MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 1

Brug af MEGA til alignment og fylogenetiske
traeer

En minimal vejledning til, hvordan man laver alignment og konstruerer treeer ved brug af
programmet MEGA https://www.megasoftware.net/, se hjemmesiden for detaljeret
dokumentation.

Afsnit 1. Filer En meget almindeligt brugt fil — type der bruges til at opbevare sekvenser, er fasta —
filer, dette er blot tekst — filer der overholder et bestemt formet, fasta - formatet?. Disse
indeholder, udover sekvensen, en lille beskrivelse af den efterfglgende sekvens, beskrivelsen

starter altid med >, f.eks. /

>PX089_[sekvens1]
AGTCGTGCTGAT

>PX090_[sekvens2]
AGCCGAGCTGATA

>PX189_[sekvens3]
TAGGCTTGCTTAG

>PX190_[sekvens4]
CAGGCTTGCTTAG

For at MEGA kan genkende filen som en fasta — fil skal endelsen af filen vaere .fa, .fas eller .fasta.
F.eks. hedder min fil
nukleotid.fas

ADVARSEL! MEGA brokker sig hgjlydt, hvis formatet ikke er overholdt eller hvis filen ikke har den
korrekte endelse. Det SKAL vaere en ren tekstfil og endelsen SKAL vaere en som MEGA genkender.

1 https://en.wikipedia.org/wiki/FASTA format
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment

Du kan f.eks. bruge fglgende veerktgjer til at redigere rene tekstfiler:

e PC: Notesblok
e MAC: TextEdit

e PCeller MAC: Visual Studio Code https://code.visualstudio.com/ (mest til programmering,

men kan altsa ogsa redigere en ren tekst - fil)

Du kan IKKE redigere rene tekstfiler med veerktgjer som: Pages, Word og Excel.

Vi laver filen sammen (her i TextEdit, men samme i Notesblok):

Jeg laver et nyt dokument og taster data ind

“s Uden navn

Helvetica S Almindelig & 12 ~

[ 2 2 2 2 > 2 2 2 2
0 2 4 6 8 10
>PX089_[sekvens1]

AGTCGTGCTGAT

>PX090_[sekvens2]
AGCCGAGCTGATA

>PX189_[sekvens3]
TAGGCTTGCTTAG

>PX190_[sekvens4]
CAGGCTTGCTTAG
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For MAC - brugere: Jeg @ndrer formatet til ren tekst (dette er ikke ngdvendigt i Notesblok pa PC)

Format Oversigt Vindue Hjeel| | ® ®
———————— < | >PX089_[sekvens1]
Skrift > AGTCGTGCTGAT
|
Tekst > | >PX090_[sekvens2]
| AGCCGAGCTGATA
Konverter til alm. tekst OB8T

| >PX189_[sekvens3]

Tillad ikke redigering TAGGCTTGCTTAG
Tekstombrydning pa side
Tillad orddeling

Gor layout lodret

| CAGGCTTGCTTAG

Teksten skal se ud som til hgjre.
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment

Gem filen

Gem som:  nukleotid_sekvenser.fas

Meerker:

Filnavnet skal ende pa .fa, .fas eller .fasta

Nar du navngiver, sa ma navnet ikke

v 7 Skrivebord

_Exerci.pdf

k >
ion >
7.s002.fas
ession.xIsx
1gsforlgb 2 >
>athwa.pdf

1. tekstkodning:  Unicode (UTF-8)

Brug “.txt" hvis der ikke er nogen endelse.

Annuller

Hov jeg kom til at gemme som .txt
alligevel

nukleotid_sekvens
er.fas.txt

Omdgb

Vil du 2endre endelsen fra “.txt" til
“fas"?

nukleotid_sekvenser
fas

Hvis du accepterer andringen, kan du
risikere, at arkivet bliver abnet i en anden

app.
o

Vi er nu klar til at bruge filen.

Lees mere om data og formater her

~
v

- starte med et tal eller specialtegn

- indeholde mellemrum (brug i stedet
”snakecase” nukleotid_sekvenser, eller
”camelcase” nukleotidSekvenser )

Bemaerk, at filen ikke ma ende pa .txt

Gem

Ikke noget problem, du kan
bare hgjreklikke pa filen

nukleotid, Abni

er.fa

Flyt til papirkurv

Vis info

Knamnrimar “nuiklantid ealvencar fac tyvt”

MEGA kan nu genkende filen

X1

nukleotid_sekvens
er.fas

https://www.megasoftware.net/megal manual/DataFormat.html
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 4

Afsnit 2. Alignment Vi vil lave multipel alignment af sekvenserne i den fasta — fil vi lige lavede.
Vi starter MEGA og veelger

DATA > Open a File/Session

r——
00
[l Hoy S fin. T 4
Len Open a File/Session... 30 |k

Concatenate Sequence Alignments

Explore Active Data F4
Export Data...
Save Data Session to File...

Select Genetic Code Table...
Select Genes and Domains...
Select Taxa and Groups...

Nar du har valgt filen nukleotid_sekvenser.fas skal du vaelge om du vil lave alignment eller
analysere. Vi veelger alignment
] How would you...

("j;. Analyze or Align File?
IU.'

Dette giver os fglgende skeermbillede, hvor vi kan se sekvenserne

o (] M11: Alignment Explorer (nukleotid_sekvenser.fas)
(e EmE wve Fi. «0DXBXxSG +2 ap
DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbrv
1. PXO89 sekvens1

2. PX090 sekvens2
3. PX189 sekvens3
4. PX190 sekvens4 |C
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 5

Vi sgrger fgrst for at MEGA bruger nukleotid — alfabetet (da vores fasta — fil bestod af DNA -
sekvenser)

@ MEGA1 Data Edit Search Alignment We

— e
'YX ﬂ Create New 8N
_ InL. Open ~0> |
(=B % ) [N
Open a Recently Used File >
Close \

Species/Abbrv
1. PX089 sekvens:  Phylogenetic Analysis
2. PX090 sekvens

3. PX189 sekvens? a Save Session ®S
4.PX190 sekvenst  Eyport Alignment >
v DNA Sequences

Protein Sequences

% Translate/Untranslate

Genetic Code

everse Complement

Complement

Quit

Vi vil nu lave alignment og kan vaelge en ud af to metoder
.' MEGA11 Data Edit Search ignment Web  Sequencer Display

000
(el EwE we i «0XDExa 4

Align selected by codons using the ClustalW algorithm
Species/Abbrv J |
1. PXO89 sekvens1 '
2. PX090 sekvens2
3. PX189 sekvens3
4. PX190 sekvens4 |C

De to metoder er

- ClustalW (https://en.wikipedia.org/wiki/Clustal) en seldre metode, men relativt forstaelig
- MUSCLE (https://en.wikipedia.org/wiki/MUSCLE (alignment software)) en forholdsvis ny
metode (2003), meget effektiv og kompliceret.

Jeg prgver ClustalW og aligner DNA
Y
O=RxEmE wie i
[ AignDnA |

~ Align Codons

Species/Abbrv
1. PXO89 sekvens1
2. PX090 sekvens2
3. PX189 sekvens3 [TAGG CIT TG CTTAG

4. PX190 sekvens4 [CJAIGIG C T TG C T TAG| |
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ClustalW Options

~ Alignment

Pairwise Alignment
Gap Opening Penalty

Gap Extension Penalty

Multiple Alignment
Gap Opening Penalty

Gap Extension Penalty

» Matrix

?) Help

IDone Loading

X) Cancel

15.00

6.66

15.00

6.66

Sekvenserne er nu alignede

— o

L 2O N
(] =

Species/Abbrv
1. PXO89 sekvens1 | -
2. PX090 sekvens? | -
3. PX189 sekvens3

4. PX190 sekvens4 IC

Vi gemmer filen med de alignede sekvenser i en ny fil nukleotid_alignede.fas

Data > ExportAlignment > Vaelg format

MEGA11 Data Edit Search Alignment Web Sequencer Disg
[Fo—-
Y G Create New X¥N
. InL Open A0 D>
— uJ b
] &« X
a 9 Open a Recently Used File > 0 3( ré Q];
\ Close
s/Abbrv
39 sekvens’  Phylogenetic Analysis
90 sekvens

B Save Session
Export Alignment

39 sekvens?
)0 sekvens¢

v DNA Sequences
Protein Sequences

e Translate/Untranslate

Genetic Code

Computational Thinking pa Biologiske Systemer

>  MEGA Format

FASTA Format

NEXUS/PAUP Format
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 7

Vi kan sagtens lukke ned for den grafiske fremstilling af sekvenserne

@ MEGA1 Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(X | (] create New M11: Alignment Explorer (nukleotid_alignede.fas)
InL. Open *0 > [y =
(1 i . L «0XBx&+% ap Q238
|||| Open a Recently Used File >
\_/ DNA Sequences | Translated Protein Sequences
ALIGN | Specit j
1.PXC  Phylogenetic Analysis
2. PXC
3. PX1 B Save Session #®S
4. PX1 .
= = Export Alignment
Ll
E—-__-' v DNA Sequences
Z=

Protein Sequences

P Translate/Untranslate

Genetic Code

Quit

Dette afslutter alignment — delen. Du har nu lavet en fil med sekvenser, der er alignede med
multipel alignment. Vi kan abne filen i vores teksteditor

® O I nukleotid_alignede.fas

BPX089 sekvensl
—AGTCGTGCTGAT-
>PX090 sekvens2
—AGCCGAGCTGATA
>PX189 sekvens3
TAGGCTTGCTTAG-
>PX190 sekvens4
CAGGCTTGCTTAG-

Bemeerk, at der er indsat bindestreg — ved gaps.
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Afsnit 3. Beregn afstandsmatrix

Vivil finde en afstandsmatrix, dette er ikke ngdvendigt for fylogeni, men er jo rart at kunne

Vi starter MEGA og vaelger (ligesom ovenfor)

DATA > Open a File/Session

Nar vi har valgt filen nukleotid_alignede.fas veelger vi A

nalyze

o How would you...

(") Analyze or Align File?

¥y

Vi holder gje med om det er en DNA — eller proteinsekvens

[ ] [ ] M11: Input Data
DATA TYPE
Nucleotide Sequences MISSING DATA
Protein Sequences
Pairwise Distance ALIGNMENT GAP -
IDENTICAL SYMBOL .
7 ) Help X | Cancel

?

Vi veaelger OK. Huvis vi ved at det er en proteinkodende DNA — sekvens, sa kan vi endda fa lov til at
vaelge, hvilken art sekvensen stammer fra. Jeg trykker bare OK

<1

Protein-coding nucleotide
sequence data?

No Yes

Computational Thinking pa Biologiske Systemer

[ ] M11: Select Genetic Code

Add Delete Edit View Statistics.

Vertebrate Mitochondrial
Invertebrate Mitochondrial
Yeast Mitochondrial

Mold Mitochondrial
Protozoan Mitochondrial
Coelenterate Mitochondrial
Mycoplasma

Spiroplasma

Ciliate Nuclear
Dasycladacean Nuclear
Hexamita Nuclear
Echinoderm Mitochondrial
Euplotid Nuclear

Bacterial Plastid

Plant Plastid

?) Help X) Cancel
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 9

De alignede sekvenser er nu klar til at blive analyserede. Vi vaelger beregn afstande

‘l‘l TA bt

ALIGN DATA MODELS DISTANCE
Te Close
.« Data

DISTANCE > Compute Pairwise Distance

Vi har nu flere muligheder, f.eks. kan vi vaelge mellem
e Antal forskelle i sekvenserne (en Hamming afstand)
e Enp—afstand (procentvis afvigelse)

e En korrigeret p — afstand, hvor man bruger en bestemt model for molekylzer evolution,
f.eks. Jukes — Cantor modellen

M11: Analysis Preferences

Distance Estimatipn

Setting

> Pairs of taxa

Substitutions Type\ > Nucleotide

Model/Method

p-distance
Substitutions to Include ~  Jukes-Cantor model
Kimura 2-parameter model
Tajima-Nei I
Rates among Sites ~ 2leghisiinoce
Tamura 3-parameter model
Tamura-Nei model
Pattern among Lineages - n o 1 Al
9 9 Maximum Composite Likelihood

LogDet (Tamura-Kumar)
Gaps/Missing Data Treatment - | ramrwise aereuon

Select Codon Positions > st 2nd 3rd Non¢
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 10

Vi kan ogsa fortzelle, hvilke typer af substitutioner vi vil inkludere, jeg vaelger blot alle
nukleotidsubstitutioner, men det er ogsa interessant at vi kan ngjes med at vaelge synonyme
substitutioner-eller ikke — synonyme substitutioner (dette er nok for de mere gvede)

M11: Analysis Preferences

Distance Estimation

Setting

> Pairs of taxa

Variance Estimafi

Her antages, at de
enkelte positioner Substitutions Type

d v Nucleotide

udvikler sig uafhaengigt | S RemEE e
. Model/Method - Amino acid
af hinanden. Dette er — \
almindel igt. W Transitions + Transversions
Rates among Sites > niform Rates
Pattern among Lineages ~» Same (Homogeneous)
Gaps/Missing Data Treatment > Pairwise deletion

Select Codon Positions > st 2nd 3rd 4 Nonc

Her er en forklaring pa denne option

Pairwise-deletion option
In the pairwise-deletion option, sites containing missing data or alignment gaps are removed from the analysis as the need arises (e.g., pairwise distance
computation). This is in contrast to the complete-deletion option in which all such sites are removed prior to the analysis.

Fra https://www.megasoftware.net/web help 7/rh pairwise deletion option.htm

Jeg veelger blot Pairwise deletion. | alt giver dette fglgende afstandsmatrix af p — afstande

® @ M11: Pairwise Distances (nukleotid_aligned.fas)

.:EE m oio o.‘(rJO B m m Mg;A TtT B]

1 2 | 3 | 4
1. PXO89 sekvens1 A
2. PX090 sekvens2 A 0.1667
3. PX189 sekvens3 B 03533 0.4167
4. PX190 sekvens4 B 0.3333 0.4167 0.0769

[1,1] (PXO89 sekvens1 A-PX089 sekvens1 A) [ Nucleotide: p-distance
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 11

Afsnit 4. Fylogeni For at lave et fylogenetisk trae vaelger vi
Phylogeny>Construct/Neighbor-Joining Tee

Vi kunne selvfglgelig ogsa have valgt UPGMA Tree.

Molecular Evolution

T £ i e’ ) i

thimsind! Construct/Test Maximum Likelihood Tree... prves

Construct/Test Neighbor-Joining Tree...

Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

Jeg traeffer de samme valg som pa side 10 og far herved et trae uden rod.

1 @ [ ] M11: Tree Explorer: (nukleotid_aligned.fas)

BeD YO £E£0O

— PX089 sekvens1 A

PX090 sekvens2 A

— PX189 sekvens3 B

—— PX190 sekvens4 B
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MEGA tutorial til Fylogeni og Alignment 12

Vi har til sidst mulighed for at vaelge at taxa skal veelges som rod, lad os sige at vi ved at sekvens4
er outgroup. Marker grenen som vist her

M11: Tree Explorer: (nukleotid_aligned.fas)

-V NO)

3

eoe
RBE0 v 0O £

* (4 Taxon Names
» Layout

~ Subtree

/> | Drawing Options...

—— PXO089 sekvens1 A

[@] | Display Subtree Separatel
J isplay Subtree Separately L PX090 sekvens2 A

k| Pointer Tool
>[€ Root Tree

4| sw p Subtree »
PX189 sekvens3 B
o | Flip Subtree
4 /| Compress/Expand Subtree
L Branch Lengths ’X
Statistics/Frequency/Info ——1PX190 sekvens4 B

Distance Scale

Veaelg derefter Root Tree, dette giver fglgende trae med rod, hvor sekvens4 er outgroup.

PX089 sekvens1 A

PX090 sekvens2 A

PX189 sekvens3 B

PX190 sekvens4 B

0.050
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