Slaktskapsstudier

Idag skall du jamféra genetiskt material mellan olika organismer och pa sa satt
uppskatta deras eventuella slaktskap. Laborationen bygger pa foljande antagande:
Likheten i en gen (t ex genen for cytokrom c) mellan olika organismer speglar deras
slaktskap. Detta baseras pa att antalet mutationer ar fler ju langre tid det har forflutit
mellan det att organismerna skildes at evolutionart. Se nedanstaende figur som visar
en gen med foéljande nukleotidsekvens:

Art 1 AAAAATTTTCCCTTTCCCTTTCCCAAGGGTTTT
Art 2 AAAAATTATCCCTTTCCCTTTCCCAACGGTTTT (2mutationer, fet stil)
Art 3 AAAGGTTTTCCCTTGCCCTTTCACAAGGGTTTT (4 mutationer, fet stil)

Utifran ovanstaende resonemang tolkas sekvenserna som om: art 1 och 2 ar
narmare slakt med varandra an vad de ar med art 3.

Hamta nukleotidsekvenser

Du skall hamta genen for proteinet cytokrom c (Proteinet bestar av flera olika delar,
du skall titta narmare pa en av de har delarna, subenhet 4). Cytokrom c finns hos
alla(?) organismer och anvands i elektrontransportkedjan vid cellandningen. Eftersom
proteinet finns hos alla(?) organismer anvands det ofta for slaktskapsstudier.

Ga in pa: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

1) Skriv in NM_001861 i sdkrutan (Search GenBank for) och tryck sedan pa "go”.

2) Nar resultatet kommer upp trycker du pa trycker du pa "Nucleotide: sequence
database”. Tryck sedan pa texten NM_001861. Nu boér du fatt upp en sida med en
hel del information pa. T ex kan du lasa att detta ar ett prov fran en manniska, Homo
sapiens, och att det handlar om Cytochrome ¢ subunit IV.

3) Ga upp till gardinen som det star "GenBank” pa och andra till "FASTA”, tryck
sedan pa "Display”. Nar du gjort detta borde nedanstaende text bli synlig.

NM_001861. Homo sapiens cyto...[gi:17017985]
OMIM, Protein, PubMed, Taxonomy,
LinkOut

>gi|17017985|ref[NM_001861.2| Homo sapiens cytochrome ¢ oxidase subunit IV (COX4), nuclear
gene encoding mitochondrial protein, mMRNA
CGACGTTCGCAGCGCTACCCTTTTCCGCTCCACGGTGACCTCCGTGCGGCCGGGTGCGGGLGG
AGTCTTCCTCGATCCCGTGGTGCTCCGCGGCGCGGCCTTGCTCTCTTCCGGTCGCGGGACACC
GGGTGTAGAGGGCGGTCGCGGCGGGCAGTGGCGGCAGAATGTTGGCTACCAGGGTATTTAGCC
TAGTTGGCAAGCGAGCAATTTCCACCTCTGTGTGTGTACGAGCTCATGAAAGTGTTGTGAAGAGC
GAAGACTTTTCGCTCCCAGCTTATATGGATCGGCGTGACCACCCCTTGCCGGAGGTGGCCCATG
TCAAGCACCTGTCTGCCAGCCAGAAGGCACTGAAGGAGAA.....osv

Detta ar alltsa genen for cytochrome ¢ subenhet 4 hos manniska. Varje bokstav
representerar en nukleotid (Adenin, Guanin, Cytosin, Tymin), nukleotiderna utgor
sjalva koden for proteinet.

4) Markera nukleotiderna (tryck in vanster musknapp och dra). Nar allt &r blatt trycker
du pa ctrl + ¢ for att kopiera.
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5) Oppna sedan programmet "Anteckningar” (finns under startmenyn, sedan tillbehor)
tryck ctrl + v (klistra in) och spara sedan pa disketten. Dép den till Homo, manniska
eller liknande (undvik a,3,0).

Gor ovanstaende for féljande organismer (spara alla i en egen fil):

NM_017202 Rattus Norvegicus (ratta)
NM_053091 Mus musculus (mus)
AH005870 Saimiri sciureus (halvapa)
AH005840 Pongo pygmaeus (orangutang)
AF042748 Pan troglodytes (schimpans)
AF042752 Gorilla gorilla (gorilla)

Ladda upp nukleotidsekvenser

Nar du sparat alla organismer ar det dags for sjalva studierna.

1) Ga in pa: http://workbench.sdsc.edu/

Tryck pa “Set up a free account” for att skapa ett konto. Nar detta ar gjort trycker du
pa "Biology WorkBench”

2) Scrolla ned och tryck pa "session tools”.

Setting up Helper Applications used by the Biology WorkBench 3.2.

3) Markera "Start New Session” och tryck pa Run

Resume Session =

Rename Session
Delete Session
Download Session
Upload Session
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5) Markera din session och tryck sedan pa "Nucleic Tools”. Nar detta ar gjort
markerar du "Add New Nucleic Sequence” , tryck sedan pa "run”

| I Nucleic Tools

[Select All Sequences
Deselect All Sequences
Ndjinn - Multiple Database Search
Retrieve BATCH Output

Edit Nucleic Sequene(s)
Delete Nucleic Sequence(s)
|Copy Nucleic Sequence(s)

6) Tryck sedan pa "Browse...”. Nu kommer ett nytt fénster upp pa skdrmen dra ned
rullgardinen och valj ”3,5-tumdiskett (A)”. Dubbelklicka pa den art du vill ladda upp.
Tryck sedan pa "Upload File”.

File Upload

[ 35 umsdiskett (&)

7) Scrolla ned och skriv in arthamnet, dels vid "Label” och dels vid "Sequence” , se
pilarna. Det ar viktigt att inga andra bokstaver &n nukleotiderna finns med i
dokumentet. Tryck sedan pa "Save”. Gor detta for samtliga arter.

CGACGTTCGCAGCGCTACCCTTTTCCGCTCCACGGTGACCTCCGTGCGGCCGGGTGCGGGCGGAGT
CTTCCTCGATCCCGTGGTGCTCCGCGGCGCGGCCTTGCTCTCTTCCGGTCGCGGGACACCGGGTGTAGAG
GGCGGTCGCGGCGGGCAGTGGCGGCAGAATGTTGGCTACCAGGGTATTTAGCCTAGTTGGCAAGCGAGCA
ATTTCCACCTCTGTGTGTGTACGAGCTCATGAAAGTGTTGTGAAGAGCGAAGACTTTTCGCTCCCAGCTT
ATATGGATCGGCGTGACCACCCCTTGCCGGAGGTGGCCCATGTCAAGCACCTGTCTGCCAGCCAGAAGGC
ACTGAAGGAGAAGGAGAAGGCCTCCTGGAGCAGCCTCTCCATGGATGAGAAAGTCGAGTTGTATCGCATT
AAGTTCAAGGAGAGCTTTGCTGAGATGAACAGGGGCTCGAACGAGTGGAAGACGGTTGTGGGCGGTGCCA
TGTTCTTCATCGGTTTCACCGCGCTCGTTATCATGTGGCAGAAGCACTATGTGTACGGCCCCCTCCCGCA
AAGCTTTGACAAAGAGTGGGTGGCCALGCAGACCAAGAGGATGCTGGACATGALGGTGAACCCCATCCAG
GGCTTAGCCTCCAAGTGGGACTACGAAAAGAACGAGTGGAAGAAGTGAGAGATGCTGGCCTGCGCCTGCA
CCTGCGCCTGGCTCTGTCACCGCCATGCAACTCCATGCCTATTTACTGGAAACCTGTTATGCCARACAGT
TGTACCACTGCTAATAAATGACCAGTTTACCTGALL

Per Anderhag 2004 3



Jamfora nukleotidsekvenser samt rita ett slakttrad
1) Markera de arter du vill jamféra, valj sedan "CLUSTALW”. Tryck pa "Run”. En ny
sida kommer visas, scrolla nedat och tryck pa "Submit”. Klart!

TBLASTX - Compare a translated NS to a translated DB
FASTA - Nucleic Acid Sequence Comparisons (NS or DB)
FASTX - Compare Translated NS to PS DB

FASTY - Compare Translated NS to PS DB

SSEARCH - Smith-Waterman Local Alignment

CLUSTALWY - Multiple Sequence Alignment

CLUSTALWPROF - Align Sequences to Existing Alignment (Profile)
ALIGN - Optimal Global Sequence Alignment

Programmet kommer nu att jamfora de olika sekvenserna. Bla text visar att
nukleotiden aterfinns hos samtliga arter, mycket bla text betyder alltsa att det ar god
samstammighet mellan arterna. Ar texten svart betyder det att det finns
samstammighet mellan atminstone tva av arterna. Ett streck (-) betyder att det ej
finns nagon samstammighet.

Langst ned pa sidan bor det finnas ett slakttrad. Jamfor ditt trad med ett vedertaget,
ga in pa http://tolweb.org/tree/ och klicka dig fram till primaterna. Féljande lank tar dig
direkt till daggdjuren: http://tolweb.org/tree?group=Mammalia&contgroup=Therapsida
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