Поиск гомологов белка CYOB_ECOLI в геномах родственных бактерий
Пакет BLAST
В файле pa_genome.fasta находится полный геном Pseudomonas aeruginosa.
Создадим индексные файлы программой formatdb:

formatdb -i pa_genome.fasta -p F -n pa
pa_genome.fasta - входной файл с нужным геномом

F – нуклеотидная последовательность
pa - "базовое имя" для BLAST-файлов
Посредством программы TBLASTN найдём ближайшего гомолога моего белка в соответствующем геноме. Используем программу blastall:
blastall -p tblastn -d pa -i CYOB_ECOLI.fasta -o out1.txt
pa - "базовое имя" для BLAST-файлов
out1.txt – выходной файл

tblastn – программа для поиска неаннотированных гомологов белка
CYOB_ECOLI.fasta - входной файл с нужным белком
В полученном файле out1.txt находим необходимую информацию о ближайшем гомологе моего белка в соответствующем геноме:
AC соответствующей записи EMBL: AE004561
координаты выравнивания в записи: 1..656 -- 3280..5247
аннотирован ли соответствующий CDS в записи: да

каковы его координаты и каков AC соответствующего белка в UniProt: 3280..5256, Q9I426 
E-value этой находки: 0.0
предлагает ли BLAST другие гомологи с E-value < 0,01: AC AE004449 - E-value = e-112
Создадим индексные файлы BLAST для поиска по всем трем геномам сразу. Для этого воспользуемся возможностью заводить текстовые переменные.
Заведём переменную "genpath", выполнив команду: 

genpath=/home/export/samba/public/tmp                                     (папка с необходимыми геномами)
Воспользуемся знаком $ в двойных кавычках для вызова содержимого переменной:
genomes="$genpath/vc_genome.fasta $genpath/pa_genome.fasta $genpath/pm_genome.fasta"

Запускаем formatdb и создаём индексные файлы для поиска по трем геномам: 

formatdb -i "$genomes" -n 3g -p F                                          (3g – базовое имя для BLAST-файлов)
Запустим TBLASTN по трем геномам и найдем ближайшего гомолога:
blastall -p tblastn -d 3g -i CYOB_ECOLI.fasta -o out2.txt
E-value находки из предыдущего пункта не изменился (0.0). Находок с E-value < 0,01

по-прежнему одна (и та же): AC AE004449 - E-value = e-112.
Используем файл с гéном моего белка из предыдущего задания (в данном случае файл my.fasta) и поищем его гомологов в трёх геномах программой BLASTN:
blastall -p blastn -d 3g -i my.fasta -o out3.txt
AC самого близкого гомолога: AE004561
E-value самого близкого гомолога: 1e-25
другие гомологи с E-value < 0,01: AC AE004806 - E-value = 0.005
Пакет Fasta. Программа MEGABLAST
Программой fasta34 поищем гомологов гена моего белка в геноме, в котором по результатам TBLASTN имеется лучший гомолог моего белка: pa_genome.fasta.
Выполним следующие команды:

fasta34 my.fasta pa_genome.fasta 6                                    (my.fasta - ген моего белка, 6 – параметр ktup)
Отвечаем на вопросы программы и получаем данные (выравнивание и т.п.):
E-value лучшей находки: 5.1e-151
как результат поиска согласуется с результатами TBLASTN: нашелся тот же самый ген AE004561, границы выравнивания остались прежними.
Возьмём в качестве фрагмента часть гена гомолога моего белка, например 1..120 из AE004561 (файл ae004561.fasta). Изменим в последовательности по возможности наименьшее число букв так, чтобы при задании измененной последовательности в качестве пробы megablast не находил в геномах исходной последовательности (в представленном варианте изменено четыре нуклеотидa, т.к. по умолчанию благодаря параметру W = 28 число символов без замен должно быть меньше 28):
megablast -d 3g -i ae004561.fasta -o vihod.txt
3g - базовое имя индексных файлов

ae004561.fasta - входной файл
vihod.txt - выходной файл

исходная последовательность:
aggggaagacgaggcatgacaggaagatgagaatgtttcgcgatatttattgactgaccg

tcggtcaatggattattcctgggccagcgccctctcatcggagtactccatgaacccttc
измененная последовательность:
aggggaagacgaggcatgacaggaagaggagaatgtttcgcgatatttattgacttaccg

tcggtcaatggattattcctgggacagcgccctctcatcggagtactccattaacccttc
Найдём с помощью discontigous Megablast число гомологов глициновых тРНК E.coli в трех геномах:

megablast -d 3g -i 3.fasta -o trna.txt -D 2
Меняя параметры составим таблицу:

	W
	T
	N
	Число гомологов

	11
	16
	0
	57

	11
	18
	0
	43

	11
	21
	0
	29

	11
	16
	1
	61

	11
	18
	1
	49

	11
	21
	1
	24

	11
	16
	2
	88

	11
	18
	2
	58

	11
	21
	2
	33

	12
	16
	0
	52

	12
	18
	0
	32

	12
	21
	0
	26

	12
	16
	1
	54

	12
	18
	1
	44

	12
	21
	1
	21

	12
	16
	2
	77

	12
	18
	2
	54

	12
	21
	2
	30


