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Tabela 2: Pięć sekwencji DNA ssaków naczelnych 
	Ssak naczelny
	Sekwencje

	Neandertalczyk (n)
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	Człowiek (h)
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	Szympans (c)
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC

	Goryl (g)
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC

	Orangutan (o)
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Tabela 3a: Porównanie sekwencji Neandertalczyka i człowieka
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC


Różnice: 3

Tabela 3b:Porówanie sekwencji Neandertalczyka i szympansa
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC


Różnice: 4

Tabela 3c: Porównanie sekwencji Neandertalczyka i goryla
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC


Różnice: 11

Tabela 3d: Porównanie sekwencji Neandertalczyka i orangutana
	n
	TGGTCCTGCAGTCCTCTCCTGGCGCCCCGGGCGCGAGCGGTTGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Różnice: 16

Tabela 3e: Porównanie sekwencji człowieka i szympansa
	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC


Różnice: 5

Tabela 3f: Porównanie sekwencji człowieka i goryla
	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC


Różnice: 12

Tabela 3g: Porównanie sekwencji człowieka i orangutana
	h
	TGGTCCTGCTGTCCTCTCCTGGCGCCCTGGGCGCGAGCGGATGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Różnice: 17

Tabela 3h: Porównanie sekwencji szympansa i goryla
	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC

	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC


Różnice: 11

Tabela 3i: Porównanie sekwencji szympansa i orangutana
	c
	TGATCCTGCAGTCCTCTTCTGGCGCCCTGGGCGCGTGCGGTTGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Różnice: 14
Tabela 3j: Porównanie sekwencji goryla i orangutana
	g
	TGGACCTGCAGTCATCTTCTGCCCGCCCGAGCGCTTGCCGATGTCC

	o
	ACAACCTGCACTCCTATTCTGCCGAGCCGGGCGCGTGGCAAAGTCC


Różnice: 14

Tabela 4: Różnice w sekwencjach pomiędzy ssakami naczelnymi
	
	Neandertalczyk
	Człowiek
	Szympans
	Goryl
	Orangutan

	Neandertalczyk
	0
	3
	4
	11
	16

	Człowiek
	3
	0
	5
	12
	17

	Szympans
	4
	5
	0
	11
	14

	Goryl
	11
	12
	11
	0
	14

	Orangutan
	16
	17
	14
	14
	0


Table 5: Odległość ewolucyjna pomiędzy ssakami naczelnymi i ich przodkami
	
	Różnice
	Stosunkowa różnica

	Neandertalczyk i Człowiek
	3
	3/46 = 0.065

	Neandertalczyk/Człowiek i Szympans
	4.5
	4.5/46 = 0.098

	Neandertalczyk/Człowiek/Szympans i Goryl
	11.25
	11.25/46 = 0.245

	Neandertalczyk/Człowiek/Szympans/Goryl i orangutan
	14.625
	14.625/46 = 0.318


Tabela 6a: Różnice w sekwencjach pomiędzy przodkami Neandertalczyka/człowieka i innych ssaków naczelnych
	
	Neandertalczyk/Człowiek
	Szympans
	Goryl
	Orangutan

	Neandertalczyk
/Człowiek
	0
	(4+5)/2 = 4.5
	(11+12)/2=11.5
	(16+17)/2=16.5

	Szympans
	(4+5)/2 = 4.5
	0
	11
	14

	Goryl
	(11+12)/2=11.5
	11
	0
	14

	Orangutan
	(16+17)/2=16.5
	14
	14
	0


Tabela 6b: Różnice w sekwencjach pomiędzy przodkami Neandertalczyka/człowieka/szympansa i innych ssaków naczelnych
Aby obliczyć różnicę w sekwencji pomiędzy przodkiem Neandertalczyka/człowieka/szympansa i gorylem, oblicz średnią artmetyczną z różnic w sekwencjach pomiędzy przodkiem Neandertalczyka/człowieka i gorylem (11.5; zobacz Tabelka 6a) i pomiędzy szympansem i gorylem (11; zobacz Tabelka 4).
	
	Neandertalczyk/Człowiek/Szympans
	Goryl
	Orangutan

	Neandertalczyk
/Człowiek/Szympans
	0
	(11.5+11)/2=11.25
	(16.5+14)/2=15.25

	Goryl
	(11.5+11)/2=11.25
	0
	14

	Orangutan
	(16.5+14)/2=15.25
	14
	0


Tabela 6c: Różnice w sekwencjach pomiędzy przodkami Neandertalczyka/człowieka/szympansa/goryla i orangutanem
	
	Neandertalczyk/Człowiek/Szympans
/Goryl
	Orangutan

	Neandertalczyk
/Człowiek/Szympans
/Goryl
	0
	(15.25 +14)/2=14.625

	Orangutan
	(15.25+14)/2=14.625
	0


Pytania
Poniżej znajdują się przykładowe pytania sprawdzające zrozuminie tematu przez uczniów. Pod każdym pytaniem znajduje się proponowana odpowiedź.

1. Jak dawno temu w Twoim drzewie filogenetycznym goryl i człowiek oddzieliłi się od wspólnego przodka? A orangutan i człowiek?
Goryl:

(0.065 + 0.098 + 0.245) * 20 milionów

= 0.408 * 20 milionów

= 8.16 milionów lat temu
Orangutan:

(0.065 + 0.098 + 0.245 + 0.317) * 20 milionów

= 0.725 * 20 milionów

= 14.5 milionów lat temu. 

2. Jak możesz sprawdzić, że te i inne obliczenia w Twoim drzewie są poprawne?
Generalnie skonstruowane przez nas drzewo filogenetyczne jest poprawne. Jednak odległość pomiędzy oddzieleniem się Neandertalczyka-człowieka i człowieka-szympansa powinny być dłuższe. W przybliżeniu zakłada się, że oddzieliły się one w następującej kolejności:

Neandertalczyk-człowiek: 500 000 lat temu
Człowiek-Szympans: 6-7 milionów lat temu
Człowiek-Goryl: 8-10 milionów lat temu
3. Dlaczego jeśli skonstruowałbyś drzewo filogenetyczne używając innych sekwencji/rejonów DNA, wyglądałoby ono inaczej? 

Różne rejony DNA przekształcają się w różnym tempie w odrębne gałęzie drzewa filogenetycznego. Pomocne będzie jeśli rozważymy tutaj przykład linguistyczny np. wyraz „hello”.
Hiszpański: Hola

Francuski: Bonjour

Włoski: Buon giorno

Polski: Czesc

Rosyjski: Zdravstvuite

Polskie i rosyjskie wyrazy “hello” są bardzo różne choć języki te są stosunkowo podobne a nawet spokrewnione. Podobnie jest z niektórymi częściami genomu, zmieniają się one w różnym tempie.
Ekstremalnym przykładem jest fragment genomu zwany „regionem polimorficznym”. W tym rejonie zmiany DNA zachodzą tak szybko że używa się go w medycynie sądowej i przy ustalaniu ojcowstwa - porównując sekwencje DNA tego regionu możemy skonstruować drzewo rodzinne (np. ustalić ojcowstwo).

Innym ciekawym przykładem są insercje fragmentów DNA do genomu poprzez tzw. transpozony i wirusy, powodujące, że dwa odległe gatunki posiadają nagle podobny fragment DNA. Latwiej będzie nam to zrozumieć używając metafory linguistycznej. Wiekszość języków używa bardzo podobnego wyrazu „komputer”. Po japońsku i po angielsku to prawie to samo słowo choć języki te są bardzo różne. Powodem tego jest fakt, że słowo komputer jest stosunkowo nowe i zostało wprowadzone w języki świata niedawno nie mając jeszcze „czasu” żeby się zmienić.
4. Jakich regionów DNA powinieneś użyć by porównać organizmy blisko ze sobą spokrewnione? 

Rejony, które różnicują się dość szybko – najczęściej nie-kodujące fragmenty DNA.

5. Jakich genów powinieneś użyć by porównać organizmy, które są ewolucyjnie odległe od siebie? 

Geny kodujące wyjątkowo istotne dla organizmu białka. Takie rejony zmieniają się bardzo powoli gdyż mutacja w ich sekwencji mogłaby bardzo negatywnie wpłynąć na przeżycie organizmu i zmniejszyłaby również szansę jego reprodukcji. Przykładem tutaj może być gen kodujący cytochrom C, wyjątkowo ważny element łańcucha transportującego elektrony.
6. Co powinieneś zrobić jeśli porównując sekwencje zauważysz ze jedna z nich ma braki w wyniku np. delecji (lub insercji w innych sekwencjach)? 

Luki w sekwencjach mogą spowodować błędy w obliczanych odległościach ewolucyjnych ale analiza luk (delecji) w sekwencjach to ważny czynnik ewolucyjny.
7. Zastanów się dlaczego ta prosta metoda porównywania liczby różnic w nukleotydach mogłaby być nieodpowiednia dla organizmów, które bardzo się od siebie różnią? Pamiętaj, zakłada się, że 20 milionów lat musi upłynąc dla pojedynczego nukleotydu w sekwencji by uległ on zmianie.
Metoda ta jest nie odpowiednia dla sekwencji (gatunków), które tak dawno oddzieliły się od siebie, że w międzyczasie zaszły w nich spontaniczne mutacje. Zatem im bardziej organizmy są oddalone od siebie tym większy błąd oszacowania ich ewolucyjnego dystansu.

8. Zastanów się nad innymi powodami dlaczego metoda ta nie jest najlepszą do obliczania ewolucyjnej odległości między organizmami? Jakie uproszczenia zostały tu zastosowane?

Na przykład:

a) Nie wzieliśmy pod uwagę, że najczęściej puryna (A lub G) zastępuje purynę a pirymidyna (T lub C) pirymidynę.

b) Czasem geny są duplikowane (podwojone) i w takim wypadku presja selekcyjna na jedną z kopi będzie zmniejszona.
Uwaga: temat ten jest omówiony w ćwiczeniu “mobilne DNA”, które można pobrać ze strony internetowej ELLs.
c) Niektóre czynniki mogą zmienić tempo rozprzestrzeniania się mutacji w populacji (zmieniając presję selekcyjną w środowisku).

9. Zastanów się dlaczego porównując bardziej odległe od siebie organizmy lepiej jest porównywać sekwencje aminokwasów niż sekwencje DNA? 

W przeciwieństwie do analizy sekwencji DNA, analiza sekwencji aminokwasów uwidacznia funkcję (znaczenie) danej mutacji. Na przykład tzw. cicha mutacja w DNA nie zmieni sekwencji aminokwasów (białka); jest bardziej prawdopodobne, że trzeci nukleotyd w danym kodonie (zmiana w DNA, która nie koniecznie zmieni sekwencji białka) różni się między dwoma gatunkami niż pierwszy czy drugi nukleotyd tego kodonu.

10. W ćwiczeniu tym skoncentrowaliśmy się na obliczaniu kiedy pięć naszych przykładowych naczelnych oddzieliło się jedno od drugiego (zobacz skala Twojego drzewa). Często jednak nie wiemy w jakiej kolejności gatunki się oddzieliły (jak wygląda prawdziwe drzewo filogenetyczne). Skąd zatem wiemy, że człowiek i szympans są bardziej ze sobą spokrewnione niż goryl i szympans? Jeśli to drugie byłoby prawdą, jak wyglądałyby różnice w sekwencjach pomiędzy nimi (zobacz tableka nr. 5)?

Człowiek i szympans są bardziej ze sobą spokrewnione niż goryl i szympans gdyż ich sekwencje są bardziej do siebie podobne. Patrząc na tabelke nr. 4 widzimy, że goryl i szympans posiadają 11 różnić w danej sekwencji a człowiek i szympans tylko 5. Jeśli goryl i szympans byliby ze sobą bliżej spokrewnieni różnica pomiędzy ich sekwencjami powinna być mniejsza.

Liczba różnic w sekwencjach daje nam przybliżoną kolejność w jakiej różne gatunki ewoluowały. Popatrzmy na sekwencję człowieka w tabelce nr. 4. Możemy uporządkować gatunki, od najwyższej do najniższej liczby różnic w ich sekwencjach w odniesnienu do człowieka, by odtworzyć kolejność ich odległości od człowieka: orangutan, goryl, szympans i Neandertalczyk. Nie zawsze jednak łatwo jest ustalić taką kolejność; jeśli rozpatrzymy sekwencję orangutana - najbardziej różni się od człowieka, potem Neandertalczyka, goryla i szympansa, ale różnice są tylko w zakresie 14-17 nukleotydów, a z szympansem i gorylem po 14. Zatem pojawia się tu mała niedokładnośc, wynikająca z kształtu drzewa filogentycznego. Orangutan oddzielił się od swojego przodka około 14.5 milionów lat temu. Jego przodek jest przodkiem dla wszystkich pozostałych wymienionych tu gatunków powodując, że orangutan jest tak samo spokrewniony z każdym pozostałym gatunkiem. Oznacza to, że różnice w sekwencji pomiędzy orangutanem i innymi gatunkami będą podobne.
Zasoby w Internecie
w1 – The European Learning Laboratory for the Life Sciences (ELLS) jest organizacją edukacyjną umożliwiającą nauczycielom szkół średnich zapoznanie się w laboratoriach naukowych z najnowszymi technikami biologii molekularnej. Dodatkowo dzięki ELLS naukowcy mogą współpracować z nauczycielami i być może tym sposobem zmniejszyć przepaść istniejącąc między badanami naukowymi a edukacją szkolną. Przedstawione tutaj ćwiczenie zostało opracowane jako część programu opracowanego przez ELLS dla zawodowego rozwoju europejskich nuczycieli. Więcej informacji na temat ELLS można znaleźć na stronie: www.embl.org/ells
