Metagenomika — Zpracovani a
assembly celometagenomovych
(shotgun) dat



Celometagenomova sekvenace
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Jak mizeme efektivné sestavit Jak pozndme ke
kontigy, které je mozné kterému genomu cCteni
fylogeneticky zaskatulkovat? patri?



Celometagenomova sekvenace

laboratorni metody se vyviji velmi rychle, pricemz vyzaduji
neustaly vyvoj novych vypocetnich metod, ktery ale probiha
se zpozdénim

,wet-lab“ metody pro ziskani metagenomickych (MG) a
metatranskriptomickych dat (MT) jsou formalizované a
reprodukovatelné

,dry-lab“ metody v tomto ohledu zaostavaji, formalizace
postupu je slozita

vypocetné velmi narocné problémy, Casto neresitelné
deterministicky



Zakladni pristupy
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Metody zavislé na referenci

zalozené na primém mapovani Ci zarovnavani cteni k
referencnim databazim

1 000 000 000 - GenB...

4-6 x 103° prokaryot v
GenBank assembly prokaryotnich ~~ "

genomu: 68 450

kompletnich jen 5282

srovnavani s databazi je pomalé

i pro lidsky strevni mikrobiom stale chybi
reference pro 43 % genomu

vysledek: relativni abundance cteni

v jednotlivych skupinach

GenBank: 193 739511
WGS: 338 922 537



Metody zavislé na referenci

nemusi data nutné porovnavat s celymi sekvencemi, ale jen s
markerovymi subsekvencemi (tfreba vybranymi geny)

srovnani je tak casové méne slozité
muze probihat 2 zpusoby:
— porovnava samostatna Cteni jako celé sekvence
— porovnava profilovou informaci ze ¢teni (pf. poCty specifickych k-meru)

dulezitym parametrem je délka porovnavanych sekvenci -
vhodnéjsi pro dlouha cteni

vhodné spise pro MT nez pro MG
vysledek: relativni abundance drah/taxonomickych skupin



Metody zavislé na referenci

e nastroje pracujici s vybranymi geny:
— AMPHORA (31 vybranych gent)
— MetaPhyler (navic geny pro doménu Archea)
— AMPHORA?2 (navic geny pro doménu Archea)
— MetaPhlAn (rGizné geny pro ruzné vyvojové vétve)

* nastroje pracujici s celymi sekvencemi:
— BLASTN
— BowTie2
— BWA




Metody nezavislé na referenci

nevyzaduji apriorni znalost - vyuziji i Cteni, ktera patri dosud
nepopsanym genomum

muze opét pracovat s celymi sekvencemi nebo profilovou
informaci

(mezi)vysledek: relativni abundance skupin podobnych,
neidentifikovanych sekvenci

umozni sestaveni delSich sekvenci (kontigu), které jsou teprve
nasledné identifikovany

vyzaduje de novo assembly dat, ¢asto nékolika krokovou s
postupnou klasifikaci vznikajicich kontigu



Metody nezavisle na referenci

 SOM (samoorganizacni mapy)

— zaloZené na zpracovani poctu k-
meru a nasledné redukci
dimenzionality

— plvodni dimenzionalita je dana
délkou k-meru: 4k

— pro k-mery délky 5 nukleotidu je to
4> =1024




Metody nezavislé na referenci

ES01-Subset04

* VizBin
— zaloZené také na zpracovani poctl
k-merd a nasledné redukci
dimenzionality pomoci BH-SNE

(Barnes-Hut Stochastic Neighbor
Embedding)

— pouziva k-mery délky 4 nukleotidq,
plvodni dimenzionalita je to 4% =
256

— redukce do 2D

165 rRNA gene
fragments
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. . influenzae PitGG E. coli UTI89

7 . . 7 7 v
—_— I E. coli str. 'clone D 14 B. hyodysenteriae WA1
problém je automatické shlukovani  Emmecsameots B hedeieeint
B, amyloliquefaciens FZB42 B G, obscurus DSM 43160
Uncultured Termite group 1 I Candidatus C. ruddii PV

phylotype Rs-D17



Metody nezavislé na referenci

(c)

Short reads

e vyuziti v kombinaci s o
_equgmce iltering,
de novo assembly mming, assembly '

. m— Conligs

Computation of genomic l
signatures & dimensionality
reduction

BH-SNE 2D scatter plot

Select subset(s)

Extracted contigs

Read recruitment l

Recruited reads
for all extracted contigs

Re-assembly l




e shotgun data

de novo assembly
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Shotgun Sequencing QEE}%

ATGTTCCGATTA

LACTOTTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAATATAA

i

celé molekuly DNA

knihovna = natrhané
fragmenty celych DNA

setfidéni jednotlivych
cteni, tak aby se
prekryvali

vysledna sekvence

N




de novo assembly

de novo assembly je odjakziva jednim z hlavnich problému
bioinformatiky

problematicka i pro data jednoho konkrétniho genomu, natoz
pri zpracovani shotgun metagenomu

kvuli vypocetni narocnosti neni mozné pouzit dynamické
programovani (nw, sw, clustal)

velké mnozstvi algoritmu, chybi celkové srovnani, cely obor se
rychle vyviji

zasadni roli hraje délka ¢teni - ¢im delsi ¢teni, tim delsi
kontigy sestavime pfri nizsSi coverage



de novo assembly

e znakové metody

e grafové metody
— OLC grafy
— de Bruijn grafy




de novo assembly
@

* znakové metody (3)
— greedy extension algoritmy (hladové algoritmy) ©® () & @

— ,hladovy“ algoritmus spojuje jedno cteni s druhym, tak aby bylo
dosazeno co nejvétsiho prekryvu, skonci kdyz uz nelze pripojit dalsi

— nejvétsi prekryv neznamena vzdy nejlepsi reseni
— tendence poskytovat sub-optimalni reseni

— dobré pro malé genomy a kratka cteni

— vysSi narok na operacni pamét pocitace

— v metagenomice v praxi hepouzitelné

— nastroje: SSAKE, VCAKE



Orientovana hrana

Nesouvisly graf

@dnocem’ hrany

* totoZny pojem jako sit

e ¢ =(V,E)

* usporadani dvojice
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Neorientovana hrana Souvisly acyklicky graf




de novo assembly — grafové m.

 OLC (overlap layout concensus)
— graf je vygenerovan s pouzitim ¢teni a jejich prekryvi
— vrcholy (uzly) jsou jednotliva ¢teni
— hrany meazi vrcholy reprezentuji prekryv Cteni
— hleda se Hamiltonovska cesta (kazdy uzel je navstiven jednou)
— vhodné predevsim pro delsi Cteni

— metagenomicka data jsou velmi komplexni, coz znesnadnuje vypocet,

VvV eV 7/

— nastoje: Edena, Newbler (454 data), SMRT Analysis (PacBio data)



de novo assembly — grafové m.

de Bruijn graf

graf je vygenerovan s pouzitim ¢teni a jejich prekryvl presné naopak
nez u OLC

vrcholy (uzly) jsou prekryvy

hrany mezi vrcholy reprezentuji unikatni sekvenci kazdého cteni
hleda se Eulerovsky tah (kazda hrana ke navstivena jednou)
vhodné pro kratka c¢teni a komplexni genomy

délka prekryvu je jeden z predem volenych parametrl - umoznuje
efektivnéjsi algoritmus pro vypocet, na druhou stranu muze vynechat
nékteré prekryvy

nékteré sestavuji graf pro vice rliznych délek prekryvu

nastroje: MetAMOS, SOAPdenovo, MetaVelvet, Meta-IDBA...
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de novo assembly
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hodnoceni kvality assembly

N50
— neéco jako median, ale je dana vétsi vaha delSim kontiglim (~vazeny
median)
— N50 =100 000 bp znamena, ze alespon polovina bazi v assembly je
obsazena v kontizich o délce alespor 100 000bp

pouzivaji se i dalsi obdobné deskriptory, dalsi nejcastéjsi je
N90, N75

L50

— udava pocet kontigll jejichZz soucet délek spliiuje podminku N50



hodnoceni kvality assembly

» priklad: Mame urcit N50 a L 50 pro 10 kontigl o délkach
Al = {62,45,56,91,70,4,16,77,69,29} - 103 bp
1) sefadime kontigy sestupné: 91,77,70,69,62,56,45,29,16,4
2) secéteme délky 519 000 bp
3) pro N50 plati, Ze musi byt vétsSineZ 519 000 - 0,5 = 259 500 bp

4) srovhavame:

91 000 < 259 500

91 000 + 77 000 = 168 000 < 259 500

91 000 + 77 000 + 70 000 = 238 000 < 259 500

91 000 + 77 000 + 70 000 + 69 000 = 307 000 > 259 500

5) vysledek: NSO = 69 000 bp, L50 =4



co-assembly

assembly zalozena na kombinaci MG a MT dat

IMP: pipeline pro reprodukovatelnou integrovanou analyzu
spojenych metagenomickych a metatranskriptomickych dat

umoznuje jak odhad abundance populaci, tak aktivity celé
komunity

reference-independent = vyuziva maximum dat



o
IE
0
0n
0
Q
]
| =
a
)
T
o

TOOLS

Trimmomatic
BWA
SortMeRNA

BWA
MEGAHIT
IDBA-UD
SAMtools
Cap3

VizBin

MetaQUAST
BEDtools
SAMtools

R
KronaTools
JavaScript

IMP

WORKFLOW

MG reads “MT reads

Trimming & quality trimming

Human gencme sequence filtering (optional)

rRNA filtering

Preprocessed
MT reads

Iterative co-assembly & mapping

~— e ———
Co-assembly Alignments
contigs

Annotation Depth calling

—— —
Embeddings Function & Depth of
taxonomy coverage

Integration & visualization




IMP
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IMP 34052 123407751 | 10154 201420 65.3 97.6 20.2
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MG-only 74498 183252937 | 10502 187382 60.8 96.39 80.36
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Legend: — IMP —— IMP-MEGAHIT ---



VizBin

Contig length  varlanisys kb
(lag.nbp) [ L




DON'T WORRY -
WE'LL GET IT ALL
BACK TOGETHER




