Занятие 9. Аннотация участка бактериального генома.
1) В рабочей директории был создан файл, содержащий участок с 4001-го по 8000-й нуклеотиды фрагмента генома бактерии Yersinia bercovieri с ID = =AALC01000094. Использовалась команда seqret с параметром sask.
2) Далее был создан файл, содержащий все открытые рамки считывания из полученного фрагмента. Проводилось это следующим образом.

С помощью программы wossname была найдена подходящая команда (getorf). Она позволяет находить рамки считывания при вводе следующих параметров: -minsize (минимальный размер последовательности, которую мы считаем геном, равный 240), -sequence (имя входного файла), -outseq (имя выходного файла), а также -find 1 (выводит открытые рамки, начинающиеся со старт-кодона и заканчивающиеся стоп-кодоном).  
3) Для дальнейшей работы были созданы индексные файлы BLAST для всех последовательностей из SwissProt из бактерий таксона Enterobacteriales (к которому относится и Y. bercovieri).
Это было сделано с помощью следующей командной строки:
seqret sw-org:enterobacteriales

Она позволяет «вытащить» все белковые последовательности из таксона Enterobacteriales, находящиеся в банке данные Swiss-Prot. Затем с помощью программы formatdb (параметры: -i (входной файл), -p (вид последовательности, в данном случае белковая) и -n (базовое имя будущих индексных файлов)) и файла с последовательностями были получены сами индексные файлы.
4) Эта часть работы является основной. Здесь нужно получить информацию обо всех открытых рамках считывания в данном фрагменте генома бактерии Yersinia bercovieri. Для быстрого выполнения работы был создан скрипт. Он представляет собой «конвейер» из последовательного выполнения команд seqret, blastall и grep.

Вот текст скрипта.
seqret orf.fasta:AALC01000094_1 stdout | blastall -d sw  -p blastp -e 0.01 | grep -c ">" > grep.txt

seqret orf.fasta:AALC01000094_2 stdout | blastall -d sw  -p blastp -e 0.01 | grep -c ">" >> grep.txt

seqret orf.fasta:AALC01000094_3 stdout | blastall -d sw  -p blastp -e 0.01 | grep -c ">" >> grep.txt

seqret orf.fasta:AALC01000094_4 stdout | blastall -d sw  -p blastp -e 0.01 | grep -c ">" >> grep.txt

seqret orf.fasta:AALC01000094_5 stdout | blastall -d sw  -p blastp -e 0.01 | grep -c ">" >> grep.txt
Необходимо привести некоторые пояснения к данному тексту.
Команда seqret выводит каждую из открытых рамок на вход программе blastall (с помощью перенаправления вывода). Blastall, в свою очередь, ищет гомологи с помощью программы blastp и созданных до этого индексных файлов (порог E-value равен 0.01). Полученные данные переправляются на вход команде grep, которая считает число гомологов с помощью ввода параметра “c” и направляет его в файл grep.txt. 
В Microsoft Excel на основе полученных данных была создана таблица, приведённая ниже. Все результаты, кроме последней колонки, были взяты из файла, созданного в пункте 2, а числа в последней колонке – из файла grep.txt, который появился в результате выполнения скрипта. 
	Рамка считывания
	Начало во фрагменте
	Конец во фрагменте
	Направление
	Число сходных последовательностей, найденных BLASTP

	
	
	
	
	

	AALC01000094_1
	2
	4000
	Прямое
	17

	AALC01000094_2
	3778
	3431
	Обратное
	0

	AALC01000094_3
	3477
	3178
	Обратное
	0

	AALC01000094_4
	936
	595
	Обратное
	0

	AALC01000094_5
	475
	2
	Обратное
	0


Предполагаемое направление генов:
2--------->4000

Как нетрудно заметить, практически вся последовательность является рамкой считывания (т.к. всего она состоит из 4000 нуклеотидов). Причём считывание идёт в прямом направлении.
