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ABSTRAKT

Tato bakaldrska praca sa zaoberd analyzou pangendému u bakteridlnych populacii. V
prvej Casti je opisany gendém, pseudogény, baktérie vratane ich genému, pangeném a
jeho sucasti. Uvedeny je popis Styroch vybranych nastrojov na analyzu pangenému. V
praktickej Casti je prevedené testovanie tychto nastrojov a porovnanie ich vystupov pre
gendém danej baktérie. Nakoniec je navrhnuty algoritmus pre vlastnd metdédu analyzy,
opisany je vlastny program a ziskané vysledky.

KLUCOVE SLOVA
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ABSTRACT

This bachelor thesis deals with pan-genome analysis for bacterial populations. The first
part specifies genome, pseudogenes, bacteria and its genome, and pan-genome including
its components. Following part introduces four tools for pan-genome analysis. Testing
of these tools against specific bacterial genome and their comparison is mentioned in
practical part. Lastly, an algorithm is implemented for creating new pipeline, and a code
and obtained results are described.
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Uvod

Tato bakalarska praca sa zaoberd metédami analyzy pangenému. Pokrokmi v sek-
venovani dat bolo u bakteridlnych populacii experimentalne preukazané, ze v jed-
notlivych bakteridlnych izolatoch sa gény vyskytujui v réznom pocte. Pangeném je
preto svojou stavbou velmi uzito¢ny na definovanie a popis bakterialnych druhov.

Od definovania pojmu pangeném bolo vytvorené mnozstvo nastrojov na jeho
analyzu. Tie sa rozne odlisuju vstupnymi a vystupnymi datami, procesom spraco-
vania dat, ovladanim, a nemusia byf jednoznacne definované. Pre tcel tejto prace
boli porovnané styri nastroje.

Pangenomova analyza nam pontka lepsie pochopenie kmenov hlavne patogén-
nych baktérii na zaklade ich podobnosti aj odlisnosti. Vysledky analyz ponikaja
nové poznatky a mézu sluzit na dékladnejsie studium taxonémii a genetickych odlis-
nosti. V neposlednom rade je analyza pangenému dolezita pre terapeutické postupy
v medicinskej sfére, v roznych biotechnologickych a genetickych aplikaciach.

V teoretickej Casti tejto prace je cielom oboznamif Citatela s genémom, pange-
némom a baktériami. Nasledne si opisané metody analyzy pangenému pomocou
nastrojov, ktorymi st panX, PGAdb-builder, BPGA a Roary.

V praktickej ¢asti je prevedené otestovanie danych nastrojov a opisané si vstupy,
vystupy a ovladanie jednotlivych néastrojov. Vysledky testovania su opisané pre ge-
ném Streptococcus pneumoniae. Obsahom praktickej casti je tiez navrh vlastnej me-
tody programu na analyzu pangenému a popis jeho funkcii. Program je nakoniec

otestovany na upravenom datasete.
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1 Teoreticka cast

1.1 Gendém

Gendm je kompletny stibor genetickej informacie organizmu. Obsahuje vsetky infor-
macie potrebné k jeho spravnemu fungovaniu. Termin geném bol prvykrat opisany v
roku 1920 Hansom Winklerom, ktory geném opisuje ako subor haploidnych chromo-
zémov, ktoré spolu s prislusnou protoplazmou Specifikuje materidlne zaklady druhu
.

Gendém sa rozdeluje na segmenty DNA nazyvané exény, ktoré definuju funkéné
gény, a na nekédujice tseky DNA nazyvané intrény. Rozozndvame eukaryoticky
geném a prokaryoticky geném. U toho prvého je jeho priemerns dizka 3 200 Mbp a
tvori linedrne molekuly DNA [2]. O prokaryotickom genéme si viac povieme v kap.

2.1

1.1.1 Ortolégne a paralégne gény

V analyze pangenému je dolezité rozumief pojmu ortologne gény. Ortologne aj pa-
ralégne gény patria pod homoldgne gény, teda sa vyvinuli zo spoloéného (ancestral-
neho) génu.

Rozdiel je ale v tom, ze ortoldégne gény su gény roznych kmenov, ktoré vznikli
Speciaciou ancestralneho génu a paralégne gény su vysledkom duplikacie ancestral-
neho génu. Ortologne gény sa vyuzivaji na analyzu funkénych génov, pretoze st

viac spolahlivé ako paraldgne, ktorych funkcia sa duplikdciou ¢asto meni [3].

1.1.2 Pseudogény

Pseudogény sa povazuju za useky genému, ktoré si podobné ozajstnym génom, ale
nedochadza v nich k transkripcii alebo translacii, pretoze nukleotidova sekvencia
bola pozmenena mutéciou. Niektoré mutacie maji len maly vplyv na aktivitu génu,
pricom iné moézu zmenou len jedného nukleotidu spdsobif nefunkénost génu. Tieto
pseudogény sa nazyvaju konvencné (z angl. conventional).

Druhou skupinou pseudogénov sii spracované (z angl. processed). Tieto vznikaji
pocas génovej expresie z mRNA kdpie génu transkribovanej z funkénej DNA, ktora
sa nasledne opét vlozi do gendému, grafické znazornenie jeho vzniku je na obr. [1.1]
Kedze je kopiou mRNA, spracovany pseudogén neobsahuje introny a tiez nukleoti-
dové sekvencie zodpovedné za zapinanie expresie, ¢o definuje jeho neaktivitu [2].

Pseudogény sa v bakterialnych genémoch vyskytuju pravidelne, dokonca aj v

tych najmensich. Ich pocet je v rozmedzi od 27 do 337 [4]. Uvadza sa, Ze viac ako
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Obr. 1.1: Pévod spracovaného pseudogénu, upravené a prevzaté z [2].

polovica pseudogénov vznikla z génov anotovanych ako hypotetické alebo nezname.
Vyskytuju sa vo velkom pocte v genomoch patogénnych baktérii, ktoré sa zoskupuju

s hostitelom, v porovnani s ich volne Zijacimi pribuznymi [4], [5].

1.2 Baktérie

Baktérie st jednobunkové prokaryotické organizmy. Na rozdiel od eukaryotov neob-
sahuji jadro a iné membranové organely. Na povrchu bakteridlnej bunky sa moézu
nachadzat rozne utvary, ako napriklad biciky, fimbrie alebo ochranna vrstva nazy-
vana kapsula. Samotny povrch je tvoreny bunkovou stenou z peptidoglykanu, ktory
hraje tlohu pri rozliSovani baktérii na grampozitivne a gramnegativne. Genetické
informacia baktérii je obsiahnuta v nukleoide, ktory sa volne pohybuje v cytoplazme.
Okrem neho sa pod bunkovou stenou a cytoplazmatickou membranou nachadzaja
plazmidy, ribozémy a inkltzie. Plazmidy obsahuji dodatoéni genetick informa-
ciu v kruhovej molekule. Uvadza sa, ze plazmidy moézu obsahovat gény, ktoré su
zodpovedné za rezistenciu baktérii voci antibiotikdm [6], [7].

Baktérie maju rozne tvary bunkového tela, ako napriklad gulovité (koky), ty¢in-
kovité (bacily), Spirdlovité (spirilly, spirochéty), vInité (vibrid) ¢i dokonca hviezdi-
covité [§].

Vyskyt baktérii je roznorody. Nachadzaju sa v kazdom biotope na zemi a oby-
vaju aj iné organizmy, vratane ludi. Mnohé vytvaraju komenzalické, ¢i dokonca
symbiotické vztahy. Relativne len maly pocet baktérii je patogénnych, zapricinujuci
choroby ¢i infekcie [9)].

Baktérie sa rozmnozuji nepohlavne, a to najcastejsie bindrnym delenim. Tento

proces zacina zvacsenim materskej bunky, ktora zdvojnasobi svoj obsah. Dochadza
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k replikacii bakteridlnej DNA, nésledne sa v strede vytvori septum, ktoré bunku

rozdeli na dve identické dcérske bunky [10].

1.2.1 Bakterialny geném

Hlavna cast bakteridlneho genému je obsiahnuta v nukleoide. Ten je u vécsiny bak-
térii tvoreny jednym kruhovym chromozémom, aj ked existuji vynimky v podobe
linedrneho chromozému u druhov Borrelia a Streptomyces [11]. V porovnani velkosti
je bakteridlny geném mensi nez eukaryoticky a dosahuje velkosti do 10 Mbp. U nie-
ktorych baktérii geném zahfna nielen gény ulozené v nukleoide, ale aj v plazmide
[5].

Bakterialny geném obsahuje len velmi mélo nekédujicej DNA a pozostava hlavne
z funkénych Casti, ktoré kdéduju proteiny. V priemere tvoria funkéné gény 85-90 %
genému, pricom u niektorych genémov modze protein-kdédujica hustota dosahovat
menej nez 40 %. Mnohé z tychto baktérii si patogénne alebo obsahuju velky pocet
pseudogénov [12]. Bakteridlne genémy teda vykazuji velkd korelaciu medzi velkos-
tou genému a poc¢tom funkénych génov, pre porovnanie s inymi organizmami je

uvedeny obrazok [1.2]

1.2.2 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae je grampozitivna, anaerébna, patogénna baktéria. Tvori dvojice (dip-
lokoky) s okrihlym, ale zaspicatenym tvarom. Velkost genému sa pohybuje v roz-
medz{ od 0,36 Mbp do 9,62 Mbp, s priemernou dizkou 2,12 Mbp. Pocet génov je
priemerne 2 181 a pocet pseudogénov priblizne 144. Pneumokoky obyvaju sliznicu
hornych dychacich ciest ale mézu migrovat aj do plic. S. pneumoniae spésobuje
infekcie dychacich ciest, ktorym zvycajne predchadzaji iné ochorenia zapric¢inujice
oslabentl imunitu. Za najcastejsie ochorenia je povazovany zapal plic, meningitida,
bakterémia, sinusitida a zépal stredného ucha [14]. Baktéria sa prenasa kvapockami
vo vzduchu.

V prevencii proti pneumokokovym infekciam je vyuzivana hlavne terapia anti-
biotikami a vakcinacia. Nevyhodou antibiotik st mutacie baktérie, ktoré sposobuji
rezistenciu voci réznym druhom antibiotik. Ockovanie proti pneumokokom je vhodné
najma pre deti, starsich Iudi a pre ohrozené skupiny osob.

Streptococcus pneumoniae bol v tejto praci pouzity na testovanie vybranych né-

strojov pre analyzu pangenému.
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Obr. 1.2: Jednotlivé zavislosti medzi velkostou genému a poctom funkénych génov,
upravené a prevzaté z [13].

1.3 Pangeném a jeho suicasti

Termin pangeném (pan, pévodom z gréctiny, ¢o znamena cely, uplny) bol prvykrét
pouzity v $tudii z roku 2005 od Tettelin a kol. [15]. Pangeném je v 1iom defino-
vany ako sposob opisania bakteridlnych druhov a skladd sa zo zdkladného (z angl.
core), postradatelného (z angl. dispensable, ¢asto uvadzaného aj ako accessory), a
jedinecného (z angl. unique) genému. Grafické zndzornenie pangenému je na obr.
.ol

Vo vseobecnosti sa da povedat, ze pangeném definuje cely genémovy stbor da-
ného fylogenetického kladu, ¢ize reprezentuje vsetky DNA sekvencie daného kladu
[16].

V odbornej literatire sa rozchadzaji definicie rozdelenia pangenému, v tejto
praci sa ale budem drzat rozdeleniu podla Tettelina, pricom postradatelny geném
este rozlisSim na shell a cloud podla Livingstona [17].
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Obr. 1.3: Prelinanie jednotlivych casti pangenému.

1.3.1 Zakladny geném

Zakladny geném obsahuje gény vyskytujice sa vo vSetkych kmenoch v ramci kladu.
Véacsina tychto génov nesie informéacie o zakladnej biologickej podstate kmena a
patria do skupin prevadzkovych (z angl. housekeeping) génov, ktoré si zodpovedné
za bunkovy obal, regulacné funkcie, transport a véizbu proteinov, a jeho hlavné
fenotypové znaky:.

Niektoré zdroje zédkladny geném rozdeluju este na hard core gény, ktoré je mozné
najst vo viac ako 99 % genémoch a soft core gény, ktoré tvoria 95 % - 99 % gendémov

[16], [17].

1.3.2 Postradatelny a jedinecny geném

Postradatelny geném, ktory je vo vedeckych publikaciach ¢asto uvadzany aj ako do-
datoény genoém, teda podla pomenovania zahina doplnkové gény, pritomné v dvoch
alebo viacerych kmenoch, ale nie vo vSetkych. Tato c¢ast genému nie je podstatna
pre prezitie, kedze mdze chybat aspon u jedného kmena v ramci druhu, podiela sa
ale na druhovej rozmanitosti kmena [I1§], [19].

Shell ¢ast postradatelného genému je reprezentovand génmi ndjdenymi vo vacsine
genémov, ich vyskyt sa pohybuje v rozmedzi 15 % - 95 %.

Cloud cast je zlozena z génov obsiahnutych len v mensine genémov, ¢o predsta-

vuje menej ako 15 % genémov [17].
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Jedine¢ény gendém je jedinecény pre kazdy kmen. Gény mu patriace tvoria priblizne
1,5 % genému [19)].

1.4 Analyza pangenému

Rozvojom pocitacovych metdéd a nahromadenim sekvenacénych dat v poslednych
dekadach sa stala analyza pangenému dolezitym clankom pre lepsie spracovanie
mnozstva genémovych dat. V neposlednom rade je pangenomova analyza uzitoc-
nym néastrojom pre pochopenie vyvoja a vztahov bakteridlnych kladov. To moze v
medicinskych aplikaciach najst uplatnenie napriklad v cielenej liecbe bakteridlnych
onemocneni.

Od vytvorenia prvych nastrojov na pangenémovi analyzu v roku 2010 (Panseq
a PanCGHweb) bolo predstavenych cez tucet balickov a nastrojov. Vsetky maji
podobné funkcie, ale kazdy z nich ma svoje charakteristické znaky a hranice. St
schopné zhlukovania ortolognych génov, identifikacie jednonukleotidového polymor-

fizmu (SNP), konsStruovania fylogenetickych stromov a profilovanie génov [20].

1.4.1 panX

panX je volne dostupné webové prostredie na studium a vizualizaciu bakteridlnych
pangenémovych dat. V postupe programu si ako hlavné body uvedené:

1. Rozdelenie velkych anotovanych genémov na gény.

2. Zhlukovanie génov do ortolognych skupin.

3. Urcenie zakladného (core) genému.
panX vyuziva ako vstup anotované genémy v GenBank forméate. Na identifikova-
nie homolégnych skupin génov vyuziva panX algoritmus na hladanie podobnosti
DIAMOND. Jeho vystupom je stbor so vsetkymi parmi génov s vyznamnym skore
podobnosti, ktoré sluzi na vstup pre Markovov klastrovaci algoritmus (MCL). MCL
nasledne zhlukuje gény do ortolégnych klastrov. Kedze naivy algoritmus DIAMOND
by mohol byt pre skupiny tisicov genémov nerealizovatelny, aplikuje sa stratégia
rozdeluj a panuj na podskupiny 50 genémov, z ktorych sa ziskava redukované repre-
zentativna sekvencia, a nakoniec sa z tychto pseudogenémov skonstruuji kompletné
zhluky.

Po urceni zakladného genému sa dalej skimaju dalSie vlastnosti, ako vytvorenie
fylogenézy pomocou SNP, konstruovanie fylogenetickych stromov pre jednotlivé gény
a mapovanie pritomnosti alebo nepritomnosti génu v strome pre zédkladny genoém.

Vystupom je interaktivne prostredie s roznymi tabulkami, grafmi a stromami.

Grafy podéavaju informécie o zakladnej statistike pangenému a umoznuja filtraciu
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ziskanych vysledkov podla dlzky ¢ poétu génov. Jeden graf zobrazuje podiel zdklad-
né¢ho a postradatelného genému, pricom kazdy z nich je mozné kliknutim vybraf.
Druhy graf predstavuje zhluky zoradené podla klesajiceho poc¢tu kmenov v zhluku,
posuvnym oknom sa daji nastavit hranice vymedzujice zédkladny a postradatelny
gendm.

Tabulky obsahuju statistiky a anotacie pre génové zhluky, zobrazenie zarovnania
génov a taktiez aj informécie o metadatach. Stromy vyobrazuju zakladny geném a

fylogeneticky strom. Rozlozenie stromov je lahko mozné preusporiadat [21].

1.4.2 PGAdb-builder

PGAdD je skratka pre databdzu alel pangenému, (z angl. pan-genome allele da-
tabase). PGAdb-builder je teda volne dostupny webovy néstroj na skonstruovanie
pangenomickej databazy. Server tohto nastoja zahina dva funkéné moduly, a to Bu-
ild PGAdb na vytvorenie databazy a Build wgMLSTtree na zostrojenie wgMLST
stromu, ktory udava geneticku pribuznost sekvencii. wgMLST (z angl. whole genome
multilocus sequence typing) predstavuje typizaciu multilokusovej sekvencie celého
genému.

Ako prvy krok pri postupe wgMLST sa vyuziva stanovenie pangenomickej da-
tabazy alel. Je to rozsireny princip roztriedenia dat z celogenémového sekvenovania
(WGS) pre porovnavanie a analyzu rozlozenia génov.

Vstupom do prvého modulu st FASTA stibory genémov, z ktorych si vytvorené
anotacie pouzitim postupu programu Prokka [22]. Nasleduje umiestnenie proteinov
do ortolégnych zhlukov cez postup programu Roary [23] a paralégne gény su z da-
tasetu vynaté. Ortolégne zhluky pozostavaju z proteinovej rodiny, oznacovanej ako
lokus, so sekvenc¢nou identitou nastavitelnou medzi 90 % a 99%. V dalsom kroku
su prevedené na nukleotidové sekvencie z dovodu vytvorenia idajov o alelach pan-
genému. Lokusy pangenomického datasetu si zakédované a jednotlivym alelam v
lokuse su priradené cisla od 1.

Build  wgMLSTtree modul porovnava vstupné genémové data s PGA databé-
zou vytvorenou v prvom module cez BLASTN. Ak je alela pritomna v lokuse, je
jej priradené vopred definované ¢islo. Ak chyba, je oznacend nulou. Po ukonceni
je pre dany geném vytvorend alelicka sekvencia, z ktorej je skonstruovany dendro-
gram vyuzitim metédy UPGMA, ¢o predstavuje metédu nevazeného péarovania s
aritmetickym priemerom.

Vystup modulu Build_PGAdb obsahuje:

e sumar nastaventi,

o kolacovy graf vykreslujici podiel zakladnych, postradatelnych a jedinec¢nych

génov,
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o sumarnu tabulku
» zaskrtavacie policka na vyber definovanej schémy;,
o tlacidla pre vytvorenie wgMLST stromu a stiahnutie vysledku.
Vystup Build wgMLSTtree modulu obsahuje sumér nastaveni, strom genetickej

pribuznosti a zoznam stiborov na stiahnutie [24].

1.4.3 BPGA

Anglicky nazov Bacterial Pan Genome Analysis tool pre skratku BPGA, v preklade
nastroj pre analyzu bakteridlneho pangenému je velmi rychly postup programu s via-
cerymi modulmi pre komplexné vyhodnotenie pangenému. BPGA je mozné stiahnut
a spustit na operac¢nych systémoch Windows a Linux aj s potrebnymi doplnkami.
Vstupom do programu moézu byt tri rézne stibory:

o GenBank subor,

e subor s proteinovou sekvenciou: standardny fasta format, alebo

e bindrna matica
Spracovanim vstupu sa ziskavaju stibory na vytvorenie zhlukov ortolognych génov
alebo proteinov. Ako v jedinom pangenomickom néastroji si uzivatel moze vybrat z
troch dostupnych zhlukovacich néstrojov, a to USEARCH, CD-HIT a OrthoMCL,
ktoré podavaju takmer rovnaké vysledky. Vystup zhlukovania generuje maticu pri-
tomnosti/nepritomnosti génu, ktord vstupuje do dalsich analyz.

BPGA dokopy zahifna 7 funkénych modulov:
Analyza profilu pangenému.
Extrakcia sekvencie pangenomu.
Analyza vynimocnej génovej rodiny.
Analyza atypického C-G obsahu.

Funkcéna analyza pangenému.

A

Fylogeneticka analyza druhu.

7. Analyza vybranej mensej podskupiny.
Prvé tri moduly st zabudované v jednom kroku standardnej pangenomickej analyzy.
T4 zahina rozdelenie ortolognych zhlukov do zakladného, postradatelného a jedinec-
ného genému. Taktiez vytvara grafy casti pangenému a rozpoznava génové rodiny
vyluéne pritomné alebo nepritomné v Specifickom genéme.

Analyza atypického C-G obsahu vyberd sekvencie génov majice znacne vyssie
alebo nizsie obsahy C-G oproti priemeru.

Funkéné analyza pangenému prevadza COG a KEGG (Kyoto Encyklopedia od
genes and Genomes) prirovnania pre reprezentativne sekvencie vsetkych rodin orto-

l6gnych génov a funkéne porovnava jednotlivé casti pangenému.
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Modul fylogenetickej analyzy druhu vytvara fylogenetické stromy a modul ana-
lyzy vybranej mensej podskupiny spracovava uzivatelom vybrané podskupiny geno-

mov, ktoré si moze vybrat na zdklade akychkolvek vlastnosti organizmov [26].

1.4.4 Roary

Roary je volne dostupny nastroj vyznacujuci sa rychlou analyzou pangenému aj pre
tisicky vstupnych izolatov. Na spustenie nastroja je potrebné si stiahnut dostupné
balicky a samotna analyza sa potom spusta zadanim prikazu v prikazovom riadku
s odkazom na vstupujice sibory.

Vstupom do postupu programu st anotované .gff sibory pre jednotlivé genémy.
Zo stuborov su vynaté kédujice sekvencie, ktoré su nasledne prevedené na proteinové
sekvencie a filtrované, aby sa odstranili parcidlne sekvencie a dalej sa postupuje pred-
zhlukovanim podla CD-HIT.

7 redukovanych sekvencii je prevedené porovnanie kazdé-proti-kazdému cez BLASTP
s volitelnou identitou sekvencii. Tie st potom zhlukované MCL metédou a vysledky
su zlucené s pred-zhlukovanim z CD-HIT. Homol6gne skupiny st roztriedené do
skupin pravych ortolégnych génov vdaka informéaciam o konzervovanych génoch.

Vytvoreny je aj graf opisujuici vztahy medzi zhlukmi na zaklade poradia vyskytu
vo vstupnych datach, ¢im sa zhluky mozu usporiadaf. Izolaty st potom zoskupené

podla pritomnosti génu v postradatelnom genéme [23].
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2 Prakticka cast

2.1 Testovanie nastrojov pre analyzu pangenému

Na testovanie nastrojov bola vybrand baktéria Streptococcus pneumoniae a genémy
jej kmenov ziskané z databazy NCBI. Na analyzu bolo vybranych 52 genémov jej
kmenov, ktoré poniika aplikdcia panX. Genémy boli z NCBI stiahnuté ako Assem-
bly so vSetkymi potrebnymi stibormi z GenBank databéazy, alebo v 11 pripadoch
z RefSeq databézy, ich podrobnejsi popis je uvedeny v tabulkdch [A.T] [A.2] a [A.3] v
prilohe. V jednom genéme pod identifikatorom NC_ 021004 sa ale vyskytol problém,

pretoze geném bol z databdzy vymazany, a preto sa v aplikaciach PGAdb-builder,
BPGA a Roary pracovalo so zvysnymi 51 genémami.

Priemerna velkost genému je 2,12 Mbp a priemerny pocet génov je 2 162.

2.1.1 panX

Vystupom testovania webovej aplikdcie panX je interaktivne webové okno s grafmi
a tabulkami. Z kolacového grafu na obr. bolo zistené, ze z celkového pocétu 3 582
génov, 31 % pangenému tvori zékladny gendém, to predstavuje 1 122 génov, ktoré sa
vyskytuju v kazdom kmeni. 68 %, ¢o je 2 459 génov, tvori postradatelny gendm.

Z tabulky génovych zhlukov (gene cluster table) boli zistené dalsie informacie o
pangenome. Najdlhsiu dizku génu ma nepomenovany gén s anotaciou ,accessory Sec-
dependent LPXTG-anchored adhesin” s dlZkou takmer 21 kbp vyskytujici sa len v
jednom kmeni. Najkratsi gén, ,hypothetical protein” je o dizke 72 bp, vyskytujici
sa v piatich kmenoch. Najvacsi pocet zmien v sekvencii (gene gain/loss event) génu,
18, ma NS_ transporter, bez zmien je 1 122 génov. Nevyhodou je, ze tato tabulka sa
neda exportovat pre dalsiu analyzu a taktiez nie je mozné urcit, presne ktoré gény
tvoria zakladny geném.

Vystupom je taktieZ fylogeneticky strom, zndzorneny na obr. 2.2

acc(68%), g 15

T T T
1,000 2,000 3,000

cutoff:1.00 gene

Obr. 2.1: Ukézka grafického vystupu webovej aplikacie panX.
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Obr. 2.2: Fylogeneticky strom znazornujici SNP v zédkladnom genéme.

2.1.2 PGAdb-builder

Po nahrani 51 genémov S. pneumoniae na server PGAdb-builer bol pozadovany
cas na spracovanie odhadnuty na 2,75 hodiny. Po prebehnuti analyzy na module
Build_ PGAdb bol v kold¢ovom grafe zobrazeny vysledok, zndzorneny na obr. [2.3] S.
pneumoniae podla PGAdb-builder obsahoval 5 424 lokusov, z ktorych 25 % (1 343)
patri zakladnému genému, 49 % (2 655) postradatelnému a 26 % (1 426) jedineénému
genému.

Vysledkom je tiez sumarna tabulka s najdenymi génmi, nie je z nej ale mozné
urc¢it, v ktorych konkrétnych genémoch sa jednotlivé gény nachadzaju, iba ich per-
centualny vyskyt.

Modulom Build wgMLSTtree bol vytvoreny dendrogram znazorneny na obr.
[2.4l Oznacenie koncovych vetiev si néstroj generuje sdm, a preto ich nie je mozné

jednoznacne priradit k samostatnym genémom kmenov baktérie.

2.1.3 BPGA

Vstupom do programu BPGA boli fasta sibory 51 genémov S. pneumoniae. Spus-
tend bola one-click analysis pre rychle spracovanie a identita sekvencii bola zvolena

na 95 %. Vo vysledku boli ziskané rozne grafy a tabulky, taktiez aj xcl stibory s
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Results of Build_PGAdb

Database ID: 1357892037
Number of uploaded genomes: 51
Minimum identity for blastp: 95%
Results:

Unique (1426)
26%

Dispensable (2655)
49%

Obr. 2.3: Vystupny kolacovy graf s ¢iselnymi hodnotami pocetnosti pre jednotlivé

Casti pangenému, ziskany z programu PGAdb-builder.

popisom vystupu. Z celkového pangenému s poc¢tom génov 1 996, je pocet zaklad-
nych génov 981, pocet postradatelnych génov priemerne 968 a jedinec¢nych génov
je v priemere 43. Vypocitany je aj pocet vynimocne chybajiucich génov, a to su 4
gény. Ziskané boli fylogenetické stromy, napr. pre celkovy pangeném, na obr. 2.5
Zaujimavy je graf COG distribucie, na obr. Histogram ukazuje rézne kategorie
a triedy funkcii zhlukov ortolognych génov. Mozeme z neho usudit, Ze najviac génov
zodpoveda za translaciu, rekombinaciu a opravu bunky a najmenej ich je zodpoved-

nych za pohyblivost bunky.

2.1.4 Roary

Po spusteni analyzy na 51 anotovanych stboroch S. pneumoniae boli vygenerované
dva sibory. Za zmienku stoji tabulka pritomnosti alebo nepritomnosti génu, v ktorej
st obsiahnuté informéacie o nazve génu, pocte izolatov, v ktorych sa gén vyskytuje
a iné ciselné data. Tabulka tiez ukazuje presne v ktorych izolatoch boli jednotlivé
gény najdené. Druhy stubor je vo forméate newick. Oba vystupné sibory st vstupom
do skriptu v jazyku Python pre grafické znazornenie vysledkov.

Najdélezitejsim vystupom je koldcovy graf na obr. 2.7 obsahujici informécie o
pocte génov tvoriacich pangeném a taktiez informéciu o tom, v kolkych izolatoch
baktérie sa nachddzaju. Zakladny geném tvori 1 022 génov, pricom sa rozlisuje aj
soft-core, ktory zahina 252 génov. Postradatelny geném Roary rozdeluje na jeho
cloud a shell cast. V shell ¢asti bolo najdenych 1 359 génov a cloud pangeném tvori
az 3 474 génov.

V grafickom vystupe je tiez obsiahnuty fylogeneticky strom a matica vyskytu
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Obr. 2.4: Dendrogram pre vsetkych 51 izolatov S. pneumoniae, ziskany z programu
PGAdb-builder.

génov v jednotlivych izolatoch baktérie, na obr.[2.8] z ktorej mozeme usudit, ako sa

izolaty zhoduju.
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Obr. 2.5: Fylogeneticky strom pangenému, ziskany z BPGA.

2.2 Porovnanie testovanych nastrojov

Vsetky nastroje sa v c¢iselnych hodnotach lisia vo velkosti celkového pangenému.
Najvacsi pocet génov, az 6 107 naslo Roary a najviac sa od neho lisi BPGA s
poctom 1 996 génov.

V urceni velkosti zakladného pangenému st nastroje celkom podobné, s priemer-
nym poctom génov 1 117. Najviac zhodné st BPGA a Roary, ktoré sa odlisuji len
o 41 génov, najmenej podobny vysledok ukazuji PGAdb-builder a BPGA, ktoré sa
lisia o 362 zakladnych génov.

V rozdeleni postradatelného pangenému st najviac zhodné vysledky z panX a
PGAdb-builder, ktoré v nom nasli 2 459 a 2 655 génov jednotlivo. Najviac ich naslo
Roary s poctom 4 822 a najmenej BPGA s 968 postradatelnymi génmi.

Vsetky nastroje teda vedia vy¢islit pocet génov v zdkladnom a postradatelnom
pangenéme. Vycislenie pre jedinecny pangenéom zahinajiu PGAdb-builder a BPGA,
ktoré sa ale v tejto hodnote velmi lisia. Roary rozdeluje postradatelny pangeném na
jeho shell a cloud c¢ast a taktiez urcuje hodnotu pre soft-core pangeném.

Vdaka moznosti ziskania informéacii o génoch boli porovnané stopercentné vy-
skyty génov z PGAdb-builder a Roary. Oba sa zhoduji v 512 génoch, vypisanych
v prilohe [B| pricom Roary zaradilo do zakladného genému dalsich 510 génov, ktoré
PGAdb-builder ako zdkladné nepoznd, a naopak, PGAdb-builder tak ucinil v 311
pripadoch, zndzornené na obr. 2.9

7 grafickych vystupov sa kazdy néastroj orientuje na niec¢o iné. Spolocné maju
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Obr. 2.6: Histogram COG distribtcie, ziskany z BPGA.

vykreslenie fylogenetického stromu a nejakd formu kolacového grafu, ktory repre-
zentuje rozlozenie pangendému, ten sa neobjavuje len u BPGA.

Uplne zakladni analyzu vykondva PGAdb-builder, ktory vo vistupe poniika len
tieto zmienené grafické vystupy a tabulku percentualneho vyskytu jednotlivych gé-
nov. Za nevyhodu povazujem dlhsie spracovavanie dat nez u ostatnych nastrojov, ¢o
moze robit problémy pri analyzach velkého poctu genémov.

panX okrem spomenutych grafov pontka aj tabulku s informéaciami o najde-
nych génoch, ako napriklad v kolkych genémoch izolatov baktérie si gény najdené
alebo ich dlzku. Nevyhodou tejto aplikdcie je nemoznost tieto déta Iahko exporto-
vat, pretoze je potrebné sa v tabulke preklikavat, a taktiez nemoznost analyzovat
iné genomy nez tie, ktoré ponika samotny nastroj.

BPGA sa na rozdiel od ostatnych nastrojov zameriava na funk¢ni analyzu pange-
nomu. V grafickych vystupoch ponika COG a KEGG distribucie aj pre jednotlivé
Casti pangenému a rozdeluje gény do skupin podla ich funkeii. Ciselné rozdelenie

pangenomu je obsiahnuté v jednoduchej .xlIs tabulke a pre jeho tplnost je potrebné
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Obr. 2.7: Kolacovy graf zndzornujuici rozlozenie génov v pangenéme podla Roary.
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Obr. 2.8: Fylogeneticky strom a matica zhody izolatov, ziskané z Roary.
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Roary = 1022 génov

I |
PGAdb-builder = 823 génov

Obr. 2.9: Porovnanie poctu génov so stopercentnym vyskytom u PGAdb-builder a

Roary.

ho dopocitat.

Roary pontka tabulku vyskytu génov s roznymi tdajmi, ktoré vdaka Tahkej do-
stupnosti mozu sluzit na dalsiu analyzu. Velkou vyhodnou je, zZe pre kazdy gén je
urcené, v ktorom izolate sa nachadza. Kolacovy graf zase poskytuje informécie aj o
cloud, shell a soft-core pangenéme, ¢o ostatné néastroje neanalyzuju. Zaujimava je
tiez matica vykreslujuca vyskyt génov v izolatoch, ktora pontka doplnujice infor-

macie o ich podobnosti. Vyhodou je rychlost analyzy.

2.3 Vlastny program get__pangenome

Vlastny program pre analyzu pangenému bol vytvoreny v programovacom jazyku
Python. Pri tvorbe boli vyuzité moduly os, re a Bio z ktorého boli importované
vybrané polozky SeqlO a pairwise2. Medzi hlavné body vlastného programu pre
analjzu pangenému patri nahranie vhodnych vstupnych dat. Dalej nasleduje zarov-
nanie vlozenych sekvencii podla vybraného algoritmu. Pre vyhodnotenie zarovnania
je vypocitand hodnota p-distance, ktorda nam poskytuje informéacie o zhode alebo
nezhode génov. Gény alebo sekvencie povazujeme za zhodné, ak je vysledkom p-
distance hodnota nizsia ako 0,05, teda ak st gény zhodné na 95%, naopak, hodnota

mensia ako 95% predstavuje nerovnaké gény. Tato hodnota bola zvolend preto, ze aj
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volne dostupné nastroje, ktoré boli analyzované v tejto praci pracujui pri zarovnavani
sekvencii prave s touto hodnotou zhody.

Vystupom programu je textovy sibor vo formate 'pangenome file.txt’, ktory
obsahuje informéacie o pocet génov v pangenéme a ich nazvy. Priklad vystupného

stuboru je zobrazeny na obréazku [2.10]

Vysledok: v pangenéme sa nachiddza 1366 génov, tieto to su:
ABC transporter, ATP-binding protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

transport protein

integrase core domain, putative
aminodeoxychorismate lyase

membrane protein, putative

hypothetical protein SPH_0658

pyruvate formate-lyase 3

neopullulanase

hypothetical protein SPH_1452

protein D1tB

peptidase, M20/M25/M40 family
3-dehydroquinate synthase

conserved hypothetical protein

ATP synthase (C/AC39) subunit
UDP-N-acetylglucosamine—-N-acetylmuramyl-(pentapeptide)pyrophosphoryl-undecaprenol N-acetylglucosamine transferase
transcriptional activator

galactoside O-acetyltransferase
conserved hypothetical protein
chlorohydrolase

phosphate-binding protein PstS 1 (PBP 1)
dihydroorotate dehydrogenase

ABC transporter, ATP-binding protein
hypothetical protein SPH_0604

cell wall surface anchor family protein
4-alpha-glucanotransferase
nitroreductase family protein

Obr. 2.10: Vystup programu zobrazeny v textovom editore.

Blizsi popis programu a jeho funkcii je uvedeny v nasledujicich kapitolach. Jed-
notlivé funkcie st v zavere volané a spustané v main funkcii. Vyvojovy diagram

navrhnutého programu je v prilohe [C]

2.3.1 Nacitanie genémov

Funkcia get_num__of files berie na vstup cestu k stboru s genémami vo FASTA
formate, ktoré obsahuju proteinové sekvencie prokaryotického organizmu.

Funkcia vo vystupe vrati zoznam s genémami na analyzu a ich pocet, priklad je

na obr. 2.11]

Gendémy na analyzu sl tieto: ['GCA_000019265.1_ASM1926v1_protein.faa', 'GCA_000019825.1_ASM1982v1_protein.faa',
'GCA_000019005.1_ASM1900v1_protein.faa', 'GCA_000019025.1_ASM1902v1 protein.faa', 'GCA_000018985.1_ASM1898v1_protein
.faa', 'GCA_000019985.1 ASM1998v1_protein.faa', 'GCA_000006885.1_ASM688v1_protein.faa', 'GCA_000014365

.2_ASM1436v2_protein.faa', 'GCA_000007045.1 ASM704v1_protein.faa', 'GCA_000018965.1 ASM1896v1_protein.faa'l
Pocet gendémov na analyzu je: 10

Obr. 2.11: Priklad vystupu funkcie get _num_ of files.

2.3.2 Zarovnanie a vypocet p-distance

Pomocou funkcie get alignment je zo zarovnania dvoch sekvencii ziskand hodnota

p-distance. Vstupom do funkcie st 2 sekvencie, ktoré porovnavame.
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V prvom kroku je podla modulu Bio.pairwise prevedené globalne zarovnanie 2
sekvencii. Ako parametre si zvolené skére zhody 1 a penalizacia medzery 0. Tym
padom je vysledné skore zarovnania rovné poc¢tu zhodnych znakov v zarovnanych
sekvencidch. Z prevedeného globdlneho zarovnania je ziskané celkové skére a dizka
zarovnania. Tieto premenné si pouzité pri vypocte hodnoty p-distance, ktora pred-
stavuje podiel rozdielnych znakov, alebo mutécif k dlzke sekvencie. V nagom pripade

sme p-distance nadefinovali ako
p — distance = (d — s)/d,

kde d = dl7ka zarovnania a s = skére zarovnania.

Vo vystupe ziskame logickti hodnotu True, ak je hodnota p-distance nizsia alebo
rovna 0,05, alebo logickt hodnotu False, ak je p-distance vyssia nez 0,05. Hodnota
0,05 predstavuje 95% zhodu medzi sekvenciami a bola zvolend preto, Ze aj volne
dostupné nastroje, ktoré boli analyzované v tejto praci pracuju pri zarovnavani sek-

vencii prave s touto hodnotou.

2.3.3 Hlavna analyza

Funkcia analyses do vstupu berie pocet genémov a ich zoznam. Vytvori prazdny
zoznam, ktory funguje ako vnoreny a do ktorého sa néasledne vlozia vsetky sekvencie
génov pre kazdy geném, ktory analyzujeme. Pred podrobnejsim popisom funkcie
je dolezité vysvetlit, Ze pri porovnavani 2 sekvencii je pri zhodnom naleze zaznam
druhej sekvencie oznaceny v zozname ako None.

Prechadza sa jednotlivymi genémami v zozname a vyberie sa dany gén. Ak ten
je oznaceny ako None, prechadza sa na dalsi gén. Ak gén nie je oznaceny ako None,
vyberie sa z neho samotna sekvencia a prechadza sa dalsim genémom, z ktorého sa
vyberie gén, a opéat sa kontroluje ¢i je zaznam oznaceny ako None. Ak ano, prechadza
sa na dalsi gén v druhom gendéme, ak nie, vyberie sa z génu z druhého genému
samotna sekvencia a zavola sa funkcia get alignment, ktora prevedie zarovnanie
sekvencii a vypocita hodnotu p-distance. Ak je na vystupe tejto funkcie logicka
hodnota True, teda sekvencie si zhodné, na mieste génu druhého genému bude
zaznam zameneny za None. A pokracuje sa na dalsi gén v druhom genéme. Takto
sa postupne prejdi vsetky gény z druhého genému a po ukonceni tohoto cyklu sa
prechadza na druhy gén v prvom gendéme a opat sa porovnava so vsetkymi génmi v
druhom gendéme. Postupne sa tymto zarovnaju gény metédou kazdy-proti-kazdému.

Po prebehnuti vsetkych génov vo vsetkych genémoch zoznam genes obsahuje aj
hodnoty None, ktoré st v dalSom kroku odstranené a vo vysledku si na vystupe

funkcie analyses ziskané zaznamy génov, ktoré tvoria samotny pangeném.
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2.3.4 Uprava nazvov

Kedze nazvy génov obsahuju okrem samostatného nazvu aj identifikatory jedinecné
pre kazdy genoém, funkcia pangenome tieto identifikatory spred aj za nazvom génu
odstrani, znazornené v priklade na obr. [2.12]

Pred dpravou: ['AAK74194.1 chromosomal replication initiator protein DnaA [Streptococcus pneumoniae TIGR4]', 'AAK74195.1
DNA polymerase III, beta subunit [Streptococcus pneumoniae TIGR4]', 'AAK74196.1 hypothetical protein SP_0003
[Streptococcus pneumoniae TIGR4]']

Po Uprave: ['chromosomal replication initiator protein DnaA', 'DNA polymerase III, beta subunit', 'hypothetical protein
SP_0003"']

Obr. 2.12: Priklad vystupu funkcie pangenome.

2.3.5 Vytvorenie vystupného siiboru

Pre viac prehladny vysledok je funkciou output_file vytvoreny textovy stubor, ktory
obsahuje na zaciatku spravu, kolko génov tvori pangeném a nasledne st vsetky nazvy

génov vypisané.

2.4 Testovanie programu get__pangenome

7 dovodu velkého mnozstva dat na analyzu a komplikovanost vlastného algoritmu,
ktory je vypoctovo velmi naro¢ny, nebolo mozné vlastnou metédou otestovat prog-
ram na tom istom datasete, ktory sa pouzil pri testovani jednotlivych néstrojov.
Preto bol tento dataset redukovany, aby bolo mozné ukazat aspon nejaky vystup,
ktory program get pangenome ponika. Zredukovany dataset obsahoval prvych 25
genomov z povodného datasetu. Genémy obsahovali prvych 100 génov z ich zazna-
mov. Po prevedeni analyzy sme vo vystupnom textovom sibore ziskali informacie
0 pocte génov v pangenéme aj ich vypis. Pangeném z redukovaného datasetu tvori
celkovo 1366 génov, ukazka vystupného suboru je na obr.

Vlastny algoritmus by sa dal vylepsit napriklad rozdelenim celého datasetu na
mensie casti a aplikaciou metody rozdeluj a panuj. V mensich castiach by prebiehala
analyza paralelne a nasledne by vysledky z mensich c¢asti boli porovnavané a ana-
lyzované medzi sebou. Program by sa dal doplnit aj o vycislenie jednotlivych casti

pangenomu, vykreslenie kolacovych grafov alebo fylogenetickych stromov.

31



Zaver

Obsahom tejto bakalarskej prace je popis nastrojov na analyzu pangenému pre bak-
terialne populéacie a navrh vlastnej metédy.

V prvej polovici teoretickej Casti prace st popisané poznatky o genéme a pange-
néme s dérazom na ich funkciu a zmysel u bakteridlnych populacii.

Druha polovica sa zameriava na popis nastrojov, ktoré sa vyuzivaji na analyzu
bakteridlneho pangenému. Vybrané boli Styri nastroje, a to panX, PGAdb-builder,
BPGA a Roary. Prvé dva néstroje boli vybrané z dévodu lahkej dostupnosti na we-
bovych serveroch, BPGA a Roary je potrebné nainstalovat do pocitaca, ale vyzna-
cuju sa rychlostou analyzy. Spoloé¢nym znakom vybranych nastrojov je jednoduché
ovladanie. Ich otestovanie slizilo na porovnanie ich vlastnosti, funkcii, vstupov a
vystupov z jednotlivych programov.

Prakticka cast sa zameriava hlavne na popis vysledkov jednotlivych nastrojov a
zobrazené su aj grafické vystupy. Testovanie nastrojov bolo prevedené na genémoch
patogénnej baktérie Streptococcus pneumoniae, pricom pre panX bolo pouzitych 52
genomov jej izolatov a pre zvysné tri nastroje bolo pouzitych 51 genémov. Zmena
bola vykonana z dévodu odstranenia jedného genému z RefSeq databazy.

Porovnanim vysledkov Styroch vybranych nastrojov na analyzu pangenému mo-
zeme povedaf, ze vystupy sa lisia, ale zaroven si si podobné. Kazdy nastroj sa vo
vystupe zameriava na nieco iné a pontka rozne metddy spracovania.

Druha polovica praktickej casti je zamerana na vlastni analyzu pangendému.
Algoritmus bol vytvoreny v programovacom prostredi Python. V praci si popisané
jednotlivé funkcie, ktoré v skripte figuruju, ich vstupy aj vystupy. Algoritmus spociva
v spracovani vstupnych dat, zarovnani sekvencii kazda-proti-kazdej, a vo vypocte
hodnoty p-distance, podla ktorej si gény ukladané do pangenému. Nasledne si
vysledky upravené pre lepsie hodnotenie a ulozené do vystupného textového stiboru.

Vzhladom na vypoctovi narocnost algoritmu a velké mnozstvo vstupnych dat
bolo testovanie prevedené na zredukovanom datasete, aby bolo jednoznacné, ze prog-
ram funguje. Tento dataset obsahoval prvych 25 genémov z povodného datasetu,
ktoré mali po 100 ganov. Vo vysledku sme ziskali textovy stbor s nadzvami génov v
pangendme a ich pocet, ktory program vycislil na 1 366 génov.

Na zaver sa dé povedaf, ze vysledky testovanych nastrojov vykazuju najvacsiu
podobnost v ¢iselnych hodnotach pre zakladny pangeném. V celkovej velkosti pan-
genéomu a jeho ostatnych casti sa vysledky lisia. Grafické vystupy néstrojov si v
zéklade podobné ale kazdy ma svoje Specifika. Podla rychlosti spracovania dat a
grafického ¢i tabulkového vystupu by som ako najlepsi nastroj na analyzu pange-
nému vyhodnotila Roary. Nastroj je lahko ovladatelny, pontuka jednoduché grafické

vystupy a zaradenie najdenych génov je najviac presné.
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Nejednoznacnost vysledkov jednotlivych nastrojov svedéi o motivacii vytvarat

nové nastroje na analyzu pangenéomu, alebo vylepsovat tie uz zname.
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Zoznam symbolov a skratiek

bp

C-G
COG
DNA
KEGG
kbp

Mbp
mRNA
NCBI
SNP
UPGMA
wgMLST

WGS

parov baz

cytozin - guanin

zhluky ortolégnych génov

deoxyribonukleova kyselina

Kyotska databaza génov a genémov

kilo parov baz

mega parov baz

mitochondridlna ribonukleova kyselina

National Center for Biotechnology Information
jednonukleotidovy polymorfizmus

metoda nevazeného parovania s aritmetickym priemerom
typizacia multilokusovejsekvencie celého genému

celogenémové sekvenovanie
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A Tabulky

Tab. A.1: Zoznam informécii o pouzitych genémoch S. pneumoniae.

Ornacent Dizk

ZRAceme | Identifikator Tzolt 72 | Gény | Databaza
sekvenacnych dat [Mbp]

n TIGRA4; AT
GCA_000006885 | v 103028 GREATCC ) 16 19176 | GenBank
1 ASM68sv1 BAA-334
GCA_ 000007045

_ NC 003098 R6 2,04 2071 GenBank
1 ASM704v1
GCA_ 000014365

_ NC 008533 D39 2,05 2075 GenBank
2 ASM1436v2

A 00001
GOA_O000I8965 1 Ny 19468 | 70585 2,18 | 2247 | GenBank
1 ASMI896v1
GOA_O00018985 | 1y (19466 | J7A 2,12 | 2169 | GenBank
1 ASMI898v1

A_00001
GOA_DO0OL9005 1 Ny 19467 | P1031 2,11 | 2187 | GenBank
1 ASM1900v1

A__00001902
CCA_DOOOI90Z5 1 v 19469 | Twiwanl9F-14 | 211 | 2153 | GenBank
1 ASM1902v1
GCA_ 000019265

_ NC_ 010380 Hungary19A-6 | 2,25 2297 | GenBank
1 ASM1926v1

A_00001982
GCA_000019825 | v 011072 | Ga 2,08 | 2107 | GenBank
1 ASM1982v1

A_00001
GOA_DODOIBE 1 v g1o582 | caspia 221 | 2220 | GenBank
1_ASM1998v1
CCA_ODOLIGITS | v 14404 | AP200 2,13 | 2182 | GenBank
1_ASM14697v1
GOA_O00MT095 | Ny 14498 | 670-6B 224 | 2328 | GenBank
1 ASM14709v1
GCA_ 000196595

— NC 014251 | TCH8431/19A | 209 | 2137 | GenBank
1 ASM19659v1

A_ 00021
GOA 000210935 Ny 17503 | INV200 209 | 2105 | GenBank
1 ASM21093v1

A_00021
GOA_00021095 | vy (17500 | OxC141 2,04 | 2114 | GenBank
1_ASM21095v1

A_00021
GOA_D00210975 1 vy 17501 | INV104 2,14 | 2195 | GenBank

.1_ASM21097v1

pokracovanie na dalsej strane
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Tab. A.2: pokracovanie z predchadzajicej strany

Oznaceni Dizk

znzjce’me ’ Identifikitor Izolat zka Gény | Databaza
sekvenacnych dat [Mbp]

A_00021
CCEA_D00ZI0995 1 v 491006 | SNPOS4156 | 2,02 | 2085 | GenBank
1_ASM21099v1

A_00021101
GOA 00211015} vy (91028 | SNPO34183 | 204 | 2114 | GenBank
1_ASM21101v1

A_000211
GOA_OOO2LI035 1 ey 91026 | SNP994038 | 2,03 | 2106 | GenBank
2 ASM21103v2
GCA_ 000211055

— NC 021005 | SNP994039 | 203 | 2106 | GenBank
2 ASM21105v2
GCA_ 000211075

- NC 021003 | SPNO32672 | 213 | 2193 | RefSeq
1 ASM21107v1
GCA_000211095

— NC 021004 | SPN033038 | 2,13 | 2203 | vymazany
1 ASM21109v1

A_000251
GCA_000251085 NC 017769 | ST556 2,15 | 2203 | GenBank
2 ASM25108v2
GCA_000299015

— NC_018630 | gamPNI0373 | 206 | 2130 | GenBank
1_ASM29901v1

A_00081
CCA_DOOSITO05 | 0y poo7503 | NT 110 58 | 2,20 | 2282 | GenBank
1_ASMS1700v1

A_001255215.1
GOA_O01255215.1_ | 07 | Nga7353 | AG6 1,98 | 2068 | GenBank
S_pneumo_A66_ vl

A_0014
COA_OOLSTOS5 | Ny [Ng31051 | NCTCT465 | 2,11 | 2170 | GenBank
1 NCTC7465
CCA_DOISI605 | oy pg1g136 | SPag 221 | 2287 | GenBank
1 ASM189604v1
GCA_O01896065 | v pg1s137 | SP61 2,07 | 2109 | GenBank
1 ASM189606v1

A_001
GOA_OUI8I6085 | 0 pg1s13s | sPea 2,07 | 2108 | GenBank
1_ASM189608v1

A_0019024
GOA_DOI902455 | o pyyg3a7 | swuo2 2,00 | 2126 | RefSeq
1_ASM190245v1

A_002
GOA002357995 |\ Apo17971 | KK098I 2,15 | 2200 | GenBank
1_ASM235799v1

A_00281
GCA_002813535 | 0 poaso76 | 19F 213 | 2147 | GenBank
1_ASM281353v1

A_00281
COA_DOBIZ955 |\ cpo1ssss | 1A 2,08 | 2134 | GenBank

.1__ASM281395v1

pokracovanie na dalSej strane
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Tab. A.3: pokracovanie z predchadzajicich stran

Oznaéeni i
znacenie Identifikator Izolat Dlzka [Mbp]| | Gény | Databaza
sekvenac¢nych dat
4354
GOA_002843545 | 1 p025256 | Xen3s 2,17 2175 | GenBank
1 ASM284354v1
GOA_D02947575 1 7 pgagero | 335 2,22 2254 | GenBank
1 ASM294757v1
A 4
GOA003003495 | 07 pgarsao | D39V 2,05 2077 | GenBank
.1 ASM300349v1
GCA_ 003351525
— NZ CP031247 | M23734 2,11 2184 | RefSeq
1_ASM335152v1
GCA_ 003351645
— NZ CP031245 | M16808 2,1 2141 | RefSeq
1_ASM335164v1
A 1
GOA_DOSS51T05 1 7 pg31248 | M26365 2,17 2255 | RefSeq
1 ASM335170v1
GCA_ 003351725
— NZ CP031246 | M26368 2,11 2139 | RefSeq
1 ASM335172v1
GOA 003354825 | 0 (oo coe [ SPNXDR [ o 0190 | GenBank
.1 ASM335482v1 SMC1710-32
GOA_003609985 1 7 A po18391 | MDRSPNOOT | 2,05 2067 | GenBank
1 ASM360993v1
A_9004
GOADOOATS305 1 \y 1ousssra | NCTCTA66 | 2,05 2075 | GenBank
143721 E02
A 90047551
GOAD004T5I5 1 N7 Lsas3so0 | NCTC13276 | 2,04 2068 | GenBank
142731 Fo01
A 9004
COA_9004T5805 |\ pougaarr | NOTC11902 2,09 2136 | GenBank
1 46514 B03
A 90047644 4041STDY
GOA_D004T6445 | 0 1 ygaaqg | 40HS 2,13 2204 | RefSeq
155312 D02 6836167
GCA_ 900476455 40415TDY
— NZ_1.5483523 2,15 2170 | RefSeq
155312 E02 6836169
GOA_9004T6465 | (1 ooy | A0USTDY | 2195 | RefSeq
1_55312__F02 6836170
A_9004764 4041STDY
GOA_DO0ATOATS | 07 | gysg450 | 40415 2,16 2198 | RefSeq
149768 _FO01 6583227
A 9004 4041STDY
GOA D005 17 1 gagaam | 20415 2,2 2245 | RefSeq
155312 C02 6836166
A 92 AT
GOA_DODO26665 | v 111900 cC 2,22 2251 | GenBank
1 ASM2666v1 700669
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B Vypis zhodnych génov z nastrojov PGAdb-
builder a Roary

Pri porovnani vysledkov z PGAdb-builder a Roary boli ako zhodné gény oznacené
tieto: trpF, thrC, tag, bceB, prmC, niaX, leuD, thiN, purE, purK, berC_1, thiM_ 2,
rsml, coak, trmK, recX, rsmE, dexB, valS, uvrC, miaA, rpiA, iscS_ 2, proA, smc,
msbA_ 2, arnB, wcaJ, malX, mngB, glpF, dnaG, henC, divIB, mnmA, pbuO, sulD,
rnhC, rimP, rbfA, pepV, metG, folD, nifU, dnaE, trmFO, pyrK, mutM, cpoA,
rplU, yfnB, truB, crcB, ogt, yvgN, bglK_ 1, trpA, galK, msmE, ndk, acyP, yfkJ,
tcyd, mtcAl, agaS, tcyA, metP, rplF, rpsM, glmS, fabM, fabZ, yecS 1, ribU, hrcA,
rnjB, gatC_ 2, clpP, gor, yhbU 1, rodA, rpsT, coaA, tmpC, mglC, tmk, frr, glmU,
pepT, xylH, rpmA; yjjK, ligA, pyrC, yidA_ 3, aroE, rlml, murB, suhB, atpG, patB,
murk, plsC, graS, graR, ileS, ytrB, scrB, nadD, yheH, xpt, galT, proV, pheT 2,
endA, licR_ 2, rpsB, rny, trpE, gap, dnaA, purA, tadA, dut, purC, purB, frIR, trkA,
tsaD, dapE, ruvA, cls, rplB, rplX, rplR, rpmD, infA, rpsK, ruvB, uppS, rpsG, pepS,
rplM, kdgK, ugl, fni, accA, rpoE, ecsA_ 1, infB, metE, cysE, cysS, rplK, msrAB 1,
hfiX, murG, ykoE, upp, prfB, rpsP, nrdD_ 2, bioY2, deoB, punA, plsY, ilvE, ftsK,
macB__ 3, nspC, aguA, yidA_ 3, pyrH, gloA, ybeY, dgkA, era, rnr, gpmA_ 1, ybakK,
mtnN, dapA, tdk, glyA, prs, gapN, eno, addA, ptsH, lacB, lacA, lepA, pphA, tlyA,
udk, gyrA, yycF, panT, carB, pyrR, fth, crcB, rplJ, pheA, aroB, potB, rpsU, ydaF 5,
pdxS, apbE, atpE, metl, ytgP, yugl, rpsF, yghU, dapB, glmM, tpiA, dnaD, metA,
apt, pdxK, truA, ywnA, pepO, tpx, ftsA, recR, acpS, nrdR, trpC, malK 2, pnuC,
scpB, ydfG, rsmD, ybhL, rnmV, nadC, gmuA, ulaD, ulaB, ulaA_ 1, rnpA, ackA,
nagA, pgi, patB, ykuR, malR, aspS, rpmF, hslO, ctsR, purH, glcK, ftsX, ydhF,
parC, ydaF 4, clcA, nagB, queA, yumC, psaA, amiA, pdxT, scpA, mtaD, pepA_ 1,
rpll, rpmB, rplV, rpsS, rplP, hsIR, rpIN, rpml, rplE, rpsQ, acpP, mreC, proS, ychF,
glpK, tsf, fabG, rpsl, fabH, mfd, groL, rplA, pgsA, hpdA, rplO, rluB, rnz, phoR,
ftsW, pyrG, parE, IspA, adhE, ilvB, gyrB, ilvA, ribF, rex, rplQ, pbpX_ 2, rplD,
nrdF, trxB, dnaK, trkA, ftsE, ulaA 2, asnA, rpsH, potA, map, atpA, rpoZ, rplC,
aroF, ilvD, rplT, ansB, luxS, relA; galE, yheS_ 2, sodA, rpsC, atpH, tilS, rpoC, rplS,
ppc, rpoA, saeR, pepN, gldA, fmt, ppaC, atpF, dnaN, fabF, yxeN, atpB, rpsJ, pta,
pyrB, ycjO, saeS, ugpQ), ftsL, ktrB, atpD, fba, pgk, trpD, hemN, pfiB, yjbM, yhbY,
ftsH, asd, fabD, pfkA, efp, metK, pepC, guaB, pcrA, murC, exoA, carA, trmB,
dlitC, accC, artP_ 2, cmk, gluP, cdsA, yigZ, brnQ, speE, rsmB, pepQ, trmD, rpsE,
rpsL, treR, xseB, rplW, rpsO, ethR, fepD_ 2, purL, lysS, leuS, accB, rexB, ulaC,
adk, gnd, metN, tuf, cysB, gatB, purM, nudF, folE, ppnK, pyrE, rpsR, cysK, gatA,
htrA, topA, ftsZ, recF, rpmC, purF, rnc, Idh, argS, gdhA, yutF, engB, pth, mutS2,
alaS, yesO 2, uvrA, hpt, xseA, livF, trpB, ilvC, rlmL, prfA, sorC, tyrS, tabA_ 2,
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gpsA, polA, rplGA, glyQ, recN, aroC, smpB, thyA, pyrF, clpX, guaC, azr_ 1, thiD,
birA, accD, yclQ, czcD, malQ, manZ 1, yajL, gph, plsX, gla, murD, mecA, metQ),
codY, zwi, alr, glyS, speA, gltX, metF, recO, trxA, hprK, ycfH, guaA, greA, mrnC,
mscL, purN, murl, aroD, gInQ_ 1, hmpT, thil, hisS, dnaJ, recG, ezrA, gmuB, Irp,
rarA, gmk, tig, rebM, lIgt, feuB, thrS, adhR, tsaB, murF, ybjl, yheS 1.
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C Vyvojovy diagram programu

def var: genes aet_num_of_files

for genome(i] in genes

for genelk] in genome

gene_1 == None

False

def seq_1 for genome[i+1] in genes,

for gene[m] in
genome[i+1]
-—
True gene_2 = None
gene_2 == None
True
def seq_2 » get_aligr [seq_1,seq_2] for gene in genes

del gene

pangenome

43



	Úvod
	Teoretická časť
	Genóm
	Ortológne a paralógne gény
	Pseudogény

	Baktérie
	Bakteriálny genóm
	Streptococcus pneumoniae

	Pangenóm a jeho súčasti
	Základný genóm
	Postrádateľný a jedinečný genóm

	Analýza pangenómu
	panX
	PGAdb-builder
	BPGA
	Roary


	Praktická časť
	Testovanie nástrojov pre analýzu pangenómu
	panX
	PGAdb-builder
	BPGA
	Roary

	Porovnanie testovaných nástrojov
	Vlastný program get_pangenome
	Načítanie genómov
	Zarovnanie a výpočet p-distance
	Hlavná analýza
	Úprava názvov
	Vytvorenie výstupného súboru

	Testovanie programu get_pangenome

	Záver
	Literatúra
	Zoznam symbolov a skratiek
	Tabuľky 
	Výpis zhodných génov z nástrojov PGAdb-builder a Roary 
	Vývojový diagram programu 

