Анализ нуклеотидного выравнивания
1. Сравнение аминокислотного и нуклеотидного выравниваний
	Организм
	Название белка
	АС белка
(аминокислотная последовательность)
	АС гена
(нуклеотидная последовательность)
	Положение гена в геноме

	Ecsherichia  coli
	Транспортёр Глицеро-3-Фосфата
	P08194
	YOO536
	170..1528

	Haemophilus influenzae
	Транспортёр Глицеро-3-Фосфата
	P96335
	U32751
	6522..7964


1) Выравнивание аминокислотных последовательностей гомологов

· Штраф за начало гэпа  10.0
· Штраф за продолжение гэпа  0.5
· Identity   292/481 (60.7%)
· Score   1583.5
glpt_ec            1 MLSIFKPAPHKARLPAAEIDPTYRRLRWQIFLGIFFGYAAYYLVRKNFAL     50

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

glpt_h             1 MFGPFKPAPHIAELPAEKIDSTYKRLRWQVFAGIFFGYAAYYFVRANFDL     50

glpt_ec           51 AMPYLVEQG-FSRGDLGFALSGISIAYGFSKFIMGSVSDRSNPRVFLPAG     99

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

glpt_h            51 AQPGLIQAGLYSKAELGVIGSAAGLAYGLSKFVMAGMSDRSNPRVFLPFG    100

glpt_ec          100 LILAAAVMLFMGFVPWATSSIAVMFVLLFLCGWFQGMGWPPCGRTMVHWW    149

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

glpt_h           101 LLLSGLCMTLMGLFPWATSGIAIMWVMIFLNGWFQGMGWPPCGRTMVHWW    150

glpt_ec          150 SQKERGGIVSVWNCAHNVGGGIPPLLFLLGMAWF-----------NDWHA    188

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

glpt_h           151 SKSERGTIVSIWNTAHNIGGMVPGAMVLLASAIFFSTHGIEAQAKDVWQQ    200

glpt_ec          189 ALYMPAFCAILVALFAFAMMRDTPQSCGLPPIEEYKNDYPDDYNEKA-EQ    237

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

glpt_h           201 SLYFPGIAAMIFAIPVYFVMRDTPQSCGLPSIEKWRNDYPDDYNEKTYEN    250

glpt_ec          238 ELTAKQIFMQYVLPNKLLWYIAIANVFVYLLRYGILDWSPTYLKEVKHFA    287

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

glpt_h           251 DLTAKEIFVTYVLKNKLLWYIAIANVFVYLIRYGVLKWSPVYLSEVKHFN    300

glpt_ec          288 LDKSSWAYFLYEYAGIPGTLLCGWMSDKVFRGNRGATGVFFMTLVTIATI    337

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

glpt_h           301 IKGTAWAYTIYELAAVPGTLLCGWVSDKVFKGKRGLTGFIFMILTTAAVV    350

glpt_ec          338 VYWMNPA-------------GNP--TVDMICMIVIGFLIYGPVMLIGLHA    372

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

glpt_h           351 AYWMNPATPEAELANYSAWYENPYQLTDFVLMTLIGFLIYGPVMLIGLHA    400

glpt_ec          373 LELAPKKAAGTAAGFTGLFGYLGGSVAASAIVGYTVDFFGWDGGFMVMIG    422

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

glpt_h           401 LELAPKKAAGTAAGFTGLFGYLGGTVSASAVIGWAAQHYGWDGGFYVMIG    450

glpt_ec          423 GSILAVILLIVVMIGEKRRHEQLLQERNGG     452

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

glpt_h           451 GGVLAVLLLLIVMV-EEGKHKAKLGDTYGTK    480

2) Выравнивание нуклеотидных последовательностей гомологов
· Штраф за начало гэпа  10.0
· Штраф за продолжение гэпа    0.5
· Identity   929/1559 (59.6%)

· Score    2463.5
CAA68598           1 atgtt--gagtatttttaaaccagcgccacacaaagcgcgcttacctgcc     48

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

HI32751            1 atgtttggacca--ttcaaacccgctccgcatattgcg----gaacttcc     44

CAA68598          49 -gcggag---atcgatccgacttatcgtcgattgcgctggcaaattttcc     94

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

HI32751           45 agcggagaaaattgattccacgtataaacgcttacgttggcaagtgtt--     92

CAA68598          95 tg--gggatattctttggctatgcggcttactatttggttcgtaagaact    142

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

HI32751           93 tgcagggatcttcttcggttatgctgcatattattttgtgcgtgcaaact    142

CAA68598         143 ttgcgcttgctatgccttatctggtt------gagcagg---gattctc-    182

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

HI32751          143 ttg-----acttagcacaaccaggtttaattcaagctggcttg-tactca    186

CAA68598         183 -acgcggtgatttaggttttgccctttcgg------ggatctcg-attgc    224

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

HI32751          187 aaagcg--gaactaggtgt-----tatcggctcagcgg--ctggtcttgc    227

CAA68598         225 ttatggattttcgaaattcatcatgggttc-ggta--tcggatcgctcga    271

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

HI32751          228 ttacggtttatcaaaattcgttatgg---caggtatgtctgaccgttcta    274

CAA68598         272 atccgcgcgttttcctgcccgcaggtttgat-----tctggcggcggcag    316

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

HI32751          275 accctcgtgtattcttaccatttggttt-attgctctctgg--------t    315

CAA68598         317 tgatgt-tg---tttatgggctttgtgccatgggcgacgtcgagcattgc    362

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

HI32751          316 ttatgtatgaccttaatgggtttattcccatgggcaacttcaggcattgc    365

CAA68598         363 ggtgatgtttgtactgttgttcctctgcggttggttccaggggatggggt    412

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

HI32751          366 cattatgtgggtaatgatcttcttaaatggttggttccaaggtatgggtt    415

CAA68598         413 ggccgccgtgtggtcgtactatggtgcactggtggtcgcagaaa---gaa    459

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

HI32751          416 ggcctccatgtggtcgtactatggtgcattggtggtc---taaatctgaa    462

CAA68598         460 cgtggcggcattgtgtcagtgtggaactgtgcgcacaacgtcggtgg--t    507

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

HI32751          463 cgcggtactatcgtgtcaatttggaatacggcgcataatatcggtggtat    512

CAA68598         508 ggtattcc-gccgc--tgctgttcctgctggggatggcctggttcaat--    552

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

HI32751          513 gg--ttccaggtgcaatggtgtt----------attagctagtgcaattt    550

CAA68598         553 -------gact---ggcat------gc-ggcg------------------    567

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

HI32751          551 tcttcagcactcacggtattgaagcgcaggcgaaagatgtttggcaacaa    600

CAA68598         568 -ctctata--tgcctg--ctttctgcgccat--tctggtggcattattcg    610

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

HI32751          601 tcattatacttccctggtattgctgcg--atgatct--ttgca--att--    642

CAA68598         611 cctttg-----cgatgatgcgcgataccccgcaatcctgtggcttgccgc    655

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

HI32751          643 cctgtgtacttcg-tgatgcgtgatactccacaatcttgtggtttaccat    691

CAA68598         656 cgatcgaagagtacaaa------aatgattatccggacgactataacgaa    699

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

HI32751          692 caatcgaa------aaatggcgtaatgactacccagatgactataacgaa    735

CAA68598         700 aaagc---ggaacaggagctgacggcgaagcaaatcttcatgcagtacgt    746

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

HI32751          736 aaaacttacgaaaacgatttaactgcaaaagaaatcttcgtaacttatgt    785

CAA68598         747 actgccgaacaaactgctgtggtatatcgccatcgccaacgtgttcgttt    796

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

HI32751          786 attaaaaaacaaattgttatggtatatcgcgattgctaacgtgttcgtct    835

CAA68598         797 atctgctgcgttacggcatcctcgactggtcaccgacttatctgaaagag    846

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

HI32751          836 atttaatccgctacggtgtattaaaatggtctccagtttacttgagtgaa    885

CAA68598         847 gttaagcatttcgcgctagataaa---tcct-cctgggcctacttccttt    892

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

HI32751          886 gtgaaacactt----caatatcaaaggtactgcatgggcatacacaatct    931

CAA68598         893 atgaatatgcaggtattccgggcactctgctgtgcggctggatgtcggat    942

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

HI32751          932 atgaattagcagcggttccaggtacattattatgtggttgggtatcagat    981

CAA68598         943 aaagtcttccgtggcaaccgtggggcaaccggcgttt--tctttatga--    988

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

HI32751          982 aaagtgtttaaaggtaaacgtggtttaactg--gtttcatctttatgatc   1029

CAA68598         989 -----cactggtgaccatcgcgactatcgtttactggatgaacccggc--   1031

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

HI32751         1030 ttaaccactg-----ca--gcggttgttgcgtactggatgaacccagcta   1072

CAA68598        1032 --------------------------------aggt-----aaccca-ac   1043

                                                     .|||     |||||| | 

HI32751         1073 caccagaagcagagcttgcaaactactcagcttggtatgaaaacccata-   1121

CAA68598        1044 cgtcgat---atgattt-gtatgattg----ttatcggcttcctgatcta   1085

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

HI32751         1122 --tcaattaactgatttcgtattaatgaccttaatcggtttcttaatcta   1169

CAA68598        1086 cggtcctgtgatgctgatcggtctgcatgcgctggaactggcaccgaaaa   1135

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

HI32751         1170 cggtcctgtaatgttaattggcttacacgctcttgagcttgcaccgaaaa   1219

CAA68598        1136 aagcggcaggtacggcagcgggctttaccgggctgtttggttacctgggc   1185

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

HI32751         1220 aagcagcaggtacggcagcaggtttcactggtttattcggttacttaggt   1269

CAA68598        1186 ggttcggtggcggcgagc----gcgattgttggctacaccgtggacttc-   1230

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

HI32751         1270 ggtactgtatc----agcttcagcagttattgg-------ttgggctgct   1308

CAA68598        1231 ------ttcggctgggatggcggctttat-ggtaatgattggcggcagca   1273

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

HI32751         1309 caacattacggatgggacggtgg-tttctacgtaatgatcggcgg-----   1352

CAA68598        1274 ttctggcg-gttatc-ttgttgatt-------gttgtgatgattggcga-   1313

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

HI32751         1353 ---tggcgtattagcagtgtt-attactcttaatcgtaatggttgaagaa   1398

CAA68598        1314 --aaaacgtcgccatgaacaattactgcaagaacgc------aacgg-ag   1354

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

HI32751         1399 ggaaaac----------acaa--agcgaaattaggcgatacttacggta-   1435

CAA68598        1355 gctaa       1359

                      ||||    

HI32751         1436 -ctaaataa   1443

Поскольку  одна аминокислотаможет кодироваться более чем одним кодоном (вырожденность генетического кода), то этим можно объяснить более низкое значение идентичности в выравнивании нуклеотидной последовательности по сравнению с выравниванием аминокислотной последователности. Если Lys-Lys  защитываются как идентичные аминокислоты, то ,например,  в паре AAA-AAG идентичность уже не наблюдается. С этим связано наличие синонимичных замен.

2. Расстояние между нуклеотидными последовательностями

Identity = 0.596

f = (1- identity) =0.404

По формуле Джукса-Кантора  
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Различие между вычисленными двумя разными способами расстояниями связано с возможностью возникновения обратных замен. Это связано с тем, что мутации могут происходить несколько раз в одном и том же месте и на какой-то раз опять будет исходный нуклеотид
3. Анализ участка нуклеотидного выравнивания.
Исследуемый участок варавнивания, содержащий 30 нуклеотидов:
CAA68598         460 cgt ggc ggc att gtg tca gtg tgg aac tgt

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

HI32751          463 cgc ggt act atc gtg tca att tgg aat acg
Вычисление количества синонимичных и несинонимичных нуклеотидных отличий между парой последовательностей.
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, где L – длина выравнивания.

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	sd 
	1
	1
	1
	1
	0
	0
	0.5
	0
	1
	0.5

	nd
	0
	0
	2
	0
	0
	0
	1.5
	0
	0
	2.5


Sd=6, Nd=6
 Вычисление количества синонимичных и несинонимичных сайтов для пары нуклеотидных последовательностей.

fi-доля синонимичных замен в данной позиции.(i=1,2,3)
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         n=3-s

1. 1-я последовательность

	
	cgt
	ggc
	ggc
	att
	gtg
	tca
	gtg
	tgg
	aac
	tgt

	f1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f3
	1
	1
	1
	2/3
	1
	1
	1
	0
	1/3
	1/3

	s
	1
	1
	1
	2/3
	1
	1
	1
	0
	1/3
	1/3

	n
	2
	2
	2
	7/3
	2
	2
	2
	3
	8/3
	8/3


суммирование по всем кодонам: S1=22/3, N1=68/3

1. 2-я последовательность

	
	cgc
	ggt
	act
	atc
	gtg
	tca
	att
	tgg
	aat
	acg

	f1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f3
	1/3
	1
	1
	2/3
	1
	1
	2/3
	1/3
	2/3
	1

	s
	1/3
	1
	1
	2/3
	1
	1
	2/3
	1/3
	2/3
	1

	n
	8/3
	2
	2
	7/3
	2
	2
	7/3
	8/3
	7/3
	2


суммирование по всем кодонам: S1=22/3, N1=67/3
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S=44/6 

N=135/6

Вычисление наблюдаемых частот синонимичных (pS) и несинонимичных (pN) отличий.
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         Kn=0.335
· значение под логарифмом посчитать невозможно, так как значение (1-4/3ps )-отрицательно;
возможно речь идет о длительном и сильном эволюционном отборе..
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