Практическое занятие №9
Предсказание генов во фрагменте генома бактерии Yersinia bercovieri
Цель всего занятия – обработать неаннотированный  фрагмент генома бактерии Yersinia bercovieri, т.е. предсказать в нем кодирующие белки участки – гены.
Задание этого занятия состоит из двух частей: выполнить подготовительную работу, т.е. собрать уже имеющиеся данные, и создать исполняемый под UNIX скрипт, с помощью которого будут получены и обработаны новые данные.
Часть первая: подготовка
Исследуемая часть генома была получена с помощью программы seqret:
seqret /home/export/samba/public/tmp/yb.fasta:AALC01000090 sequence.fasta –sask
Трансляция ORF-фрагментов этой части осуществлялась программой getorf с использованием ограничения минимального размера получаемой рамки и с указанием генетического кода, который нужно использовать (11 – бактериальный). Параметр –find описывает то, какой участок последовательности считать открытой рамкой и нужно ли выдавать нуклеотидную последовательности или ее трансляцию. При данном значении мы получим трансляцию участков, начинающихся со старт-кодона и заканчивающихся стоп-кодоном:
getorf sequence.fasta orf.fasta -minsize 240 - table 11 –find 1
Эта программа дает удобный для данной конкретной задачи файл на выходе – в нем указывается начало и конец каждой рамки, а также то, на прямой или комплементарной цепочке расположена она.
Файл с последовательностью белков из таксона был получен все той же seqret:

seqret sw-org:Enterobacteriales taxon.fasta
Хочется отметить, что в отличие от предыдущий практических занятий, индексные файлы мы будем создавать по белковому банку данных. Индексные файлы по всем белкам соответствующего таксона создаются программой formatdb:
formatdb -i taxon.fasta -l taxon.log -n taxon
Часть вторая: предсказание генов в исследуемом фрагменте
Выполнять поставленную задачу мы будем с помощью программы blastp (поочередно прогоняя по созданным ранее индексным файлам каждую из открытых рамок, которые были выявлены на подготовительном этапе программой getorf). Те открытые рамки, на которые найдется некоторое количество близких (с e-value <0.01) гомологов, можно предполагать генами.
Рассмотрим вначале, что должна сделать программа blastp: она получает на вход аминокислотную последовательность одной из ORF, прогоняет ее по индексным файлам порядка Enterobacteriales, и выдает файл с выравниваниями.

blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 –i smth.fasta –o smth.blastp
В конце полученного файла smth.blastp есть строка, имеющая вид:
Number of sequences better than 1.0e-02: *
Указанное в ней число (на месте *) и нужно нам.

Довольно просто перевести конвейером выходной файл blastp на программу grep, которая выберет из него только строку, содержащую указанную выше фразу. 
blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 –i smth.fasta | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" > rodstv.sw
Остается решить вопрос: каким образом blastp получит последовательно какую-нибудь из найденных ORF? Это делается опять с помощью конвейера: программа seqret из файла со всеми ORF выбирает одну указанную и передает ее на вход blastp.
seqret orf.fasta:AALC01000090_1 stdout | blastall… etc
Итак, мы пришли к необходимости создать скрипт, в котором будет повторяться описанный выше конвейер для каждой из найденных ORF, с небольшим изменением: все команды, кроме самого первой, должны будут не переписывать заново файл rodstv.sw, а дописывать в него следующей строчкой соответствующее значение. Для этого изменяется последняя часть конвейера – команда grep:
… | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw
В ходе описанных выше действий я получила следующие данные:
	Название ORF
	Начало
	Конец
	Направление
	Число родственников из Swiss-Prot

	AALC01000090_1
	9
	545
	NORMAL
	8

	AALC01000090_2
	549
	806
	NORMAL
	10

	AALC01000090_3
	902
	1411
	NORMAL
	7

	AALC01000090_4
	2339
	2716
	NORMAL
	0

	AALC01000090_5
	2494
	2754
	NORMAL
	0

	AALC01000090_6
	2836
	3099
	NORMAL
	0

	AALC01000090_7
	2861
	3118
	NORMAL
	0

	AALC01000090_8
	3981
	1525
	REVERSED
	13

	AALC01000090_9
	677
	333
	REVERSED
	0

	AALC01000090_10
	481
	239
	REVERSED
	0


Выделенные строки, видимо, соответствуют генам, так как в базе Swiss-Prot нашлось немало белков из нужного таксона, которые с большой степенью вероятности гомологичны полученным из данных открытых рамок считывания белкам. Перекрывание генов не обнаружено.

1525<----------------3981
9---------------->545
549---------------->806
902---------------->1411

Скрипт, который состоит из строк-конвейеров, построенных так, как было сказано ранее, приведен ниже. Он был получен с помощью программы EXCEL, и генерирует файл, в котором есть столбец интересующих нас данных.
seqret orf.fasta:AALC01000090_1 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" > rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_2 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_3 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_4 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_5 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_6 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_7 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_8 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_9 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

seqret orf.fasta:AALC01000090_10 stdout | blastall -p blastp -d taxon -e 0.01 | grep "Number of sequences better than 1.0e-02" >> rodstv.sw

