Поиск гомологов белка PHOB_ECOLI в геномах родственных бактерий

1. Поиск ближайшего гомолога белка PHOB_ECOLI в полном геноме бактерии Pasteurella multocida
С помощью программы TBLASTN был найден ближайший гомолог белка PHOB_ECOLI в полном геноме бактерии Pasteurella multocida:

blastall -p tblastn -d pm -i phob.fasta -e 0.01 -o pm_tblastn.out
Необходимые индексные файлы с базовым именем pm были созданы с помощью программы formatdb:

formatdb -i /home/export/samba/public/tmp/pm_genome.fasta -p F -n pm

Полная запись гомолога в банке EMBL была найдена посредством программы entret:
entret embl:AE006079 -auto
На основе данных из выходного файла поиска pm_tblasn.out и данной записи  была получена следующая информация о ближайшем гомологе белка PHOB_ECOLI в полном геноме бактерии Pasteurella multocida:
	AC записи в банке EMBL 
	AE006079

	Длина последовательности 

в записи
	12522 пар оснований

	Начало гена в записи
	7748

	Конец гена в записи
	8443

	Направление гена
	обратное

	AC кодируемого белка в банке UniProt
	Q9CNJ8



	Координаты  локального выравнивания в записи

	Длина 
	226

	Вес Смита-Ватермана
	677

	Нормированный вес в битах
	265

	Процент идентичности
	60 %

	Процент сходства
	74 %

	Начало выравнивания в 

последовательности запроса
	4

	Конец выравнивания в 

последовательности запроса
	229

	Начало выравнивания в 

последовательности гомолога
	8437

	Конец выравнивания в 

последовательности гомолога
	7766

	Рамка 
	-3

	E-value
	2e-72


Кроме найденного ближайшего гомолога, программа TBLASTN предложила еще 8 гомологов с E-value < 0,01 (идентификационные номера в банке  EMBL: AE006226, AE006175, AE006056, AE006055, AE006182, AE006110, AE006067, AE006176).
2. Поиск ближайшего гомолога белка PHOB_ECOLI по трем  геномам родственных бактерий

С помощью программы TBLASTN был произведен поиск по трем полным геномам: холерного вибриона (Vibrio cholerae), синегнойной палочки (Pseudomonas aeruginosa) и бактерии Pasteurella multocida. Метод поиска аналогичен вышеуказанному. Различие состоит в том, что при создании индексных файлов программе formatdb нужно передать в качестве входа сразу три файла. Для этой цели были использованы текстовые переменные вида: 
genpath=/home/export/samba/public/tmp 
genomes="$genpath/vc_genome.fasta $genpath/pa_genome.fasta $genpath/pm_genome .fasta"

Затем была использована стандартная команда:
formatdb -i "$genomes" -n 3g -p F
Соответственно, команда поиска приобретает вид:

blastall -p tblastn -d 3g -i phob.fasta -e 0.01 -o 3g_tblastn.out
E-value гомолога из предыдущего пункта повысилась (с 2e-72 на 8e-72), что и следовало ожидать при увеличении объема банка поиска. Программа нашла 102 находки с  E-value < 0,01.
3. Поиск ближайшего гомолога гена белка PHOB_ECOLI по трем  геномам родственных бактерий с помощью программы BLASTN

При поиске посредством программы BLASTN в трех вышеуказанных геномах были найдены 4 гомолога гена phob белка PHOB_ECOLI. E-value наилучшей находки имеет достаточно высокое значение - 8e-15 (идентификационный номер в банке  EMBL - AE004158). При этом белок, кодируемый этим геном по поиску в пункте 2 является наилучшим гомологом белка PHOB_ECOLI с достаточно низким значением E-value – e-109. Данное несоответствие доказывает, что программу BLASTN практически нельзя использовать для поиска гомологов.

Команда, использованная при поиске:
blastall -p blastn -d 3g -i phob_gene.fasta -e 0.01 -o 3g_blastn.out
4. Поиск ближайшего гомолога гена белка PHOB_ECOLI в геноме холерного вибриона (Vibrio cholerae)
С помощью программы fasta34 был произведен поиск гомологов гена phob в геноме холерного вибриона (Vibrio cholerae):

fasta34 phob_gene.fasta /home/export/samba/public/tmp/vc_genome.fasta 6 –H 

> vc_fasta.out
Ближайшим из них является ген, совпадающий с наилучшей находкой, которую выдает программа BLASTN (идентификационный номер в банке  EMBL - AE004158). Было получено выравнивание со следующими характеристиками:
	Координаты  локального выравнивания в записи

	Длина 
	681

	Вес Смита-Ватермана
	1794

	Нормированный вес в битах
	307,3

	Процент идентичности
	73,715%

	Процент сходства
	73,715%

	Начало выравнивания в 

последовательности запроса
	1

	Конец выравнивания в 

последовательности запроса
	681

	Начало выравнивания в 

последовательности гомолога
	4611

	Конец выравнивания в 

последовательности гомолога
	5291

	E-value
	8,6e-84


5. Поиск фрагмента гена ближайшего гомолога белка PHOB_ECOLI  по трем  геномам родственных бактерий с помощью программы Megablast
Из гена ближайшего гомолога белка PHOB_ECOLI в полном геноме бактерии Pasteurella multocida  был вырезан фрагмент из 111 оснований  (позиции 200-310) с помощью программы seqret:
seqret ae006079.entret –sask
Соответственно, данный фрагмент был найден в BLAST-банке из вышеуказанных трех геномов при запуске программы Megablast посредством команды:

megablast -d 3g -i pm_genecut.fasta -o 3g_megablast.out
При изменении в последовательности каждой 28-ой буквы (параметр W=28 по умолчанию) новополученный фрагмент уже не находится программой Megablast в трех геномах.
Исходная последовательность:

ttagtcagaaaatttggttattatttcactttgattgtgatttaaacacttctacgtgaa cttgcttactataaaatggacaaaagtatttttaagattaaggttattaaa

Измененная последовательность:

ttagtcagaaaatttggttattatttctctttgattgtgatttaaacacttctacctgaa

cttgcttactataaaatggacaagagtatttttaagattaaggttattaaa                   

Синим цветом выделены замененные основания.

6.  Поиск гомологов глициновых тРНК E.coli
С помощью программы discontigous Megablast был произведен поиск гомологов глициновых тРНК E.coli в вышеуказанных трех геномах:

megablast -d 3g -i tRNA_Gly.fasta -W 12 -t X –N 1 -o 3g_megablast_X.out
X=16,18 или 21
 Было найдено следующее число гомологов гена соответствующей тРНК c E-value < 0,01:

1) При значении параметра -t = 16

· тРНК с антикодоном GCC – 13 гомологов 

· тРНК с антикодоном CCC – 2 гомолога

· тРНК с антикодоном TCC – 5 гомологов
2) При значении параметра -t = 18

· тРНК с антикодоном GCC – 12 гомологов 

· тРНК с антикодоном CCC – 2 гомолога

· тРНК с антикодоном TCC – 5 гомологов
3) При значении параметра -t = 21

· тРНК с антикодоном GCC – 7 гомологов

· тРНК с антикодоном CCC – 2 гомолога

· тРНК с антикодоном TCC – 4 гомолога

Как и следовало ожидать, с увеличением значения параметра –t, т.е. длины отдельного слова, число найденных гомологов в целом уменьшается.
