GenomeHarvest

diversity, organization and dynamics

Formation sur les logiciels de reconstruction de génomes mosaiques
sous galaxy

http://cc2-webl.cirad.fr/galaxydev et http://galaxy.southgreen.fr/galaxy/
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Projet Genome Harvest

WP1 - Management - Federate the community around research actions

Characterize genome architecture of crops derived from multiple
funder (sub)species

— mosaic genome structure within crops genome

WP2 - large structural variations within crops genome

Impact of genome architecture

— on chromosome recombinaison/segregation

— on allele (gene) expression
e (gene) exp

- Implement

WP4 tools in platform - Capacity building/Training - Scientific events




Plusieurs niveaux d’intégration des outils

3) Connexion des outils aux Genome Hub

1) Développement d’outils de visualisation
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2) Acces aux outils par Galaxy.

Développement de wrappers/workflows
4) Mise a disposition du code et documentation via
GitHub/GitLab
http://galaxy.southgreen.fr/galaxy/
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WP2

(characterize inter(sub)specific mosaic genome structures)
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WP3

(impact of genome structure on
gene expﬂession)

ASE co-expression
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Banana Genome Hub

A Next-Generation Information System For Musa genomics




WP2

(characterize inter(sub)specific mosaic genome structures)
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Tools

NGS: Assembly
NGS: Small RNAs
Bedtools

Picard Tools

SNP ANALYSIS

NGS: SNP Calling
Varscan

Population structure
GWAS

VCFtools

Tassel GBS (Version 4.0)

Rice Variant Analysis (Rice
3k, IRIGIN, High Density Rice

GENOME HARVEST

parental SNP - Detect
parental SNP of hybrids

Visualization
TraceAncestor

Traceancestor

Markers Detector

FROGS

EVOLUTION/PHYLOGENY

Comparative Genomics
NCBI BLAST+

Genfam

Protein analyses
STATISTICS/GRAPHICS
Statistics
Graph/Display Data
SOUTHGREEN PROJECTS
SNiPlay3
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Analyze Data
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NGS analyses

SNP calling

Structural variations

S outhGreen

S+ bioinformatics platform
Welcome to GALAXY

Our pre-configured and validated workflows

Structural variations

Scaffremodeler can be used to detect large
structural variations between a reference
sequence and a resequenced genome (Martin
et al, 2016)

Input: Fastq + FASTA

Access workflow

These workflows as part of the services provided by South Green

How to load big datasets?
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HPC

My file - Cluster

My =—Galaxy
History

8> Choose FTP file
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Metagenomics
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Core values

¢ Accessibility
o Users without programming experience can easily upload/retrieve
data, run complex tools and workflows, and visualize data
e Reproducibility
o Galaxy captures information so that any user can understand and
repeat a complete computational analysis
e Transparency
o Users can share or publish their analyses (histories, workflows,
visualizations)
o Pages: online Methods for your paper

Pages: interactive, web-based documents that describe a complete analysis.

=> Diffusion des wrappers via le Galaxy ToolShed

|- By
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Les outils présentés aujourd’hui ne sont pas encore publiés et ne sont pas tous publics.

“Les outils n'étant pas encore publiés et la plupart étant destinés a étre valorisés
prochainement, I'équipe SEG émet quelques précautions et souhaite que les participants
s'engagent a ne pas diffuser les outils développés par I'équipe ou publier sur banane et canne a
sucre avec ces approches tant que les outils n'ont pas été publiés par I'équipe.”



Introduction

el es événements d’hybridation entre espéces et sous-
especes sont largement répandus chez les plantes
cultivées.

eBrassage génétique — génomes mosaiques ayant des
origines ancestrales différentes

eIntéréts ? II II II

—Histoire de la domestication des plantes cultivées
—Origines ancestrales de certains traits
phénotypiques.




Introduction

. N . . 25 ) \ 4 .
e Trois modeles biologiques: s - p
| =&
—Nombre d'ancétres différent (3 a 6) ==
-3 niveaux de structure - ]|
—Génomes ancestraux plus ou moins EE
bien connus ]
C ==
Left to right: = ==
Curk thesis, chapter 4 (2014) Eureka PTBAOOO08 IRIS 313 11030
Martin et al, in prep chr2 chrd chr8

Santos et al, in prep



Introduction

Outil Organisme sur Nombre Permet le phasing Méthode inputs
lequel il a été d’haplotypes ou prend en charge
développé pris en charge données phasées

TraceAncestor | agrume 2a4 non Estimationde la | VCF + Liste de
fréquence des SNPs
alleles diagnostiques
ancestraux
identifiés par
indice GST

KDE_Classifier | riz 1 non Kernel Density VCF / géno +
Estimation fichier structure

VCFHunter banane N non ACP + VCF

clusterisation




278 by PATRICK
S )} TraceAncestor *'s’  oLuTRAULT

-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

traceAncestor

TraceAncestor prefilter

U

Liste de SNPs diagnostiques filtrés VCF des hybrides

+
@ Q fichier couleur

TraceAncestor
[ ]
Blocs de chromosomes a coloriser o
Visualisation
[ 1 [ 1
ideogram circos

4

parental SNP - Detect parental SNP of
hybrids

GENOME HARVEST

Trace Ancestor

—>» TraceAncestor prefilter
—» TraceAncestor

vcfHunter
KDE Classifier

Visualization

GENOME HARVEST

parental SNP - Detect parental SNP of
hybrids

Trace Ancestor

vcfHunter

KDE Classifier

Visualization

> Ideogram Chromoseme Painting

——p CircosJS CircosJS Client to build
interactive graphs in a circular

layout




TraceAncestor prefilter — Sélection des marqueurs diagnostiques 4 3
<>

Indices de différenciation

s SSpaeeGaenen e
#CHROM POS REF | ALT %Nref GSTAl1 | GSTA2 | GSTAS GSTA4 FAl | 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 [=6-S<G275662=— - -2 =2 =2 © - - -

-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 4 .
<>s

Indices de différenciation

Données GST at H Fréquence de
menquantes oo aux 3 autres) fallele ALT
#CHROM POS REF | ALT %Nref GSTA1l | GSTA2 | GSTA3 GSTA4 FAl1 | 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 [—6-S<4=48275662— e &2 &2 &2 S 4 A 4

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



TraceAncestor prefilter — Sélection des marqueurs diagnostiques 4 3
o« »
#CHROM POS REF | ALT %Nref GSTAl1 | GSTA2 | GSTAS GSTA4 FA1l | 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 [=6-3<8275662=— - =2 &2 =2 S - - -
ancestor chromosome | position allele
A3 1 108741 A
A4 1 109226 T




TraceAncestor

Etape 1 [ S A i o
Découpage du chromosome en fenétres

non chevauchantes de 10 SNPs I | | | | | |




TraceAncestor

Chromosome

Etape 2 [o028 Jo32] 020 Toot JoJooz o[ o A
Calcul de la frequerlce des readsA 0.38 [ 040 | 0.70 [0.73 ] 0.61 [ 069 |
ancestraux par ancétre et par fenétre de

10 SNPs. [025] 032 [ o037 Jo28] 036 Jo27[ o [ o] »3

[ o Tol o [oTJ o TJo2sfoss]



TraceAncestor

Al

Etape 2
Calcul de la fréquence des reads [ 038 | 040 |(ﬁ3| 073] 061 | 069 |
ancestraux par ancétre et par fenétre de
10 SNPs. [025] 032 | 037 |o.28i 036 Jo27f o | o | A3
A4
Etape 3 Al
Estimation du dosage allélique de chaque
ancétre par fenétre de 10 SNPs
L 1+ [ 2 [ 1] 1 | 1] o |ol]#3

[ o Tol o [of o JzT 1]

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

Diploid: 0.05/0.5/0.95

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



TraceAncestor

Chromosome

[10800ANARNRNANANANNANAN00000000000R000AA0A0ROAARAcARRERD] ~t

Etape 3
Estimation du dosage allélique de chaque | 1 [ 1 ] 2 [ 2 | 2 [ 2 |
ancetre par fenetre de 10SNP [T = T 31 T1T 3 T31T o o]
[ o Tol o Tol o T:1T 3]
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

Etape 3

Chromosome

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

ancétre par fenétre de 10SNP

Etape 4
Division du chromosome en sous-
fenétres non chevauchantes de 100kb.
Le dosage allélique des fenétres de

10SNP est reporté dans les fenétres de
100Kb

111111211111112112111112222222222222222222222222222222222222N

Al

A3
A4

Al

A3
A4



TraceAncestor

Chromosome
Bl Al
Etape 3 -
Estimation du dosage allélique de chaque | . 2 [ 2 | | |

ancétre par fenétre de 10SNP — A3

. & § |
A4

Etape 4

Division du chromosome en sous- BaEEEAGGRRRAARARS Al

fenétres non chevauchantes de 100kb. 11112121111111111111 R0 822222222222222222 . 78222222222
Le dosage allélique des fenetres de  — §ygg§§A8iHRHHNNNA0C R RHRRNHNANHANIN A3
100Kb P BEERREAEARAEAAARAERAR  JaaRAnaRRARaEARREED A

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

=



TraceAncestor

Chromosome

Etape 3
Estimation du dosage allélique de chaque | 1 [ 1 ] 2 [ 2 | 2 [ 2 |
ancée parfener de 10SNP S A o
[ o Tol o TolT o T1T 1]
Etape 4 -
Division du chromosome en sous- AR RAAAAAAAAAEROOEE00AAAAG000000AEAAGG  AooAARAAAGR: A

fenétres non chevauchantes de 100kb.  11111111111111111111%%882222222222222222222%%222222222225)

Le dosage allélique des fenetres de 10 §§§g§§RRRHERIRNIRANIN0ARHRINHAANAHANNHACIAOOONRANNRTT A

SNPs est reporté dans les fenétres de

100Kb AEE6RAEARAAAAAAEARAAC 00AEAROAAGAOAEGARAR " HARAAAREAEEYY A4
Etape 5 Karyotype
Caryotypes non-phasés. Painting automatique. Chromosomes
homologues
1AL LTI R m mp
1A3 - [ [[]] e 2

A4 LD DT DL DL T LT 3




UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

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

ETAPE 1 : se connecter a galaxy

Analyze Data ed O - v - erv E—E Using 0 bytes
4 2 ~
fools el || Login Login 1 History s
= Register
(%] | | Username / Email Address: Q
et Data formation1@cirad.fr Unnamed history
send Data Password: 0b

3ASIC TOOLS

[ext Manipulation

dilter and Sort

snpEff tools

Join, Subtract and Group

© This history is empty. You can
load your own data or get data
from an external source

Forgot password? Reset here

11

Login




UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

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

. 'y i
kel bR bl bl Tools i 7 Da s A Histoy ot
- » dcirad - ¥
=B UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY : ik 0
= G ata 3 Vialzairs Unrmed sy
** S
i W FTAPF? Taldcharar o innnéeq LJ R ——

Datalibrary — GenomeHarvest — trainings_painting — TraceAncestor

» (Galaxy

DATA LIBRARIES Iz‘ showing 4 of 4 Rems +im - & w0 Hisory & Download ~ x Dalate @ Dotails 9 Halp
noude debated

Libvanies = GendmeHarves! Famings pantng

name |3 description data type  size time updated [UTC)
B a w
B a o
[3) ]
X 4w

El shawing 4 of 4 lems



UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

History E -ﬁ-

Unnamed history Matrice contenant les données GST

4 shown, 4 deleted

156.48 MB ~ /
8: MatriceDSNPs.csv A
Fichier contenant des noms d’hybrides spécifiques sur

E e T PN ..
I:focus flle @ 4% lesquels on veut réaliser le painting

6: color @& "

ciation couleur - ancétre

Wybrides

5: CitrusGalaxy.vcf @& &




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
| & O |8 MatriceDSNPs.csv -

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

3 | ¢ | OO || 9 Ancestral markers matrix -
vef of hybrid population -v

[ | i | 0O || 5 CirusGalaxy.vct -
ploidy -p

3 -
color file ¢

0| & | O s coler -

number of markers by windows -w

10 <«Nembre de marqueurs par fenétres

LOD value -I

3

<«Valeur du LOD a partir de laquelle une hypothese est acceptée

threshold for the calcul of LOD score -s

0.99 <«—TJaux d’erreurs acceptéee
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
01 B[O {7 focus_fie - -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 = Tl on T oo T ol oo Lol o
l 0.38 | o040 1| 0.70 Jo73] 0.61 ] o069 |
Sample6 | Al 1 1 1029641 0.3038 =103z T o5 TozeT o3 Tox] o T 0]
1 CoToT o T oT o TomTosk]
Circos Painting Chromosomes length for circos
1 1 1700000 #DF0101 Sample61 1 28919326
1 1700001 | 2200000 #B9BIBY Sample61 > 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

CircosJSs Circos]S Client to build interactive graphs in a circular layout (Galaxy Version 0.0.1)
Values for Chromosome Length

O | & | O || 169: Chromosomes length for circos
track

1: track
Track name
oMb
stack
Track type
Stack
Track data

[ | & | OO || 168: circos painting

+ Insert track
Track goes here
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W

Chro 7




UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

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

Ideogram

tmessma e -— - - = e ) - .
1 % ] x 3. = e e -
-..-._— . S --'_- ‘l--- .‘l---
CN W — - me "o - l rtem --

. . . ] . . .
- am .-il-..l—-

ldeagram Chromosome Painting (Galaxy Version 0.0.1)

Values for Chromosome Length S5 KR S N | :
[ | g7 | OO || 167: Chromosomes length for idecgram e T s

chr length gt——— —— —— ————

Ancestral Blocks o (82 2 = T _::::E-r....: -
O | ¢ | OO || 166: Idecgram painting o8 Pomeos simecosmry ot 3 mpei o

m-:._ul m&mumm:l

chr haplotype start end #color

p | CwmeIE 1ogm s smemews s ' poumy = '
: *
Plﬂld'j" £ SRR SRSEEAE | RN SRS WS MY ) S T
. . - e L R T . .
X 3 2 . = I . =g 3 E 8= = g 3 =_& ’
3 D L T e )
Flﬂ id\l - a mEas EnmEmnges mEgms s ues 1 .' l-'-l PRGUT O WMEeET § me ¥ .1'
- ¥ g E SE I8 NI EELIe M L Ags 8 1lE Wy 18 ... . .'. i -
* * i N e . x H
N ¥ e T - mu e e e e T
v Execute 1 . . . - . . . . e
s =3 DN MBI IIIMINI IR 138 umIS
,, ewoaE Tasmel s gooaa T A = H
T L
[ Peisem m simamis 88 SiEE IS 4 SIS immEmus



UTILISATION DE TRACE ANCESTOR SOUS GALAXY

Télécharger en png

Longueur des chromosomes Chro - haplo - début - fin - couleur

- e

UPLOAD A FILE LOAD A TEST (RE}LOAD IMAGE




+. KDE_Classifier .  J0A0SANTOS

-Etude de la structure mosaique des riz aromatiques = hybrides entre variétés japonica / aus / autres
-Quelles reégions du génome ont une origine aus, japonica, autres groupes ou outliers?

,J Accessions

.
Japonica ’.' .
temperate . . .
e « * -" e
»* a ¥ e « ® : e -
y . « Indica
¢t . . .
" chus
[ . .
3 . . .
Japonica S e .C :. v (L Japonlcal
tropical upland . . * cBasmati
A L] *  Admix
Indica s f' o ° .
Wty @ - [ ]
tropical lowland o

-Méthode : basée sur une estimation par noyaux (Kernel Density Estimation (KDE)) avec classe
intermédiaire et classe outlier par fenétre le long du génome

-Taux d’hétérozygotie tres bas



1) 3 entrées:

Fichier génotypage (VCF ou
geno+bim+fam)

Liste individus de référence
Liste des individus en admixture.

2) ACP par fenétre le long du génomes.

{. |

3 T Lot
.

2

| |
0 y - 0 o R
-1 .. i
0

-1
B 0
¥ 2

-2

1

3) Kernel Density Estimation => calcul de la

R1

R2

Admix

probabilité de chaque haplotype d’appartenir a

chaque distribution reference

4) Pour un individu on compare ces probabilités

pour chaque référence deux a deux

Comparaison > seuil -> pur sinon intermédiaire

DIfférences global vs local

R1

;@

(3]
LN

-]

R1

R2

Admix

R1 | R2
+ -
+ -
- +
X
- +
- +
+ |+
L/
N
+ (-
- +
L/
3




R1

R2

Admix

R1

R2

Admix

R1

R2

o<

N7

<

ey
'1’{5{(‘



R1 £
N »
R1 | R2
Admix 1 + -
R1
2 + -
3 |+ -
4 - +
R2
5 + +
6 - - L/ -
7 + -
Admix 8 1+ r_
9 - -




1 chromosome

Parallélisation par blocs (multi-threading)

Vcf ou Geno + structure population

=
N

KDE

&

ideogram

Plusieurs chromosomes

Parallélisation par blocs (multi-threading) +
Parallélisation par chromosome (collection Galaxy)

Vcf
@ structure population

vcfSpliter

Tavals

KDE

G4

ideogram

G4




UTILISATION DE KDE_CLASSIFIER SOUS GALAXY

Histary CﬁD]

ETAPE 1 : Créer un nouvel historique . Saved Hisories

Unnam  istories Shared with Me

160.48 Create New /

16: Cirg  COpy History
and dal  Share or Publish
Show Structure

and dal  Extract Workflow

Delete

alongtl Delete Permanently

= Galaxy

DATA LIBRARIES |I| showing 5 of 5 fems +h | +h- & o Hisiory & Download -~ ® Dalaiz @ Detals @ Help
nolude debated

Liwaries = GenomeHarvest | Fammngs paning

o]} e description datatype  size time updated (UTC)

35 R e 8 0 N

El shaowing 5 of 5 tems



UTILISATION DE KDE_CLASSIFIER SOUS GALAXY

Données simulées:

-3 refs (dont une compliquée trés admixée -> R1) + admix
-Variations de la distance génétique entre deux populations
— 2 distances proches = Intermédiaire

Ref 1 Ref 2 Ref 3 admix
|

pairwise Fsts as a function of variable X
i
.
| 0.15 ——fstpops1/2
J fstpops 1 /3
"y - —— fstpops 2 /3
-
[T
1 5
s C 01
=
g =
- 5
e o
-
il S oos
8 =
i ]
q o
B .
1 H 5 10 15 20 25
X




KDE (Galaxy version 0.1.0)
choose your imput format
genafiambim
‘geno input file
O | &1 | O || z:kde_testgeno

fam input file
O|é | o1
i inpust file

O | &1 | O | a:test_markershim
e information
«chromosome number —CHR

1

reference accessions indexes in geno file. —ref

Ot |0 |zes

ce st
admixed accession indexes in geno file. —admx
O] & | O | 11:est_admixo
window size -w

150

Overlap between windows, in snp —overlap

Clustering method to extract reference specific clusters —chistmethod
MeanShidt

heterozygosity filter —het
Se-2

Dimensionality reduction. —dr
PCA

Number of components kept in case of PCA reduction --ncomp

©utlier filter method. option —outmethod

None

Prints cluster Stats. -MSprint

+ Execuie

<«Format du fichier de génotypage (geno ou VCF)

Fichiers de génotypage

<—Focus sur un chromosome en cas de chromosomes multiples

Fichiers de structure

<«Taille de la fenétre pour 'ACP (en SNPs)

<«Taille des chevauchements de fenétre (en SNPs)
<«Méthode de clustering

<«Fréquence d’alléles hétérozygotes acceptée par locus

<«Choix de la technique de réduction de dimensions (ACP, NMF) + parameétres
correspondants



UTILISATION DE KDE_CLASSIFIER SOUS GALAXY

OUTPUTS

Blocks_request

CHR In Out Ref Sample_300
1 10000 10664 0 2.59e-13

1 10000 10664 1 0.56

1 10000 10664 2 0.65

— Reésultats de KDE

-Valeurs de dispersions par distribution : p-value pour chaque individu vis & vis de chacune des distributions
références a chaque fenétre analysée

-La comparaison puis le painting se font dans ideogram



ideogram (Galayy Version 0.1.0)

- OpSons

one or several file to read

| indradual File

reference file to read

IE' 2= |1?:Eucxs_'que€1

s of accessions to plot —focus

\EI - |mt'1'1ggeec|ed

chromosome to draw ideogram of. -CHR

[1

<Hichier ou 1 collection

<Sottie de KDE

<Eichier de focus

<+€chromosome a visualiser

<Bébut + fin de la zone de painting d’'un chromosome

Seuil pour déterminer si un individu est outlier pour une
enétre

<Seuil pour déterminer si un individu est intermédiaire
ou pur pour une fenétre

Parameétres de
dessin



pairwise Fsts as a function of variable X
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L)

-Etudier la structure mosaique du génome
-Approche exploratoire
-Développé pour travailler sur un jeu de données banane

-Contraintes : Hybrides hétérozygotes et difficulté a phaser.
Peu de représentants ancestraux actuels (calcul de gst difficile).

-Méthode : Approche par analyses multivariees (ACP) puis clusterisation (attribution des alleles a des

groupes ancestraux) GENOME HARVEST
parental SNP - Detect parental SNP
of hybrids

-3 outils dans qa|aXV: Trace Ancestor
wctHuntes
VCF Filter

-VCF Filter : Filtre un vcf en fonction de différents parametres
VCF analysis (wef2struct)

Chromosome Painting (vef2linear)

-VCF Analysis (vcf2struct): Analyses multiples sur un vcf (statistiques, ...) <OF Clacai
ASSITIETN

Visualization

-Chromosome Painting (vcf2linear)



1) VCFHunter FILTER

VCF Filter |:> VCF Analysis (STAT)

VCF Analysis 2) ACP
(FACTORIAL)
3) VCFHunter CLUSTERING
VCF Analysis _ VCF Analysis
(SNP_CLUST-MeanShift) (ViSUALIZE_VAR_2D)

4) VCFHunter PAINTING

Circos

Chromosome Painting |:>

Filtrage du VCF et analyse statistique
générale des variations génétiques

ACP : Projection des alléles (variables) et
des individus

Clusterisation des alleles en fonction de leur position
sur les axes

— assignation des alléles a des groupes ancestraux

Reconstruction de la structure mosaique
Painting et visualisation



UTILISATION DE VCFHUNTER SOUS GALAXY

http://cc2-webl.cirad.fr/galaxydev/

ETAPE 1: Créer un nouvel historique

ETAPE 2 : Charger les données de la library vcfHunter dans le nouvel historique

DATALIBRARIES | « | o [1] | > |showngGof6iems [ . | +m | +E- & toHsory || & Downoad v || x Delete || @ Detais | @Hep |

Libraries | wcfHunter

All Names tabular 441 bytes 2018-06-27 12:59 PM
ancestor.gp tabular 351 bytes 2018-06-27 01:01 PM
Ancestryinfo.tab X 605 bytes 2018-06-27 0100 PM

DMNA RMAseq RefSeqg all allele count.wvef - 940 MB 2018-06-27 12:59 PM

DhAseqFinalName.tab d 262 bytes 2018-06-27 01:01 PM

DNAseq names.tab xd 352 bytes 2018-06-27 01:.00 PM

sh:mi'lgﬁufﬁiems



UTILISATION DE VCFHUNTER SOUS GALAXY

ETAPE 3 : Utiliser un workflow

= [Galaxy - ta Workiow Shared Data- ! - Using 43.5 GB
Published Workflows
Q Warkflows
Advanced Search Visualizations
Pages
Name Annotation Owner Community Rating Community Tags Last Updated |
VCFHunter CLUSTERING | - comte ~5 hours ago
VCFHunter PAINTING | » comte ~5 hours ago
VCFHunter FILTER | . comte ~5 hours ago
Impaort +—

Save as File

= (Galaxy \ ta Workilow - - \ Using 43.5 GB
Your workflows (& Create new workflow 4 Upload or import workflow
Name # of Steps

imported: VCFHunter FILTER - Run it 2




1)VCFHunter FILTER

Step 1: WCF Filter (wersion 0.1.0)

VCF file —wcf

3. fivered wcf -
names file

1: All Mames b

outgroup (optional) —outgroup

Selection is Optional -

Minimal coverage by accession —MinCow

10 [

Maximal coverage to keep a genotype —MaxCov
1000 [

Minimal frequence to keep a genotype —MinFreq
o.0s &

Minimal allele coverage by accession —Minal

a3

Maximal number of missing genotype —nMiss
Not available. (2

Number of alleles to remowe the site [optional) -RmAlalt
Not available. [

variant status to filter out (Optional) -RmType
mathing selected. (&

INPUTS: \
h
. -
—
-VCEF file
#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT sample68 sample69
RefSeq 281 C AG GT:AD:DP 0/0:31,2,0:33 0/0:19,0,1:20
RefSeq 282 A C,T GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20
RefSeq 283 T AG GT:AD:DP 0/0:33,1,0:34 0/0:19,1,0:20
RefSeq 284 A CT GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20

-Names files = un fichier contenant les accessions a filtrer

-Outgroup = un fichier contenant les accessions a ne pas filtrer mais a garder dans

le vcf de sorti.




1)VCFHunter FILTER

Step 1: WCF Filter (wersion 0.1.0)

VCF file —wcf

3: filvered wef -
names file

1: All Mames b

outgroup (optional) —outgroup

Selection is Optional v

Minimal coverage by accession —MinCow

10 [

Maximal coverage to keep a genotype —MaxCov
1000 [

L y =
#CHROM POS 1D REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT sample68 sample69
RefSeq 281 Cc AG GT:AD:DP 0/0:31,2,0:33 0/0:19,0,1:20
RefSeq 282 A C,T GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20
RefSeq 283 T AG GT:AD:DP | 0/0:33,1,0:34 0/0:19,1,0:20
RefSeq 284 A CT GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20

Minimal frequence to keep a genotype —MinFreq
o.0s &

Minimal allele coverage by accession —Minal

a3

Maximal number of missing genotype —nMiss
Not available. (2

Number of alleles to remowe the site [optional) -RmAlalt
Not available. [

variant status to filter out (Optional) -RmType
mathing selected. (&

On filtre les données :

Site coverage = 1

0
Site coverage < 1000




1)VCFHunter FILTER

Step 1: WCF Filter (wersion 0.1.0)

VCF file —wcf

3: filvered wef -
names file

1: All Mames b

outgroup (optional) —outgroup

Selection is Optional v

Minimal coverage by accession —MinCow

10 [

Maximal coverage to keep a genotype —MaxCov
1000 [

L y =
#CHROM POS 1D REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT sample68 sample69
RefSeq 281 Cc AG GT:AD:DP 0/0:31,2,0:33 0/0:19,0,1:20
RefSeq 282 A C,T GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20
RefSeq 283 T AG GT:AD:DP | 0/0:33,1,0:34 0/0:19,1,0:20
RefSeq 284 A CT GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20

Minimal frequence to keep a genotype —MinFreq
o.0s &

Minimal allele coverage by accession —Minal

a3

Maximal number of missing genotype —nMiss
Not available. (2

Number of alleles to remowe the site [optional) -RmAlalt

Mot available. (£

variant status to filter out (Optional) -RmType
mathing selected. (&

On filtre les données:

Minor allele frequency (absolute = 3 and relative = 0.05)




1)VCFHunter FILTER

Step 1: WCF Filter (wersion 0.1.0)

VCF file —wcf

3: filvered wef -
names file

1: All Mames b

outgroup (optional) —outgroup

Selection is Optional v

Minimal coverage by accession —MinCow

10 [

Maximal coverage to keep a genotype —MaxCov
1000 [

Minimal frequence to keep a genotype —MinFreq
o.0s &

Minimal allele coverage by accession —Minal

a3

Maximal number of missing genotype —nMiss
Not available. (2

Number of alleles to remowe the site [optional) -RmAlalt

Mot available. (£

variant status to filter out (Optional) -RmType
mathing selected. (&

-
#CHROM POS 1D REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT sample68 sample69
RefSeq 281 Cc AG GT:AD:DP 0/0:31,2,0:33 0/0:19,0,1:20
RefSeq 282 A C,T GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20
RefSeq 283 T AG GT:AD:DP | 0/0:33,1,0:34 0/0:19,1,0:20
RefSeq 284 A CT GT:AD:DP 0/0:34,0,0:34 0/0:20,0,0:20

<«Nombre maximal de génotypes manquants sur une ligne

“—Onpett retirer les sites mono - di - tri ou tetra ... allélique

<«—Enlever des lignes selon des tags de GATK (PASS, LowQual, SnpCluster...)




1)VCFHunter FILTER —> STATS

Step 2: VCF analysis {vcf2struct) (version 0.1.0)

Analysis type -type
STAT

VCF file --vef
Output dataset 'filter' from step 1

names file -names

1: All Names ¥ | <«—— Nomdes accessions sur lesquelles realiser les statistiques

gft3 file (optional) --gff3

Selection is Optional i

General.stat : statistiques globales sur le VCF filtré

Accession.stat: Statistiques par accessions (données manquantes, alleles spécifiques, nombre de sites
homozygotes et hétérozygotes).

— en fonction de ce qui est obtenu, I'utilisateur peut choisir de filtrer les données a nouveau.



2) FACTORIAL (ACP) A

.
VCF analysis (vcf2struct) (Galaxy Version 0.1.0) * Options
Analysis type --type
FACTORIAL -
VCF file —-vcf «— Vcf filtré
O| & | O | 1 fitered Vcf -
names file ~names Nom des accessions sur
O | @ | O || 20 DNAseqFinaiName.tab v | lesquelles travailler (accessions
A one column file containing accession names to treat ances‘[rales Choisies é. partir
Axis number to keep for the factorial analysis --nAxes d’'une ACP préliminaire p/e)
° <«Nembre d’axes pour la
Multivariate analysis type -mulType représentatlon
coa -
group file --group
O | @& | © || 4 Ancestryinfo.tab - <«Fiehier de structure : Groupes /
A file containing two sections: A section[group] with in col 1 accession name ; col 2 group (UN for unknown group). All group should be in capital letters. A section COUleurS (ne Change pas Ie

[color]. that define for each group a color for pca drawing (in RGB+alpha percentage, ex: red=1:green=0:blue=0:alpha=0.1) , s
résultats de 'ACP)
groups to delete --dGroup
[ | &1 | O | Nothing selected -
If passed, all alleles belonging to groups passed to this option will be removed.
Matrix of grouped alleles (with either a GROUP or a K-mean_GROUP column) -mat
[ | &1 | OO | Nothing selected v

If a K-mean_GROUP column is found, the filter will be performed on this column, else it will be performed on the GROUP one.



2) FACTORIAL (ACP)

-Le VCF est transformé en une matrice présence(P)/absence(A),
avec un allele par ligne codé en 0,1

variant site

ANAN

P : present / A : absent
coding

matrix4PCA

Variant GROUP Accession-1 Accession-n
S5itel A P UM 0 1
Sitel A A UM 1 0
Sitel T P UN 1 1
S5itel T A UM 0 0
an AT
Y
Genotypes

— On réalise alors une ACP sur cette matrice transposée.




2) FACTORIAL (ACP)

OUTPUTS

projection of accessions and alleles
— Projection des individus et des alléles sur chaque couple d’axes (ex :

Allele coordinates
+

Individual coordinates

Axis inertia

— calcul du pourcentage d’inertie pour chaque axe

— choix des axes a conserver pour I'analyse de clustering
— ici 1 et 2 explique la plupart de l'inertie

1vs2, 1vs3)

% inertia

WHHHHﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂnmm

Synthetic variables



3) VCFHunter CLUSTERING , VA

-On considére que la structure ancestrale = structure représentée par les axes de 'ACP —

— Les alléles aux extrémités des nuages de points sont les alleles ancestraux
-On cherche alors a les clusteriser.

— 2 approches implémentées (MeanShift / Kmean). Ici on va utiliser 'approche MeanShift qui permet une
deétection automatique du nombre de groupes.

-Une fois la clusterisation réalisée, on visualise les groupes. Si un groupe est sous ou sur-représente, il peut-
étre intéressant de refaire la clusterisation avec d’autres parameétres jusqu’a obtenir un nombre cohérent de

groupes vraiment représentatifs de la structure ancestrale de I'espéce.
= |Galaxy Analyze Data  Workf ization-  Admin  Help~ .
Published Workflows

Shared Data~ Using 43.5 GB

Histories
Q Workflows

Advanced Search \fisualizations

Pages
Mame Annotation Owner Community Rating Community Tags Last Updated .

VCFHunter CLUSTERING | - comte ~5 hours ago

Import 4+—
WVCFHunte ; comte ~5 hours ago
Save as File

VCFHunter FILTER | . comte ~5 hours ago



3) VCFHunter CLUSTERING 7

Step 1: VCF analysis (vef2struct) (version 0.1.0)

Analysis type ~type
SMNP_CLUST-MeanShift
Allele coordinates --VarCoord

| 46:allele coordinates - <«—Coordonnées des alléles issues de 'ACP

Axes to use in mean shift clustering. Axis should be separated by "' —dAxes
12

The guantile value to estimate de bandwidth parameters used in the MeanShift --guantile

0.15 2
Exploratoire. A faire

The recoded vef file -mat -
: <« Matrice recodée varierpedr ten_l rla
| 45: matrix4PCA (recoded vcf) ¥ | clusterisation optima

o ) ) (dépend du jeu de
Cluster all point in the MeanShift -MeanShiftAll données)

y(& 4 /
Bandwidth value used for mean shift -Bandwidth

Mot available. (&

Cluster absent (A) and present (P) lines AP
y[&



3) VCFHunter CLUSTERING

OUTPUTS

kMean allele grouping : méme type de recodage de vcf que
matrix4PCA mais avec une colonne K-mean_GROUP
correspondant au groupe assigné a l'allele apres clusterisation.

kMean allele gp prop: “probabilité” de chaque allele d’étre dans
chaque groupe

Centroids group attribution: association groupe -centroides

Coordinates of centroid: coordonnées des centroides de chaque
groupe

Axis2

A 4

Color File: Couleur des groupes isstrs-te-tareitrstersation

Visu2D: visualisation des groupes

Grouping axisl vs axis2
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4) VCFHunter PAINTING

ﬂGalaX‘y ) t Vorkf Shared Data~

Published Workflows

Histories

Q Workflows
Advanced Search Visualizations
Pages
Name Annotation Owner
VCFHunter CLUSTERING | ~ comte
WVCFHunter PAINTING | - comte
Import <
VCFHunte comte

Save as File

Community Rating

Community Tags

— Ce programme réalise le painting des accessions le long des chromosomes en fonction des groupes ancestraux.

-Pour un individu, on compte par fenétre le nombre d'alléles par groupe ancestral

Using 43.5 GB

Last Updated:

~5 hours ago

~5 hours ago

~5 hours ago

-Comparaison de cette valeur avec une valeur attendue (estimée sur la base des quelques individus représentatifs des groupes

ancestraux)

— calcul du dosage par fenétre pour cet ancétre.



4) VCFHunter PAINTING A

. " " 5
Running workflow "VCFHunter PAINTING e
Step 1: Chromosome Painting [wef2iinear) (wersion 0.1.0) V f Flt ,
CT Flitre
VCF file —wcf
| 5o filtered vef W |
Matrix file containing allele grouping —mat Matrice recodée
| 566: kMean sliele grouping hd | /
A one column file containing accession names to treat —names / NomS d'acceSSionS é étudier
558 DNAseq names.tab -

Noms d’accessions pures par groupe servant a simuler une population puis

A two column file containing accession names used to simulate populations —namesH

<Calculer les valeurs attendues

| 589 ancestongp = d=05
sampled0
use a reference genome —FormerFolder ([Bamptezayy

no

chromosomes names to work with —chr

Mot available. (£

Allele number around a variant site to evaluate the structure at the site —win . f A / 2

e <«Jailedes fenétre s T
Ploidy level —ploidy

20

Type of estimation performed —type

ginom (2 <Binom-plus rapide que Simul

Estimator different from sd calculated as mean_value —prop.
ol

group color —gcol

| =87 Caior file - |

A 2 column file containing accession names used to simulate populations and their group —Ambiguous

| selection is Optionai - |

mMultiplicator of standard deviation for probability calculation of a segment to be of a group —sdMult
10#



4) VCFHunter PAINTING

OUTPUTS

Pour chaque individu:

Chromosome Density
Pour les 3 ancétres:
-Rose: 1 dose

-Vert: 2 doses

-Noir: observé

-Chromosome tab: informations servant a dessiner ces
courbes ci-contre

-Chromosome Haplotype: positions des blocs
mosaique (x2)

|

Haplotype resume to use for circos visualization
+
Chromosomes length

sample68 RefSeq

LA N e/ M"\p,‘ /““"’“*‘f =

marorygesity evel

— Heterozygosity curve

“F Expected allele number ot allele
-k if both haplotypesfrom number of Gp1 origin

Expected allele number if
one haplotype fromGpl
Gpl origin in the accession ofrigin

T EET
Bl K imterval
5 Nasa ntervsl
— gl srcession count

€——— Expected & Observed ancestry g0

Allele number of Gpl origin found
in simulated data not implying Gpl
ancestors

I 57 W1 mderval
2 W2 imeerval

I 32 Hienerval
71 2 irterval
51 Nase mtervs

— g scoession count

— Expected & Observed ancestry g3

. T

4 — sl 2P

&2 HI Proks
& Wl Prots

— 2 12 ok
) 2 Prk

| €= Ancestry probabilities

€ Deduced haplotypes
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4) VCFHunter PAINTING

LOAD ANEXAMPLE LOAD MOSAIC EXAMPLE {REJLOAD CIRCOS DOWNLOAD

ACCESSION
SELECT

— focus sur les admix

bagjed



