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Практикум 2. Оценка влияния отбора.

Дано: последовательность гена преальбумина человека и двух его ортологов в геноме Xenopus laevis (Африканская когтистая лягушка)
Задание 1. Два паралога в геноме лягушки - это результат дупликации или делеции?

Воспользуйтесь программой Blast чтобы определить, сколько паралогов есть в геномах других организмов. Составим таблицу:
	1
	Salmo salar (лосось)
	P21848
	RecName: Full=Serum albumin 1; Flags: Precursor.

	2
	Salmo salar (лосось)

	Q03156
	RecName: Full=Serum albumin 2; Flags: Precursor.

	3
	Macaca mulatta (макака)
	Q28522
	RecName: Full=Serum albumin; Flags: Precursor.

	4
	Equus caballus (лошадь)
	 P35747
	RecName: Full=Serum albumin; AltName: Allergen=Equ c 3; Flags:Precursor.

	5

	Gallus gallus (курица)


	P19121
	RecName: Full=Serum albumin; AltName: Full=Alpha-livetin; AltName: Allergen=Gal d 5; Flags: Precursor.

	6

	Meriones unguiculatus (Монгольская песчанка)
	O35090
	RecName: Full=Serum albumin; Flags: Precursor.




Сравним число паралогов в разных видах
	1
	Salmo salar (лосось)
	2

	2
	Macaca mulatta (макака)
	1

	3
	Equus caballus (лошадь)
	1

	4
	Gallus gallus (курица)
	1

	5
	Meriones unguiculatus (Монгольская песчанка)
	1

	6
	человек
	1

	7
	лягушка
	2


Выводы: с помощью программы blast мы нашли гомологов альбумина человека среди хордовых (поиск по банку swiss-prot, таксон chordata). Замечаем, что два экземпляра этого белка, кроме лягушки только у лосося, у большинства же остальных организмов только одна копия. Таким образом, две копии альбумина у лягушки и рыбы – скорее всего результат дупликации. На эволюционной ветви, идущей к человеку, либо произошла делеция одной из копий, либо, что более вероятно, в следствие ряда мутаций эти копии разошлись достаточно далеко. И как следствие, для тех организмов, у которых есть всего один альбумин, находится его далекий гомолог с достаточно большим E-Value, не альбумин, а, например, витамин-D связывающий белок (VTDB_HUMAN P02774), тоже глобулин.
Задание 2. Оцените влияние отбора на эволюцию паралогов.

Создали парное выравнивание белковых последовательностей с помощью программы needle в формате fasta, получили align.fasta.
С помощью программы tblastn в базе данных  refseq_rna нашли гены, соответствующие этим белкам и сохранили их в файле genes.fasta. 
При этом выяснилось, что два альбумина лягушки отличаются по молекулярной массе, и в аннотациях генов указавны вместо А и В 68 kDa serum albumin, mRNA  и 74 kDa serum albumin, mRNA (правда здесь масса может относиться и к мРНК, хотя и маловероятно).
С помощью сервера PAL2NAL построили выравнивание нуклеотидных 

последовательностей. 
PAL2NAL outputPAL2NAL output

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

#  WARNING: ALBUB_XENLA pepAlnPos 212: Q does not correspond to CTA

#  WARNING: ALBUB_XENLA pepAlnPos 213: S does not correspond to ACT

#  WARNING: ALBUB_XENLA pepAlnPos 305: I does not correspond to CTA

#  WARNING: ALBUB_XENLA pepAlnPos 337: P does not correspond to GCT

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

               M   K   W   I   T   L   I   C   L   L   I   S   S   T   L   I   E   S   R   I

ALBUA_XENLA    ATG AAG TGG ATC ACC CTC ATT TGT CTG TTA ATT AGC TCC ACT TTA ATA GAA TCA AGA ATA

               M   K   W   I   T   L   I   C   L   L   I   S   S   S   F   I   E   S   R   I

ALBUB_XENLA    ATG AAG TGG ATC ACC CTG ATT TGT CTG TTA ATT AGC TCC TCT TTC ATT GAA TCA AGG ATA

               I   F   K   R   D   T   D   V   D   H   H   K   H   I   A   D   M   Y   N   L

ALBUA_XENLA    ATT TTC AAA AGA GAT ACA GAT GTA GAC CAT CAC AAG CAT ATT GCT GAC ATG TAC AAT TTA

               L   F   K   R   D   T   D   A   D   H   H   K   H   I   A   D   V   Y   T   A

ALBUB_XENLA    CTT TTC AAA AGA GAT ACA GAT GCA GAC CAT CAC AAG CAT ATT GCT GAT GTA TAC ACC GCA

               L   T   E   R   T   F   K   G   L   T   L   A   I   V   S   Q   N   L   Q   K

ALBUA_XENLA    TTG ACT GAG CGG ACC TTC AAA GGA CTT ACA TTG GCT ATT GTC TCA CAG AAT CTC CAG AAA

               L   T   E   R   T   F   K   G   L   T   L   A   I   V   S   Q   N   L   Q   K

ALBUB_XENLA    TTG ACT GAG CGG ACC TTC AAA GGA CTT ACA TTG GCT ATT GTC TCT CAG AAT CTC CAG AAA

               C   S   L   E   E   L   S   K   L   V   N   E   I   N   D   F   A   K   S   C

ALBUA_XENLA    TGT TCA TTG GAG GAG CTG TCT AAA CTG GTG AAT GAA ATT AAT GAC TTT GCC AAA TCC TGT

               C   S   L   E   E   L   S   K   L   V   N   E   I   N   D   F   A   K   S   C

ALBUB_XENLA    TGT TCG TTG GAG GAG TTA TCT AAG CTG GTG AAT GAA ATA AAT GAC TTT GCC AAA TCC TGT

               T   G   N   D   K   T   P   E   C   E   K   P   I   G   T   L   F   Y   D   K

ALBUA_XENLA    ACA GGA AAC GAC AAA ACT CCT GAG TGT GAA AAA CCC ATA GGC ACC CTG TTT TAT GAC AAA

               I   -   N   D   K   T   P   E   C   E   K   P   V   G   T   L   F   F   D   K

ALBUB_XENLA    ATT --- AAT GAC AAA ACT CCT GAG TGT GAA AAA CCA GTG GGC ACC CTG TTT TTT GAC AAA

               L   C   A   D   P   K   V   G   V   N   Y   E   W   S   K   E   C   C   S   K

ALBUA_XENLA    CTC TGC GCA GAT CCA AAA GTG GGT GTT AAT TAT GAG TGG AGC AAA GAG TGC TGT TCT AAG

               L   C   A   D   P   A   V   G   V   N   Y   E   W   S   K   E   C   C   A   K

ALBUB_XENLA    CTC TGT GCA GAT CCA GCA GTG GGT GTT AAT TAT GAG TGG AGC AAA GAG TGC TGT GCC AAG

               Q   D   P   E   R   A   Q   C   F   R   A   H   R   V   F   E   H   N   P   V

ALBUA_XENLA    CAA GAT CCA GAG AGA GCA CAG TGC TTC AGG GCA CAT AGA GTT TTT GAA CAT AAT CCA GTA

               Q   D   P   E   R   A   Q   C   F   K   A   H   R   D   H   E   H   T   S   I

ALBUB_XENLA    CAA GAT CCA GAG AGG GCT CAG TGC TTC AAG GCG CAC AGA GAT CAT GAA CAT ACT TCA ATA

               R   P   K   P   E   E   T   C   A   L   F   K   E   H   P   D   D   L   L   S

ALBUA_XENLA    AGG CCT AAA CCT GAG GAA ACT TGT GCA TTA TTC AAA GAA CAC CCT GAT GAT CTT CTC TCA

               K   P   E   P   E   E   T   C   K   L   L   K   E   H   P   D   D   L   L   S

ALBUB_XENLA    AAG CCT GAA CCT GAG GAA ACC TGC AAA TTA CTC AAA GAA CAC CCT GAT GAT CTT CTC TCA

               A   F   I   H   E   E   A   R   N   H   P   D   L   Y   P   P   A   V   L   L

ALBUA_XENLA    GCA TTC ATA CAT GAA GAG GCG AGA AAC CAT CCA GAC CTT TAT CCC CCA GCA GTA CTA TTA

               A   F   I   H   E   E   A   R   N   H   P   D   L   Y   P   P   A   V   L   A

ALBUB_XENLA    GCG TTC ATT CAT GAA GAG GCA AGA AAC CAT CCA GAC CTT TAT CCA CCA GCA GTA TTA GCA

               L   T   Q   Q   Y   G   K   L   V   E   H   C   C   E   E   E   D   K   D   K

ALBUA_XENLA    TTA ACA CAG CAA TAT GGC AAA CTT GTT GAA CAT TGT TGT GAA GAA GAA GAC AAG GAT AAA

               L   T   K   Q   Y   H   K   L   A   E   H   C   C   E   E   E   D   K   E   K

ALBUB_XENLA    TTA ACC AAG CAA TAT CAC AAA CTT GCT GAA CAT TGT TGT GAA GAA GAA GAC AAG GAA AAA

               C   F   A   E   K   M   K   E   L   M   K   H   S   H   S   I   E   D   K   Q

ALBUA_XENLA    TGC TTT GCA GAA AAG ATG AAG GAA CTG ATG AAA CAC AGT CAT TCT ATT GAA GAT AAG CAA

               C   F   S   E   K   M   K   Q   L   M   K   Q   S   H   S   I   E   D   K   Q

ALBUB_XENLA    TGC TTC TCA GAA AAG ATG AAG CAA CTT ATG AAA CTA ACT CAT TCC ATT GAA GAT AAG CAA

               K   H   F   C   W   I   V   N   N   Y   P   E   R   V   I   K   A   L   N   L

ALBUA_XENLA    AAA CAT TTC TGC TGG ATT GTA AAT AAT TAT CCT GAA AGA GTT ATT AAA GCA CTA AAT TTG

               H   H   F   C   W   I   L   D   N   F   P   E   K   V   L   K   A   L   N   L

ALBUB_XENLA    CAT CAT TTC TGC TGG ATT CTG GAT AAT TTT CCT GAA AAA GTT CTT AAA GCA CTA AAT TTG

               A   R   V   S   H   R   Y   P   K   P   D   F   K   L   A   H   K   F   T   E

ALBUA_XENLA    GCC AGA GTG AGC CAC AGA TAT CCT AAG CCT GAT TTC AAG CTT GCC CAT AAA TTT ACC GAG

               A   R   V   S   H   R   Y   P   K   A   E   F   K   L   A   H   N   F   T   E

ALBUB_XENLA    GCC AGA GTG AGC CAC AGA TAT CCT AAA GCT GAA TTC AAG CTT GCC CAT AAT TTT ACT GAG

               E   T   T   H   F   I   K   D   C   C   H   G   D   M   F   E   C   M   T   E

ALBUA_XENLA    GAG ACT ACA CAC TTC ATT AAG GAT TGT TGT CAT GGG GAC ATG TTT GAA TGC ATG ACA GAG

               E   V   T   H   F   I   K   D   C   C   H   D   D   M   F   E   C   M   T   E

ALBUB_XENLA    GAG GTT ACA CAC TTT ATT AAA GAT TGT TGC CAT GAC GAC ATG TTT GAA TGC ATG ACT GAG

               R   L   E   L   S   E   H   T   C   Q   H   K   D   E   L   S   T   K   L   E

ALBUA_XENLA    AGG CTG GAG CTT TCT GAG CAT ACC TGT CAA CAT AAA GAT GAG TTA TCA ACA AAA CTT GAA

               R   L   E   L   T   E   H   T   C   Q   H   K   D   E   L   S   S   K   L   E

ALBUB_XENLA    AGG CTG GAG CTT ACT GAG CAT ACC TGT CAA CAT AAA GAT GAG TTA TCA TCA AAA CTT GAA

               K   C   C   N   L   P   L   L   E   R   T   Y   C   I   V   T   L   E   N   D

ALBUA_XENLA    AAA TGC TGT AAC TTA CCT TTG CTT GAG CGT ACA TAC TGC ATT GTC ACC TTG GAA AAT GAT

               K   C   C   N   I   P   L   L   E   R   T   Y   C   I   V   T   L   E   N   D

ALBUB_XENLA    AAA TGC TGT AAT CTA CCT TTG CTT GAG CGT ACA TAC TGC ATT GTC ACC TTG GAA AAT GAT

               D   V   P   A   E   L   S   K   P   I   T   E   F   T   E   D   P   H   V   C

ALBUA_XENLA    GAC GTT CCT GCT GAA TTA TCA AAG CCA ATT ACA GAA TTT ACA GAG GAC CCT CAT GTT TGT

               D   V   P   A   E   L   S   Q   P   I   T   E   F   T   E   D   P   H   V   C

ALBUB_XENLA    GAC GTT CCT GCT GAA TTG TCT CAG CCA ATT ACA GAA TTT ACA GAG GAC GCT CAT GTG TGT

               E   K   Y   A   E   N   K   S   -   -   -   -   -   F   L   E   I   S   P   W

ALBUA_XENLA    GAG AAG TAT GCT GAG AAT AAA AGT --- --- --- --- --- TTC TTA GAG ATA TCT CCA TGG

               E   K   Y   A   E   N   N   E   V   F   L   G   R   Y   L   H   A   -   -   -

ALBUB_XENLA    GAG AAG TAT GCT GAG AAT AAC GAA GTT TTC TTA GGA AGA TAT CTC CAT GCT --- --- ---

               Q   S   Q   E   T   P   E   L   S   E   Q   F   L   L   Q   S   A   K   E   Y

ALBUA_XENLA    CAG AGT CAA GAA ACA CCA GAA TTG TCT GAA CAA TTC CTT TTG CAA TCT GCA AAA GAA TAT

               V   S   R   K   H   Q   E   L   S   E   Q   F   L   L   Q   S   A   K   E   Y

ALBUB_XENLA    GTG TCA AGA AAA CAC CAG GAA TTG TCT GAA CAA TTC CTT TTG CAA TCT GCA AAA GAA TAT

               E   S   L   L   N   K   C   C   F   S   D   N   P   P   E   C   Y   K   D   G

ALBUA_XENLA    GAA TCT TTG CTG AAC AAG TGC TGC TTT TCA GAC AAT CCT CCT GAA TGC TAC AAG GAT GGA

               E   S   L   L   N   K   C   C   K   T   D   N   P   P   E   C   Y   K   D   G

ALBUB_XENLA    GAA TCT TTG CTG AAC AAG TGC TGC AAA ACA GAC AAT CCT CCT GAA TGC TAC AAG GAT GGA

               A   D   R   F   M   N   E   A   K   E   R   F   A   Y   L   K   Q   N   C   D

ALBUA_XENLA    GCT GAC AGA TTT ATG AAT GAA GCC AAG GAG AGA TTT GCA TAT TTG AAA CAA AAC TGT GAT

               A   D   R   F   M   N   E   A   K   E   R   F   A   Y   L   K   Q   N   C   D

ALBUB_XENLA    GCT GAC AGA TTT ATG AAT GAA GCC AAG GAG AGA TTT GCA TAT TTG AAA CAA AAC TGT GAT

               I   L   H   E   H   G   E   Y   L   F   E   N   E   L   L   I   R   Y   T   K

ALBUA_XENLA    ATC TTG CAT GAA CAT GGA GAA TAT CTC TTT GAA AAT GAA TTG CTC ATA AGA TAC ACA AAG

               I   L   H   E   H   G   E   Y   L   F   E   N   E   L   L   I   R   Y   T   K

ALBUB_XENLA    ATT CTG CAT GAA CAT GGA GAA TAT CTC TTT GAA AAT GAA TTG CTC ATA AGA TAC ACA AAG

               K   M   P   Q   V   S   D   E   T   L   I   G   I   A   H   Q   M   A   D   I

ALBUA_XENLA    AAA ATG CCC CAA GTG TCA GAT GAA ACA TTG ATT GGA ATA GCA CAC CAA ATG GCA GAT ATT

               K   M   P   Q   V   S   D   E   T   L   I   G   I   A   H   Q   M   A   D   I

ALBUB_XENLA    AAA ATG CCC CAA GTG TCA GAT GAA ACA TTG ATT GGA ATA GCA CAC CAA ATG GCA GAT ATT

               G   E   H   C   C   A   V   P   E   N   Q   R   M   P   C   A   E   G   D   L

ALBUA_XENLA    GGT GAG CAC TGC TGT GCC GTA CCT GAA AAT CAA AGG ATG CCA TGT GCA GAA GGA GAC CTT

               G   E   H   C   C   A   V   P   E   N   Q   R   M   P   C   A   E   G   D   L

ALBUB_XENLA    GGT GAG CAC TGC TGT GCC GTA CCT GAA AAT CAA AGG ATG CCA TGT GCA GAA GGA GAC CTT

               T   I   L   I   G   K   M   C   E   R   Q   K   K   T   F   I   N   N   H   V

ALBUA_XENLA    ACC ATT CTC ATT GGA AAA ATG TGT GAA AGG CAA AAG AAG ACA TTT ATA AAT AAC CAC GTT

               T   I   L   I   G   K   M   C   E   R   Q   K   K   T   F   I   N   N   H   V

ALBUB_XENLA    ACC ATT CTC ATT GGA AAA ATG TGT GAA AGG CAA AAG AAG ACA TTT ATA AAT AAC CAC GTT

               A   H   C   C   T   D   S   Y   S   G   M   R   S   C   F   T   A   L   G   P

ALBUA_XENLA    GCT CAT TGC TGC ACT GAC TCA TAT TCT GGG ATG CGT TCA TGC TTT ACT GCT CTT GGT CCA

               A   H   C   C   T   D   S   Y   S   G   M   R   S   C   F   T   A   L   G   P

ALBUB_XENLA    GCT CAT TGC TGC ACT GAC TCA TAT TCT GGG ATG CGT TCA TGC TTT ACT GCT CTT GGT CCA

               D   E   D   Y   V   P   P   P   V   T   D   D   T   F   H   F   D   D   K   I

ALBUA_XENLA    GAT GAG GAC TAT GTA CCA CCC CCA GTT ACT GAT GAC ACA TTT CAC TTT GAC GAC AAG ATA

               D   E   D   Y   V   P   P   P   V   T   D   D   T   F   H   F   D   D   K   I

ALBUB_XENLA    GAT GAG GAC TAT GTA CCA CCC CCA GTT ACT GAT GAC ACA TTT CAC TTT GAC GAC AAG ATA

               C   T   A   N   D   K   E   K   Q   H   I   K   Q   K   F   L   V   K   L   I

ALBUA_XENLA    TGC ACT GCT AAT GAT AAA GAA AAA CAG CAT ATC AAA CAG AAA TTC CTT GTG AAG CTG ATT

               C   T   A   N   D   K   E   K   Q   H   I   K   Q   K   F   L   V   K   L   I

ALBUB_XENLA    TGC ACT GCT AAT GAT AAA GAA AAA CAG CAT ATC AAA CAG AAA TTC CTT GTG AAG CTG ATT

               K   V   S   P   K   L   E   K   N   H   I   D   E   W   L   L   E   F   L   K

ALBUA_XENLA    AAA GTT AGT CCT AAA TTG GAA AAA AAT CAC ATT GAT GAA TGG CTG CTG GAA TTC CTT AAG

               K   V   S   P   K   L   E   K   N   H   I   D   E   C   S   A   E   F   L   K

ALBUB_XENLA    AAA GTT AGT CCT AAA TTG GAA AAA AAT CAC ATT GAT GAA TGT TCT GCT GAA TTC CTT AAG

               M   V   Q   K   C   C   T   A   D   E   H   Q   P   C   F   D   T   E   K   P

ALBUA_XENLA    ATG GTA CAG AAA TGC TGT ACT GCA GAT GAA CAC CAG CCA TGT TTT GAT ACA GAG AAA CCA

               M   V   Q   K   C   C   T   A   D   E   H   Q   P   C   F   D   T   E   K   P

ALBUB_XENLA    ATG GTA CAG AAA TGC TGT ACT GCA GAT GAA CAC CAG CCA TGT TTT GAT ACA GAG AAA CCA

               V   L   I   E   H   C   Q   K   L   H   P

ALBUA_XENLA    GTA CTG ATT GAA CAC TGT CAA AAA CTC CAT CCA

               V   L   I   E   H   C   Q   K   L   H   P

ALBUB_XENLA    GTA CTG ATT GAA CAC TGT CAA AAA CTC CAT CCA
Определяем Кs и Ка

	Synonymous (KS) and non-synonymous (KA) substitution rates calcualted by codeml in the PAML package:

	
	KS = 0.1833

	
	KA = 0.0600

	
	KA/KS = 0.3272


   Так как синонимичных замен более чем в три раза больше чем несинонимичных, эволюция этих последовательностей шла примерно с одной скоростью.
