Итак, после создания выборки из семи белков и их генов (см. задание) мы первым делом решили посмотреть различия между генами белка CAN_ECOLI и его ближайшего гомолога из выборки – белка Q8X938_ECO57 (99% Indetity), а также между самими белками, и далее выяснить, чем эти различия обусловлены.
Для этого было построено глобальное выравнивание белков (программой needle):
#=======================================

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: CAN_ECOLI

# 2: Q8X938_ECO57

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 220

# Identity:     219/220 (99.5%)

# Similarity:   219/220 (99.5%)

# Gaps:           0/220 ( 0.0%)

# Score: 1172.0

# 

#

#=======================================

CAN_ECOLI          1 MKDIDTLISNNALWSKMLVEEDPGFFEKLAQAQKPRFLWIGCSDSRVPAE     50

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Q8X938_ECO57       1 MKDIDTLISNNALWSKMLVEEDPGFFEKLAQAQKPRFLWIGCSDSRVPAE     50

CAN_ECOLI         51 RLTGLEPGELFVHRNVANLVIHTDLNCLSVVQYAVDVLEVEHIIICGHYG    100

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Q8X938_ECO57      51 RLTGLEPGELFVHRNVANLVIHTDLNCLSVVQYAVDVLEVEHIIICGHYG    100

CAN_ECOLI        101 CGGVQAAVENPELGLINNWLLHIRDIWFKHSSLLGEMPQERRLDTLCELN    150

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||.|||||||||||||||

Q8X938_ECO57     101 CGGVQAAVENPELGLINNWLLHIRDIWFKHSSLLDEMPQERRLDTLCELN    150

CAN_ECOLI        151 VMEQVYNLGHSTIMQSAWKRGQKVTIHGWAYGIHDGLLRDLDVTATNRET    200

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Q8X938_ECO57     151 VMEQVYNLGHSTIMQSAWKRGQKVTIHGWAYGIHDGLLRDLDVTATNRET    200

CAN_ECOLI        201 LEQRYRHGISNLKLKHANHK    220

                     ||||||||||||||||||||

Q8X938_ECO57     201 LEQRYRHGISNLKLKHANHK    220

#---------------------------------------

#---------------------------------------
Мы видим, что белок CAN_ECOLI и Q8X938_ECO57 отличаются на один аминокислотный остаток.
(Отличающиеся аминокислотные остатки выделены голубым цветом. Почему некоторые остатки выделены желтым цветом,  вы сейчас поймете.)

Давайте посмотрим теперь на выравнивания генов данных белков:
#=======================================

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: U00096

# 2: BA000007

# Matrix: EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 664

# Identity:     658/664 (99.1%)

# Similarity:   658/664 (99.1%)

# Gaps:           0/664 ( 0%)

# Score: 3260.0

# 

#

#=======================================

U00096             1 atgaaagacatagatacactcatcagcaacaatgcactatggtcaaaaat     50

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007           1 atgaaagacatagatacactcatcagcaacaatgcactatggtcaaaaat     50

U00096            51 gctggtggaagaggatcccgggttttttgagaaactggcacaagcgcaaa    100

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007          51 gctggtggaagaggatcccgggttttttgagaaactggcacaagcgcaaa    100

U00096           101 aaccgcgctttctatggattggatgttccgacagtcgcgttcctgcagaa    150

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         101 aaccgcgctttctatggattggatgttccgacagtcgcgttcctgcagaa    150

U00096           151 cgtttaaccggtcttgagccgggcgaactctttgttcaccgtaatgttgc    200

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         151 cgtttaaccggtcttgagccgggcgaactctttgttcaccgtaatgttgc    200

U00096           201 taacctggtcattcacactgacctgaactgcctttccgtggttcagtatg    250

                     ||||||||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         201 taacctggtcattcacaccgacctgaactgcctttccgtggttcagtatg    250

U00096           251 cagtggatgtactcgaagttgaacacattattatctgtggccactacggt    300

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         251 cagtggatgtactcgaagttgaacacattattatctgtggccactacggt    300

U00096           301 tgcggcggcgtacaagccgcagttgaaaacccggaactggggcttatcaa    350

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         301 tgcggcggcgtacaagccgcagttgaaaacccggaactggggcttatcaa    350

U00096           351 caactggctgctgcatatccgcgatatctggttcaaacatagctcattgc    400

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         351 caactggctgctgcatatccgcgatatctggttcaaacatagctcattgc    400

U00096           401 tcggcgaaatgccgcaagagcgccgtctggataccttgtgtgaactgaac    450

                     |||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         401 tcgacgaaatgccgcaagagcgccgtctggataccttgtgtgaactgaac    450

U00096           451 gtcatggaacaggtgtataacctgggccactccaccattatgcaatcagc    500

                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

BA000007         451 gtcatggaacaggtgtataacctgggccactccaccattatgcaatcagc    500

U00096           501 gtggaaacgcgggcagaaagttaccattcacggctgggcctacggcattc    550

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||.||.|||||||

BA000007         501 gtggaaacgcgggcagaaagttaccattcacggctgggcttatggcattc    550

U00096           551 acgacggcttgctgcgtgatctggatgttaccgccaccaaccgcgaaacc    600

                     |||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||

BA000007         551 acgacggcttgctgcgtgatctggatgttactgccaccaaccgcgaaacc    600

U00096           601 cttgagcaacgttaccgtcacgggatttccaacctcaagctgaaacacgс    650
                     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
BA000007         601 cttgagcaacgttaccgtcacgggatttccaacctcaagctgaaacacgс    650

U00096           651 caaccacaaataa    663

                     |||||||||||||

BA000007         651 caaccacaaataa    663
#---------------------------------------

#---------------------------------------
(Желтым цветом обозначены триплеты, где произошли синонимичные замены, голубым – триплеты с несинонимичными заменами.)

Таким образом, в процессе эволюции произошли пять нуклеотидных замен, из них одна несинонимичная:
Замена Gly на Asp произошла в результате замены нуклеотитда G на A (что тем менее удивительно, что оба – пуриновые основания), благодаря чему кодон GGC поменялся на GAC. (Возможно, наоборот, ведь никто не знает, в какую сторону шла эволюция.)
Синонимичные замены (во всех четырех случаях заменялся нуклеотид C на нуклеотид T – аналогично, одно пиримидиновое основание на другое) произошли в кодонах аминокислот (везде – в последней букве кодона; третья позиция неконсервативна в абсолютном большинстве случаев):

1) двух Thr, причем в первом случае кодон изменяется от ACT (у E.coli) до ACC, а во втором (последняя замена – см. выравнивание) – наоборот, от ACC до ACT;
2) в кодоне Ala – с GCC на GCT;
3) в кодоне Tyr – с TAC на TAT.
Таким образом, матрица нуклеотидных замен выглядит таким образом:
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Количество замен написа только в одной половине таблицы, поскольку направление эволюции неизвестно, и здесь показан только сам факт замены.
Еще одним заданием было «Исследование зависимости процента совпадений последовательностей белков от процента совпадений последовательностей их генов», для чего был построен соответствующий график зависимости для полученной ранее выборки, который мы теперь сравниваем с «графиком, показывающим связь процентов совпадений последовательностей для белка-предшественника гемагглютинина у разных штаммов вируса гриппа: P18875, P13102, P12584, P03454, P26562, P87506».
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График 1








График 2
Итак, как мы видим, из сравнения графиков, предшественник гемагглютинина испытал на себе меньшее влияние эволюции, чем белки из выборки CAN_ECOLI, так как его график менее выпуклый.
Также на графике 1 мы видим следующее:
1) последовательности в малыми «Gene Identity» и «Protein Identity» фактически лежат на прямой, которая показывает, что одной мутации в гене соответствует одна аминокислотная мутация, то есть все нуклеотидные замены синонимичные. (На графике 2 таких последовательностей вообще не наблюдается.)
2) присутствует «зигзаг», то есть последовательности с Identity, чуть меньшими 50%, также приближаются к «средней прямой», как и на графике 2.






