Протокол занятия №7.
Поиск гомологов белка RUVA_ECOLI в геномах Pseudomonas aeruginosa.
Посредством программы TBLASTN, команда:

 blastall -p tblastn -d pa -i ruva_gene1.fasta -e 0.01 -o ruva.out 
найден  ближайшего гомолог белка RUVA_ECOLI в геноме Pseudomonas aeruginosa:
	AC соответствующей записи EMBL

	AE004530

	координаты выравнивания в записи


	6131-6724



	E-value  находки
	1*10-53



BLAST  не предлагает других гомологов с E-value < 0,01.

Предварительно для поиска по данному геному были созданы индексные файлы с помощью команды:
        formatdb -i pa_genome.fasta -p F -n pа
     Поиск гомологов белка RUVA_ECOLI в геномах Pasteurella multocida, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae с помощью программы TBLASTN
По трем геномам поиск производился аналогично, команды:
1)genpath=/home/export/samba/public/tmp
2)genomes="$genpath/vc_genome.fasta $genpath/pa_genome.fasta $genpath/pm_genome.fasta"
3)formatdb -i "$genomes" -n 3g -p F                                                   

4)blastall -p tblastn -d 3g -i ruva_gene1.fasta -o ruva1.out

E-value записи AE004530 увеличился (2*10-53) при поиске в трёх геномах, что закономерно, т.к. банк увеличился в три раза. 
 В геномах Pasteurella multocida и Vibrio cholerae также было найдено по одной записи с достаточно низким  E-value: 
	Геном организма
	Vibrio cholerae
	Pasteurella multocida

	AC соответствующей записи EMBL

	AE004260
	AE006137

	E-value  находки
	8*10-67


	1*10-58


Поиск гомологов белка RUVA_ECOLI в геномах Pasteurella multocida, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae с помощью программы BLASTN
Посредством программы BLASTN, команда:
blastall -p blastn -d 3g -i ruva_gene1.fasta -o ruva2.out
Был найден только один гомолог, удовлетворяющий заданному условию (E-value = 3*10-8< 0,01), а именно  найденный программой  TBLASTN  в предыдущем задании белок генома Vibrio cholerae (AC соответствующей записи EMBL:AE004260).

Можно предположить, что хотя данная программа BLASTN  не подходит  для поиска гомологов, результат все же был получен в виду высокого сходства данного белка с белком, по которому проводился поиск.

Протокол занятия №8
Используя программы fasta34, команда:

fasta34 ruva_gene2.fasta vc_genome.fasta
Был найден гомолог белка ruvA. Для  сравнения результатов поиска программами fasta34 и TBLASTN гомологов белка RUVA_ECOLI  составлена таблица (обе программы предложили один и тот же белок(AC соответствующей записи EMBL:AE004260))
	Поисковая программа
	Identities
	Координаты выравнивания
	E-value находки

	TBLASTN
	60%
	(1-201/5388-4783)
	8*10-67



	fasta34
	63.95%
	(610-1/4777-5391)
	1*10-48



Заметим: нет противоречия в том, что  выделенные координаты указывают на участок ~ в 3 раза меньший, чем  у остальных координат, т.к. программа TBLASTN  указывает координаты исходной белковой последовательности, а остальные – координаты нуклеотидных последовательностей.

 Поиск проводился по геному бактерии Vibrio cholerae (т.к. именно к этому геному по результатам  TBLASTN  относится ближайший гомолог белка ruvA). 

Задание №2
Особенностью Megablast является поиск точного совпадения длиной в 28 нуклеотидов
В качестве пробного фрагмента используем первые 120 нуклеотидов гена, который кодирует белок AE004530  в геноме Pseudomonas aeruginosa. Для снижения количества замен до минимального оказалось достаточным разбить фрагмент на приблизительно равные части так, чтобы на участок в 28 нуклеотидов приходилось по одной замене, т.е. для 120 нуклеотидов оказалось достаточным провести 4 замены.
С помощью команды:

megablast -d 3g -i ae1.fasta –o ae1.out –e 0.01 –D 2
megablast -d 3g -i ae2.fasta –o ae2.out –e 0.01 –D 2 
(где ae2.fasta – имя файла с измененной нуклеотидной последовательностью)
Исходный фрагмент:

gttgaggtcgcttctcaagtcgcttttcccgattggcggggccttgtaataaaaatgtca

tgttccgtacggcccctcttactgtgatgaaagaggtataagcaaactccgtgcacaaat

Измененный фрагмент: 
gttgaggtcgcttctcaagtcgctAttcccgattggcggggccttgtaTtaaaaatgtca

tgttccgtacggcccTtcttactgtgatgaaagaggtataTgcaaactccgtgcacaaat

При выполнении второй команды  megablast  не находит такой гомолог исходного гена, т.к не может найти не одного участка в 28 нуклеотидов с полным соответствием и поэтому не находит последовательность.
