DotPlot, BLAST

Zad. 1
Korzystajac z techniki dot-plot porownaj sze$¢ par sekwencji DNA w pliku http://www.combio.pl/files/dotplot.xIsx.
Przyporzadkuj ponizsze obserwacje do sze$ciu otrzymanych wykreséw dot-plot (a-f):
1. Zgodnos¢ sekwencji,
Niezgodnos¢ sekwencji
Insercja/delecja
Sekwencja palindromowa
Tandemowe powtorzenia
6. Sekwencje powtdrzone
Wypehiony arkusz dotacz do sprawozdania.
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Zad. 2
Ponizej znajduje si¢ fragment sekwencji mRNA genu insuliny gryzonia koszatniczki pospolitej (Octodon degus).
>insulin Octodon degus insulin (Ins), mRNA

TGAGGCATTCTCTAACAGGTTCTCGACCCTCCGCCATGGCCCCGTGGATGCATCTCCTCACCGTGCTGGC
CCTGCTGGCCCTCTGGGGACCCAACTCTGTTCAGGCCTATTCCAGCCAGCACCTGTGCGGCTCCAACCTA
TCTGCAGAAGCGCGGCATTGTGGATCAGTGCTGTAATAACATTTGCACATTTAACCAGCTGCAGAACTAC
TGCAATGTCCCTTAGACACCTGCCTTGGGCCTGGCCTGCTGCTCTGCCCTGGCAACCAATAAACCCCTTG
AATGAG

Ze strony serwisu NCBI otworz strong programu BLAST. Wybierz program “Nucleotide BLAST". W formularzu, w polu "Enter
Query Sequence’ umies¢ powyzszg sekwencje w formacie FASTA. Uzyj nastepujacych ustawien:
- W polu "Database’ wybierz baze¢ ‘Reference RNA sequences (refseq _rna)".
- W panelu "Program Selection™ wybierz “Somewhat similar sequences (blastn)’.
Z listy otrzymanych trafien (panel "Descriptions’) zwr6¢ uwage na sekwencje, ktdra uzyskala najwyzsza warto§¢ punktacji (‘Max
score’).
1. Podaj numer dostepu sekwencji najbardziej podobnej do sekwencji zapytania.
Czy znaleziona sekwencja jest identyczna do sekwencji zapytania?
lle lokalnych przyrownan sekwencji wyznaczyt BLAST miedzy sekwencjg zapytania a * XM_004627084.1°?
O czym mowiag parametry ‘Max score’ i "Total score’? Wskazowka: NCBI.
Ile wynosi procent identycznos$ci migdzy sekwencja zapytania a ' XM _004627084.1°7
le wynosi warto$¢ "Query cover'?
O czym informuje parametr "Query cover'. Wskazéwka: NCBI.
Ile wynosi warto$¢ “E-value™?
O czym informuje E-value?
. lle przerw wprowadzono w tym przyréwnaniu?
. W zaktadce “Search Summary" znajduja si¢ informacje na temat parametréw i bazy danych uzytych w tym
przeszukiwaniu BLAST. Ile sekwencji znajduje si¢ w bazie danych, ktora zostala przeszukana?
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Zad. 3
Ponizej znajduje si¢ sekwencja biatkowa genu FOXP2 cztowieka.
>NP 055306.1 forkhead box protein P2 isoform I [Homo sapiens]
MMQESATET I SNSSMNONGMSTLSSQLDAGSRDGRSSGDTSSEVSTVELLHLOQQOALOAARQLLLOQQT
SGLKSPKSSDKQRPLOVPVSVAMMTPQVITPQOMQQILOQQVLSPQOLOALLOQOQAVMLOQQOQLQEFYK
KQOEQLHLOLLOOQOQOOQO0Q00Q000000000000000000000Q0000000HPGKOAKEQQOQQOQOQOL
ARQOLVFQOQLLOMOQLOQQQHLLSLORQGLISIPPGOAALPVQSLPQAGLSPAEIQQLWKEVTGVHSME
DNGIKHGGLDLTTNNSSSTTSSNTSKASPPITHHS IVNGQSSVLSARRDSSSHEETGASHTLYGHGVCKW
PGCESICEDFGQFLKHLNNEHALDDRSTAQCRVOMQVVQQLEIQLSKERERLQAMMTHLHMRPSEPKPSP
KPLNLVSSVTMSKNMLETSPQSLPQTPTTPTAPVTPITQGPSVITPASVPNVGAIRRRHSDKYNIPMSSE
IAPNYEFYKNADVRPPETYATLIRQAIMESSDRQLTLNEIYSWETRTFAYFRRNAATWKNAVRENLSLHK
CFVRVENVKGAVWIVDEVEYQKRRSQKITGSPTLVKNIPTSLGYGAALNASLQAALAESSLPLLSNPGLI
NNASSGLLQAVHEDLNGSLDHIDSNGNSSPGCSPQPHIHSIHVKEEPVIAEDEDCPMSLVTTANHSPELE
DDREIEEEPLSEDLE
Uzyj serwisu NCBI BLAST ("Protein BLAST") w celu przeszukania bazy danych RefSeq, ograniczajac wyszukiwanie do
sekwencji zwierzat (Metazoa) i wykluczajac z nich sekwencje pochodzace z naczelnych (Primates).
Z listy otrzymanych trafien wybierz jedng sekwencje, ktora najbardziej odpowiada sekwencji FOXP2.

1. Zjakiego organizmu pochodzi ta sekwencja?

2. lle wynosi "E-value’ tego dopasowania?

3. Podaj procent identycznos$ci i podobienstwa tego dopasowania.


http://www.combio.pl/files/dotplot.xlsx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Newsltr/V15N2/BLView.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Newsltr/V15N2/BLView.html

Lokalny program NCBI BLAST
Program NCBI BLAST mozna zainstalowa¢ na Windows, Linux i MacOS (pomaoc).

Zad. 4 - blastn

W pliku http://www.combio.pl/files/mito_genes.fasta znajdujg si¢ sekwencje trzech genéw mitochondrialnego DNA cztowicka
(COX1, ND6g, tRNA-Pro). W pliku http://www.combio.pl/files/mito_genomes.fasta znajduja si¢ sekwencje catych genomow
mitochondrialnych pochodzace z r6znych organizméw (np.: mysz, szympans). Zapisz oba pliki na dysku i umies¢ je w jednym
katalogu. Twoim zadaniem jest uzycie lokalnej wersji programu BLAST w celu zidentyfikowania lokalizacji trzech genow w
sekwencjach genomowych.

Przygotowanie bazy sekwencji nukleotydowych:
makeblastdb -in mito genomes.fasta -dbtype nucl

Uruchomienie programu blastn:
blastn -query mito genes.fasta -db mito genomes.fasta

blastn -query mito genes.fasta -db mito genomes.fasta -out results.txt

W ktorych genomach mitochondrialnych wystepuje gen tRNA-Pro?

Czy sekwencja tego genu jest identyczna we wszystkich genomach?

Podaj lokalizacje tego genu w genomie mitochondrialnym cztowieka.

Sprawdz jakie parametry moze przyjmowaé program blastn ("blastn —help). Wykonaj ponowne przeszukiwanie, tym
razem wyswietlajac wyniki w formie tabeli (format tabularny z komentarzami). Podaj numery kolumn, w kt6rych
znajdujg si¢ "E-value™ i “score’.

Podaj pozycje startu i konca genu tRNA-Pro w sekwencji szympansa.

Zmodyfikuj poprzednie polecenie, aby wyswietli¢ wyniki w formacie tabularnym bez komentarzy.
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7. Zmodyfikuj poprzednie polecenie zmieniajac warto$¢ parametru ‘task’ z ‘megablast’ na ‘blastn’. Czy w wyniku
otrzymano mniej, czy wigcej wynikow?

8. Do polecenia z pkt. 7 dodaj odpowiednig opcje, aby wyswietli¢ przyroéwnania 0 warto$¢ E-value <= 1e-05.

9. Uzyj odpowiedniego polecenie Linuxa, aby posortowaé otrzymany wynik, aby w obrgbie kazdego organizmu (genomu)
trafienia byly uszeregowane zgodnie z ich lokalizacja w genomie.

10. Uzyj odpowiedniego polecenia Linuxa, aby odpowiedzie¢ na pytanie ile trafien znalazt program BLAST w obrgbie
kazdego organizmu.

11. Do polecenia z pkt. 10 dodaj kolejny potok, aby uszeregowa¢ wynik ze wzgledu na malejgcg liczbe trafief i nazwe
organizmu.

Zad. 5 - blastp

W pliku http://www.combio.pl/files/yeast_query.fasta znajduje si¢ 10 sekwencji biatkowych pochodzacych z drozdzy
piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae), z kolei w pliku http://www.combio.pl/files/spombe.fasta znajdujg sie wszystkie
sekwencje biatek drozdzy Schizosaccharomyces pombe.

Przygotowanie bazy sekwencji biatkowych:
makeblastdb -in spombe.fasta -dbtype prot

Uruchomienie programu blastp:
blastp -query yeast query.fasta -db spombe.fasta -outfmt 7

1. Czy w wynikach znaleziono sekwencje podobne dla wszystkich 10 sekwencji zapytania?

2. Uruchom ponownie blastp ograniczajac przyrownania do evalue <= 1e-05. Dla ilu sekwencji zapytania znaleziono
sekwencje podobne?

3. Podaj numer dostepu sekwencji S. pombe, ktora uzyskata najwyzsza warto$¢ punktacji w przyrownaniu z sekwencja
zapytania “sp|P11484|SSB1_YEAST .

a. lle wynosi E-value tego przyréwnania?

Ile wynosi procent identyczno$ci?

Ile wynosi dtugo$¢ przyrownania?

Na ilu pozycjach w przyréwnaniu aminokwasy sa niezgodne (mismatch)?
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Ile przerw wystgpuje w przyrownaniu?


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
http://www.combio.pl/files/mito_genes.fasta
http://www.combio.pl/files/mito_genomes.fasta
http://www.combio.pl/files/yeast_query.fasta
http://www.combio.pl/files/spombe.fasta

Zad. 6
Utworz skrypt, ktory wezyta dwie sekwencje DNA w formacie FASTA (kazda w osobnym pliku) i wykona prosta analizg typu
dotplot (wielko$¢ okna = 1, warto$¢ graniczna = 1).

Format pliku wynikowego:
ACGGATA
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Zad. 7* (Python dla chetnych)

W pliku http://www.combio.pl/files/ReAV.fasta znajduje si¢ biatkowa sekwencja zapytania, a pod adresem
http://www.combio.pl/files/genomes.tar.gz znajduje si¢ 5 plikow, w ktorych kazdy zawiera zestaw wszystkich biatek danego
gatunku roslin. Napisz skrypt, ktéry uruchomi wyszukiwanie BLAST pomig¢dzy sekwencja zapytania a kazdym z pieciu plikow.
Skrypt powinien réwniez wywota¢ komend¢ makeblastdb dla kazdego z 5 plikdéw. W wyniku skrypt powinien zwrocié¢ - dla
kazdego z pieciu plikow - identyfikator sekwencji (wraz z warto$cig score i E-value), ktora wykazuje najwyzszg punktacje do
sekwencji zapytania.



http://www.combio.pl/files/ReAV.fasta
http://www.combio.pl/files/genomes.tar.gz

