Анализ нуклеотидного выравнивания
I. Сравнение аминокислотного и нуклеотидного выравниваний
	Организм
	Название белка
	АС белка
	АС гена

	Ecsherichia  coli
	Акваглицеропорин
	Р11238
	X15054

	Haemophilus influenzae
	Акваглицеропорин
	Р38826
	U32752


Выравнивание аминокислотных последовательностей.

	Штраф за начало гэпа
	Штраф за продолжение гэпа
	Identity
	Score

	10
	1
	68.3%
	1033


  GlpF_ECOLI       1 MSQTSTLKGQCIAEFLGTGLLIFFGVGCVAALKVAGASFGQWEISVIWGL     50

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

  GlpF_HAEIN       1   MDKSLKANCIGEFLGTALLIFFGVGCVAALKVAGASFGLWEISIMWGM     48

  GlpF_ECOLI      51 GVAMAIYLTAGVSGAHLNPAVTIALWLFACFDKRKVIPFIVSQVAGAFCA    100

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

  GlpF_HAEIN      49 GVALAVYATAGLSGAHLNPAVTIALWKFACFDGKKVIPYIISQMLGAFFA     98

  GlpF_ECOLI     101 AALVYGLYYNLFFDFEQTHHIVRGSVESVDLAGTFSTYPNPHINFVQAFA    150

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

  GlpF_HAEIN      99 AALVYALYRNVFIDYETVHNIVRGTQESLSLAGTFSTYPHPSLSIGGAFA    148

  GlpF_ECOLI     151 VEMVITAILMGLILALTDDGNGVPRGPLAPLLIGLLIAVIGASMGPLTGF    200

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

  GlpF_HAEIN     149 VEFVITAILMALIMALTDDGNGVPRGPLAPLLIGILIAVIGGAMGPLTGF    198

  GlpF_ECOLI     201 AMNPARDFGPKVFAWLAGWGNVAFTGGRDIPYFLVPLFGPIVGAIVGAFA    250

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

  GlpF_HAEIN     199 AMNPARDFGPKFFAYLAGWGELALTGGREIPYFIVPMVAPVLGALAGAWL    248

  GlpF_ECOLI     251 YRKLIGRHLPCDICVVEEKETTTPSEQKASL    281

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

  GlpF_HAEIN     249 YKKAIGGNLPCN-CGCE                  264

Выравнивание нуклеотидных последовательностей

	Штраф за начало гэпа
	Штраф за продолжение гэпа
	Identity
	Score

	20
	1
	63.6%
	1615


 GlpF_ECOLI   211 atgagtcaaacatcaaccttgaaaggccagtgcattgctgaattcctcgg    260

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

 GlpF_HAEIN   139 atggataaatca------ttaaaagcgaactgtattggcgagtttttagg    188

 GlpF_ECOLI   261 taccgggttgttgattttcttcggtgtgggttgcgttgcagcactaaaag    310

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

 GlpF_HAEIN   189 tacagccttattgattttctttggtgtgggctgcgttgcagcactaaaag    238

 GlpF_ECOLI   311 tcgctggtgcgtcttttggtcagtgggaaatcagtgtcatttggggactg    360

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

 GlpF_HAEIN   239 tagcaggcgctagttttggcttgtgggaaatcagcattatgtgggggatg    288

 GlpF_ECOLI   361 ggggtggcaatggccatctacctgaccgcaggggtttccggcgcgcatct    410

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

 GlpF_HAEIN   289 ggcgttgcacttgcagtatatgcaacagcgggtttatctggtgcacatct    338

 GlpF_ECOLI   311 taatcccgctgttaccattgcattgtggctgtttgcctgtttcgacaagc    460

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

 GlpF_HAEIN   339 aaaccctgcagtaaccattgccctttggaaatttgcttgctttgatggca    388

 GlpF_ECOLI   461 gcaaagttattccttttatcgtttcacaagttgccggcgctttctgtgct    510

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

 GlpF_HAEIN   389 aaaaagtaattccttacatcatttcacaaatgctcggcgcattctttgct    384

 GlpF_ECOLI   511 gcggctttagtttacgggctttactacaatttatttttcgacttcgagca    560

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

 GlpF_HAEIN   385 gccgcattagtttatgccttataccgcaatgtttttatcgattatgaaac    488

 GlpF_ECOLI   561 gactcatcacattgttcgcggcagcgttgaaagtgttgatctggctggca    610

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

 GlpF_HAEIN   489 agtccacaatattgttcgtggtacacaagaaagtttaagccttgcgggta    538

 GlpF_ECOLI   611 ctttctctacttaccctaatcctcatatcaattttgtgcaggctttcgca    660

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

 GlpF_HAEIN   539 cattctccacttatcctcatccaagtttaagcattggtggcgcctttgct    588

 GlpF_ECOLI   661 gttgagatggtgattaccgctattctgatggggctgatcctggcgttaac    710

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

 GlpF_HAEIN   589 gtggaattcgtgattactgcaattcttatggcattaattatggcattaac    638

 GlpF_ECOLI   711 ggtcgatggcaacggtgtaccacgcggccctttggctcccttgctgattg    760

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

 GlpF_HAEIN   639 tgacgatggaaacggagtacctcgtggtccgcttgccccattattaatcg    688

 GlpF_ECOLI   761 gtctactgattgcggtcattggcgcatctatgggcccattgacaggtttt    810

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

 GlpF_HAEIN   689 gtatcttgatagccgttattggtggtgctatgggaccattaactggtttt    738

 GlpF_ECOLI   811 gccatgaacccagcgcgtgacttcggtccgaaagtctttgcctggctggc    860

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

 GlpF_HAEIN   739 gccatgaatccagcacgtgacttcggaccaaaattctttgcttatctcgc    788

 GlpF_ECOLI   861 gggctggggcaatgtcgcctttaccggcggcagagacattccttacttcc    910

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

 GlpF_HAEIN   789 tggctggggcgaactcgctttaactggcggacgcgaaatcccttatttta    838

 GlpF_ECOLI   911 tggtgccgcttttcggccctatcgttggcgcgattgtaggtgcatttgcc    960

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

 GlpF_HAEIN   839 tcgttccaatggttgcacctgttttaggtgcattagctggtgcatggtta    888

 GlpF_ECOLI   961 taccgcaaactgattggtcgccatttgccttgcgatatctgtgttgtgga    1010

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

 GlpF_HAEIN   889 tacaaaaaagcaattggcggcaatttaccttg---taattgcggctgcga    935

 GlpF_ECOLI   1011 agaaaaggaaaccacaactccttcagaacaaaaagcttcgctgtaa        1056

                |                                          

 GlpF_HAEIN    936 a                                                     795

Обозначения:

Желтый – триплеты, кодирующие  аминокислоты, не подвергшиеся замене.

Более низкое значение идентичности (Identity) сравнения нуклеотидных последовательностей, чем для аминокислотных может объясняться:

· соответствием одной аминокислоте нескольких кодонов.

Для данного выравнивания местами, вызывающими наименьшее доверие являются начало и конец. В начале и конце заметны две делеции нуклеотидов, что не соответствует аминокислотному выравниванию (которое, можно принять за истину.) Т.к. программа строит выравнивания на основании выбора наибольшего счета (score), то построение в начале действительно представляется трудным, т.к. все белки начинаются с одной и той же аминокислоты – метионина – которой соответствует единственный триплет, а вероятность совпадения еще нескольких нуклеотидов на достаточно коротком начальном участке велика. Те же трудности могут возникнуть в конце, в связи с ограниченным количеством стоп-кодонов.

II. Расстояние между нуклеотидными последовательностями

	По частоте замен
	Identity.
	Частота замен

(f = 1- identity).

	
	0,636
	0,364

	По формуле Джукса-Кантора
	f
	d

	
	0,364
	0,540


    Формула Джукса – Кантора
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Достаточно большая разница между расстояниями вычисленными двумя разными способами может объясняться тем, что идентичность между нуклеотидными последовательностями невелика, следовательно, растет частота и количество замен, усложняется «история» эволюции от одного белка к другому, и больший вес играет тот факт, что  реально неизвестно, произошла на данном месте одна замена или несколько. 

Если произошла обратная замена, то для более близких последовательностей это меньше влияет на  расхождение реального расстояниям с теоретическим, чем для более далеких последовательностей.

III. Анализ участка нуклеотидного выравнивания.
           1     2     3      4     5     6     7     8     9   10

GlpF_ECOLI   831 gcg cgt gac ttc ggt ccg aaa gtc ttt gcc    860

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

GlpF_HAEIN   759 gca cgt gac ttc gga cca aaa ttc ttt gct    788

Вычисление количества синонимичных и несинонимичных нуклеотидных отличий между парой последовательностей.

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	sd 
	1
	0
	0
	0
	1
	1
	0
	0
	0
	1

	nd
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0
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Вычисление количества синонимичных и несинонимичных сайтов для пары нуклеотидных последовательностей.

По первой последовательности

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	f1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f2
	1
	1
	1
	1/3
	1
	1
	1/3
	1
	1/3
	1

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

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


S1= 8

N1 = 22

По второй последовательности:

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	f1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	f2
	1
	1
	1
	1/3
	1
	1
	1/3
	1/3
	1/3
	1

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

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


S2 = 22/3

N2 = 68/3

S = 23/3

N = 67/3

Вычисление наблюдаемых частот синонимичных (pS) и несинонимичных (pN) отличий.
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Вычисление количества синонимичных (Ks) и несинонимичных (Ka) замен.
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Ka/ Ks = 0,047 

На данный участок действует отрицательный отбор.
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