1. Поиск некодирующих последовательностей программой BLASTN
· По заданному геному Pasteurella multocida программой blastn был проведен поиск последовательностей тРНК E. coli (файл trna_ecoli.fasta) c табличным форматом выдачи (опция "-m 8" или "-m 9" программы blastall) без указания порога на E-value (Результат). 

· Команда grep "metT" -trna_pm_n.blast -c на выходе дает число — количество находок именно для данной (metT в примере) последовательности. 

· Командой grep ">" trna_ecoli.fasta > trna.doc cоздана колонка из названий входных последовательностей, импортирована в Excel. 

· Создан скрипт) из команд, выдающих число находок для каждой последовательности. Результат работы скрипта импортирован в Excel. 

· В отчётном Excel-файле (trna.xls) в результате должны остаться две колонки: "Names" с названиями последовательнотей, "BLASTN" с числами находок и "BLASTN (E-value=0.001)" с результатами такого же поиска, но с порогом на E-value, равным 0.001.
В целом находок по большинству РНК достаточно много, но хороших гомологов с маленьким e-value гораздо меньше, вплоть до отсутствия для некоторых тРНК.

2.  Поиск некодирующих последовательностей программой megablast

Было выполнено предыдущее задание, но с использованием  megablast, а затем разрывного ("discontigous") megablast. Команды:
megablast -d pm -m 8 -i trna_ecoli.fasta -o trna_pm_n.megablast
megablast -d pm -m 8 -N 1 -W 11 -t 16 -i trna_ecoli.fasta –o trna_pm_disc.megablast
3.  Анализ результатов

В одном из полученных при выполнении заданий 2 и 3 выходных файлов BLAST была выбрана пара из tRNA E.coli и найденного в геноме другой бактерии гомологичного участка  glyW - AE006138 (10908-10983). Эта пара находится программой BLASTN (e-value=6e-31 ) и не находится программой megablast.
С помощью seqret гомологичный участок был вырезан в отдельный файл seqret Выделите исходную последовательность также в отдельный файл. Две последовательности были выровнены программой needle (команда needle glyW.fasta ae06138.fasta aln.needle):
########################################

# Program: needle

# Rundate: Tue 10 Nov 2009 01:35:54

# Commandline: needle

#    [-asequence] glyW.fasta

#    [-bsequence] ae06138.fasta

#    [-outfile] aln.needle

# Align_format: srspair

# Report_file: aln.needle

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

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

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: glyW

# 2: AE006138

# Matrix: EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 76

# Identity:      73/76 (96.1%)

# Similarity:    73/76 (96.1%)

# Gaps:           0/76 ( 0.0%)

# Score: 353.0

# 

#

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

glyW               1 gcgggaatagctcagttggtagagcacgaccttgccaaggtcggggtcgc     50

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

AE006138           1 gcgggaatagctcagttggtagagcacaaccttgccaaggttggggtcgc     50

glyW              51 gagttcgagtctcgtttcccgctcca     76

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

AE006138          51 gagttcgagcctcgtttcccgctcca     76

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

#---------------------------------------
- практически полное совпадение.
Так проаннотирован гомологичный участок в записи EMBL, описывающей геном бактерии (AC AE004439):
FT   gene            1059689..1060003

FT                   /locus_tag="PM0901"

FT   CDS             1059689..1060003

FT                   /codon_start=1

FT                   /transl_table=11

FT                   /locus_tag="PM0901"

FT                   /product="unknown"

FT                   /db_xref="GOA:Q9CMD0"

FT                   /db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot:Q9CMD0"

FT                   /protein_id="AAK02985.1"

FT                   /translation="MSIIQAISIFFTFYTCTLAFFSYNVRLSLLNSEKYYAGIAQLVEH

FT                   NLAKVGVASSSLVSRSNISTNQYHILRGNSSVGRAQPCQGWGREFEPRFPLQIFLSNLK

FT                   "

- входит в сотав гена, кодирующего белок с ID Q9CMD0 в Swiss-Prot
Megablast не нашел эту последовательность, т. к. его функция – поиск очень близких последовательностей (которые отличаются отдельными нуклеотидами вследствие ошибок секвенирования/при создании записей и т. д.), больше подходит для поиска по большим последовательностям. Так как наша последовательность очень маленькая, количество замен в процентном соотношении оказалось слишком большим, чтобы мегабласт нашел ее.
