Поиск гомологов белка RIR2_ECOLI в геномах других организмов.

Поиск программой TBLASTN.
Поиск по геному Pseudomonas aeruginosa

Для поиска гомологов белка в других организмах использовалась программа TBLASTN. Эта программа сравнивает исходный белок с банком нуклеотидных последовательностей, транслированном в 6 рамках (три рамки для прямого направления гена и три для обратного).. Для того чтобы создать индексные файлы для поиска с помощью BLAST, была использована программа formatdb:

formatdb -i pa_genome.fasta -p N -n pa
Здесь параметр i означает путь к входному файлу с геномом, значение N параметра p означает, что последовательность нуклеотидная, параметр n задаёт базовое имя индексных файлов.

Далее с помощью команды blastall был произведён поиск программой TBLASTN:

blastall -p tblastn -d pa -i RIR2_ECOLI.fasta -o blast.out 

Параметр p означает  на разновидность программы BLAST (в данном случае  - TBLASTN).
 d означает базовое имя индексных файлов, i указывает на входную аминокислотную последовательность, o – на файл выдачи p – на разновидность программы BLAST (в данном случае  - TBLASTN).
В таблице представлены данные по ближайшему из найденных гомологов.
	AC
	AE004545

	Координаты выравниваний
	48-336 (белок), 7400-8212(соответствующий кусок нуклеотидной последовательности)

	Аннотация соответствующего CDS
	7313..8560 – положение гена

название гена - nrdB
продукт трансляции - ribonucleoside reductase, small chain
ID белка - AAG04544.1

	AC соответствующего белка в UniProt
	Q9I4I2

	E-value
	3e – 20

	Другие находки с E-value < 0,01
	Не обнаружены


Файл банка данных EMBL был получен командой entret:
entret embl: AE004545 -auto

Поиск по полным геномам трёх бактерий:
холерного вибриона (Vibrio cholerae), синегнойной палочки (Pseudomonas aeruginosa) и Pasteurella multocida.
Работа с программами formatdb и blastall описана выше.
Оказалось, что в двух новых геномах, приобщённых к поиску есть гораздо более близкие гомологи белка RIR2_ECOLI, лучший E-value оказался равным 0,0. В то же время E-value лучшей находки из Pseudomonas aeruginosa увеличился до ,5e-20 что связано с возросшим объёмом банка данных. По трём геномам суммарно было выдано 5 находок.
Поиск с помощью blastn.
При помощи программы blastn, предназначенной изначально для осуществления поиска гомологов нуклеотидных последовательностей, был произведён поиск по гену, кодирующему белок RIR2_ECOLI (AC в базе данных EMBL - K02672). Однако удовлетворительных результатов поиск не дал. Даже самая лучшая по E-value находка имела длину в 119 нуклеотидов, в то время как длина гена составляет 8554 нуклеотида. Эти результаты подтверждают общее мнение биоинформатиков о том, что программа blastn практически непригодна для выполнения той задачи, для которой она изначально была предназначена.

Поиск с помощью fasta34.
В отличие от blastn, программа fasta34 даёт весьма неплохие результаты при проведении поиска исходной нуклеотидной последовательности по банку данных нуклеотидных последовательностей. В этой программе используется несколько другой алгоритм поиска сходных последовательностей – метод диагоналей. Результаты поиска программой fasta34 были сравнены с результатами поиска программой TBLASTN.
	
	TBLASTN
	fasta34

	AC гена в банке EMBL
	AE004854
	AE004545

	Начало выравнивания 
	400
	8212

	Конец выравнивания 
	1100
	7400

	E-value
	2.1e-16
	3e-20


MegaBLAST – программа для поиска гомологов нуклеотидных последовательностей.
Для тестирования программы MegaBLAST был взят фрагмент один из фрагментов генома Pseudomonas aeruginosa длиной 120 оснований. Разумеется, MegaBLAST находил этот фрагмент в банке из трех геномов.
Исходная последовательность:
tttaaagagaccggcgattctagtgaaatcgaacgggcaggtcaatttccaaccagcgat

gacgtaatagatagatacaaggaagtcatttttcttttaaaggatagaaacggttaatgc

Изменённая последовательность:
tttaaagagaccggcgattgtagtgaaatcgaacgggcagttcaatttccaaccagcgat

tacgtaatagatagatacaaagaagtcatttttcttttaagggatagaaacggttaatgc
Зелёным выделены изменённые основания. Минимально требуемое кол-во замен 4, т.к. по умолчанию параметр W, обозначающий минимальное количество совпавших нуклеотидов подряд, при котором последовательность из банка может быть обнаружена, равен 28.

