Анализ нуклеотидного выравнивания.
Дано: 

1. Идентификационный номер p02920 LacY_Ecoli банка данных SwissProt.

2. Название “дополнительного генома” бактерии – CITFR. (LacY_Citfr).
I. Сравнение аминокислотного и нуклеотидного выравниваний.
Таблица 1. идентикафиционные номера и координаты генов, кодирующих белки LacY_Ecoli и LacY_Citfr.
	
	LacY_Ecoli
	LacY_Citfr

	Идентификационный номер аминокислотной последовательности
	p02920
	p47234

	Идентификационный номер нуклеотидной последовательности
	V00295; CAA23571.1
	U13675; AAA61795.1;



	Координаты генов
	106..1359
	1..1256


С помощью программы needle пакета EMBOSS построены глобальные выравнивания аминокислотных и нуклеотидных последовательностей. 

Выравнивание аминокислотных последовательностей белков LacY_Ecoli и LacY_Citfr
(указаны параметры выравнивания)

########################################

# Program:  needle

# Rundate:  Thu Nov 25 18:37:30 2004

# Align_format: srspair

# Report_file: needle_amino.txt

########################################

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

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: LACY_ECOLI

# 2: LACY_CITFR

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0

#

# Length: 418

# Identity:     369/418 (88.3%)

# Similarity:   395/418 (94.5%)

# Gaps:           3/418 ( 0.7%)

# Score: 1944.0

# 

#

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

LACY_ECOLI         1 MYYLKNTNFWMFGLFFFFYFFIMGAYFPFFPIWLHDINHISKSDTGIIFA     50

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

LACY_CITFR         1 MYYLKNTNFWMFGFFFFFYFFIMGAYFPFFPIWLHEVNHISKGDTGIIFA     50

LACY_ECOLI        51 AISLFSLLFQPLFGLLSDKLGLRKYLLWIITGMLVMFAPFFIFIFGPLLQ    100

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

LACY_CITFR        51 CISLFSLLFQPIFGLLSDKLGLRKHLLWVITGMLVMFAPFFIYVFGPLLQ    100

LACY_ECOLI       101 YNILVGSIVGGIYLGFCFNAGAPAVEAFIEKVSRRSNFEFGRARMFGCVG    150

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

LACY_CITFR       101 VNILLGSIVGGIYLGFIYNAGAPAIEAYIEKASRRSNFEFGRARMFGCVG    150

LACY_ECOLI       151 WALCASIVGIMFTINNQFVFWLGSGCALILAVLLFFAKTDAPSSATVANA    200

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

LACY_CITFR       151 WALCASIAGIMFTINNQFVFWLGSGCAVILALLLLFSKTDVPSSAKVADA    200

LACY_ECOLI       201 VGANHSAFSLKLALELFRQPKLWFLSLYVIGVSCTYDVFDQQFANFFTSF    250

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

LACY_CITFR       201 VGANNSAFSLKLALELFKQPKLWLISLYVVGVSCTYDVFDQQFANFFTSF    250

LACY_ECOLI       251 FATGEQGTRVFGYVTTMGELLNASIMFFAPLIINRIGGKNALLLAGTIMS    300

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

LACY_CITFR       251 FATGEQGTRVFGYVTTMGELLNASIMFFAPLIVNRIGGKNALLLAGTIMS    300

LACY_ECOLI       301 VRIIGSSFATSALEVVILKTLHMFEVPFLLVGCFKYITSQFEVRFSATIY    350

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

LACY_CITFR       301 VRIIGSHSHT-ALEVVILKTLHMFEIPFLIVGCFKYITSQFEVRFSATIY    349

LACY_ECOLI       351 LVCFCFFKQLAMIFMSVLAGNMYESIGFQGAYLVLGLVALGFTLISVFTL    400

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

LACY_CITFR       350 LVCFCFFKQLAMIFMSVLAGKMYESIGFQGAYLVLGIIRVSFTLISVFTL    399

LACY_ECOLI       401 SGPGPLSLLRRQVNEVA     417

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

LACY_CITFR       400 SGPGPFSLLRRR-ESVAL    416

#---------------------------------------

#---------------------------------------
Выравнивание нуклеотидных последовательностей белков LacY_Ecoli и LacY_Citfr
(указаны параметры выравнивания)
########################################

# Program:  needle

# Rundate:  Thu Nov 25 18:35:32 2004

# Align_format: srspair

# Report_file: needle_nucl.txt

########################################

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

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: ECLACY

# 2: CF13675

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 1.0

#

# Length: 1256

# Identity:     997/1256 (79.4%)

# Similarity:   997/1256 (79.4%)

# Gaps:           7/1256 ( 0.6%)

# Score: 5596.0

# 

#

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

ECLACY             1 atgtactatttaaaaaacacaaacttttggatgttcggtttattcttttt     50

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

CF13675            1 atgtattatttaaaaaacactaacttttggatgttcggctttttcttctt     50

ECLACY            51 cttttacttttttatcatgggagcctacttcccgtttttcccgatttggc    100

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

CF13675           51 cttttacttttttattatgggcgcgtatttccccttcttccctatctggt    100

ECLACY           101 tacatgacatcaaccatatcagcaaaagtgatacgggtattatttttgcc    150

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

CF13675          101 tacacgaggtaaaccatataagcaaaggcgataccggcatcatcttcgcc    150

ECLACY           151 gctatttctctgttctcgctattattccaaccgctgtttggtctgctttc    200

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

CF13675          151 tgtatctcactgttttctttgttattccagccaattttcggactactatc    200

ECLACY           201 tgacaaactcgggctgcgcaaatacctgctgtggattattaccggcatgt    250

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

CF13675          201 cgacaagcttggcctgcgtaaacatctgctgtgggtaattaccggcatgc    250

ECLACY           251 tagtgatgtttgcgccgttctttatttttatcttcgggccactgttacaa    300

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

CF13675          251 tggtaatgtttgccccgttctttatttacgtttttggtccgttattacaa    300

ECLACY           301 tacaacattttagtaggatcgattgttggtggtatttatctaggcttttg    350

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

CF13675          301 gttaatattttactgggttcaattgtcggtgggatttaccttggctttat    350
ECLACY           351 ttttaacgccggtgcgccagcagtagaggcatttattgagaaagtcagcc    400

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

CF13675          351 ttacaatgccggcgctccggcgattgaagcctatattgaaaaagccagcc    400

ECLACY           401 gtcgcagtaatttcgaatttggtcgcgcgcggatgtttggctgtgttggc    450

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

CF13675          401 gccgaagcaactttgaatttggtcgcgcgcgcatgtttggttgcgtaggc    450

ECLACY           451 tgggcgctgtgtgcctcgattgtcggcatcatgttcaccatcaataatca    500

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

CF13675          451 tgggcgctgtgcgcctcgattgccggcattatgttcaccatcaataacca    500

ECLACY           501 gtttgttttctggctgggctctggctgtgcactcatcctcgccgttttac    550

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

CF13675          501 atttgtcttttggttaggctccggatgcgcggtcattttggcattgctgc    550

ECLACY           551 tctttttcgccaaaacggatgcgccctcttctgccacggttgccaatgcg    600

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

CF13675          551 tgttattttcaaaaacagatgtcccctcttctgcaaaagtcgcggatgcg    600

ECLACY           601 gtaggtgccaaccattcggcatttagccttaagctggcactggaactgtt    650

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

CF13675          601 gtaggcgccaataactcggcattcagcctgaagctggcgctggagttatt    650

ECLACY           651 cagacagccaaaactgtggtttttgtcactgtatgttattggcgtttcct    700

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

CF13675          651 taaacaaccaaaactttggttaatttccctgtacgtagttggagtttcct    700

ECLACY           701 gcacctacgatgtttttgaccaacagtttgctaatttctttacttcgttc    750

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

CF13675          701 gtacttacgatgtgtttgaccagcagttcgccaacttctttacctcgttc    750

ECLACY           751 tttgctaccggtgaacagggtacgcgggtatttggctacgtaacgacaat    800

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

CF13675          751 tttgccaccggcgaacagggcacccgcgtgtttggctacgtcacgacaat    800

ECLACY           801 gggcgaattacttaacgcctcgattatgttctttgcgccactgatcatta    850

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

CF13675          801 gggagaattactcaacgcctcaatcatgttctttgcgccgctgattgtga    850

ECLACY           851 atcgcatcggtgggaaaaacgccctgctgctggctggcactattatgtct    900

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

CF13675          851 atcgcatcggcggcaagaacgccctgctgctggctggtacgatcatgtcg    900

ECLACY           901 gtacgtattattggctcatcgttcgccacctcagcgctggaagtggttat    950

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

CF13675          901 gtaaggattattggctc-tcattcgc--acactgcgctggaagtcgttat    947

ECLACY           951 tctgaaaacgctgcatatgtttgaagtaccgttcctgctggtgggctgct   1000

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

CF13675          948 tctcaaaacgttacatatgtttgagataccgttcctgatcgtcggttgct    997

ECLACY          1001 ttaaatatattaccagccagtttgaagtgcgtttttcagcgacgatttat   1050

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

CF13675          998 tcaaatacatcaccagtcagtttgaagtgcgtttctcggcgacgatttat   1047

ECLACY          1051 ctggtctgtttctgcttctttaagcaactggcgatgatttttatgtctgt   1100

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

CF13675         1048 ctggtgtgtttctgcttcttcaaacagttagcaatgattttcatgtcagt   1097

ECLACY          1101 actggcgggcaatatgtatgaaagcatcggtttccagggcgcttatctgg   1150

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

CF13675         1098 tctggccggaaaaatgtatgaaagtattggtttccagggagcttatctgg   1147

ECLACY          1151 tgctgggtctggtggcgc-tgggcttcaccttaatttccgtgttcacgct   1199

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

CF13675         1148 tgctggggattat-tcgcgtgagcttcacgttgatttccgtatttaccct   1196

ECLACY          1200 tagcggccccggcccgctttccctgctgcgtcgtcaggtgaatgaagtcg   1249

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

CF13675         1197 aagtggaccggggccgttttccctgctgcgtcgtcgcgaaagcgtcg-cg   1245

ECLACY          1250 ct-taa   1254

                     || |||

CF13675         1246 ctgtaa   1251

#---------------------------------------

#---------------------------------------

Красным цветом отмечены позиции, в гомологичность которых я не верю. Программа по умолчанию выравнивает кодоны, но один кодон кодирует одну аминокислоту, следовательно, при вставке гэпов у нас происходит сдвиг в рамке считывания и получается несоответствие триплетов в выравнивании. Таким образом, происходит несоответствие аминокислотному выравниванию белков.
Рассмотрим доказательство этого утверждения:

«Истинный» участок выравнивания нуклеотидных последовательностей.

                                           V    R    I    I     G   S    S   F
ECLACY           901 gtacgtattattggctcatcgttcgccacctcagcgctggaagtggttat    950

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

CF13675          901 gtaaggattattggctc-tcattcgc--acactgcgctggaagtcgttat    947                   V   R    I    I     G   ?    S    F
                                                                          S    H   S                    эти аминокислоты должны стоять в данных позициях при трансляции, но из-за гэпа в выравнивании нуклеотидной последовательности программа полностью меняет аминокислотное выравнивание
«Истинный» участок выравнивания аминокислотных последовательностей.

LACY_ECOLI       301 VRIIGSSFATSALEVVILKTLHMFEVPFLLVGCFKYITSQFEVRFSATIY    350

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

LACY_CITFR       301 VRIIGSHSHT-ALEVVILKTLHMFEIPFLIVGCFKYITSQFEVRFSATIY    349

Значения identity выравнивания нуклеотидных и аминокислотных последовательностей отличаются (79.4% и 88.3% соответственно). Это связано с тем, что в нуклеотидной последовательности могут происходить молчащие мутации, которые не влияют на аминокислотную последовательность. Следовательно, значение identity аминокислотного выравнивания может быть больше, чем в нуклеотидном.

Стоит заметить, что значения similarity и identity нуклеотидного выравнивания совпадают (79.4% и 79.4%). Это происходит потому, что в 4-х буквенном коде не может быть близких замен. А в аминокислотном выравнивании значение similarity больше  identity (94.5% > 88.3%), т.к. близкие замены могут происходить (например, замена изолейцина на валин)
II. Расстояние между нуклеотидными последовательностями

Вычисление расстояния между нуклеотидными последовательностями. В качестве меры расстояния используется:

1. частота замен

f = N/L=1-identity=0.206, где
f – частота замен,

N – число замен,

L – длина выравнивания,

identity - значение идентичности выравнивания последовательностей.
2. расстояние, вычисленное по формуле Джукса – Кантора
d = -3/4ln(1-4/3f)=0.2409, где 
d – расстояние между последовательностями, 

f – частота замен.

Как видно из результатов вычисления, значения f и d не совпадают (f  больше d на 0.0349). Это связано с тем, что формула  Джукса – Кантора учитывает возможность повторных замен в уже замененных позициях. Следовательно, расстояние между последовательностями превышает частоту замен.
Если частота замен равна ¾ (75%), то расстояние принимает значение бесконечности. 
III. Анализ участка нуклеотидного выравнивания.
Выбран участок выравнивания нуклеотидных последовательностей, содержащий синонимичные и несинонимичные замены. Участок  последовательности белка LacY_Ecoli имеет координаты (отсчет от начала всей последовательности генома): 409..438. Белка LacY_Citfr: 304..333
ECLACY           301 tacaacattttagtaggatcgattgttggtggtatttatctaggcttttg    350

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

CF13675          301 gttaatattttactgggttcaattgtcggtgggatttaccttggctttat    350

Красным и желтым цветами выделены триплеты участка нуклеотидного выравнивания (30 нуклеотидов в каждой строке выравнивания)
Таблица 2. Предрасположенность каждого нуклеотида триплета к синонимическим и несинонимическим заменам (теоретическая) – белок LacY_Ecoli.

	
	aac
	att
	 tta
	gta
	gga
	tcg
	att
	gtt
	ggt
	gtt

	Синонимичные замены
	0|0|1/3
	0|0|2/3
	1/3|0|1/3
	0|0|1
	0|0|1
	0|0|1
	0|0|2/3
	0|0|1
	0|0|1
	0|0|1

	Несинонимич

ные замены
	1|1|2/3
	1|1|1/3
	2/3|1|2/3
	1|1|0
	1|1|0
	1|1|0
	1|1|1/3
	1|1|0
	1|1|0
	1|1|0


Σ синоним. замен S1=25/3

Σ несиноним. замен N1=65/3
Таблица 3. Предрасположенность каждого нуклеотида триплета к синонимическим и несинонимическим заменам (теоретическая) – белок LacY_Citfr.

	
	aat
	att
	 tta
	ctg
	ggt
	tca
	att
	gtc
	ggt
	ggg

	Синонимичные замены
	0|0|2/3
	0|0|2/3
	1/3|0|1/3
	1/3|0|1
	0|0|1
	0|0|1
	0|0|2/3
	0|0|1
	0|0|1
	0|0|1

	Несинонимич

ные замены
	1|1|1/3
	1|1|1/3
	2/3|1|2/3
	2/3|1|0
	1|1|0
	1|1|0
	1|1|1/3
	1|1|0
	1|1|0
	1|1|0


Σ синоним. замен S2=9
Σ несиноним. замен N2=21
Среднее арифметическое синоним. замен S1 и S2 =26/3
Среднее арифметическое несиноним. замен N1 и N2 =64/3
Таблица 3. Случившиеся синонимические и несинонимические замены в выбранной последовательности из 30 нуклеотидов белка LacY_Ecoli.

	
	aac
	att
	tta
	gta
	gga
	tcg
	att
	gtt
	ggt
	gtt

	
	aat
	att
	tta
	ctg
	ggt
	tca
	att
	gtc
	ggt
	ggg

	Соответствую-

щие триплетам аминокислоты
	Asn
	Ile
	Leu
	Val->Leu
	Gly
	Ser
	Ile
	Val
	Val
	Gly

	Синонимичные замены
	1
	0
	0
	В среднем 1, т.к. 2 пути
	1
	1
	0
	1
	0
	1

	Несинонимич

ные замены
	0
	0
	0
	В среднем 1 т.к. 2 пути
	0
	0
	0
	0
	0
	0


Σ синоним. замен Sd=6
Σ несиноним. замен Nd=1
Ps=Sd/S=6*3/26=0.692                                              Pa=Nd/N=1*3/64=0.047
Ks = -3/4ln(1-4/3Ps)=1.92                                        Ka = -3/4ln(1-4/3Pa)=0.049
Ka/ Ks=0.2529 
Как видно, отношение Ka и Ks довольно низкое, что говорит о сильном отрицательном отборе, которому белок подвергался в ходе эволюции. В выбранном участке нуклеотидной последовательности из 30 нуклеотидов белка LacY_Ecoli видно, что произошла только 1 несинонимичная замена (Val->Leu). Эти аминокислотные остатки не сильно отличаются по химическим свойствам. Данный участок, исходя из выравнивания, является достаточно консервативным и даже может играть какую-либо функциональную роль (например, это может быть участок сайта связывания рассматриваемых транспортных белков с субстратом).
