av vilken som dr den narmaste slaktingen.

Uppgift 6

Las faktadelen pa 6vre delen av sidan en gang till. [llustrationen fran pressmeddelan-
det syftade till att summera den senaste forskningen som Svante Paabo och kollegor
har kommit fram till.
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