I. Сравнение аминокислотного и нуклеотидного выравниваний.
В процессе нашей работы были получены идентификационные номера всех четырех последовательностей:
·    P08338 – последовательность белка MetJ_ECOLI из Escherichia coli по БД SwissProt.
· Q8ZJI8 – последовательность белка METJ_YERPE из Yersinia pestis по БД SwissProt.
· M12869 – последовательность белка MetJ_ECOLI из E. coli по БД EMBL.
· AJ414141 – последовательность белка METJ_YERPE из Y. pestis по EMBL.
При анализе записей в БД EMBL были определены координаты генов, кодирующих белок MetJ 
· 286..603 – для записи с AC M12869.
· 121552..121869 – для записи с AC AJ414141.
С помощью программы needle пакета EMBOSS были построены глобальные выравнивания аминокислотных и нуклеотидных последовательностей, параметры при этом были заданы по умолчанию.

Глобальное выравнивание аминокислотных последовательностей:
	METJ_ECOLI         1 MAEWSGEYISPYAEHGKKSEQVKKITVSIPLKVLKILTDERTRRQVNNLR     50

                     ||||:|||:||||||||||:||||||||||||||||||||||||||||||

METJ_YERPE         1 MAEWNGEYVSPYAEHGKKSKQVKKITVSIPLKVLKILTDERTRRQVNNLR     50

METJ_ECOLI        51 HATNSELLCEAFLHAFTGQPLPDDADLRKERSDEIPEAAKEIMREMGINP    100

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

METJ_YERPE        51 HATNSELLCEAFLHAFTGQPLPNDEDLRKERSDEIPEAAKILMRELGVDP    100

METJ_ECOLI       101 ETWEY    105

                     :||||

METJ_YERPE       101 DTWEY    105



Глобальное выравнивание нуклеотидных последовательностей:
	M12869|            1 ATGGCTGAATGGAGCGGCGAATATATCAGCCCATACGCTGAGCACGGCAA     50
                     ||||||||.||||.||||||.|||.|||||||.||||||||.||||||||
AJ414141|          1 ATGGCTGAGTGGAACGGCGAGTATGTCAGCCCTTACGCTGAACACGGCAA     50
M12869|           51 GAAGAGTGAACAAGTCAAAAAGATTACGGTTTCCATTCCTCTTAAGGTGT    100
                     |||.||..|.||.||||||||.||.|||||.||||||||..|.||.||||
AJ414141|         51 GAAAAGCAAGCAGGTCAAAAAAATCACGGTATCCATTCCGTTGAAAGTGT    100
M12869|          101 TAAAAATCCTCACCGATGAACGCACGCGTCGTCAGGTGAACAACCTGCGT    150
                     |||||||||||||||||||.||.||.||.|||||||||||.||||||||.
AJ414141|        101 TAAAAATCCTCACCGATGAGCGGACCCGCCGTCAGGTGAATAACCTGCGC    150
M12869|          151 CACGCTACCAACAGCGAGCTGCTGTGCGAAGCGTTTCTGCATGCCTTTAC    200
                     ||.|||||||||||.||..||.||||.||.||.|||.|||||||.|||||
AJ414141|        151 CATGCTACCAACAGTGAATTGTTGTGTGAGGCCTTTTTGCATGCATTTAC    200
M12869|          201 CGGGCAACCTTTGCCGGATGATGCCGATCTGCGTAAAGAGCGCAGCGACG    250
                     .||.||.||..|.|||.||||.|..||.|||||||||||.|||||.||.|
AJ414141|        201 TGGCCAGCCGCTACCGAATGACGAAGACCTGCGTAAAGAACGCAGTGATG    250
M12869|          251 AAATCCCGGAAGCGGCAAAAGAGATCATGCGTGAGATGGGGATTAACCCG    300
                     |.|||||||||||.||.|||....|.||||||||..||||..||.||||.
AJ414141|        251 AGATCCCGGAAGCCGCGAAAATTTTAATGCGTGAATTGGGTGTTGACCCT    300
M12869|          301 GAGACGTGGGAATACTAA    318
                     ||.||.||||||||.|.|
AJ414141|        301 GACACCTGGGAATATTGA    318



При этом было отмечено, что идентичность аминокислотных последовательностей 94/105 (89.5%), а нуклеотидных – 252/318 (79.2%). 
Это можно объяснить тем, что каждая аминокислота кодируется тремя нуклеотидами, при этом она кодируется не одним вариантом сочетания нуклеотидов. Поэтому возможно такое, что при замене одного (реже двух нуклеотидов в триплете) нуклеотидная последовательность изменится, а аминокислотная последовательность – нет (синонимическая замена). Таким образом мы видим\, что в нуклеотидной последовательности замен может быть больше, а в аминокислотной, в свою очередь, идентичность может сохраниться. В нуклеотидном выравнивании существуют блоки, в которых последовательности очень похожи, что вполне объективно, поскольку аминокислотное выравнивание имеет высокоидентичные блоки.

II. Расстояние между нуклеотидными последовательностями

Для определения расстояния между последовательностями (без гэпов) были посчитаны:

· частота замен, равная  0.208
· расстояние по формуле Джукса-Кантора :  0.244
	Формула Джукса-Кантора для вычисления расстояния между двумя нуклеотидными последовательностями:
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f — частота отличий в парном нуклеотидном выравнивании (доля позиций выравнивания, содержащих разные буквы)
d — количество произошедших замен (в пересчете на 1 нуклеотид)




Полученные значения отличаются друг от друга, т.к. при подсчете частоты замен мы просто считаем, сколько замен вообще произошло по отношению ко всей длине последовательности. При подсчете же расстояния по формуле Джукса-Кантора мы учитываем то, что все замены в последовательности равновероятны, а также то, что возможны обратные замены в процессе эволюции.

III.Анализ участка нуклеотидного выравнивания.
1. Вычисление количества синонимичных и несинонимичных нуклеотидных отличий между парой последовательностей.

Рассмотрим один кодон в выравнивании (286..316 – для записи с AC M12869; 
121552..121582 – для записи с AC AJ414141). 

	                      1   2   3   4   5   6   7   8   9   10

M12869|          286 ATG-GCT-GAA-TGG-AGC-GGC-GAA-TAT-ATC-AGC 316
                     ||| ||| ||. ||| |.| ||| ||. ||| .|| |||

AJ414141|    121552  ATG-GCT-GAG-TGG-AAC-GGC-GAG-TAT-GTC-AGC 121582
Жирным выделены те случаи, когда аминокислота, кодируемая данным триплетом, не меняется.




Вычислим количество синонимичных (sd) и несинонимичных (nd) нуклеотидных отличий для данного кодона. 
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2. 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

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

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

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


S1= 4
N1 = 23
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

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

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

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


S2 = 5
N2 = 76/3

S = 4.5
N =  145/6
3. Вычисление наблюдаемых частот синонимичных (pS) и несинонимичных (pN) отличий.
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4. Вычисление количества синонимичных (Ks) и несинонимичных (Ka) замен.

Применяя формулу Джукса – Кантора, вычислим количества синонимичных и несинонимичных замен на 1 нуклеотид по наблюдаемым частотам.
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Ka/ Ks =  0.131;
На данный участок действует отрицательный отбор.
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