Isoformas do supressor de lin-12, DAF-16
1. Determine a região conservada entre todas as isoformas de DAF-16 (ClustalW - MEGA). Copie toda essa região, de uma das sequências, para o clipboard. Não feche a janela com o alinhamento.
Facultativamente: usando Data : Phylogenetic Analysis, e a opção Protein-coding, pode construir uma filogenia, por exemplo com o modelo Neighbor Joining, o que permitirá ter uma ideia visual das diferenças entre as isoformas; alternativamente, em vez da filogenia, pode calcular a matriz de distâncias duas a duas (botão Distances).
2. Verifique qual é o organismo a que pertence provavelmente esta região (blastx - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
3. Clique numa das barras do topo do sumário gráfico do BLAST para poder ver o respetivo alinhamento, e depois de familiarizar-se com a apresentação (Query é a sequência submetida, Subject é a sequência da base de dados, identificada com uma referência NP que liga ao respetivo registo, com a qual ela está a ser comparada), clique à direita em 'Gene' ('Gene-associated gene details')
Facultativamente: outro link de interesse é o do 'UniGene', que dá acesso a uma lista de ESTs (expressed sequence tags), isto é, segmentos do mRNA únicos para o gene, e identificados com a expressão num determinado tecido ou fase do desenvolvimento. Escolha uma dessas sequências e faça a busca da mesma no alinhamento que fez no MEGA.
4. Na nova janela, vá para 'Genomic regions, transcripts, and products'. Repare que existem 8 versões do gene com diferentes combinações de exões. Compare os números NP com os identificadores no output do BLAST, para poder relacionar com cada isoforma. Note como isso permite compreender melhor os alinhamentos obtidos (por exemplo: porque é que a isoforma a é aquela que parece divergir mais de todas as outras?). Tendo em conta estes dados, considera que o alinhamento está correto?

5. Determine se existe homologia com sequências humanas, usando a sequência nucleotídica de qualquer uma das isoformas. Para tal, recorra ao blastn humano: na página inicial do BLAST - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, clicar em 'Human' na secção 'BLAST Assembled RefSeq Genomes'; introduza a sequência, e na secção 'Database' escolha 'Genome (all assemblies scaffolds)', e em 'Program Selection' escolher 'Somewhat similar sequences (blastn)'.
6. O resultado é pouco informativo, por isso volte à página de introdução dos dados e mude para o separador blastx (após isso, fica no cabeçalho da página: 'Homo sapiens (human) Translated BLAST: blastx'). Depois da busca com o BLAST, discuta se há homologia com proteínas humanas.

7. Clicando no link de score máximo para ver o alinhamento, tente interpretar os sinais +

8. À direita do alinhamento, clique como antes em 'Gene' (Gene-associated gene details), e desta vez, depois de familiarizar-se com a informação apresentada, procure na secção à direita pelo link Homologene. Localizar o segmento FH.

