Протокол по работе над аннотацией участка генома 

Yersinia bercovieri
Цель: Предсказание генов во фрагменте генома бактерии Yersinia bercovieri при помощью программ пакета EMBOSS. Фрагмент - AALC01000105 нуклеотиды с 1 по 4000. из 
Программы: 
Выделение фрагмента последовательности сделано с помощью программы seqret. Этой же программой получен файл с последовательностями белков из семейства Enterobacteriales из банка Swiss-Prot
seqret sw-org:Enterobacteriales enter.fasta

Wossname – была использована для поиска программы для поиска открытых рамок считывания по ключевым словам open reading frames
Getorf – поиск открытых рамок считывания. Важнейшие параметры (кроме стандартных входного и выходного файлов): 
-minsize – минимальный размер рамки, -table -  используемый генетический код, -find – возможные опции выходного файла. Использовались следующие параметры:
minsize – 240, table – 11 (стандартный для бактерий генетический код), find -1 (выводятся трансляции, открытой рамкой считается последовательность, начинающаяся со старт-кодона и заканчивающаяся стоп-кодоном)
Formatdb –создание индексных файлов для BLAST для поиска по записям Swiss-Prot, относящимся к Enterobacteriales.
formatdb –i enter.fasta –n enter
Grep – поиск и вывод или подсчет количества строк, содержащих нужное слово (при указанном параметре –с) (по умолчанию в данных из stdin)
Blastall – поиск сходных последовательностей

             -p blastp –поиск аминокислотных последовательностей по аминокислотной
             -d – базовое имя для индексных файлов

             -e – максимальное значение E-value
входные данные брались из stdin передавались на stdout
Для предсказания генов был выбран следующий алгоритм:

· Из файла содержащего трансляции найденных рамок вырезается одна последовательность;

· Проводится поиск сходных последовательностей в созданном банке, содержащем аминокислотные последовательности белков бактерий семейства Enterobacteriales. Ищем при условии E-value < 0.01 (т.к. иные находки считаем сомнительными)
· Подсчитывается число найденных белков (путем подсчета в результатах работы BLAST строк содержащих знак “>” (строк с названием белков)).

Этот алгоритм реализуется скриптом, приведённым ниже:
seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_1 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >105.txt 

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_2 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_3 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_4 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_5 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_6 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_7 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_8 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_9 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_10 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_11 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_12 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_13 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_14 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_15 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

seqret 105_orf.fasta:AALC01000105_16 stdout | blastall -p blastp -d enter -e 0.01 | grep -c \^\> >>105.txt

Данная таблица показывает полученные результаты:

	Рамка считывания
	начало
	конец
	Направление
	Swiss-Prot
	TrEMBL

	>AALC01000105_1
	29
	826
	прямое
	0
	21

	>AALC01000105_2
	1067
	1324
	прямое
	0
	0

	>AALC01000105_3
	766
	2412
	прямое
	0
	18

	>AALC01000105_4
	3610
	3927
	прямое
	0
	0

	>AALC01000105_5
	2447
	4000
	прямое
	0
	26

	>AALC01000105_6
	3634
	3383
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_7
	2527
	2243
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_8
	2194
	1907
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_9
	2247
	1861
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_10
	2120
	1851
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_11
	1747
	1499
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_12
	1734
	1408
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_13
	1361
	1101
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_14
	1270
	1007
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_15
	1260
	949
	обратное
	0
	0

	>AALC01000105_16
	571
	167
	обратное
	0
	0


Видно, что при поиске по белкам из Swiss-Prot ничего не было найдено.  По-видимому это означает, что белки, кодируемые генами, находящимися на этим участке, в Swiss-Prot ещё не описаны.

Поэтому поиск был повторен по белкам Enterobacteriales, содержащимися в базе TrEMBL – базе составленной из транслированных нуклеотидных  последовательностей из банка EMBL. TrEMBL – база данных с автоматической классификацией и аннотацией и новые последовательности не проходят тщательной проверки как в Swiss-Prot. Поэтому она, разумеется, больше. 

При поиске по TrEMBL для трансляций с трёх рамок были найдены сходные.

Предположительная структура генов на участке:

        766--------------------->2412

26---------->826              2447-------------------->4000

-----------------------------------------------------------
Две рамки считывания перекрываются. Это можно попытаться объяснить следующим образом: два белка, кодируемые этими генами должны работать одновременно и поэтому и транскрибируются тоже с одной матрицы.

Однако, в таком случае логичнее было бы, что бы эти два гена оказались просто в одной транскрипционной единице. 

К тому же перекрывание генов характерно для вирусов где это необходимо для уменьшения объёма генома, однако предположение о такой причине перекрывания генов ядерного организма, на мой взгляд, спорно.

Более вероятной мне кажется ошибка программы.

Вот трансляция  положение о тным мне представляется срсого организма на ой взгляд я объёма генома), однако это приводить к рамки считывания >AALC01000105_3:

MQCGCHRWRSENGYRNRRGILMATLHSLLSACHAEPQALSQQVQQQISLWEKWLVPIAPD

SPVGEDPGYDDDFQQMREEVNKLSGADTGLVCALAEKLLTGACKDVRVATYYIWARLHID

GESGLADGLALLAGLVQRFGDALHPQRGNSRKLALEWLAGSRVLDSLSLYPEVTKADFER

IVGALVLTEESVGGWDASIRPQFASLYAALENRLMQSGGPDAVIPQNSSLPRHSVPDAPA

LKAVSSGRDLLDQAKLLAVFLRDQPNGWLSGHHLMKSIRLDTLHELPPLATDGCTRLAPP

KPENRALLKRLYLQQSWLELLEQADILFAQGVNHLWLDLQWYTHQALTKTGGLHERWADI

IQQDLNGLLTRLPGLEALAFNDGTPFADAVTQNWITQQVMAAESWGSEPAASASTAGDDD

ILQLEPEALAQADSEGVEAALNWLQNRPGARTPRHQWLIRLLMARVAEQYGKNDMALHLL

GELEGNATLMTLTQWEPELLFEVKARRLKLLRMKASRTESDKSRLHGEMENLLAGLVALD

PARAAVLCG

Наиболее вероятной причиной перекрывания предполагаемых генов, можно считать неверный выбор программой старт-кодона.

Зелёным отмечены остатки метионина находящиеся близко к началу последовательности. 

Можно предположить, что началом белка являются второй или третий метионины. 

Второй метионин кодируется нуклеотидами 829-831. При поиске с помощью BLAST последовательностей, сходных с последовательностью, полученной вырезанием участка, находящегося до этого метиниона, результат не меняется и равен 18.

Третий метионин кодируется нуклеотидами 991-993. При поиске, аналогичному тому, который описан выше – результат 14.

Кодон 766-768 – ATT , кодирующий изолейцин, а не ATG метионина.            

Таким образом, ген должен начинаться либо с 829, либо с 991 нуклеотидов. Наиболее близким к исходному результатом является ген, начинающийся с 829 нуклеотида, однако в таком случае последний нуклеотид стоп-кодона предыдущего гена и первый нуклеотид старт-кодона совпадают. 

Поэтому начало гена с 991 нуклеотида, представляется мне более вероятным. Различие же в количестве находок состоит в том, что 4 находки, имеющие наименьшее E-value уже не находятся.
