Schimpansen ar en art som ar nara slakt med oss manniskor.
Foto: Kollage av bilder fran Pixabay

Manniskans narmaste slakt

2022 fick Svante Paabo Nobelpris for sin forskning
om utddéda manniskoarters arvsmassa. Metoderna
som utvecklades for att studera gammalt DNA 6pp-
nade upp ett nytt vetenskapsfalt, paleogenomik.

De forsta studierna av DNA frdn utddda manniskor gjordes pa mitokondrie-DNA
(MmtDNA). Manniskas referensgenom* fér mtDNA bestér av 16 569 bp (baspar),
medan karnans DNA (férkortas nDNA) innehaller ca 6 000 000 000 bp, om man
raknar in alla 46 kromosomer som finns i kdrnan. Det &r lattare att fa fram mtDNA
an nDNA ur gamla benbitar, eftersom det finns méanga mitokondrier i celler (men
bara en cellkdrna, se bild till héger). Sa det var s& man bérjade forskningen.

| 6vningen ska du understka vad mtDNA sager om sléktskapet mellan nutida mann-
iskor och utdéda manniskoarter. Las forst ur pressmeddelandet till Nobelpriset:

Fran pressmeddelandet till Nobelpriset Celler kan

innehalla manga

"Paabos upptackter har gett oss en ny forstaelse for var evolutionara historia. Vid tiden fér Homo ; )
mitokondrier.

sapiens migration ut ur Afrika levde atminstone tva nu utdoda homininer i Eurasien. Neandertalare

levde huvudsakligen i vastra Eurasien, medan denisova levde i de dstra delarna av kontinenten. Under

expansionen utanfor Afrika korsades Homo sapiens med neandertalare och under vandringen vidare

Osterut, aven med denisova.” * Ett referens-
genom tas oftast
fram utifrén flera
olika individer. Det
ger ett "medelvarde”
for vilken DNA-
sekvens som &r
vanligast fér en art.

1-2%
Neandertal-DNA

1-6%
* Denisova-DNA

H. sapiens

© The Nobel Committe for Physiology

or Medicine. Ill. Mattias Karlén

Pasbos upptackter har lart oss hur varlden var befolkad vid den tidpunkt d& grupper av Homo sapiens
lamnade Afrika och spred sig dver varlden. Neandertalare levde i vaster och denisova i 6ster pa den
Eurasiatiska kontinenten. Nar Homo sapiens spred sig 6ver kontinenten skedde mdéten som an idag
kan sparas i vart DNA.
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Syfte och 6vergripande uppgift

Du kommer att dva problemlésning med genetiska data. Du far
tillgang till fyra sekvenser av mtDNA. Genom att anvanda ett

* Utdoda
bioinformatiskt verktyg, Multiple sequence alignment, ska du manniskoarter som
ta reda pa vilken av de fyra mtDNA-sekvenserna som hér till uppkallats efter platserna

dar man gjorde tidiga fynd av

vilken av dessa arter: fossil: | Neanderdalen i Tyskland

* Schimpans (Pan troglodytes) gjordes fynd redan pa 1800-ta-
let. | Denisova-grottan i Sibirien
* Neandertalare (Homo sapiens neanderthalensis) * har man bland annat hittat
. L. . . ett fingerben fran en ung
« Nutida méanniskor (referensgenomet for Homo sapiens mtDNA) -

« Denisovamanniska (Homo sapiens ssp. Denisova) *

Lite kort om bioinformatik och upplagg fér 6vningen

Bioinformatik handlar om att med stdd av datorprogram samla, sortera och ana-
lysera biologiska data, som exempelvis DNA-sekvenser. | dvningen anvands ett
verktyg som kallas Multiple Sequence Alignment via programmet ClustalW som
finns tillgangligt online. Instruktioner fér hur man gor finns p& nista sida.

Programmet jamfor alla sekvenser man matar in parvis och goér en matchning
eller inpassning (alignment) mellan alla sekvenser. Om tva sekvenser liknar var-
andra mycket far det ett hogt sa kallat Score-varde. P4 nista sida visas exempel
pé hur ett resultat kan se ut, och vad man kan l4asa ut av det.

Efter alignment kan man ta fram ett slakttrad. | ClustalW goérs det pa ett enkelt
sitt direkt utifran de parvisa matchningarna och deras Score-varden. Det finns
andra, battre satt att bygga slakttrad, men vi ndjer oss med detta enkla satt i
den har 6vningen.

Uppgiften &r att klura ut vilken art som passar in pa de olika grenarna i slékttradet.
Folj dvningens deluppgifter och ta hjilp av ledtrddar vid behov (se sista sidan).

Uppgift 1

Folj metoden som visas pé nista sida for Multiple Sequence Alignment i program-
met ClustalW. Anvand informationen i resultatfénstret och svara pé fragorna:

a. Foér nutida manniskor finns ett sa kallat referensgenom fér mtDNA som har
en bestdmd langd. Vilken sekvens tillhdr mest troligt en nutida manniska?

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

c. Vilken sekvens borde tillhdra schimpansen? Motivera hur du tanker!
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Multiple Sequence Alignment Kortkommandon
For PC/Windows, tryck CTRL + bokstav.

Metod For Mac/macOS, tryck CMD + bokstav.

1. Hamta DNA-sekvenser i filen 4 mtDNAsekvenser. CTRL/CMD + A = Markera allt
CTRL/CMD + C = Kopiera

2. Markera allt (se tips pa kortkommandon till hoger). CTRL/CMD + X = Klipp Ut

. CTRL/CMD + V = Klistra In
3. Oppna webbsidan ClustalWw: CTRL/CMD + F = S6k

https:/www.genome.jp/tools-bin/clustalw

General Setting Parameters:
Output Format: | CLUSTAL v
Pairwise Alignment: © FAST/APPROXIMATE O SLOW/ACCURATE

4. P& raden “Enter your sequences..” markera "DNA”,

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/MS
I TCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGACATCTGGTTCCTAC

5. Klistra in kopierade sekvenser i den vita rutan. P [

> [TAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAMTAAGACATCACGATG

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

»  Execute Multiple Alignment | Reset

6. Klicka pa Execute Multiple Alignment. Vanta. >

7. Resultatet ar en lang textsida.

Exemplet nedanfér hjalper dig att l6sa uppgifterna.

CLUSTALW Result Exempel pa ett resultatfénster

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

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to DHA

Sequence formet is Pearson

Sequence 1: F140@764.1 (416 bp Sekvensernas_namn och@t ex 416 kva-
sequence 2: KJ157767.1  BGE bp vebaser, férkortat bp fér baspar).

Sequence 3: HME@s342.1 1775 bp

Start of Pairwise slignments
Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 67.545] <e— 1D betyder att sekvens 1 och 2 har jamforts

::gﬂ:gi: 8;% :ﬁgg:g' EEE:: gé'gégg och fatt en poang (Score). Ju hégre varde
Guide tres file created: [clustelu.dnd] desto mer lika varandra ar sekvenserna.

There are 2 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning... Langre ned finns sekvenserna med 60
Group 1: Sequences: 2 Score:13288 boksta (kvaveb ) d. Sek-
Group 2: Sequences: 3 Score:5348 o aver” WERIEIoEIIS, per rad. e
Alignment Score 8117 venserna ar matchade (alignment) och

ligger under varandra.
CLUSTAL-Alignment file created [clustalw.aln]

K3157767.1 TAAGAGGAARATCCATTGACTT TARANATCGTGAGGGETTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAA Eftersom sekven-
HMBasE42.1 TAAAAGGAAMATCCGT CGACTTTAAALAT CGTGAGGETTCAAGTCCCTCTATCCCCAALA serna ar langre dn
FI488764.1 —-mmmmmmmmmmmmmemmm oo GETTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAA o £l
"block” i det har fal-

KJ1157767.1 AGCCCATTTEACTCCTTAACTATTAACTATTTATCTTATCTTTTTTTTCGTTAGTAGTTC let tre stycken.
HMBasE42.1 AGACTATTTAACTCCCCAACTATT -~ ---~ TATCCGACCCCCTTTCC--TTAGCGETTC
Fl4se764.1 AGCCCATTCAACTCCT----TATT-------- ATCTTATCCTTTTTTTCGTTAGTAGTTC

*E *k xR EEkEEE EEEE e E EEE EEEE xR
KJ1157767.1 ~AAATTCETTATCTTTCTTATTCACCCTACTCTTTTACABACGGATC - -~ - - - CTAGAGA
HMBas542.1 CABATTCCTTATCTTTCTCATTCACTCTATTCTTTTAGABATGGATTTTTTTTCTAAGCG
F145@764.1 AASATTCETTATCTTTCTTATTCACCCTACTC------- BACGGATC------ CEAGAGC

FEEEAEEE FEXIAXERET ERETRE kxR KK EE O REEER E 3

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

Uppgift 2

Anvand den alignment du gjort for att ta fram ett slakttrad. Anvand slakttradet
for att svara pa uppgifterna har nedanfor.

Metod

Overst pa sidan finns *Select tree menu”.
klicka pa “Exec”.

En ny flik 6ppnas i webblédsaren. Vanta.

CLUSTALW Result

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

ISe\ect tree menu VI EXeC |

N&r resultatet ar klart kan du scrolla ner for att se slékttradet under
rubriken Phylogram. Ett exempel pé ett slakttrad visas har nedanfor. Dar
ges en enkel foérklaring till hur triadet ska ldsas och ocksa till vad siff-

rorna betyder.

Rita en skiss av tradet du far fram i det tomma utrymmet hir nedanfor.
Skriv ut siffrorna 1-4 vid spetsen pé grenarna.

Skriv in nutida manniskan vid ratt nummer fér sekvensen (se uppgift 1 a).

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

Exempel pa slakttrid (gjort fér fem vanliga varfjirilar)

Phylogram (midpoint reoted tree)

without branch length (] without branch length labels [l without leaf labels & without ticks

1son &

Slakttradet kan
visas med och
utan grenlangd
och laddas ned
i olika bild-
format.

Se graa pilar.

sve b opng K

»

O citronfjaril

A

0.1732364[100]

O Vinbarsfuks {@.860801)

O sorgmantel (8.80877287)

0.0104538[55])

O Nasselfjaril (8.8248643)

O Pafagelogs (8.0165206)

Grenléangd (se réda ringar och dub-
belpil). Storre siffra betyder fler
mutationer sedan narmaste forgre-
ning i slakttradet.

Datorprogrammet bygger olika trad
fran det data vi matat in. Bootstrap-
varden inom [ ] vid de réda pilarna
talar om i hur ménga av 100 trad
som den grenen finns med. Ett
slags “stabilitetsmatt” for en viss
gren/forgrening. Maxvardet ar [100].
Vérdena ska helst vara 6ver 70.

Den bl& rutan visar tvd arter som ar
narmare slakt med varandra an vad
de ar med de andra arterna i tradet.
De delar en nédrmaste gemensam
forfader som de inte delar med na-
gon annan i slakttradet.
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Uppgift 3

Foljande sekvens ar kand fran ett tidigare fynd av mtDNA hos en neandertalare:
CTAGCCCCAAACCCACTCCACCTTACTACCAAACAACCTTAGCCAAA

For att avsloja vilken av sekvenserna 1-4 som tillhdr neandertalaren gér sa hir:

1. Kopiera sekvensen har ovanfor.
2. Gatill resultatfénstret i ClustalWw (den forsta fliken i webblasaren).

3. Oppna webblisarens sdkfunktion (se tidigare tips pa snabbkommandon).
Du far upp en sokruta.

4, Klistra in sekvensen i s6krutan (eller skriv in den manuellt).

5. Se efter om sekvensen matchar ndgon av sekvenserna 1-4. Om du far en
matchning visas den med en fargmarkering pa webbsidan (i vissa webblasare
syns ocksa i resultatfénstret 1/1 om du far en traff, annars 0/0).

a. Vilken sekvens tillhor neandertalaren?

b. Skriv in neandertalaren vid ratt gren i slakttradet fran férra uppgiften.

Uppgift 4

Komplettera slékttradet med denisovamanniskan vid ratt gren i slakttradet.

Uppgift 5

a. Vilken ar den moderna méanniskans niarmaste slékting enligt slakttradet?

b. Ringa in och markera med ett "A” vilken forgrening i tradet som visar att
schimpansen och alla méanniskoarter har en gemensam féregangare.

c. Ringain och markera med ett "B” den gemensamma féregédngaren fér alla man-
niskoarter som ingéar i uppgiften.
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Uppgift 6

Slakttradet som du fatt fram bygger pa mtDNA pa ca 16 500 bp jamfért med kér-
nans NnDNA pa ca 2 x 3000 000 000 bp (vi ar diploida och har tva kopior av varje
kromosom). Mitokondrier foljer med &dgget, spermierna bidrar i regel bara med
NDNA. Darfor arvs mtDNA bara via mamman. Svante Padbo bdrjade med att kart-
lagga mtDNA men fortsatte sedan med nDNA.

| pressmeddelandet fér Svante Pdabos Nobelpris avslutade man med en bild dar
ett slakttrdd kan anas som vita ”vagar” som en del av illustrationen:

or Medicine. Ill. Mattias Karlén

© The Nobel Committe for Physiology

H. sapiens

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

a. | forra uppgiften markerade du den gemensamma forfadern fér manniskoar-
terna i uppgiften med ett ”B”. Markera samma sak med ett ”B” i illustrationen
har ovanfor.

b. Hur kan man rita in en *vag” for schimpansen i illustrationen?

c. Varfor star var egen art langre fram i bilden dn denisova och neandertalare?

d. Jamfoér hur narmaste slaktingen till denisovamanniskan visas i illustrationen
med hur det ser ut i ditt slakttrad. Ge férslag pa tankbara férklaringar till det
du ser nar du jamfor.
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Ledtradar

Uppgift 1

a. | bakgrundstexten pa sida 1 finns fakta om langden pa mtDNA fér nutida
méanniskor (och hoégst upp pa resultatsidan i Clustalw finns information om
sekvensernas langder). Den sekvens som stammer 6verens motsvarar nutida
manniska.

b. Jamfoér varden péd score fér parvisa jamforelser dar sekvensen for nutida
méanniskor ingér (du maste alltsd forst l6sa uppgift 1 a). Hogst varde for de
tva sekvenser som liknar varandra mest.

c. Du kan anta att schimpansens sekvens borde ge ldga viarden pé score for alla
parvisa jamfoérelser (jAmfor varden pa score och se om det finns n&gon sek-
vens som ofta ger laga varden).

Uppgift 2

a. Skissen behdver inte vara exakt med alla siffror. Det viktiga &r att du far till
ett liknande monster med forgreningar och att du satter siffrorna pa ratt
gren.

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

Uppgift 3

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

Nar du far en traff s& ser du numret pa sekvensen lingst till vanster pa sidan.
Det ska vara en traff pa sekvens 1, 2, 3, eller 4.

Uppgift 4

Har racker uteslutningsmetoden, det borde bara vara en tom gren kvar som
motsvarar denisovamanniskan.

Uppgift 5

Narmaste sliaktingar hittar man genom att folja en arts gren bakéat i tiden ned
mot ndrmaste forgreningspunkt. Ga& dit och félj sedan den andra grenen ut i
spetsen och las av vilken som ar den narmaste slaktingen.

Uppgift 6

Lis faktadelen pa dvre delen av sidan en gang till. Illustrationen fran pressmed-
delandet syftade till att summera den senaste forskningen som Svante Pd&bo
och kollegor har kommit fram till.
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