Анализ нуклеотидного выравнивания
1. Идентификационный номер “исходного белка” из Escherichia coli в банке данных SwissProt: RL25_ECOLI
2. Название “дополнительного генома” бактерии: SALTY
I. Сравнение аминокислотного и нуклеотидного выравниваний.

Получены аминокислотные последовательности “исходного белка” и его ортолога из “дополнительного генома” в банке данных UniProt, а также нуклеотидные последовательности соответствующих генов из банка данных EMBL.
Исходный белок

ID аминокислотной последовательности в базе данных SwissProt: RL25_ECOLI
Название гена: rplY
AC нуклеотидной последовательности гена из банка данных EMBL: ECD13326
Координаты кодирующей последовательности: 382..666
Ортолог из “дополнительного генома”

AC аминокислотной последовательности в базе данных SwissProt: Q8XFE7
Название гена: rplY
AC нуклеотидной последовательности гена из банка данных EMBL: AL627273
Координаты кодирующей последовательности: 241820..242104
Ссылка на ген по базе данных EMBL: CAD02607.1
Построены глобальные выравнивания аминокислотных и нуклеотидных последовательностей с помощью программы needle пакета программ EMBOSS. 

Глобальное выравнивание аминокислотных последовательностей.
# Aligned_sequences: 2

# 1: RL25_ECOLI

# 2: Q8XFE7

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0

#

# Length: 94

# Identity:      86/94 (91.5%)

# Similarity:    90/94 (95.7%)

# Gaps:           0/94 ( 0.0%)

# Score: 441.0

# 

#

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

RL25_ECOLI         1 MFTINAEVRKEQGKGASRRLRAANKFPAIIYGGKEAPLAIELDHDKVMNM     50

                     |||||||||||||||||||||||||||||||||.|||:|||||||:||||

Q8XFE7             1 MFTINAEVRKEQGKGASRRLRAANKFPAIIYGGSEAPIAIELDHDQVMNM     50

RL25_ECOLI        51 QAKAEFYSEVLTIVVDGKEIKVKAQDVQRHPYKPKLQHIDFVRA     94

                     ||||||||||||:||||||:|||||.||||.|||||.|||||||

Q8XFE7            51 QAKAEFYSEVLTLVVDGKEVKVKAQAVQRHAYKPKLTHIDFVRA     94

Глобальное выравнивание нуклеотидных последовательностей.
# Aligned_sequences: 2

# 1: ECD13326

# 2: rplY

# Matrix: EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0

#

# Length: 285

# Identity:     259/285 (90.9%)

# Similarity:   259/285 (90.9%)

# Gaps:           0/285 ( 0.0%)

# Score: 1191.0

# 

#

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

ECD13326           1 atgtttactatcaacgcagaagtacgtaaagagcagggtaagggtgcgag     50

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

rplY               1 atgtttactatcaacgcagaagtacgtaaagagcagggtaagggtgcgag     50

ECD13326          51 ccgccgcctccgtgccgctaacaagttcccggcaatcatctacggtggca    100

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

rplY              51 ccgccgcctgcgcgccgctaacaagttcccggcaatcatctacggcggtt    100

ECD13326         101 aagaagcgccgctggctatcgagctggatcacgacaaagtcatgaacatg    150

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

rplY             101 ctgaagccccgattgctatcgaactggaccacgaccaggtgatgaacatg    150

ECD13326         151 caagctaaagctgaattctacagcgaagttctgaccatcgttgttgacgg    200

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

rplY             151 caagctaaagctgaattctacagcgaagttctgaccctcgttgttgacgg    200

ECD13326         201 taaagaaatcaaagttaaagctcaggacgtacagcgtcacccgtacaaac    250

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

rplY             201 taaagaagtaaaagttaaagctcaggctgtacagcgtcacgcttacaaac    250

ECD13326         251 cgaagctgcagcacatcgacttcgttcgcgcttaa    285

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

rplY             251 cgaagctgactcacatcgacttcgttcgcgcgtaa    285

Замечание 1: полученные выравнивания представляются надежными, т.е. почти наверняка точно отражающими ход реальных эволюционных событий. Во многом, это объясняется высокой эволюционной консервативностью данного белка как рибосомного и, как следствие, близостью выравниваемых последовательностей. В нуклеотидном выравнивании нет позиций, в гомологичность которых я бы не верил.
Значение идентичности выравнивания аминокислотных последовательностей: 91.5%
Значение идентичности выравнивания нуклеотидных последовательностей: 90.9%
Комментарий.
Причиной того, что значение идентичности для выравнивания нуклеотидных последовательностей немного меньше, чем для выравнивания аминокислотных последовательностей, является то, что выравнивание нуклеотидных последовательностей демонстрирует несколько молчащих мутаций, не проявляющихся на уровне аминокислотных последовательностей и поэтому не ведущих к уменьшению Identity в их выравнивании.
Замечание 2: значения Identity и Similarity выравнивания нуклеотидных последовательностей совпадают, так как в любом выравнивании нуклеотидных последовательностей при 4-х буквенном коде не может быть «близких» замен.
II. Расстояние между нуклеотидными последовательностями

Вычислено расстояние между нуклеотидными последовательностями. В качестве меры расстояния использованы:

1. частота замен

2. расстояние, вычисленное по формуле Джукса – Кантора.

1. Формула для вычисления частоты замен:

f = N/L = 1 – identity, где
f – частота замен,

N – число замен,

L – длина выравнивания,

identity - значение идентичности выравнивания последовательностей.
f = 1 – 0.909 = 0.091 = 9.1%
  2. Формула для вычисления расстояния:

d = -0.75 * ln (1 – (4/3) * f), где
d – расстояние между последовательностями, 

f – частота замен.

d = -0.75 * ln (1 – (4/3) *  0.091) = -0.75 * ln (0.8787) = -0.75 * (-0.129) = 0.097 = 9,7%
Причина различия значений расстояния и частоты замен заключается в том, что формула Джукса – Кантора для вычисления расстояния учитывает возможность повторных замен в уже замененных позициях. Чем больше частота замен, тем чаще должны происходить повторные замены. При частоте замен 75% расстояние устремляется в бесконечность. Все это ведет к тому, что значение расстояния хотя бы несколько превышает значение частоты замен, что и наблюдается в нашем случае.
III. Анализ участка нуклеотидного выравнивания.

Выбранный участок нуклеотидного выравнивания длиной 30 нуклеотидов,  который содержит синонимичные и несинонимичные замены: 

gaa gcg ccg ctg gct atc gag ctg gat cac 
||| ||. ||| .|. ||| ||| ||. ||| ||. ||| 
gaa gcc ccg att gct atc gaa ctg gac cac 
Вычисление значений Ka и Ks, а также их отношения для данного участка. 
1. Вычисление теоретической предрасположенности последовательностей к синонимическиv и несинонимическим заменам, исходя из генетического кода, безотносительно к выравниванию:

Для первой последовательности:

f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1/3
s1 = 1/3
n1 = 8/3
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1
s2 = 1
n2 = 2
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1
s3 = 1
n3 = 2
f1 = 1/3
f2 = 0

f3 = 1
s4 = 4/3
n4 = 5/3
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1
s5 = 1
n5 = 2
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 2/3
s6 = 2/3
n6 = 7/3
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1/3
s7 = 8/3
f1 = 1/3
f2 = 0

f3 = 1
s8 = 4/3
n8 = 5/3
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1/3
s9 = 1/3
n9 = 8/3
f1 = 0
f2 = 0

f3 = 1/3
s10 = 1/3
n10 = 8/3
Суммарно по всей длине:
S1 = s1 + s2 + … + s10 = 7 целых 2/3
N1 = n1 + n2 + … + n10 = 22 целых 1/3
Для второй последовательности:
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 1/3
s1 = 1/3
n1 = 8/3
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 1
s2 = 1
n2 = 2
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 1
s3 = 1
n3 = 2
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 2/3
s4 = 2/3
n4 = 7/3
f1 = 1/3
f2 = 0
f3 = 1
s5 = 4/3
n5 = 5/3
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 2/3
s6 = 2/3
n6 = 7/3
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 1/3
s7 = 1/3
n7 = 8/3
f1 = 1/3
f2 = 0
f3 = 1
s8 = 4/3
n8 = 5/3
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 1/3
s9 = 1/3
n9 = 8/3
f1 = 0
f2 = 0
f3 = 1/3
s10 = 1/3
n10 = 8/3
Суммарно по всей длине:

S2 = s1 + s2 + … + s10 = 7 целых 1/3
N2 = n1 + n2 + … + n10 = 22 целых 2/3
Средние арифметические параметров:

S = (S1 + S2)/2 = 15/2
N = (N1 + N2)/2 = 45/2
2. Вычисление долей возможных синонимических и несинонимических замен, реализуемых в данном выравнивании:
 E  A  P   L  A  I   E  L  D  H

gaa gcg ccg ctg gct atc gag ctg gat cac 

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

gaa gcc ccg att gct atc gaa ctg gac cac 
 E  A  P   I  A  I   E  L  D  H

EAPLAIELDH
|||:||||||
EAPIAIELDH
Sd1 = 0
Nd1 = 0
Sd2 = 1
Nd2 = 0
Sd3 = 0
Nd3 = 0
Sd4_1 = 0
Nd4_1 = 2
Sd4_2 = 1
Nd4_2 = 1

Sd4 = 1/2
Nd4 = 3/2
Sd5 = 0
Nd5 = 0
Sd6 = 0
Nd6 = 0
Sd7 = 1
Nd7 = 0
Sd8 = 0
Nd8 = 0
Sd9 = 1
Nd9 = 0
Sd10 = 0
Nd10 = 0
Суммарно по всей длине:

Sd = Sd1 + Sd2 + … + Sd10 = 3.5
Nd = Nd1 + Nd2 + … + Nd10 = 1.5
3. Вычисление Ks и Ka.
Ps = Sd/S = 3.5/(15/2) = 0.467
Pn = Nd/N = 1.5/(45/2) = 0.067
Ks = - ¾ * ln(1 – 4/3Ps) = 0.731
Ka = - ¾ * ln(1 – 4/3Pn) = 0.070
Вывод. 
Наглядно видно, что значение Ks значительно превышает значение Ka (Ka/Ks = 0.096 – то есть почти десятикратно). Это свидетельствует о жестком отрицательном отборе, которому подвергался белок в ходе своей эволюции. Среди многочисленных возможных нуклеотидных замен закреплялись практически только приводящие к синонимическим кодонам, и лишь иногда происходила замена кодируемого аминокислотного остатка. Это вполне ожидаемо для рибосомного белка, консервативность последовательности которого обеспечивает корректность одного из фундаментальных процессов в клетке – трансляции.
