4 = PATRICK
*7's’ TraceAncestor */'s’  OLLITRAULT

- Les parents/ancétres sont déja identifiés (pamplemousse, mandarinier, cédrat, micrantha)

- Méthode : Pour un individu donné, mesurer fenétre par fenétre sur un chromosome la
fréquence de présence de SNPs ancestraux.

2 outils dans galaxy :

- TraceAncestor prefilter

- TraceAncestor



Matrice contenant les indices de différenciation par SNP (GST) par ancétre

I | traceAncestor

N GENOME HARVEST

- parental SNP - Detect tal SNP of
TraceAncestor prefilter hyl::ds P °

Trace Ancestor
=) TraceAncestor prefilter
=—p IraceAncestor
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vcfHunter

+
. . KDE Classifier
@ Q fichier couleur R
Visualization
TraceAncestor
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. . parental SNP - Detect parental SNP of
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KDE Classifier
Visualization

———p ldeogram Chromosome Painting
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interactive graphs in a circular
layout
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Genotyping by Sequencing (GBS)

Papedas Cédratiers Mandariniers Pamplemoussiers
Citrus micrantha Citrus medica Citrus reticulata Citrus maxima

Diagnostic markers of the four basic taxa was estimated based on the GST parameter (coefficient of gene differentiation which measure the

differentiation among subpopulations; Nei, 1973).
We considered two sub-populations: 1- the taxa concerned and 2- a theoretical population of the 3 other basic taxa.

The higher the value is, the more differentiated the taxa are.
Gq is defined as the ratio between the inter population diversity and the total diversity:

Her,. — Hs Heq, —
G t= et
> He He

Zhe/rl




TraceAncestor prefilter — Sélection des marqueurs diagnostiques ;11 3

Indices de différenciation

zzz:izsntes (GST) par ancétre (chacun en :f;ﬁgreezf_?rde
comparaison aux 3 autres)
#CHROM POS REF | ALT %Nref GSTA1 | GSTA2 | GSTA3 GSTA4 FA1 | FA2 | FA3 FA4
1 85524 A G 0.3103448276 0.2 0.2 0.2 1 0 0 0 1
1 108710 A T 0.6206896552 0.2 1 0.2 0.2 0 1 0 0
1 108741 T A 0.2413793103 0.2 0.2 1 0.2 0 0 1 0
1 109226 A T 0 0.2 0.2 0.2 1 0 0 0 1
1 109661 A G 0.3448275862 0.2 0.2 1 0.2 0 0 1 0
1 110915 A C 0.3448275862 1 0.2 0.2 0.2 0 1 1 1

- Tri en fonction des données manquantes (< 0.3 par défaut)
- Tri en fonction des valeurs de GST (> 0.9 par défaut). Si GST fort pour un ancétre— la diversité
allélique totale a cette position est majoritairement expliquée par cet ancétre



TraceAncestor prefilter — Sélection des marqueurs diagnostiques /’”1‘ 3

Indices de différenciation

zzz:izsntes (GST) par ancétre (chacun en :f;ﬁgreezf_?rde
comparaison aux 3 autres)
#CHROM POS REF | ALT %Nref GSTA1 | GSTA2 | GSTA3 GSTA4 FA1 | FA2 | FA3 FA4
1 85524 A G 0.3103448276 0.2 0.2 0.2 1 0 0 0 1
1 108710 A T 0.6206896552 0.2 1 0.2 0.2 0 1 0 0
1 108741 T A 0.2413793103 0.2 0.2 1 0.2 0 0 1 0
1 109226 A T 0 0.2 0.2 0.2 1 0 0 0 1
1 109661 A G 0.3448275862 0.2 0.2 1 0.2 0 0 1 0
1 110915 A C 0.3448275862 1 0.2 0.2 0.2 0 1 1 1

- Définition de la valeur de I'alléle ancestral -> REF ou ALT?
- SiF>0.8—>ALT
- SiF<0.2—-REF



TraceAncestor prefilter — Sélection des marqueurs diagnostiques ,v"&x 3

#CHROM POS REF | ALT %Nref GSTA1 | GSTA2 | GSTA3 | GSTA4 FA1 | FA2 | FA3 FA4
1 85524 A G 0.3103448276 0.2 0.2 0.2 1 0 0 0 1
1 108710 A T 0.6206896552 0.2 1 0.2 0.2 0 1 0 0
1 108741 T A 0.2413793103 0.2 0.2 1 0.2 0 0 1 0
ﬂ 1 109226 A T 0 0.2 0.2 0.2 1 0 0 0 1
4 1 109661 A G 0.3448275862 0.2 0.2 1 0.2 0 0 1 0
1 110915 A C 0.3448275862 1 0.2 0.2 0.2 0 1 1 1
ancestor chromosome  position allele
A3 1 108741 A

A4 1 109226 T




TraceAncestor

Etape 1

I
Découpage du chromosome en fenétres
non chevauchantes de 10 SNPs | | | | | | |
I T T T T T T ]¢#
N A




TraceAncestor

Chromosome

Etape 2
Calcul de la fréquence des reads
ancestraux par ancétre et par fenétre de
10 SNPs.




TraceAncestor

Etape 2 A1
Calcul de la fréquence des reads 4 ET 7 1
ancestraux par ancétre et par fenétre de L_038 | 040 | 073] 0.6 | 0.69 |
10 SNPs. [0.25] 032 | 0.37 [o0.28 036 Jo027] o | o | A3
A4
Etape 3 Al
Estimation du dosage allélique de chaque
ancétre par fenétre de 10 SNPs
L+ 1 1 [ 1 [+ ] 1 [ 1] o [o]| A
A4

Test de vraisemblance (LOD) des différentes hypothéses 2 a 2, entre la fréquence observée et théorique pour triploide

Diploid: 0.05/0.5/0.9
S Triploid: 0.95

Tetraploid: 0.05/0.25/0.5/0.75/0.95
Si (-3 < LOD < 3) => indétermination



TraceAncestor

Chromosome

[idAanARARAAAARARAAAAAA40000000000000000000ARA0AORARAGAARA] ~7

Etape 3
Estimation du dosage allélique de chaque | 1 [ 1 ] 2 [ 2 | 2 [ 2 |
ancdtre par fenstre de 10SNP [T 1+ T+ 747 1+ T4 0o JTol] A3
[ o Tol o ToTlT o T+ 1+ 7]
Etape 4

Division du chromosome en sous-
fenétres non chevauchantes de 100kb.
Le dosage allélique des fenétres de 10
SNP est reporté dans les fenétres de
100Kb



TraceAncestor

Chromosome

Etape 3

Estimation du dosage allélique de chaque | 1 [ 1 ] 2 [ 2 | 2 [ 2 |
ancétre par fenétre de 10SNP

Etape 4
Division du chromosome en sous- AAAAAAAAAAAAAAAARAAARARAGAEEAAAAAAAAAAAAAAARARRRARRRR000E

fenétres non chevauchantes de 100kb. 111111111111111111112222222222222222222222222222222222222N
Le dosage allélique des fenétres de

Lo dosage alllique des fenatres o §RHAHARAANAHARNAAHRAAHHRHARHAHARAAHARAANHAHARAANGAHARGOGS
100K BUBUBEHENRBNEENA NN RARNENRNENRRNONEn AN RNRNRRARNRN

A3
A4

A1

A3
A4



TraceAncestor

Chromosome
A1
Etape 3
Estimation du dosage allélique de chaque |
ancétre par fenétre de 10SNP A3
A4
Etape 4 A1

Division du chromosome en sous-
fenétres non chevauchantes de 100kb.

Lo dosage alldiquo des fenetres do yfRRRRANARANANANANCOQuANAHAHAHAHAHAHAHA Qi oasenanen]ic | Ao

10SNP est reporté dans les fenétres de
100Kb CLECCEEEECEEE L otetok [ILLLELIELEELTEELT M dEEEELTEE NN e

Si la somme du dosage allélique de tous
les ancétres pour une fenétre est différente
de la ploidie:

N ST



TraceAncestor

Chromosome

Etape 3
Estimation du dosage allélique de chaque | 1 [ 1 ] 2 [ 2 | 2 [ 2 |

ancétre par fenétre de 10SNP (AT 1+ T 1+ T4T 1 T41T o Jol] 4
[ o Tol o Tol o T4T 1]
Etape 4

Dvision du chrone et ARRRRRRAAAAAARARRRNH 2060000 ARARRNAAAEERA;  RRRRNARER:E A1

fenétres non chevauchantes de 100kb.  1111111111111111111122££2222222222222222222%%22222222222% )

Le dosage alléique des fenétres de 10 §{§RRRARARRARARAAARAC000AARRARARAAAAARAAAAACOAGAAAGGRACD Ao

SNPs est reporté dans les fenétres de

100Kb AEEGA0EAARAAARAEAAAAC 00aEAR0ARARAAAGAORACIHRARAARARARSY A4
Etape 5 Karyotype
Caryotypes non-phasés. Painting automatique. Chromosomes
homologues
A7 C R [ [] 1] ] 1
143 | 1] m mp :°

14 Gy




UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

http://galaxy.southgreen.fr/galaxy/

ETAPE 1 : se connecter a galaxy

Analyze Data

set Data

send Data

3ASIC TOOLS

[ext Manipulation
cilter and Sort

snpEff tools
Join, Subtract and Group

11

Using 0 bytes

+ ~~
Login Login : History %
Register
Username / Email Address: € [ %)
formation1@cirad.fr Unnamed history
Password: 0b
o © This history is empty. You can
Forgot password? Reset here load your own data or get data
from an external source
Login



http://galaxy.southgreen.fr/galaxy/

UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

ETAPE 2 : Charger les données tests de la librairie partagée “TraceAncestor” vers I’historique

Analyze Data - v elp v Using 0 bytes
. 1+ ; ou
Tools — " Data Libraries , History s
d - Ao
dcirad ; Moo
(%) (%)
Workiows
—
Get Data Visualizations Unnamed history
Send Data o L Pages ree n Ob
k—/ ——— — -~

DataLibrary — GenomeHarvest — trainings_painting — TraceAncestor

DATA LIBRARIES E] showing 4 of 4 lems +h +h- & % Hisory & Download ~ x Delewe © Detais @ Help
ndude deleted
Libraries ' GenomeHarvest ' ¥ainings pansng
name |3 description data type size time updated (UTC)
x i
(&) a4 o
], 4
=) ‘v

E] showing 4 of 4 ilems



UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

History

Unnamed history
4 shown, 4 deleted

156.48 MB

8: MatriceDSNPs.csv
7: focus file

6: color

5: CitrusGalaxy.vcf

Matrice contenant les données GST

) Fichier contenant des noms d’hybrides spécifiques sur
S ACAR I lesquels on veut réaliser le painting

Association couleur - ancétre

VCF des hybrides




UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

ETAPE 3 : Lancer TraceAncestor prefilter pour obtenir la matrice des marqueurs diagnostiques

TraceAncestor prefilter (Galaxy Version 0.1.0) w Options
matrix table
(3 | €1 | O || 8 MatriceDSNPs.csv v

Missing data threshold

0.3

GST threshold

0.9

— Output : Ancestral markers matrix (matrice contenant les marqueurs diagnostiques filtrés)



UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

ETAPE 4 : Lancer TraceAncestor pour obtenir les fichiers de blocs de chromosomes a coloriser

TraceAncestor (Galaxy Version 0.1.0) » Options
matrix table -t

O | 8 [ | 9 Ancestral markers matrix v
vef of hybrid population -v

3 | @ 0[O ||5: CitrusGalaxy.vcf -
ploidy -p

3 -
color file -¢

Ol & O 6: color -

number of markers by windows -w

10 <+<— Nombre de marqueurs par fenétres
LOD value -1

: <+— Valeur du LOD a partir de laquelle une hypothése est acceptée

threshold for the calcul of LOD score -s

0% <+— Taux d’erreurs acceptée
Windows size (in k-bases) -k
100 <+— Taille des sous-fenétres
Which hybrids do you want to work on?
Several hybrids ~ < Choix du focus pour le painting:
focus file (several hybrids) -f - Un individu
Bl G [O][7: o fle - - Plusieurs individus
- Tous les individus




UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

OUTPUTS — Différents outputs si on choisit de
faire le focus sur un seul individu

Ancestors frequency along the chromosomes

Hybrid Ancestry Chromosome Position_Start | Position_End | Frequence o028 To32] o020 [ oot T o1 o002 [ o1 o ]

| 0.38 | o040 | 0.70 ] 073 | 0.61 | o069 |
Sample6 A1 1 1 1029641 0.3038 Lo251 o032 | o037 Jo28] o036 Jo27] o | o |
1 Co T oT o T o T o Tozm] 03]
Circos Painting Chromosomes length for circos
1 1 1700000 #DF0101 Sample61 1 28919326
1 1700001 | 2200000 #BIBIBY Sample61 2 36354460
Ideogram Painting Chromosomes length for ideogram
1 0 1 1700000 #DF0101 Sample61 | 305908623 012
1 0 1700001 2200000 #B9B9B9 Sample62 | 305908623 012



UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

ETAPE 5 : Visualisation App web circos : http://genomeharvest.southgreen.fr/visu/circosJS/demo/index.php

Circos

CircosJS CircoslS Client to build interactive graphs in a circular layout (Galaxy Version 0.0.1)
Values for Chromosome Length

[ | ¢ | O || 169: Chromosomes length for circos
track

1: track

Track name
stack

Track type
Stack

Track data

[0 | ¢ | O ||168: circos painting

<+ Insert track

Track goes here



http://genomeharvest.southgreen.fr/visu/circosJS/demo/index.php
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UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

ETAPE 5 : Visualisation App web ideogram: http://genomeharvest.southgreen.fr/ivisu/ideogram/newindex.php

Ideogram S —

' * ] s I I3 e x 1

-.~O-~ . . .-!-- - - .-‘-.-

‘=-_= - _Ix: -: -.I : Lem --

Ideogram Chromosome Painting (Galaxy Version 0.0.1) = - T—
2 H tae o e iy . esis 8. =i H

Values for Chromosome Length T ———— — —
. LU e us - - - . L e I - .

D fa D 167: Chromosomes IEﬂgIh for idECQTaITI “ Sl ieeS SSEES SEES I W B WSS SSE S5 8 mSNNSN: SIS M WEE S SIS
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http://genomeharvest.southgreen.fr/visu/ideogram/newindex.php

UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

Longueur des chromosomes

Chro - haplo - début - fin - couleur

e

UPLOAD A FILE LOADATEST (RE)LOAD IMAGE

Télécharger en png

-~




