19 февраля 2008
Протокол Ахмадуллиной Александры 

(Term4, Practice1)
Моя задача - оценить давление отбора на ген PflB белка pyruvate formate-lyase в период, начиная с момента расхождения кишечной палочки (E.coli) и холерного вибриона (Vib.ch)
Итак, в моем распоряжении последовательность гена pflb_ecoli и белка Р09373. 
Из геномной ДНК вибриона холеры я вырезала участок длиной 2364 нуклеотида (с 6852 по 9215), соответствующий гену PflB, сохранила в 2A6AGNOn.fasta, соответствующия белок – в 2A6AGNOр.fasta. Более подробно о белке я узнала на UniProtKB.
Проанализировав полученные последовательности с помощью программы needle (параметры по умолчанию), получила следующие значения для identity:  белковых последовательностей - 79,8%, нуклеотидных – 51,8%.
Высокие показатели доли совпадения в выравнивании, сходные описания функций дают право заключить, что данные последовательности являются ортологами (т.е. возникли из одного предшественника в процессе видообразования).  

Переходим к следующей части – построение выравниваний с помощью PAL2NAL.
PAL2NAL – программа, которая переводит множественные выравнивания белковых последовательностей и соответствующих последовательностей ДНК (или мРНК) в выравнивания кодонов. Программа автоматически определяет соответствующую последовательность кодонов даже если между последовательностями ДНК и белковой, поданными на вход, встречаются несоответствия, или UTR, сайты полиаденилирования. Она так же справляется со сдвигом рамки во вводимой последовательности, что удобно при анализе псевдогенов. Для полученного выравнивания кодонов можно подсчитать количество синонимичных (KS) и несинонимичных (КА) замен.

При подаче на вход двух последовательностей, PAL2NAL автоматически считает KS и КА с помощью программы PAML.
Под заголовком Run PAL2NAL – 2 окна, в первое необходимо ввести обе белковые последовательности, во второе – обе последовательности ДНК. 

По умолчанию стоят следующие настройки:

Option setting

· Codon table:
[image: image1.wmf]Universal
[image: image2.wmf]Vertebrate mitochondria

· Remove gaps, inframe stop codons:
[image: image3.wmf]No
[image: image4.wmf]Yes 

· Calculate KS and KA:
[image: image5.wmf]No
[image: image6.wmf]Yes (valid only if the input is a pair of sequences) 

(для того, чтобы получить значения KS и КА, необходимо в данном разделе отметить пункт Calculate KS and KA:
Yes (valid only if the input is a pair of sequences))

· Remove mismatches: (mismatched codons between protein and DNA)
[image: image7.wmf]No
[image: image8.wmf]Yes

· Use only selected positions ('#' under the input alignment):
[image: image9.wmf]No
[image: image10.wmf]Yes

· Output format:
[image: image11.wmf]CLUSTAL [image: image12.wmf]PAML [image: image13.wmf]FASTA [image: image14.wmf]Codon with Amino acid 
(для того, что бы получить выравнивание генов с разбивкой на кодоны, отмечаем Output format: Codon with Amino acid )

Результаты, полученные с помощью PAL2NAL: выравнивание в формате CLUSTAL, FASTA и Codon with Amino acid.
PAL2NAL output

CLUSTAL W multiple sequence alignment

PFLB_ECOLI      g--tt----gacat-actgggt--catt--t--ac-ctgc--g--tgaaaac--gacc--

A6AGN0_VIBCH    g--acaaa-g-----c--------------c--c--cgcaa-g--ta-------------

PFLB_ECOLI      ac-ca-ttaa--tg-gttgtcg--aagt--acgca-gtaa--ataaaaaatc--cact--

A6AGN0_VIBCH    g--tg-tgatt-t--tcc------------a--ctgaacag-a--aatt-----------

PFLB_ECOLI      taag--aa----ggta--ggtg--ttacatg--tccg--agctt-aa----tgaa--aag

A6AGN0_VIBCH    t-----ggcg--catac-a-----acatc----------c-----ttatg-tttgc-g--

PFLB_ECOLI      tt-agccaca--gcct--gggaaggt----ttta--ccaaaggtgactg--gcag--aat

A6AGN0_VIBCH    ---ttttag---------a-----catgtatatcg-a-----gtgataa--------g--

PFLB_ECOLI      gaag--ta-------aacg--

A6AGN0_VIBCH    ------gctaaaa--ataag-
PAL2NAL output

>PFLB_ECOLI

g--tt----gacat-actgggt--catt--t--ac-ctgc--g--tgaaaac--gacc--

ac-ca-ttaa--tg-gttgtcg--aagt--acgca-gtaa--ataaaaaatc--cact--

taag--aa----ggta--ggtg--ttacatg--tccg--agctt-aa----tgaa--aag

tt-agccaca--gcct--gggaaggt----ttta--ccaaaggtgactg--gcag--aat

gaag--ta-------aacg--

>A6AGN0_VIBCH

g--acaaa-g-----c--------------c--c--cgcaa-g--ta-------------

g--tg-tgatt-t--tcc------------a--ctgaacag-a--aatt-----------

t-----ggcg--catac-a-----acatc----------c-----ttatg-tttgc-g--

---ttttag---------a-----catgtatatcg-a-----gtgataa--------g--

------gctaaaa--ataag-

PAL2NAL output

                1   2   -   5   7   4   1   2   4   -   1   7   4   2   2   4   -   2   7   4

PFLB_ECOLI      g-- tt- --- gac at- act ggg t-- cat t-- t-- ac- ctg c-- g-- tga aaa c-- gac c--

                1   5   -   1   1   0   1   1   5   -   1   2   0   1   2   5   -   1   3   0

A6AGN0_VIBCH    g-- aca aa- g-- --- c-- --- --- --- --- c-- c-- cgc aa- g-- ta- --- --- --- ---

                3   2   4   -   3   7   -   4   4   2   -   4   -   4   7   -   4   5   2   -

PFLB_ECOLI      ac- ca- tta a-- tg- gtt gtc g-- aag t-- acg ca- gta a-- ata aaa aat c-- cac t--

                1   3   5   -   1   4   -   0   1   4   -   5   -   1   5   -   0   1   5   -

A6AGN0_VIBCH    g-- tg- tga tt- t-- tcc --- --- --- --- a-- ctg aac ag- a-- aat t-- --- --- ---

                4   -   5   7   -   4   6   2   -   4   -   6   7   -   -   4   7   2   -   -

PFLB_ECOLI      taa g-- aa- --- ggt a-- ggt g-- tta cat g-- tcc g-- agc tt- aa- --- tga a-- aag

                5   -   1   6   -   0   1   6   -   5   -   1   7   -   -   0   1   7   -   -

A6AGN0_VIBCH    t-- --- ggc g-- cat ac- a-- --- aca tc- --- --- --- c-- --- tta tg- ttt gc- g--

                4   -

PFLB_ECOLI      tt- agc cac a-- gcc t-- ggg aag gt- --- ttt a-- cca aag gtg act g-- gca g-- aat

                5   -

A6AGN0_VIBCH    --- ttt tag --- --- --- a-- --- cat gta tat cg- a-- --- gtg ata a-- --- --- g--

PFLB_ECOLI      gaa g-- ta- --- --- aac g--

A6AGN0_VIBCH    --- --- gct aaa a-- ata ag-
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