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Alignmenty - opakovani

Existuji dvé zakladni varianty alignmentu: globalni a lokalni

* Globalni: Hledame nejlepsi zarovnani dvou celych sekvenci o délkach
m an.

 Lokalni: Hledame takoveé souvislé podretézce v obou sekvencich, ze
jejich globalni alignment ma maximalni mozné skore

* Mame nékolik moznosti spocteni skore — Ize vybrat rizna ohodnoceni
pro match, mismatch a gap, pouzit ruzné penalizace vzhledem k
velikosti diry, apod.

* Alignment Ize spocitat dynamickym programovanim v case O(mn) s
vyuzitim pameéti O (n).



Alignmenty v nasem programu

* SmithUv-Watermannuv algoritmus.

e Upraveny S-W algoritmus, ktery vraci primér nejvyssich hodnot v
tabulce.

* Lokalni alignment, jenz ma snizenou penalizaci za diry velikosti
nasobku tri (inspirovano chybéjicim kodonem). Opét pouzivame cast
nejvyssich hodnot v tabulce.

* Ke kazdému alignmentu jsme zkouseli i zarovnani s otocenou sekvenci
(mohlo dojit k inverzim c¢asti sekvenci).



Fylogeneticky strom - opakovani
Neighbor joining tree

* Input: Srovnané sekvence nebo matice vzdalenosti

* Postupné seskupovani nejblizsich dvojic
e Zname z domaci ulohy

e Qutput strom pribuznosti

* Pouzivdme dva zpusoby urceni nejblizsi dvojice
* Pfipojujeme vidy dle nejvyssi hodnoty v tabulce, kterd vede mezi riznymi
komponentami vytvareného stromu.
* Pfi spojeni komponent upravime hodnoty na primeér pres vSechny prvky v
komponenté, nasledné pouzijeme predchozi krok.
* Funguje znatelné |épe
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Pouzita vstupni data

Canis lupus Vik obecny

Macaca mulatta Makak rhesus

Homo sapiens

(2 chromosomy) Clovek moudry




. V4

Gorilla gorilla Gorila nizinna

Aquila chrysaetos Orel skalni

Passer domesticus Vrabec domaci

Gallus gallus Kur bankivsky




Bombus terrestris Cmeldk zemni

Apis mellifera Vcela medonosna

Apis cerana Vcela vychodni

Agaricus bisporus Pecarka dvouvytrusa




Trametes versicolor Outkovka pestra

Lactuca sativa Locika seta

Helianthus annuus Slunecnice rocni




Pinus taeda Borovice taeda

Malus domestica Jablon

Pyrus bretschneideri Hrusen
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Testovaci data

e Zkouseli jsme dva druhy vstupu:
 Nahodné vybrané sekvence 30 000 bazi z jednotlivych organismu.
* Dlouhé sekvence rtzné délky (stovky tisic bazi).

* Pro kratsi variantu jsme vytvorili tabulku alignmentem kompletnich
sekvenci.

* Pro delsi variantu jsme pro kazdou dvojici organismu vybirali sadu
nahodnych kratsich vzorku.

 Z principu fungovani algoritmu dosahujeme lepsich vysledku pri
alignmentu delsSich sekvenci.



Porovnhavaci metoda

* Jako skore algoritmU jsme pouzili miru shody s o¢ekdvanym stromem

* VSechna spojeni kromé nejvyssiho ziskala skére (1 — #chyb/max. #chyb)2
pro nejlepsi z netrivialnich podstromU ocekavaného stromu.

e Zcela nahodny strom ziskaval kolem 4 ze 16 moznych.



Nase vysledky

* 30000 bazi

e Bezny lokalni alignment
S pouzitim inverze

 Primeérovaci strom
* Match score: 12/16
* Perfect hits: 8/16
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Nase vysledky

* 30000 bazi

 Vicehodnotovy alignment
S pouzitim inverze
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 MaxiamlizaCni strom
* Match score: 9.15/16
* Perfect hits: 5/16
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Nase vysledky

* 30000 bazi

e Kodonovy alignment
S pouzitim inverze

 MaximalizaCni strom
* Match score: 9.71/16
e Perfect hits: 7/16
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Nase vysledky

* 30000 bazi

e Kodonovy alignment
S pouzitim inverze

 Primeérovaci strom
* Match score: 12.1/16
* Perfect hits: 8/16
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Nase vysledky

* VVzorky 100x3000 bazi

* Vicehodnotovy alignment
* Prumérovaci strom

* Match score;: 9.141/16

e Perfect hits: 4/16
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Nase vysledky

* VVzorky 100x3000 bazi
e Kodonovy alignment

* Prumérovaci strom

* Match score: 9.632/16
e Perfect hits: 5/16
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Nase vysledky L \

* VVzorky 100x3000 bazi

e Kodonovy alignment
S pouzitim inverze
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Nase vysledky

* VVzorky 100x3000 bazi

e Kodonovy alignment
S pouzitim inverze

 Primeérovaci strom
* Match score: 9.582/16
* Perfect hits: 4/16
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Shrnuti

* Ukdazalo se, ze pouziti prumérné hodnoty v podstromech funguje
vyrazne |épe, nez maximalni hodnoty.

* Na druhou stranu, vysledky rtznych typu algoritmu a pouziti i
obracené sekvence nemelo na vysledky statisticky vyznamny vliv.

* Pro kompletni alignment sekvenci o délce 30 000 bazi bylo prumérné
skore prumeérovaciho vytvareni stromu 11,4.

* Pro vzorkovani na plnych sekvencich dosahovalo horsich vysledku
(prumérné skore 9,2).

* Doba béhu cca 30 minut (bez invertované sekvence).



Pouzité komercni programy

* Mega/
e ClustalW

* Improved Clustal

* MUSCLE

* Draft progressive

e Improved progressive
e Refinment

* Nahrada ClustalW



Mega - Clustal

—— CWMO00014.3 Canis_lupus_familiaris_chromosome 14 whole_genome _shotgun_segquence

L FRB5309 .2_Gorilla_gorilla_gorilla_genomic_chromosame_chi20_whole_genome_shotgun_sequence
CMOIODBES.2 Haomo_sapiens_chromosaome B GRCh3G_reference_primary_assembly
—— ChMO02994 2 Macaca_mulatta_isolate 17573 chromosome_16_whole_genome_shotgun_segquence

—— pWY 0073603301 _Trametes wversicolor_FP-101664 531 unplaced_genomic_scaffold TRAWEscaffold_10_whole_genome_shotgun_segquence

—— ChO03529.1_Gallus_gallus_breed Yeonsan Ogye_chromosome_ 2 whole _genome_shotgun_sequence

L— P 0119508691 _Aquila_chrysaetos_canadensis_isolate GSEHISGE _unplaced _genomic_scaffold_Aquila_chrysaetos-1.0.2 Scaffold0_whole_genome_shotgun_sequence

ChO04541 1 Passer_domesticus_isolate_ 8387266 _chromosome 14 whole_genome_shotgun_sequence

CMOD0E51 2 _Homo_sapiens_chromosome_19 GRCh33_reference_primary_assembly
MY 0059880401 Pyus_x bretschneideri_cultivar_Dangshansuli_unplaced _genomic_scaffold _Pbr w10 _scaffold20.1 _whaole_genome_shotgun_sequence
FZMHO1002042.1 Lactuca_sativa_isolate_cv._Tidan_genome_assembly contig:_scaffold-2041 whole_genome_shotgun_sequence

— APFE0300004931 Pinus_taeda_scaffold?5005 whale_genome_shotgun_sequence.

L CMOO7E97 1 _Helianthus_annuus_linkage _group 8 whole_genome_shotgun_sequence

—— ChDO1033.1 _Malus_x domestica_chromosome_S_ whole _genome_shotgun_se quence

L CMO01174.1_Bombus_terrestris_linkage_group_ LG BOG whaole_genome_shotgun_sequence
CPO15469.1 Agaricus_ bisporus_war_bisporus HYY chromosome 13 sequence
MC_007071.3_Apis_mellifera_strain_DHA linkage group L G2 Amel 4.5 whole _genome_shotgun_sequence
P 018019552 1 Apis cerana_strain_Korean_unplaced genomic_scaffold ACSMU-Z0 Scaffold 7 whaole_genome_shotgun_sequence

—
080



Mega Clustal

* Nepresné
* Pro kratké sekvence: Perfect hits: 1/16, match score: 7.777/16.

* Pro dlouhé sekvence béhové problémy, skore odpovidajici nahodnému
stromu.

* Dlouhé trvani
* Pouzito defaultni nastaveni



Dalsi vysledky

Status Align node

Memory Used (MB) = 1893

[ ] C hy by MEGA 7.0.26(7170509-x86_64) x

Error: Computer reported lack of enough memory (RAM). Try

¢ M ega V. 6, V. 7 freeing up memory by closing other programs and starting over,

e www.ebi.ac.uk

We have not been able to format the resulis of this job (clustalo-120180118-084546-0032-9047626-
p1m). This could be because the job has failed to complete.

* Genome.jp

The proxy server could not handle the request POST /tools-bin/clustalw.



http://www.ebi.ac.uk/

/droje

* Wikipedia.org — obrazky i reference

 Clustal paper [ Higgins DG, Sharp PM (December 1988). "CLUSTAL: a
package for performing multiple sequence alignment on a
microcomputer”. |

* Online clustal - https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

* Sekvence - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore



https://en.wikipedia.org/wiki/Desmond_G._Higgins
https://en.wikipedia.org/wiki/Paul_M._Sharp
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

