Поиск гомологов метионил-тРНК синтетазы в геноме Vibrio cholerae с помощью TBLASTN
Цель: Поиск гена ближайшего гомолога белка метионил-тРНК синтетазы из кишечной палочки, в геноме холерного вибриона посредством программы TBLASTN
Программы: blastall – программа для поиска гомологов. Кроме стандартных (запрос входного и выходного файлов) программе требуется базовое имя индексных файлов для базы данных, созданных с помощью программы formatdb
  formatdb –i /home/export/samba/public/tmp/vc_genome.fasta –n vc –p F
где после параметра –i указан путь к файлу  с базой данных (геномом), после –n – базовое имя для индексных файлов, после –p –являются ли последовательности в базе аминокислотными (False)

TBLASTN –указывается как параметр программы blastall (-p tblastn)  – программа для поиска неаннотированных гомологов белков (ищёт нуклеотидные последовательности по аминокислотной последовательности)

Ближайший гомолог белка methionyl-tRNA syntethase из E.coli в Vibrio cholerae содержится в записи AE004185. Координаты выравнивания – с 2228 нуклеотида до 4273 нуклеотида (в геноме Vibrio cholerae). E-value – 0,0

 Соответствующий CDS в записи, указанной выше, аннотирован, указан как кодирующий метионил-тРНК синтетазу, его координаты – 2222 – 4417. АС записи в Swiss-Prot - Q9KT69. 

BLAST предлагает также ещё пять записей, с E-value меньше 0,01. Это другие аминоацил-тРНК синтетазы, и один белок указанный как родственный метионил-тРНК-синтетазе.

Поиск гомологов метионил-тРНК синтетазы в трёх геномах c помощью TBLASTN
Цель: Поиск генов гомологов белка метионил-тРНК синтетазы из кишечной палочки, в геномах Pasteurella multocida, Pseudomonas aeruginosa и Vibrio cholerae  посредством программы TBLASTN
В данном случае на вход для TBLASTN давались сразу три генома, объединённых под одной переменной с помощью символа “=”
   genpath=/home/export/samba/public/tmp

                genomes="$genpath/vc_genome.fasta $genpath/pa_genome.fasta $genpath/pm_genome.fasta"

                formatdb -i "$genomes" -n 3g -p F

E-value записи AE004185 не изменился при поиске в трёх геномах и остался равным 0,0. В геномах Pasteurella multocida и Pseudomonas aeruginosa также было найдено по одной записи с E-value 0.0. Это также метионил-тРНК синтетазы. 

Ещё было найдено 7 записей с E-value меньше 0,01. Все они – аминоацил-тРНК синтетазы.
Поиск гомологов гена метионил-тРНК синтетазы в трёх геномах с помощью программы BLASTN
Программы: BLASTN –указывается как параметр программы blastall (-p blastn)  – программа для поиска гомологичных последовательностей (ищёт нуклеотидные последовательности по нуклеотидной последовательности)
Цель: Поиск генов гомологов белка метионил-тРНК синтетазы из кишечной палочки, в геномах Pasteurella multocida, Pasteurella multocida и Vibrio cholerae  посредством программы BLASTN. 
При проведении такого поиска лишь три записи имели E-value меньше 0,01. Это те три записи, которые были найдены с помощью программы TBLASTN, т.е. гены метионил-тРНК синтетаз, по одной записи на каждый организм (они обладают высоким процентом сходства между собой). Таким образом, данная программа не очень подходит для поиска гомологов,  так как белки выполняющие сходные функции (другие аминоацмл-тРНК синтетазы) найдены не были. 
Поиск гомологов гена, кодирующего метионил-тРНК синтетазу, в геноме Vibrio cholerae с помощью программы FASTA
Цель: Поиск гомологов гена, кодирующего метионил-тРНК синтетазу, в геноме Vibrio cholerae программой FASTA, и сравнение с соответствующими результатами, полученными программой BLAST.
Программы: За исключением стандартных программа FASTA запрашивает количество необходимых результатов и выравниваний. Важнейшим параметром является параметр ktup – длина кластеров, по которым будет проводиться сравнение (т.е. которые должны будут совпадать (по умолчанию -6)). Уменьшение этого параметра ведет к уменьшению чувствительности.
При поиске, со значением ktup равным 6, была найдена одна находка с E-value <0,01 – запись AE004185, (все остальные показывают E-value куда больше 0,01) т.е. та же, что была найдена при поиске с помощью TBLASTN, но границы выравнивания другие – 2225 – 2726 (против 2228 – 4273 в поиске BLAST`ом). Уменьшенные границы выравнивания и меньшее количество находок с E-value <0, 01 говорит о большей чувствительности поиска с помощью программы FASTA, чем с помощью BLAST`а.

Программа Megablast
Программы: Кроме запрашивания базы данных, имен входного и выходного файлов, в программе Megablast есть множество других параметров, как например, -e (максимальное значение E-value), -F (применять ли фильтр), -D (тип выходного файла), -W (длина слова-затравки), -t (длина шаблона), -N (тип шаблона)
Поиск последовательности из гена, кодирующего метионил-тРНК синтетазу в трёх геномам. Выяснение диапазона применимости программы.

Цель: Поиск в геномах заданной последовательности, с последующим поиском по изменённой последовательности, для выяснения количества замен, при которых последовательность в геномах найдена не будет, т.е. применимость для поиска гомологов.
Все параметры взяты стандартнми.

Произведен поиск с помощью программы Megablast последовательности из 111 нуклеотидов из гена, кодирующего метионил-тРНК синтетазу. Ген получен из записи AE004185. При поиске в трёх геномах был найден именно этот участок.

При попытке изменять нуклеотиды, идущие подряд, программа находила последовательность. Но при больших количествах замен ( больше 7), она начинала находить уже части исследуемой последовательности или другие последовательности. Поэтому я пришёл к выводу, что если, как бы раздробить последовательность на части, разделенные заменами, то она уже не будет найдена.
Минимальное количество замен, после которых программа ничего не находила – 4.

Ниже приведено выравнивание исходной последовательности и изменённой:

AE004185           1 ggcattaagtctgcctaccaaccagaagatctgattggtaaatacactgt     50

                     ||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||||.
changed            1 ggcattaagtctgcctaccaaccataagatctgattggtaaatacactga     50

AE004185          51 cgtcgtagcaaacctcaaaccgcgtaagatgaagtttggtatgtctgaag    100

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

changed           51 cgtcgtagcaaacctcaaaccgcgcaagatgaagtttggtatgtctgaag    100

AE004185         101 gcatgatcctc    111

                     ||||.||||||

changed          101 gcattatcctc    111
Таким образом, получается, что программа Megablast применима для поиска практически идентичных последовательностей. Может находить последовательностей, отличающимися небольшими делециями, но почти не пригодна для поиска последовательностей с большим количеством точечных мутаций.

Поиск гомологов глициновых т-РНК в трёх геномах. 
Discontigous Megablast
 Цель: Поиск гомологов глициновых т-РНК в геномах бактерий с помощью дополнительных параметров Megablast при поиске одновременно по трём последовательностям. 

При поиске варьировались следующие параметры –W (длина затравки), -t (длина шаблона). Длина затравки, при варьировании –t (принимающего значения 16, 18, 21) может составлять либо 11, либо 12.
Ниже приведена таблица, показывающая количество найденных гомологов, в зависимости от параметров.

	-W                      -t
	16
	18
	21

	Шаблон для кодирующих последовательностей

	11
	57
	43
	29

	12
	52
	32
	26

	Шаблон для некодирующих последовательностей

	11
	61
	49
	24

	12
	54
	44
	21

	Шаблон для обоих случаев 

	11
	88
	58
	33

	12
	77
	54
	30


Полученные результаты соответствуют логике. При увеличении количества 1 (так интерпретируется параметр –W в данном случае), т.е. той части последовательности, которая будет сравниваться, уменьшается и количество найденных гомологов. При увеличении длины шаблонов, т.е частей, между которыми могут стоять гэпы, так же происходит уменьшение количества найденных гомологов. Увеличение количества находок для третьего типа шаблонов объясняется тем, что поиск идет и так как будто последовательность кодирующая, и как будто некодирующая. 
