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Jaminaea angkorensis

- Objavena zo vzoriek z roku 2006, publikovany nalez 2009
- N3ajdena v rozkladajucom sa listi v Kambodzi

- Zakladom pre vytvorenie noveho rodu
- Medzi ¢asom 4 nové druhy (2 v databaze NCBI Jaminaea lanaiensis, Jaminaea rosea a 2 v
literatare - Jaminaea pallidilutea, Jaminaea phylloscopi)

- Predpokladané fungicidne vlastnosti nepotvrdené
- Doposial publikovany iba mitochondrialny geném




Zhodnotenie vysledkov

- Gendmova sekvencia zostavena do 29 kontigov

- ldentifikované tRNA gény, porovnanie vyuzitych kodonov a kopii s inymi
druhmi

- ldentifikovanych dalSich 9 RNA génov

- Predikcia 7284 génov v poskladanom gendme - pouzité na zostavenie
fylogenetického stromu

- Preskumanie existujucich nastrojov na zostavenie a opravy malych genémov
- Vytvorenie viacerych nastrojov na konverziu a prispésobenie vystupov
existujuceho softvéru
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Pociatocné data

lllumina PE MinlON1 MinlON2
Priemerna dizka 101 (2x) 2,836 3,864.5
Median 101 1,841 1,786
Najdlhsie ¢itanie 101 163,344 420,011
Celkovy pocet baz 6,604,661,286 233,643,658 289,973,425
Pokrytie 330x 11X 14x

- Skorsia verzia assembly vytvorena Velvet assemblerom
- Mitochondrialny genom

- Anotovana 7980 baz dlha ribozomalna DNA sekvencia
- Obrazky pulsed-field gel elektroforézy
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Uprava lllumina dat pomocou Trimmomatic

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding) Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Skladanie genomu

- Problem precitat’ cely genom - vieme Citat’ len kratke fragmenty
- Testované programy:

- SPAdes (de Bruijn)

- Bez MinlON ¢itani
- S MinION g¢itaniami

- CANU (OLC)
- MinlON
- Miniasm (OLC)
- MinlON
Velvet | SPAdes | SPAdes I+M Miniasm
Pocet kontigov 150 155 87 41
NajdIhsi kontig 602,748 968,971 1,183,989 2,816,157
Velkost genému | 20,232,047 20,214,748 20,272,948 20,540,498
N50 223,699 286,195 436,155 813,073




Nasledne opravy

- Pilon - lokalne zlepsSenia kvality
- Pomocou zarovnania kratkych, kvalitnych Citani opravuje chyby v assembly
- 79,889 -> 3,228 -> 425 -> 45 zmien
- REAPR - odstranenie zle spojenych miest
- Vyuziva lllumina Citania na identifikaciu zle spojenych miest na zaklade nerovnomerného
alebo nizkeho pokrytia
- 80 identifikovanych miest, 4 nami vybrané rozdelené
- Hladanie oblasti so slabou celistvostou pokrytia pomocou zarovnani a uprav

- Zarovnanie dlhych Citani a SPAdes assembly voCi naSim kontigom, rozdelenie v nami
vybranych miestach identifikovanych pomocou REAPR
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Nasledne opravy

- Pilon - lokalne zlepsSenia kvality
- Pomocou zarovnania kratkych, kvalitnych Citani opravuje chyby v assembly
- 79,889 -> 3,228 -> 425 -> 45 zmien
- REAPR - odstranenie zle spojenych miest
- Vyuziva lllumina Citania na identifikaciu zle spojenych miest na zaklade nerovhomerného
alebo nizkeho pokrytia
- 80 identifikovanych miest, 4 nami vybrané rozdelené
- Hladanie oblasti so slabou celistvostou pokrytia pomocou zarovnani a uprav

- Zarovnanie dlhych Citani a SPAdes assembly voCi naSim kontigom, rozdelenie v nami
vybranych miestach identifikovanych pomocou REAPR
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Nasledné opravy

Pilon - lokalne zlepSenia kvality
- Pomocou zarovnania kratkych, kvalitnych Citani opravuje chyby v assembly
- 79,889 -> 3,228 -> 425 -> 45 zmien
REAPR - odstranenie zle spojenych miest
- Vyuziva lllumina Citania na identifikaciu zle spojenych miest na zaklade nerovhomerného
alebo nizkeho pokrytia
- 80 identifikovanych miest, 4 nami vybrané rozdelené
Hladanie oblasti so slabou celistvostou pokrytia pomocou zarovnani a uprav

- Zarovnanie dlhych Citani a SPAdes assembly voci nasim kontigom, rozdelenie v nami
vybranych miestach identifikovanych pomocou REAPR

LINKS - scaffolding

- Ziadne zlep$enie na naSom gendme
- Po nasekani gendmu ho zrekonstruoval naspat



Hladanie telomeér

- Telomeéry su repetitivne sekvencie na koncoch chromozémov

- Zarovnanie koncov kontigov voci sebe
- ldentifikovanych niekolko dvojic kontigov

- Tandem Repeat Finder

- 2869 identifikovanych opakujucich sa sekvencii
- Vybrané iba consensus sekvencie s vysokym skore (vela najdenych presnych opakovani)

- Ziadne opakovanie zdielané viac ako dvojicou kontigov
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Interpretovanie sekvencie

tRNAscan-SE

Organizmus J. angkorensis  U. maydis S. reilianum S. cerevisiae

Celkovy pocet 55

CMscan

Zarovnanie mtDNA, rDNA

_ONA_v3  JAMANG rDNA_v3
| I (I (N (N Al
| eukarya-26 55 _rRNA-23

110

106 273
RNA type Rfam ID
5" ureB small RNA RF02514
Group I catalytic intron RF00028
RNase MRP RF00030
TPP riboswitch (THI element) | RF00059
U1 spliceosomal RNA RF00003
U2 spliceosomal RNA RF00004
U4 spliceosomal RNA RF00015
U6 spliceosomal RNA RF00026
Small nucleolar RNA Z13/snr52 | RF00335




Porovnanie genomu s inymi druhmi

Protedmy ziskané z databazy Uniprot
9 pribuznych hub, jedna zvolena ako outgroup

Species Number of proteins
Jaminaea angkorensis 7,284
Malassezia globosa 4,274
Malassezia sympodialis 3,318
Pseudozyma antarctica 6,640
Pseudozyma brasiliensis 9,765
Pseudozyma hubeiensis 7,472
Sporisorium reilianum 6,673
Ustilago hordei 7,111
Ustilago maydis 6,806
Tilletiaria anomala 6,806
Cryptococcus neoformans 6,743




Porovnanie s inymi druhmi

- Hladanie ortologov pomocou BLAST a nasledného vyberu najlepSich vzajomnych
zhéd
- Spoloéné globalne zarovnanie vsetkych ortolégov pomocou MUSCLE

- Tvorba spolo¢ného fylogenetického stromu pomocou RAXML :
Malassezia globosa

Malassezia sympodialis

Tilletiaria anomala

Jaminaea angkorensis

Pseudozyma antarctica

Ustilago hordei

Pseudozyma brasiliensis
Sporisorium reilianum

—— Ustilago maydis

L Pseudozyma hubeiensis

Cryptococcus neoformans

0.2



Vytvorené nastroje

Prevody do BED formatu:

- tRNAscan-SEtoBED
- cmscanToBED
- trfToBED

Manipulacia dat:

- trfToConsensusFasta
- reaprMiddleCuts
- tRNAscan-SEcodonsToTex



DalSia praca

- Vyuzitie RNA-seq dat na identifikaciu transkribovanych oblasti na nasldnu
anotaciu

- Doplnenie udajov do genémoveho prehliadaca

- Popis poskladaného gendmu a analyza zisteni

- Vyuzitie inych programov na upravu Citani, spajanie kontigov a iné vylepSenia
(Nanocorrect, pyScaf,...)

- Refaktorovanie vytvorenych skriptov pre jednoduchsSie pouzitie



Dakujem za pozornost






Otazky



Strana 8.: Pidete pokrytie gendmu J.A. - odkial vieme diZku
tohoto genomu?

- Konzistentna dizka poskladaného genému z réznych dat a algoritmov
(rozpatie cca. 20-22 Mbp)

Velvet | SPAdes | SPAdes I+M Canu Miniasm
Najdlh$i kontig 602,748 968,971 1,183,989 2,859,557 2,816,157

Velkost’' genému | 20,232,047 20,214,748 20,272,948 20,826,098 20,540,498



Strana 15.: Obrazok 2.2 je nedostatoCne vysvetleny - kolko a
ake dlhé chromozomy predpokladame na zaklade
elektroforézy? Je znamy pocCet chromozémov pre J.A. popr.
pribuzné druhy?

- Mohla by mat’ 8-10 chromozdémov radovo v rozsahu chromozdémov S. cerevisiae (4 chromozomy su
medzi 1-2 Mbp (najvacsi ma cca 2 Mbp) a ostatné su mensie 0.5-0.9 Mbp).!

Na zaklade samotnej dizky genému pocet nesedi - zrejme je chromozémov viac (20Mb/10 = 2Mbp
priemer)

1. Nosek, J., parafrazované
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Porovnanie s inymi druhmi

Malassezia globosa

Malassezia sympodialis

Tilletiaria anomala

Jaminaea angkorensis
Pseudozyma antarctica
Ustilago hordei
Pseudozyma brasiliensis
Sporisorium reilianum

—— Ustilago maydis

L Pseudozyma hubeiensis

Cryptococcus neoformans

0.2

Jaminaea rosea

Saccharomyces cerevisiae

Vel’k’ost’
genému
8.96
7.73-7.87
18.70
20.88
18.08
21.15-27.05
17.32
18.52
19.66 - 20.62
18.44 - 21.32
18.59
16.61
12.12

Pocet
chromozoéomov

? (29)

- (27)

23

23

14
-(21)
16



DiZka kontigov nie uplne sedi s predpokladanou diZkou z
elektroforézy. Ako si to vysvetfujete? Mohlo by toto byt’
vysvetlené inym poctom repetitivhych sekvencii?

- Repetitivne sekvencie su vo vSeobecnosti problémom pre assemblery

MinlON data by mali mat dostato&nu dizku na ich pokrytie (v assembly len 4 najdené
repetitivne Casti dlhSie ako priemerny read, OLC assembler)

REAPR vsak na zaklade distribucie pokrytia parovymi readmi povazoval repetitivne sekvencie
v assembly za problematické

- Nenasli sme telomericku sekvenciu

- Chybaju data z krajov chromozémov
Kontigy su fragmentovanejSie, niektorych kombinacia méze zodpovedat chromozému

https://www.nature.com/articles/nbt.4060



https://www.nature.com/articles/nbt.4060

Strana 19.: Cim si vysvetlujete, Ze sa nepodarilo spojit
kontigy nastrojom LINKS? Bolo by mozné pouzit’ iny nastroj?

- Doévody:
- Zle pouzité parametre (vzdialenost medzi parmi k-merov, % odchylkxvzdialenosti)
- Chyba v assembly znemozZznujuca spojit spravny par kontigov (zly pocet repeticii, chybny spoj)
- Potencialne rieSenie:agresivnejSie sekanie sekvencie REAPRom, vacsia povolena
odchylka

65 kb

canu-spades.bigwig

canu-minion-cut500.bigwig

canu-minion.bigwig

canu-minion-cut2000.bigwig
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FCD FCD FCD

- Assembly
- Ano, napr. pyScaf

- Reference-based scaffolding



Otazky



