1. Analiza składu GC.

Informacja o zawartości par GC ma ważne znaczenia dla określania temperatury topnienia kwasów nukleinowych, projektowania starterów w reakcji PCR oraz klasyfikowania sekwencji do różnych grup taksonomicznych (np. grup bakterii). Uszereguj podane niżej sekwencje ze względu na zawartość guaniny i cytozyny. 

Skorzystaj z:

http://malawimonas.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/
http://bioinfo.nhri.org.tw/gui/
http://www.compbio.ox.ac.uk/analysis_tools/EMBOSS/main.html
http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/
http://anabench.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/ (NUCLEIC CPG ISLANDS -> geecee)

lub

http://www.genomatix.de/cgi-bin/tools/tools.pl (wybierz odpowiednią opcję)

>gi|49175990:1-5000 Escherichia coli K12, complete genome

AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTGTCTGATAGCAGCTTCTGAACTGGTTACCTGCCGTGAGTAAATTAAAATTTTATTGACTTAGGTCACTAAATACTTTAACCAATATAGGCATAGCGCACAGACAGATAAAAATTACAGAGTACACAACATCCATGAAACGCATTAGCACCACCATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGTAACGGTGCGGGCTGACGCGTACAGGAAACACAGAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTCGACCAAAGGTAACGAGGTAACAACCATGCGAGTGTTGAAGTTCGGCGGTACATCAGTGGCAAATGCAGAACGTTTTCTGCGTGTTGCCGATATTCTGGAAAGCAATGCCAGGCAGGGGCAGGTGGCCACCGTCCTCTCTGCCCCCGCCAAAATCACCAACCACCTGGTGGCGATGATTGAAAAAACCATTAGCGGCCAGGATGCTTTACCCAATATCAGCGATGCCGAACGTATTTTTGCCGAACTTTTGACGGGACTCGCCGCCGCCCAGCCGGGGTTCCCGCTGGCGCAATTGAAAACTTTCGTCGATCAGGAATTTGCCCAAATAAAACATGTCCTGCATGGCATTAGTTTGTTGGGGCAGTGCCCGGATAGCATCAACGCTGCGCTGATTTGCCGTGGCGAGAAAATGTCGATCGCCATTATGGCCGGCGTATTAGAAGCGCGCGGTCACAACGTTACTGTTATCGATCCGGTCGAAAAACTGCTGGCAGTGGGGCATTACCTCGAATCTACCGTCGATATTGCTGAGTCCACCCGCCGTATTGCGGCAAGCCGCATTCCGGCTGATCACATGGTGCTGATGGCAGGTTTCACCGCCGGTAATGAAAAAGGCGAACTGGTGGTGCTTGGACGCAACGGTTCCGACTACTCTGCTGCGGTGCTGGCTGCCTGTTTACGCGCCGATTGTTGCGAGATTTGGACGGACGTTGACGGGGTCTATACCTGCGACCCGCGTCAGGTGCCCGATGCGAGGTTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAGCTTTCCTACTTCGGCGCTAAAGTTCTTCACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCTTGCCTGATTAAAAATACCGGAAATCCTCAAGCACCAGGTACGCTCATTGGTGCCAGCCGTGATGAAGACGAATTACCGGTCAAGGGCATTTCCAATCTGAATAACATGGCAATGTTCAGCGTTTCTGGTCCGGGGATGAAAGGGATGGTCGGCATGGCGGCGCGCGTCTTTGCAGCGATGTCACGCGCCCGTATTTCCGTGGTGCTGATTACGCAATCATCTTCCGAATACAGCATCAGTTTCTGCGTTCCACAAAGCGACTGTGTGCGAGCTGAACGGGCAATGCAGGAAGAGTTCTACCTGGAACTGAAAGAAGGCTTACTGGAGCCGCTGGCAGTGACGGAACGGCTGGCCATTATCTCGGTGGTAGGTGATGGTATGCGCACCTTGCGTGGGATCTCGGCGAAATTCTTTGCCGCACTGGCCCGCGCCAATATCAACATTGTCGCCATTGCTCAGGGATCTTCTGAACGCTCAATCTCTGTCGTGGTAAATAACGATGATGCGACCACTGGCGTGCGCGTTACTCATCAGATGCTGTTCAATACCGATCAGGTTATCGAAGTGTTTGTGATTGGCGTCGGTGGCGTTGGCGGTGCGCTGCTGGAGCAACTGAAGCGTCAGCAAAGCTGGCTGAAGAATAAACATATCGACTTACGTGTCTGCGGTGTTGCCAACTCGAAGGCTCTGCTCACCAATGTACATGGCCTTAATCTGGAAAACTGGCAGGAAGAACTGGCGCAAGCCAAAGAGCCGTTTAATCTCGGGCGCTTAATTCGCCTCGTGAAAGAATATCATCTGCTGAACCCGGTCATTGTTGACTGCACTTCCAGCCAGGCAGTGGCGGATCAATATGCCGACTTCCTGCGCGAAGGTTTCCACGTTGTCACGCCGAACAAAAAGGCCAACACCTCGTCGATGGATTACTACCATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGACACCAACGTTGGGGCTGGATTACCGGTTATTGAGAACCTGCAAAATCTGCTCAATGCAGGTGATGAATTGATGAAGTTCTCCGGCATTCTTTCTGGTTCGCTTTCTTATATCTTCGGCAAGTTAGACGAAGGCATGAGTTTCTCCGAGGCGACCACGCTGGCGCGGGAAATGGGTTATACCGAACCGGACCCGCGAGATGATCTTTCTGGTATGGATGTGGCGCGTAAACTATTGATTCTCGCTCGTGAAACGGGACGTGAACTGGAGCTGGCGGATATTGAAATTGAACCTGTGCTGCCCGCAGAGTTTAACGCCGAGGGTGATGTTGCCGCTTTTATGGCGAATCTGTCACAACTCGACGATCTCTTTGCCGCGCGCGTGGCGAAGGCCCGTGATGAAGGAAAAGTTTTGCGCTATGTTGGCAATATTGATGAAGATGGCGTCTGCCGCGTGAAGATTGCCGAAGTGGATGGTAATGATCCGCTGTTCAAAGTGAAAAATGGCGAAAACGCCCTGGCCTTCTATAGCCACTATTATCAGCCGCTGCCGTTGGTACTGCGCGGATATGGTGCGGGCAATGACGTTACAGCTGCCGGTGTCTTTGCTGATCTGCTACGTACCCTCTCATGGAAGTTAGGAGTCTGACATGGTTAAAGTTTATGCCCCGGCTTCCAGTGCCAATATGAGCGTCGGGTTTGATGTGCTCGGGGCGGCGGTGACACCTGTTGATGGTGCATTGCTCGGAGATGTAGTCACGGTTGAGGCGGCAGAGACATTCAGTCTCAACAACCTCGGACGCTTTGCCGATAAGCTGCCGTCAGAACCACGGGAAAATATCGTTTATCAGTGCTGGGAGCGTTTTTGCCAGGAACTGGGTAAGCAAATTCCAGTGGCGATGACCCTGGAAAAGAATATGCCGATCGGTTCGGGCTTAGGCTCCAGTGCCTGTTCGGTGGTCGCGGCGCTGATGGCGATGAATGAACACTGCGGCAAGCCGCTTAATGACACTCGTTTGCTGGCTTTGATGGGCGAGCTGGAAGGCCGTATCTCCGGCAGCATTCATTACGACAACGTGGCACCGTGTTTTCTCGGTGGTATGCAGTTGATGATCGAAGAAAACGACATCATCAGCCAGCAAGTGCCAGGGTTTGATGAGTGGCTGTGGGTGCTGGCGTATCCGGGGATTAAAGTCTCGACGGCAGAAGCCAGGGCTATTTTACCGGCGCAGTATCGCCGCCAGGATTGCATTGCGCACGGGCGACATCTGGCAGGCTTCATTCACGCCTGCTATTCCCGTCAGCCTGAGCTTGCCGCGAAGCTGATGAAAGATGTTATCGCTGAACCCTACCGTGAACGGTTACTGCCAGGCTTCCGGCAGGCGCGGCAGGCGGTCGCGGAAATCGGCGCGGTAGCGAGCGGTATCTCCGGCTCCGGCCCGACCTTGTTCGCTCTGTGTGACAAGCCGGAAACCGCCCAGCGCGTTGCCGACTGGTTGGGTAAGAACTACCTGCAAAATCAGGAAGGTTTTGTTCATATTTGCCGGCTGGATACGGCGGGCGCACGAGTACTGGAAAACTAAATGAAACTCTACAATCTGAAAGATCACAACGAGCAGGTCAGCTTTGCGCAAGCCGTAACCCAGGGGTTGGGCAAAAATCAGGGGCTGTTTTTTCCGCACGACCTGCCGGAATTCAGCCTGACTGAAATTGATGAGATGCTGAAGCTGGATTTTGTCACCCGCAGTGCGAAGATCCTCTCGGCGTTTATTGGTGATGAAATCCCACAGGAAATCCTGGAAGAGCGCGTGCGCGCGGCGTTTGCCTTCCCGGCTCCGGTCGCCAATGTTGAAAGCGATGTCGGTTGTCTGGAATTGTTCCACGGGCCAACGCTGGCATTTAAAGATTTCGGCGGTCGCTTTATGGCACAAATGCTGACCCATATTGCGGGTGATAAGCCAGTGACCATTCTGACCGCGACCTCCGGTGATACCGGAGCGGCAGTGGCTCATGCTTTCTACGGTTTACCGAATGTGAAAGTGGTTATCCTCTATCCACGAGGCAAAATCAGTCCACTGCAAGAAAAACTGTTCTGTACATTGGGCGGCAATATCGAAACTGTTGCCATCGACGGCGATTTCGATGCCTGTCAGGCGCTGGTGAAGCAGGCGTTTGATGATGAAGAACTGAAAGTGGCGCTAGGGTTAAACTCGGCTAACTCGATTAACATCAGCCGTTTGCTGGCGCAGATTTGCTACTACTTTGAAGCTGTTGCGCAGCTGCCGCAGGAGACGCGCAACCAGCTGGTTGTCTCGGTGCCAAGCGGAAACTTCGGCGATTTGACGGCGGGTCTGCTGGCGAAGTCACTCGGTCTGCCGGTGAAACGTTTTATTGCTGCGACCAACGTGAACGATACCGTGCCACGTTTCCTGCACGACGGTCAGTGGTCACCCAAAGCGACTCAGGCGACGTTATCCAACGCGATGGACGTGAGTCAGCCGAACAACTGGCCGCGTGTGGAAGAGTTGTTCCGCCGCAAAATCTGGCAACTGAAAGAGCTGGGTTATGCAGCCGTGGATGATGAAACCACGCAACAGACAATGCGTGAGTTAAAAGAACTGGGCTACACTTCGGAGCCGCACGCTGCCGTAGCTTATCGTGCGCTGCGTGATCAGTTGAATCCAGGCGAATATGGCTTGTTCCTCGGCACCGCGCATCCGGCGAAATTTAAAGAGAGCGTGGAAGCGATTCTCGGTGAAACGTTGGATCTGCCAAAAGAGCTGGCAGAACGTGCTGATTTACCCTTGCTTTCACATAATCTGCCCGCCGATTTTGCTGCGTTGCGTAAAT
>gi|32141095:1-5000 Streptomyces coelicolor A3(2), complete genome

CCCGCGGAGCGGGTACCACATCGCTGCGCGATGTGCGAGCGAACACCCGGGCTGCGCCCGGGTGTTGCGCTCCCGCTCCGCGGGAGCGCTGGCGGGACGCTGCGCGTCCCGCTCACCAAGCCCGCTTCGCGGGCTTGGTGACGCTCCGTCCGCTGCGCTTCCGGAGTTGCGGGGCTTCGCCCCGCTAACCCTGGGCCTCGCTTCGCTCCGCCTTGGGCCTGCGGCGGGTCCGCTGCGCTCCCCCGCCTCAAGGGCCCTTCCGGCTGCGCCTCCAGGACCCAACCGCTTGCGCGGGCCTGGCTGGCTACGAGGATCGGGGGTCGCTCGTTCGTGTCGGGTTCTAGTGTAGTGGCTGCCTCAGATAGATGCAGCATGTATCGTTGGCAGAAATATGGGACACCCGCCAGTCACTCGGGAATCTCCCAAGTTTCGAGAGGATGGCCAGATGACCGGTCACCACGAATCTACCGGACCAGGTACCGCGCTGAGCAGCGATTCGACGTGCCGGGTGACGCAGTATCAGACGGCGGGTGTGAACGCCCGGTTGAGACTGTTCGCGCTCCTGGAGCGCCGGGCGTGCCCGCGAGCGAGGCGGACGACCTGGTGGCCGGGGCGCAGTGCGAGGTGGTGGAGCTGGACGGCATGGCGCCGGCTTCTCGGGGTGTGCTGTGTTCGCGGACGGCTGGGACGAAGGCGTGATGGCGGTGAGCGAGGCCCTGGGGGGCATCGCGGGCCGGGACTGGCCACGGCGCGGCGCCGGTCGGGCGGGGCGACTGAGCTGGCCGTACATTGCGCGGACGTGAGGCAGCGTGAACGGGCGGACCTGGTGCGGCTGGAGGGGTTCGTCCGGGAGTCCGTGCTGCCGCGCGCCCATCCGCACACCACGGCGCGGCGCCGGGTGCTGGAGGTGCTGGGCGAGGCCGGCAGTCTGTGTACGGCGCGGACGGTGAACAGCGACGAGGACTACATCCTCTGCACGCTCGGTGTCGGGCACTACGACCCGGACGACCAACCGCCCTTCAAGGACGGAAAGCCCGGCTGGCAGAGGGCGGGTGCGTCGATCTGGAACGGCTCGGGTGCGGCCTGCATTCCGCACGCGGCCATCGAAGGACCACGGAAATAGGAATCGGGGAGGGCTTAGAAATGCTTTTGATTCCGCTCAAGGAACACCAGGTCGACCAGAAATTGCGCTTTCGTAACTGGGTCGGATTTCCTGCAAGATCCTTTGTGCCTCCGGAGGGGGCTCGTGCCATGGGGGTGTCCGCAACCGGGTCCGGTAAGACGATCACCACCGCTGCGTGCGCTCTGGAGTACTTCCCGGAGGGGCGGATCCTCGTCATGGTGCCCACGCTTGACCTGATCGTGCAGAGTGCCCAGTCCTGGCGGCGGGTCGGGCACCGGGCGCCGATGGTCGCGGTCTGCTCGGTGGACAAGGACGAGGTCCTGGAGCAGCTCGGAGTGCGCACCACCACCAACCCGATCCAGCTCGCCCTGTGGGCCGGGACCGGTCCGGTGGTCGTGTTCGCCACGTACGCCTCCCTCGTGGACCGCGAGGACCCCGCCGACGTCACTGGTCGCCGGACTGTCCCTGGGCCGTTGGAATCGGCTCTGGCGGGCGGGGAGCGGCTGTACGGGCAGCGGATGGCTCCGTTTGACCTGGCCATTCTGGACGAGGGGCACATGACGGCCGGAGACATGGGGCGGCCGTGGGCGGCGATCCACGACAACAGCCGGATCCCTGTCGACTTCCGGCTCTACCTGACCGCCACCCCGCGCATCCTCGCCGCGCCCCGGCCGCAGCGCGGGCGGGACGGGCGGGAGCTGGTCATCGCGTCGATGGAGGACGACTCCAGCACCTACGGCACCCGGATTTTTGATCTTGGGCTGGCGGAGGCGGTAGAACGCTCGATCCTCGCCGGGTTCGAGATCGACGTGCTCGAGATCCGCGACCCCGACCCGATCCTCGGCCTGTCCGAGGACGCGCTGCGCGGCCGGCGCATGGCCCTGCTCCAGGCCGCACTGCTGGAGCACGCGGCGCAGCAGAATCTGCACACCACCATGGTGTTCCACCAGCGGGTCGAAGAAGCCGCAGCGTTCGCCGAGCAGATGCCGCGCACAGCCGCCGAGCTGTACACCGCTGAGGCCTCCGCGGCGGCGCTGGCCGAGGCGGCGGAGCTGCCCGCGTCGTCGATCGACGCAGAACTGTACGAGCTGGAGGAGGGCCGTCACGTGCCTCCGGACCGGGTGTGGGCGGACTGGCTGTGCGGGGACCATCCCATCGCGCATCGGCGTGCGGTGATCCAGCGGTTCGCCAACGGCATCGACGCCCAGAACCGGCGGGTGCACCGGGCGTTCCTGTCCTCCGTACGCGCCCTCGGCGTCGGGGTCGATATCGCCGGACTGCGCGGGGTCGAGGCCGTGTGCATCGTCGGCTCACGCAGCTCCCAGGTGGACGTCGTCCAGAACATCGGACGTGCCCTGCGCCCCAACCCGGACGGCACGACCAAGACCGCGCGGATCATCATCCCCGTCTTCCTCCAGCCCGGGGAGGACCCGAAGGACATGGTCGCCTCGGCCAGCTACCAGCCCCTGGTCGACATCCTCCAAGCCCTGCGCTCGCACTCGGAACGCATGGTCGACCAGCTCGCCTCCCGCGCCCTGACCCGCGGTACCGAACGGCGGCGTATCCACGTCCGTCCGGCCCCCGCGGCCGGCCCGGAGAACGGGGACATGCCCGAGGAGACCAGCCAGACGCAGCAGGAGGTCGACCGCGTCACCTCGGTCGTGGTCAACTTCGCCTCCCCCCGCGACGCCGCCGACATCGCCGCCCTCACACGCTGCCGCGTCATCCGTCCCCAGTCCCTCGTCTGGCTCGAGGGCTACCAGGCCCTGGTCCGGTGGCGTGCCGAGAACGGGATCACCGGCCTGTACGCCGTGCCCTATGACATCGAGACCGAGGTCGGCACGACGAAGGGCTATCCCCTGGGCCGGTGGGTCCACCAGCAACGCCGCGCGCACCGCGCAGGCGAACTCGACCCCCACCGCAAAGAACTCCTCGACGACGCCGGAATGGTGTGGGAGCCCGGCGACGAAGCGTGGGAGAACAAACTCGCCGCGTTCCGCTCCTATCGGCGCGCGCACGGGCACCTCGCACCCCGGCAAGACGCGGTGTGGGGCGAGGGCGAGGCGATGGTGCCCATCGGGCAGCACCTGGCCAATCTCAGGCGCAAAGGCGCGAAGAACGGCCTGGGCAAAGACCCGGAACGGGCCGCAGAGCGCGCGGCGCAGCTGGCGGCGATCGACCCGGACTGGAACTGCCCCTGGCCGCTCGACTGGCAGCGGCACTACCGCGTCCTGGCCGACCTCGTCGACGCCGACGGCGTCCTGCCGGCCATCGACCCCGGGGTGCTGTTCGAGGGCGACGACATCGGACGATGGCTCACGCGGCAAAGAGAAGCGAGCACCTGGACACAACTCTCCGCCGAACAACAGGAACGACTGACCGCGCTGGGTGTGACGCCCGTCGAACGGCCCGCTCCAGCCCCGGCGGCCCCGCGTTCAACGAAGGGGCCGAGCAAGGCGAAGCAGTCGTTCCAGCGGGGCCTGGCGGCCCTCGCGCAGTGGGTCGAGCGGGAAGGCGCCGACCGGCCCGTGCCGCGCGGCCACGCTGAGGAGATCGCAGTCGACGGCGAAGCAGACCCGGTGATCATCAAGCTAGGCGTGTGGGTATCCAACACCCGCGCGAGGCGGGACAAACTCACCGCGGAGCAGCTGAACGCGCTGCGGGGGCTCGGCATGGAATGGGCGGCGTAGAGGTAGTGGGAGGCCTGCGCCAGTTGCGCATGCCGGCGAAGCTGTGGAGTGGCAGGTGACGGATCCGTTTTCCCCGTGGCCGGTGGCCGGAGTCGTCCGGCTGGCCCCGCTGGCAGGTGAAACGACGATGTCCTTCGTGAACCGGCTGGCCGCTCGCTACAACGTCACCGTGACGGGCTTGTTGTCTGCGATGGCGGGCCCTGGCGTGCGTGGTGTCTGGGGAAGGGGCTGTCTCGTCGGCGAGGTGTTCCTGGCGTCCGCGGTGCGGCACCAGCTGGCCTCCCTCTGCCAGGTGTCGGAGTCGCATCTGTCCCGCGCGCTGCCTTCCTGGGATGAGGGCGCTGACGCGAAGGCGAACGGTGAGCAGCCGAACGTGCGCTTCGCCTCCGGCAGCGCGGTTCCTGCCGTCATGCTGGGATGCCGTCTGTGTACGGCGGCCCGGACAGGCGCTGCGTGTTCTGCCCGTCTGTACTCCGACCTGCGTTCGAGGATCTGCATCAGGCACCAGTGCTGGTCCCTCGACTCACTGGCGCTGGACAGAGTCACGCTGGTCGAAGGACAGGTGGGCCTCGCCGGGCTACCGGAGGTGATCCGTGCGCACCAGAGCCTTCTGCCGCTGCTGCGCCGTAAGGGCTCGTGCGAGAACGCTTTTGCCGTGGCCCAGGCGGTCGTTGCCTCCTGGTGGGATGTGCACTGGCGGGACGAGGTGCTCTGGCCGGCGCGTCTTGGCCGTGTCTGTGCCGATCTTCCCGAGGGTGAGGTAGCGGTGCTCGCCCGGGACGTGGTGACGTATCCGGAGGCTGTCGCGGTCACGACGGTTCTGTGTGACCGGTTGTGGCGACAACGCGTCTTGGAGGACACGCACGGTCAGATGCCGCACACGCTGGCCGAGGTTCCCCGTCTGCTGACCGAGTTGGCTCGCCGTCTGGGCCGCCCGTGGCTGGTGGAGCAGCTTGCCGCCTCCAGCGCAGGAGCATTGTTTGCCTGGGTGCGGGCGTGTGTGCGGCGGGAGCGCGGAGCAGTGCCCGAGGAAGATGTGTGGGCGGTTCCGGTCGCGCACCGGCCTCGTGGGCTTGCGGCGCAGGTGCGGGAGCTGCGTCTCCAGCACGCCGGCAATGCGCCGGTGGGAGGAAGTCTGTCCCGTGCGGAGCAGGCGTATCGGGTCGGCTTGGCACATGCCCATTCCT

>gi|83319253:1-5000 Mycoplasma capricolum subsp. capricolum ATCC 27343, complete genome

ATGAACCTAAACGATATTTTAAAAGAACTCAAACTAAGTTTAATAGCAAATAAAAATATTGATGAATCTGTGTATAACGACTATATTAAAACAATTAATATTTATAAAAAAGATTTATCTAATTATGTTGTTGTTGTTAAATCACAATTTGGCTTATTGGCTATAAAACAATTTCGTCCAACTATTGAAAATGAGATAAAAAAGATTTTAAAACAACCAGTAAATATTAGTTTTACATATGAACAAGAATATCAAAAACAATTAGAAAAAACTGAATCAATAAATAAAGATCATTCCGATATTATTAGTAAAAAAAATAAAAAAGTAAATGAAAATACATTTGAAAATTTTGTAATCGGTTCAAGTAATGAACAAGCTTTTATAGCAGTTCAAACAGTAAGTAAAAATCCTGGAATTTCTTATAATCCATTATTCATTTATGGTGAATCTGGAATGGGAAAAACTCATTTATTAAAGGCTGCAAAAAACTATATTGAATCTAATTTTTCTGATCTAAAAGTTAGTTATATGAGTGGTGATGAGTTTGCAAGAAAAGCAGTTGATATATTACAAAAAACTCATAAAGAGATTGAGCAATTTAAAAATGAAGTATGTCAAAATGATGTATTAATTATTGATGATGTTCAATTTTTAAGTTATAAAGAAAAAACTAATGAAATATTTTTTACTATTTTTAATAACTTTATAGAAAATGATAAACAGCTGTTTTTTTCAAGTGATAAATCTCCTGAATTATTAAATGGTTTTGATAATAGATTAATTACTAGATTTAATATGGGGTTAAGTATTGCTATTCAAAAACTAGATAATAAAACAGCAACAGCTATCATTAAAAAAGAGATTAAAAATCAAAACATTAAAACAGAAGTGACTAATGAAGCAATTAATTTTATTTCTAATTATTATTCAGATGATGTTAGAAAAATTAAAGGAAGTGTTTCAAGATTAAACTTTTGATCTCAACAAAATCCAGAAGAAAAAGTTATTACTATAGAAATAATTTCTGATCTATTTAGAGATATACCTACTTCAAAATTAGGTATTTTAAATGTTAAAAAAATTAAAGAAGTTGTTAGTGAAAAATATGGTATTTCAGTTAATGCTATTGATGGAAAGGCTAGAAGTAAATCAATTGTAACAGCAAGACACATAGCAATGTATTTAACAAAAGAAATTTTAAATCACACTTTAGCTCAAATTGGAGAAGAATTTGGTGGTAGAGACCACACAACAGTTATTAATGCTGAAAGAAAAATAGAAATGATGTTAAAAAAAGACAAACAATTAAAAAAGACTGTTGATATTTTAAAGAATAAAATTTTAACAAAATAATAAAAATAACTATTTTAAATCTATGTTTTTATAAGTTGTTCACAAATTAACCTCATAATAAGAATAATATTTTAGAAATAAATTATAGAAATAGAAATACAAAACATTCCTTAATTTAATTTAAATTAAATTAGAATAAAAAACTTATCTTAAAAGGAGTAATTATGAATTTTTCAATAAATAGAATCGTTTTATTAGATAATTTATCAAAAGCTGCCAAAGTAATTGATTATAAAAATGTAAATCCAAGCTTATCAGGTATTTATTTAAATGTTTTAAATGATCAAGTTAATGTTATTACTACTAGTGGTATACTTTCTTTTAAAAGTATTTTAAACAATCAAAATTCAGATTTAGAAGTTAAACAAGAAGGTAAAGTTTTATTAAAACCTAAATATGTTTTAGAAATGTTAAGAAGACTAGATGATGAATTTGTAGTATTTTCAATGGTTGAAGATAATGAATTAATTATTAAAACTAATAATTCAGATTTTAGTATAGGAGTTTTAAATTCAGAAGATTATCCTTTAATTGGGTTTAGAGAAAAAGGAATTGAATTTAATTTAAATCCTAAAGAAGTTAAAAAAACTATTTATCAAGTTTTTGTTTCAATGAATGAAAATAACAAAAAATTAATTCTTACAGGTTTGAATTTAAAACTAAATAATAATCAAGCAATTTTTTCAACAACTGATTCATTTAGAATTAGCCAAAAGATTTTAGAAATTCAAAGTGATAATAATGAAGATATTGACATAACAATTCCTTTTAAAACTGCTTTAGAATTACCTAAGTTATTAGATAATGCTGAAAATTTAAAAATTATAATTGTTGAAGGATATATTACGTTTATAATTGATAATGTTATTTTTCAATCTAATTTAATTGATGGGAAATTTCCAAATGTTCAAATTGCTTTTCCAACAAAATTTGAAACTATCATTACAGTGAAACAAAAATCAATTTTAAAAGTTTTGTCAAGATTTGATTTAGTAGCAGATGATGGTTTACCAGCAATTGTAAATATTAAAGTTAATGAAGATAAAATTGAGTTTAAGAGTTTTATTTCAGAAGTTGGAAAGTATGAAGAAGACTTTGATGATTTTGTAATTGAGGGAAACAAAAGTTTATCAATTAGTTTTAATACAAGATTTCTAATTGATGCAATTAAAACTTTAAGTGAGGATAGAATTGAATTAAAACTAATTAATTCAACTAAACCAATTGTGATTAATAATGTTTATGATGAACACTTAAAACAAGTAATTCTTCCAACCTTTTTATCAAATTAGTCCACTTAGTGGATTTTTCTTTTTAAAATAAGTATTATGAGTAAAATTAAACAAATTATAATTGTTGAAGGCAAAACAGATTCTGATAAATTAAAACGTATTTATGGAAACGATTTAAAAACTATTCAAACAAAAGGGTTAAGTATAAATAAAAAGACTTTAGAAATGATTAAAGAATTTAACAATAAAACAGGAGTAATTATTTTTACCGATCCAGATGGAGCTGGTAAAAAAATAAGACAAACTATTATAGATTATTTAGATAATAAAGTTTTAAATGCTTTTATTAAAAAAGATGATATAAGTAAAACTAGTAAAAAAGTCGGAATTGCTGAAGCTAGTGATGATGCTATTAAAAAGGCTTTAGATAATCTAATTATTTATGATAAAAATAATGTTTCTTTAAGTTGAACTGATTATATAAATAATAATTTTTATTTAAAATCAAATAGGATAGTTATTTGTAAATATTTTAATTTTGATAATAACATTAGTTCTAAAACTTTATTTAAATGATTAAATTGAATGAATGTTTCAATTGATGATATTAAAAAAATAATAGGTGAATATGAAAGCTAAAAAATATTATGGACAAAACTTTATTTCTGATTTAAATTTAATCAATAAAATTGTTGATGTTTTAGATCAAAATAAAGATCAATTAATTATTGAAATTGGTCCAGGAAAAGGTGCTTTAACTAAAGAGTTAGTTAAAAGATTTGATAAAGTTGTAGTTATTGAAATTGATCAAGATATGGTTGAAATTTTAAAAACCAAATTTAATCATTCAAATTTAGAAATTATTCAAGCTGATGTTTTAGAAATTGATTTAAAACAACTAATAAGTAAGTATGATTATAAAAATATAAGTATTATTTCAAATACACCTTATTATATAACTAGTGAAATTTTATTTAAGACTTTACAAATTAGTGATTTACTTACAAAAGCTGTTTTTATGTTGCAAAAAGAAGTTGCTTTAAGAATTTGTAGTAATAAAAATGAAAATAATTATAACAACCTTTCTATTGCATGTCAGTTTTATAGTCAAAGAAACTTTGAGTTTGTAGTTAATAAGAAAATGTTTTATCCAATTCCTAAAGTTGATTCAGCAATTATTAGTTTAACTTTTAATAATATTTATAAAAAACAAATTAATGATGATAAAAAATTTATCGAATTTGTTAGAACACTTTTTAATAATAAAAGAAAAACTATTTTAAATAATTTGAATAATATTATTCAAAACAAAAATAAAGCATTAGAATATTTAAAGATGTTAAATATTAGTAGCAATTTAAGACCAGAACAACTAGATATAGATGAATATATAAAATTATTTAACCTAATCTATATTAGTAATTTTTAAATTTATATAATCAAAATATAGGCAAAACTAGTTAAAAACAAAAGGACTGAATTTATGATTAGTGATTTTAATAATCAAGAAATAACCTTAGAAGATTTAGAGCAAAATAATGTTAAGTTAAAAGAAGGTAAAGCTAAAGTTCAATTCTTAATGAGATTTTCTCTAGTTTTTTCTAATATTTTTACTCATATTTTTTTATTTTTATTAATTATTGTTAGTGGATTATTTTTTGGATTGCGTTACACATATTATAATTACAAAATCGATTTAATTACTAATGTTTATAAGATAAAACCTTCTATTCCTAAATTAAAAGAAATATATAAAGAAGTTCTTGAAGTAGTTGATGAAGTTAAAAGAGAAACAGATAAAAATTCAGAAGATAGTTTAATTAATAAAATTGATGAAATTAGAGGAATTGTAAAAGAAGTTACTAATATAGCTAAAGAGTTTGATGAAAAGAGTAAAGAAGTTAAGCCTAAAGTAGAAAAAGTAATTCAAGAAGGTAAACAAGTGACTAGTAATTTAGATAAAATTACTAAAGAAATACAAGCATTACAAGTTAATGGGAATGGATTGGCAAGTAGAGTAAGAAGAAGCTTAACAGGTGATATAAATACCATAACCAACCTTGCCAATAATATAGATTTCGATTTTAATTCAGTTAAGGAATCTATAGAAAAAATTACTGGATTAGCTCAACAAATATCTAAAGAAGGTAAATCTATAACTAAAAATGTTGAAGAAATAAAAAACGAAGTTGAATACTTTACAGGCAAGAGTAAAGAACCTTTAAAAGACATTGACAAAATAAAACAAATATATGACAAAAAAATTCCTATATTTGAAAAAAATAATAAAAAGTTACAAGAAATTTGAAATAAATTAATGGGAATTTATAACGAATTTACAGTAAAAGAAACTAAAAAAGATTATTACAATTATGTTATTTATATATTATTATTTTTAATAATTGACTCACTAAT

2. Częstość występowania słów w DNA.
Chcesz określić czy niektóre czteronukleotydowe sekwencje (słowa) obecne w podanej sekwencji występują losowo czy są nadreprezentowane (a zatem mogą mieć jakieś znaczenie funkcjonalne).

GAAGTCGTAACTTTATTAGAGATTTAGGTACTCATTCATTGTGCGAAGCGAAAGTATTACTTATATATGACACTTTACAACACGGGGTTCAAACGCGATGATTTGAGATTCATTTAGACAGTATTTGTTTCGATAAACGAAAGAAGTCAGAGGTTAACTGGTTAGTAAAAATCTACAAATCCGAGATCACTTGATTGGAAGAACTTTAATATTACGCGGCATTTAAGTTGAGACGATATTGAGTTAAGAAATCCATGTACAATACCGTAAATAAAAATGTTTAGCTTCTAATTCACCCAAAACATTTCTTCAGAGAACACCAGTCTTCTGGTAAGAGGCCTAAACATACACAATAGCTTTTCTAGCTCAAGGCAAGGAGCGATATTTTATACGTATAATAATGCTGTATTGTTAAACTTAATACTAATTATAGGCTGAGAACGTATTACATAAGTTTGAGATGAGCATTATTACAAACTAACCGATAAGCGTTAGACGCGAAGCAATCCACCTTGTGATATGAATCACCTACTCGACTTGGACAAAGGTTTCCATTTTGTTCCAACATTAATTATACCGGCAGGATTTAGCTGAGATTACTTCGTGATTTTGTTAAGATTAATAGGTTGAGA

1. Wejdź na stronę:

http://malawimonas.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/
http://bioinfo.nhri.org.tw/gui/
http://www.compbio.ox.ac.uk/analysis_tools/EMBOSS/main.html
http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/
http://anabench.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/ 

i wybierz program NUCLEIC COMPOSITION -> compseq
2. W oknie Word size to consider (e.g. 2=dimer) (integer) wpisz 4, aby obliczyć ile jest poszczególnych słów czteroliterowych w podanej sekwencji. W oknie Calculate expected frequency from sequence? Wybierz Yes. W oknie Display the words that have a frequency of zero? wybierz No

3. Zapisz uzyskany wynik w pliku i otwórz w programie Excel używając jako separatorów tabulacji i/lub spacji.

4. Posortuj malejąco słowa czteroliterowe ze względu na Obs/Exp Frequency.

5. Jakie słowa występują częściej niż należało tego oczekiwać ze składu nukleotydowego sekwencji. Które słowa występują dwukrotnie częściej niż należałoby tego oczekiwać w sekwencji losowej o tej samej długości i składzie? Jakiego słowa jest najwięcej? Czy występuje ono częściej niż należało tego oczekiwać?

6. Sam policzy częstości obserwowane i oczekiwane dla wybranego słowa. W tym celu potrzebujesz skład nukleotydowi, dlatego ponownie wybierz program compseq, a w oknie Word size (integer) wpisz 1, aby obliczyć ile jest poszczególnych nukleotydów w podanej sekwencji.

7. Ile jest wszystkich możliwych słów czteroliterowych utworzonych z czterech nukleotydów? Wskazówka: dwunukleotydów jest 16, trzynukleotydów (tripletów, kodonów) jest 64.

3. Obliczanie używalności kodonów genów i przeprowadzanie odwrotnej translacji.

Chcesz w wyniku transformacji genetycznej wprowadzić do komórki Escherichia coli gen pochodzący od rzodkiewnika kodujący auxin response factor 5. Zależy Ci na wydajnej ekspresji tego genu i uzyskaniu dużej ilość jego produktu. Na ekspresję tego genu (tempo translacji) ma wpływ m.in. używalność kodonów synonimicznych, którym odpowiada odpowiedni izoakceptorowy tRNA. Im więcej danego tRNA posiada dany kodon tym szybsza translacja. Jednakże używalność kodonów (a zatem i ilość odpowiednich izoakceptorowych tRNA) u rzodkiewnika i E. coli może się różnić. 

>gi|2982221:218-2926 Arabidopsis thaliana transcription factor (MP) mRNA, complete cds

ATGATGGCTTCATTGTCTTGTGTTGAAGACAAGATGAAAACCAGTTGTTTGGTTAATGGTGGAGGAACTATAACAACAACAACATCTCAATCTACCTTGCTTGAAGAGATGAAGCTGTTGAAAGACCAGTCAGGTACAAGAAAGCCGGTAATAAACTCGGAGCTATGGCACGCTTGTGCAGGCCCTTTGGTGTGTCTCCCTCAAGTTGGGAGCTTAGTGTATTACTTCTCACAAGGTCATAGCGAGCAGGTTGCTGTTTCAACCAGAAGATCAGCAACAACACAAGTTCCTAATTATCCGAACCTTCCATCTCAGTTGATGTGTCAAGTCCATAATGTTACTCTTCATGCTGACAAAGACAGTGACGAAATCTATGCTCAGATGAGTCTTCAACCTGTTCACTCTGAGAGAGATGTGTTCCCTGTACCAGACTTTGGAATGCTGAGAGGAAGTAAGCACCCGACTGAGTTTTTCTGCAAAACACTTACTGCAAGTGACACAAGCACACATGGAGGTTTCTCAGTGCCACGTAGAGCTGCAGAGAAGCTATTTCCACCATTGGATTACTCAGCACAGCCGCCAACGCAAGAGCTTGTAGTTCGAGATCTTCATGAGAATACTTGGACATTTCGCCATATCTACCGAGGGCAACCAAAGAGACATCTCCTAACTACAGGATGGAGTTTGTTCGTTGGATCGAAGAGATTGAGAGCTGGGGATTCTGTTTTGTTCATCAGGGATGAGAAGTCACAACTTATGGTCGGTGTTAGGCGTGCCAATCGCCAACAAACAGCACTTCCTTCATCAGTTCTCTCAGCGGATAGTATGCACATCGGTGTTCTTGCTGCTGCTGCTCACGCAACCGCCAACCGTACTCCTTTTTTGATATTCTATAATCCAAGAGCTTGTCCAGCAGAGTTCGTGATCCCTCTAGCTAAGTACCGTAAGGCGATATGCGGGTCTCAGCTCTCAGTTGGTATGAGATTTGGAATGATGTTTGAAACTGAAGATTCCGGGAAACGAAGGTACATGGGAACTATTGTTGGAATCAGCGATTTGGATCCGTTGAGATGGCCTGGTTCTAAGTGGCGTAACCTTCAGGTAGAATGGGATGAGCCTGGATGTAATGATAAACCTACTCGGGTCAGTCCATGGGATATCGAAACACCTGAAAGTCTCTTCATTTTTCCTTCTCTGACCTCAGGACTCAAACGTCAGCTCCATCCATCTTACTTTGCTGGTGAAACTGAATGGGGTAGCTTGATAAAACGGCCACTTATACGTGTTCCTGATTCCGCGAATGGGATTATGCCATATGCATCTTTCCCTAGTATGGCTTCGGAGCAGCTTATGAAAATGATGATGAGGCCTCACAACAACCAAAATGTACCATCTTTCATGTCTGAGATGCAGCAGAATATTGTAATGGGGAATGGAGGTTTGCTAGGAGATATGAAGATGCAGCAACCCCTGATGATGAACCAGAAATCTGAGATGGTGCAGCCACAAAACAAGCTAACAGTGAACCCATCTGCTTCTAATACGAGTGGCCAAGAACAGAATCTTTCACAGAGTATGAGTGCTCCTGCTAAACCTGAGAACTCTACACTCTCTGGTTGCAGCTCTGGTAGAGTCCAACATGGACTTGAGCAGTCAATGGAACAGGCAAGCCAGGTTACTACATCCACAGTGTGTAATGAGGAAAAGGTTAATCAGCTACTTCAGAAACCGGGTGCTTCGTCGCCTGTACAAGCTGATCAATGTCTTGACATTACTCATCAGATTTACCAACCACAGTCTGATCCAATAAATGGATTCTCTTTCCTGGAAACTGATGAGCTGACATCACAAGTCTCTTCCTTCCAGTCTCTTGCCGGATCATACAAGCAACCATTCATTCTATCCTCCCAGGATTCTTCAGCTGTTGTGTTACCGGATTCCACAAACTCACCGCTGTTTCATGATGTGTGGGACACTCAGTTGAACGGTCTCAAGTTTGACCAGTTCAGTCCCTTGATGCAGCAGGACCTTTATGCTAGTCAGAATATCTGTATGAGTAATAGCACAACCAGTAACATTCTAGATCCTCCACTCTCAAACACAGTCCTTGATGACTTCTGTGCCATCAAAGACACTGATTTCCAGAACCACCCTTCTGGTTGTTTGGTTGGAAACAACAACACTAGCTTTGCTCAAGATGTCCAGTCGCAGATCACATCAGCTAGCTTTGCAGACTCACAGGCCTTCTCTCGCCAAGATTTTCCAGATAATTCTGGAGGCACTGGTACATCTTCAAGCAATGTTGATTTTGATGATTGTAGTCTGCGGCAAAATAGTAAAGGCTCATCATGGCAGAAAATTGCGACACCCCGCGTCCGAACCTACATTAAGGTTCAAAAAACCGGGTCAGTCGGGAGATCAATTGATGTCACAAGCTTTAAAGACTACGAGGAGCTAAAATCTGCTATCGAATGCATGTTTGGATTGGAAGGACTACTAACTCACCCACAAAGCTCGGGTTGGAAGCTTGTATATGTTGATTATGAGAGTGATGTTCTGCTTGTAGGAGATGATCCATGGGAAGAGTTTGTGGGATGCGTAAGGTGCATAAGGATATTGTCGCCAACTGAGGTCCAGCAGATGAGTGAAGAAGGGATGAAGCTTTTGAACAGCGCAGGCATTAACGATCTTAAGACTTCTGTTTCATAA
1. W oparciu o program GCUA: http://gcua.schoedl.de/seqoverall_v2.html porównaj używalność kodonów (wyrażoną jako relative adaptiveness, tzn, że najczęściej używany kodon kodujący dany aminokwas ma przypisaną wartość 100) w podanym genie z używalnością kodonów w genach E. coli. W oknie originating organizm wybierz Arabidopsis thliana, a w oknie Codon usage table to apply wybierz Escherichia coli. Wklej sekwencje do odpowiedniego okna.
- Określ, które kodony kodujące np. argininę trzeba pozmieniać, na jakie w oryginalnym genie, aby uzyskać używalność kodonów synonimicznych E. coli. Jaki kodon kodujący argininę jest najczęściej używany u rzodkiewnika, a jaki u E. coli?

- Na stronie http://gcua.schoedl.de/compare_v2.html porównaj ze sobą tablice używalności kodonów różnych gatunków, aby zobaczyć jak wygląda różnica w używalności kodonów między różnymi gatunkami. W oknach Codon usage table #1 wybierz jakiś organizm, a w oknie Codon usage table #2 wybierz jakiś inny.
2. Przy pomocy programu NUCLEIC TRANSLATION ->  backtranseq na stronie:

http://malawimonas.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/
http://bioinfo.nhri.org.tw/gui/
http://www.compbio.ox.ac.uk/analysis_tools/EMBOSS/main.html
http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/
http://anabench.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/
przetłumacz podaną poniżej sekwencję aminokwasową genu kodującego auxin response factor 5 na sekwencję nukleotydową zakładając używalność kodonów E. coli. W oknie Select a codon usage table wybierz Eecoli.cut. Zapisz powstałą sekwencję do dalszych analiz.

>gi|2982222|gb|AAC60794.1| transcription factor [Arabidopsis thaliana]

MMASLSCVEDKMKTSCLVNGGGTITTTTSQSTLLEEMKLLKDQSGTRKPVINSELWHACAGPLVCLPQVGSLVYYFSQGHSEQVAVSTRRSATTQVPNYPNLPSQLMCQVHNVTLHADKDSDEIYAQMSLQPVHSERDVFPVPDFGMLRGSKHPTEFFCKTLTASDTSTHGGFSVPRRAAEKLFPPLDYSAQPPTQELVVRDLHENTWTFRHIYRGQPKRHLLTTGWSLFVGSKRLRAGDSVLFIRDEKSQLMVGVRRANRQQTALPSSVLSADSMHIGVLAAAAHATANRTPFLIFYNPRACPAEFVIPLAKYRKAICGSQLSVGMRFGMMFETEDSGKRRYMGTIVGISDLDPLRWPGSKWRNLQVEWDEPGCNDKPTRVSPWDIETPESLFIFPSLTSGLKRQLHPSYFAGETEWGSLIKRPLIRVPDSANGIMPYASFPSMASEQLMKMMMRPHNNQNVPSFMSEMQQNIVMGNGGLLGDMKMQQPLMMNQKSEMVQPQNKLTVNPSASNTSGQEQNLSQSMSAPAKPENSTLSGCSSGRVQHGLEQSMEQASQVTTSTVCNEEKVNQLLQKPGASSPVQADQCLDITHQIYQPQSDPINGFSFLETDELTSQVSSFQSLAGSYKQPFILSSQDSSAVVLPDSTNSPLFHDVWDTQLNGLKFDQFSPLMQQDLYASQNICMSNSTTSNILDPPLSNTVLDDFCAIKDTDFQNHPSGCLVGNNNTSFAQDVQSQITSASFADSQAFSRQDFPDNSGGTGTSSSNVDFDDCSLRQNSKGSSWQKIATPRVRTYIKVQKTGSVGRSIDVTSFKDYEELKSAIECMFGLEGLLTHPQSSGWKLVYVDYESDVLLVGDDPWEEFVGCVRCIRILSPTEVQQMSEEGMKLLNSAGINDLKTSVS

3. Aby porównać oryginalną i nowo utworzoną sekwencję nukleotydową skorzystaj z programu: ALIGNMENT GLOBAL ->  needle na stronie: 

http://malawimonas.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/
http://bioinfo.nhri.org.tw/gui/
http://www.compbio.ox.ac.uk/analysis_tools/EMBOSS/main.html
http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/
http://anabench.bcm.umontreal.ca/html/EMBOSS/.

W Matrix file wybierz default, w Gap opening penalty wpisz 100, a w Gap extension penalty  wpisz 10. Odpowiedz:

- W ilu procentach różnią się te sekwencje?

4. Poszukiwanie ORFów programem ORF finder.

W oparciu o program na stronie http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html poszukaj w podanej sekwencji otwarte ramki odczytu (ORFy, Open Reading Frames).

>sekwencjadoanalizy
GACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTCAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGTTACGGCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAAAACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGTTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCGATTTCCATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAGATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGTGAAACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGTGGTTATGCCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTATCGTGCGGTGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCCTGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACGGCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATGGTCAGGTCATGGATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAACAACTTTAACGCCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTACGGCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTGAAACCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGATGATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGAGCGAACGCGTAACGCGAATGGTGCAGCGCGATCGTAATCACCCGAGTGTGATCATCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGCTGTATCGCTGGATCAAATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGGATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTACCTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAGTTCCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATAGCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAGTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGGATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATCCCGACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCGAATTGAATTATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCAACAGCAACTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGACGGTTTCCATATGGGGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCGGTCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAATAATAACCGGGCAGGCCATGTCTGCCCGTATTTCGCGTAAGGAAATCCATTATGTACTATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGGTTTATTCTTTTTCTTTTACTTTTTTATCATGGGAGCCTACTTCCCGTTTTTCCCGATTTGGCTACATGACATCAACCATATCAGCAAAAGTGATACGGGTATTATTTTTGCCGCTATTTCTCTGTTCTCGCTATTATTCCAACCGCTGTTTGGTCTGCTTTCTGACAAACTCGGGCTGCGCAAATACCTGCTGTGGATTATTACCGGCATGTTAGTGATGTTTGCGCCGTTCTTTATTTTTATCTTCGGGCCACTGTTACAATACAACATTTTAGTAGGATCGATTGTTGGTGGTATTTATCTAGGCTTTTGTTTTAACGCCGGTGCGCCAGCAGTAGAGGCATTTATTGAGAAAGTCAGCCGTCGCAGTAATTTCGAATTTGGTCGCGCGCGGATGTTTGGCTGTGTTGGCTGGGCGCTGTGTGCCTCGATTGTCGGCATCATGTTCACCATCAATAATCAGTTTGTTTTCTGGCTGGGCTCTGGCTGTGCACTCATCCTCGCCGTTTTACTCTTTTTCGCCAAAACGGATGCGCCCTCTTCTGCCACGGTTGCCAATGCGGTAGGTGCCAACCATTCGGCATTTAGCCTTAAGCTGGCACTGGAACTGTTCAGACAGCCAAAACTGTGGTTTTTGTCACTGTATGTTATTGGCGTTTCCTGCACCTACGATGTTTTTGACCAACAGTTTGCTAATTTCTTTACTTCGTTCTTTGCTACCGGTGAACAGGGTACGCGGGTATTTGGCTACGTAACGACAATGGGCGAATTACTTAACGCCTCGATTATGTTCTTTGCGCCACTGATCATTAATCGCATCGGTGGGAAAAACGCCCTGCTGCTGGCTGGCACTATTATGTCTGTACGTATTATTGGCTCATCGTTCGCCACCTCAGCGCTGGAAGTGGTTATTCTGAAAACGCTGCATATGTTTGAAGTACCGTTCCTGCTGGTGGGCTGCTTTAAATATATTACCAGCCAGTTTGAAGTGCGTTTTTCAGCGACGATTTATCTGGTCTGTTTCTGCTTCTTTAAGCAACTGGCGATGATTTTTATGTCTGTACTGGCGGGCAATATGTATGAAAGCATCGGTTTCCAGGGCGCTTATCTGGTGCTGGGTCTGGTGGCGCTGGGCTTCACCTTAATTTCCGTGTTCACGCTTAGCGGCCCCGGCCCGCTTTCCCTGCTGCGTCGTCAGGTGAATGAAGTCGCTTAAGCAATCAATGTCGGATGCGGCGCGACGCTTATCCGACCAACATATCATAACGGAGTGATCGCATTGAACATGCCAATGACCGAAAGAATAAGAGCAGGCAAGCTATTTACCGATATGTGCGAAGGCTTACCGGAAAAAAGACTTCGTGGGAAAACGTTAATGTATGAGTTTAATCACTCGCATCCATCAGAAGTTGAAAAAAGAGAAAGCCTGATTAAAGAAATGTTTGCCACGGTAGGGGAAAACGCCTGGGTAGAACCGCCTGTCTATTTCTCTTACGGTTCCAACATCCATATAGGCCGCAATTTTTATGCAAATTTCAATTTAACCATTGTCGATGACTACACGGTAACAATCGGTGATAACGTACTGATTGCACCCAACGTTACTCTTTCCGTTACGGGACACCCTGTACACCATGAATTGAGAAAAAACGGCGAGATGTACTCTTTTCCGATAACGATTGGCAATAACGTCTGGATCGGAAGTCATGTGGTTATTAATCCAGGCGTCACCATCGGGGATAATTCTGTTATTGGCGCGGGTAGTATCGTCACAAAAGACATTCCACCAAACGTCGTGGCGGCTGGCGTTCCTTGTCGGGTTATTCGCGAAATAAACGACCGGGATAAGCACTATTATTTCAAAGATTATAAAGTTGAATCGTCAGTTTAAATTATAAAAATTGCCTGATACGCTGCGCTTATCAGGCCTACAAGTTCAGCGATCTACATTAGCCGCATCCGGCATGAACAAAGCGCAGGAACAAGCGTCGCATCATGCCTCTTTGACCCACAGCTGCGGAAAACGTACTGGTGCAAAACGCAGGGTTATGATCATCAGCCCAACGACGCACAGCGCATGAAATGCCCAGTCCATCAGGTAATTGCCGCTGATACTACGCAGCACGCCAGAAAACCACGGGGCAAGCCCGGCGATGATAAAACCGATTCCCTGCATAAACGCCACCAGCTTGCCAGCAATAGCCGGTTGCACAGAGTGATCGAGCGCCAGCAGCAAACAGAGCGGAAACGCGCCGCCCAGACCTAACCCACACACCATCGCCCACAATACCGGCAATTGCATCGGCAGCCAGATAAAGCCGCAGAACCCCACCAGTTGTAACACCAGCGCCAGCATTAACAGTTTGCGCCGATCCTGATGGCGAGCCATAGCAGGCATCAGCAAAGCTCCTGCGGCTTGCCCAAGCGTCATCAATGCCAGTAAGGAACCGCTGTACTGCGCGCTGGCACCAATCTCAATATAGAAAGCGGGTAACCAGGCAATCAGGCTGGCGTAACCGCCGTTAATCAGACCGAAGTAAACACCCAGCGTCCACGCGCGGGGAGTGAATACCACGCGAACCGGAGTGGTTGTTGTCTTGTGGGAAGAGGCGACCTCGCGGGCGCTTTGCCACCACCAGGCAAAGAGCGCAACAACGGCAGGCAGCGCCACCAGGCGAGTGTTTGATACCAGGTTTCGCTATGTTGAACTAACCAGGGCGTTATGGCGGCACCAAGCCCACCGCCGCCCATCAGAGCCGCGGACCACAGCCCCATCACCAGTGGCGTGCGCTGCTGAAACCGCCGTTTAATCACCGAAGCATCACCGCCTGAATGATGCCGATCCCCACCCCACCAAGCAGTGCGCTGCTAAGCAGCAGCGCACTTTGCGGGTAAAGCTCACGCATCAATGCACCGACGGCAATCAGCAACAGACTGATGGCGACACTGCGACGTTCGCTGACATGCTGATGAAGCCAGCTTCCGGCCAGCGCCAGCCCGCCCATGGTAACCACCGGCAGAGCGGTCGAC
1. Wklej sekwencję i wybierz 11 Bacterial Code.

2. Jako minimalną długość ramki wybierz 300 i naciśnij Redraw. Odpowiedz na pytania:

- Ile jest ORFów dłuższych niż 300 nukleotydów?

- Ile ORFów zachodzi na najdłuższy ORF?

- Ile ORFów jest ułożonych w tandemie (na tej samej nici, jeden za drugim, w tej same fazie odczytu)?

3. Skopiuj sobie położenia i długości czterech najdłuższych ORFów.

4. Kliknij na zielony kwadracik drugiego ORFu o długości 1254 bp (tuż za kolumną Frame) i naciśnij przycisk Alternative Initiation Codons. 

- Co się zmieniło jeśli chodzi o położenie ORFu i jego długość? (Możesz ponownie nacisnąc na przycisk ATG Initiation codon.)

- Dlaczego tak się dzieje? 

- Jakie nowe kodony zostały podświetlone na zielono?

5. Kliknij na pozostałe cztery najdłuższe ORFy.

- Czy też zmieniło się ich położenie i długość, jeśli zmieniałeś kodony inicjacyjne?

6. Kliknij na najdłuższy ORF (prostokąt) i kliknij przycisk Accept.

7. Wybierz 3 Fasta protein i naciśnij View – skopiuj tę sekwencję.

8. Przeprowadź poszukiwanie programem BLASTP (wejdź na główną stronę tego programu, np. klikając na łącze w pasku powyżej, jak organizm wybierz Escherichia coli) i dowiedz się, co to za białko.

5. Poszukiwanie sekwencji kodujących białko w genomie prokariotycznym programami GeneMark i Glimmer.

1. Przeprowadź poszukiwanie ORFów w sekwencji z poprzedniego zadania przy pomocy następujących programów zapamiętując położenia znalezionych ORFów:

- Glimmer: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/glimmer_3.cgi (wybierz Topology: linear, wklej sekwencję w formacie FASTA)

- GeneMark: http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/heuristic_hmm2.cgi (wybieramy tu Heuristic Approach zakładając, że nie wiemy, z jakiego organizmu pochodzi sekwencja; możesz również spróbować skorzystać z programu wytrenowanego dla Escherichia coli: http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/gmhmm2_prok.cgi.) Zaznacz Generate PDF graphics (screen) i oglądnij wynikowy plik po analizie.

2. W bazie nukleotydowej NCBI znajdź wpis J01636 (jest to sekwencja, którą analizowałeś) i zbierz położenia adnotowanych w nim genów. Porównaj je z położeniami znalezionymi przez Ciebie programami GeneMark, Glimmer i ORF Finder. Czy są jakieś różnice? Czego one dotyczą i z czego one wynikają?

6. Poszukiwanie sekwencji kodujących białko w genomie eukariotycznym.

>sek_do_analiz

AAGCTTCGTAAGCACCTCTCGCGGCACGAAAGCCAGCGCTGCCTAGGCGCCGCCCGGCGCGAGGCTCTCACCTCTGCCAAGAAGCGCACCGGCCCAGCAGCTGCCGGGGGGACTCCAGCACCGCGCCGGGCCATGGACCCGCCATGAGTCAGCTGGCGCGACCGCGGACAGAGCTTCCCACCACGCCCTTCCCCGCCTTTGGCCAGCCTTTGCCGTATGTTCTGGACTAAGCGCACCCCAGCTCTCACTGTATTGGACTGTGTACTCCCACACTCAACCATATTACTTATCTCTGTGCCACCCTAACCCAGCCGACCAAACCCAAGATTGGTGATTGCTACCTGATCAATCTCCCTCTCTCCATTTCCTTGTGACTACCATTTTATCTCTACTGCTACTACCCTCATTCAAGTCACCATTCTAGCTAGCCTGGGTCATTGCCAACAGTCATTTTTCTGGTTCTTCGGCCTGCTGTTTTTCCTCCCACTCCCAGCGAATCTGCTGGACTCCCTATCCTATGGGTGGTGTGATTAAAGTGTTTGAGACAATGGCCCCTTCCCCTGCCACTGACAGGAGTCTTGAGTCATTAGGGTTGAGTTCTGTTTGACACTCCTAATCCCAAGGACACTGGAGATCATTATTCATTTTAATGTGATTGCTGATTTCTGTTTCCCCAGTCTTGTAGCTCCTTAAAGGCTGGGGTGTCTTGAGCAGAGCTAACCTCTGCACCTACTATAGGTCCAGGCTATAGTATGGACCTGGCTGGATAAGACTGTTGGTATCATAGTTGGGACTTGCGCCAAGCTCCGGATACCCAGACTGTCAGATGAGAACAAATTCCTCATGTCACCGTAAGATACATTTACAGCGGAGTTTTCTTTTGGGCCTTTGTTGTTTCGTCGCTACAGCAAACTTTACGGTGAAAAAAGGTAGGGGTCTACGGCAGCAGCAGGGCAGCCCTGGAGCTGTCGCTGGAGTCCGATCATGTGATCTTCAACATGGCGACGCTCTTGGTTCCCTACAGAAAGGGGCGGAGCCTGGACTGGGGGGCAGGCTCAGATTCAGGTTAAATTGTGGATTGAGCTCGCAGTTACAGACAGCTGACCATGGAAGCGAATGGGTTGGGGTGAGTTCTCCAGAGCACGCGGTGTGGCTAGCCGGGCTTCTAATTTGAGTCTTCCAACTCAGGACTCTATCCCTCTACTCCCCTTTCCCCACCCTGGAGAACCTCCCAACCTGAACTCCGTTAGCTGGATCCTGAATCCTAAAACCATGGATTTTTGAGATGTTCATCCCAGGGCCTTAATTCAAGGGATGCCTCAGGATTTCCAACCAGGATCTTCATTCTGGGACCATCAACTCTGATCCCTCTTTATCCCCCAGCCTGGGTATTTCTCAGCCCCTGAACCAGCCCAGTGACATTTCCCGGTTTCTGAGGCTCACTAGTTCGAAGACCCCCAAACTATCCTTAGTGGGCCTTCATTCCCTCCCCCCAGTCCCTCTGGTTGCTTCGAGCTTGGAAGAGTAGAGACTAAGTGGAGGGAAGAGGCCCCAGGGCGGGCCCTTCTGGAGTTTGTGCACTGATAGGCAGAGAGGAGGCGGAACGGGCGGAAAGCCAGGGTTTGGGAGCTGGCCTGGAGGAGGTAGGATAGCGGTCCTGGACTGAATCGGCCTTATGAACCCGCGCTTTCCCCAGCCGTCCAACGTAGCATACTGACACCTACCCCCACCCCCACCTGATCGCCAGACCTCAGGGTTTTCCGGAGCTGAAGAATGACACATTCCTGCGAGCAGCCTGGGGAGAGGAAACAGACTACACTCCCGTTTGGTGCATGCGCCAGGCAGGCCGTTACTTACCAGGTAAGAGTCAGGGTCTGGAAATCTAGATAAAACTCCGGAGGAGAAAAGTTTTCGAGGGGCAGGGGAGGGCTCTGGAGGGCCTCAAGGCTGAGCCCTGTCTTCCCTCTGTATGCAGAGTTTAGGGAAACCCGGGCTGCCCAGGACTTTTTCAGCACGTGTCGCTCTCCTGAGGCCTGCTGTGAACTGACTCTGCAGGTGAGGGGTCCACAAAAGAGGGAAAGATTTATGCCTTCAGTCTGCCACCTAGCAACCTGTCTCCTGTTTCCTACAGCCACTGCGTCGCTTCCTTCTGGATGCTGCCATCATTTTCTCCGACATCCTTGTTGTACCCCAGGTACCCACTCAAACCTGATCCTAGAATATAATCCAAGGACGCCTTGAAAATCCTTCTATCAGTCCAGTCAAGGTTTACAATAAGCACTTATCCTAACTGGATCGAGGGAAAAACTAAGGTTGAAAGAAATGGAGTTTGGCAGAGTTTTATTCTCCTTTTCCTTCCTCCTGGAATGAGCTGAACAGAACCTTTCCTCCTGGATTCCATTTTGGGAACCCAGATGTTTTCTCCCCCTCCAGGCACTGGGCATGGAGGTGACCATGGTACCTGGCAAAGGACCCAGCTTCCCAGAGCCATTAAGAGAAGAGCAGGACCTAGAACGCCTACGGGATCCAGAAGTGGTAGCCTCTGAGCTAGGCTATGTGTTCCAAGCCATCACCCTTACCCGACAACGACTGGCTGGACGTGTGCCGCTGATTGGCTTTGCTGGTGCCCCAGTAATGTGGGACAGGGCAGGGACTCGGGGCGCGGGGAGATCACTCTGGAAGGTCTGGGGTAGACAAAAGGAAGGGTCAGTCTGGCTTCTGTGACACCATCTTTCTATCCTTCTCTAGTGGACCCTGATGACATACATGGTTGAGGGTGGTGGCTCAAGCACCATGGCTCAGGCCAAGCGCTGGCTCTATCAGAGACCTCAGGCTAGTCACCAGCTGCTTCGCATCCTCACTGATGCTCTGGTCCCATATCTGGTAGGACAAGTGGTGGCTGGTGCCCAGGTGAGTCCTGAGAGAGAGAGAAATAGGCTGGGATTTGGTCTGTAAGGCCGAGAAGCAAGAGTGTCCTAAACCTGAGAGGGCAGGGGTCTTAATGCTAGGGATGAAAGAACCTTGGCCTCCAGTGATCTAGCTGAGCAGCCAAGCCCATCCTGACACTGACAGTGGGGCTTAATGCTCTAAGTATTCAGACACCAAAGTTAGTGCTGGGATCTGAGGAAAGTAAATTTTTTTTTTTTTAATTACTGGGTTTTTAGGGTCAGGCAGTATCAGGGATTGAAGTCATTTGGGGAAAATTGAGGTGGATTTTGTATGTGGGGGAAACTTCCTCTTTGTGTGTTACATATTTTTCTTCACCATACCCTAACTAGGCATTGCAGCTGTTTGAGTCCCATGCAGGGCATCTTGGCCCACAGCTCTTCAACAAGTTTGCACTGCCTTACATCCGTGATGTGGCCAAGCAAGTGAAGGCCAGGTTGCGGGAGGCAGGCCTGGCACCAGTGCCCATGGTGAGGATTGGGATGGGTTGAGTGAAGGTGGTCCTGTGGAGCTTTCAGGCTAAGTCCTGCATGGACTGGAGTGACCACTGGAGGGCAGCAGAAGTACAGTCAAGAAAGATTAGTGGTTGTAGCAAGGCCCTCTGTAGCCTGAGATCTGCTTTTTTCTAGATCATCTTTGCTAAGGATGGGCATTTTGCCCTGGAGGAGCTGGCCCAAGCTGGCTATGAGGTGGTTGGGCTTGACTGGACAGTGGCCCCAAAGAAAGCCCGGTAAGCCATGGAAGGGTGAGGCCTTGAGGTTGAGGTGGGGGTGTTGGCTGGGGGAGCTGCCATGTATGCAGTTACCAGAACGTGGCGCTGGCTTTGCTTCCAGGGAGTGTGTGGGGAAGACGGTGACATTGCAGGGCAACCTGGACCCCTGTGCCTTGTATGCATCTGAGGTAACAGCCAGGGCCCCTCTGTGTGTCCTGTTACTGTGCACTCCTGTGGCCTGTGGTTGTATTATTCTGTGTGCACTTGTTTTTAATGTCTGTCTGTCCTTTTCTTCTCATCTGTACACCATAAGCCCTAGAAAGACCGGACTTTTTGTTGCTGTTGTTCATTTGTGTTTATGCTTCATGCCTGGGTCCATACTAGGGATCTATAAATTTTATTGAATGACTGAATAACACTGAGTTAGAAGCATGCCTACCATATGCGTTTCTACTAGTATATATAGGGAGGACAAAGGCTTGCTGGTCCTCCTGTAGCCAGTGCCCTGTTGGTCCCCCAGGAGGAGATCGGGCAGTTGGTGAAGCAGATGCTGGATGACTTTGGACCACATCGCTACATTGCCAACTTGGGCCATGGGCTTTATCCTGACATGGACCCAGAACATGTGGGCGCCTTTGTGGATGCTGTGCATAAACACTCACGTCTGCTTCGACAGAACTGACCGTATACCTTTACCCTCAAGTACCACTAACACAGATGATTGATCGTTTCCAGGACAATAAAAGTTTCGGAGTTGAACCTATTGTGTAGTTTTGTTTGTGAAAGATTGTCCCATATCCTCAGTTCTTCTTAGCCTCTGTCTCCTTCCCTGGGACCCTCTCATATCCTCTTATAG

1. Znajdź gen w podanej sekwencji człowieka przy pomocy programów (wybierz odpowiedni model organizmu):

FGENESH:  http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind
GENESCAN: http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
GENEID: http://genome.imim.es/software/geneid/geneid.html
HMMgene: http://www.cbs.dtu.dk/services/HMMgene/
2. Znajdź w GenBank-u rekord analizowanej sekwencji U30787 i skopiuj informacje dotyczące położenia eksonów genu URO-D podlegającej translacji (CDS).
3. Porównaj wyniki tych programów z położeniami rzeczywistych eksonów przy pomocy pliku gene_wyk.xls.

4. Wypełnij poniższą tabelkę i odpowiedz na następujące pytania:

	program
	liczba eksonów

	
	przewidzianych przez dany program i obecnych w genie
	przewidzianych przez dany program i nieobecnych w genie
	nieprzewidzianych przez dany program i obecnych w genie

	GENESCAN
	
	
	

	HMMgene
	
	
	

	GENEID
	
	
	

	FGENESH
	
	
	


- Czy istnieje pełna zgodność programów w przewidywaniu struktury genu?

- Który ekson ma najsłabszą przewidywalność i dlaczego?

7. Wpływ modelu organizmu na przewidywanie sekwencji kodującej białko.

Określ strukturę genu w podanej sekwencji człowieka przy pomocy programów wybierając różne modele organizmów:

GENEID: http://genome.imim.es/software/geneid/geneid.html
Homo sapiens (human)

Drosophila melanogaster (fruit fly)

Tetraodon nigroviridis (puffer fish)

Plasmodium falciparum (malaria parasite)

Cryptococcus neomorfans
Arabidopsis thaliana
- Jak zmieniają się przewidywana (zwróć uwagę na liczby eksonów i liczbę przewidzianych genów) przy wyborze innych modeli organizmów w porównaniu do modelu człowieka? Czy występuje związek między różnicami w strukturze a stopniem pokrewieństwa wybranych organizmów a człowiekiem?

8. Składanie sekwencji EST i określanie przy ich pomocy modelu genu.

Masz osiem sekwencji EST wyizolowanych z dania pręgowanego (w pliku EST.txt) i chcesz dowiedzieć się jak wygląda struktura genu (podział na eksony i introny), który kodują. 

1. Złóż te sekwencje przy pomocy programu:

http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php
lub

http://www.rosaceae.org/bio/content?title=&url=%2Fcgi- 
bin%2Fgdr%2Fgdr_cap3&style=height:1024px;width:950px
;

urwane linki:

http://bio-webout.ifom.eu/cap/
http://www.bioinfo.wsu.edu/cgi-bin/gdr/gdr_cap3
http://deepc2.psi.iastate.edu/aat/cap/cap.html
oraz oglądnij pliki  Contigs (*.cap.contigs.txt) i Assembly details (capout*)
2. W oparciu o program ORF finder: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
Znajdź sklejonym kontigu najdłuższy ORF. Kliknij na kwadracik, aby go zaznaczyć.

- Ile koduje on aminokwasów?

3. Korzystając z łącza do BLAST znajdź sekwencje homologiczne do białka kodowanego przez ten ORF.

- Do jakiej rodziny należy to pierwsze znalezione białko?

4. Aby znaleźć homologiczną sekwencję genomową do tego kontigu skorzystaj z poprzedniego wyniku BLAST. Kliknij na MapViewer dla pierwszej znalezionej sekwencji. A następnie, będąc w MapViewer kliknij na Download/View Sequence/Evidence i ściągnij sekwencję pokazanego fragmentu w formacie FASTA (Save to Disk). Send -> File -> Fasta.
5. Skorzystaj z jednego z dwóch narzędzi tworzące przyrównanie sekwencji uwzględniając konsensusy dla granic ekson/intron:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/   

lub

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.cgi?textpage=online&level=form
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.cgi (to może działać wolniej)

W miejsce pierwszego okna załaduj plik z sekwencją genomową, a w drugim oknie sekwencję kontigu lub wklej sekwencje do okien.

- Ile eksonów i intronów posiada analizowany gen?

- W ilu procentach się różni on od sekwencji klonu?

- Które eksony nie wykazują 100% identyczności? Jak myślisz, dlaczego?

9. Projektowanie starterów do reakcji PCR, analiza restrykcyjna i dobór enzymów do PCR-RFLP (polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych).

Masz poniższe sekwencje różniące się jednym nukleotydem. Musisz zaprojektować startery do reakcji PCR (http://nature.umesci.maine.edu/forensics/p_intro.htm#)powielające odcinek DNA z polimorficznym nukleotydem, a następnie dobrać takie enzymy do analizy restrykcyjnej, aby najlepiej różnicowały te dwie sekwencje w analizie prążków powstałych w wyniku cięcia tych sekwencji.

>sekwencja_A

CCTTGGTCTGGGCTCTAGGCCTAGAAGTGAGCTAAAACTCAGGAAGAACTGAAGGCTGCAGCTGGCCCAG GGTCTTGGCTAAGGAGGCACCACTAAGGTCCACATGGGAACCCCAAACCCCACGGTAATTCTGGTTGTGT CTCACCCCTCAGCCATAGGCGACCACCAGATCCGGATTCTCTCACTCTGCTGGGAACATTTATATGGGCG GCAAAGAAAGGTGTTCTAGGAAAGAAACCTAGAGTCTTTTTTCTTTTCTACAAATGCTGACAGAAACATG ACAGTGAGGTCTCATCTCAAACGCAGCATGTCCAAGATCAAGCTCACATTTCCACACAGGCCTGTTCCAT CTACATTCCCCACCCTAGACAATGGCAACACCCCAGGAAACTGAAGTTTTCCTGGATCCCTTCAGATCTC TCTCCTGTAGCCAGCTGGTCAACTCGACCTTTGGAGGCACTAGGTCAGCACCTTCCCTTGCCTGTTTGCC CTCCCTAGGTCCCAGATTGCCTTGTCTTGCTGCCATCCTGTATCATCAGTGTTTGGGACAGGTAGCCTTG GAGAGGATATAAGGATGTATGATGTATTAGACTGCCCGCAGGGGGAWDCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAT GAGGCTCCGTGCGGACCACAGTAGCCAAGTATTGCATGAGGAGTGCAGAGGTAAGACTTAGTTTGAGAAA GGGTGCTGGGGGAGACTTAGCCTTGGGGCAGAGGCTTGAGCTC

>sekwencja_B

CCTTGGTCTGGGCTCTAGGCCTAGAAGTGAGCTAAAACTCAGGAAGAACTGAAGGCTGCAGCTGGCCCAG GGTCTTGGCTAAGGAGGCACCACTAAGGTCCACATGGGAACCCCAAACCCCACGGTAATTCTGGTTGTGT CTCACCCCTCAGCCATAGGCGACCACCAGATCCGGATTCTCTCACTCTGCTGGGAACATTTATATGGGCG GCAAAGAAAGGTGTTCTAGGAAAGAAACCTAGAGTCTTTTTTCTTTTCTACAAATGCTGACAGAAACATG ACAGTGAGGTCTCATCTCAAACGCAGCATGTCCAAGATCAAGCTCACATTTCCACACAGGCCTGTTCCAT CTACATTCCCCACCCTAGACAATGGCAACACCCCAGGAAACTGAAGTTTTCCTGGATCCCTTCAGATCTC TCTCCTGTAGCCAGCTGGTCAACTCGACCTTTGGAGGCACTAGGTCAGCACCTTCCCTTGCCTGTTTGCC CTCCCTAGGTCCCAGATTGCCTTGTCTTGCTGCCCTCCTGTATCATCAGTGTTTGGGACAGGTAGCCTTG GAGAGGATATAAGGATGTATGATGTATTAGACTGCCCGCAGGGGGAWDCTTTCAGGTGAACAGAAGAAAT GAGGCTCCGTGCGGACCACAGTAGCCAAGTATTGCATGAGGAGTGCAGAGGTAAGACTTAGTTTGAGAAA GGGTGCTGGGGGAGACTTAGCCTTGGGGCAGAGGCTTGAGCTC

1. Aby znaleźć polimorficzne miejsce dla powyższych sekwencji połącz się z programem bl2seq (Align two sequences) występującego pod adresem: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. 

2. Wklej w odpowiednie pola sekwencje A i B.

3. Przyrównaj sekwencje.

4. Znajdź polimorficzne miejsce - różniące te sekwencji. Możesz skopiować sobie fragmenty sekwencji obejmujące różniące miejsce. 

5. Aby znaleźć startery powielające odcinek DNA z polimorficznym nukleotydem połącz się z programem Primer3 pod adresem:

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi. 

lub

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
6. Wklej całą sekwencję A lub B.

7. Zaznacz w niej nawiasami kwadratowymi [...] polimorficzne miejsce – nukleotyd różniący obie sekwencje. Możesz wykorzystać wcześniej skopiowany fragment sekwencji i skrót Ctr+F w poszukiwaniu tego miejsca.

8. Wyszukaj startery.

9. Wybierz region powielanej sekwencji (między starterami).

10. Dokonaj analizy restrykcyjnej powielanych sekwencji - porównaj mapy restrykcyjne obu wariantów sekwencji i znajdź odpowiedni enzym restrykcyjny tnący sekwencje na fragmenty o różnej długości. W tym celu połącz się z programem NebCutter pod adresem:

http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php. 

11. Wklej wybrany wcześniej region sekwencji.
12. Wybierz region między nukleotydami 40 – 90 (Zoom More) i skopiuj rysunek.

13. W opcji List (po powrocie – Back to main display) wybierz listę enzymów i ich miejsc cięcia (All sites) – skopiuj do Excela.

14. Powtórz w osobnym oknie punkty od 11. do 13. dla drugiej sekwencji - możesz w pierwszej sekwencji zamienić odpowiedni nukleotyd na inny.

15. Przez porównanie schematów (z 12.) lub listy enzymów obu sekwencji (z 13.) wybierz enzymy, które różnią się ze względu na rozpoznawane miejsce w polimorficznym miejscu sekwencji.

16. Znajdź, jakiej długości fragmenty otrzymasz po trawieniu produktów amplifikacji sekwencji A i B wybranymi enzymami (z 15.). Skorzystaj z Main options: Custom digest: 

- Wybierz odpowiedni enzym.

- Kliknij Digest.

- Wybierz w Main options: View Gel (możesz zastosować wiele różnych żeli).

- Porównaj żele z obu sekwencji dla różnych enzymów – wybierz ten, który daje najlepsze rozdzielenie prążków.

10. Poszukiwanie sekwencji kodującej tRNA i określanie jej struktury drugorzędowej.
>Bacillus subtilis

TCTCTTTAAGAGTCAGAAAATTACAACATTAAAGTTTCTGTTGACGAAAGAGACAAACCTTTGTATTATATAACTTGTGCTTAGAAGCACAAAACAATATGGCGGTGTAGCTCAGCTGGCTAGAGCGTACGGTTCATACCCGTGAGGTCGGGGGTTCGATCCCCTCCGCCGCTACCATATTTGTTTGGCCCGTTGGTCAAGCGGTTAAGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACACGGGTTCGAATCCCGTACGGGTCATCCTAACAAATCGGTTTCTCTTGCAGAAGCCGATTTTTTTCATTTTTAGACAACATTCCGGAAATTCTTTTCATAAACGAATATCAAGGCAGAAACCGTCGAA

1. W podanym powyżej fragmencie sekwencji genomowej bakterii Bacillus subtilis zidentyfikuj sekwencje kodujące tRNA przy pomocy programu tRNAscan-SE:

http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
lub

http://lowelab.cse.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
Wybierz odpowiednie źródło: Source i wklej sekwencję.

Ile i jakie tRNA zostały zidentyfikowane? 

Kliknij na przycisk View tRNA przy pierwszym tRNA pokazującym strukturę drugorzędową i zapisz ją do dalszych porównań. W części Predicted tRNA Secondary Structures na samym dole zaznacz sekwencję nukleotydową pierwszego tRNA i skopiuj do dalszych analiz. 

2. Aby przewidzieć strukturę drugorzędową innym programem - mfold wejdź na stronę: 

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form. 

Wklej w okno sekwencję i naciśnij przycisk Fold RNA.

Ile struktur przewidział program dla podanej sekwencji?

Struktura pierwsza o mniejszej energii swobodnej jest najprawdopodobniej bliższa rzeczywistości. Kliknij na jeden z formatów pdf, png, jpg dla pierwszej znalezionej struktury i zapisz go. Porównaj tą strukturę ze strukturą z punktu 1. Czym różnią się te przewidywania, a w czym są podobne (liczba i długość słupków, wielkości pętli)? 

Dodatkowo możesz:

- porównać strukturę 1 ze strukturą 2 znalezioną również przez program mfold oglądając poszczególne struktury w jednym z formatów pdf, png, jpg albo klikając na przycisk Do the comparison (na dole strony; jako Image format wybierz png lub jpg). W tym drugim przypadku pojawi Ci się wykres pokazujący schemat struktury. Kropki oznaczają pozycje w sekwencji, które parują się ze sobą tworząc słupki, a różne kolory oznaczają struktury o różnych energiach swobodnych.

- oglądnąć The energy dot plot dla przewidywanej struktury (na górze strony; kliknij na png lub jpg). Pojawi Ci się wykres pokazujący schemat struktury podobnie jak w poprzednim przypadku. Różne kolory oznaczają połączenia o różnych energiach swobodnych. Czy optymalna struktura różni się bardzo od suboptymalnych?
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