Задания 3-4.

Карта локального сходства
1. Поиск и анализ гомологичных участков в трех данных контигах Amoeboaphelidium protococcarum.
a. Выберите пару контигов (одна строка табл. ниже). Для этих пар ожидается наличие гомологичных участков ДНК.
Выберите еще один контиг из другой пары для контроля. 
	NODE_31.fasta
	NODE_1458.fasta

	NODE_31.fasta
	NODE_1399.fasta

	NODE_40.fasta
	NODE_3937.fasta

	NODE_43.fasta
	NODE_1458.fasta

	NODE_57.fasta
	NODE_1560.fasta

	NODE_59.fasta
	NODE_5386.fasta

	NODE_59.fasta
	NODE_5644.fasta

	NODE_65.fasta
	NODE_653.fasta

	NODE_67.fasta
	NODE_5589.fasta

	NODE_74.fasta
	NODE_5589.fasta

	NODE_78.fasta
	NODE_1824.fasta


b. Постройте и сохраните карту локального сходства для каждой пары из трех выбранных контигов.
i. Рекомендуемый сервис: bl2seq на сайте NCBI blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) в разделе Specialized BLAST. 
Выберите опцию blastn
ii. Подбором параметров получите “хорошие” карты. В разделе Algorithm parameters можно менять:
1. Отключить low complexity filter
2. Max E value 
3. Длину слова
4. Веса замен и штрафы за гэпы

iii. Опишите результат: число гомологичных участков, положение в контиге, на какой цепочке (прямой или комплементарной) и т.п. 

c. Постройте выравнивания больших гомологичных участков. 
Программа needle (пакет EMBOSS). Пример задания:
needle a.fasta[151:420] b.fasta[220:531] ab_needle.out –auto
(здесь a.fasta и b.fasta — файлы с последовательностями, в квадратных скобках — координаты выравниваемых участков). Если вместо одной из последовательностей нужна комплементарная, нужно прибавить “–sreverse2”.
d. Приведите основные параметры для каждого выравнивания:

1. длины посл-ей, 
2. длина выравнивания, 
3. процент консервативных позиций (“identities”), 
4. число гэпов и символов гэпов. 
e. Постройте выравнивание двух случайно выбранных негомологичных участков контигов. Сравните параметры полученного выравнивания с параметрами выравнивания гомологичных участков.

f. Проинтерпретируйте полученные результаты.
Локальный BLAST
2. Найдите всех гомологов нескольких белков из протеомов двух бактерий из одного рода (возьмите бактерии из tasks_1-2) 
a. Скачайте оба протеома в формате fasta и соедините в один файл.

i. Со страницы бактериальных геномов  (http://www.ebi.ac.uk/genomes/bacteria.html) => proteome => downloads => скачать Proteom sets fasta
ii. Полезно также скачать список белков под названием “Chromosome tables”

b. Создайте индексный файл для BLAST по fasta файлу с двумя протеомами (makeblastdb –in  <fasta file> -out <имя базы> для пакета blast+; по умолчанию, считается, что база из белковых посл – это нам и нужно) 

c. Запустите blast для всех посл-й двух протеомов против базы c выдачей результата в виде таблицы (blastp –query <входной fasta файл> -db <база BLAST> -evalue <число с точкой, напр. 0.001> -outfmt 6 -out <имя выходного файла с таблицей; она удобна для просмотра в Excel>
Замечание “-outfmt 7” выдает названия колонок, но после каждой входной посл, что бывает неудобно
d. Найдите в выдаче следующие ситуации:

i. У белка только один гомолог – он сам

ii. У белка ровно два гомолога, он сам и его ортолог в другом геноме

iii. У белка по нескольку гомологов в том же и другом геномах. Выберите два-три таких случая для дальнейшего анализа

iv. (*) Найдите связные компоненте графа находок BLAST: вершина = последовательность, ребро = находка blast
Верно ли, что связная компонента всегда совпадает с множеством гомологов одного белка? Если есть примеры, когда это не так, то как объяснить их?


Выравнивание
3. Постройте и проанализируйте  выравнивание для каждого из выбранных (п. 2.d.iii) множеств гомологов
a. Программа seqret пакета EMBOSS умеет выбирать нужные последовательности из файла (можно составить т.н. list-file, см. документацию)

b. Простейший способ построить выравнивание – загрузить полученный файл в JalView => Web Services => Alignment и выбрать любую из программ, например, muscle
c. Полученное выравнивание раскрасить по способу ClustalX и подобрать порог консервативности так, чтобы хорошо были видны консервативные и частично консервативные позиции. 
В раскраске ClustalX аминокислотные остатки со сходными физико-химическими свойствами красятся одним цветом.  

d. Опишите несколько блоков гомологичных (на ваш взгляд) фрагментов: 
i. блок “по всей толщине”, т.е. в блок входят фрагменты всех последовательностей 
ii. блок, включающие фрагменты не из всех последовательностей
iii. “минус-блок” – набор двух или более фрагментов, стоящих друг под другом, но таких, что между ними никакого (неслучайного) сходства нет, а следовательно, гомологичность остатков маловероятна.


Молекулярная филогения

4. Постройте и проанализируйте филогенетическое дерево для каждого из полученных (п.3) выравниваний.
a. Убедитесь, что имена последовательностей позволяют определить принадлежность геному.
b. Откройте выравнивание в программе  MEGA.
c. В основном окне MEGA нажмите кнопку “Phylogeny”, выберите “Construct UPGMA tree”, нажмите “Compute”

d. Сохраните скобочную формулу дерева в формате Newick (File → “Export current tree (Newick)”). Для визуализации дерева по скобочной формуле можно использовать сервис iTOL (http://itol.embl.de/). Вместо b–c можно использовать сервис на сайте Пастеровского института ()
e. Используя дерево, найдите 

i. пары ортологов;   

ii. группы ортологов из 3-х или более белков (если таковые имеются);
iii. определите число паралогов в каждом из геномов.
