REGN MED BIOLOGI — SUPPLERENDE MATERIALE (4.10)

Sekvenssoftware til lpsning
af eksamensopgaver

Der har veeret en del opgaver i studentereksamenssaet bade i biologi og bioteknologi hvor
sekvenser eller stamtraeer skal analyseres. | det felgende skitseres hvorledes software kan bruges
i den forbindelse. Se kilderne sidst i denne vejledning for at se hvilke eksamensopgaver om
fylogeni og sekvensanalyse der indgar. Ligeledes er sekvenserne der anvendes i disse eksempler,
opskrevet i fasta-formatet sidst i dette dokument og kan direkte kopieres ind i et UNICODE-
tekstprogram og anvendes dér.

Analyse af stamtraeer

| opgaverne med afbillede stamtreeer, fx ‘genetisk variation hos krondyr’, ‘den afrikanske ele-
fant’, ‘giraffer’ og ‘hvalros og remmesael’, er der stamtraeer der skal analyseres. Det er vigtigt at
bruge begreberne fra bogen ‘Regn med biologi’ i analysen af stamtraeerne sa fagsproget bliver
korrekt. Ligeledes skal man vaere opmaerksom pa at det der adskiller arterne, er la&engden af de
vandrette streger, og man ber betragte alle stamtraeer som traeer uden rod hvor alle arter hele
tiden udvikler sig veek fra hinanden, nar der ikke leengere sker en opblanding af genpuljerne.
Det vil sige at selvom en outgroup udger en lang streg, er der forskel pa organismen ved gre-
nens begyndelse og ved grenens spidser — leengden af grenen viser hvor stor forskel der er. Se
‘Regn med biologi’ side 76-78.

Der har i flere studentereksamensseet veeret opgaver hvor man ud fra sekvensdata skal kunne
udtale sig om afstamningsforhold eller genetisk variation — se kildelisten. For at lagse disse
opgaver kan det veere ngdvendigt at skitsere et stamtrae eller fremstille en afstandsmatrix fordi
det pa en overskuelig made viser de forskelle, der er i sekvenserne. De fleste opgaver findes i
pdf-format, og det er muligt at kopiere sekvensdataene ind i et tekstbehandlingsprogram. Den
videre analyse er lidt forskellig efter om der bruges Mac eller pc, og de to veje behandles derfor
herefter i hver sit afsnit:

Analyse af sekvensdata med pc

Det er muligt at kopiere sekvensdataene ind i et tekstbehandlingsprogram som ‘Notesblok til
Windows’ Disse skal gemmes i fasta-formatet og kan derefter direkte indleeses i Geneious eller
MEGA. Man begynder med at kopiere fra pdf-filen og seette det ind i Notesblok. Se figur 1. Her
er anvendt data fra opgaven fra 2006 om truede tigre.
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3 Unavngivet - Notesblok = =
Filer Rediger Formater Vis Hjelp

Sibirisk tiger

(P. tigris altaica)

Sydkinesisk tiger

(P.tigris amoyensis)

Indokinesisk tiger

(P. tigris corbetti I)

Indokinesisk tiger

(P. tigris corbetti II)

Sumatra tiger

(P. tigris sumatrae)

Bengalsk tiger

(P. tigris tigris)

GCACCGTACC CCCCTCACTT TGTGGCACCT CTATATAATG CTACTAGGCT GCCG
1 18 28 3@ 48 58

ACGCCGCACT CCCTCCGCTT TGTGGCATCT CTACATGATG CCATCAAGCC ACTG
1 1e 28 3@ 48 58

GTACCGCACC CCCCTCGCTT TATAGCACTT CTATATAATG CTACTAGGCT GCTG
1 1e 28 3@ 4@ 58

GCGCCRCACC CCCCTCGCTT TGTGATATCT TTACGTAATG CTACTAGGCT GCCG
1 1@ 2@ 3@ 4@ 58

ACGCCGCACC CCCTTCGCTT TGCGGCGTCT CTACATAACG CCATTAGGTT GCTG
1 1@ 28 3@ 48 58

GCGCCRGACC CCCCTTGCTC TGTGGCATCT CTACATAACG TCATTAGACT GCTG
1 1@ 2@ 3@ 48 58

Figur 1. Data kopieret direkte fra pdf-filen med opgaven ind i tekstbehandleren Notesblok.

Herefter skal data stilles op sa det svarer til fasta-formatet. Det betyder at hver sekvens skal

have en overskrift, der begynder med tegnet ‘sterre end’ (>). Efter det skrives typisk navnet pa
organismen i ét ord. Pa linjen under dette skrives sekvensen som herer til overskriften. Man
behover ikke at tage sig af mellemrum mellem data i sekvensen; bogstaverne laeses i reekkefalge.
Herefter kan man skive en ny overskrift og en ny sekvens ind og dermed konvertere tabeldata fra
opgaveseettet til fasta-formatet. Se figur 2. Sa skal filen gemmes som fx tigre.fasta. Det geres ved
at veelge ‘Filer’ > ‘Gem som’. Herefter skrives et filnavn, og i dialogboksens felt ‘Filtype” skiftes
fra *.txt til ‘Alle filer’ HUSK DET. Se figur 3. Gem filen pa Skrivebordet.

Tigre - Notesblok = =
Eiler Rediger Formater Vis Hjeelp

[

» Sibirisk_tiger

GCACCGTACC CCCCTCACTT TGTGGCACCT CTATATAATG CTACTAGGCT GCCG
» Sydkinesisk_tiger

ACGCCGCACT CCCTCCGCTT TGTGGCATCT CTACATGATG CCATCAAGCC ACTG
> Indokinesisk_tiger 1

GTACCGCACC CCCCTCGCTT TATAGCACTT CTATATAATG CTACTAGGCT GCTG
> Indokinesisk_tiger_ 2

GCGCCGCACC CCCCTCRCTT TGTGATATCT TTACGTAATG CTACTAGGCT GCCG
> Sumatra_tiger

ACGCCGCACC CCCTTCGCTT TGCGGCGTCT CTACATAACG CCATTAGGTT GCTG
> Bengalsk tiger

GCGCCGGACC CCCCTTGCTC TGTGGCATCT CTACATAACG TCATTAGACT GCTG

Figur 2. Data fra figur 1 omsat til fasta-formatet.
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Figur 3. Husk at cendre filtypen ndr der gemmes i fasta-formatet.

Fasta-formatet er en universel filtype til at importere og eksportere filer der indeholder sekvens-
data. Fasta-filer kan derfor bade dbnes af MEGA og Geneious. OBS: DET ER VIGTIGT AT BRUGE
MEGA 7 TIL PC — DA UPGMA-STAMTRAER FOR NARVARENDE TEGNES FORKERT | SENERE
UDGAVER AF MEGA.

Ferst gennemgas hvorledes man fremstiller en afstandsmatrix i MEGA ud fra sekvensdata.
Bagest i denne hjzelpefil er sekvenserne skrevet ind i fasta-formatet sa de er lige til at kopiere ind
og anvende til dette formal.

Aben MEGA og treek filen tigre.fasta ind i programmet. Herefter skal MEGA vide noget om
indholdet af fasta-filen. Det forste der sparges om, er om filen skal analyseres eller alignes. Veelg
‘Analyze’ — idet opstillede sekvenser er alignet, med mindre andet er angivet. Herefter skal der
svares pa hvilken type sekvens det er — vaelg ‘Nucleotide Sequences’ og tryk ‘OK’. Det sidste
spergsmal man skal svare pa, er om sekvensen koder for et protein. Til det spergsmal svares nej:
Tryk pa ‘No’. DET ER VIGTIGT AT HUSKE ET NEJ HER. Meget hurtigt vil man komme til at trykke
‘Yes’ for det er man vant til’, men med mindre det er proteinkodende DNA, skal der svares ‘No’.

Veelg herefter ‘Compute Pairwise Distances...”. Se figur 4. Og svar efterfelgende ja til at bruge
de indlzeste data til at udregne den parvise forskel: Tryk ‘Yes'.
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m MEGA 7.0.25(7170412-x86_64) — O X
File Analysis Help
E % .2 [w B = _ H _ 83 w_E_LO0_ T,
Align Data Models Distance  Diversity Phylogeny User Tree  Ancestors Selection  Rates Clocks Diagnose
T A =8 & Compute Pairwise Distances...
b CD.lf'i’: {= Compute Overall Mean Distance...
Compute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute Net Between Group Mean Distances
® | & = e 9 . L . & .
Help Docs Examples Citation Report a Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferences
MEGA release #7170412-x86 64 tigre.fasta

Figur 4. MEGA kan bruges til at udregne en afstandsmatrix.

Herefter skal preeferencerne saettes for hvordan afstandsmatrixen skal fremstilles. Ved de fleste
opgavetyper er det fint at sammenligne antallet af forskelle mellem de enkelte sekvenser som
svarer til det, man kan teelle manuelt. Derfor saettes ‘Model/Method’ til ‘No. of differences’. Se
red ring pa figur 5.

Det feerdige resultat bliver en afstandsmatrix der viser, hvor store forskellene er mellem de
enkelte tigerarter, eller egentlig viser afstandsmatrixen hvor store forskelle, der er i de enkelte
sekvenser, nar man sammenligner dem parvis. Der hvor det mindste tal er stort, er der mindst
forskel mellem de to sekvenser, og de to taxa er derfor teettest beslaegtede. Det omvendte
geelder for de to fjernest beslaegtede taxa. Se figur 6.

Man kan ved ikonet hvor der star ‘0.001’, fa vist flere decimaler og ved ikonet med ‘0.0’ fa
vist feerre decimaler. Hvis man kun skal teelle forskelle, er brug af heltal det mest korrekte. Andre
afstandsmetoder, se ‘Regn med biologi’, ber preesenteres med maksimalt det antal decimaler
som sekvensleengderne kan berettige. Sammenlignes 1000 baser, kan decimaltallet maksimalt
veere tre decimaler.
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m M7: Analysis Preferences — O X

Selection

Distance Estimation

Pairs of taxa
Estimate Variance
Variance Estimation Method None
Substitution Model
Substitutions Type Nuclectide
Model/Method No. of differences
Substitutions to Include d: Transitions + Transversions
Rates and Patterns
Rates among Sites Uniform rates
Pattern among Lineages Same (Homogeneous)

Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment Complete deletion

2 oo X orcs

Figur 5. Opscetning af hvorledes afstandsmatrixen skal tegnes.

m M7: Pairwise Distances (C:\Users\JesperRuggaard\D...  — O X

File Display Average Caption Help

EIE' o.*oo‘ El A o mm th | OB
1

2 3 4 5 6
1. Sibirisk Tiger g

2. Sydkinesisk Tiger 17

3. Indokinesisk Tiger 1 7 18

4, Indokinesisk Tiger 2 9 16 12

5. Sumatra Tiger 14 11 15 13

6. Bengalsk Tiger 13 15 15 13 10

[1,1] (Sibirisk Tiger-Sibirisk Tiger) / Nucleotide: Number of differences

Figur 6. Afstandsmatrix der viser forskellen mellem sekvenserne for de enkelte arter tigre.

Analyse af sekvensdata med Mac

Side 5/14

Nar man skal arbejde med sekvensdata pa en Mac, leber man ind i det problem at Mac ikke
har en UNICODE-teksteditor installeret. Det skal derfor geres forst. Nyere Mac-styresystemer
kan ikke kare 32 bit-programmer og en del af de gratisprogrammer der findes til UNICODE-
tekstbehandling, er derfor ikke leengere brugbare. Hent derfor ‘Brackets’ pa http://brackets.io/
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og installér programmet. Nar man abner Brackets fra Launchpad ferste gang, skal man svare at
det er i orden at dbne et program hentet fra internettet. Klik ‘Abn’. Programmet starter desvaerre
ikke op med en tom side, men med en velkomstside. Veaelg derfor ‘Filer’ > ‘Ny’.

« Unavngivet-1 (Kom godt i gang) — Brackets

Sibirisk tiger
(P. tigris altaica)
Sydkinesisk tiger
(P.tigris amoyensis)
Indekinesisk tiger
(P. tigris corbetti I)
Indokinesisk tiger
(P. tigris corbetti II)
Sumatra tiger
index.html 10 (P. tigris sumatrae)
Bengalsk tiger
(P. tigris tigris)
GCACCGTACC CCCCTCACTT TGTGGCACCT CTATATAATG CTACTAGGCT GCCG
1 10 20 30 4@ 50
ACGCCGCACT CCCTCCGCTT TGTGGCATCT CTACATGATG CCATCAAGCC ACTG
116 20 30 40 50
GTACCGCACC CCCCTCGCTT TATAGCACTT CTATATAATG CTACTAGGCT GCTG
1 10 20 30 40 50
GCGCCGCACC CCCCTCGCTT TGTGATATCT TTACGTAATG CTACTAGGCT GCCG
1 10 20 30 40 50
ACGCCGCACC CCCTTCGCTT TGCGGCGTCT CTACATAACG CCATTAGGTT GCTG
110 20 30 40 5@
GCGCCGGACC CCCCTTGCTC TGTGGCATCT CTACATAACG TCATTAGACT GCTG
24 110 20 30 40 50

OwhWwNE

@~

mair

Linje 24, kolonne 17 INS UTF-8 ¥ Text ¥ Mellemrum: 4

Figur 7. Data kopieret direkte fra pdf-filen med opgaven ind i tekstbehandleren Brackets.

Disse skal gemmes i fasta-formatet og kan derefter direkte indlaeses i Geneious eller MEGA. Man
begynder med at kopiere fra pdf-filen og seette det ind i Brackets. Se figur 7. Her er anvendt data
fra opgaven fra 2006 om truede tigre.

Herefter skal data stilles op sa det svarer til fasta-formatet. Det betyder at hver sekvens skal

have en overskrift, der begynder med tegnet ‘starre end’ (>). Efter det skrives typisk navnet pa
organismen i ét ord. Pa linjen under dette skrives sekvensen som herer til overskriften. Man
behover ikke at tage sig af mellemrum mellem data i sekvensen; bogstaverne laeses i reekkefolge.
Herefter kan man skrive en ny overskrift og en ny sekvens ind og dermed konvertere tabeldata
fra opgaveseettet til fasta-formatet. Se figur 8.

[ ] « Unavngivet-1 (Kom godt i gang) — Brackets
Arbejdsfiler >Sibirisk_tiger
GCACCGTACC CCCCTCACTT TGTGGCACCT CTATATAATG CTACTAGGCT
>Sydkinesisk_tiger
ACGCCGCACT CCCTCCGCTT TGTGGCATCT CTACATGATG CCATCAAGCC
>Indokinesisk_tiger_1
GTACCGCACC CCCCTCGCTT TATAGCACTT CTATATAATG CTACTAGGCT
>Indokinesisk_tiger_2
GCGCCGCACC CCCCTCGCTT TGTGATATCT TTACGTAATG CTACTAGGCT
>Sumatra_tiger
index.html ACGCCGCACC CCCTTCGCTT TGCGGCGTCT CTACATAACG CCATTAGGTT
>Bengalsk_tiger
GCGCCGGACC CCCCTTGCTC TGTGGCATCT CTACATAACG TCATTAGACT

index.html

Unavngivet-1

O~NOUG A WNE

Kom godt i gang

main.css

screenshots

Linje 12, kolonne 60 UTF-8 ¥ Text ¥ Mellemrum: 4

Figur 8. Data fra figur 7 omsat til fasta-formatet.

Herefter skal filen gemmes som fx Tigre.fasta. Det geres ved at veelge ‘Filer > Gem som’.
Herefter skrives et filnavn: Tigre.fasta. Se figur 9. Gem filen pa Skrivebordet.
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Save As: Tigre.fasta v
Tags:
Where: ¢ Desktop — iCloud s
Cancel Save

Figur 9. Husk at cendre filtypen ndr der gemmes i fasta-formatet.

Fasta-formatet er en universel filtype til at importere og eksportere filer der indeholder sekvens-
data. Fasta-filer kan derfor bade abnes af MEGA og Geneious. DET ER VIGTIGT AT BRUGE MEGA 6
TIL MAC — DA UPGMA-STAMTRAER | GJEBLIKKET TEGNES FORKERT | SENERE UDGAVER AF MEGA.

Forst gennemgas hvorledes man fremstiller en afstandsmatrix i MEGA ud fra sekvensdata.
Bagest i denne hjzelpefil er sekvenserne skrevet ind i fasta-formatet, sa de er lige til at kopiere ind
og anvende til dette formal.

Aben MEGA. Klik pa ‘File’ > ‘Open a File/Session...”. Navigér til ‘Desktop’ (Skrivebordet) i sver-
ste del af dialogboksen. Klik herefter pa ‘Tigre.fasta’ og ‘Open’. Herefter skal MEGA vide noget
om indholdet af fasta-filen. Det forste der sparges om, er om filen skal analyseres eller alignes.
Valg ‘Analyze’ idet opstillede sekvenser er alignet, med mindre andet er angivet. Herefter skal
der svares pa hvilken type sekvens, det er — veelg ‘Nucleotide Sequences’ og tryk ‘OK’. Det
sidste spargsmal man skal svare pa, er om sekvensen koder for et protein. Til det spergsmal
svares nej: Tryk pa ‘No’. DET ER VIGTIGT AT HUSKE ET NEJ HER. Meget hurtigt vil man komme
til at trykke ‘Yes’ for det er man vant til’, men med mindre det er proteinkodende DNA, skal der
svares ‘No’.

Veelg herefter ‘Compute Pairwise Distances...”. Se figur 10. Og svar efterfglgende ja til at bruge
de indlaeste data til at udregne den parvise forskel. Tryk ‘Yes’.

m MEGA 7.0.25(7170412-x86_64) - O X
File Analysis Help
E " . e & =B & _ @B _ & _ ®_E_O T,
Align Data Models Distance  Diversity Phylogeny User Tree  Ancestors Selection Rates Clocks Diagnose
TA M & I Compute Pairwise Distances...
s || P {= Compute Overall Mean Distance...
Compute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute Net Between Group Mean Distances
. o . , . §
® | © = g ®e J . &
Help Docs Examples Citation Report a Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferences
MEGA release #7170412-486 64 tigre fasta

Figur 10. MEGA kan bruges til at udregne en afstandsmatrix.
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Herefter skal preeferencerne saettes for hvordan afstandsmatrixen skal fremstilles. Ved de fleste
opgavetyper er det fint at sammenligne antallet af forskelle mellem de enkelte sekvenser, som
svarer til det man kan teelle manuelt. Derfor seette ‘Model/Method’ til ‘No. of differences’. Se
red ring pa figur 11.

Det feerdige resultat bliver en afstandsmatrix der viser, hvor store forskellene er mellem de
enkelte tigerarter, eller egentlig viser afstandsmatrixen hvor store forskelle der er i de enkelte
sekvenser, nar man sammenligner dem parvis. Der hvor det mindste tal star, er der mindst
forskel mellem de to sekvenser, og de to taxa er derfor teettest beslaegtede. Det omvendte
geelder for de to fjernest beslaegtede taxa. Se figur 12.

Man kan ved ikonet hvor der star ‘0.001V’, fa vist flere decimaler og ved ikonet med ‘0.0’ fa
vist feerre decimaler. Hvis man kun skal teelle forskelle, er brug af heltal det mest korrekte. Andre
afstandsmetoder, se ‘Regn med biologi’, ber praesenteres med maksimalt det antal decimaler
som sekvenslengderne kan berettige. Sammenlignes 1000 baser, kan decimaltallet maksimalt
veere tre decimaler.

[ ] O [%| M7: Analysis Preferences
options Summary |

Cption Selection
Analysis Distance Estimation
Scope Pairs of taxa

Estimate ¥Yariance
Watiance Estirnation Method Marne

Substitution Model
Substitutions Type
ModelfMethod
Substitutions to Include

Mo, of differences
d: TrarmEo ransyersions
Rates and Patterns

Fates among Sites Urnifarmn rates

Pattern among Lineages Same (HormogeneaoLs)

Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment Cormplete deletion

? Help & Compute X cCancel |

Figur 11. Opscetning af hvorledes afstandsmatrixen skal tegnes.
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File Display Awerage Caption Help

[ ] @ x| M7: Pairwise Distances (C:\users\jesper\Desktop\Tigre f...

1 2 3 4 5 a]
1. Sibirisk kiger
2, Sydkinesisk: tiger 17
3. Indokinesisk tiger 1 718
4, Indokinesisk tiger 2 9 156 1z
5. Sumatra Figer 14 11 15 13
f, Bengalsk tiger 13 15 15 13 10

|[1,1] (Sibirisk tiger-Sibirisk tiger) [ Mucleotide: Mumber of differences

Figur 12. Afstandsmatrix der viser forskellen mellem sekvenserne for de enkelte arter tigre.

Opgaveresultat for tigre for bade pc og Mac

Det ses pa afstandsmatrixen at de to teettest besleegtede arter er Indokinesisk tiger 1 og Sibirisk
tiger — med 7 baseforskelle i den undersagte sekvens. De to tigre der er fjernest beslaegtede, er
Sydkinesisk tiger og Indokinesisk tiger 1 med 18 forskelle i den undersggte sekvens.

Herefter kan fremstilles et tree som man i opgaven bedes skitsere. Klik pa ‘Phylogeny-ikonet’ og
veelg ‘Construct/Test UPGMA Tree’. Svar ‘Yes’ til at anvende de indlaeste data. Veelg ‘No. of dif-
ferences’ under ‘Model/method’. Stamtreaeet er vist i figur 13. Er man fortrolig med sekvensveerk-
tojet, er det en god made at analysere og visualisere sekvensdata. Dette stamtrae viser de samme

data som er udregnet i referencefilen 4.5.

3.5000

1.7500
3.5000
2.1944
5.2500
6.5000
0.9444 5.0000
1.5000
5.0000

Sibirisk tiger

Indokinesisk tiger 1

Indokinesisk tiger 2

Sydkinesisk tiger

Sumatra tiger

Bengalsk tiger

Figur 13. Stamtrece af tigre ud fra data fra vejledende opgavescet, 2006.
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Dolkhaler

Pa samme made som tidligere vist, kan man kopiere sekvensdata fra opgaven med dolkhaler

fra august 2013 ind i tekstbehandlingsprogrammet (Pc: Noteblok, Mac: Brackets) og gemme
som en fasta-fil. Et spergsmal stillet i opgaven lyder: ‘Redeger for baggrunden for de genetiske
forskelle mellem dolkhaler vist i figur 4. Inddrag eksempler fra figuren.” Det er faktisk sveert at se
forskellene i det alignment der vises i opgaven, men man kan fremstille et stamtrae og vha. det
illustrere de genetiske forskelle. Stamtraeet ses i figur 8. Arterne i stamtraeet er folgende: 1 og 2
er Limulus polyphemus fra USA’s astkyst. 3-6 er Tachypleus giga hvor 3-5 stammer fra Thailands
vestkyst, og 6 kommer fra Vietnam. 7-8 er Tachypleus tridentatus fra Kina, og 9-13 er Carcinoscor-
pius rotundicauda hvor 9-10 kommer fra Thailands vestkyst, og 11-13 kommer fra Vietnam. Det
ses at Tachypleus tridentatus (7 og 8) slet ikke udviser genetiske forskelle i de analyserede sekven-
ser, fordi der ikke er en vandret linje mellem de to arter; de er alene adskilt af en lodret streg.

For at adskille arterne kan det veere en god idé at give hver art forskellig farve sa stamtreeet
understreger artsinddelingen. Se hvorledes man kan adskille taxa efter farver i ‘Supplerende
materiale 4.9’ og i bogen ‘Regn med biologi’ side 98. Det er dog nemmest med Geneious og
brug af ‘Species Delimitation plugin’. Seg efter det via Google: ‘Species Delimitation Geneious’
og download det. Aben Geneious og dobbeltklik pa det downloadede plugin i ‘Overfarsler’.
Pluginet er installeret. Traeek med musen filen Dolkhaler.fasta fra Skrivebordet ind i mappen
‘Local’ i Geneious. Klik pa ‘Alignment’ i naeste dialogboks da data er alignet. Klik herefter pa
ikonet ‘Tree’, og stamtraeet er feerdigt til analyse. Hvis der star grenleengder pa stamtraeet, kan
de fjernes ved at fjerne flueben i ‘Show Branch Labels’ til hajre for stamtraeet. Klik derefter pa
den knude der forbinder 1 og 2 (Limulus polyphemus), og klik pa ‘Add Selection’ under ‘Species
Delimitation’. Herefter klikkes pa knuden der forbinder 3-6, og der klikkes ‘Add Selection’. Dette
gentages for 7-8 og for 9-13.

Stamtreeet i figur 14 er fremstillet med p-afstande i stedet for antal mutationer. Derfor er
afstandsinddelingen for neden sat til en streg der viser en forskel pa 0,02 eller 2 %.

Nar stamtreeet skal analyseres, er de populationer som har feelles stamform (i samme farve),
leengst mod venstre i stamtraeet; de der har sterst genetisk forskel. Det vil sige at 1 og 2 udviser
storst variation. Herefter, i faldende orden: 3-6, 9-13 som har samme variation og 7-8 der ikke
udviser genetisk variation i den undersegte sekvens.
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Figur 14. Stamtrceer over dolkhaler. Opgave 3, august 2013.
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Kopiering af data ind i sekvensanalyseveerktejer og efterfelgende visualisering i form af tegning
af et stamtrae er en god made at analysere sekvensdata pa. Mange informationer som kan vaere
svaere at laese, nar man ser pa sekvensdata alene, kan analyseres ved at fa data tegnet som
stamtraeer; svarende til at det giver et overblik over data at fremstille en graf over kvantitative
data i en tabel.

Keglesnegle og conotoksiner

Man bliver i denne opgave fra maj 2017 bedt om: ‘Angiv, hvilke to familier der er er naermest
besleegtede. Inddrag figur 2. Begrund dit svar.” Figur 2 i opgaven viser et udsnit af sekvenser
som kan gemmes som fasta-fil — i dette eksempel er filen kaldt keglesnegle.fasta. Danske
specialtegn er ikke brugbare i en *.fasta-fil. Ret derfor 'Porcelaenssnegle’' til 'Porcelaenssnegle’

i *.fastafilen. Herefter dbnes MEGA, og filen traekkes ind i programmet med musen. Veelg ‘Ana-
lyze’ i dialogboksen. Herefter skal der svares pa hvilken type sekvens, det er — veelg ‘Nucleotide
Sequences’ og tryk ‘OK’. Det sidste spergsmal man skal svare pd, er om sekvensen koder for et
protein. Til det spergsmal svares ne;j.

Man kan forst lave en afstandsmatrix og se hvor det laveste tal i antal forskelle er, og dermed
finde ud af hvilke forskelle der er mellem de forskellige arter. Dette gares som vist i eksemplet
med de truede tigre. Resultatet fremgar af figur 15. Det ses at der er 4 forskelle i den aktuelle
sekvens mellem Tonnidae og porcelanssnegle; der er 5 forskelle mellem Tonnidae og kegle-
snegle, og der er 7 forskelle mellem keglesnegle og porcelaenssnegle.

File Display Awverage Caption Help
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1. Keglesnegle "
2. Porcelaenssnegle 7

3. Tonnidae 5 4

[1,1] (Keglesnegle-Keglesnegle) / Nucleotide: Number of

Figur 15. Afstandsmatrix der viser forskelle i de viste sekvenser for snegle. Opgave 1, maj 2017.

Man kan ogsa fremstille et stamtrae der viser forskellene. Hvis man vil have tegne et stamtrze,
der viser de preecise forskelle mellem arter, ber man tegne et trae der ikke har en rod; fx et
minimum-evolution-tree. Se ‘Regn med biologi’ side 78 og ‘Supplerende materiale 4.1°. Vaelg
derfor ‘Phylogeny’ - ‘Construct/Test Minimum-Evolution tree...”. Traeet ses pa figur 16.
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Figur 16. Stamtrce der viser snegles afstamningsforhold. Opgave 1, maj 2017.

Den korteste afstand mellem to taxa (porceleenssnegle og Tonnidae) er 4 forskelle i den udvalgte
sekvens; udregnet ved at laegge de to leengder sammen (3+1). Afstanden fra porcelenssnegle
til keglesnegle er 7 (3+0,5+3,5). Afstanden mellem keglesnegle og Tonnidae er 5 (3,5+0,5+1).
Derfor er porceleenssnegle og Tonnidae teettest beslagtet med kun 4 forskelle.

Kender man sine sekvensanalyseprogrammer godt, er det en meget hurtig made til at lgse
eksamensopgaver hvori der indgar sekvenser. Fordelen er at man ikke behever at frygte, at man
teeller forkert i en sekvens, og man kan nemt visualisere forskelle og derved argumentere for et
rigtigt svar pa opgaven. Udfordringen er at man skal have styr pa fasta-formatet, og man skal
have styr pa sit sekvensanalyseprogram.

Fasta-filer

Sekvenserne kan kopieres ind i Notesblok eller Brackets og gemmes som fasta-filer som beskre-
vet i dette dokument.

Opgave 2. Truede tigre, 2006

>Sibirisk_Tiger
GCACCGTACCCCCCTCACTTTGTGGCACCTCTATATAATGCTACTAGGCTGCCG

>Sydkinesisk_Tiger
ACGCCGCACTCCCTCCGCTTTGTGGCATCTCTACATGATGCCATCAAGCCACTG

>Indokinesisk_Tiger_1
GTACCGCACCCCCCTCGCTTTATAGCACTTCTATATAATGCTACTAGGCTGCTG

>Indokinesisk_Tiger_2
GCGCCGCACCCCCCTCGCTTTGTGATATCTTTACGTAATGCTACTAGGCTGCCG

>Sumatra_Tiger
ACGCCGCACCCCCTTCGCTTTGCGGCGTCTCTACATAACGCCATTAGGTTGCTG

>Bengalsk_Tiger
GCGCCGGACCCCCCTTGCTCTGTGGCATCTCTACATAACGTCATTAGACTGCTG
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Opgave 1. Keglesnegle og conotoksiner, 2015

>Keglesnegle
GACTGCTTTAAGGTTGTTGATTC

>Porcelaenssnegle
GACAGCCCTTAGTTTATTAATTC

>Tonnidae
TACAGCTTTAAGTTTATTAATTC

Opgave 3. Dolkhaler, 2013

>1
TTTTA TAGTT ATACC TGTAA TAATC GGAGG ATTTG GAAAC TGACT TATTC CTC

>2
TTTTA TAGTT ATACC TGTAA TCATC GGAGG ATTTG GAGAC TGACT TATTC CTC

>3
TTTTA TAGTA TTACC TGTAA TAATT GGAGG TTTTG GTAAT TGATT AACCC CAT

>4
TTTTA TAGTA ATACC TGTGA TAATT GGAGG TTTTG GTAAT TGATT AACCC CAT

>5
TTTTA TAGTA ATACC TGTGA TAATT GGAGG TTTTG GTAAT TGATT AACCC CAT

>6
TTTTA TAGTA ATACC TGTAA TAATT GGAGG TTTTG GTAAT TGATT AACCC CAT

>7
TTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGAGG TTTTG GTAAC TGACT AACCC CAT

>8
TTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGAGG TTTTG GTAAC TGACT AACCC CAT

>9
CTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGGGG TTTTG GAAAC TGATT AACTC CCT

>10
CTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGGGG TTTTG GAAAC TGATT ACCTC CCT

>11
CTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGAGG TTTTG GAAAC TGATT AACTC CCT

>12
CTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGAGG TTTTG GAAAC TGATT AACTC CCT

>13
CTTTA TAGTA ATACC AGTAA TAATT GGAGG TTTTG GAAAC TGATT AACTC CCT
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Kilder i kronologisk reekkefelge efter udgivelse:
Opgavekommissionen i biologi: ‘Opgave 2. Truede tigre’ fra Biologi A (stx)
— Vejledende opgavescet 2 - maj 2006, Undervisningsministeriet, 2006.

Opgavekommissionen i biologi: ‘Opgave 2. Endosymbiose’ fra Biologi A (stx)
— Vejledende opgavescet 1 - Efterdr 2012, Undervisningsministeriet, 2012.

Opgavekommissionen i bioteknologi: ‘Opgave 3. Dolkhaler’ fra Bioteknologi A (stx)
studentereksamensscet 22/8 2013, Undervisningsministeriet, 2013.

Opgavekommissionen i biologi: ‘Opgave 3. Genetisk variation hos krondyr’ fra Biologi A (stx)
studentereksamensscet 3/6 2013, Undervisningsministeriet, 2013.

Opgavekommissionen i biologi: ‘Opgave 2. Den afrikanske elefant’ fra Biologi A (stx) studenterek-
samensscet 1/6 2016, Undervisningsministeriet, 2016.

Opgavekommissionen i biologi: ‘Opgave 1 Keglesnegle og conotoksiner’ fra Biologi A (stx) stu-
dentereksamensscet 24/5 2017, Undervisningsministeriet, 2017.

Opgavekommissionen i biologi: ‘Opgave 2. Giraffer’ fra Biologi A (stx)
studentereksamensscet 31/5 2018. Undervisningsministeriet, 2018.
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