Программа множественного выравнивания с учетом дерева, TREEAL v.1.52
Запускается из командной строки вида:
treeal файл_последовательностей файл_дерева [файл_результата] [параметры]

Регистр букв в командной строке не имеет значения. Пример команды запуска:
treeal red_tax.txt red_tax.tre -o56
Файл_последовательностей - имя (может указываться путь) файла с набором исходных последовательностей в формате FASTA. Строки, начинающиеся с любого из символов "(пробел)<$^:%@#*/\;!?()", а также пустые строки при обработке пропускаются. 
Имя последовательности занимает отдельную строку и начинается после знака >; оно должно быть не длиннее 63 символов. В именах допускаются пробелы и вообще любые символы, кроме вертикальной черты (после вертикальной черты в строке с именем может записываться комментарий). Сама последовательность занимает одну или более строк и кодируется в алфавите IUPAC-IUB (регистр безразличен, T и U эквивалентны). Символы пробела, равенства, подчеркивания и минуса внутри последовательности игнорируются. Примеры файлов последовательностей - 16_psbA.dnc, red_tax.txt.

Файл_дерева - имя (может указываться путь) файла с деревом в скобочном формате Newick (без указания длин ребер). Дерево может быть объемлющим, т.е. включать и другие листья помимо указанных в файле последовательностей (программа автоматически выделит актуальное поддерево, содержащее только заданные листья). Кроме того, исходное дерево может содержать политомические вершины, в этом случае программа будет строить выравнивания для всех вариантов двоичного разрешения актуального дерева. Каждое имя в файле последовательностей должно в точности совпадать с именем какого-то листа дерева, в противном случае выдается сообщение об ошибке. Имена внутренних вершин дерева также могут указываться (иначе они будут произвольно присвоены программой). Допускается произвольная разбивка дерева на строки и вставка символов пробела. Примеры файлов дерева - 16.tre, red_tax.tre, bacteria.tre.

Файл_результата - имя (может указываться путь) файла для записи протокола и/или полученного выравнивания. Если параметр не указан, используется имя файла последовательностей с заменой расширения на .log. Содержимое файла зависит от указанных параметров. По умолчанию, если актуальное дерево двоичное, выходной файл содержит только выравнивание в формате FASTA, пример - 16_psbA.log. Если актуальное дерево содержит политомические вершины, то выходной файл состоит из последовательных порций по числу вариантов двоичного разрешения политомии; каждая порция содержит: (а) строку со скобочной записью очередного варианта двоичного разрешения; (б) множественное выравнивание в формате FASTA для этого варианта; (в)  строку, где указаны: порядковый номер варианта, длина выравнивания, число абсолютно консервативных позиций в выравнивании, число почти консервативных позиций (кроме одной последовательности) и общий индекс консервативности, вычисляемый, как описано ниже. В конце файла результата указан номер того варианта, в котором было найдено выравнивание наименьшей длины (а в случае равенства длин – с наибольшим индексом консервативности). Пример файла результата для случая политомии - red_tax.log.
Параметры могут указываться в произвольном порядке и в любом месте командной строки. Каждый параметр начинается с символа дефис (-) или косая черта (/) и должен отделяться от других элементов командной строки как минимум одним пробелом. 
Полный список воспринимаемых параметров следующий:

-A
Если указано, то производится дозапись в файл результата, в противном случае файл перезаписывается заново.

-CAn
Величина приза за каждую абсолютно консервативную позицию множественного выравнивания, используемая при вычислении индекса консервативности. Значение по умолчанию -CA1.0.

-CBn
Величина приза за каждую почти консервативную позицию множественного выравнивания, используемая при вычислении индекса консервативности. Значение по умолчанию -CB0.1.
-CSn
Величина дополнительного приза за каждую последовательно расположенную абсолютно консервативную позицию, используемая при вычислении индекса консервативности. Значение по умолчанию -CS0.2.

-Dn
Число n<0 указывает величину штрафа за вставку одиночного пробела при выравнивании. Значение по умолчанию -D-2.0.
-Gn
Число n<0 указывает величину штрафа за второй и последующие пробелы в случае вставки группы пробелов при выравнивании. Значение по умолчанию -G-2.0.
-H
Вывод подсказки о параметрах программы. Подсказка также выдается при запуске программы без параметров.

-On
Число 0≤n<64 указывает режим выдачи в файл результатов и является суммой следующих возможных значений:
1 = печать исходных векторов для концевых последовательностей (листьев);
2 = печать промежуточных данных при прямом и обратном проходе по дереву;
4 = печать результатов прямого и обратного прохода по дереву;
8 = печать множественного выравнивания концевых последовательностей;
16 = печать заголовка, командной строки и значений параметров;


32 = печать вариантов двоичного разрешения политомического дерева.
Значение по умолчанию -O40.
-RXn
Относительные веса нуклеотидов (вместо Х указывается любая из букв A/C/G/T), используемые при вычислении сходства двух сайтов. По умолчанию используются единичные значения: -RA1.0, -RC1.0, -RG1.0, -RT1.0.
-Sс
Параметр устанавливает символ, которым будут представляться пробелы в выходном выравнивании. По умолчанию используется знак минуса (-S-). Если символ не указан, т.е. написано просто -S, то используется знак пробела.
-T
Если указан, то построенное выравнивание обрезается с 5' края до первого сайта, где во всех последовательностях стоят символы, отличные от пробела.

-Wn
Число 0≤n<3 указывает режим работы программы. На данный момент это касается только метрики сходства векторного представления двух сайтов. Смысл значений следующий: 0 = скалярный квадрат разности, 1 = метрика L1, 2 = метрика L2. По умолчанию принимается значение -W1. Детальное описание следует ниже.
При движении по дереву от листьев к корню в каждой внутренней вершине выполняется парное выравнивание двух последовательностей, соответствующих сыновьям. Последовательности представлены 4-мерными векторами, компоненты которых принимают значения от 0 до 1 (сумма компонент каждого вектора не превышает 1). Порядок компонент соответствует упорядоченности нуклеотидного алфавита (A, C, G, T). Значение компоненты равно частоте соответствующей буквы в данном сайте. После выравнивания текущей вершине сопоставляется последовательность, составленная из полусумм векторов в соответственных позициях выравнивания.
Само выравнивание выполняется путем расстановки пробелов (т.е. векторов из нулевых компонент) с помощью обычного алгоритма динамического программирования. За каждый пробел начисляется отрицательный штраф (в случае группы пробелов штраф за первый пробел по модулю больше, чем за последующие). За каждое совпадение (одинаковые ненулевые вектора в обеих последовательностях) начисляется положительный приз, за каждое несовпадение (различные ненулевые вектора в обеих последовательностях) - штраф или меньший приз, в зависимости от величины сходства векторов. Целью является построение парного выравнивания с максимально возможной величиной суммарной оценки по всем сайтам.
Величины штрафов за первый и последующие пробелы - константы, являющиеся параметрами программы. Величины штрафов/призов за несовпадение/совпадение векторов целесообразно устанавливать в зависимости от степени сходства или различия этих векторов. Точные значения этих величин неизвестны; мы будем ориентироваться на обычно используемые при выравнивании символьных нуклеотидных последовательностей (приз за совпадение +1, штраф за несовпадение -1, штраф за первый пробел -2, за последующие пробелы -1), чтобы по крайней мере концевые последовательности в векторном представлении выравнивались так же, как и в обычном символьном.

На данный момент в программе реализованы три варианта меры сходства двух векторов 
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, в каждом их которых предусмотрена возможность указания вектором 
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 различных весов координат (по умолчанию все веса единичные). Выбор между вариантами осуществляется с помощью параметра -Wn:

-W1:
Величина штрафа/приза задается формулой 
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. Легко видеть, что для векторного представления концевых последовательностей получим приз за совпадение букв 
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, штраф за несовпадение букв 
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, как и хотели. Этот вариант используется в программе по умолчанию.
-W2:
Величина штрафа/приза задается формулой 
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. Здесь совпадение букв дает приз 
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. Можно ожидать, что при таком варианте будет строиться выравнивание с менее консервативными сайтами.

-W0:
Промежуточный вариант 
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, т.е. просто скалярный квадрат разности векторов. Здесь тоже приз за совпадение букв 
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Как показали предварительные эксперименты, эти три варианта приводят к различным множественным выравниваниям, хотя биологически важные сайты выравниваются практически одинаково во всех трех случаях.
Важное изменение, реализованное в данной версии программы – это возможность работы с единым более общим деревом, для которого набор исходных последовательностей касается лишь некоторого подмножества листьев. В этом случае в начале работы программа выделяет т.н. «актуальное поддерево», содержащее только те листья, для которых имеются данные в файле последовательностей. (Как и прежде, абсолютным требованием является точное совпадение имен последовательностей и листьев дерева).

Другое важное усовершенствование – это то, что в дереве могут встречаться политомические вершины, причем для исходного дерева допускается степень вершины не более 32. В актуальном поддереве должно оставаться не более 8 политомических вершин, а максимально допустимая степень вершины зависит от объема доступной памяти (при недостатке памяти программа завершается аварийно с кодом ERMEM). Практически рекомендуется не превышать степень 9, если политомическая вершина одна; 6-7 – при двух политомических вершинах; 5-6 – при трех. (При таких ограничениях максимальный объем перебора составит порядка 100 тыс. деревьев). 
Программа независимо строит и заносит в файл результатов выравнивания для каждого варианта двоичного разрешения политомического дерева и вычисляет индекс консервативности множественного выравнивания по формуле
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где Na – число одиночных абсолютно консервативных позиций в выравнивании, Ns – число непрерывных абсолютно консервативных участков длиной 2 и более нуклеотидов (li обозначает длину i-го такого участка), Nb – число почти консервативных (с отличием только в одной последовательности) позиций выравнивания, a, b и s – величины призов, являющиеся параметрами программы (по умолчанию в программе используются значения 
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По окончании перебора всех вариантов разрешения программа указывает, при каком варианте достигается выравнивание наименьшей длины (а при одинаковой длине – имеет наибольшее значение индекса консервативности I). Это позволяет найти и с помощью текстового редактора выделить из общего файла результатов как само это множественное выравнивание, так и двоичное дерево (в скобочной записи), для которого это выравнивание было получено.
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