Поиск гомологов белка FDHF_ECOLI в геномах родственных бактерий.
Поиск программой TBLASTN.
1) Создание индексных файлов пакета BLAST генома Vibrio cholerae производилось программой  formatdb (formatdb -i vc_genome.fasta -p F -n V.cholerae).Как результат были получены 3 индексных файла с базовым именем V.cholerae.
2)   Программой TBLASTN (blastall -p tblastn -d V.cholerae -i fdhf.fasta -o fdhf.out) был проведен    

      поиск гомологов в геноме Vibrio cholerae.В результате были получены 4 ссылки на       

      соответствующие записи EMBL с E-value < 0,01:
	AC
	E-value

	AE004229
	4e-70

	AE004397
	2e-54

	AE004247
	4e-30

	AE004270
	1e-21


Координаты выравнивания лучшего гомолога : 8962 – 10479.
Был исследован EMBL-документ лучшего гомолога, однако соответствующая запись CDS там отсутствовала. Уже для следующего гомолога (AE004397) эта запись была найдена.AC соответствующего белка AAF96578 (4818…7163).Координаты в записи(4677..7166) отличаются от координат выравнивания (4818…7163).
3) Для поиска гомологов по трем геномам сразу необходимо создать соответствующие    

      индексные файлы. Здесь необходимо использовать возможность вводить новые     

      переменные( genpath=/home/export/samba/public/tmp ( genomes="$genpath/vc_genome.fasta   

      $genpath/pa_genome.fasta $genpath/pm_genome.fasta")

      Затем аналогично пункту № 1(formatdb -i "$genomes" -n threegenomes -p F) были созданы  

      нужные файлы.
4) Ищем гомологи (blastall -p tblastn -d threegenomes -i fdhf.fasta -o fastaandthree).Результаты   

поиска:
      Лучший гомолог (AE004603, е-value= 2е-92) найден в геноме Pseudomonas aeruginosa.
Прежняя находка присутствует на втором месте, ее e-value уменьшилось до 1e-69(это сязано с увеличением размеров  банка данных).
Гомологи с E-value < 0,01 были найдены во всех трех геномах.
Всего было найдено 16 гомологов с E-value < 0,01.

Поиск программой BLASTN.

5) Для использования программы BLASTN возьмем файл ecfdhf_gene2.fasta (получен на прошлом  занятии)
      blastall -p blastn -d threegenomes -i ecfdhf_gene2.fasta -o genfdhfandthreegtnomes
      Результаты поиска:

Не было найдено ни одного гомолога с e-value <0,01(самое меньшее значение = 0,88).

Ни один из найденных гомологов с E-value < 1 не совпадал с «хорошими» (e-value <0,01)находками предыдущего задания. Из этого можно сделать вывод, что BLASTN не подходит для поиска гомологов.
Поиск программой fasta34.
6)  Поиск программой fasta34(fasta34 ecfdhf_gene2.fasta pa_genome.fasta 6)

 проводился по геному Pseudomonas aeruginosa, т.к.именно в нем  был найден лучший гомолог.
 В результате было найдено 3 гомолога с E-value < 0,01(все они были найдены в трех геномах) и первый из них(AE004603) совпал с результатами поиска программой TBLASTN.
Сравнение параметров лучшей находки(AE004603):
	Программа
	Границы выравнивания
	E-value

	fasta34
	6750-8150
	2.2e-16



	TBLASTN
	6132-8237
	2е-92


Программa Megablast.

7) Для выполнения задания возьмем произвольный участок гена одного из гомологов   

      FDHF_ECOLI генома Vibrio cholerae  длиной 120  

      оснований (последовательность1, находится программой Megablast) и заменим в ней каждое 
      28-ое  основание(последовательность2).В отличие от первой вторая последовательность уже     

      не находится (No hits found). Причина – длина слова, равная 28 нуклеотидам. Из этого опыта  

      можно сделать вывод, что Megablast можно использовать только для поиска консервативных 

      последовательностей. Преимуществом программы является высокая скорость.
  1   gggataccgcatttgatgtgatggctgaaaaatggaaagcttcgcttaaaaccaaaggcc
    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   

2   gggataccgcatttgatgtgatggctggaaaatggaaagcttcgcttaaaaccaagggcc

1   caaccagcgtgggtatgttcggttctggccagtggacagtgatggaaggttacgcggcgg
    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

2   caaccagcgtgggtatgttcggtgctggccagtggacagtgatggaaggttgcgcggcgg
 Программа discontigous Megablast.
8) Т.к. т-РНК не является кодирующей последовательностью, то параметр N=1.Запустим программу 2 раза:
A)megablast -d threegenomes -i T-RNA -o RNAresult1 -D 2 -W 11 -t 16 -N 1 -e 0.01

Б)megablast -d threegenomes -i T-RNA -o RNAresult1 -D 2 -W 12 -t 16 -N 1 -e 0.01
№
1                  №2
  AE004708     AE004708

  AE004687     AE004708

  AE006138     AE006138

  AE006129     AE006129

  AE006124     AE006124                      
  AE004201     AE004201

AE004123     AE004123

  AE004605     AE004605                             
AE004843     AE004843

  AE006082     AE006082

  AE004928     AE004928                                                  
  AE004107     AE004107

  AE006212     AE006212                            
