
4. Ricerca di sequenze in banche  
dati e allineamento multiplo 

 
 

• Collegatevi al sito www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Apparirà una pagina nella quale le 
versioni di BLAST disponibili sono organizzate in base al tipo di ricerca che si desidera 
effettuare. Selezionate protein-protein BLAST (BLASTP), come mostrato nella seguente 
figura (freccia): 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Aprite ora una nuova finestra del browser e collegatevi al sito dell’NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) ed entrate nella sezione relativa alla banca dati di proteine. Cercate 
la proteina con codice CAD97936. Come si vedrà, questa è una proteina ipotetica di Homo 
sapiens. Incollate la sequenza in formato FASTA nel campo Search della pagina di BLAST 
(la prima riga di annotazione non va inserita. Alternativamente, si può inserire nel campo 
direttamente il codice GenInfo o il codice di accessione della proteina): 



 
  
In fondo alla pagina c’è un collegamento (Algorithm parameters) attraverso il quale si apre 
la seguente interfaccia con i parametri utilizzati da BLAST che possono essere modificati 
all’occorrenza dall’utente (per l’interpretazione dei parametri si veda il Capitolo 5).  
 

 
 
Lanciate il programma (cliccando sul pulsante BLAST). Dopo un breve lasso di tempo 
appariranno i risultati della ricerca. Il primo risultato che viene riportato riguarda la ricerca 
di domini conservati lungo la sequenza sonda (Figura 1) utilizzando la banca dati Conserved 
Domains (CDD).  
 

 
 
La ricerca utilizza RPS-BLAST (Capitolo 8). Il risultato che appare successivamente riporta 
l’elenco delle sequenze significativamente simili alla sequenza sonda. L’interpretazione 
della schermata può essere effettuata seguendo la descrizione riportata nel Capitolo 5. 
L’elenco delle proteine (Figura 2) contiene i collegamenti alle informazioni relativa a 

Figura 1 Risultato della ricerca nella banca dati CDD. La figura indica la presenza lungo la sequenza di un 
dominio noto nella banca dati come “LysM”. L’icona del dominio può essere attivata attraverso mouse e 
accedere in questo modo a ulteriori informazioni sul dominio. 



ciascuna proteina contenute nella banca dati e all’allineamento con la sequenza sonda 
(Figura 3).  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 2 Parte della lista di sequenze risultate significativamente simili a quella sonda. Attivando i 
collegamenti dei codici (freccia A) si accede alla scheda della sequenza nella banca dati di 
proteine. Il collegamento del punteggio (freccia B) rimanda invece all’allineamento fatto da 
BLAST tra la sequenza sonda e la sequenza bersaglio. I collegamenti indicati dalla freccia C in 
corrispondenza di ciascuna sequenza rimandano ad altre banche dati contenenti informazioni 
sulla sequenza del gene (Entrez Gene) o del trascritto (UNIGENE) 
 

Figura 3 Parte dei risultati contenenti gli allineamenti tra la sequenza sonda (Query) e la 
sequenza della banca dati (Sbjct). La riga centrale marcata dalla freccia indica le posizioni in 
cui i residui delle due sono identici (viene visualizzato il residuo) o affini (in questo caso viene 
riportato un «+»). Le posizioni non conservate rimangono vuote.  
 

 
 



 
 

• Tornate alla pagina di BLASTP, ma questa volta selezionate PSI-BLAST nel campo 
Program selection e attivate la ricerca cliccando sul solito pulsante BLAST. Dopo un breve 
lasso di tempo apparirà il risultato che si interpreta in modo del tutto simile a quanto visto 
per BLAST nel punto precedente. La differenza principale risiede nel fatto che adesso 
alcune sequenze sono etichettate con un bollino giallo contente la parola new. Le sequenze 
che mostrano un E-value superiore alla soglia stabilita o che sono oltre il numero massimo 
prefissato (nell’esempio 500) nei parametri del programma (e sotto il controllo dell’utente) 
invece non sono etichettate, come mostra la seguente figura: 

 
 

  
 
Le prime verranno utilizzate per costruire la PSSM per la seconda iterazione di ricerca che si 
attiva con il pulsante Go (frecce nella figura precedente). La lista risultante da questa ricerca 
contiene alcune sequenze marcate con un bollino verde (che sono le stesse trovate nella 
prima ricerca e sono state utilizzate per la PSSM) e altre con un bollino giallo (si veda la 
figura successiva). Queste ultime sono sequenze “nuove”, sequenze cioè che nella prima 
iterazione ottenevano un E-value superiore alla soglia di significatività e ora invece risultano 
al di sotto. Tutte le sequenze riportate al di sotto della soglia ma comprese nel numero 
massimo prestabilito saranno utilizzate per calcolare la nuova PSSM dell’iterazione 
successiva. 
 
 
 



 
 

• Recuperate dalla banca dati NCBI le seguenti sequenze di regolatori trascrizionali in 
formato FASTA, i cui codici sono: 

 
YP_521353.1, YP_864391.1, YP_286398.1, NP_249218.1 
YP_316351.1, YP_284886.1, ZP_00942609.1 

 
Collegatevi al sito www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/ e incollare le 7 sequenze in formato 
FASTA (compresa la prima linea di annotazione che inizia con “>”) nell’apposito campo: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 



Eseguite il programma cliccando su Run. In poco tempo comparirà la seguente pagina dei 
risultati: 

 
Nella prima parte della pagina sono riportati i collegamenti ai file contenenti i risultati di 
ClustalW in formato testuale. Nella seconda parte (figura seguente) è riportata la matrice 
delle distanze in cui a ciascuna coppia di sequenze è associato il punteggio che ne misura la 
distanza: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Segue l’allineamento multiplo e l’albero guida codificato sia in formato testuale che grafico: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lo stesso sito mette a disposizione alcuni programmi alternativi di allineamento multiplo. In 
particolare sono disponibili T-COFFEE (www.ebi.ac.uk/Tools/t-coffee), MAFFT 
(www.ebi.ac.uk/Tools/mafft/) e MUSCLE (www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/). L’interfaccia 
utente è molto simile a quella utilizzata per Clustal.  
Ricalcolate l’allineamento delle sequenze elencate con i tre programmi e confrontate i 
risultati con quelli ottenuti con Clustal. Noterete che le maggiori differenze sono localizzate 
nelle regioni N-terminali e C-terminali dell’allineamento e nelle zone in cui sono presenti 
inserzioni e delezioni. 

 


