Assemblage et mapping de données NGS,
onenestou?
peut-on s’en passer ?

Pierre Peterlongo
Journée de la plateforme Genouest 26 Octobre 2010
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Séquencage — « intro classique »

INTRODUCTION

A new generation of sequencing technologies is
revolutionizing molecular biology [1-15]. They
have dramatically lowered the costs per sequenced
nucleotide and increased throughput by orders of
magnitude. Illumina’s Solexa and Applied Bio-
systems’ SOLiD can generate gigabases of nucleotide
sequence per week. However, a perceived limitation
of these ultra-high-throughput technologies 1s their
short read-lengths. The first incarnation of Illumina’s
Genome Analyzer (GA) typically generated sequence

Paszkiewicz and Studholme, De novo assembly of short sequence reads, Briefin%s
in Bioinformatics, 11(5) 2010



Quelles technologies ?

* Plus connues:
— 454: Genome Sequencer
— lllumina Solexa Genome Analyser
— Applied Biosystem: SOLID
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Quelles technologies ?

 Moins connues/utilisées:
— Helicos: Heliscope
— Polonator

POLONATOR G.007
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NNGS / Third Generation

(1000 S = human genome, 0.0000005 S/base)

 Oxford Nanopore - reads unlimited
 Pacific Bioscience - reads = 100.000
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IIIuminals. 454
-

lllumina: Genome Analyzer lix  454: GSFLX Titanium

e Reads: 108bp * Reads: 500bp
e 240M reads / run e 1M reads / run
* 25Gbp/run * 0.5Gbp/run
 10jours/run « Run : 8h
* Taux erreur tres bas
— 70% de reads parfaits * Taux d’erreur élevé dans les
* pasd’indel => bonne homopolymers
complémentarité avec 454  Bons assemblages a partir

* Prix de 20x
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Que faire des reads ?
Premiers reflexes

* Avec un génome de référence fiable :
— Read mapping

e Sans génome de référence :
— Assemblage de novo

* Sion dispose de génome(s) peu fiables :
— Mapping + assemblage de novo

Peterlongo - Assembler... ou pas.



M.A.Q Viewer

ATAGGTTATAGCACAGGARGARAGGART AGGAGARARAARCAARRGTATCTACATAGAARCTTTCAGT GTAARAART CCCAARRARAACCGGTTGACAATTGECAR

ATAzGETATAGzaCazGoagssz AATAGGAGEAAAAACAAAGTATCTACATAGRACTTT GTGTARAARAATCCCAARAARACCGGTTGACAATTG A
ATAGGETATAGCACAGGz akaakk AGGAGRARARACAAARGTATCTACATAGAACTTTCAG GTAAARAAATCCCARARARCCGGTTGACARTTGECaA
ATAGGTTATAGCACAGGAAGAAGGAA GGAGAAAAAACAAARGEALCTACATAGAACLETCaGt TARARAATCCCARARARACCGGTTGACAARTTGEC
ATAGGTTATAGCACAGGAAGRAGGARTAG AGAAARAAaCARAGTATCTACATAGAACTTTCAGTGT ARAARTCCCRAARAAACCGGTTGACAATTGCCAS
ATAGGTTATAGCACAGGARGRAGGAATAGGAGA AARAACAARGTATCTACATAGRACTTTCAGTGTARAR ALCCCARAARACCGGTCGACAATT zcCARA
ACACGTTatAGCACAZGAszAaGz=ATagGACaa CAARAGTATCTACATAGAACTTTCAGTGTAAAAAATC CARARAARCCGGTTGACARTTGECAS
ATAGGTTATAGCACAGGARGRAGG=ALAGGAG 25 aAAGTATCTACATAGA=CTTLCAGTGTAAaAAGTCC ARARaazCCgGTTGACAATTGCCAA
REAGGTTATAGCACAGGARGARAGGAATAGGAGAARARA ARAGTATCTACATAGARACTTTCAGTGTARAARARATCC  ARARACCGGTTGACaaTTGCCaA
AT GGTTATAGCACAGGAaGAAGG=ATAGGaGaaaasac ARGTATCTACATAGAACTTTCAGT GTA=ARAEaTocce ARSACCGGTTGACaATTGLCCAS
AT EtTATAGCACAGGAAGRAGGARTAGGAGAARAARAACAA AzCTaCAtAGAGETTTCAGTGTAAARSATCocCARA aacCeggTTGACARTTGCCAA
ATA +tTATAGCACAGGARGRAGGAATAGGAGAARAAAACAA TAtCTACATAGRACTTTCAGT GTARARAATCCCAAA AsCC=GTTGACAATTGLCCARA
ATAGG TATAGCACaGGARGRAGGA=TAGGazAAsAAaCaA ATCTACATAGAACTTTCAGTGTAAAA=ATCCCAasA aCCGztTGACAREEGCCAA
ATAGG =ATAGCACAGGARGRAGGAATAGGAGA=2=AACA TCTACATAGAARCTTTCAGTGTAARARARTcCcARaAa CCGGTTGACASTTGLCaA
ATAGGTT tAGCACAGGARGAAGGAATAGGAGAAAAARACAAARGT CTACATAGAACTTTCAGT GTAARAARAATCCCARAaaA CGGTTGACAATTZCCA
ATAGGTTA AzCACAGGAAGAAGGAATAGGAGAAAAAACAAARGTA CtaCAtAGARACTTTCAGT GTARARAARTCCCARAAAA Ce=TLGACAARTTGCCARA
ACAGGAAGAAGGAATAGGAGAARARARACARAGTATCT CATAGARCTTTCAGT GTAARRARATCCCACaAARaCCG LLGACAARTTGCCAA
ACAGGAAGARGGAATAGGAGAAAARAACAARAGTATCT CATAGAACTTTCAGTGTAAARAAATCCCAaASAACCG  thtcsATEGoCAA
ATAGG=Tat ACAGGAAGARGGAATAGGAGAALARACAARAGTATCT  ATAGAACTTTCAGTGTAAASAATCCCARRRAACCG: sGACARTTGCCAA
ATaGGTTaT AGGAAGARGGARTAGGAGAAARARACARAGTATCTA: tAGAARCTTTCAGTGTAARARATCCCARARRARCCGLGT  ACARETGCCAA
ATAGGTTATAG GGAAGaaGGAATAGGAz aARAACAASGESTCT AGA=CTTTCAGTGTARARARTCCCACARaaACcghat
ATAG=TTATAGCACA GAsGRAGGARTAGGAGAAARAACARAGTATCTaCAT GAACTTTCAGT GTAARAAATCCCAARARACCGGETG
ATAGGTTATAGCACAG ARGRAGGAATAGGAGARAAAACAAAGTATCTACATA AACTTTCAGT GTARARAATCCCAAaAascCGRTTER
ATAGGTTATAGCACAGG AGRAGGAATAGGAGAAARARAACARAGTATCTACATAG TTCAGTGTARARAAT -CCARARRACCG:TTGACA
ATAGGTTATAGCACAGG AGGAATAGGAGAAAARACAARGTATcTacATAG TTCAGTGTA=ARaATCCCAsARASCCGGETGaClzaT
2GAARTAGGAGAAARAARACAARARETAT LA azCA TCAGTGTRARARALCCCARARARARACCGGTTGARCAARTT
ATAGGAGAARARACAARAGTATCTACATAGAACTTTE  TGTAAARAAATCCCARARARCCGGTTGACAST T Goc
TAGGAGAARRARACAARGTATCTACTTAGAACTTTC GTRAARARTCCCARARAACCGGTTGACAATTGC A
ATAGGTTATAGCACAGGARG=AGGA TA=GAGAAAAA=CAAAGTATCTACATAGAACTTTCA GTARARAATCCCARRARACCGGTTGaCRAT TG A
ATAGGTTATAGCACAGGARGRAGGAATAGGA AARAAAACAAAGT AT AGAACTTTCAGEGEAA stccCRAARARACCGGTTGACAATTGCCAA
=TagGETATAGE GAAGARGGARTAGGAGAARAAARACAAAGTATLC GAARCTTTCAGTGTAARRARTCCCARAaAaC -GG
BTAGGTTATAGCACAGGaak=Ag TAGGAGAARAARAACAARGTATCT AGAACTTTCA GTAARARATCCCAAAAARACCGGTTGACAARTTGCCAY

e ool 165181+1=lxa_0011_8_0109_£328201111A7 40




Read Mapping

* Difficultés:
— Reads mappant a plusieurs locus
— RNASeaq:

* Introns EXons gm——m

Mapping to genome



ldée globale:
— Indexation Reads/Génome

— Utilisation de graines (=Blast)

<
“ouii | Ago_| tong. | Gaps | Pars | Qua.
X

Bfast hash ref X

Bowtie FM-index X X
BWA FM-index X X X
MAQ hash reads X X X
Mosaik hash ref X X X
Novoalign hash ref X X X
GASSST hash ref X X + rapide +sensible sur

gros reads et tx erreurs > 5%

A survey of sequence alignment algorithms for next-generation sequencing, Li and Homer, Brief. Bioinfo., 11(5), 2010



Assemblage:
Le probleme

Million/milliards de pieces
Sans I'image
Endroit, envers ??7?

Erreurs de séquencage :
— Les pieces ne s’assemblent pas parfaitement

Couverture :
— Certaines parties du puzzles absentes

Peterlongo - Assembler... ou pas.
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Stratégies d’assemblage

* Graphe des reads chevauchants (overlap graph)

TGTCTATGCTAC

TATGCTACTTAC GCAATTGATACT

TT CTAGGCAAT

GCAATTGCAGAT
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Stratégies d’assemblage

* Graphe de de-Bruijn

— Reads -> k-mers
— 1 Noeud =1 k-mer
— une arréte =1 (k-1)-mer

Nicolaas Govert de Bruijn
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Stratégies d’assemblage

* Graphe de de-Bruijn / assemblage
1. Nettoyage des reads

2. Construction du graphe

3. Nettoyage du graphe

4. Recherche de chemins

..IGTCTAA
CTAACG...
CTAATA..

Peterlongo - Assembler... ou pas.
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Assembly algorithms for next-generation sequencing data, Miller, Genomics, 95(6), 2010

Principaux outils d’assemblage

* Glouton * Overlap
— SSAKE — Newbler (454)
— SHARCGS _<l9 _ — CABOG (454)
— VCAKE — Edena (lllumina)
— Shorty (454+lllu)
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Assembly algorithms for next-generation sequencing data, Miller, Genomics, 95(6), 2010

n
J

Principaux outils d'assemblage

* De-Bruijn

Euler (substitutions, # k, réduction graphe, paires)
Velvet (réduction graphe: topologie, couverture, paires)
ABySS (Parallele: 3,5 Milliards de reads Illumina)
AllPaths (qualités des reads, larges génomes)
SOAPnovo (Overlap+DB, large génomes)

Symbiose : Assembleur paires — - m—



Limitations des outils d’assemblage

e Gestion des erreurs de séquencage
* Nettoyage statistique
e Gestion des répétitions
* Divers heuristiques de résolutions
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Limitations des outils d’assemblage

e Gestion des erreurs de séquencage

* Nettoyage statistique
e Gestion des répétitions
* Divers heuristiques de résolutions
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Extraction d’informations dans les reads bruts:
* SNP : kisSnp

* Transcrits alternatifs / Splicing graphes

* Eléments répétés

 Recherche d’homologues

Peterlongo - Assembler... ou pas.
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Snp: Single Nucleotide polymorphism

* Yeux marrons * Yeux verts
WATCTTAGC... ATCTGAGC...
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kisSnp: Entrée/Sortie
JATCTTAGC...

b/ CATCTGAGC.

.ATTACAAC..
J—_% .ATTAGAAC...

!

KisSnp —

Assembly free comparative genomics of short-read sequence data discovers the needles in the haystack
21

Molecular Ecology, 2010.
* Calling SNPs without a reference genome. BMC Bioinformatics, 11:130, 2010.



kisSnp: Ceeur de l'algo

Cas le plus simple:

Séquence:
. ATCTTAGC.. Jii

Peterlongo - Assembler... ou pas.
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kisSnp: Ceeur de l'algo

Cas le plus simple:

-SNP 2 KT

Séquences:
« . ATCTTAGCT... il
«..ATCTGAGCT... ki

Peterlongo - Assembler... ou pas.

23



kisSnp: Ceoeur de l'algo

a nombre de kmers
nombre de kmers

Cas le plus simple, avec comptage:
NPl
* Erredurs-de-séguencage

Séquences:
e ATCTTAGCT... il
*.ATCTGAGCT... KT}
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kisSnp: Ceoeur de l'algo

a nombre de kmers
nombre de kmers

+ répétitions, couverture variable

L

* Répétitions, couverture variable

Séquences:
e ATCTTAGCT... il
*.ATCTGAGCT... KT}
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kisSnp: Ceoeur de l'algo

a nombre de kmers
nombre de kmers

+ erreurs de séquengage
N
* Répétitions, couverture variable

* Erreurs de séquencage
18

TCT
11

Séquences:
e ATCTTAGCT... il
*.ATCTGAGCT... KT}
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e Sur données réelles et simulées

e 2 parametres k et 0

* Qualite des donnees
— couverture
— erreurs
— repetitions



Wy

nunber of found SHPs

Appercu global

MC58 sequence (22 Mb)
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* avec k « assez gros (>20) » : aucun faux positifs
* jeux de parameétres robuste (ici 6 = 20)
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28



nunber of found 5HPs

1588

18688

508

Et les repeétitions ?

MC58 sequence

T T T T
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* Peu sensible aux répétitions

nunber of found 5HPs

1588

1868

288

MC58 sequence shuffle
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* Peu sensible aux erreurs de séquencage type illumina (substitutions)
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“Genome evolution and adaptation in a long-term
. *’C/ experiment with Escherichia coli”, Nature 2009

-5 Expeérimentations sur E. Coli

‘-
',. # B 7
7 (o
=

Etude originale : Comparaisons de générations
* 0vs. 20K: 28 SNPs trouvés par mapping

KisSnp sur 0 vs. 20K reads:

* qq minutes, qg Gb Ram }
e 27 des 28 SNPs

e 42 add. structures de SNP, non détectées précédemment
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Conclusion

Bons points:

* Pas d’assemblage
* Pas de référence
* Pas de nettoyage
 Rapide et léger

* SNP:

— Uniguement 2 parametres

— Peu sensible erreurs/repet.

Futur
 SNPsintra individu
* SNPs n individus
— + phylogénie
* Avancées Alcovna

— ARN
— Homologies

Peterlongo - Assembler... ou pas.
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infos et téléchargement: http://alcovna.genouest.org/

Fichier ~Edition  Affichage

O -c

BEZ | irisa |_|langue ||

C] | ARC Alcovna

) | ARC Alcovna - Mozilla Firefox

Historique  Marque-pages

Outils 2

{ay Lj http:ffalcovna.genouest.orgf

séminaire symbiose | confs || papiers | weile | NGS || datajoel (5 pp ™= docs | mappi @7,‘ Alcovna . tuiviu || enseignement || mails | loisirs || cartes ||

B
[

ARC Alcovna

Home Download

kisSnp L'équipe Le projet Recent news Results

Welcome

Web site of the ARC {Action de Recherche Collaborative) INRIA Alcovna : ALgorithms
for COmparing and Yisualizing Non Assembled data

contact: pierre peterlongo

Comments Off

Spire 2010

Paper: "ldentifying SNPs without a reference genome by comparing raw reads"

has been accepted at conference SPIRE 2010. This paper describes the kisSnp
algorithms and first results. Download the PDF.

Comments Off

kisSnp tool.

Ej 76 - -"v police taille fixe

fav || vent

Uncategorized

Recent Posts

Spire 2010

kisSnp tool.

Finding back SNPs from ecoli evolution genome
French — Le projet initial {(Janvier 2010)

French — Présentation de I'équipe

Blogroll

Les ARC INRIA

Archives

September 2010
June 2010

M2 2040

Terminég
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Groupe NGS - IRISA

Discussion = mensuelle

Informel

Biblio = Journal club ?

Zone d’interactions développeurs / utilisateurs
Soyez les bienvenus: pierre.peterlongo@inria.fr

Peterlongo - Assembler... ou pas.
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Experiment data

SNP simulation

ACGTCGTAGTGCTAGTCGTACGT ».ACGTCGTAGTGGTAGTCGTACGT
l Seqguencing simulation with MetaSim l
ACGTCG TCGTAG TAGTGC ACGTCG TCGTAG GTAGTG
AGTCGT AGTGGT TAGTGG
GTACGT AGTGCT GCTAGT GTACGT AGTCGT GGTAGT
l Cutting reads into overlapping k-mers l

\ ALCOVNA /
1

SNP number and sequence associated

GTGCTAG GTGGTAG
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NNGS / Third Generation

Features Second-generation sequen-
cers
454-FLX Solexa SOLiD
Read-length (bp) 240-400 35 35
Cost/human genome (US$) 1000000 60000 60000
Run time (h/Gb) 75 56 42
Ease of use Difficult  Difficult Difficult

A -

Third-generation sequencers (single molecule-SBS)

Helicos tSMS PacBio SMRT Nanopore and modified forms ZS Genetics TEM

30 100 000 Potentially unlimited? Potentially unlimited?
70 000 Low Low Low
~12 < >20 ~14
Easy Easy Easy Easy

Single-molecule DNA sequencing technologies for future genomics research Gupta, TB 26(11), 2008


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01677799
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=

