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Abstrakt
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Rozsah práce: 54 strán

Bratislava, máj 2015

V práci sa zaoberáme návrhom a implementáciou dátovej ²truktúry pre efektívne in-

dexovanie krátkych re´azcov pochádzajúcich zo sekvenovacích dát (sequencing reads)

s moºnos´ou efektívneho vyh©adávania tých readov, ktoré obsahujú daný podre´azec

pevne danej d¨ºky. Podstatou tejto dátovej ²truktúry je komprimácia vstupnej sady

readov za pouºitia algoritmov na zostavovanie genómu (pomocou vhodného softvéro-

vého nástroja) a následná efektívna indexácia cez FM-index. Výsledná implementácia

je pamä´ovo výrazne efektívnej²ia neº existujúce rie²enia pri zachovaní podobnej rých-

losti odpovedania na dotazy.

K©ú£ové slová: dátové ²truktúry a algoritmy, sekvenovacie ready,

indexovanie, bioinformatika
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In this work we focus on design and implementation of data structure for e�cient in-

dexing of sequencing reads with ability of searching sequence reads for pattern of given

length as a substring. The e�ciency of this data structure comes from compression

of input sequencing reads using algorithms for genome assembly (using appropriate

software tool) and consecutive e�cient indexing using FM-index. Resulting implemen-

tation is much more memory e�cient than existing solutions while preserving similar

query time.
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Úvod

Výsledkom príchodu nových technológií sekvenovania genómov je tlak na efektívne

spracovávanie ve©kého mnoºstva dát � sequence readov � ktoré sekvenátory produkujú.

Jedným so súvisiacich problémov je aj problém, ako efektívne tieto sequence ready

indexova´ a vyh©adáva´ v nich.

V sú£astnosti nie sú k dispozícii kniºnice, ktoré by tento problém vhodne rie²ili �

bu¤ sú príli² v²eobecné alebo sú neefektívne.

V tejto práci sa zaoberáme návrhom a implementáciou dátovej ²truktúry, pomocou

ktorej by bolo moºné efektívne indexova´ ready a vyh©adáva´ v nich pod©a vopred

ur£ených kritérií.

V prvej kapitole sa oboznámime so základnými pojmami a algoritmami. V druhej

kapitole zade�nujeme problém indexovania readov ako algoritmickú úlohu. V kapitole

£. 3 predstavíme ná² návrh rie²enia tohto problému � dátovú ²truktúru CR-index. V

nasledujúcej kapitole popí²eme jej implementáciu, ktorú sme realizovali v jazyku C++

a v poslednej, piatej kapitole, prezentujeme výsledky meraní efektívnosti CR-indexu.
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Kapitola 1

Základné pojmy a algoritmy

V tejto kapitole sa oboznámime so základnými pojmami z bioinformatiky a s niektorými

dátovými ²truktúrami a algoritmami, ktoré budú neskôr pouºité pri implementácii.

1.1 Formálne de�nície a ozna£enia

De�nícia 1.1. Abeceda je kone£ná neprázdna mnoºina symbolov (písmen). Ozna£u-

jeme ju Σ.

Poznámka 1.1. V na²om kontexte bude pracova´ s abecedou Σ = {A,C, T,G}.

De�nícia 1.2. Re´azec nad abecedou Σ je kone£ná postupnos´ symbolov z Σ.

De�nícia 1.3. D¨ºka re´azca je d¨ºka postupnosti, ktorá ho vytvára. D¨ºku re´azca s

ozna£ujeme |s|.

De�nícia 1.4. Podre´azcom re´azca s = a0a1 . . . an je súvislá podpostupnos´ t = aiai+1 . . . aj,

pri£om platí 0 ≤ i ≤ j ≤ n. Takýto podre´azec ozna£ujeme t = s[i, j]. �peciálne, ak

i = 0, tak takýto podre´azec nazývame pre�x a ak j = n, tak su�x re´azca s.

Ozna£enie 1.1. I-ty symbol postupnosti tvoriacej re´azec s budeme ozna£ova´ s[i].

De�nícia 1.5. K-merom nazývame ©ubovo©ný podre´azec d¨ºky k ©ubovo©ného re´azca s

z mnoºiny re´azcov S.

De�nícia 1.6. Reverzným komplementom re´azca S = a0a1 . . . an−1, kde

∀i ∈ N : 0 ≤ i < n : ai ∈ {A,C, T,G} je re´azec Src = b0b1 . . . bn−1, pre ktorý platí:

∀i ∈ N : 0 ≤ i < n : bi =



A : an−i−1 = T

T : an−i−1 = A

C : an−i−1 = G

G : an−i−1 = C

2



1. Základné pojmy a algoritmy

Príklad 1.1. Pre re´azec S = ACTTTGCCCT je reverzným komplementom re´azec

Src = AGGGCAAAGT .

1.2 Sekvenovanie

Sekvenovanie DNA je súhrnný termín pre biochemické metódy, pomocou ktorých sa

zis´uje poradie nukleotidov (A, C, T, G) v sekvenciách DNA. Tieto metódy nedokáºu

pre£íta´ celý genóm naraz, ale len po malých £astiach.

Z informatického poh©adu je výsledkom sekvenovania DNA sada re´azcov nad abece-

dou Σ = {A,C, T,G}1, pri£om tieto re´azce pochádzajú z jedného spolo£ného nadslova.

Tieto re´azce nazývame sequencing reads. Pri sekvenovaní nás zaujímajú hlavne:

• D¨ºka readov - tá je daná pouºitou biochemickou metódou sekvenovania.

• Po£et readov

• Miera pokrytia - tá nam hovorí, v aspo¬ ko©kých readoch sa kaºdá báza sekve-

novanej DNA nachádza.

• Miera chýb - ºiadna sekvenovacia metóda nie je dokonalá a teda daný read ne-

musí by´ v skuto£nosti podslovom sekvenovanej DNA, ale môºe obsahova´ chyby,

napríklad bázy navy²e, £i niektoré zmenené.

Ready je následne potrebné bioinformatickými metódami posklada´ do dlh²ích frag-

mentov na základe ich prekryvov � tie sa nazývajú kontigy. Túto úlohu rie²ia softvérové

nástroje nazývanéassemblery.

1.3 Algoritmy na zostavovanie genómu

Výsledkom sekvenovania genómu (pri pouºití sú£asných technológií) je ve©ké mnoºstvo

malých fragmentov � sequencing reads, ktoré je potrebné zostavi´ do jednej súvislej

sekvencie. Náro£nos´ tejto úlohy závisí najmä od:

• d¨ºky zostavovaného genómu - £ím je krat²í, tým je to jednoduch²ie

• d¨ºok jednotlivých fragmentov - £ím sú dlh²ie, tým lep²ie

• priemernej h¨bky pokrytia - tzn ko©ko fragmentov v priemere pokrýva konkrétnu

pozíciu zostavovanej sekvencie - £ím viac, tým lep²ie
1Veci za£neme zjednodu²ova´ uº hne¤ zhurta zo za£iatku a nebudeme ráta´ s neznámymi - N

(uNknown) bázami v sequencing readoch.
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1. Základné pojmy a algoritmy

1.3.1 Najkrat²ie spolo£né nadslovo

Asi najjednoduch²iu formuláciu problému zostavovania genómu predstavuje problém

h©adania najkrat²ieho spolo£ného nadslova (shortest common superstring).

De�nícia 1.7. Najkrat²ím spolo£ným nadslovom re´azcov S1, S2, . . . , Sk nazývame najk-

rat²í re´azec S taký, ºe kaºdé Si je podslovo S.

Tento problém je ale NP-´aºký[GJ02], takºe nepoznáme ºiadny rýchly algoritmus,

ktorý vºdy nájde rie²enie. Jednoduchá heuristika by vyzerala nasledovne:

• nájdi také dva fragmenty, ktoré majú najvä£²í prekryv, t.j. najdlh²iu α takú, ºe

Si = αβ a Sj = γα

• spoj Si a Sj do γαβ

• opakuj prvý krok, kým nezostane iba jedno slovo

O tomto algoritme sa dá dokáza´, ºe je to 2.5-aproxima£ný algoritmus[ZS00], t.j.

nájdené rie²enie bude ma´ vºdy d¨ºku nanajvý² 2.5-násobku optimálnej d¨ºky. Síce

je problém najkrat²ieho spolo£ného nadslova pomerne elegantnou formuláciou prob-

lému zostavovania genómov, no rie²enia, ktoré produkuje nemusia by´ stále správne �

problém nastáva pri genómoch s opakujúcimi sa £as´ami.

1.3.2 Overlap-Layout-Consensus

Táto metóda, ako uº jej názov nazna£uje, pracuje v troch fázach:

Overlap

V tejto fáze assembler h©adá navzájom sa prekrývajúce fragmenty a spája ich do dlh²ích

fragmentov, kontigov.

Porovnávanie kaºdej dvojice fragmentov by v²ak bolo v praxi ve©mi £asovo náro£né,

nako©ko fragmentov môºu by´ £asto milióny a pri porovnaní kaºdej dvojice by sme

potrebovali rádovo O(n2k) £asu (kde n je po£et fragmentov a O(k) je £as, ktorý trvá

porovnanie dvoch fragmentov).

Efektívnej²ie algoritmy sú zaloºené na predpoklade, ºe ak sa dva fragmenty úplne

zhodujú na úseku d¨ºky aspo¬ k (v praxi sa pouºíva k ≈ 24 ), tak pochádzajú z toho

istého miesta v sekvenovanom genóme a teda sú spojené do jedného kontigu.

Vo v²eobecnosti vyzerá tento postup nasledovne:

4



1. Základné pojmy a algoritmy

• vytvor zoznam podre´azcov d¨ºky k zo v²etkých fragmentov, pri£om ku kaºdému

podre´azcu si zapamätaj, z ktorého fragmentu pochádza

• lexikogra�cky utrie¤ zoznam podre´azcov

• skupiny výrazne sa prekrývajúcich fragmentov sa v utriedenom zozname budú

vyskytova´ pohromade a práve to sú dobrí kandidáti na spojenie do kontigov

Layout

V druhej fáze assembler ur£uje relatívnu polohu jednotlivých kontigov a ich pribliºné

vzdialenosti, výsledné bloky kontigov sa nazývajú superkontigy.

Consensus

V poslednej fáze je vytvorená �nálna sekvencia superkontigov, ktorá pokrýva genóm

(alebo aspo¬ jeho £asti).

1.3.3 De Bruijnove grafy

Tento prístup vyuºíva to, ºe (obvykle) máme pri sekvenovaní ve©ké mnoºstvo dát, a

preto si môºme dovoli´ £as´ obsiahnutej informácie v nich odignorova´.

Pre jednoduchos´ budeme predpoklada´, ºe v²etky fragmenty pochádzajú z jedného

vlákna a snaºíme sa zostavi´ len jeden, úplne pokrytý chromozóm.

Algoritmus pre vytvorenie de Bruijnovho grafu vyzerá nasledovne:

• vytvor zoznam v²etkých podre´azcov d¨ºky k zo v²etkých fragmentov (k-tice)

• vrcholy grafu budú tvori´ v²etky úseky d¨ºky k−1 (teda podre´azce podre´azcov

d¨ºky k)

• jednotlivé k-tice budú reprezentované orientovanými hranami v grafe, pri£om k-

tica s1s2 . . . sk spája vrcholy s1s2 . . . sk−1 a s2s3 . . . sk.

Eulerovský ´ah v takomto grafe potom predstavuje h©adaný genóm.

Príklad 1.2. Uvaºujme fragmenty CCTGCC a GCCACC a k = 3. Zoznam k-tic teda

bude vyzera´ nasledovne:

5



1. Základné pojmy a algoritmy

CCTGCC GCCACC

CCT GCC

CTG CCA

TGC CAC

GCC ACC

Úseky d¨ºky k − 1: CC, CT, TG, GC, CA, AA, AC

Graf:

1.4 Funkcie rank a select

De�nícia 1.8. Funkcia rank na re´azci S je de�novaná ako rankS(i, c) = n, kde n

predstavuje po£et výskytov znaku c v re´azci S[1, i]. Ak i ≤ 0, potom rankS(i, c) = 0.

De�nícia 1.9. Funkcia select na re´azci S je de�novaná ako selectS(n, c) = i, kde

i predstavuje najmen²í index v re´azci S, pre ktorý platí, ºe po£et výskytov znaku c v

S[1, i] je n. Funkcia select je inverzná funkcia ku funkcii rank.

Príklad 1.3. S = banana. Potom rankS(4, a) = 2 a selectS(1, n) = 3.

Nad daným re´azcom sa tieto funkcie dajú implementova´ s malou pamä´ovou zlo-

ºitos´ou a £asovou zloºitos´ou O(log(σ))[GGV03].

1.5 Su�xové polia

Su�xové pole je jednoduchá dátová ²truktúra pouºívaná napríklad pri indexácii, kom-

presných algoritmoch alebo v bioinformatike. Tento koncept bol predstavený v roku

1990 [MM90]. Bol navrhnutý ako pamä´ovo efektívnej²ia náhrada su�xových stromov.

De�nícia 1.10. Nech S = s1s2 . . . sn je re´azec a nech S[i, j] ozna£uje podre´azec

re´azca S od i po j, t.j. sisi+1 . . . sj−1sj. Su�xové pole SA re´azca S je pole kladných

£ísel ozna£ujúcich za£iato£né pozície su�xov re´azca S v lexikogra�ckom usporiadaní.

6



1. Základné pojmy a algoritmy

K re´azcom sa zvykne na konci pridáva´ ²peciálny znak $, ktorý sa v lexikogra�ckom

usporiadaní nachádza pred v²etkými znakmi uvaºovanej abecedy.

Príklad 1.4. Nech S = banana$. Usporiadané su�xy S budú vyzera´ nasledovne:

su�x i

$ 7

a$ 6

ana$ 4

anana$ 2

banana$ 1

na$ 5

nana$ 3

Prislúchajúce su�xové pole: SA = (7, 6, 4, 2, 1, 5, 3).

1.5.1 Vyh©adávanie vzorky v su�xovom poli

Vyh©adávanie v²etkých výskytov vzorky P v texte S vlastne znamená nájs´ v²etky

su�xy S, ktoré za£ínajú na P , t.j. h©adáme taký úsek od i po j v su�xovom poli SA,

pre ktorý platí, ºe ∀k : i ≤ k ≤ j : S[SA[k], |S|] = P . Kedºe je su�xové pole usporia-

dané, môºeme pouºi´ binárne vyh©adávanie. V tomto prípade bude zloºitos´ algoritmu

O(|P | log|S|). (Porovnanie dvoch re´azcov d¨ºky n je realizované v £ase O(n)). Pouºi-

tím LCP (least common pre�x) je moºné tento £as vylep²i´ na O(|P | + log |S|). Idea
spo£íva v tom, ºe pri porovnávaní re´azcov nie je potrebné niektoré znaky porovná-

va´ znovu, ak vieme, ºe sú sú£as´ou LCP � najdlh²ieho spolo£ného pre�xu � vzorky

a momentálneho preh©adávaného intervalu. V roku 2004 bol predstavený algoritmus

[AKO04] pracujúci dokonca v £ase O(|P |).

1.5.2 Kon²trukcia su�xového po©a

Klasické triedenie

Merge sort potrebuje O(n log n) porovnaní, no porovnanie kaºdej dvojice su�xov trvá

O(n), takºe dokopy kon²trukcia su�xového po©a potrvá O(n2 log n).

Radix sort

Triedenie pomocou radix sortu predstavuje mierne zlep²enie. Radix sort vo v²eobecnosti

triedi d ciferné £ísla v k-árnej sústave, pri£om kaºdú cifru triedi pomocou counting
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1. Základné pojmy a algoritmy

sortu. Ten utriedi n £ísel z mnoºiny 0 . . . k − 1 v £ase O(n+k). Celkový £as radix sortu

je teda O(d(n+k)). Ak uvaºujeme abecedu ako podmnoºinu mnoºiny 0, . . . , n− 1, tak

nám £as triedenia vyjde O(n2).

Pomocou su�xového stromu

Ak najprv skon²truujeme su�xový strom (to sa dá spravi´ v £ase O(n)) a potom ho

postupne prechádzame do h¨bky, pri£om v kaºdom vrchole prechádzame neprejdené

hrany pod©a abecedy, tak potom poradie, v ktorom nav²tívime listy predstavuje poradie

su�xov v su�xovom poli. Nepríjemnos´ou pri tomto postupe je fakt, ºe su�xové stromy

zaberajú príli² ve©a pamäte.

Lineárne algoritmy

Lineárnych algoritmov existuje nieko©ko, napríklad SA-SI [NZC09], ktorý je momen-

tálne jeden z najrýchlej²ích známych algoritmov, prípadne algoritmus od Kärkkäinena

a Sandersa [KS03].

1.5.3 Pamä´ová efektivita

Su�xové polia sú vo v²eobecnosti efektívnej²ie neº su�xové stromy, no v niektorých

prípadoch to nesta£í. Su�xové pole vyºaduje O(n log n) bitov, no pôvodný text nad

abecedou σ len O(n log |σ|). Pre ©udský genóm (σ = {A,C, T,G}, n = 3.4 × 109) by

teda su�xové pole zaberalo pribliºne 16 krát viac pamäte neº samotný genóm. Práve

z tohto dôvodu sa objavili vylep²enia ako napríklad komprimované su�xové polia a

FM-index.

1.6 Burrows-Wheelerova transformácia

Burrows-Wheelerova transformácia (BWT) je transformácia textu vyuºívaná pri kom-

presii (napríklad v programe bzip2), ale aj v úsporných dátových ²truktúrach na h©a-

danie vzorky v texte. BWT transformuje vstupný re´azec T na re´azec BWT (T ), ktorý

je permutáciou pôvodného re´azca, no s tou vlastnos´ou, ºe sa dá vä£²inou ove©a lep²ie

skomprimova´ neº pôvodný re´azec. Táto transformácia je invertovate©ná (bez potreby

uloºenia akýchko©vek dát navy²e), t.j. z re´azca BWT (T ) vieme získa´ pôvodný re´azec

T .
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1. Základné pojmy a algoritmy

1.6.1 BWT cez BWM

Postup transformácie

• na koniec re´azca T pridáme ²peciálny symbol $, ktorý sa nevyskytuje v danej

abecede a zade�nujeme ho ako prvý symbol novej abecedy (vzh©adom na lexiko-

gra�cké usporiadanie)

• vytvoríme maticu cyklických posunov re´azca T$

• lexikogra�cky utriedime riadky matice

• posledný st¨pec matice predstavuje BWT (T )

Táto lexikogra�cky utriedená matica cyklických posunov re´azca T sa ozna£uje ako

BWM (Burrows-Wheeler matrix).

Príklad 1.5. Uvaºujme T = banana$. Matica cyklických posunov a utriedená matica

budú vyzera´ nasledovne:

b a n a n a $

a n a n a $ b

n a n a $ b a

a n a $ b a n

n a $ b a n a

a $ b a n a n

$ b a n a n a

$ b a n a n a

a $ b a n a n

a n a $ b a n

a n a n a $ b

b a n a n a $

n a $ b a n a

n a n a $ b a

Teda BWT (banana$) = annb$aa - posledný st¨pec utriedenej matice.

1.6.2 BWT cez su�xové pole

Medzi BWM a su�xovým po©om je zjavný súvis - pri vytváraní su�xového po©a SA(T )

pre re´azec T triedime su�xy re´azca T a pri vytváraní BWM(T ) triedime cyklické

posuny T . Tento vz´ah je jasnej²í v príklade:
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1. Základné pojmy a algoritmy

Príklad 1.6.

BWM SA su�x T

$banana 7 $

a$banan 6 a$

ana$ban 4 ana$

anana$b 2 anana$

banana$ 1 banana$

na$bana 5 na$

nana$ba 3 nana$

Iný spôsob ako de�nova´ BWT (T ) je teda cez su�xové pole SA(T ):

BWT (T )[i] =

T [SA[i]] : SA[i] > 1

$ : SA[i] = 1

1.6.3 Reverzná BWT s pouºitím LF mappingu

LF mapping

Spomenuli sme, ºe BWT je invertovate©ná operácia, no na prvý poh©ad to také zrejmé

ur£ite nie je. Pripome¬me si príklad 1.5 - BWT (banana$) = annb$aa. Pri letmom

poh©ade £itate© ©ahko nadobudne pocit, ºe informácia o tom, ktoré n v BWT (T )

prislúcha ku ktorému n v pôvodnom re´azci T je nenávratne stratená.

BWT ale disponuje dôleºitou vlastnos´ou s názvom LF mapping (last-to-�rst map-

ping). Uvaºujme BWM z príkladu 1.5:

$ b a n a n a

a $ b a n a n

a n a $ b a n

a n a n a $ b

b a n a n a $

n a $ b a n a

n a n a $ b a

Prepí²me T tak, ºe kaºdému znaku (okrem $) dáme ako dolný index po£et jeho

doteraj²ích výskytov v T : T = b0a0n0a1n1a2$. Tomuto indexu hovoríme rank. Prepí²me

teraz BWM s pouºitím rankov 2:
2Ranky nemajú vplyv na lexikogra�cké usporiadanie
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1. Základné pojmy a algoritmy

F L

$ b0 a0 n0 a1 n1 a2
a2 $ b0 a0 n0 a1 n1
a1 n1 a2 $ b0 a0 n0
a0 n0 a1 n1 a2 $ b0
b0 a0 n0 a1 n1 a2 $

n1 a2 $ b0 a0 n0 a1
n0 a1 n1 a2 $ b0 a0

LF mapping nám hovorí nasledovnú vec: i-ty výskyt znaku c v F má rovnaký rank

ako i-ty výskyt c v L. V²imnime si to napríklad na znaku a � v F sú ranky v poradí: 2,

1, 0, rovnako ako v L. To platí kvôli tomu, ºe ke¤ si zvolíme znak c, tak usporiadanie

jeho rankov v F je dané tým, £o nasleduje po tomto znaku c v pôvodnom re´azci T

(pre a je to teda poradie $, na$, nana$). To je ale to isté, £ím je dané poradie znakov

a v L � tieº tým, £o sa nachádza za daným znakom v pôvodnom re´azci T .

Reverzná BWT

Na za£iatku teda poznáme len BWT (T ), £o je posledný st¨pec (L) matice lexikogra�cky

usporiadaných cyklických rotácií pôvodného re´azca T . Pomocou neho vieme vyráta´

prvý st¨pec (F ) matice jednoduchým utriedením posledného st¨pca. Pri BWT sme

po£ítali rank vzh©adom na T , teraz ho budeme po£íta´ vzh©adom na BWT (T ):

F L rank

$ a 0

a n 0

a n 1

a b 0

b $ 0

n a 1

n a 2

Vieme, ºe platia nasledovné veci:

1. Predchodca znaku v F je znak v L v tom istom riadku.

2. Pomocou LF mappingu vieme ktorý znak z L prislúcha ktorému znaku v F .

Algoritmus na spätnú rekon²trukciu T z BWT (T ) teda vyzerá nasledovne:
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1. Nájdi pozíciu pos posledného znaku c v T 3.

2. Pomocou LF mappingu vypo£ítaj pozíciu i znaku c v F .

3. Do pos prira¤ i.

4. Nájdi predchodcu p znaku c z BWT (T )[i].

5. Do c prira¤ p.

6. Opakuj kroky 2 aº 6 pokým nie je zrekon²truovaný pôvodný re´azec T .

Pre ná² príklad by postup vyzeral tak, ºe by sme za£ali v prvom riadku (resp.

nultom), teda pos = 0, c = a. �alej by sme sa posunuli v F na riadok 1 (i = 1), kde

sa nachádza a s rankom 0. Na konci tohto riadka je n, to je teda predposledný znak

pôvodného re´azca T . V tomto kroku priradíme do c znak n a opakujeme procedúru.

Rekon²trukcia odpredu funguje podobne, no nasledujúce znaky sa extrahujú z prvého

st¨pca rovnakého riadka a na posun ¤alej sa vyuºíva FL mapping, ktorý je podstatne

zloºitej²í na implementáciu.

1.7 FM-index

FM-index je komprimovaný index zaloºený na Burrows-Wheelerovej transformácii,

publikovaný v [FM00]. Skratka FM je odvodená od Full-text in Minute space � full-text

index je dátová ²truktúra nad textom T umoº¬ujúca efektívne vyh©adávanie podre´az-

cov v T . Minute space znamená, ºe index je pamä´ovo ve©mi efektívny. Táto dátová

²truktúra vo v²eobecnosti podporuje dve operácie � operáciu count, ktorá pre re´azec

na vstupe vráti po£et výskytov v T a operáciu locate, ktorej výsledkom pre vstupný

re´azec P je zoznam indexov v T , na ktorých sa P vyskytuje v T .

Na FM-index sa dá pozera´ ako na súbor tabuliek skladajúci sa z dvoch £astí s istou

funkcionalitou navy²e. Prvú £as´ tvoria tabu©ky, ktoré zabezpe£ujú vykonanie operácie

count. Do tejto kategórie patria v²etky tabu©ky podporujúce LF mapping. Presnej²ie,

táto skupina sa skladá z dvoch tabuliek - tabu©ky pre�xových súm C a tabu©ky výskytov

tieº ozna£ovanej ako Occ. Druhú kategóriu tvoria tabu©ky, pomocou ktorých FM-index

odpovedá na dotaz locate.
3Posledný znak T je prvý znak BWT (T ), kvôli pridaniu $
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FM index

CSA LF tabuľka

Occ C

Obr. 1.1: Znázornenie ²truktúry FM-indexu

Komprimované su�xové pole

Komprimované su�xové pole (CSA - compressed su�x array) pole sa vyuºíva na zis-

tenie pozície daného podre´azca v texte T . Nie je si ale potrebné drºa´ v ¬om pozície

v²etkých su�xov T , ke¤ºe pomocou LF mappingu vieme zrekon²truova´ podre´azec T

za£ínajúci na ©ubovo©nej pozícii. Preto si sta£í pamäta´ len pozície niektorých su�xov a

potom pomocou LF mappingu len £iasto£ne rekon²truova´ T , pokým nedosiahneme ne-

jakú pamätanú pozíciu su�xu. Komprimované su�xové pole zaberá iba zlomok pamäte

oproti pôvodnému, no na oplátku sa kvôli nutnosti £iasto£nej rekon²trukcie výrazne

zvý²i £as trvania operácie locate.

Tabu©ka pre�xových súm

Táto tabu©ka obsahuje pre kaºdý znak c danej abecedy po£et výskytov lexikogra�cky

men²ích znakov ako c v danom re´azci S. Narozdiel od su�xového po©a ale nie je

tak ©ahko komprimovate©ná, ke¤ºe frekvencie výskytu jednotlivých znakov sú na sebe

navzájom nezávislé. Na druhej strane, zvy£ajne býva ve©kos´ abecedy rádovo men²ia

neº d¨ºka textu, takºe ve©kos´ tejto tabu©ky bude prispieva´ do celkovej pamä´ovej

náro£nosti len malou £as´ou4.

Tabu©ka výskytov

Tabu©ka výskytov Occ pre dané c a k vráti po£et výskytov znaku c v pre�xe S[0..k]

daného re´azca S. Ke¤ túto tabu©ku skon²truujeme nad BWT (T ), tak LF mapping

vieme zade�nova´ ako

LF (i) = C[BWT (T )[i]] +Occ(BWT (T )[i], i)

4�peciálne to platí v na²om, bioinformatickom kontexte, kde pouºívame ²tvorpísmenovú abecedu

a genómy majú d¨ºky v miliónoch.
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1. Základné pojmy a algoritmy

Rýchlos´ prístupu k tejto tabu©ke a jej pamä´ová náro£nos´ je najdôleºitej²ím faktorom

FM-indexu.

Pre lep²iu predstavu uve¤me príklad:

Príklad 1.7. Nech T = banana$, potom BWT (T ) = annb$aa. Tabu©ky C a Occ

skon²truované nad BWT (T ) potom vyzerajú nasledovne:

C pre annb$aa

c $ a b n

C[c] 0 1 4 5

Occ(c, k) pre annb$aa

a n n b $ a a

0 1 2 3 4 5 6

$ 0 0 0 0 1 1 1

a 1 1 1 1 1 2 3

b 0 0 0 1 1 1 1

n 0 1 2 2 2 2 2

1.7.1 Vyh©adávanie pomocou FM-indexu

Vyh©adávanie v FM-indexe rozdelíme na dve fázy � po£ítaciu a lokaliza£nú (pri operácii

count sta£í vykona´ prvú £as´, pre locate obe). Po£ítacia fáza má za úlohu identi�kova´

rozsah su�xov zo su�xového po©a, ktoré majú rovnaký pre�x � vyh©adávanú vzorku5

a lokaliza£ná fáza potom identi�kuje vzorky v su�xovom poli.

Po£ítacia fáza

H©adanie vzorky v su�xovom poli je £asovo ve©mi efektívne, pretoºe sa zárove¬ h©a-

dajú v²etky výskyty danej vzorky P � simultánnym posúvaním ukazovate©ov hornej

a dolnej hranice v su�xovom poli. Ozna£me tieto ukazovatele sp a ep (z ang. starting

resp. ending pointer). Znak c bude obsahova´ momentálne spracovávaný znak vzorky

P , pri£om za£neme posledným znakom a budeme tieº vyuºíva´ pomocné polia Occ a

C zade�nované v predchádzajúcej £asti. Ukazovate© sp bude inicializovaný na C[c] a

ukazovate© ep na C[c+ 1] � v tomto prípade uº tieto ukazovatele ukazujú na prvý resp.

posledný výskyt posledného písmena P v F 6.

5Z de�nície su�xového po©a vyplýva, ºe su�xy s rovnakým pre�xom nasledujú v su�xovom poli za

sebou
6Pripome¬me, ºe F je prvým st¨pcom BWM a F je vlastne pole znakov, ktoré zodpovedajú

indexom su�xového po©a do pôvodného textu T .
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1 i = P.length - 1

2 c = P[i]

3 sp = C[c]

4 ep = C[c + 1]

5

6 while i > 0 do

7 i = i - 1

8 c = P[i]

9 sp = C[c] + Occ(c, sp - 1)

10 ep = C[c] + Occ(c, ep) - 1

11 end

Listing 1.1: Algoritmus na h©adanie vzorky pomocou FM-indexu

Occ(c, sp− 1) (riadok 5) vracia po£et znakov c v BWT (T )[0..(sp− 1)]. Ke¤ k nemu

pripo£ítame po£et znakov, ktoré sú men²ie neº c (C[c]) dostávame pozíciu prvého c

v rozsahu sp aº ep v F . Operácie v riadkoch 5 a 6 realizujú LF mapping pre prvý

a posledný výskyt c v BWT (T )[sp..ep] (ak by sme nemali k dispozícii tabu©ku Occ,

museli by sme najprv nájs´ prvý a posledný výskyt c v BWT (T )[sp..ep] a aº potom

pouºi´ LF mapping).

Príklad 1.8. Postup vyh©adávania vzorky P = nan by vyzeral nasledovne:

P = nan

F L

$ . . . a

a . . . n

a . . . n

a . . . b

b . . . $

n . . . a

n . . . a

P = nan

F L

$ . . . a

a . . . n

a . . . n

a . . . b

b . . . $

n . . . a

n . . . a

P = nan

F L

$ . . . a

a . . . n

a . . . n

a . . . b

b . . . $

n . . . a

n . . . a

Lokaliza£ná fáza

Výsledkom po£ítacej fázy sú dva indexy, sp a ep, ktoré vymedzujú rozsah v su�xovom

poli textu T . A práve prvky prvky v tomto rozsahu nám prezradia, na ktorých pozíciach

textu T nastala zhoda s vyh©adávanou vzorkou.
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�asová zloºitos´

�asová zloºitos´ po£ítacej fázy je lineárna vzh©adom na d¨ºku h©adanej vzorky P ,

ke¤ºe v kaºdej iterácii spracujeme jeden znak P . Na druhej strane, d¨ºka textu T na

túto operáciu vplyv nemá, preto je táto metóda mimoriadne vhodná na spracovávanie

dlhých textov, ako sú napríklad genómy. Zloºitos´ po£ítacej fázy je tieº nezávislá na

po£te výskytov vzorky v texte, ke¤ºe h©adáme len hornú a dolnú hranicu výskytu. V

kaºdej iterácii tieº spravíme dva dotazy do tabu©ky Occ, takºe výsledný £as závisí tieº

lineárne od £asovej zloºitosti dotazov na Occ.

Pri £asovej zloºitosti lokaliza£nej fázy je situácia opa£ná � nezávisí na d¨ºke h©adanej

vzorky, ale na po£te výskytov, ke¤ºe pre kaºdý jeden musíme pristúpi´ ku su�xovému

po©u. Preto o zloºitosti rozhoduje implementácia su�xového po©a.

Zlep²enia

Ak by mala tabu©ka Occ odpoveda´ v kon²tantnom £ase, zaberala by zna£né mnoº-

stvo pamäte, preto sa v praxi pri jej implementácii pouºívajú so�stikovanej²ie dátové

²truktúry ako napríklad wavelet tree [GGV03].

�o sa týka lokaliza£nej fázy, tak je potrebné spomenú´, ºe pamätanie si celého su-

�xového po©a by zaberalo prive©a pamäte, preto sa v praxi pouºíva napríklad kom-

primované su�xové pole � ukladá sa len £as´ pôvodného su�xového po©a a chýbajúce

hodnoty sa potom v prípade potreby dorátavajú pomocou pamätaných hodnôt.
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Kapitola 2

Problém indexovania readov

Indexovanie readov sa vyuºíva v assembleri GAML[BBV14] a v nástroji CRAC[PSCR13],

ktorý sa vyuºíva na analyzovanie RNA readov.

2.1 De�nícia problému

Úlohou bude teda vytvori´ efektívnu dátovú ²truktúru, ktorá na£íta ve©kú sadu rela-

tívne krátkych re´azcov � sequencing reads (pozri £as´ 1.2) a umoºní dostato£ne rýchlo

odpoveda´ na dotaz �vrá´ tie re´azce, ktoré obsahujú ako podre´azec re´azec P �, pri£om

d¨ºka re´azcaP je dopredu daná. Dôraz budeme klás´ ako na rýchlos´ odpovedania na

dotaz, tak aj na pamä´ovú efektívnos´ tejto dátovej ²truktúry. �iºe:

Vstup

Na vstupe pre kon²trukciu dátovej ²truktúry je prirodzené £íslo k - d¨ºka dotazu

a mnoºina R, ktorá predstavuje mnoºinu n readov, kaºdý s d¨ºkou l.

Výstup

Výstupom pre dotaz p je mnoºina S takých readov z R, ktoré obsahujú p ako

podre´azec.

V na²om kontexte ale platia aj nasledovné veci, ktoré nám rie²enie úlohy do zna£nej

miery u©ah£ia:

• Vieme, ºe v²etky ready pochádzajú zo spolo£ného nadslova � sekvenovanej DNA,

pri£om pri sekvenovaní mohla s istou pravdepodobnos´ou nasta´ chyba (pozri

£as´ 1.2). Z chýb budeme uvaºova´ iba substitúciu, ktorej pravdepodobnos´ vy-

medzíme na úrove¬ 0.1% − 2%. To znamená, ºe pre kaºdú bázu kaºdého readu

nastala substitúcia (za nie nutne rôznu bázu) s danou pravdepodobnos´ou.
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• D¨ºka spolo£ného nadslova sa pohybuje medzi miliónom (d¨ºka genómu baktérií

je niekde na úrovni ²tyroch miliónov) a jednej miliardy (d¨ºka genómu £loveka je

asi tri miliardy báz).

• D¨ºky readov l sa pohybujú v rozmedzí 100− 150 báz.

• Pri sekvenovaní sa vyuºíva miera pokrytia (pozri £as´ 1.2) v rozmedzí 10× aº

100×, z £oho nám v kombinácii s d¨ºkou spolo£ného nadslova a d¨ºkou readov

vychádza obmedzenie pre po£et readov na vstupe na n ∈ [105, 2
3
· 109].

• D¨ºku dotazu p budeme uvaºova´ v rozmedzí 13− 15.

• A na záver, pri zis´ovaní, £i p je podre´azcom r budeme testova´ aj to, £i reverzný

komplement (pozri £as´ 1.1) p (revcompl(p)) nie je podre´azcom r � bude nám

sta£i´, ak bude túto podmienku sp¨¬a´ jeden z nich.

Cie©om bude dosiahnu´ £o najniº²iu pamä´ovú zloºitos´, pri zachovaní �rozumnej�

£asovej zloºitosti. O£akávaná pamä´ová zloºitos´ bude teda O(n + s), kde n je po£et

na£ítaných readov a s je d¨ºka spolo£ného nadslova. (Triviálnym rie²ením by bolo

O(n · L), kde L je d¨ºka readu)

2.2 Rie²enie s pouºitím hash mapy

Ako prvé netriviálne rie²enie tohto problému sa naskytá pouºitie hash mapy, kde k©ú-

£om sú v²etky moºné h©adané vzorky p (tie generova´ vieme, ke¤ºe máme dopredu

danú d¨ºku k = |p| a pracujeme nad kone£nou abecedou) a hodnota pre daný k©ú£

by bol zoznam readov, ktoré túto vzorku obsahujú. Algoritmus na generovanie takejto

hash mapy by vyzeral naslednovne:

1 h = HashMap.new

2

3 def process(R)

4 foreach r : R do

5 for i in (0...(|r| - k + 1)) do

6 t = r[i, k]

7 if not h.has_key?(t)

8 h[t] = LinkedList.new

9 end

10
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11 h[t].append(r)

12 end

13 end

14 end

15

16 def find_reads(p)

17 return (h[p].append(h[revcompl(p)]))

18 end

Listing 2.1: Algoritmus na rie²enie problému indexovania readov pomocou hash mapy

Pre kaºdý read r zo zoznamu readov R vygenerujeme v²etky jeho podre´azce d¨ºky

k a tie pouºijeme ako k©ú£e do hash mapy, pomocou ktorých tento read zaindexujeme

jeho pridaním do spájaného zoznamu.

H©adanie vzorky p potom prebieha tak, ºe vrátime zre´azené spájané zoznamy pre

p a reverzný komplement p.

Príklad 2.1. Príklad hash mapy pre mnoºinu readov

S = {ACTTT,CTTAT, TTTAT,AAACT,ACTGA}

.

Obr. 2.1: Hash mapa

Pre vzorku napr. TTT je výsledkommnoºina readov R = {ACTTT,AAACT}.AAACT
sa do výsledku dostane kvôli tomu, ºe h©adáme aj reverzné komplementy.
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2. Problém indexovania readov

Vyh©adávanie vzorky prebieha v kon²tantnom £ase, no pamä´ová zloºitos´ tohto

rie²enia ale nie je ani z¤aleka optimálna, v najhor²om prípade aº O(n · l). Existuje
mnoºstvo zlep²ení, napríklad:

• miesto celých readov nám sta£í si v spájanom zozname pamäta´ len indexy daných

readov

• k©ú£e moºno komprimova´ napríklad nasledovným spôsobom: pre znaky tvoriace

k©ú£e vytvoríme nasledovné kódovanie: A = 00, C = 01, T = 10, G = 11 a

pomocou neho zakódujeme celý k©ú£, £ím dostaneme bitový vektor (v na²om

príklade uvedenom vy²²ie 6-bitový), ktorý sa uº komprimuje ove©a jednoduch²ie

(napríklad ako celé £íslo).

2.3 Rie²enie s pouºitím GkArray

V roku 2011 vy²iel v BMC Bioinformatics £lánok od N. Phillipea a spol.[NP11] pre-

zentujúci dátovú ²truktúru s názvom GkArray. Cie©om autorov bolo navrhnú´ a imple-

mentova´ univerzálne rie²enie na indexáciu readov a vyh©adávanie v nich cez k -mery

vopred danej d¨ºky. Vstupom pre jej kon²trukciu je sada readov, kaºdý d¨ºky m, a £íslo

k, kde k ≤ m. Dátová ²truktúra GkArray je kon²truovaná tak, aby vedela odpoveda´

na nasledujúce dotazy1:

Q1: Ktoré ready obsahujú f ako podre´azec?

Q2: Ko©ko readov obsahuje f ako podre´azec?

Q3: Na ktorých pozíciach sa v jednotlivých readoch f nachádza?

Q4: Aký je celkový po£et výskytov f vo v²etkých readoch?

Q5: V ktorých readoch sa f nachádza len raz?

Q6: V ko©kých readoch sa f nachádza len raz?

Q7: Na ktorých pozíciach v readoch, ktoré ho obsahujú len raz sa f nachádza?

GkArray vnútorne pouºíva 4 polia � GkSA (Generalized k Su�x Array), £o je vhod-

ným spôsobom modi�kované su�xové pole skon²truované nad re´azcom získaným zre-

´azením v²etkých readov zo vstupu, GkIFA (Generalized k Inverse Array) predstavuje

1V pôvodnom £lánku je uvedený aj ôsmy dotaz, ktorý je ale ekvivalentný so ²iestym, my sme si ho

dovolili rovno vynecha´.
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2. Problém indexovania readov

obmenu su�xového po©a reverzov, GkCFA (Generalized k Counting Factor Array) a

²tvrté pole, GkCFPS (Generalized k Counting Factor Pre�x Sum) je pouºité len pri

kon²trukcii prvých troch.

Vidíme teda, ºe ²truktúra GkArray by mala vedie´ rie²i´ problém indexovania readov

pod©a na²ej de�nície pomocou odpovedí na dotazyQ1 �Q4. Pri indexácii ale len zre´azí

re´azce zo vstupu a nijak nevyuºíva to, ºe sú to sekvencieho nejakého genómu, nesnaºí

sa ich nijak komprimova´. Skúsme teda spravi´ jednoduché porovnanie spotreby pamäte

v porovnaní s hash mapou.

2.4 Porovnanie

Pre porovnanie sme pouºili náhodne vybraných milión readov z E.Coli MG1655 Il-

lumina HiSeq2000 sequencing dataset2, pri£om d¨ºka kaºdého readu bola 151 báz a

d¨ºku dotazu sme zvolil k = 13. Program, ktorý sme pouºili na testovanie je do-

stupný na internete na adrese https://github.com/kuboj/CR-index/blob/

master/benchmark/construct.cpp.

Kompilácia a test prebehli po£íta£i s nain²talovanou 64-bitovou verziou opera£ného

systému Linux 3.16.0-33 a kompilátorom gcc verzie 4.9.1. Pri kompilácii boli zapnuté

v²etky optimaliza£né prepína£e (-O3).

Ako implementáciu hash mapy sme zvolili

stl::unordered_map <string, vector<int>> - to znamená, ºe sme nepa-

mätáme v²etky ready, ale len ich indexy a tie vypisujeme na výstup . Nepouºili sme

ani komprimáciu k©ú£ov, ktorú sme vy²²ie nazna£ili.

Vo výsledku zaberala hash mapa 2703080kB a GkArray 1241084kB (pri£om £as kon-

²trukcie hash mapy bol len o málo krat²í). Ke¤ si uvedomíme, ºe vstup tvorilo 150MB

dát, tak nám pre GkArray vychádza �cena� za jednu bázu na vstupe ve©mi vysoká,

okolo 8 bajtov. Ur£ite si preto myslíme, ºe je v tejto oblasti priestor na zlep²enie.

2Dostupné verejne na internete na ftp://webdata:webdata@ussd-ftp.illumina.com/

Data/SequencingRuns/MG1655/MiSeq_Ecoli_MG1655_110721_R1.fastq
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Kapitola 3

CR-index

V tejto kapitole predstavíme na²e rie²enie problému indexovania readov � dátovú ²truk-

túru CR-index (z eng. Compressed Read index ), ktorá je navrhnutá tak, aby sa vy-

hla nedostatkom, ktorými trpia rie²enia s pouºitím GkArray alebo hash mapy. Pripo-

me¬me, ºe úlohou tejto dátovej ²truktúry bude efektívne (najmä vzh©adom na pamä´)

zaindexova´ ve©kú sadu relatívne krátkych re´azcov nad malou abecedou � sequence

readov � a má vedie´ odpoveda´ na dotaz �vrá´ mi v²etky ready také, ºe obsahujú p ako

podre´azec�.

3.1 Princíp fungovania

3.1.1 Komprimácia vstupu

Kým GkArray ready zo vstupu iba zre´azil a nad týmto dlhým re´azcom potom budo-

val su�xové polia a ostatné pomocné ²truktúry, hlavnou my²lienkou CR-indexu je, ako

uº napovedá názov, ready najprv vhodným spôsobom skomprimova´ a aº potom ¤alej

spracováva´. Vyuºijeme to, ºe re´azce, ktoré máme za úlohu indexova´ majú £osi spo-

lo£né � vznikli sekvenovaním jedného genómu. Ke¤ºe pokrytie sa pri sekvenovaní zvy-

£ajne pohybuje na úrovni 10× � 100×, znamená to, ºe ready obsahujú ve©ké mnoºstvo

nadbyto£ných informácií. Pomocou vhodného assembleru £iasto£ne zrekon²truujeme

pôvodný genóm � £iasto£ne preto, lebo výstupom assemblerov pre nejakú sadu readov

nebýva vo v²eobecnosti súvislý genóm, ale len sada kontigov resp. superkontig. Tieº

nemáme zaru£ené, ºe kaºdý read zo vstupu sa v niektorom kontigu musí nachádza´.

Tieto chýbajúce ready potom musíme efektívne nájs´ a nejakým spôsobom prida´ ku

kontigom, aby sme nepri²li o ºiadnu informáciu.

Pre za£iatok predpokladajme, ºe ready na vstupe sú bez sekvenovacích chýb � to
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3. CR-index

znamená, ºe pre kaºdý read platí, ºe je podre´azcom pôvodného genómu, ktorý bol

sekvenovaný. Assembler by mal by´ pri rekon²truovaní genómu pomerne úspe²ný (sa-

mozrejme ak majú ready dostato£né pokrytie) a relatívne málo readov by malo chýba´

medzi kontigmi. V tomto prípade by sme teda spolu zre´azili kontigy a v²etky chýba-

júce ready � tým dostaneme bezstratovo komprimovaný vstup. Ako ale nájdeme ready,

ktoré nie sú podre´azcom zre´azenia kontigov? Jednoducho � nad zre´azením konti-

gov skon²truujeme FM-index, ktorého sa postupne budeme pýta´ na v²etky ready zo

vstupu (a ich reverzné komplementy) a v prípade, ºe FM-index tento read (ani jeho

reverzný komplement) nenájde, ozna£íme ho ako chýbajúci.

Výsledkom komprima£nej fázy je teda zre´azenie kontigov a readov zo vstupu, ktoré

nie sú podre´azcom zre´azenia kontigov a ani ich reverzný komplement nie je podre´az-

com zre´azenia kontigov. Tento dlhý re´azec nazveme superstring (neskôr ho de�nujeme

aj formálne).

Superstring v princípe predstavuje najkrat²ie spolo£né nadslovo pre ready, no ke¤ºe

h©adanie najkrat²ieho spolo£ného nadslova je NP-úplný problém, musíme sa uchýli´ ku

vhodnej aproximácii, £o za nás spraví assembler.

3.1.2 Index

V ¤al²ej fáze kon²trukcie CR-indexu vytvoríme nad superstringom (opä´) FM-index.

V tejto chvíli sme uº schopní efektívne vyh©adáva´ vzorky v superstringu, no ke¤ nám

operácia FM-indexu locate vráti zoznam pozícií superstringu, kde sa daná vzorka na-

chádza, nevieme z toho poveda´ ktorým readom tieto pozície prislúchajú. Potrebujeme

si teda predráta´, kde sa ktorý read nachádza. Na to pouºijeme pole positions � jeho

prvkami budú trojice (i, r, b) - i bude ozna£ova´ index v superstringu, kde za£ína read

r. Logická premenná b ozna£uje, £i sa v superstringu nachádza samotný read (b = 0)

alebo jeho reverzný komplement (b = 1). Algoritmus na kon²trukciu CR-indexu teda

vyzerá nasledovne1.

1 assembler = Assembler.new

2 superstring = ""

3 positions = Array.new

4

5 contigs = assembler.assemble(R)

6 foreach c : contigs do

1Táto implementácia slúºi len pre ú£ely vysvetlenia kon²trukcie CR-indexu. Reálna implementácia

sa do istej miery odli²uje a popí²eme ju neskôr.
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7 superstring += c

8 end

9

10 contigs_fm_index = FMIndex.new(joint_contigs)

11

12 foreach r : R do

13 matches = contigs_fm_index.locate(r)

14 matches2 = contigs_fm_index.locate(rev_compl(r))

15

16 if matches.size() == 0 && matches2.size()

17 positions.push(superstring.length(), r, 0)

18 superstring += r

19 else

20 foreach m : matches do

21 positions.push([m, r, 0])

22 end

23

24 foreach m : matches2 do

25 positions.push([m, r, 1])

26 end

27 end

28 end

29

30 positions.sort

31 fm_index = FMIndex.new(superstring)

Listing 3.1: Algoritmus kon²trukcie CR-indexu nad readmi bez chýb.

Premenná R ozna£uje mnoºinu readov, ktorú máme na vstupe. Objekt assembler

(riadok 1) predstavuje zapuzdrenie volania vhodného assemblera, jeho metóda assemble

(riadok 5) vracia pre pole readov na vstupe pole re´azcov predstavujúcich kontigy, ktoré

assembler poskladal z readov. Objekt FM-index (riadok 10) je vhodná implementácia

FM-indexu podporujúca operáciu locate (vi¤. kapitolu 1.7), ktorá pre vzorku na vstupe

vráti pole indexov re´azca nad ktorým je tento FM-index skon²truovaný, na ktorých

daná vzorka za£ína. Funkcia rev_compl(s) (riadok 14) vracia pre re´azec na vstupe

jeho reverzný komplement (pod©a de�nície 1.6).

Algoritmus najprv zavolá assembler (riadok 5), pomocou ktorého vytvorí kontigy,

ktoré zre´azí (riadky 6 � 8). Potom prebehne kon²trukcia pomocného FM-indexu (ria-
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dok 10) nad zre´azenými kontigmi. Následne sa pre kaºdý read r a jeho reverzný kom-

plement zavoláme metódu locate tohto FM-indexu (riadky 13 � 14). Ak sa ani jeden

z nich v superstringu nenachádza, tak ho tam pridáme (riadok 18). Uº predtým uº

ale vieme, na akej pozícii bude tento read v superstringu za£ína´ (ke¤ºe ho pridávame

na koniec) a môºeme túto informáciu vloºi´ do po©a positions (riadok 17). Pre ready,

ktoré sa v superstringu nachádzajú pridáme do po©a positions informáciu o ich vý-

skytoch (riadok 21) resp. výskytoch ich reverzných komplementov (riadok 25). Pole

positions nakoniec utriedime (riadok 30) � ako uvidíme v ¤al²ej £asti, pomôºe nám

to rýchlej²ie identi�kova´ ready obsahujúce h©adanú vzorku. Nad superstringom, ktorý

sme úspe²ne zre´azili so v²etkými chýbajúcimi readmi potom skon²truujeme nový FM-

index (riadok 31). Práve ten spolu s po©om positions predstavujú výstup kon²trukcie

celého CR-indexu.

3.1.3 Dotazy

Úlohou je pre re´azec p na vstupe vráti´ tie ready, ktoré obsahujú p ako podre´azec.

Najprv uvedieme algoritmus v pseudokóde a ten následne vysvetlíme:

1 def locate(p)

2 retval = Array.new

3 indexes = fm_index.locate(p)

4

5 foreach i : indexes do

6 start_index = [i + k - l, -1, 0]

7 end_index = [i, INT_MAX, 1]

8

9 low = positions.lower_bound(start_index)

10 up = positions.upper_bound(end_index)

11

12 for (pos = low; pos != up; pos++) do

13 if (pos[2] == 0)

14 retval.push(pos[1])

15 else

16 retval.push(rev_compl(pos[1]))

17 end

18 end

19 end

20
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21 return retval

22 end

Listing 3.2: Algoritmus dotazu locate CR-indexu nad readmi bez chýb.

Premenné fm_index a positions sú výsledkom kon²trukcie z £asti 3.1.2, premenná

l predstavuje d¨ºku kaºdého readu, premenná k má hodnotu d¨ºky dotazu (pod©a toho,

ako sme problém indexovania readov zade�novali v £asti 2.1 máme obe hodnoty k

dispozícii na vstupe pri kon²trukcii CR-indexu, t.j. predstavujú parametre kon²trukcie)

a kon²tanta INT_MAX je najvä£²ia hodnota pre celo£íselný dátový typ.

V prvom kroku vyh©adáme výskyty p v superstringu pomocou FM-indexu (riadok 3),

ktorý sme skon²truovali po£as predchádzajúcej fázy � výsledkom bude zoznam pozícií

v superstringu, kde bola vzorka p nájdená. Následne potrebujeme tieto pozície preloºi´

na ready, ktorým prislúchajú a na to vyuºijeme pole positions. To spravíme tak, ºe v

¬om pre kaºdý index i (riadok 5) pomocou binárneho vyh©adávania obmedzíme roz-

sah, kde sa nachádzajú relevantné hodnoty � tie prvky, ktoré ozna£ujú za£iatky readov,

ktoré obsahujú ako podre´azec tento výskyt h©adanej vzorky. Práve tu vyuºijeme to, ºe

toto pole je utriedené pod©a prvej súradnice � indexu ukazujúceho na pozíciu v supers-

tringu. Metódy lower_bound2 (riadok 9) resp. upper_bound (riadok 10) vrátia takú

pozíciu v poli, ºe hodnota na tejto pozícii nie je men²ia resp. je vä£²ia ako start_index

resp. end_index. Pre start_index preto zvolíme hodnotu, ktorá popisuje naj©avej²í

index v superstringu taký, ºe read na ¬om za£ínajúci môºe obsahova´ výskyt vzorky p

za£ínajúci na indexe i (pre end_index analogicky najpravej²í read. Vi¤ príklad 3.1).

V²etky takto ohrani£ené hodnoty po©a positions (riadok 12) predstavujú ready, ktoré

obsahujú tento výskyt vzorky p � posledné, £o ostáva je prida´ do výstupného po©a

retval tento read (riadok 14) resp. jeho reverzný komplement (riadok 16) � pod©a toho,

ktorý z nich je v superstringu uloºený (a indikátor toho sme si pri kon²trukcii po©a

positions uloºili ako tretiu hodnotu pre kaºdý prvok). Metóda locate teda pre h©adanú

vzorku p vráti zoznam readov, ktoré ju obsahujú ako podre´azec. Pre splnenie posled-

nej podmienky z £asti 2.1 by sme pre dotaz na vzorku p mali zavola´ metódu locate aj

pre vstup rev_compl(p) a výstupy pre obe volania spoji´ do jedného po©a a vráti´ ako

výstup to.

Príklad 3.1. Ilustrácia toho, ako by mohol vyzera´ naj©avej²í a najpravej²í read v

superstringu pre vzorku p = GTCG, k = 3, l = 10. Ak vzorka p za£ína v superstringu

na indexe i, tak naj©avej²í read za£ína na indexe i+ k − l a najpravej²í na indexe i.
2Pod©a http://www.cplusplus.com/reference/algorithm/lower_bound/
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ss = . . . ACTTG

read1

ATACCGGTCGAAAAAA
read2

GGTC . . .

Príklad 3.2. Uvaºujme sadu readovR = {AAATTG,AATTGG,ATTGGC,GCCCAA,
CCCATA, GGTAAT,GTAATC, TAATCA,ATCAAA}, kde l = 6 a p = 4. �alej

predpokladajme, ºe výstupom assemblera sú kontigy c0 = AAATTGGCCCAA

a c1 = TTGATTACC. Ich zre´azením a doplnením chýbajúcich re´azcov dostávame

nasledovný superstring:

ss =

c1

AAATTGGCCCAATTGATTACC
c2

r3

CCCATAATCAAA
r7

Pole positions potom vyzerá nasledovne:

i read rev_compl?

0 AAATTG 0

1 AATTGG 0

2 ATTGGC 0

6 GCCCAA 0

13 TAATCA 1

14 GTAATC 1

15 GGTAAT 1

21 CCCATA 0

27 ATCAAA 0

Ilustrujme dotaz pre vzorku p = AAT :

AAATTGGCCCAATTGATTACCCCCATAATCAAA

Vidíme, ºe FM-index nad superstringom nám ako výsledok vrátil dve hodnoty � 1 a

26. Ak i = 1, potom za£iatok naj©avej²ieho readu, ktorý môºe vzorku obsahova´ je

0, za£iatok najpravej²ieho 1, iterátor low (riadok 9 listingu 3.2) ukazuje na index 0

po©a positions a iterátor up (riadok 10) na pozíciu 2 (túto hodnotu uº iterátor pos pri

iterovaní (riadok 12) nenabudne). Výsledkom teda budú ready za£ínajúce na indexoch

0 a 1 � AAATTG a AATTGG.

Pokra£ujme pre i = 26. Iterátor low bude ukazova´ na index 8 v poli positions (lebo

naj©avej²í read obsahujúci tento výskyt vzorky p môºe za£ína´ na indexe 23). Iterátor
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up bude ukazova´ tieº na index 8, takºe cyklus for na riadku 12 sa nevykoná ani raz �

£o je v poriadku, ke¤ºe síce sme na²li výskyt vzorky v superstringu, no nachádzal sa

akurát na rozhraní readov a teda ani jeden read ho neobsahoval.

V tomto momente je dôleºité si v²imnú´, ºe týmto spôsobom sme nena²li v²etky

výskyty vzorky p = AAT , napríklad read GGTAAT ju obsahuje, no tento read sme

(zatia©) na výstup neposunuli. Assemblery totiº pokladajú ready a ich reverzné komple-

menty za identické a teda sa môºe sta´, ºe niektorý kontig bude zloºený len z reverzných

komplementov � v na²om príklade je to c1. Preto pri zis´ovaní výskytu vzorky p po-

trebujeme vykona´ dopyt aj pre rev_compl(p) a výsledné mnoºinu readov zjednoti´.

Pre vzorku TAA = rev_compl(AAT ) nám uº FM-index vráti výskyty v superstringu,

ktoré potom úspe²ne preloºíme na chýbajúce ready.

Je nutné poznamena´, ºe realizáciou dotazovania týmto spôsobom vrátime aj ready,

ktoré obsahujú reverzný komplement vzorky p � predstavme si, ºe by sme robili dotaz

pre p = TACC, v tom prípade vrátime na výstup aj read GGTAAT , ktorý túto

vzorku neobsahuje. To je ale v poriadku, ke¤ºe to súhlasí s na²ou de�níciou problému

indexovania readov (vi¤ poslednú odráºku v £asti 2.1).

3.2 Ready s chybami

Bohuºia©, zjednodu²ením situácie vo forme popierania existencie sekvenovacích chýb

sa aº príli² vz¤a©ujeme realite. Ako sa teda zmení situácia, ak máme bra´ do úvahy, ºe

v readoch sa vyskytujú chyby?

Pripome¬me, ºe pri probléme indexovania readov tak, ako sme ho zade�novali v

kapitole 2 uvaºujeme len substitu£né chyby � £o znamená, ºe read sa môºe v niektorých

bázach lí²i´ od svojho �obrazu� v pôvodnom genóme.

V prvom rade assembler nebude pri kon²trukcii kontigov ani z¤aleka tak úspe²ný

ako v predchádzajúcom prípade � chyby budú zniºova´ pravdepodobnos´, ºe úspe²ne

odhalí prekryvy medzi readmi, ciºe výstupom assembleru budú ove©a krat²ie kontigy,

£iºe aj �kompresný pomer� bude výrazne niº²í a to viac readov bude potrebné pripoji´

na koniec. Ak si uvedomíme, ºe pri indexovaní readov napríklad s d¨ºkou 100 báz a

chybovos´ou 1% má takmer kaºdý read aspo¬ jednu chybu, vidíme, ºe tento spôsob

indexovania je pre ready s chybami neposta£ujúci a komprimáciu vstupu je potrebné

robi´ so�stikovanej²ie.

�Komprimovate©nos´� readov zvý²ime tak, ºe pred tým, ako ich dostane assembler na

vstup budú opravené � korekcia readov (sequencing read correction) je známy problém,

na ktorý existuje mnoºstvo rie²ení[KSS10] [IFI11]. �o nám ale skomplikuje situáciu je
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fakt, ºe kontigy budú obsahova´ opravené ready a nie originálne, ktoré sme dostali na

vstupe � preto si budeme musie´ pamäta´ aj ¤al²ie informácie týkajúce sa aplikovaných

korekcií, aby sme vedeli prevádza´ transformácie medzi opravenými a neopravenými re-

admi. Tým sme v²ak stále nevyrie²ili situáciu, £o s chýbajúcimi readmi. Ak by sme

v zre´azených kontigoch h©adali pôvodné, neopravené ready, chýbalo by ich, pochopi-

te©ne, ve©mi ve©a a tým pádom by komprimácia nebola tak úspe²ná. Zvo©me opa£ný

prístup � v zre´azených kontigoch budeme h©ada´ opravené ready a tie, ktoré v konti-

goch nie sú obsiahnuté zre´azíme na koniec. Zamyslime sa teraz, ako by prebiehal dotaz

� ak existuje výskyt vzorky p v superstringu, znamená to, ºe nejaký opravený read ob-

sahuje h©adanú vzorku. To ale neznamená, ºe ju obsahoval aj pôvodný read � na²´astie

túto situáciu vieme ©ahko vyrie²i´ pomocou zapamätaných korekcií � k danému oprave-

nému readu skon²truujeme pôvodný a v ¬om overíme, £i je p jeho podre´azcom. Týmto

spôsobom vieme vylú£i´ falo²né detekcie vzorky (false positives). Problematickej²ie to

bude z druhej strany � vieme ale takto nájs´ v²etky výskyty vzorky p medzi pôvodnými

readmi? Uvaºujme nasledovný príklad:

Príklad 3.3. Uvaºujme sadu readov3 R = {AAAAACCC, TAAAACCC,AAAACCCC,
AAGACCCG,CCCCTGTG}, kde l = 8 a p = 6. Nech korekcie readov vyzerajú na-

sledovne:

AAAAACCC → AAAAACCC

TAAAACCC → AAAAACCC

AAAACCCC → AAAACCCC

AAGACCCG→ AAAACCCC

CCCTTGTG→ CCCCTGTG

�alej predpokladajme, ºe výstupom assemblera spusteného nad opravenými readmi

je jeden kontig c0 = AAAAACCCC. Po doplnení chýbajúcich opravených readov je vý-

stupom superstring ss = AAAAACCCCCCCCTGTG. Zamyslime sa teraz, ako by vy-

zeral dotaz na vzorku p = TAAAAC � tá sa nachádza v pôvodnom reade TAAAACCC,

no v superstringu sa uº nevyskytuje. Moºnos´ou by bolo skúsi´ vyh©ada´ v²etky vzorky

lí²iace sa oproti p v jednom znaku, akoby simulova´ opravu chyby readu aj vo vzorke.

Tým nám lineárne narastie po£et dotazov na FM-index nad superstringom. Ak by

sme h©adali vzorku p = GACCCG (nachádza sa v pôvodnom reade AAGACCCG),

potrebovali by sme h©ada´ ¤alej � výskyt tejto vzorky v pôvodnom reade postihli aº
3Táto sada readov je zámerne extrémne jednoduchá, na²im cie©om je len ilustrova´ princíp problému
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dve korekcie. Ak by sme mali vygenerova´ v²etky moºné vzorky lí²iace sa od pôvodnej

na dvoch miestach, je ich uº kvadraticky ve©a. Vyzerá to teda, ºe ani tento prístup,

pouºi´ len opravené ready, nebude slávi´ úspech. Problematické vyzerajú by´ tie ready,

v ktorých sú pozície opráv príli² blízko seba � tak, ºe by mohli �zasiahnú´� vzorku, t.j.

sú bliº²ie ako p.

V kone£nom dôsledku teda vidno, ºe vhodný prístup leºí kdesi uprostred moºností

zre´azi´ s kontigmi (nad opravenými readmi) pôvodné a opravené ready � budeme sa

musie´ vhodne vysporiada´ s readmi, ktoré majú korekcie �príli² blízko seba�.

3.3 Navrhovaná implementácia

Kým predchádzajúca £as´ bola skôr ur£ená na ilustráciu fungovania princípov stojacich

za CR-indexom, v tejto £asti uº konkrétne popí²eme jeho vnútorný dizajn.

3.3.1 Korekcia readov

Korek£ná funkcia

Ozna£enie 3.1. Ozna£me ako corrR(r) korek£nú funkciu nad mnoºinou readov R,

ktorej výstupom pre read r je opravený read rcorr, £o je read rovnakej d¨ºky, ktorý sa

môºe (ale nie nutne musí) lí²i´ od pôvodného readu na niektorých pozíciach.

Fáza korekcie readov bude prebieha´ tak, ºe ako prvé vygenerujeme sadu opravených

readov. Potom skon²truujeme pole di� a nakoniec rozdelíme ready na dve skupiny, ako

uvidíme neskôr.

Pole di�

Pole di� skon²truujeme tak, aby obsahovalo informácie o aplikovaných korekciách na

jednotlivé ready. Formálne by sme ho de�novali ako:

De�nícia 3.1. Mnoºinu korekcií pre mnoºinu readov R a korek£nú funkciu corrR de-

�nujeme ako

diff = {(corrR(r), i, r[i]) | ∀r ∈ R ∀i : 0 ≤ i < |r| : corrR(r)[i] 6= r[i]}

Algoritmus na kon²trukciu po©a di� by vyzeral nasledovne:
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1 diff = Array.new

2 correcter = Correcter.new

3 corrected_reads = correcter.correct_reads(R)

4

5 for (i = 0; i < R.length; i++) do

6 for (j = 0; j < R[i].length; j++) do

7 if R[i][j] != corrected_reads[i][j]

8 diff.push([i, j, R[j]])

9 end

10 end

11 end

Listing 3.3: Algoritmus kon²trukcie po©a di�.

Algoritmus dostane na vstupe mnoºinu readov R, ktoré opraví � trieda Correcter

(riadok 2) predstavuje vhodné zapuzdrenie implementácie algoritmu opravujúceho re-

ady � funkciu corrR. Vo for cykle potom porovnáme kaºdý znak kaºdého readu s pô-

vodným, a ak nie sú zhodné, vloºíme do po©a di� trojicu [i, j, o], kde i predstavuje

poradové £íslo re´azca4, j index ukazujúci na pozíciu v danom reade, kde sa pred ko-

rekciou nachádzal znak o. Na konci toto pole utriedime pod©a prvej súradnice � to je

dôleºité z toho dôvodu, aby sme vedeli efektívne (pomocou binárneho vyh©adávania)

vyh©adáva´ v²etky korekcie pre daný read.

Rozdelenie readov

De�nícia 3.2. Uvaºujme read r z mnoºiny readov R, korek£nú funkciu corrR a para-

meter p5. Potom read r nazývame kritický, ak existujú také £ísla i, j, ºe 0 ≤ i < j < |r|
a corrR(r)[i] 6= r[i] ∧ corrR(r)[j] 6= r[j] ∧ j − i < p.

Poznámka 3.1. Nekritický read je taký read r z mnoºiny readov R, ktorý nie je

kritický.

Inak povedané, read je kritický, ak sú v opravenom reade dve korekcie príli² blízko

seba � menej ako p.

Po tom, ako prebehne korekcia readov a kon²trukcia po©a di�, rozdelíme ready na

kritické � to sú pôvodné ready, ktorých korekcia by nám ve©mi nepomohla � a opravené
4Mohli by sme pouºi´ aj re´azec samotný, no týmto spôsobom vieme u²etri´ nezanedbate©né mnoº-

stvo pamäte.
5D¨ºka dotazu.
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nekritické ready. Výstupom fázy korekcie readov teda budú dve sady readov a utriedené

pole uchovávajúce informácie o aplikovaných korekciách.

3.3.2 Budovanie indexu

Hammingova vzdialenos´

De�nícia 3.3. Hammingova vzdialenos´ dvoch re´azcov s a t rovnakej d¨ºky l je de�-

novaná nasledovne:

edth(s, t) = |{ i | 0 ≤ i < l ∧ s[i] 6= t[i] }|

Inými slovami, pre dva rovnako dlhé re´azce je to po£et pozícií, na ktorých sa lí²ia.

Príklad 3.4. edth(ACCTGG, TCCTGC) = 2

Superstring

Kým v doteraj²om texte sme pouºívali pojem superstring dos´ vo©ne, na tomto mieste

ho kone£ne riadne zade�nujeme.

De�nícia 3.4. Superstringom mnoºiny re´azcov R rovnakej d¨ºky l s parametrom p ∈ N
ozna£ujeme taký re´azec S, pre ktorý platí, ºe kaºdý re´azec r ∈ R sp¨¬a aspo¬ jednu z

nasledujúcich podmienok:

(a) r je podre´azcom S

(b) rev_compl(r) je podre´azcom S

(c) existuje podre´azec s re´azca S s d¨ºkou l taký, ºe

∀i : 0 ≤ i ≤ l − p : edth(r[i, i+ p− 1], s[i, i+ p− 1]) ≤ 1

(d) existuje podre´azec s re´azca S s d¨ºkou l taký, ºe

∀i : 0 ≤ i ≤ l − p : edth(rev_compl(r)[i, i+ p− 1], s[i, i+ p− 1]) ≤ 1

Povedané inak, superstringom mnoºiny re´azcov R je taký re´azec, v ktorom pre

kaºdý re´azec r z R platí, ºe bu¤ on alebo jeho reverzný komplement je podre´azcom

superstringu alebo pre r alebo jeho reverzný komplement vieme nájs´ podre´azec su-

perstringu rovnakej d¨ºky, ktorý sa od r (resp. jeho reverzného komplementu) �lí²i len

tu a tam� � to znamená, ºe indexy, na ktorých majú tieto dva re´azce rôzne znaky nie

sú �príli²� blízko seba, t.j. kaºdé dva sú od seba vzdialené aspo¬ p.
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Pre nás bude podstatné nájdenie £o najkrat²ieho superstringu pre danú sadu rea-

dov. Technicky vzaté, najkrat²í superstring je najkrat²ie spolo£né nadslovo readov, no

ke¤ºe jeho h©adanie je NP-´aºký problém, aplikujeme vhodnú heuristiku � zostavovanie

genómu (sequence assembly) pomocou assemblera.

Index

Tak ako sme uº nazna£ili, hlavná zmena bude spo£íva´ v tom, ºe assembler dostane na

vstup uº opravené ready, no len nekritické. Tak ako v predchádzajúcej £asti, výsledné

kontigy zre´azíme a skon²truujeme nad nimi FM-index, pomocou ktorého identi�ku-

jeme tie ready, ktoré assembler dostal na vstup, ktoré nie sú podre´azcom zre´azenia

kontigov a zre´azíme ich so zre´azením kontigov. Zárove¬ popritom kon²truujeme pole

positions s jemnou odli²nos´ou oproti tomu, ako sme ho popísali v £asti 3.1.2. Namiesto

celého readu si totiº, kvôli úspore pamäte, budeme pamäta´ len identi�kátor daného

readu � jeho poradové £íslo (vzh©adom na poradie vo vstupnej sade R). Na spätnú re-

kon²trukciu readu potom vyuºijeme schopnos´ FM-indexu rekon²truova´ pôvodný text,

nad ktorým bol kon²truovaný � zaplatíme za to síce cenu v podobe dlh²ieho £asu, ktorý

bude potrebný na vykonanie dotazu, no úspora pamäte bude výrazná.

V poslednej fáze pripojíme k výslednému re´azcu neopravené kritické ready a kon-

²trukcia superstringu je hotová. Z kon²trukcie vyplýva, ºe takto skon²truovaný su-

perstring sp¨¬a de�níciu 3.4 � pre kritické ready zo vstupnej sady readov je splnená

podmienka (a) z tejto de�nície a pre nekritické ready zo vstupnej sady bu¤ podmienka

(c) alebo (d) � tieto podmienky sú totiº postavené tak, ºe hovoria práve o tom, ºe v

superstringu sa má nachádza´ taký podre´azec, ºe sa od daného readu �ve©mi nelí²i� a

indexy, na ktorých sa tieto dva re´azce lí²ia majú by´ od seba vzdialené aspo¬ p � a to

nekritické ready sp¨¬ajú. Nad výsledným superstringom skon²truujeme nový FM-index,

ktorý spolu s po©om di� a (utriedeným) po©om positions tvoria celý CR-index.
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R

Rcorr

corrR()

diff

Rcorr,ncrit Rcrit

assembly

contigs

pos S

CR-index

Obr. 3.1: Schéme kon²trukcie CR-indexu

Na obrázku je znázornená schéma

kon²trukcie CR-indexu. R ozna£uje

vstupnú sadu readov, Rcorr je sada

opravených readov � výstup korek£nej

funkcie corrR. Pole di� a sady readov

Rcorr,ncrit (opravené, nekritické) a Rcrit

(pôvodné, kritické) tvoria výstup fázy

korekcie readov popísanej v £asti 3.3.1.

Vo fáze budovania indexu (popísanej v

£asti 3.3.2) potom zo zre´azených kon-

tigov, chýbajúcich nekritických oprave-

ných readov a kritických readov skon-

²truujeme superstring, ktorý spolu s

po©ami di� a pos (positions) tvoria sa-

motný CR-index.

3.3.3 Dotazy

Kým v predchádzajúcej £asti sme pri dotazovaní spravili len jednoduchý dotaz do

FM-indexu a pod©a výsledných indexov vyh©adali príslu²né ready, tým, ºe superstring

obsahuje opravené ready6 je momentálna situácia o £osi komplikovanej²ia.

Proces dotazu rozdelíme na dve fázy � v prvej fáze sa FM-indexu spýtame na výskyty

vzorky p, k nim zrekon²truujeme prislúchajúce ready a vylú£ime prípadné falo²né de-

tekcie (false positives) � mohla totiº nasta´ situácia, ºe opravený read obsahuje výskyt

vzorky p, takºe ho FM-index nájde, no v pôvodnom reade sa výskyt p nenachádza.

V druhej fáze vykonáme dotazy pre v²etky re´azce s Hammingovou vzdalenos´ou 1

od vzorky p (a opä´ zrekon²truujeme ready a overíme). Táto druhá fáza je potrebná

kvôli tomu, aby sme niektoré ready, ktoré p obsahujú nevynechali z výsledku. Mohlo

totiº nasta´ to, ºe korekcia readu prebehla akurát na mieste, kde tento read obsahuje

vzorku p a ak tento read nie je kritický, tak v superstringu sa nachádza akurát s týmto
6a originálne kritické ready
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modi�kovaným výskytom vzorky p. Na druhej strane, ak pri nejakom reade nastali také

korekcie, ºe boli bliº²ie ako p, t.j. tak sa v superstringu nachádza jeho originál7, takºe

nám sta£í Hammingova vzdialenos´ 1. Algoritmus na vykonanie dotazu teda vyzerá

nasledovne:

1 def locate(p)

2 retval = locate_with_check(p, p)

3

4 foreach p2 : strings_with_hd_1(p) do

5 foreach i : locate_with_check(p2, p) do

6 retval.push(i)

7 end

8 end

9

10 return retval

11 end

12

13 def locate_with_check(p, p_check)

14 retval = Array.new

15 indexes = fm_index.locate(p)

16

17 foreach i : indexes do

18 foreach pos : positions.bound([i + k - l, -1, 0],

19 [i, INT_MAX, 1]) do

20 read_id = pos[1]

21 diffs = diff.bound([read_id, -1, ’A’],

22 [read_id, INT_MAX, ’A’])

23 if pos[2]

24 p2 = apply_corrections(diffs, rev_compl(p))

25 if p2 == rev_compl(p_check)

26 retval.push(read_id)

27 end

28 else

29 p2 = apply_corrections(diffs, p)

30 if p2 == p_check

31 retval.push(read_id)

32 end

7Ke¤ºe je kritický.
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33 end

34 end

35 end

36

37 return retval

38 end

Listing 3.4: Algoritmus dotazu locate CR-indexu nad readmi s chybami.

Funkcia locate, ako sme uº skôr spomenuli, najprv vykoná dotaz pre vzorku p (riadok

2) a potom vykonáva dotazy pre v²etky vzorky s Hammingovou edita£nou vzdialenos-

´ou 1 od vzorky p � riadok 5 (predpokladajme e²te, ºe máme k dispozícii funkciu

strings_with_hd_1(s), ktorá pre daný re´azec vráti pole v²etkých re´azcov s Hammin-

govou vzdialenos´ou 1 od re´azca s).

Zaujímavej²ia je funkcia locate_with_check (riadok 13). Tá vyh©adá vzorku p, pre

kaºdý jej výskyt nájde prislúchajúce ready (riadok 18) � kvôli zjednodu²eniu zápisu

predpokladáme, ºe máme k dispozícii metódu bound, ktorá vracia podpole ohrani-

£ené argumentmi, £iºe je to len skrátený zápis riadkov 6 � 12 z príkladu 3.2. �alej

pre kaºdý read nájdeme prislúchajúce korekcie v poli di� (riadky 21 a 22). Funkcia

apply_corrections8 potom aplikuje relevantné9 korekcie na nájdený výskyt p, aby sme

zistili, ako tento nájdený výskyt p vyzeral v pôvodnom, neopravenom reade � ak je

rovnaký ako p_check, tak sme úspe²ne na²li výskyt a pridáme daný read do po©a

výsledkov.

Celé fungovanie bude jasnej²ie na príklade:

Príklad 3.5. Uvaºujme k = 4, l = 8, nasledovný superstring10 (nech index jeho prvého

znaku je 100):

S = . . . ACCTAGCCTGCTTTAGCTTTAG . . .

�alej nech polia positions a di� vyzerajú nasledovne:
8Implementáciu tejto funkcie sme zámerne vynechali, nako©ko nie je ve©mi my²lienkovo zaujímavá

a prevládajú v nej skôr technické detaily týkajúce sa prerátavania indexov.
9Nie je potrebné rekon²truova´ kompletný originálny read, sta£í nám tá £as´, ktorá obsahuje p.
10Respektíve jeho £as´.
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i read_id rev_compl?

. . . . . . . . .

100 966 0

102 256 0

. . . . . . . . .

110 452 0

. . . . . . . . .

113 812 0

. . . . . . . . .

read_id i orig

. . . . . . . . .

254 7 C

256 0 A

256 7 C

257 1 T

. . . . . . . . .

812 4 C

. . . . . . . . .

966 6 G

. . . . . . . . .

Ilustrujme teraz dotaz pre vzorku p = AGCC. FM-index nájde výskyt tejto vzorky

na pozícii 104:

S = . . . ACCTAGCCTGCTTTAGCTTTAG . . .

V tabu©ke positions nájdeme relevantné záznamy � vidíme, ºe ready £íslo 966 a 254

obsahujú tento výskyt p. Následne pre tieto ready vyh©adáme záznamy o korekciách v

tabu©ke di�. Vidíme, ºe pri reade 256 nastali dve korekcie � znaky na indexoch 0 a 7 sa

zmenili na A resp. C � ke¤ ale tieto indexy prerátame na indexy v rámci superstringu

(102 resp. 109) tak vidíme, ºe tieto nezasahujú do tohto výskytu p (ten sa nachádza v

superstringu na pozíciach 104 � 108). Z toho vyplýva, ºe read £íslo 256 tento výskyt p

obsahuje.

�alej spracujeme read £íslo 966 za£ínajúci na indexe 100 v rámci superstringu. V

tomto prípade korekcia nastala na indexe 6 vzh©adom na tento read, £iºe na indexe 106

v rámci superstringu � to uº zasahuje do výskytu vzorky p, z ktorej tým dostávame p′ =

AGGC, £o znamená, ºe read £íslo 966 výskyt p neobsahuje, namiesto neho obsahuje

podre´azec AGGC, ktorý sa vo fáze korekcie readov zmenil na AGCC a preto sme

tento výskyt na²li v superstringu.

Nasleduje druhá fáza dotazu, kde spravíme dotaz pre v²etky re´azce s Hammingovou

vzdialenos´ou 1 od p. Pre ú£ely príkladu si vysta£íme s jednou vzorkou, napríklad

pd(1) = AGCT . FM-index vráti ako výskyt tejto vzorky index 114 v superstringu:

S = . . . ACCTAGCCTGCTTTAGCTTTAG . . .

Prvým nájdeným readom, ktorý obsahuje AGCT je read £íslo 452 � v tabu©ke di�
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3. CR-index

pre tento read ale nemáme ºiadne záznamy, £o znamená, ºe pri ¬om neprebehli ºiadne

korekcie. Obsahuje síce výskyt modi�kovanej vzorky � AGCT , no nie pôvodnú vzorku

p a teda sa do výsledku nedostane. Druhý read, ktorý obsahuje AGCT je read £íslo

812. Pre¬ máme v tabu©ke di� záznam o korekcii na indexe 4. Ke¤ºe tento read za£ína

v superstringu na indexe 113, tak táto korekcia sa dotkne aj výskytu h©adanej vzorky �

AGCT sa upraví na AGCC, £o sa rovná pôvodne h©adanej vzorke p a preto read £íslo

452 tieº zahrnieme do výsledku. �o vlastne nastalo je to, ºe read £íslo 812 pôvodne

obsahoval ako podre´azec p, no pri korek£nej fáze bol tento read zmenený akurát na

mieste výskytu p. Spätným h©adaním pomocou po©a di� sme to ale odhalili a úspe²ne

ho zahrnuli do výsledku.

Poznámka 3.2. V predchádzajúcom príklade sme zámerne uvaºovali len ready, ktoré

sa v superstringu nachádzajú priamo samé a nie ich reverzný komplement. Princíp

h©adania by sa nezmenil (postupovali by sme pod©a algoritmu uvedenom v listingu

3.4), no príklad by bol zbyto£ne komplikovaný a technický.

Poznámka 3.3. Tak ako sme uº uviedli v £asti 3.1.3, tak �pre splnenie poslednej

podmienky z £asti 2.1 by sme pre dotaz na vzorku p mali zavola´ metódu locate aj

pre vstup rev_compl(p) a výstupy pre obe volania spoji´ do jedného po©a a vráti´ ako

výstup to�.

3.3.4 Moºné zlep²enia

Na²a implementácia CR-indexu ako rie²enia problému indexovania readov je síce pa-

mä´ovo výrazne efektívnej²ia neº implementácia pomocou hash mapy alebo pouºite

kniºnice GkArray, no stále je tu priestor na zlep²enie.

V prvom rade by sa dali polia di� a positions reprezentova´ efektívnej²ie pomocou

tzv. úsporných dátových ²truktúr (succinct data structures) [GBMP14].

�al²ím, uº podstatne menej triviálnym zlep²ením by bolo pouºitie Bloom �ltra, v

druhej fáze dotazu, ke¤ sa pýtame CR-indexu na vzorky s Hammingovou vzdialenos´ou

1 od pôvodnej vzorky. Bloom �lter je pamä´ovo efektívna pravdepodobnostná dátová

²truktúra, ktorá sa pouºíva na odpovedanie na otázku, £i sa daný prvok nachádza v

danej mnoºine. Bloom �lter je navrhnutý tak, ºe sa môºe sta´, ºe odpovie, ºe sa daný

prvok v mnoºine nachádza, aj ke¤ sa tam nenachádza (false positive), no nikdy nie

naopak. Pri kon²trukcii CR-indexu, konkrétne pri kon²trukcii po©a positions by sme

pre kaºdý spracovávaný read vygenerovali v²etky jeho podre´azce d¨ºky p a tie vloºili

do Bloom �ltra. Pri druhej fáze dotazu by sme potom vedeli vynecha´ niektoré do-

tazy na FM-index tým, ºe by sme sa najprv Bloom �ltra spýtali, £i má zaindexovaný
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3. CR-index

daný re´azec. Týmto spôsobom by sme síce mierne pred¨ºili £as potrebný na kon²truk-

ciu CR-indexu a pouºili isté mnoºstvo pamäte navy²e, no na druhej strane by sme

nezanedbate©ne zrýchlili operáciu locate.
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Kapitola 4

Implementácia

V tejto kapitole popí²eme na²u implementáciu CR-indexu v jazyku C++, pouºité kniº-

nice, a jej ²truktúru a rozhrania.

4.1 Pouºité kniºnice

Ako programovací jazyk sme zvolili C++, konkrétne verziu C++11. Zdrojový kód by mal

by´ (po doin²talovaní potrebných závislostí) skompilovate©ný kompilátorom gcc verzie

4.9.1 a vy²²ie. Pri implementácii sme vyuºili nasledujúce kniºnice resp. programy:

Boost

Boost je rozsiahla sada univerzálnych kniºníc pre programovací jazyk C++. My sme z

nej vyuºili podkniºnice libboost-filesystem a libboost-system na prácu so

súborovým systémom a procesmi.

SGA

SGA (String Graph Assembler) [SD11] je implementácia de novo genome assemblera

zaloºeného na koncepte grafových re´azcov v jazyku C++ a je dostupná na stránke

https://github.com/jts/sga. Tento assembler sme vyuºili pri implementácii

CR-indexu hne¤ na nieko©kých miestach:

• V £asti 3.3.1 � Korekcia readov, sme realizovali korek£nú funkciu corrR pomocou

podprogramu SGA sga correct. Ten o£akáva na vstupe okrem sady readov vo

fastq formáte aj index tejto sady, ktorý sme vybudovali pomocou podprogramu

sga index.
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• �alej v £asti 3.3.2 � Budovanie indexu sme pomocou SGA kon²truovali kontigy.

Najprv sme pomocou sga index vybudovali index readov, potom pomocou

sga overlap na²li prekryvy readov a nakoniec cez sga assemble skon²tru-

ovali kontigy.

SDSL

SDSL (Succinct Data Structure Library) [GBMP14] je sada kniºníc obsahujúca imple-

mentáciu úsporných dátových ²truktúr pre programovací jazyk C++. Zah¯¬a mnoºstvo

rôznych implementácií napríklad bitových vektorov, celo£íselných vektorov, wavelet

stromov, komprimovaných su�xových polí a podobne. My sme túto kniºnicu vyuºili na

implementáciu FM-indexu, ktorý pouºívame v CR-indexe hne¤ dvakrát � prvýkrát v

kon²truk£nej fáze, ke¤ v zre´azených kontigoch h©adáme chýbajúce ready a druhýkrát

kon²truujeme FM-index nad superstringom a potom ho vyuºívame pri dotazovaní.

4.2 In²talácia

Zdrojový kód na²ej implementácie je verejne dostupný na Github-e na URL https://

github.com/kuboj/CR-index pod licenciou MIT. Pred vybudovaním zdrojových

kódov CR-indexu je najprv potrebné ma´ nain²talované v²etky závislosti spomínané v

predchádzajúcej £asti. Boost, PStreams, libboost-filesystem a libboost-system

zvyknú by´ ²iroko dostupné pre Unixové opera£né systémy vo forme balí£kov pre daný

systém. Po naklonovaní repozitára lokálne sta£í spusti´ príkaz make pre vybudovanie

modulov alebo make examples resp. make benchmarks pre vybudovanie príkla-

dov respektíve testovacích programov.

41

https://github.com/kuboj/CR-index
https://github.com/kuboj/CR-index


4. Implementácia

4.3 Vonkaj²ia ²truktúra

Súborová ²truktúra

benchmark/

bin/

build/

examples/

include/

src/

tools/

LICENSE

Makefile

README.md

obsahuje dva testy � construct.cpp a query.cpp

táto zloºka po vybudovaní obsahuje spustite©né súbory

obsahuje vybudované objektové súbory

v tejto zloºke sa nachádzajú príklady

obsahuje hlavi£kové súbory (header �les)

obsahuje samotné zdrojové kódy kniºnice

zoskupuje pomocné nástroje

súbor obsahujúci MIT licenciu

obsahuje pravidlá pre vybudovanie kniºnice pomocou nástroja make

stru£né in²trukcie pre in²taláciu a pouºívanie

benchmark/construct.cpp

Úlohou tohto testu je odmera´ mnoºstvo spotrebovanej pamäte (a £as potrebný pre

kon²trukciu) pre jednotlivé implementácie ²truktúr indexujúcich ready. Jeho rozhranie

príkazového riadku vyzerá nasledovne:

1 $ construct --help

2 Construct index

3 Usage:

4 construct <index_type> <filename> <read_length> <query_length>

5 index_type: cr, hash, gk

6 Example:

7 ./bin/construct cr bacteria.fastq 100 13

Listing 4.1: Rozhranie príkazového riadku test construct.cpp

Na vstupe o£akáva typ indexu, ktorým bude indexova´ vstupnú sadu readov � cr

ozna£uje na²u implementáciu CR-indexu, hash implementáciu pomocou hash mapy

(mierne vylep²enú oproti £asti 2.2) a gk ozna£uje kon²trukciu indexu pomocou kniºnice

GkArray (ktorá je popísaná v £asti 2.3). Parameter filename predstavuje cestu k sú-

boru so sadou readov vo formáte FASTQ, parameter read_length ozna£uje d¨ºku

readu a posledný parameter, query_length d¨ºku dotazu (ktorú sme v predchádza-

júcom texte ozna£ovali ako k).

Ukáºkový výstup tohto testu je nasledovný:
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1 $ ./construct cr ../genomes/bacteria1M_10E.fastq 100 13

2 index_type: cr

3 read_filename: ../genomes/bacteria1M_10E.fastq

4 read_length: 100

5 query_length: 13

6 Total reads size: 100000000

7 Superstring size: 9456094

8 Compress ratio: 10.575191

9 Construction took 252.935495s

10 Referenced memory: 23536kB

11 OK.

Listing 4.2: Ukáºkový výstup testu construct.cpp

Meranie spotrebovaného mnoºstva pamäte prebieha na konci kon²trukcie � snahou je

teda zmera´, ko©ko pamäte zaberá samotný index a nie maximum spotrebovanej pamäte

po£as kon²trukcie1. Toto meranie je (momentálne) implementované len pre Unixové

opera£né systémy a je realizované pomocou analýzy mapovania pamäti procesu, ktoré

£ítame zo súboru /proc/<pid>/smaps.

benchmark/query.cpp

Tento najprv skon²truuje daný typ indexu a potom meria £as potrebný na odpovedanie

na v²etky dotazy zo vstupného súboru. Rozhranie príkazového riadku je nasledovné:

1 $ ./query

2 Construct index

3 Usage: ./query <index_type> <reads_filename> <queries_filename>\

4 <read_length> <query_length> <query_type>

5 index_type: cr, hash, gk

6 query_type: index, read

7 Example:

8 ./query cr bacteria.fastq queries.data 101 13 index

Listing 4.3: Rozhranie príkazového riadku test query.cpp

Parametre index_type, reads_filename, read_length, query_length sú

rovnaké ako v predchádzajúcom teste. Parameter queries_filename ozna£uje cestu
1Aj ke¤ aj to je £asto sledovaný parameter.
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ku súboru obsahujúcemu sadu dotazov, kaºdý d¨ºky query_length, oddelených zna-

kom nového riadku. Parameter query_type obsahuje typ dotazu, ktorý vykonávame

� v prípade, ºe sa pýtame len na indexy readov, ktoré danú vzorku obsahujú je tento

rovný index, ak poºadujeme pri dotaze vrátenie celých readov ako re´azcov, tak tento

parameter musí ma´ hodnotu read.

Ukáºkový výstup tohto testu je nasledovný:

1 $ ./query cr ../genomes/bacteria1M_10E.fastq queries 100 13 index

2 index_type: cr

3 read_filename: ../genomes/bacteria1M_10E.fastq

4 queries_filename: queries

5 read_length: 100

6 query_length: 13

7 query_type: index

8 number of queries: 10000

9 Constructing index ...

10 Total reads size: 100000000

11 Superstring size: 9456094

12 Compress ratio: 10.575191

13 Querying ...

14 Querying took 2.399451s

15 OK.

Listing 4.4: Ukáºkový výstup testu query.cpp

4.4 Vnútorná ²truktúra

Samotné zdrojové kódy CR-indexu sa nachádzajú v zloºkách include/ (hlavi£kové

súbory) a src/ (súbory implementácie). Zloºka src/ obsahuje súbory util.cpp (£o

je súbor pomocných funkcií na prácu s re´azcami, spú²´anie podprocesov a podobne),

hash_index.cpp (predstavuje implementáciu pomocou hash mapy), fm_wrapper.cpp

(trieda vhodne zapuzdrujúca implementáciu FM-indexu v kniºnici SDSL) a súbor

cr_index.cpp, ktorý implementuje triedu CRIndex.

Trieda CRIndex

Verejné rozhranie tejto triedy vyzerá nasledovne:
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1 class CRIndex {

2 public:

3 static const bool DEFAULT_VERBOSITY;

4 static const int DEFAULT_READ_LENGTH;

5 static bool verbose;

6

7 CRIndex(string path, int read_length = DEFAULT_READ_LENGTH,

8 bool verbose = DEFAULT_VERBOSITY);

9 CRIndex(string superstring, vector<t_pos> positions,

10 vector<t_diff> diff,

11 int read_length = DEFAULT_READ_LENGTH,

12 bool verbose = DEFAULT_VERBOSITY);

13 vector<int> find_indexes(const string& s);

14 vector<string> find_reads(const string& s);

15 ~CRIndex();

16

17 static tuple<string, vector<t_pos>, vector<t_diff>>

18 preprocess(string path,

19 bool verbose = DEFAULT_VERBOSITY);

20 ...

Listing 4.5: Verejné rozhranie triedy CRIndex

Typy t_pos a t_diff ozna£ujú typ prvkov polí pos resp. diff (a sú de�nované

v príslu²nom hlavi£kovom súbore).

Prvý kon²truktor o£akáva na vstupe re´azec s cestou ku súboru so sadou readov

vo formáte FASTQ, d¨ºku readu a logickú premennú, ktorá zapína obsiahlej²ie výpisy.

Tento kon²truktor kompletne vykoná kon²trukciu celého CR-indexu.

Statická metóda preprocess spracuje vstupnú sadu readov a vráti superstring a

polia pos a diff. Túto metódu je moºné pouºi´ s druhým kon²truktorom � ak by

sme potrebovali tieto medzivýsledky uloºi´ alebo nejak analyzova´.

Dotazy sa vykonávajú pomocou metód find_reads a find_indexes, ktoré pre

re´azec na vstupe vrátia ready, resp. indexy readov, ktoré túto vzorku obsahujú2.

Minimalistický príklad pouºitia by teda vyzeral nasledovne:

2Alebo jej reverzný komplement.
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1 ...

2 #include "cr_index.hpp"

3

4 CRIndex cr = CRIndex("/tmp/staphylococcus.fastq", 101);

5 for (auto s : cr.find_reads("ACTGGGTCCACCCA")) {

6 cout << s << endl;

7 }

Listing 4.6: Príklad pouºitia triedy CRIndex
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Kapitola 5

Výsledky

V poslednej £asti práce prezentujeme praktické výsledky na²ej implementácie CR-

indexu.

5.1 Testovacie prostredie

V²etky testy prebiehali pod 64-bitovou verziou opera£ného systému Linux verzie 3.16.0-

34. Testy boli kompilované kompilátorom gcc verzie 4.9.1 s prepína£mi -std=c++11

a -O3 a spustené na hardvéri s CPU Intel(R) Core(TM) i7-4910MQ CPU @

2.90GHz a 16GB RAM. Na meranie spotreby pamäte a rýchlosti odpovedania na

dotazy sme pouºili testy benchmark/construct.cpp a benchmark/query.cpp

popísané v £asti 4.3.

5.2 Testy

5.2.1 CR-index vs GkArray - pamä´

V tomto teste sme porovnávali spotrebu pamäte CR-indexu oproti kniºnici GkArray.

Pre testovanie sme pouºili sadu readov spracovávanú v [DFPB13]1. Sekvenovaný genóm

patrí baktérii Escherichia Coli a má d¨ºku 4639675 báz. Táto sada obsahuje 60287442

readov d¨ºky 151 (z £oho vyplýva, ºe pokrytie sa pohybuje na úrovni 196.2×) a miera

chýb predstavuje 0.75%. D¨ºku dotazu sme zvolili k = 13.
1Táto sada je verejne dostupná na internete na linke ftp://webdata:webdata@ussd-ftp.

illumina.com/Data/SequencingRuns/MG1655/MiSeq_Ecoli_MG1655_110721_R1.

fastq
2Z pôvodnej sady sme vynechali tie ready, ktoré obsahovali neznámu bázu (N), ich podiel bol

zanedbate©ný.
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5. Výsledky

Z tejto základnej sady readov sme potom samplovaním vyrobili ¤al²ie, pomocou

ktorých sme simulovali pokrytie na úrovni 2×, 5×, 10×, 20×, 50× a 100×.
Namerané výsledky moºno vidie´ v nasledujúcom grafe:
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Obr. 5.1: Porovnanie spotreby pamäti CR-indexu a GkArray pre rôzne pokrytia.

5.2.2 CR-index vs GkArray - £as dotazu

Tento test porovnáva rýchlos´ odpovedania na dotazy pre CR-index a kniºnicu GkAr-

ray. Sady readov sme pouºili rovnaké ako v predchádzajúcom teste. Sady dotazov (pre

k = 13) sme pouºili dvoch typov � prvá sada bola plne náhodne generovaná a druhá

bola generovaná ako náhodné podre´azce d¨ºky k náhodných readov z danej sady re-

adov. Po£et dotazov pre kaºdú sadu £inil 100 miliónov (z toho dôvodu, aby sme £o

najviac obmedzili odchýlky a zárove¬ aby sa táto sada aj s daným indexom pohodlne

zmestili do opera£nej pamäte po£íta£a).

Tabu©ka 5.2 ilustruje namerané hodnoty pre sadu 100 miliónov náhodných dotazov

a tabu©ka 5.3 pre sadu 100 miliónov generovaných readov.
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Obr. 5.2: Porovnanie £asu potrebného pre vykonanie sady náhodných dotazov pre CR-indexu

a GkArray pre rôzne pokrytia.
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Obr. 5.3: Porovnanie £asu potrebného pre vykonanie sady nenáhodných dotazov pre CR-

indexu a GkArray pre rôzne pokrytia.
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5.2.3 Pamä´ vs. pokrytie

V tomto teste sme merali závislos´ spotreby pamäte na pokrytí pre rôznu chybovos´

readov. Sady readov sme generovali z genómu baktérie Staphylococcus aureus34. Tento

genóm má d¨ºku 2872915 báz, d¨ºku readu l sme zvolili 100 a d¨ºku dotazu k = 13.

Pod©a týchto parametrov sme dorátali, ºe po£et readov v sadách pre jednotlivé

pokrytia je: 57458 readov pre pokrytie 2×, 143645 readov pre pokrytie 5×, 287291
readov pre pokrytie 10×, 574583 readov pre pokrytie 20× a 1436457 readov pre pokrytie

50×.
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Obr. 5.4: Závislos´ spotreby pamäte na pokrytí pre rôznu chybovos´ vstupnej sady readov.

3Dostupné na internete na stránke http://gage.cbcb.umd.edu/data/index.html
4Z genómu na stránke sme odstránili genómy plazmidov a pouºili len genóm samotnej baktérie.
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5. Výsledky

5.3 Zhrnutie a interpretácia výsledkov

Z výsledkov vykonaných testov môºeme skon²tatova´, ºe úlohu naimplementova´ pa-

mä´ovo efektívnu dátovú ²truktúru indexujúcu ready sme úspe²ne splnili. CR-index

vykazuje oproti kniºnici GkArray rádovo niº²iu spotrebu pamäte pri zachovaní podob-

nej rýchlosti odpovedania na dotazy.

�alej vidíme, ºe £as odpovedania na dotaz nezávisí od pokrytia readmi ani v prí-

pade CR-indexu ani pri kniºnici GkArray a tieº, ºe to, ºe odpovedanie na náhodne

generované dotazy je rovnako rýchle ako odpovedanie na dotazy, ktoré zaru£ene vrátia

nejaký výsledok (generovaná sada).

Moºnosti zlep²enia vidíme, ako sme spomínali uº v £asti 3.3.4, napríklad v imple-

mentácii bloom �ltra, ktorým by sme vedeli zlep²i´ £as potrebný na vykonanie dotazu

a tým by sme sa priblíºili ku £asu, ktorý vykazuje kniºnica GkArray. �al²ie moºné

zlep²enie je efektívnej²ie uklada´ polia pos a di� � pri vy²²ích pokrytiach práve tieto

dve polia zaberajú vä£²inu pamäte � superstring totiº v pamäti uloºený celý nemáme,

FM-index drºí iba vhodne komprimovanú verziu.
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Záver

V tejto práci sme sa venovali návrhu a implementácii dátovej ²truktúry CR-index,

ktorá rie²i problém indexovania readov tak, ako sme ho zade�novali � ako efektívne

indexova´ vstupnú sadu readov a vedie´ v nich vyh©adáva´ ready, ktoré obsahujú daný

podre´azec.

Túto dátovú ²truktúru sme naimplementovali ako kniºnicu pre jazyk C++ a uve-

rejnili na stránke https://github.com/kuboj/CR-index/. Pri meraniach jej

vlastností sme potvrdili predpoklad pamä´ovej efektivity, ktorý vyplýval z jej návrhu

a ukázali sme, ºe na²a implementácia je výrazne efektívnej²ia ako existujúce rie²enia.

V na²ej implementácii je v²ak stále priestor na zlep²enia � ako napríklad implemen-

tácia Bloom �ltra, ktorý by zníºil £as potrebný na vykonanie dotazu alebo pamä´ovo

efektívnej²ia reprezentácia polí di� a positions.
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