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Sekvenacni data

Jednotlivé sekvence — obvykle zname
historii a puvod

Mikrosatelity — délkovy vs. sekvencni
polymorfismus

NGS — mnoho sekvenci ndhodné
vybranych z celého genomu




Next Generation Sequencing (NGS)




Next Generation Sequencing (NGS)

Souhrnny termin zahrnuijici principialne odlisné technologie, které vSak umoznuji
masivni paralelni sekvenovani celeho genomu nebo jeho casti.

Kritické kroky NGS

1) pFiprava vzorku/knihoven (amplifikace DNA; pfidani sekvenacénich
adaptoru/linkeru/bar kddu)

2) generovani clusteru (typicky zmnozeni DNA fragmentu pote, co linker
hybridizuje s pevnou slozkou pro mustkovou PCR; mostova amplifikace)

3) sekvenovani (ruzné pristupy, které generuji sekvence s ruznou délkou cteni,
chybovosti a finalni cenou

4) analyza dat (generovano obrovské mnozstvi informaci; 1 vzorek > milion
sekvenci)



Next Generation Sequencing (NGS)
Prehled sekvenaénich pfistupu (technologii)

lllumina (mostova amplifikace klastri, dNTP s reverzibilnimi blokatory)
Roche/454 (emulzni PCR, pyrosekvenovani)

SMRT (Singel Molecule Real Time)

lon Torrent

SOLID | ; ; 3' ~ .- TGCT'C
—r
Oxford Nanopore e ase calling

L 2 3 4 5 6
v eI —  TGCTAC
a dalsi 2-channel ? . E:' .
d o b Base calling



Next Generation Sequencing (NGS)

Princip illuminy

1) Priprava vzorku
2) Generovani cluster(
3) Sekvenovani

a) doplnéni dNTP s reverzibilnim

fluorescenénim blokatorem:;
b) odecteni fluorescencniho signalu;
c) odStepeni blokatoru;
d) pokraCovani syntézy retézce.

https://youtu.be/fCd6B5HRa
Z8
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Virtualni organizace Metacentrum

Gridové vypocetni a ulozné centrum vzniklo propojenim individualni

vypocetnich clustrt jednotlivych instituci.
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Virtualni organizace Metacentrum )\ <
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Hlavni cil: vyuZziti dostupnych vypocetnich zdroju pro reseni velmi narocnych vypocetnich
uloh, jejichz zvladnuti je nad moZnosti samostatného pracovisté v CR.

Je otevrené vsem akademickym pracovnikl, zaméstnancim a studentim
vedeckovyzkumnych instituci v Ceské republice.

Vyhody

Disponuje Spickovou vypocetni kapacitou

Pocitace se samovolné nevypinaji/restartuji!!!
Spolehlivejsi ulozeni a sdileni dat

Umoznuje mezindarodni spolupraci védeckych tymu

https://wiki.metacentrum.cz/
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Virtualni organizace Metacentrum )1%\

Uzivatel jsmerda Data z PBS server meta: 5. 12. 2023 12:11:13

Data z PBS server cerit: 5. 12. 2023 12:11:20

Uzivatel(ka) Ing. Jakub Smerda PhD. z organizace Masarykova univerzita patfi do vyzkumné skupiny Zadna skupina - no group a ma Gcet ve VO Data z PBS server elixir: 5. 12. 2023 12:11:22

MetaCentrum platny do 2. 2. 2024. Spodital(a) v MetaCentru 3 228 dloh s celkovou spotfebou 6729,8 dnii procesorového casu. Data z PBS cache © 5. 12. 2023 12:11:10
Data z MetaCentrum Cloud : 5. 12. 2023 12:07:16
rok |poéet uloh | CPUdny uloh Zobrazeno: 5. 12. 2023 12:11:55
2021|737 17178
2022 [ 1200 19891
2023|1291 30283
Stav zdroju
Vyuziti cloudu

zadne VM v cloudu nenalezeny

Ulohy v PBS
Pocet uloh Pocet CPU uloh
fronta celkem ve fronté béZicich dokonéenych ostatnich celkem ve fronté bézZicich dokonéenych ostatnich

q_2w@meta-pbs.metacentrum.cz 31 0 21 10 0 2 0 21 10 0
q_4d@meta-pbs.metacentrum.cz 3 0 1 2 0 3 0 1 2 0
celkem 34 0 22 12 0 34 0 22 12 0

uloha server CPU vyhraz. pamét’ pouzita pamét’ jméno CPU ¢as ¢as béhu stav stroj/cpu fronta cas vytvoieni
19011426.meta-pbs.metacentrum.cz Meta 1 10gb 10gb 100%  ipyrad-CIR-HYB.sh 16:31:52 97% 17:01:46 18% F - dokonZena (exit 0) q_4d@meta-pbs.metacentrum.cz 03.12.23 19:25
19025432.meta-phs.metacentrum.cz Meta 1 1gb 117mb  11% STRUCTURE-K1a.sh 17:21:14 100% 17:21:43 7% F - dokon&ena (exit 0) q_2w@meta-pbs.metacentrum.cz 04.12.23 13:26
19025451.meta-phs.metacentrum.cz Meta 1 1gb 129mb 13% STRUCTURE-K2a.sh 21:56:32 100% 21:57:11 9% F - dokon&ena (exit 0) q_2w@meta-pbs.metacentrum.cz 04.12.23 13:27
18025523 meta-pbs.metacentrum.cz Meta 1 1gb 118mb  12% STRUCTURE-K2b.sh 22:38:10 100% 22:40:46 9% R-b&Z  kirke1/43 q_2w@meta-pbs.metacentrum.cz 04.12.23 13:27
19025546.meta-pbe.metacentrum.cz meta 1 1gb 129mb  13% STRUCTURE-K2c.sh 22:19:16 100% 22:20:16 9% F - dokoncena (exit 0) q_2w@meta-pbs.metacentrum.cz 04.12.23 13:27
19025562.meta-pbe.metacentrum.cz meta 1 1gb 129mb  13% STRUCTURE-K2d sh 22:03:35 100% 22:04:39 9% F - dokoncena (exit 0) q_2w@meta-pbs.metacentrum.cz 04.12.23 13:27



Analyza dat - software

ipyrad (s vyhodou vyuZivany na fylogenetické analyzy; dokdze pracovat s rznymi
ploidnimi Urovnémi)
STACKS (vhodny na populacni analyzy)

Lisi se v algoritmu shlukovani, uzivatelskym komfortem/podporou, ¢asovou
narocnosti, atd.

Zpusoby shlukovani sekvenci
Mapovani na referencni genom
De novo analyza dat (bez referencniho genomu)



Analyza dat - ipyrad
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Analyza dat - ipyrad

## Final Sample stats summary

state
-
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#Hf Alignment matrix statistics:
snps matrix size: (32, 9554@), 21.23% missing sites.

reads_raw
47841190
2912585
3678920
4310214
2168088
2221559
2313852
2431954
3564144
1444013
2289503
2784283
3566350
2714318
1910191
2304634
3422460
7620944
2193707
2374574
3295664
31687826
3177885
4238926
2853446
2160806
2857725
2955469
3358485
2947875
2882979
3701838

reads_passed filter
4784118
2912505
3678920
4318214
2168088
2221559
2313852
2431954
3564144
1444613
2289503
2784283
3566350
2714318
1919191
2304634
3422460
7620944
21937607
2374574
3295664
3187826
3177885
4238926
2853446
2160806
2857725
2955469
3358485
2947875
2882979
3791838

clusters total
293796
104864
161844
118747
133580
137936
118996
87105
368846
88739
160152
140133
311868
128868
132405
118430
232417
384735
112661
109446
164723
047838
154396
118418
77245
93048
118563
120640
155313
98782
260854
166655

sequence matrix size: (32, 3302726), 20.59% missing sites.

clusters_hidepth hetero est

95878
51594
55848
50121
48112
54666
52579
46997
80589
48438
55745
52744
48600
55312
45086
45069
77794
993809
45432
42799
56038
47614
50604
5@378
42327
41992
50856
50358
62932
47283
76593
58896

8.
-813374
-814446
-815235
-8e8350
-815695
-817483
-814361
-819389
-a17e24
-816433
-814855
-811114
-81ea50
-812578
-813457
-819626
-818457
-813149
-81e867
-815527
-812189
-8089499
-B889a9%6
-889283
-8es637
-@e7el7
-808169
-811655
-008864
-811366
-811189
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820352

error est

0.
.8083090
.8082890
.8e3147
.083584
.883334
.8083649
.803258
.@e4410
.8e4289
.0083825
.883578
.eed4374
.882639
.@ed301
.883892
. 885980
.883952
.883535
.883562
.003847
.883e49
.883437
.882963
.883154
.083274
.883272
.883351
.083424
.883839
.003260
.082775
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064058

reads_consens
30234
46549
58086
44457
44513
48604
45703
41929
75329
35115
48786
47051
43782
58572
40402
40158
65798
85098
40838
38985
49282
43029
46371
466@5
39078
38701
46637
46695
57204
43822
69360
53715

loci_in_assembly
30947
38725
30016
38655
29238
30670
29829
29873
30278
26302
30122
31914
29624
29130
27375
28303
28242
28799
28464
28350
29553
29648
29922
30164
28714
28603
29588
29500
30683
29737
29835
30168




Analyza dat - ipyrad

-
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Analyza dat - ipyrad
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Distancni matice a degenerované baze

Degenerované baze (ambiguous character/bases) predstavuji problém pri vypoctu
distancni matice

Nekolik moznosti, jak s nimi nalozit:

1) berou se jako uplne jiny znak (tzn.: Y neni ani C, ani T, ale samostatny znak).
Napr. P distance

2) mohou byt jedna i druha baze (tzn.: Y muze byt jak C, tak T). Tento pfristup
snizuje diskriminaci a stahuje hybridy k rodi¢um (= hybrid je jak rodi¢-1, tak
soucasne rodic-2). Toto dela v R napr.: dist.ml

3) jsou dusledkem sekvenéniho polymorfizmmu=konsenzu mezi dvéma sekvencéné
odlisnymi alelami. Degenerovana baze znamena, ze nese prislusny podil
informace (vY je 1/2 C a 1/2 T). Hybridi jsou z poloviny rodic-1 a z druhé
poloviny rodic-2. Toto dela v R napr.: dist.p

4) degenerovany kdéd muze byt i ignorovan, ale pak vznikaji fatalni chyby (ztrata
variability).



Heatmapa

Vizualizace distancni matice

Second Sample No.
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Heatmapa

Vizualizace distancni matice




NeigborNet

Algoritmus zaloZzeny na spojovani sousedu do fylogenetické sité.

Umoznuje vizualizaci konfliktnich nebo alternativnich evolucnich scénara, které zahrnuiji
napr. genové rekombinace, hybridizace a horizontalni prenos genu.

Vstupni soubor: matice vzdalenosti

SplitsTree5 Community Edition (version 5.3.0, built 9 Sep 2021)

SplitsTreed

Software: SplitsTree GNU GPL

by Daniel H. Huson
& David J. Bryant

with contributions from
Daria Evseeva & others.



Jak Cist NeigborNet zobrazeni

Cim vic se éary od
sebe vzdaluji, tim
vice si alternativni
scénare odporuji

Cim vice €ar, tim vice
alternativnich
scénaru
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STRUCTURE

Software umoznujici studovat genetickou strukturu populace/populaci:
e zda jsou populace odlisné
* kde se nachazeji hybridni zény (které populace jsou smisené)
» kterijedinci patfi do které populace
 ktefijedinci jsou migranti/hybridi apod.

Na zakladé detekce rozdilu ve frekvenci alel v datech, je jedinec s urcitou
pravdépodobnosti pfifazen k n€jaké skupiné (clusteru).

STRUCTURE neukazuje, ktery vysledek je spravny, ale které rozdéleni jedincu do clustert je
nejpravdépodobnéjsi.

Vstupni soubor: lokusy s alelami
Burnin/Iterace (rozrtiznéni pocatecniho datasetu/vlastni MCMC vypocet): 100 000/100 000



STRUCTURE

Bayesovsky pristup (MCMC: Markov Chain Monte Carlo)

Prohledavani
adaptivni krajiny:

vetsi likelihood

cim vyse se
algoritmus
dostane, tim lépe
vysledek odpovida
datim

Priklad: 3 teplé retézce prohledavaji krajinu (ska€ou z mista na misto) a zavolaji 1 studeny
retézec v pripadeé, ze je vysledek lepsi (vyssi misto) nez je aktualni poloha studeného retézce.
= nahodné rozrazeni jedincu do clustert; odhadnuty diléi genetické frekvence pro kazdou
skupinu; prerozdéleni jedincu do clusteru atd.



J a k é |,St ST R U CTU R E a n a Ivz u Pocitac se snazi rozdélit vzorky do tolika

skupin (K), kolik po ném chceme. Poté

® Cluser spocita k jednotlivym rozdélenim (K) i
K1 jejich pravdépodobnosti s jakou mohou
nastat.
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Co sloupec, to jeden vzorek. Barva znazorriuje procentické pfifazeni (0—100%) do Pravdépodobnost s jakou mohou
nékteré ze skupin (clusteru); hybridi, pak maji barvy kombinované. Malé barevné jednotlive rozdéleni (K) nastat; zde je

podily jsou dost ¢asto artefakty metody. Zmény barev u riznych K nic neznamenaji. nejpravdépodobnéjsi K3



Jak Cist STRUCTURE analyzu
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L.genistifolia

L.angustissima

@ Cluster]

@ Cluster1 @ Cluster2

@ Cluster2 Cluster3

|y
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L.vulgaris

Ve STRUCTURE analyze se ,,odlupuji”
nejdrive skupiny, které jsou nejlépe
definované (s charakteristickymi znaky)

Analyza pak naznacuje i fylogenetické
déleni.

Nicméneé! Analyza nedava jednoznacné
odpovédi — nékdy mohou byt stejné
pravdépodobné rlizna K, tedy napt.
pravdépodobnost K2=K3. Nékdy v ramci
jednoho K vyjde vice alternativnich
rozdéleni. Je to Bayesovska analyza a je
potreba byt pfi interpretaci opatrny.
Vzdy je potreba prihlizet k tomu, zda
vysledek neni biologicky/geneticky
nesmysl.

Analyzu mohou ovlivnit nestejné
pocetné skupiny taxont, malo pocetné
skupiny taxonu, prfitomnost hybridd,
absence rodice/u hybrida.



Alignment: ISCT95 (2n+4n); BSCT93; sample filter: 25

. . L Za urcitych okolnosti mohou davat smysl
Model: admixture; allele: corelated; without population info y y

K: 1-4, 10 opakovani (byt biologicky pochopitelné) vice K
Burn-in: 100 00; MCMC iterations: 100 000

@ Clusterl Cluster2 @ Cluster3

Values




Alignment: ISCT95 (2n+4n); BSCT93; sample filter: 25 Evanno analyzy STRUCTURE vystup( VUL
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NeighborNet zorbazeni (software Splitstree) Jaderné sek
Alignment: ISCT95 (2n+4n); BSCT93; sample filter: 25 aderne se vencem.gﬁ
Matrix calculation: dist.p (R package phangorn)
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Alignment: ISCT95 (2n+4n); BSCT93; sample filter: 25 Jaderné sek
Matrix calculation: dist.p (R package phangorn) aderne sekvence

Heatmapa: phylo.heatmap (R package phytools)
Paleta: inferno

0 value 28592




