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Abstrakt: Sekvenace DNA z mikrobialnich komunit umoznuje kromé taxonomické profi-
lace pfitomnych mikrobialnich druht také studium vnitropopulaéni genetické variability.
Jeji popis je vysledkem informatické analyzy sekvenacnich dat. Tato prace zkouma, jaké
bioinformatické nastroje jsou k dispozici pro identifikaci vnitropopula¢ni variability z me-
tagenomickych dat de novo a jaké jsou algoritmické principy jejich fungovani. Poskytuje
perspektivu pro hodnoceni spravnosti vysledk, a za¢ina proto predstavenim sekvenac-
nich metod platforem Illumina, PacBio a Oxford Nanopore Technologies, vetné jejich
limitaci, a pokracuje popisem vypocetni rekonstrukce sekvenci genomii. Kromé pied-
staveni nastrojii a benchmark pfinasi pokus o konceptualni shrnuti rznych pristupa
studia variability z metagenomickych dat.
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Abstract: Sequencing of DNA from microbial communities enables, besides taxonomic
profilling, study of intrapopulation genetic variability. Its description is a result of a
computational analysis of sequencing data. This thesis investigates what bioinformatics
tools are available for de novo detection of intrapopulation variability in metagenomic
data and how these tools function algorithmically. It provides a perspective for tool
performance validation, and for that, it begins by discussing sequencing methods of
platforms Illumina, PacBio and Oxford Nanopore Technologies, aiming at their limitations,
and it continues with describing computational reconstruction of genomic sequences.
Beyond the review of tools and benchmarks, it attempts to provide conceptual view on
approaches to the study of variability based on metagenomic data.
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Uvod

Sekvenacni metody piinesly revoluci do vyzkumu mikroorganizmu. Nejprve byla
revolu¢ni moznost amplikonového sekvenovani, které stanovuje (takzvané cte)
sekvenci specifického useku genomu, tzv. markeru. Od zacatku se jednalo zejména
o sekvenci genu pro 16S rRNA, ktera je soucasti malé podjednotky bakterialniho
ribozomu. Gen pro 16S rRNA ma silné evolu¢né konzervovanou sekvenci, coz
umoziuje srovnani i velmi evolu¢né vzdalenych mikrobialnich genomd, fyloge-
netickou analyzu a pfifazeni konkrétnich sekvenci danym taxontim [1]. Navic
umoznuje ziskat taxonomicky profil spolecenstva mikroorganizmu ve vzorku
ze studovaného prostredi [2]. Analyza nukleovych kyselin ziskanych z environ-
mentalniho vzorku a pochazejicich z mikrobialni komunity (v kontrastu k ana-
lyze klonalnich laboratornich kultur) dostala nazev metagenomika [3]. Vyznam
metagenomiky si 1épe uvédomime diky tvrzeni, Ze pouze zlomek mikrobialni
rozmanitosti byl dosud kultivovan v laboratofi a mnohé mikroby ani nejsme
prakticky schopni kultivovat [4, 5]. Pozdéji se v souladu s rozvojem sekvenovani
nové generace zacal uplatniovat pristup tzv. shotgun sekvenovani [2], které se
snazi do sekvenacni knihovny nestranné zaradit fragmenty z veskeré DNA vzorku.
Sekvenaci blize popiseme v kapitole |1} Shotgun sekvenovani prinasi napf. moz-
nost zkoumat teoreticky vsechny pritomné geny nebo sestavit sekvence z celych
genomu pfitomnych druhi in-silico, pomoci algoritmii pojednanych v kapitole
Sekvenci genomu pfimo sestaveného z metagenomickych ¢teni oznacime kvali
stru¢nosti novym zkratkovym slovem MAG E

Mikrobiologie uznava vyclenéni bakterialniho druhu na zékladé kombinace fe-
notypovych a genotypovych rozlisujicich znaku [4]. Pfibyvaji dikazy, Ze genomy
bakterialnich druhi jsou koherentni: Olm et al. [6] ukazali na zakladé MAGua z
velkého mnozstvi environmentalnich vzorku, ze se sekvence genomi klastruji
do skupin odpovidajicich druhtim, které maji vzajemné vétsi sekvencni identitu,
nez je tomu mezi skupinami. Nejlepsi se jevi polozit 95% jako hrani¢ni hodnotu
sekvencni identity mezi sekvencemi celych genomu a identictéjsi genomy zaradit
do stejného druhu.

Zaroven se jiné studie zameéruji na téch nékolik procent divergence uvniti
druhu. Odlisnost sekvenci genomu se vyskytuje i v ramci jedné populace, jednoho
vzorku bakterii [7]). Casto se pfedpoklada, Ze tato vnitropopulaé¢ni variabilita ma

Na zakladé anglické zkratky MAG zastupujici Metagenome Assembled Genome.



podobu koexistence vice klonalnich kmenﬁﬂ sestavajicich z bunék témér iden-
tickych genomu. O vnitropopulac¢ni variabilité mtizeme uvazovat, aniz bychom
predpokladali kmenové slozeni populace: Mame jednoduse mnozinu sekvenci
genomil populace a zajima nas, jakych konkrétnich podob nabyva dany lokus ge-
nomu, jaké jeho varianty (jednonukleotidové ¢i rozsahlejsi varianty, viz sekci[3.1)
existuji v mnoziné genomi. Tam, kde budeme chtit asociovat varianty riznych
lokust na zakladé toho, Ze se spolu vyskytuji ve stejnych genomech, budeme
kromé vyrazu kmen pouzivat téz haplotyp. Haplotyp, znamy pojem z genetiky,
se v kontextu eukaryotickych (diploidnich) organizmut pouziva pro oznaceni alel
fyzicky pritomnych na tomtéz chromozomu. V dnesni dobé sekvenovani genomt
se ujal pojem haplotypovani, nebo téz fazovani, pro proces rekonstrukce sekvence
homolognich chromozom?, jejichz heterozygotni sekvenc¢ni varianty mohly byt
detekovany v sekvenacnich datech [8]. My zde pfejmeme pojem haplotypovani
pro podobny ukol, ktery budeme fesit, pro rekonstrukci haplotypt zastupujicich
prevladajici kmeny v mikrobialni populaci (takto pouzito v [9]).

Mezi kroky pro zjisténi vnitropopulacni variability ze sekvenac¢nich dat patti
vedle zpracovani vzorku a sekvenace jesté in-silico kroky predzpracovani ¢teni,
sestaveni genomu, zarovnani sekvenci a detekce variant. Pfedkladany text se
snazi predevsim popsat bioinformatické metody pro detekci variant zamérené
na data z mikrobidlnich komunit. Vratime se k nim v kapitole (3| Jako technolo-
gicky vyzyvavym a dilezitym pro pochopeni jinych krokt analyzy se budeme
vénovat krokiim sekvenace a sestaveni genomu. Ackoli ani mapovani sekvenac-
nich dat na referen¢ni genomy komunit neni trivialni problém a je kriticky pro
naslednou detekci variant, my jej zde budeme do jisté miry povazovat za cernou
skfinku. V dalsich kapitolach postupné popiseme vytycené kroky analyzy a u
vSech zdiraznime hledisko presnosti a spravnosti a jeho kriticky vyznam pro
kroky nasledujici.

?Kmen ve vyznamu anglického strain. Kmen ve vyznamu vy$§i taxonomické jednotky phylum
(z latiny) zde nebude nikde pouzit.



Kapitola 1

Sekvenacni metody

Samotné sekvenaci pfedchazi tvorba knihovny DNA molekul peclivé pfipravenych
pro sekvenacni reakci. Pfiprava DNA knihovny ze vzorku pro shotgun metageno-
mové sekvenovani se lisi podle vzorku a metody sekvenovani. Prvnim krokem
typicky byva ziskani DNA ze vzorku, s pouzitim lyze bunék (DNA se uvolni
do roztoku) a extrakce DNA. Dale lze zajistit spravnou délku DNA fragment,
pomoci fragmentacnich postupt a separace (napf. gelovou elektroforézou) [10].
V této fragmentované podobé se objevi ptivodni molekuly DNA v knihovné a na-
zyvame je inzerty. Inzerty jsou totiz typicky na koncich prodlouzeny o specifické
oligonukleotidy, tzv. adaptéry, které mohou plnit dlohu pfi nasedani primert pro
amplifikaci, dlohu identifikatort, ¢i asociovat s oligonukleotidy upevnénymi na
podkladu (metoda Illumina) 11, 12} 13[]. Amplifikace, ktera byva provedena v
nékterych pripadech, se zaklada na technice PCR.

I priprava knihovny ovliviiuje validitu vysledka. Izolace DNA z obtizné ly-
zovatelnych bunék miize byt sniZzena nebo jeji ziskani mtze byt na dkor vétsi
fragmentace [14, 15]. Chyby vznikaji v pfipadé amplifikace pied sekvenaci v
dasledku nepiesnosti polymerazy a tyto chyby se béhem cykld mohou nékdy
amplifikovat [[14]].

Sekvenacni reakce pouziva chemické a fyzikalni déje k tvorbé méritelnych
signalq, z nichz lze odvodit (vyvolat E[) sekvence bazi v molekulich. Sekvenci
vyvolanych bazi nazyvame ¢teni El Nejistota pfi urceni baze muze byt kvantifi-
kovana do pozi¢né specifické pravdépodobnosti chyby, takze idealné by velky
pocet bazi s touz pravdépodobnosti chyby p obsahoval chybné baze s relativni
Cetnosti p [16]. Misto p se udava transformovana hodnota nazyvana Phred skore,
definované vztahem g = —10-log;((p), kde g je Phred skore [[16]. Pokryti sekvence
¢tenimi miZzeme definovat v kontextu studované sekvence (napt. konsenzualni
genom populace Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve vzorku jogurtu)
jako zarovnani ¢teni na tuto sekvenci. O hloubce pokryti dané pozice sekvence
hovofime ve vyznamu poctu ¢teni s bazi zarovnanou na tuto pozici. Pramérna

1Zavedeme zde vyvolavani bazi jako pteklad z angl. base calling.
2V angl. nazyvano read.



hloubka pokryti sekvence (Casto jenom jako hloubka pokryti) je primér hloubek
pokryti ptes jeji pozice. Sitka pokryti znamena pocet pozic sekvence s nenulovou
hloubkou pokryti.

Sekvenovani cyklickou reverzibilni terminaci

Sekvenovani syntézou ¢i presnéji feceno sekvenovani cyklickou reverzibilni ter-
minaci [11] je metoda uplatiiovana v produktech (sekvenatorech) spolecnosti Illu-
mina, napft. v zafizenich HiSeq [[17]], MiSeq, NextSeq a NovaSeq [18]. Sekvenacni
reakce se odehrava na povrchu desticky, tzv. flow cell, na niz jsou fixované oligo-
nukleotidy komplementarni k adaptérim [[19}|13]. Desticka je pfelita roztokem
jednovlaknové DNA knihovny tak, aby fragmenty rozptylené po desti¢ce nasedly
Watson-Crickovym parovanim na fixni oligonukleotidy [[19]. Po pfidani reagencii
DNA polymerazova reakce prodlouzi fixni oligonukleotid do podoby molekuly
komplementarni k fragmentu [13]. Ziskavame fragmenty s fixovanym koncem,
jednotlivé rozeseté po desticce. Nasleduje amplifikace [19]], s cilem zesilit signal
sekvenacni reakce. Volny konec svym adaptérem naseda na komplementarni fixni
oligonukleotid pobliZ a umoznuje jeho prodlouzeni 19} |13]]. Opakovani tohoto
postupu vede k rozmnozeni fixovanych kopii fragmentu kolem jeho ptivodniho
umisténi [19]]. Kopie komplementarni k ptivodni jsou odstépeny [[13].

Samotna cyklicka reverzibilni terminace pouziva nukleotid trifosfata vaza-
nych na skupinu zabranujici prodlouzeni DNA po tom, co je nukleotid inkorporo-
van [11,13]]. Navic je navazana na fluorescen¢ni molekulu (fluorofor) s emisnim
spektrem specifickym pro kazdou bazi [13]]. Cyklicky je opakovan proces inkorpo-
race jednoho dalsiho modifikovaného nukleotidu komplementarniho k templatu
do rostouciho fetézce, odmyti reagencii, snimani signalu inkorporované baze,
odstranéni blokujici skupiny a fluoroforu a jejich odmyti [[11].

Takto je sekvenator Illuminy schopen precist sekvence dlouhé nanejvys néko-
lik set bazi. Sekvenator zvlada precist sekvenci z konce jednoho vlakna, nasledné
podle néj na fixnich oligonukleotidech nasyntetizovat komplementarni vlakno,
puvodni vlakna odstépit a zopakovat sekvenacni reakci pro precteni druhého
vlakna [[13]]. Takto je na obou vlaknech precteno az nékolik set bazi z jejich 5’
konce, coz znamena precteni sekvence na obou koncich inzertu [[13]]. Tato tzv.
parova ¢teni umoznuji kromeé zdvojnasobeni piec¢tenych bazi i ziskat informaci o
molekule na vétsi velikostni skale [[19]. Lze vytvofit knihovny s pfiblizné urcenou
délkou inzertu, ktera poskytuje informaci o vzdalenosti ¢teni stejného paru v
sekvenci ¢tené molekuly. Pro delsi inzerty je potfeba pripravit mate-pair kni-
hovnu, ktera v kratsim inzertu drzi konce z delsiho fragmentu, ¢ehoz je docileno
cirkularizaci delsiho fragmentu a vystfizenim useku okolo mista ligace [13}11].

Syntéza za pritomnosti vSech druhti nukleotid trifosfatth minimalizuje Sance
$patné inkorporované baze 13, 20]. Reverzibilni znemoznéni inkorporace vice
nukleotidu je povazovano za vyhodu minimalizujici Sanci kontextové specifickych



chyb (napt. chyba v poctu ¢tenych bazi v homopolymernim useku E[) [20]. Phred
skore bazi dosahuji nad 30 i 40, napfiklad v jednom testu zafizeni MiSeq, resp.
Hiseq, Phred skore nad 30 mélo 89.7% bazi, resp. 87.7% bazi [20]].

Single-molecule real-time sekvenovani

Pocatky single-molecule real-time (SMRT) metody sekvenovani okolo roku 2000
jsou spjaté s pracemi dr. J. Korlacha a dr. S. Turnera, ktefi se podileji na firmé
Pacific Biosciences (PacBio) poskytujici sekvenatory pro SMRT sekvenovani [21]].
Zero-mode waveguide (ZMW) je reak¢ni prohluben nanometrovych rozméru v
metalické folii pokryvajici sklenénou desticku, ktera umoziuje efektivni excitaci
fluoroforu a detekci emitovanych fotona v malé oblasti u dna prohlubné [22]].
DNA syntéza podle templatu katalyzovana DNA polymerazou upevnénou na
dné ZMW s pouzitim fluorescencné znacenych nukleotid trifosfatt umoziuje
pomoci detekce emisnich signala zachytit zaclenéni nukleotidu do rostouciho
retézce. Ve snimaném okoli polymerazy se volny znaceny nukleotid vyskytne
typicky jen jednotlivé a kratce a Ize jej odlisit od delsiho charakteristického signalu
zaclenovaného nukleotidu [22]. Desticky k tomuto ucelu jsou v produktech firmy
PacBio dodavany jako tzv. SMRT cells. Jedna mtze obsahovat miliony ZMWs [23].
Pouziti vysoce procesivni polymerazy umoznuje sekvenovat jednotlivé molekuly
v délce tisict bazi.

Tzv. HiFi sekvenace poskytovana PacBio dosahuje prostfednictvim SMRT
vysoce kvalitnich dlouhych ¢teni [24]]. Pouziva SMRTbell templatt [10], coz
jsou molekuly DNA vytvorené z dsDNA E| inzertu napojenim jejich koncti na
adaptérové vlasenky [12]. Vlasenky propojuji komplementarni vlakna inzertu do
jedné kruznicové molekuly, po jejimz obvodu leZi po fadé sekvence prvniho vlakna,
vlasenky, druhého vladkna a dalsi vlasenky. S pouzitim primeru nasedajiciho na
vlasenku miize polymeraza syntetizovat vlakno komplementarni k molekule
templatu a po obejiti obvodu vytésnit 5 konec vznikajici molekuly, a provést
tak mnoho syntéz téze sekvence [12]. Zpracovanim in-silico miizeme z tohoto
opakovaného ¢teni téhoz inzertu ziskat konsenzualni sekvenci s velmi velkou
presnosti, nebot pravdépodobnost stejné ndhodné chyby ve vice opakovanich
strmé klesa. Tento princip se nazyva circular consensus sequencing [12]].

Nanoporové sekvenovani

Nanoporové sekvenovani, ve smyslu produkti spolecnosti Oxford Nanopore Tech-
nologies (ONT), neni zaloZeno na syntéze DNA. Sekvenace probih4 za pouziti
molekularniho péru usazeného v membrané, kterym prochazi sekvenovana mole-
kula DNA, tzn. jedno jeji vlakno [25]. Vlakno je protahovano (translokovano) skrze
nanopoér za pomoci enzymu a elektrického napéti [26] mezi opacnymi povrchy
membrany (DNA je zaporné nabita a migruje v elektrickém poli) [25]. Napéti

*Homopolymer je tisek DNA, v ném? je na sebe navazano nékolik stejnych nukleotidd.
“Dvojvlaknova DNA, z angl. double-stranded DNA.



vede k ustaveni el. proudu iontt reakéniho roztoku skrze por spojujici roztoky
obou stran membrany, ktera je elektricky izola¢ni. Translokace DNA interferuje
s tokem iontt a citlivé snimani hodnot proudu je primarnim signalem, ktery
sekvenator detekuje [25]. Konkrétni efekt DNA v poru je ovlivnén chemickou
identitou bazi v iseku DNA ve specifickych mistech poru [27]. Zaznam o prubéhu
proudu v ¢ase umoznuje vyvolat sekvenci bazi, k cemuz je mozné vyuzit nejeden
software. Pouzivané softwary se zakladaji na metodach strojového uceni a pouziti
neuronovych siti. Vypocty nékterych programtt mohou byt natolik rychlé, ze
umoznuji prabéznou rekonstrukci sekvence béhem probihajici sekvenace [27]].
Pfednostmi nanoporového sekvenovani jsou velka délka cteni, moznost ¢teni
v zivém prenosu”, ¢teni jednotlivych molekulovych fragmenti pivodni DNA
a schopnost ¢ist modifikace bazi téchto ptivodnich molekul [28]]. Ac¢koli nano-
porové metodé byla v minulosti pfisuzovana vétsi chybovost (relativné k HiFi
¢tenim), nejnovéjsi hardware a software nabizi ¢teni s Phred skore bazi kolem
30 [28, 29]. Déje se tak pomoci sekvenovani duplexu, coz spociva ve spojeni
komplementarnich vlaken oligonukleotidovou smyckou, translokaci pérem, a
tudiz precteni obou vlaken a in-silico vyvolani konsenzualni sekvence [28, [25].

vvvvv



Kapitola 2

Rekonstrukce genomu ze
sekvenacnich dat

Zéakladni problém feSeny v procesu sestavovani genomu (dale téZ nazyvaném
prejatym slovem assembly) je stejny pro tradi¢ni genomové sestavovani i pro
sestavovani skupiny genomi z metagenomickych dat. Ze sekvenacnich dat, ktera
nam poskytuji informaci o sekvenci riznych fragmentd, je cilem ziskat sekvenci
puvodnich molekul reprezentujicich genomy sekvenovanych organizmu ¢i druhi.
V ptipadé sestavovani eukaryotniho genomu tak mize jit o ziskani sekvenci chro-
mozomu sekvenovaného jedince, pficemz se podle vyzkumnych cilt mtze jednat
o pravdivé sestaveni vSech jednotlivych chromozomovych sad, ¢i o sestaveni tzv.
konsenzualnich sekvenci zastupujicich navzajem homologni chromozomy. Déle
také mohou byt sestaveny extrachromozomalni sekvence DNA (napf. mitochon-
drialni DNA).

V pripadé sestavovani z metagenomickych dat jsou zadanym vystupem sek-
vence genomi organizmi pfitomnych ve vzorku, typicky jde o cirkularni chro-
mozomy bakterii a jejich plazmidy. Zdtraznujeme vyznam toho, Ze se jedna v
néjakém slova smyslu o konsenzualni genomy. Nebereme-li v uvahu metody am-
plifikovaného sekvenovani jednotlivych bunék [30], kazda sekvence na vystupu
bude reprezentovat homologni a blizce si podobné sekvence molekul z vice bunék
pritomnych ve vzorku. Ackoli se tyto molekuly mohou lisit (jak bude probrano
pozdéji) nebo mohou byt odlisnosti vneseny chybami v procesu sekvenace, pro-
gramy provadéjici assembly museji uréit konsenzualni sekvenci, tedy zastupnou
fici, ze bude jakymsi jejich primérem.

Pokud k néjakému nami sestavovanému genomu zname sekvenci referencniho
genomu, neboli takového, u néhoz usuzujeme na velkou sekvenéni podobnost s
nasim, mizeme pfistoupit k referenci rizenému sestavenzﬂ [31]]. Takovy postup vy-
uziva moznost mapovani sekvenacnich ¢teni na referenéni genom, coz umoziuje
zjistit odlisnosti obou genomu a upravit referencni genom na genom sestavo-

17 angl. reference-guided assembly.



vany. Dale v tomto textu se budeme plné soustfedit na postupy uplatnitelné, i
pokud Zadnou referenci nemame a musime genomy sestavit pouze ze znalosti
sekvenacnich ¢teni, budeme se tedy zabyvat de novo sestavovani

V sirsi roviné mizeme pod procesem sestavovani rozumét nékolik v praxi
rozlisSovanych podproblémd, coz vychazi ze skutecnosti, Ze byva nerealizovatelna
uplna rekonstrukce sekvenci molekul od zacatku do konce. Prvni podproblém
tak pouze fesi spolehlivé sestaveni Cteni do vétsich fragmenti, tzv. contigt
Naslednymi, blizce spjatymi problémy jsou oznaceni contigti patficich do stejného
genomu, v angli¢tiné genome binning, a ptipadné usporadani contigh a vymezeni
strukturalnich zavislosti mezi nimi, coz se pfirovnava k tvorbé genomové kostry
¢i leseni, tzv. scaffoldu. Scaffoldy jsou vyslednou aproximaci genomu. Zpravidla
byva nasledné provedeno taxonomické pfifazenﬁ a anotace prvki v sekvencich
(napf. promotory, kodujici sekvence).

Pro sestaveni genomu z metagenomu bylo vyvinuto mnozstvi algoritmickych
postuptl a softwarovych nastroju, které se lisi tim, které podproblémy postupu rest,
a mimo to se lisi pouzitymi algoritmy, zaméfenim na rtizné druhy sekvenacnich
dat, dosahovanymi vysledky a vypocetni naro¢nosti. Zakladem vsech pfistupu k
sestaveni contigli vsak je vyuziti prekryva mezi pfectenymi fragmenty pokry-
vajicimi pivodni sekvence. Genomy se obvykle sekvenuji s mnohanasobnym
pokrytim (viz kapitola|l)) a sestaveni contigu 1ze cekat pouze u ¢asti molekuly,
ktera bude bez preruseni pokryta prekryvajicimi se ¢tenimi. Pro zakladni pocho-
peni prace téchto nastroju je dilezité se seznamit s pouzivanymi algoritmickymi
postupy.

2.1 Zaklady algoritmu pro assembly

Vstupem do programu provadéjiciho assembly (tzv. assembler) je sada sekvenci
Cteni, reprezentovana napt. souborem ve formatu FASTA ¢i FASTQ. Existuji tfi
pristupy implementovatelné v assembleru [31]. Prvni, hladovy pfistup, se snazi o
iterované pfipojovani ¢teni s maximalnim prekryvem do vznikajicich contigti [31].
Prekryvem se nemysli nic jiného nez, ze pfipona jedné sekvence je predponou
sekvence druhé (nékolik chybnych bazi byva tolerovano). Dalsi dva pfistupy
zachycuji vztahy mezi ¢tenimi do grafové datové struktury, kterd usnadnuje
extrakci sekvenci contigi.

V ptistupu OLC, z angl. overlap-layout-consensus, pracujeme s grafem predsta-
vujicim Cteni a jejich prekryvy, v této praci oznacovaném prekryvovy graf’| [31].
Vrcholy v ném zastupuji sekvence jednotlivych ¢teni. Pro konstrukei hran je
potieba provéfit dvojice ¢teni a hledat mezi nimi pfekryvy jejich konct [32}|33]]
Vyklad v tomto misté zjednodusime popisem, kde hrany grafu jsou orientované a

27 angl. de novo assembly.
37 angl. contig.

*V angl. taxonomic binning.
SPreklad angl. overlap graph.
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hrana spojuje vrcholy, jejichz sekvence maji dostatecné dlouhy prekryv [32] (viz
ukéazku na obrazku [2.1a). Hrana je intuitivné orientovana z vrcholu sekvence pie-
kryvajici se svou pfiponou do vrcholu sekvence piekryvajici se pfedponou [32].
Z vice moznych piekryva se vidy uvazuje ten nejdelsi [32]. Graf muze obsahovat
tranzitivni hrany, které vznikaji v posloupnosti ¢teni, kde se prekryvaji ¢teni se
svymi nejblizsimi sousedy, ale kde se také prekryva Cteni s jinym ob vice sousedu.
Dva vrcholy propojené hranou nasvédcuji, Ze obé sekvence sdileji stejny usek
puvodni sekvence a jejich spojeni (ztotoznénim prekryvajicich se ¢asti) vede k
rekonstrukei delsiho useku. Takovym spojenim vice vrchold, které v grafu lezi na
cesté, rekonstruujeme moznou podobu contigu. V procesu assembly je jednim z
prvnich krokt po postaveni prekryvového grafu odstranéni tranzitivnich hran,
které v grafu rusi jednoduché cesty [32, 33]. Zjednoduseni spociva v tom, ze
nevime, jestli to které ¢teni pochazi z vlakna nesouci sekvenci, kterou nakonec
zrekonstruujeme jako contig, nebo z vlakna komplementarniho. Proto musime
brat v ivahu nejenom cteni, ale i jejich reverzni komplementy. Assemblery toto
mohou fesit tak, ze si vrcholy miizeme predstavit jako dvouvlaknové fragmenty
DNA (a rozliseni vlaken na dopfedné a reverzni) a hrany piekryvového grafu jsou
orientované na obou svych koncich zvlast a tyto koncové orientace vypovidaji o
tom, v jaké orientaci se dva fragmenty prekryvaji [33].

P1i pokusu o sestaveni contigu z grafu vznikaji nejednozna¢na usporadani, kde
lze vrcholem vést vice cest, odpovidajicich alternativnim podobam sekvence [32].
Zapricinit to maze sekvence, ktera se opakuje na vice mistech v genomu nebo
ktera je pfitomna ve vice riznych genomech (viz obrazek . Cteni, ktera kon¢i
touto repetitivni sekvenci, se budou prekryvat s ¢tenimi, ktera tak zac¢inaji, a to
bez ohledu na to, zda pochazeji ze stejného opakovani ¢i z jiného. Potiz délaji
repetitivni sekvence, které jsou delsi nez dosahovana délka ¢teni, nebot neni
sekvenaci mozné ziskat cteni, které by se prekryvalo po obou stranach repetice s
unikatnimi aseky:.

Druhou volbou grafu pro assembler je de Bruijniiv graf. Pro dané cislo k se
k-merem oznacuje sekvence délky k. Uvazujme k mensi nez prumérna délka cteni,
v fadu desitek. De Bruijntv graf se sklada z orientovanych hran, které zastu-
puji k-mery vyskytujici se v sekvencich cteni [5, 34]. Vrcholy grafu reprezentuji
(k — 1)-mery a do grafu umistime takové vrcholy, aby kazda hrana vytvorena na
zékladé sekvence ¢teni vedla z vrcholu reprezentujici k — 1 dlouhou pfedponu
k-meru hrany do vrcholu k — 1 dlouhé pfipony k-meru hrany. Spojeni vrchola
hranou tak zna¢i bezchybny piekryv (k — 1)-mert o délce k — 2. Stejné k-mery
(resp. (k — 1)-mery) z riznych Cteni jsou ztotoznény v de Bruijnovu grafu. Ma-
zeme ucinit nasledujici pozorovani. Uvazme sadu bezchybnych ¢teni pokryvajici
rekonstruovanou sekvenci s prekryvy délky nejméné k. Jejich reprezentace de
Bruijnovym grafem bude mit podobu cesty, pokud se v sekvenci neopakuje zadny
(k — 1)-mer (viz obrazek [2.1c). Pocateéni vrchol cesty odpovida pocate¢nimu
(k — 1)-meru a kazdy pfechod po hrané ptida nasledujici bazi.

Je uzitecné si uvédomit, ze rizné hrany (resp. vrcholy) mohou zastupovat
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Obrazek 2.1 Principy vyuziti grafd pro assembly. (@) Cteni 1-7 jsou zarovnana na
sekvenci (fialova), ze které pochézeji. Na zakladé prekryvi ¢teni vznikl prezentovany
prekryvovy graf. Tranzitivni hrana je zobrazena ¢arkované. (b) Priklad rozvétveného
prekryvového grafu, ktery vznikl ze ¢teni pokryvajicich dvé kopie repetitivni sekvenve
(fialové vyplnéné useky). Reference a ¢teni jsou pro nazornost rozdélena do blokd (napf.
25 bp dlouhych). Tranzitivni hrany jsou carkované. (c) llustrace de Bruijnova grafu
reprezentujiciho 1 ¢teni. (d) Priklad de Bruijnova grafu s kruznici vzniklé v dusledku
tandemové repetitivni sekvence v reprezentovaném c¢teni. Dvojice Sipek mezi ACG a CGA
naznacuje dva vyskyty ACGA ve Cteni.
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sekvenci pfitomnou v datech v rizném poctu opakovani. Hovofime proto o
pokryti hran ve smyslu poctu ¢teni s danym k-merem [5] a na obrazku
je toto naznaceno zdvojenou hranou. Obrazek také ilustruje nedostatek
de Bruijnovych graft: ackoli tu mame linearni sekvenci, jeji reprezentace neni
jednoduchou cestou, z které by se dalo jednoznacné rekonstruovat contig. Ve
vyobrazeném prikladu tandemova repetice vedla k tvorbé kruznice. Dobré je si
rozmyslet, Ze pro repetice delsi nez pouzité k plati: repetice uvniti chromozomu
povedou k uzavieni kruznice, repetice mezi chromozomy povedou k tvorbé kfizeni.
Pritomnost kopii chromozomu s riiznou bazi na jedné pozici povedou k tvorbé
tzv. bublin, tedy cesty vétvici se do dvou a pozdéji splivajici zpét do jedné cesty.

2.2 Nastroje pro metagenomické assembly

Ackoli se daji ispésné pouzit obecné nastroje sestaveni genomu i na velmi jed-
noduché mikrobialni komunity, problémy objevujici se u slozitéjsich komunit
motivovaly vyvoj mnoha assemblerti dedikovanych pro metagenomicka data [35].
Implementace se musi vyrovnat s podstatnym objemem dat potfebnych pro osek-
venovani komunity a zpracovat je s ohledem na omezenou primarni pameét pro
vypocet [36,|35]. Nasim cilem zde neni podat vycerpavajici pruzkum publikova-
nych softwart, presto jich nékolik predstavime a vybirat budeme podle jejich
ucasti a vysledka v soutézi CAMIII [37], kterou blize pfedstavime v sekci

ABySS [38] je starsi assembler, pracujici s de Bruijnovym grafem na distribu-
ovanych systémech. Distribuovaného uloZeni grafu je docileno jednozna¢nym
urcenim lokalizace k-meru na uzlu pomoci hasovani a dspornou reprezentaci
sousedit k-meru diky pozorovani, ze 1ze vytvofit pouze 8 moznych sousedt (4 od-
povidaji pfechodu z k-meru na jiny rozsifeny na konci jednou ze 4 bazi, podobné
4 sousedi s riznou pocatecni bazi mohou predchazet vrcholu). Pred sestavenim
probihé korekce grafu zahrnujici iterované odstranovani kratkych terminalnich
vétvi a cest v malych bublinach tak, aby z kazdé bubliny zustala pouze ta nejvice
pokryta cesta. Pak jsou nerozbihavé cesty spojeny do contigii. Pokud jsou c¢teni
parova, je tato informace vyuzita k dals$imu propojeni contigii. Graf je prohledan
pro kazdy contig s cilem nalézt cestu mezi danym contigem a dalsimi contigy,
které se na zakladé informace parovych ¢teni nachazeji potencidlné nékde v
nasledujici sekvenci. Tyto contigy najdeme pomoci zarovnani ¢teni na contigy
a vybrani téch, co jsou spojeny parem cteni: jedno ¢teni paru je zarovnano na
prvni contig a dalsi ¢teni na druhy contig. Navic téchto spojujicich part musi
byt dostate¢ny pocet. Takto identifikované cesty mezi contigy, které nasvédcuji
mozné propojeni contigti, jsou pouzity k propojeni contig v pripadech, které
jsou jednoznacné [38].

GATB [39] je knihovna softwarti pro genomové assembly a zpracovani, ktera
je zaloZena na reprezentaci dat de Bruijnovym grafem. Se zietelem k nedostatku
primarni pameéti mnoha pocitact byl v knihovné kladen diraz na adaptivni vy-
uziti pevného disku a na tspornou reprezentaci de Bruijnova grafu, s vyuzitim
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Bloomova filtru. Souc¢asti GATB je assembler Minia [40] a navic nastroje pro
detekeci variant z grafu, discoSNP [41] pro hledani kratkych sekvenc¢nich variant
a TakeABreak [42] pro detekci konct invertovanych sekvenci (pro dalsi nastroje
viz kapitolu 3) [39].

MetaSPAdes [35] je adaptaci assembleru SPAdes [5] cileného na sestavovani
mikrobialnich genom ze single-cell dat. Vstupni data jsou parova ¢teni a parovosti
je dimyslné pouzito pfi sestaveni. Program pouziva v kombinaci nékolik koncepci
rozvijejicich de Bruijnovy grafy. Multisized de Bruijnuv graf vyuziva ke své
konstrukci k-mery z ¢teni pro interval riznych hodnot k, a obchazi tim nevyhody
fixni hodnoty k. Zaclenéni struktury parového de Bruijnova grafu je zptisobem
vyuziti parovosti ¢teni pfimo pfi sestavovani contigl. Jeho efektivni pouziti
je umoznéno dopoc¢itanim presného odhadu délky inzertu [5]. MetaSPAdes se
snazi zbavit minoritnich variant komplikujicich assembly. Voditkem je relativni
pokles pokryti v nékterych cestach. Realizuje se odpojenim alternativni cesty
od konsenzualni cesty. Soucasti implementace je modul exSPAnder, ktery tvori
contigy iterativnim prodluzovanim cest v grafu, u nichz je dostatecna podpora
hodnotami lokalniho pokryti [35].

MetaHipMer [43] je rozsifeni assembleru HipMer [[44] pro metagenomicka
data. Navrh pocita se skalovanim pro spolecné sestaveni (coassembly) objemnych
sad dat ze slozitych komunit s pouzitim paralelizace na distribuovanych systémech.
Soucasti algoritmického feSenti je iterované sestaveni contigh pres vzrustajici k
pouzité v de Bruijnové grafu, pficemz contigy z minulé iterace prispivaji ke
stavbé grafu v dalsi iteraci. Cilem je pii iteracich s mensim k sestavit contigy
druht s nizkym pokrytim, u nichz by vétsi k vedlo k fragmentaci, a nasledné
pouzitim vétsich k vyfesit nejednoznacné tiseky. Nakonec jsou contigy sestaveny
do scaffoldt pomoci ¢teni propojujich konce contigti a na zakladé hloubek pokryti
podobné jako u feSeni v exSPAnderu [43]].

MEGAHIT [36] je assembler dedikovany pro zpracovani metagenomickych
dat. ZalozZen je na de Bruijnovych grafech. Do paméti je uklada ve velmi usporné
reprezentaci s linearni pamétovou slozitosti vzhledem k poc¢tu hran a s linearni
casovou slozitosti konstrukce vzhledem k velikosti vstupnich dat [45]. Také zde
se pouziva iterativni skladani contigli pfes vzrustajici hodnoty k z podobnych
davodu jako vyse [36].

OPERA-MS [46] je workflow pro sestaveni genomu z metagenomickych dat
kombinujicich dlouha ONT ¢teni s kratkymi ¢tenimi Illuminy. Zakladni myslen-
kou je sestavit contigy z kratkych, ale kvalitnich ¢teni a poté sestavit assembly
graf, ktery spojuje hranami contigy propojené prekryvem dlouhého ¢teni. Pro
sestaveni contigti se aplikuje jeden z vhodnych assemblert, v zakladnim nastaveni
je MEGAHIT. Dalsi praci programu shrnuli autofi takto: "Genomy jsou rozliSeny
na drovni druhtt pomoci klastrovani ... , dale pfifazeny do poddruhovych klastra
predtim, nez probéhne scaffolding a vyplnéni mezer s OPERA-LG.” Algoritmus
klastrovani contigi uplatiiuje Bayesovsky pristup [46]].

Ray Meta [[47]] je urcen pro distribuované sestaveni metagenomickych dat a
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vychazi z Ray [34]. Disponuje téZ nastrojem Ray Communities pro taxonomickou
profilaci z obarveného de Bruijnova grafu. Barveni v tomto vyznamu zastupuje
zaznamenavani informaci pfislusejicich prvkam grafu. Konkrétneé zde je u kazdého
vrcholu de Bruijnova grafu zaznamenana informace o vyskytu odpovidajiciho
(k — 1)-meru v referencich pouzité taxonomické databaze. Ray je zalozeny na
postaveni (distribuovaného) de Bruijnova grafu a hladového prodluzovani cest
odpovidajicich contigiim. Prodluzovani cest se fidi heuristikami, které uvazuji
u alternativnich prodluzujicich hran jejich podporu ¢tenimi a prekryv téchto
Cteni s rekonstruovanou cestou (kratky prekryv nemusi znamenat paivod ¢teni v
rekonstruovaném contigu). Podpora grafu ¢tenimi je uloZena v grafu pro kazdé
¢teni u vybraného vrcholu (k — 1)-meru z ¢teni [34].

2.3 Chybovost a dosahované vysledky

Nabizi se nékolik charakteristik metagenomickych dat, jez jsou dtlezité pro navrh
dobrého assembleru. Zaprvé muze ukol ztézovat neznamy pocet rekonstruova-
nych genomu (kolik komunita obsahuje druht nebo kolik haplotypti bude mozné
rekonstruovat) a jejich rizna hloubka pokryti [48,[35]. Pfitomnost vnitropopulacni
variability pochopitelné vede ke slozitéjsi rekonstrukei [35]. Navic kontaminace
¢teni sekvenacnimi chybami pridava dalsi matouci variabilitu a zada si pozornost
pfizpracovavani [36]. Assemblery ¢asto voli pfistup zpracovani variabilnich asekt
do spole¢né konsenzualni sekvence [48]. Ale i bez ohledu na faktory vyse je nutné
pii algoritmizaci pocitat s repetitivnimi useky uvniti genomu a s homolognimi
useky opakujicimi se mezi riznymi genomy [35, [48].

Zhodnotit spravnost ziskanych MAGU mtizeme pouze s testovacimi daty, u
nichz zname pivodni genomy. Dobrou mirou pro hodnoceni je NGA50, které lze
definovat jako minimalni délku sekvence takovou, Ze vSechny contigy alespon
tak dlouhé pokryvaji dohromady pfes 50% pozic referencniho genomu [37]. I bez
znalosti spravnych vysledkii mame nékolik rozumnych moznosti validace [48].
Pro skupinu contigti, napi. pfifazenych do jednoho genomu, je N50 hodnota
minimalni délky takové, Ze contigy alespon takto dlouhé davaji dohromady pres
50% celkové délky contigti. Jde o robustni miru spojitosti sestaveni. Pro validaci
uplnosti a smysluplnosti MAGu miizeme hodnotit vyskyt charakteristickych gent
a kodujicich sekvenci. Pravdépodobnostni pristup poskytuje zptisoby odhadu prav-
dépodobnosti pozorovanych dat v pfipadé, Ze jejich zdrojem byly rekonstruované
MAGy, na zakladé modelt pro proces sekvenovani [48].

CAMIII [37] byla vyzva bioinformatické komunité v obdobi mezi lety 2019 a
2021, ktera prijimala feSeni pro zpracovani pripravenych sad metagenomickych
dat. Piijimany byly vysledky v kategoriich: sestaveni contigti, pfifazeni contigt do
genomﬁﬁa prifazeni ¢teni ¢i contigl taxonomickym jednotkém CAMI I posky-

8Cizimi slovy genome binning.
"Cizimi slovy taxonomic binning.
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tuje objektivni a ucelené testovani postupt ticastnikd, které se lisily téz pouzitymi
assemblery. Reseni méla byt dodana s reprodukovatelnym zaznamem postupu.
Datové sady predstavovaly pfipady motského mikrobiomu, rhizobiomu a vysoce
rozmanité komunity. Byly pfipraveny z mnozstvi popsanych genomu (véetné
tehdy nezvefejnénych) pomoci simulace jejich sekvenacnich ¢teni napodobujicich
parova ¢teni [lluminy, resp. dlouha ¢teni PacBio (pro jisté sady i ONT). Néktera
feSeni pracovala pouze s kratkymi ¢tenimi, néktera s kombinaci dlouhych a krat-
kych ¢teni (hybridni). Byla hodnocena fada metrik: rekonstruované procento
genomu, relativni cetnost $patné urcenych pozic, pocet contigth chybné struktury,
NGAS50, zlomek kvalitnich (haplotypiim odpovidajicich) genomu ze vsech sku-
te¢né pritomnych genomu, preciznost rekonstrukce samostatnych haplotypt a
doba béhu vypoctu a maximalni vyuziti paméti. Analyza nejlepsich feseni riznych
assemblerti nazorné demonstrovala rostouci zavislost rekonstruovaného procenta
genomu s rostouci hloubkou pokryti. Zjednodusené si mtizeme predstavit sigmoi-
dalni kfivkuﬁ Navic naroky na pokryti se lisily, v popsaném pripadé v rozpéti 9.2x
(SPAdes) az 19.5x (Ray meta). Nékteré assemblery (ABySS na kratkych ¢tenich a
OPERA-MS na hybridnich) nezvladaly rekonstrukci plazmidd, navzdory jejich
extrémni hloubce pokryti (Ray na kratkych ¢tenich a GATB na hybridnich téz
nékteré plazmidy nezrekonstruovaly). Mezi vyvozenymi zavéry bylo shrnuto, ze
verze programu neméla prilis vliv, ale parametry a predzpracovani (napft. ofeza-
vani nekvalitnich bazi nebo korekce cteni) ano. Dale hybridni assembly neukazaly
signifikantné vyssi kvalitu, ale lépe se vyporadaly s podobnymi kmeny a lépe
rekonstruovaly komplikované useky [37].

LMAS [49] je nedavno vydana platforma pro benchmarking a hodnoceni as-
semblerti na metagenomickych datech. Pomoci LMAS jeji autofi porovnali riizné
assemblery. Kromé simulovanych sad ¢teni byly testovany i sady realnych ¢teni
z pripravenych komunit znamé skladby. Realna data byla pro assemblery obtiz-
néjsi nez simulovana. Navic nebyla ve vysledcich znat nadfazenost assemblert
dedikovanych pro metagenomiku oproti ostatnim [49].

8Konkrétné tato kiivka ma pro malé hodnoty pokryti asymptoticky nula procent genomu
rekonstruovanych, na jistém intervalu hodnot pokryti rostouci vyvoj, poté jeho udrzeni blizkou
100% [37].
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Kapitola 3

Analyza vnitropopulacni
variability mikrobialnich komunit

Minulé kapitola popisovala bioinformatické postupy, kterymi lze dospét ke ge-
nomovému assembly z metagenomickych dat. Vysledné genomy byly jakymsi
priimérem pres vSechny genomy jedinct v populaci vzorku, zachycenymi sekve-
naci. Ve smyslu tohoto pfirovnani se tato kapitola zabyva rozptylem studovanych
sekvenci, neboli popisem sekvencnich variant, které existuji mezi genomy jed-
notlivych bunék. Budeme v tomto vyznamu hovofit o vnitropopulacni variabilite,
v literatute se nékdy pouziva také vyrazu mikrodiverzita [50, 4]. Oba vyrazy
mohou vést k nejednozna¢nému chapani (prvni se opira o vymezeni populace,
druhy se odkazuje na pfibuznost bunék v nejednozna¢ném mikro méritku), my
uprednostnime prvni. Studie ukazuji, Ze tato vnitropopulacni variabilita byva
spojena s funk¢nim rozriznénim, hraje svou roli v ekologii dané populace a mize
prispét k porozuméni evolucnich procest mikroorganizmi [30,50. |7, 51]]. Nejprve
popiseme a klasifikujeme, jakymi zptisoby se mohou lisit genomy bunék v po-
pulaci. Dale ukazeme, jak lze pfi sbéru dat a nasledném zpracovani postupovat
riznymi cestami. Zaméfime se na informaticka feseni detekce a popisu variant.
Nakonec budeme vse demonstrovat na vybranych studiich.

3.1 Klasifikace variant

Variace v populaci se mtze objevit v dasledku riznych procesa, které zahrnuji
imigraci z jiné populace, horizontalni genovy prenos (HGT , aktivitu mobilnich
elementd a mutace. Pfi srovnavani sekvenci homolognich genomt mtze mit
mnoho podob. Pro nase ucely analyzy variant je nejzasadnéjsi rozliseni mezi
strukturalnimi variantami a jednonukleotidovymi variantami a k nim pfifazova-
nym kratkym indelim (max. 50 bp). Jako jednonukleotidovou variantu (SNVE[)

1Z angl. Horizontal Gene Transfer.
27 angl. Single Nucleotide Variation.
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oznacime takovou pozici v genomu, ktera ma v riznych verzich genomu pfira-
zenou ruznou bazi (A, C, G, T), pfipadné v nékterych verzich tato pozice chybi
(indel). Jako indel oznacime i pfipad, kdy dotcena sekvence je delsi néz jediny
(komplementarni) par bazi. Indel je v referenci na variantu obsahujici sekvenci
vniman jako delece a v referenci na variantu postradajici sekvenci jako inzerce.
Strukturnimi variantami (SVs EI) se obecné rozumi zména delsi souvislé sekvence
nukleotidi a mezi nejcastéji uvazované strukturni varianty patfi inzerce, delece,
duplikace, inverze a translokace. Minimalni délku nutnou k tomu, aby zména
sekvence byla oznacena za SV, fesi rizné prace ruzné, v nékterych pripadech jako
50 bp [52, 53], jindy napf. jako 10 bp [54], a pfi podrobném rozboru védeckych
praci je tieba si na to dat pozor.

Jak bylo fec¢eno, SVs zahrnuji bohatou skupinu jevi, zde poskytneme blizsi
popis. Delece jsou SVs, kde nékterym verzim genomu chybi tsek v porovnani
s referenci (Casto se za referenci uvazuje nejcetnéjsi alela, verze uvazované pro-
meénlivé sekvence). Inzerce jsou naopak SVs, u kterych verze genomu obsahuje
sekvenci navic, casto se mysli sekvenci, co nema puvod jinde v genomu [55].
Duplikace jsou vlozené sekvence, které svou sekvenci kopiruji jiny genomovy
usek. Tandemova duplikace pak je specialnim pripadem, kdy je kopie vloZena bez-
prostfedné pred nebo za svou vzorovou sekvenci. Inverze zachovava pozménény
usek, ale obraci poradi, v némz baze tseku nasleduji. Translokace je delece dané
sekvence v misté jejtho ptivodniho poloZeni a jeji inzerce na jiné misto genomu.
Mnoho dalsich, slozitéjsich, pripadti SVs l1ze popsat jako kombinaci nékolika
predchozich typt variant na prekryvajicich se usecich sekvence [56].

3.2 Mozné experimentalni postupy

Ukol ziskat z metagenomickych dat popis véech variant, které sekvenovani bylo
schopné vzhledem k omezenému pokryti zachytit, pfesné a bezchybné, je narocny:.
Navic pouhy vycet detekovanych variant v riznych mistech genomu nemusi stacit
pro zodpovézeni nékterych otazek, pro které by bylo tfeba znat, jaké varianty
se spolu vyskytuji v tychz bunkach, coz je problém, o kterém lze smyslet jako
o rekonstrukci haplotypii pritomnych ve vzorku. Cilem je zachytit genetickou
informaci kmeni koexistujicich v populaci. V literatufe je toto oznacovano také
jako fazovani. Jako v jinych oblastech bioinformatické analyzy biologickych dat
je i zde mozna pouze urcita presnost a vzdy existuje Sance na vyskyt falesné
negativnich a pozitivnich detekci. Bylo zvefejnéno zna¢né mnozstvi nastroju
dedikovanych pro detekci variant v metagenomech a kazdy prispiva do diskuze
vlastnim pohledem a inovaci a poskytuje software riznych parametrt. Diverzita
v problematice popisu variability se neomezuje pouze na existujici nastroje, ale
také na pristupy k navrhu experimentu, o ¢emz zde kratce pojedname.

3Z angl. Structural Variants. Zkratky anglickych pojmt budeme kong¢it pismenem s, kdyz
budeme diskutovat o pojmu v mnozném cisle.
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Obrazek [3.1| ukazuje podstatna specifika experimentu, ktera vedou k urcitym
algoritmickym vychodisktim (zluté ramecky). Zakladnim pfistupem pro nas bude
cesta v diagramu na piimé vétvi jdouci vpravo seshora dolii. Jedna se o konfiguraci
s jedinym vzorkem a jedinym z néj ziskanym datasetem sekvenci. Tento dataset
potencialné obsahuje prispévék z mnoha pribuznych haplotypt genomu a cilem
je tuto skutecnost zachytit. Obecné toho dosahneme ve dvou krocich, pficemz
predpokladame, ze postupujeme de novo a nemame referenci z databaze, coz
bude pravdivy pfipad velkého mnozstvi prokaryotickych druha [57]. Nejprve
zkonstruujeme MAG pro kazdou skupinu blizkych haplotypt (reference pro druh)
a na tyto MAGy namapujeme tento dataset Cteni. At uz pracujeme s jakymikoli
ctenimi, kratkymi ¢i dlouhymi, mZeme z tohoto zarovnani ziskat informace o
potencialnich variantach pomoci charakteristickych odchylek, kdy sekvence ¢teni
neni identicky zarovnana na souvisly usek reference (detekce SVs fragmentuje
mapované ¢teni a mluvime o tzv. split-read analysis) [58]. Pokud jsou nase ¢teni
parova, mizeme vyuzit, Ze disledkem SV je zménéna vzdalenost ¢teni stejného
paru pfi mapovani na referenci oproti skute¢nosti a detekce takovych odchylek od
ocekavaného rozdéleni vzdalenosti poukazuje na variaci (tzv. paired-end mapping
pristup) [58]]. Pro detekci SVs zalozenou na mapovani je zadouci schovat veskerou
vnitropopula¢ni variabilitu do konsenzualniho MAGu, tvorba vice genomu by
komplikovala analyzu. Vicedomini et al. [59]] uznavaji tuto skute¢nost a pouzivaji
pro takovyto konsenzualni MAG vyraz strain-oblivious assemblyﬁ a pro konkrétni
genom haplotypu vyraz strain-aware assembly El

Obejit se miizeme i bez mapovani na referencni sekvenci, vyuzitim grafovych
struktur (na obrazku [3.1|ramecek “detekce z assembly grafu”). Grafy pouzivané
assemblery, at uz prekryvové ¢i de Bruijnovy, zachycuji vétsi variace rozvétve-
nim [57]]. De Bruijnav graf s (k — 1)-mery asociovanymi s vrcholy bude obsahovat
bublinu i pro substituci jednoho nukleotidu, nebot by se na cesté zménilo k — 1 vr-
cholt. Razna spletitéjsi propojeni grafu prispivaji k tomu, Ze assembler nezvladne
jednoznacné sestaveni genomu a na vystupu dava pouze kratsi contigy, tyto con-
tigy byvaji doplnény o graf, ktery ma jako vrcholy contigy, a rekonstrukce cest
mezi propojenymi contigy je zptisobem hledani SVs, napf. uzivanym nastrojem
MaryGold [57].

Pro uplnost v diagramu uvadime jesté dalsi moznost detekce variability z
jediného vzorku, v pravé poloviné obrazku 3.1]jde o levou vétev. Pokud bychom
dokazali vSsechny zajimavé haplotypy sestavit jako samostatné MAGy, mizeme
variaci zachytit ze zarovnani téchto MAG1 a porovnani neidenticky zarovnanych
mist [58, [60].

Analyza jednoho vzorku metagenomu mutiZe postacit pro prozkoumani variabi-
lity v mikrobialni komunité daného prostfedi. Souc¢asné zpracovani vice raznych
vzorki vsak ma také své misto. Zaprvé nas muze zajimat, zda se populace stej-
ného druhu z rznych vzorki lisi genetickymi variantami a jejich frekvencemi

*Volné bychom pielozili jako sestaveni skryvajici kmeny.
Volné bychom preloZili jako sestaveni rozlisujici kmeny.
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(rdmecek “detekce mezivzorkové variability” na obrazku [3.1). Prvnim feSenim
je spojeni datovych sad porovnavanych vzorka (“sliti ¢teni”) a hledani variaci
zpusoby popsanymi pro jeden vzorek. Zfejmym dasledkem pfi pfimocaré realizaci
tohoto feSeni je spojeni efektd variability uvniti populace s rozdily mezi popula-
cemi vzorki. Druhym fesenim je oddélené sestaveni genomu z raznych vzorka
a sdruzeni MAGU prislusejicich stejnému biologickému druhu, nacez by bylo
mozné tyto MAGy mezi sebou porovnat zarovnanim, stejné jako by to bylo mozné
pro vice MAGu téhoz druhu pivodem z jednoho vzorku (ramecek “zarovnani
MAGU” spole¢ny obéma pristuptim).

Pristupem, ktery byl uspesné vyuzit pro lepsi popis variability, ale ktery
presahuje ryzi metagenomiku, je vyuziti paralelnich konsorcii kultivovanych z
jedné komunity [50]. Kultivace podmnoziny pfitomnych druht a haplotypt ubira
komplexitu béhem metagenomického zpracovani a umoznuje citlivéjsi detekci
variability [50].

Pfi zkoumani vnitropopulacni variability si rovnéz mizeme pomoci speci-
fickymi informacemi ziskatelnymi z vice vzorkt téZe komunity za pfiméfené
rozdilnych podminek, napf. sebranim vzorki tvoricich ¢asovou rfadu vyvoje ko-
munity nebo kultivaci za trochu jinych podminek. Zakladem téchto pristupt je
predstava, zZe rozdilné abundance haplotypt mezi vzorky se projevi zménami
pokryti v reprezentaci jejich sekvenci (assembly graf, MAG) a vzorce téchto zmén
jsou indikaci struktury variant [54]] ¢i provazani variant v haplotypech [61].

3.3 Informatické nastroje detekce variant

Pro potreby detekce genetickych variant ze sekvenacnich dat bylo publikovano
nemalé mnozstvi softwarovych implementaci, pficemz mnoho z nich vzniklo za
ucelem analyzy jednotlivych genomi, napf. pro vyzkum biologie ¢lovéka. Takovy
software muze o datech predpokladat pivod z genomu urcité ploidie, predpo-
kladat frekvenci odpovidajici heterozygotni alele, s rovnomérnym sekvenacnim
pokrytim apod. [9}62]. Mtize byt vcelku vhodny pro analyzu sekvenace klonalnich
vzorkl a malo vhodny pro analyzu pravého metagenomu.

Mnoh¢é nastroje jsou navrzeny pouze na analyzu SVs, resp. SNVs. Nastroje
z této katogorie jsme shrnuli do tabulky resp. tabulky Navic nékolik
nastroj zvlada zpracovani obou typu variant a ty jsme shrnuli do tabulky [3.2]

Co se tyce analyzy SVs, ranym softwarem pro zpracovani metagenomickych
dat byl MaryGold [57]. Tento nastroj pracoval s "contig grafem”, grafovou dato-
vou strukturou zachycujici mozna propojeni zrekonstruovanych tsekt genomd,
kterou je mozné ziskat na zakladé vystupu z assembleru (autofi pouzili metA-
MOS [63]). Vrcholy grafu predstavuji contigy a hrany jsou zvlast orientované
na obou svych koncich a propojeni hranou znamena prekryv danych contigt
sekvenci cteni pres konce contigh vyznacené orientacemi hrany. MaryGold si
kladl za cil detekovat v tomto grafu oblasti vnasejici nejednoznacnost pfi pra-
chodu jinak jednoduché cesty, tzv. bubliny. Rizné prichody témito oblastmi znaci
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potencialni varianty sekvence. Algoritmus hledajici bubliny nejprve urcoval po-
tencialni pary vétvicich se koncti bublin. V neorientované verzi grafu bubliny
tvori 2-souvislé komponenty a konce bubliny tvoii par, jehoZ odstranéni vede
ke ztraté souvislosti grafu. Pro nalezeni kandidatnich part pro konce bubliny
byly hledany pary vrcholt rozdélujici predtim identifikované 2-souvislé podgrafy
do vice komponent. Myslenkou je provést rozklad 2-souvislych podgrafa do 3-
souvislych komponent, k ¢emuz se vyuziva dfive vyvinuty postup zavadéjici
novou matematickou strukturu, SPQR stromy. Skute¢né pary konct bublin jsou
poté identifikovany provérenim cest v kandidatni bubliné pomoci prohledavani
do sirky. Alternativni cesty mezi konci validni bubliny jsou pomyslné nahrazeny
jednou cestou se zaznamem o podobé kazdé alternativni sekvence [57]].

Zastupci pristupu detekce z mapovani na referenci (viz sekce jsou napfti-
klad DELLY [64], SVIM [55], Sniffles [56] ¢i nedavno vydany Sniffles2 [65], které
jsou vsak zamyslené pro analyzu izolovanych genomu a podporuji zejména ana-
lyzu diploidniho genomu. Mame-li metagenomicky vzorek dobfe reprezentovany
referencemi (tfeba diky de novo sestaveni), mohou byt vysledky podavané témito
nededikovanymi nastroji natolik dobré, Ze neni velka potieba specializovaného
softwaru. Minimalné pro velmi jednoduché komunity ma takovy nastroj (Sniffles)
své vyuziti pfi hledani SVs [66]. Na druhou stranu, rizny charakter sekvenacnich
dat s kratkymi ¢tenimi a s dlouhymi ¢tenimi si zada rtizné piistupy: SVIM, Sniffles
a Sniffles2 hledaji SVs pomoci dlouhych ¢teni, zatimco starsi DELLY pouziva
kratka Cteni (idealné nékolik knihoven raznych délek inzert).

Podobnym pfistupem jako zarovnani ¢teni na genom, je zarovnani riaznych
verzi genomu vuci sobé, v angli¢tiné oznacovano whole-genome alignment. Pi-
peline metaSVs [67], ktera je uzivatelsky pfivétivym feSenim pro zkoumani SVs
z kombinace metagenomickych dat sekvenovanych pfistupem Illumina a ONT,
vyuziva pro detekci variant program MUM&Co [68], ktery provadi detekce z ce-
logenomovych zarovnani, ale nebyl specificky vyvijen v kontextu metagenomiky.

V duchu detekce variant z grafu vzniklo mnozstvi nastroji dedikovanych
metagenomice. Protoze se pouzivaji grafy tésné souvisejici s procesem assembly,
jsou i na urovni nastroji pfesahy mezi assemblery a detektory variant. Napf.
metaFlye [69], assembler dedikovany pro sestavovani MAGU, umi pracovat v
rezimu metaFlyeg .0, ktery se snazi sestavit genom kazdého haplotypu zvlast.

Rhea [54] je zastupcem nastroju detekujicich SVs na zakladé sekvenacnich dat
z posloupnosti vzorka (napf. ¢asova fada) a vstupnim grafem je pravé assembly
graf ziskany pomoci metaFlyeg iy, Spoleény véem vzorkiim. Cteni jsou nama-
povany na graf programem minigraph [70] a pokryti grafu je transformovano
do informace o proménach pokryti mezi vzorky. To slouzi k jednoduché klasi-
fikaci bublin jako strukturalnich variant: napt. delece nabyvajici abundance v
Casové fadé lze v grafu najit jako kruznice na 3 vrcholech, kde dva vrcholy se
mezi vzorky méni velmi podobné, zatimco tfeti vrchol (deletovana sekvence) ma
klesajici hloubku pokryti [54].

Cortex [71] je nastroj, ktery sam sestavi de Bruijnuv graf ze sady cteni a
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(Flye 2019) struktury rozlisujici kmeny.
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a detekce SVs; detekce variant z celo-
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rhea 2024 Ny , jicich metagenom v case, nebo v ji-
zmén pokryti v assembly grafu. . )
nych proménéach.
Tabulka 3.1 Souhrn vybranych nastroju detekce strukturalnich variant na zakladé

sekvenacnich dat z metagenomickych vzorku.

detekuje variace z grafu kombinaci dvou algoritmii. Cortex byl zamyslen pro
soucasné sestaveni vice vzorku z riznych eukaryotnich jedincti a praci s touto
informaci, kterou uklada pomoci barveni grafu [71]. Podstata de Bruijnova grafu
umoznuje Cortexu detekeci SVs i SNVs.

Novéjsi nastroj dedikovany pro metagenomiku s nazvem STRONG [61] de-
tekuje obecné varianty a slouzi k jejich haplotypovani. Vyzaduje vice vzorka
prekryvajiciho se slozeni a analyzu variant omezuje namisto celych genomi na
unikatni geny spolec¢né vsem haplotyptim, které jsou oznacovany jako SCGs z
anglického single-copy core genes. Po konstrukei grafu spolecného vsem vzor-
kiim vhodnym assemblerem (metaSPAdes [35]]) je dalsimi softwary provedeno
prihradkovani do genomt, identifikace SCGs a extrakce jejich podgrafi. Na nich
je provedena spolecna inference haplotypti v podgrafech pomoci Bayesovsky
zalozeného programu BayesPaths [61]].

Breseq [58] je pipeline disponujici algoritmy pro detekci SNVs i SVs ze za-
rovnani kratkych cteni na referencni genom [72]]. Reference by méla byt kvalitni
a co nejvice souvisla. Detekce SVs probiha cestou split-read analysis, konkrétné
dojde k mapovani pomoci bowtie2 [[73] a vSechna mozna mapovani s rozdélenym
¢tenim podstupuji jako kandidati zZlomovych pozic dalsi provéreni, zahrnujici
ofiznuti nejednoznacnych prekryvii mapovanych ¢asti, spojeni evidenci vice ¢teni
a hodnoceni na zakladé pokryti [58].

Zojer et al. [62] s cilem vytvorit automatizované zpracovani integrujici do-
stupné nastroje pro studium evoluce mikrobialnich populaci porovnali fadu na-
stroji v kategoriich detekce SVs, indelt a SN'Vs. Napiiklad jednim ze zjisténi byla
mala senzitivita Cortexu pii detekci SNVs vici ostatnim nastrojam. Vysledkem
byl software VarCap pouzivajici informovany vybér nastroju lisicich se pfistupy a
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Kratka ¢teni (teoreticky i dlouha).

Kratka ¢teni + (anotované) referencni
genomy vysoké kvality a souvislosti.

Kratka parova ¢teni + reference.

Kratka cteni z fady vzork proménli-
vych abundanci.

Bayesovskym algoritmem.

Tabulka 3.2 Souhrn vybranych nastrojii schopnych identifikovat SNVs i SVs na zakladé
sekvenacnich dat z metagenomickych vzorka.

schopnostmi. Varianty na vystupu jednotlivych nastroji VarCap filtruje a slucuje
rizné detekce zplisobené stejnou variantou. VarCap je pouzivany predevsim na
analyzu mikrobialnich izolati, v kontextu studii experimentalni evoluce [74].
Na vstupu pfijima sadu cteni a referenc¢ni genom, na ktery ¢teni mapuje a vy-
tvari zarovnani pro detekci variant skupinou nastroja [[75]]. Tento pfistup muze
byt vhodny pro taxonomicky jednoduché komunity v pfipadech, kdy dokazeme
zajistit zarovnani ¢teni na prislusné reference [76]. Nevyhodu by mohla predsta-
vovat nutnost hlubsiho pokryti vzhledem k frekvenci varianty (400x pro variantu
zastoupenou 2%) a horsi zachyceni inverzi [62]].

Narozdil od mnohotvarnych SVs, které nadavkem mohou byt vyrazné delsi
nez délky Cteni, je detekce SNVs jednodussi, staci napiiklad sekvenc¢ni prachod
zarovnanim ¢teni na referenci. Na druhou stranu by detekce SNVs méla byt
citlivéjsi k jednonukleotidovym chybam v sekvenovani [77]. Vyvinuté programy
se snazi detekovat SNVs s co nejvétsi citlivosti a presnosti, casto doprovazené
snahou o kvantifikaci miry chyb detekce nebo o pfeneseni variant do podoby
haplotypt.

LoFreq [78]], jak nazev napovida, se snazi o citlivou detekci vzacnych variant
ze zarovnani Cteni na referenci, ktera se opira o pravdépodobnostni model poci-
tajici p-hodnotu SNV z Phred skor ¢teni mapovanych na danou pozici, pficemz
nulova hypotéza je ptivod zménénych bazi v chybach sekvenovani. p-hodnoty
jsou pocitany rekurentnim vzoreckem a vypocet je zrychlen vhodnym ofeza-
vanim a memoizaci mezivypocti. LoFreq je uréen pro praci na sekvencich s
danymi hodnotami chybovosti (viz strainFlye nize), pti jejich absenci se pokusi
odhadnout chybovost metodou expectation-maximization (EM), ktera se snazi
sekvenacni chyby zachytit hodnotami substitu¢ni tabulky mezi bazemi A, C, G
aT[78].

Dalsim nastrojem detekce SNVs je InStrain [[79], ktery na vstupu bere jeden ¢i
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vice vzorki kratkych parovych ¢teni a pokousi se o presnéjsi detekci filtrovanim
Cteni tak, Ze ponecha pouze pary namapované spolecné a s ocekavanou délkou
inzertu, s dobrym skoére mapovani (MapQ) a dostatecnou sekvenéni identitou.
Detekci falesnych variant je dale pfedchazeno volbou prahovych hodnot pro
absolutni i relativni cetnost v pokryti pozice. Navic varianta musi svou evidenci
prevysovat ndhodu v nulovém modelu, ktery je narozdil od LoFrequ ponékud
zjednodus$eny: uvazuje uniformni miru chybovosti. Varianty zachované po téchto
krocich ptijdou na vystup. InStrain disponuje do jisté miry i schopnosti haploty-
povani: ty varianty, které maji dostatecné pokryti sadou tychz part ¢teni, budou
predmétem vypoctu vazebné nerovnovéhyﬁ InStrain se hodi pro posuzovani di-
vergence vzorku, protoze ve variabilnich pozicich hodnoti shodu vsech variant (i
minoritnich) a za identitu 2 vzork na dané pozici je povazovan kazdy neprazdny
prekryv variant mezi vzorky. S takto chapanou identitou pozice je spocitana
prumérna sekvencni identita (ANIIZ[) mezi vzorky, zde oznacena jako popANI [79].

Dalsi piedstavené nastroje, zafazené do tabulky [3.3] se vyznacuji zaméfenim
na haplotypovani, ¢ili rekonstrukei koexistujicich kment. Pohled na haplotypo-
vani a prehled dalsich existujicich nastroju pfinasi Ghazi et al. [[77]], se zaméfenim
na nové nastroje vzhledem k roku 2022. Strainberry[59] je v té dobé vydany
software, ktery nebyl zminén. Strainberry je pipeline pracujici s dlouhymi ¢tenimi
schopna separace nékolika jednotek haplotypt druhu ve velmi jednoduchych
komunitach [59,80]. Jako vstup je ocekavano assembly spolecné vsem haploty-
pum ("strain-oblivious”) a slozka mapovanych dlouhych ¢teni na toto assembly.
Strainberry pouziva Longshot [81]] s HapCUT2 [82] na detekci SNVs a ptidéleni
¢teni k pravdépodobné prislusnym haplotyptim. Jsou to nastroje vytvorené pro
praci s diploidnim genomem a zde jsou vyuzivany iterované k odliseni jednoho
haplotypu po druhém. Dale se provadi sestaveni contigh haplotypt, trimmovani
a scaffolding, na vystupu jsou genomy haplotypt ("strain-aware”) [59].

Fedarko, Kolmogorov a Pevzner [83] poukazuji na nevhodnost LoFrequ pro
pouziti na dlouha HiFi ¢teni, jelikoz u nich "Phred skore neni dostupné vzdy, [84]”
a EM odhad parametri nebere v uvahu riizny kontext. Jejich metoda strainFlye se
zaméfuje na praci s HiFi ¢tenimi, provadi haplotypovani a prichazi se zajimavym
pristupem k mife falesnych pozitivi detekce. Uplatiiuji ptistup zvany target-decoy
approach, ktery v podstaté vybira z analyzovanych contigt ten, jenZ ma nejmensi
variabilitu ve svych ¢tenich, a je tedy nejlepsim pfiblizenim nulovému modelu
sekvence bez variant, a vii¢i nému pomeéruje vyznamnost variaci u dalsich contigt.
Protoze ani onen vybrany contig nemusi byt prost variant, bude tendence hodnotit
detekované varianty kriticky. StrainFlye haplotypovani vypada tak, Ze se provede
oprava Cteni, aby zustaly pouze ty variace, které byly explicitné detekovany,
pridaji se "virtualni” ¢teni v mistech malého pokryti a na zakladé této sady se
postavi de Bruijnuv graf, s kterym je dale pracovano [83]].

®V angl. linkage disequilibrium.
7Z angl. average nucleotide identity. Obecné znamena ANI u zarovnani podil poétu pozic se
shodnymi bazemi ku po¢tu vsech pozic zarovnani.

25



StrainyMAG [9]] je pipeline pro rekonstrukei haplotypti mikrobialnich genomi
z dlouhych ¢teni z platformy PacBio i ONT. Pocate¢ni assembly se uskuteciiuje
pomoci modifikovaného metaFlyeg;,ain, ktery rozlisuje SVs. Vlastni program pro
haplotypovani, Strainy, zvlada pracovat na datech z nékolika malo jednotek druhi,
a StrainyMAG proto rozdéluje sestavené contigy do jednoduchych skupin. Stra-
iny provede haplotypovani ze zarovnani dlouhych ¢teni na tuto zjednodusenou
skupinu contigti, vyuzije nastroje detekujici SNVs, postavi “connection graph”
propojujici ¢teni prekryvajici se informativnimi variantami, rozdéli graf do "husté
propojenych” podgraft (pomoci ”label propagation algorithm”) odpovidajicich
haplotyptm. Informativni varianty jsou zde takové, které maji potencial rozlisit
dosud nerozlisené haplotypy, a Strainy iterativné rozdéluje popsanym zptisobem
haplotypy a aktualizuje sadu informativnich variant. Vysledkem je nahrazeni
haplotyptim spole¢nych sekvenci v assembly grafu sekvencemi prislusejicimi
jednotlivym haplotyptm (v tabulce znaceno linear phasing) a jejich propojeni do
MAGH haplotypu [9].

Poslednim popsanym softwarem je Hairsplitter [85]], nedavno zvefejnéna pipe-
line pro haplotypovani. Vstupy jsou tvoieny sadou dlouhych ¢teni, ktera mohou
byt hodné chybova, a referenci. Hairsplitter provede mapovani ¢teni na referenci
nastrojem minimap2 [86]] a pro zbytek analyzy rozstépi analyzované pozice do
oken podél reference. Na téchto oknech pouzije vlastni modul pro klastrovani
¢teni podle haplotypu na zakladé podobnosti sekvenci. Déle rekonstruuje sek-
vence haplotypt s pomoci softwaru Racon [87]] a nakonec propoji sestaveni z
jednotlivych oken do scaffoldu s pomoci GraphUnzip [88] [85]]. Pro klastrovani
Cteni vsak nové pribyla alternativa v podobé modulu strainMiner [80]]. StrainMi-
ner se v daném okné snazi mezi ¢tenimi (pokryvajicimi alespon 60% okna) najit
¢teni kovariujici ve svych SNVs. Provadi to pomoci transformace zarovnani ¢teni
do matice nul a jednicek, kde jednicka znamena pfitomnost majoritni varianty a
nula druhé nejcetnéjsi varianty. Matici se snazi postupné rozdélit do bloki pre-
vladajicich jednicek a bloki prevladajicich nul. Cteni pokryté stejnymi bloky pak
tvori vlastni skupinu pro haplotypovani. Svym zptisobem narocny tikol hledani
maximalniho bloku pozadovanych vlastnosti je zde fesen formulaci problému
celociselného linearniho programovani a jeho zpracovanim softwarem Gurobi [89].
Oproti ptvodnimu modulu Hairsplitteru se dosahuje zhruba fadového zmenseni
maximalniho vyuziti paméti [80]].

3.4 Hodnoceni analyzy vnitropopula¢ni variabi-
lity bakterii

Ani se znalosti algoritmickych feseni z minulych sekci se nedokazeme dovtipit

funkénosti programi v praxi. K tomu slouzi testy a tzv. benchmarking. Benchmar-

king ma pro nas podobu testu, kterym mizeme hodnotit rizné programy nebo
celé experimentalni protokoly. Zakladem je mit testovaci sadu dat ze vzorku
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nazev a rok pu-
blikace ¢lanku

principy prace

vstup

LoFreq 2012

InStrain 2021

Strainberry
2021

strainFlye
2022

StrainyMAG
pipeline (Stra-
iny) 2023

Hairsplitter pi-
peline 2023

StrainMiner
modul 2024

Optimalizovany vypocet p-hodnot
rekurentnim vzoreckem s pouzitim
jednoduché teorie pravdépodobnosti;
EM odhad pfi absenci Phred skor.

Filtrovani ¢teni a zachovani pard; uni-
formni model pro chyby; vypocet
popANI pro porovnani vzorkd.

Iterované diploidni odliseni haplo-
typt (Longshot, HapCUT2); sesta-
veni rozdélenych readd; trimmovani;

scaffolding.

Odhad miry falesnych pozitivi
(FDR) target-decoy pristupem: vezmi
nejméné variabilni contig a poloz
jeho miru mutaci (hodnoceno jako
pocet nalezenych variant ku max.
moznému poctu variant) jako nor-
malizaci pro cilové (target) contigy.

Rozdéleni contigli do jednoduchych
skupin; na kazdou skupinu Strainy:
operuje s assembly grafem, postavi
v grafu haplotypum specifické sek-
vence (tzv. linear phasing); zjednodu-
Seni grafu a propojeni do MAGU ha-
plotyp.

1. mapovani na referenci (minimap2),
2. klastrovani ¢teni dle haplotypu, 3.
lokalni sestaveni sekvence haplotypu
(vyuziva Racon), 4. scaffolding (vyu-
ziva GraphUnzip).

Modul Hairsplitteru vykonavajici
bod ¢. 2: Pfedzpracovani a preneseni
do celociselného linearniho progra-
movani (feSeno pomoci Gurobi).

Mapovana ¢teni (a Phred skore).

Reference + mapovani kratkych
parovych ¢teni (1 a vice vzorka).

Assembly (“strain-oblivious”) +mapo-
vani dlouhych ¢teni.

HiFi dlouha ¢teni (nebo podobna)
+ sestavené contigy.

Dlouha ¢teni.

Dlouhé ¢teni + reference.

Cteni zarovnané na referenci.

Tabulka 3.3 Souhrn vybranych nastroji pro analyzu SNVs na zakladé sekvenacnich
dat z metagenomickych vzorka.
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DNA, u néhoz byla zjisténa variabilita jinymi spolehlivymi postupy. Takto urcené
varianty budou standardem pro posuzovani spravnosti a idealnich vysledka do-
sdhne nastroj, ktery urci pravé a pouze varianty standardu. Pozice s variantou
detekovanou béhem testu oznacujeme jako pozitivni nalezy. Mezi nimi ty, které se
shoduji se standardem, jsou spravné pozitivni (SP), a ostatni jsou falesné pozitivni
(FP). Pozice, na nichz nedoslo k detekci varianty, jsou negativni nalezy a ty, u
nichz ani ve standardu neni pfitomna varianta, jsou spravné negativni (SN), zbylé
jsou falesné negativni (FN).

Olson et al. [14]] podavéa prehled o testovani nastroji detekce variability (SNVs
a indely) v kontextu mikrobialnich kultur. Zde zopakujeme potfebu stejnych
testovacich sad pro vsechny nastroje i askali tohoto pristupu pfi porovnavani
nastroji uzpusobenych pro rizné druhy sekvenacnich dat (napt. kratka a dlouha
¢teni). Pak ma smysl neporovnavat nastroje samotné, ale kombinace sekvenac¢nich
platforem a s nimi kompatibilnich programt. Dalsim doporucenim je zvoleni
testovacich dat tak, aby dobie reprezentovala data z oblasti zamysleného pouziti
a rovnomeérné ji pokryvala [14].

Bush et al. [90] provedli benchmarking popisu variant u mikrobialnich izolatd,
se simulovanymi kratkymi MiSeq ¢tenimi a paralelné s NextSeq ¢tenimi jako
testovacimi sadami. V dostupnych sekvencich genomt mnoha raznych kment
10 klinicky relevatnich druha bakterii zménili nahodné baze zlomku pozic a
simulovali sady cteni. Kazdou sadu zvlast zarovnali na pivodni genom nebo na
jiny genom téhoz druhu vysoké kvality. Testovali kombinace raznych programi
pro mapovani a pro detekci SNVs. Studie mimojiné ukéazala zasadni vliv sekvenéni
divergence mezi referenci a sekvenovanym genomem na validitu detekce variant.
Detekce pouzivajici vzdalenou referenci vedly k horsim vysledkam [90]]. Pouziti
MAGH jako referenci se tak jevi jako dobra volba.

Andreu-Sanchez et al. [91] jako moZna jedini provedli benchmarking na simu-
lovanych metagenomickych datech (simulovana kratka ¢teni ze skupiny genomit
bakterii stfevniho mikrobiomu). Testovali 7 nastrojia detekce SNVs za nastaventi,
kde nefigurovalo de novo sestavovani a mapovani na reference probéhlo pro
vSechny pripady stejné. Prekvapivym zavérem byly lepsi vysledky pravdépo-
dobnostnich nastroji nezamérujicich se na metagenomiku (Mutect2 a Haplo-
typeCaller) v porovnani s dedikovanymi nastroji InStrain a metaSNV [92] [91]].
Za zminku stoji téz benchmark [29] (v pfedtisku) zahrnujici nastroje detekce
variant, které vyuzivaji metody hlubokého uceni, a testuje je na dlouhych ¢tenich
z mikrobialnich genomu. Ackoli jsou k jejich trénovani pouzivana data z lidskych
genomt, vysledky studie jsou slibné pro pouziti na mikrobialnich datech [29].
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Zaver

Priprava knihovny z celkové DNA mikrobialni komunity a nasledna sekvenace
skryva potencial k popisu pritomnych druht i k rozliseni kment koexistujicich
v populaci. Rozvoj sekvenac¢nich metod spolecné s vyvojem bioinformatickych
nastrojii umoziuje studium variability mikrobialnich komunit az na trovni celych
genomu. Mizeme hovofit o popula¢ni genomice [66]. V této praci jsme popsali tfi
nejpouzivanéjsi sekvena¢ni metody, abychom pochopili charakter poskytovanych
dat. Ukazali jsme proces sestavovani genomi, ktery je zasadni pro nastroje popisu
variability: Bud poskytuje MAGy pouzitelné programem jako reference nebo
program vyuziva grafovych struktur pouzivanych pii sestaveni k rozliseni variant
¢i haplotypi. Pristup zaloZeny na de Bruijnovych grafech se vedle OLC nebo
hladovych algoritmu [31] jevi jako mocny teoreticky nastroj. Oproti hladovym
algoritmim poskytuje abstrakci do graft, pro néz existuje fada popsanych gra-
fovych algoritmi. A umoznuje fadu modifikaci a rozsifeni (pfipomenme napf.
barevné a parové de Bruijnovy grafy).

Nabidli jsme vlastni diagram pro orientaci mezi postupy uplatnitelnymi pro
vyzkum variability v mikrobialnich komunitach. Ptiblizili jsme vybrany software
s ruznymi schopnostmi: detekce SVs, SNVs, obou typu variant a takovy software,
ktery nad ramec SNVs fesi i jejich zafazeni do haplotypu. Jak u assembly tak
detekce variant jsme ukazali moznosti hodnoceni spravnosti, validace pomoci
testt (benchmarking) a naznacili relevantni veli¢iny pro hodnoceni.

Existuje zna¢né mnozstvi nastroju detekce variant a pokracuje publikovani no-
vych. Napriklad nové vyvinuty assembler metaMDBG [93] rekonstruujici MAGy s
pouzitim tzv. minimizer-space de Bruijnovych grafii slibuje pamétovou a ¢asovou
usporu a autofi uvazuji o vyuziti konceptu minimizer-space grafa pro rozliseni
haplotypt ﬂ Vzhledem k tomuto dynamickému vyvoji, vzhledem k paradoxu
lepsich vysledktim nastroju vyvinutych mimo oblast metagenomiky v porovnani
s nastroji dedikovanymi metagenomice [91] a vzhledem k malému mnozstvi
benchmarkti zamétujicich se na detekci variant z metagenomickych dat jsme
presvédceni o potiebé vice zevrubného benchmarkingu. Do budoucna bude dii-
lezité mit dostatek reprezentativnich testovacich dat, moznosti unifikované a
podle standardizovanych postupt hodnotit kazdy novy nastroj s ostatnimi. Si-
mulované sady dat sice maji vyhodu v pfesné znalosti pfitomnych variant (sami

8Citovana je starsi verze ¢lanku (pfedtisk, bez recenzniho fizeni), ktery toto zminuje v diskuzni
casti.
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totiz varianty generujeme), ale vzhledem k dikazim horsich vysledkt assem-
blerti na realnych sekvenacnich datech [49] je dilezité testovat proces v celé své
komplexité. Navic specializace riznych nastroji na data riiznych sekvenac¢nich
metod dale klade prednost na testovani na realnych vzorcich, pravdépodobné
sekvenovanych riznymi postupy.

Tyto benchmarky by mohly odhalit slabiny jednotlivych metod a mozna nalézt
kombinaci doplnujicich se nastroja, které by vedly k superiornim vysledktim. Po
vzoru VarCapu, ktery vznikal s motivaci studia mikrobialni evoluce v laborator-
nich kulturach a ktery je 7 let stary, miizeme pomyslet na software integrujici
vice nastroji pro maximalni zuzitkovani potencialu bioinformatické analyzy.
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