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ANALYZA HYBRIDNEHO GENOMU

* Hybrid je organizmus, ktory vznikol krizenim dvoch organizmov
rézneho druhu

* Referencna vzorka nie je jednoznacna

MOTIVACIA A CIEL

* N3jst spolahlivy postup na analyzu a vylepsovanie uz zostaveného
genomu

e Odhalit chyby v zostaveni



DATA

- - Vstupné data:
HLAVNY GENOM * DIhé citania — Oxford Nanopore

Technologies (MinlON), PacBio

e [oderromyces elongisporus CBS 5301 ) .
e Kontigy — lllumina + ONT

SYNTETICKY PRIPRAVENE GENOMY

e Escherichia coli WTP3B1-WTP2B1 (EC32) NANOPORE
e Fscherichia coli WTP1.2A-WTP2A (EC212) ” )
e Escherichia coli WTP1.3A-WTP2A (EC213) umina

@ PACBIO
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METODOLOGIA

HLAVNA CAST PRACE — NASA PIPELINE
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NASA PIPELINE
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2. Mapovanie segmentov
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3. Filtracia dlhych a jednoznacnych
mapovani
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ANALYZA MEDZIER




VypocCet a analyza medzier

kontig A
Citanie 1
segment 1A segment 1B segmewt 1C
MOZNE SCENARE: 1. Je pomer dizky medzery priblizne 1:1?
* Medzery su rovnaké (akceptovatelna odychlka X baz) 2. Nasiel tieto medzery aj iny SW na hladanie
* Medzera v kontigu je kratsia medzier?

* Medzera v segmente je kratSia
* V kontigu sa tato oblast cez seba prekryva
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VYSLEDKY




VYSLEDKY
NASA PIPELINE - OVERENIE SPRAVNOST!

OVERENIE VOCI
BIOINFORMATICKYM NAJSTROJOM

« Standardné ndstroje by mali
ukdzat podobné vysledky ako tie
nase

* Ak nie, kde robime chybu?

e Ako zmenit pristup?



PoCet zarovnanych citani a kontigov z povodnych dat

Pocet zarovnanych Pocet zarovnanych

% %

Citani kontigov
EC32
nasa pipeline 1070 0.72% 10 55.56%
minimap2 62709 42.16% 13 72.22%
LAST 7682 3.86% 7 72.22%
EC212
nasa pipeline 1350 10.92% 13 100.00%
minimap2 5741 38.95% 13 100.00%
LAST 3955 26.84% 13 100.00%
EC213
nasa pipeline 3018 19.51% 10 100.00%
minimap2 4439 28.70% 10 100.00%
LAST 9922 64.15% 10 100.00%
LodElo
nasa pipeline 75955 52.31% 487 7.17%
minimap2 76265 52.52% 344 5.06%

LAST 111745 76.96% 554 8.16%



Overenie pomocou syntetickych genomov

Ir-WTP1.2A-SRR12298719.1739:3752-6340 2588 0 2445 + cn-WTP1.2A-CP056412.1 5121078 1931998 1934454 2325 2519

Ir-WTP1.2A-SRR12298719.1739:3752-6340 2588 0 2445 - cn-WTP2A-CP056625.1 4945124 3264531 3266987 2326 2517

Ir-WTP2A-SRR12298910.1136:11866-22941 11075 0 11075 + cn-MWTP2A-CP056625.1 4945124 4695848 4706957 10548 11390

EC32 EC213 EC212
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Casova narocnost

LodElo

0:05:20

EC213

0:00:00 0:01:26 0:02:53 0:04:19 0:05:46 0:07:12

W LAST ™ Nasa pipeline H minimap2

v' Merania s ndhodnou podmnozinou citani

v Rovnaké CPU

v’ Graf:
« EC213 = 7.7K &itani (50%), priemerna dizka 3 514.22 baz
* LodElo = 10K ¢&itani (6.8%), priemerna dizka 13 001.3 baz
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VYSLEDKY
ANALYZA MEDZIER

y Pocet . . . i [bedtools] [bedtools]
Pocet o Pocet Priemernadlzka . - .. g .
. unikatnych . ... . identifikované identifikované chyby
zaznamov voe s medzier medzery v Citani . .
Citani chyby maximalne pokrytie

EC213
nasa pipeline 3782 3018 250 3908.79 7 3.5
LAST 111285 9922 611 457.971 10 3
LodElo
nasa pipeline 164507 75955 27984 2217.75 3204 168

LAST 225333 111745 41020 1128.48 5384 420



Pomer dl?ky identifikovanej medzery v ¢&itani a kontigu v LodElo
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Porovnanie nasich objavenych medzier s vysledkami iného SW

Chyby identifikované v nasom
zarovnani

- Pozicie v kontigoch, kde je mozna
chyba

Inspector

- Vysledok mapovania kontigov a Citani
Lodelo a EC213
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Porovnanie nasich objavenych medzier s vysledkami iného SW

LodElo
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ZAVER

* Nasa pipeline:
* Podobné vysledky ako standardné nastroje na mapovanie Citani
* Rychlejsia nez LAST
* LAST mal najlepsie vysledky aj napriek striktnejsSiemu zakladnému
algoritmu
e Syntetické genomy E. coli
* Dopomohli overit spravnosti nasej pipeline
* Porovnatelne dobré vysledky najstroja LAST a nasej pipeline

 Zhodné medzery identifikované z dat nasej pipeline a nastrojom Inspector



DAKUJEM ZA POZORNOST




Vysvetlenie pojmov (dotaz v posudku od skolitelky)

Genome assembly Rekonstrukcia povodného gendmu, ktora sa riadi zhodou
(zostavovanie gendmu) prekryvajucich casti Citani alebo zhody s referencnou vzorkou.

Metdda, ktora zarovna dve (alebo viac) sekvencie pod seba tak,
aby rovnaké bazy boli pod sebou. Cielom je urcit presny rozdiel
medzi dvoma (alebo viac) sekvenciami az na Uroven baz.

Sequence alignment
(zarovnanie sekvencii)

Zarovnanie sekvencii ku referencnej vzorke na zaklade zhody
baz. Hlada pribliznu poziciu sekvencie v referencnej vzorke.
Sekvencie nemusi byt zarovnana celd, staci lokdlne.

Read mapping
(mapovanie citani)

- Hladanie povodnej pozicie ¢itania/segmentu v kontigu pomocou mapovania
- Uroven zhody namapovaného ¢itania/segmentu s jednym alebo viac kontigmi vo faze 3 nasej pipeline
- Vylepsenie uz zostaveného gendmu za pomoci vysledkov z analyzy medzier



Dal$ie dotazy v posudkoch

e Chybajuca elektronicka priloha s kodom.

Moje nedopatrenie. Napriek tomu, vsak v metodologii je pri kazdom kroku priklad
spustenia nastrojov a skriptov, ich funkcia a detial vstupno-vystupnych dat.

» Z pohladu textu je uplne jedno, Ci dany vstup je typu FASTA, .... Podstatné je, ze to je
,referencia hybrida“ alebo ,referencia predka” alebo ,,Citania z hybrida“
Uvedenie pripony suboru pomaha citatelovi pripravit svoje data pre pouzitim
daného nastroja.
* Kde v procese vyuzivame, ze dany genom je hybrid? Kebyze vyrobeny nastroj
spustim na datach z obycajnej Ecoli, ¢o sa stane?
Nasa pipeline je pouzitelna aj na standardny genom, avsak pridana hodnota je
prave pre hybridy, ktoré maju problém s validdaciou genomu z dévodu
nejednoznacnej referencnej vzorky.



