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Lebut de cesexercicesestde familiariserlesstagiairesavecl'utilisation desdonnéesgénéréegarles
séquenceursie nouvellesgénérationsa partir de RRL(ReducedRepresentatiorLibraries}commeles
tags associésa des sites de restriction (RAD).Ceslibrairies sont souventutiliséesdansle cadredu

génotypagepar séquencageet peuventfournir un jeu densede marqueursSNP(singlenucleotide
polymorphismYyépartisle longdu génome.Lesstagiairesacquerrontde I'expérienceavecun pipeline
d'analysenommé STACKS;réé pour l'analysede ce type de données.Lesdonnéesa analyser
proviendront d'un organismesansgénomede référencepour générerune cartographiegénétique
d'une part et identifier de potentiellessignaturesde sélection.ll est égalementpossibled'utiliser un

organismeavecgénomede référence.

Lesparticipantsvont apprendrea:

1. Préparerles donnéesbrutes lllumina RADpour leur analyseen enlevantles lecturesde mauvaise
qualité et pour démultiplexerun jeu d'échantillonsbarcodés.

2. AlignerdesséquencefR ADcontre un génomede référence

3. Utiliser Stackspour assemblelles loci RAD,detecter des SNPs|es génotypeset haplotypespour
chaqueindividude deuxpopulations.

4. Calculedesstatistiquesen génétiquedespopulations
Alafin de cette formation, vousdevriezsavoir:

5. Manipuler les donnéesbrutes lllumina de RAD pour les analyseren utilisant une variété de
différentsparametres.

6. AlignerlestagsRADcontre un génomede référencepour identifier dessignaturespotentiellesde
sélection.

7. Etendrece qui a été apprisversdesproblémespluscomplexes|esvotres.

Nousallons utiliser des jeux de donnéesproposéspar Juliandans cesformations plus des jeux de
données épinochede l'article d'Hohenloheet al. 2010. Pourle nettoyageet I'analysedesdonnées,
nousnousreposerongrincipalementsur Galaxyle pipeline STACK& BWA.

Lesjeuxde donnéesseronttous produitsviadesséquenceursle type llluminaGAllou HiSeq2000.

Leslogicielssonttous opensource




« BWA (http://bio-bwa.sourceforge.net/ ) - BWA est utilize pour aligner des
séquencegontre un génomede reference.Nousl'utiliseronspour alignerleslecturesRADcontre le
génomede I'épinoche,puis pour analyserceslecturesviale pipeline StacksSinousutilisonsBWAIci,
plusieursautres algorithmeset logicielsexistent pour effectuer cette tache (comme Bowtie) et ils
peuvent également étre utilisés pour cette partie. Nous avons cependant développé un outil
spécialemenpour STACKSousGalaxypbasésurBWA.

- Stacks (http://creskoloab.uoregon.edu/stacks/ ) — il s'agit d'un ensemblede
programmesopen sourceinterconnectésinitialement mis en place pour l'assemblagede novo de
séquencesRADen loci et cartes génétiques,aujourd'hui étendu pour étre utilisé de maniéere plus
flexible dansdes étudesd'organismegprésentantou non un génomede référence.Le pipelinea un
wrapper Perlpermettant le lancementde I'ensembledes programmesLamodularité de STACKH®i
permetd'étre appliquéa différentstypesde scénarios.

Anoter quele pipeline STACK®&ilisantun génomede référencesuit lesmémesétapes.Laprincipale
différence s'observependant la phasede constructiondes loci. Ref_mapconstruit alors les loci &
partir du génomede référence, en utilisant les résultats de mapping des lectures sur ce dernier
(réalisévia Bowtie,BWAou un autre logicielde mapping).Cette étape senommealorspstackset se
dérouleala placede usctacks cstackset sstackssontensuiteexécutés.
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Il exécuterachaque composantde Stacks.En premier, il exécutera(AF) ustackssur chacundes
échantillons, construisant les loci et détectant les SNPsa chacun d'entre eux. Les séquences
présentant des correspondanceexactessont regroupéesen piles ("stacks") (A). Un nombre de
lectures trop faible dans une pile pouvant provenir d'erreur de séquencage/es piles unigues
contenantmoins de lecturesque le seuil spécifié(stack depth parametel) sont désassemblést les
lectures misesde coté. Leslectures finalement conservéesdans une pile sont nommeéeslectures



primaires.Cellesmisesde c6té en raisond'un nombre de lecturestrop faible par pile sontnommées
lecturessecondaires.

Alafin de cette premiére étape de créationde piles, ustackscalculela moyennede profondeurde
couvertureet identifie les piles présentantune profondeur supérieurea 2 écartstypesau dessusde
la moyenne. Toute les piles dans ce casde figure (nomméespiles bucheronnes)ainsi que celles
présentantune séquenceprocheau nucléotide prés, sont excluescar souventreprésentéespar des
élémentsrépétés(voir casde figure des5 pilesgrisesreliées(Cet D)).

Ensuite, des sousensemblesde piles sont produits (C), lorsque des piles sont trés proches,un

nucléotide de différence. Lespiles de chaquesousensemblepeuventalors étre réunis en un seul
locus,commec'estle caspour lespiles1 et 2 (D).Ensuite leslecturesqui étaient initialement mises
de c6té, car présentantune similarité trop faible avecles séquencedes piles (polymorphismesur
plus d'un nucléotide) (E), sont comparéesa celles constitutives des piles pour identifier si elles
peuvent étre raccrochera un unique polymorphismeidentifié dansles étapesprécédentes Enfin,
une séquenceconsensu®st établie (F).Ensecond,(G)cstacksseraexécutépour créerun catalogue
de tous lesloci a partir desparentsdu croisement.Finalement,(H) sstackss'exécuteragpour évaluer
la concordanceentre les loci de chaquedescendantet le cataloguede loci. Le pipeline identifie

ensuiteleslocireprésentantdesmarqueurscartographiablegexécutiondu modulegenotypes).

Entravaillantsur desdonnéesNGSyousnoterezprobablementque touteslesdonnéesgénéréespar
le séquenceume sont pasde bonne qualité. Engénéral,il faudra enleverles séquencedle faibles
gualitésde vosjeux de donnéesavantde les analyser Enmémetemps, la stringencede la filtration
dépendra de l'application finale. En général, une stringence plus forte est appliquée pour un
assemblagede novo comparé a I'utilisation d'alignementscontre un génome de référence. Par
contre, des donnéesde mauvaisequalité affecteront presque toujours les analysesfutures, en
produisantdesfauxpositifs,commepar exemplela prédictionde faux SNP.



l.  Analyse RAD a®&q sous Galaxy : Détection de SNPs

1. L'analyse

Noustravailleronssur les donnéesissuesde I'archivepe_sample.tar.gzlisponiblesur le site
de Stacks (http://creskolab.uoregon.edu/stacs/pe tutorial/pe _samples.tar.gz Sous Galaxy,
commencezar créerun nouvelhistorique(ex:"RADL : SNRecalling').

Récupération des données brutes dans Shared data/data libraries/1 Galaxy teaching
folder/2013_GenOuest2/genetic_map

Vousy trouverez3 archives

une contenantles 95 jeuxde donnéesde séquences stacks_samples.tar.gz
uneregroupantles2 jeuxde donnéesde séquenceslesparents: Parents.zip
uneregroupantles93jeuxde donnéesde séquenceslesdescendants-1: Progeny.zip

Sélectionnerles 2 dernieresarchives.zip (Parentset Progeny, et cliquer sur le bouton "GO"apres
avoirvérifié que l'action sélectionnéeétait bien"Importto currenthistory".

-_ Galaxy by GenOuest Analyze Data  Workflow  Shared Data~  \

Data Library "1 Galaxy teaching folder”

Training on Galaxy by GenOuest

[ Nname Message Data type
O ? L 2012_calaxy1 - ChiP-seq analysys using MACS
[ 2012_Galaxy2 ~ Heteroplasmy analyses
[ 4 2012_Galaxy3 - Tuto RNA-seq
[ 4 2012_GenOuestl ~ Tuto SNP caling GL349685
[ 4 2012_GenOuest2 Tuto SNP E.T. detection
[ 4 2013_BP1 + Finding Human Coding Exons with Highest SNP Density
[ 2013_BP2 ~ Loading Data and Understanding Datatypes
[l 2 2013_BP3 + Calling Peaks for ChiP-seq Data
[ 4 2013 _BP4 ~ Compare Datasets Using Genomic Coordinates
[ 4 2013_Genouestl v Phylogeny, tree and Blast
Ll 2013_GenOuest2 v RAD-seq with STACKS
[ Genetic map ~ genetic map in the spotted gar from a single linkage group
0 http://creskolab.uoregon.edu/stacks/tutorial/stacks_samples.tar.gz ~ Genetic map : Assign Genotypes, 2 parents and 94 progeny tar.gz
¥ Parents.zip v Fasta files for the 2 parents zip
) Progeny.zip ¥ Fasta files for the progeny (n=94) zip
= 4 mini-contigs ~ Building mini-contigs from paired-end sequences
oe Population Genomics - Tuto Population Genomics using STACKS

Vousvousretrouvezavecun historiqguecontenantlesdeuxarchivesau format zip.

Lesdonnéesayantdéja été nettoyéeset démultiplexéesijl ne serapasnécessairal'exécuterSTACKS
: ProcesRRadtags

Noussommesmaintenantprésa exécuterle pipelineSTACK&enova



ExécuterSTACKS de novo map sur les individus étudiés (par exemple les parents) en prenant
commeinput l'archive .zip et en spécifiantl'usage”Geneticmap". Décocherl'option "create zijp
outputs”

Vous pouvez préciser certains parametres. Ainsi, en sélectionnantle mode Advancedpour le
parameétreStackassemblyoptions, vouspouvezpréciser:

ta profondeur minimum de la pile ( m), ici "Minimum number of identical". Ceparameétre,passéa

ustacks contréle le nombre de lecturesavecune correspondanceexacte devant étre trouvé pour
créer une pile chezun individu. Nous pouvonssélectionner3, une pile ne sera généréechezun
individu que si au moins 3 lectures correspondentexactement. Les lectures alors utilisées pour
constituercespiles sont qualifiéesde lecturesprimaires.Lesautres, qui ne correspondentdonc pas
exactementa deslecturesprimaireset qui n'étaient pasasseznombreusespour générerune pile,
sontqualifiéesde lecturessecondaires.

R

Stack 1 Stack 2 Stack 3 Stack X

ta distancemaximumpermiseentre des piles pour qu'ellessoient fusionnéesen un locuspotentiel

chezun individu. Il s'agitdu parametre—M, ici "Number of mismatchesallowed betweenloci when
processinga single individual". Nous préciseronsici une distance maximalede 2 nucléotides.En
reprenantle schémaci dessousjes piles 1 et 2 vont étre fusionnéescar représententun seullocus
polymorphique(avec? allelesdifférents possédantune différencemaximalecorrespondanteau seuil
fixé,ici 2), lespiles3 et Xvont étre associés deuxloci monomorphiquedistincts,le grospaquetgris
de piles représente un jeu de séquencesrépétées qui présentent trop d'alleles pour étre
biologiquementcorrects.

~
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te nombre maximalde différence entre loci du catalogue.ll s'agit du paramétre—n, "specify the

number of mismatchesallowed between loci when building the catalog"ici. Ce paramétre permet
notammentde pouvoircréerun locusde type homozygotedansle cataloguealorsqu'il esten réalité
hétérozygote Ainsi,si par exempleon fixe la valeura 2 et que la séquencedu locusne présentepas
de polymorphismeau sein de chaqueindividu mais présente plus de 2 nucléotidesde différences
entre chaqueindividu,alorschaque"version"du locusidentifié généreraun locusdistinct desautres.
Ce paramétre est notamment pratique pour conserverles loci hétérozygotesentre parents mais
homozygotechez chacund'entre eux. Sila valeur de ce paramétre est trop importante, cstacks
risque de considérerdes loci distincts en un seul locus. Si cette valeur est trop faible, cstacks
générerapotentiellementplusde loci gu'il n'y en aréellement.Nouspouvonsfixer ce paramétrea 3.

supprimerou casseres RADtags trés répétitifs. Il s'agitde supprimerles piles "blicheronnes"de
l'analyse et briser les piles modérément surdimensionnéesNous cocheronsici cette option,
correspondantau parametre tr

D'une maniére générale,utiliser des options plus stringentes(commela suppressiondes RADtags
trés répétitifs) va générerun nombretotal de pilesplusfaible,augmenterae nombrede pilesréunis
(carmanquedespilesa n nucléotidespresfaisantle pont entre deux piles)et diminuerale nombre
final de loci du catalogue (carmoinsde similarité, plusde bruit de fond, entre lespilesdesindividus).

Using 5.1 GB

Tools. &

STACKS : De novo map (version 1.0.0)

stacks ()

STACKS toolsuite

STACKS : pop un the
m

be careful, all i

Use progeny files: done

e format: zip, database: 2
STACKS : genotyp:

s
Default b fasta o

~tfasta -f /omaha-
SNP Model Options: beach/galaxy/58/database/tmp/
S e
STACKS : prepare population v om
map file for STACKS denovomap Default beach/galaxy/s8/database/tmp/
and refmap Output type: b

STACKS map Run the
STACKS denovo_map.pl
wrapper

Bec > e

Workflows
= All workflows

563 lines

£ omaha-
beach/galaxy/58/database/tmp/
o

-0 fomaha-
n with contributions from Angel Amores, Paul Hohenlohe, and Bl Cresko beach/galaxy/58/database/tmp/

Bec >e

Ne pasoublier de rafraichirl'historique une fois le job terminé pour faire apparaitreles jeux
de donnéesde sortiesadditionnels!

2. Lesfichiers de sortie

Soit le pipeline lancé sur deux individus, "male" et "female". Dans les fichiers générés, nous
retrouvons:

a) Unpremier jeu de données nommé result.log
Il permetnotammentde vérifier le bon déroulementdu job.



denovo _map.pl started at 2014-02-14 12:37:49
{flocal/galaxy/stacks-1.05%/bin/denovo map.pl -p /

Nouspouvonsvoir tout d'abord le script lancé (ici denovo_map.pl)ainsique la date et I'neure de
départ du job (ici le 14 février 2014 & midi 37, bonne saint Valentin;) ). Ensuite,vient la ligne de
commanddancée /local/galaxy/stacks-1.09/bin/denovo_map.pl —p...

S'ensuitle listingdesétapeseffectuéesfichier par fichier:

Identifying unique stacks; file 1 of 2 [female]

/opt/dependencies/galaxy stacks/1.1.0/cmonjeau/stacks_dependencies/2ez494032b10
beach/galaxy/ fdatabase/tmp/tmpNo7gXs/tmpgVMSaAn/ female. fa -o /omaha-beach/galaxy
Min depth of coverage to create a stack: 3

Max distance allowed between stacks: 2

Max distance allowed to align secondary reads: 4

ustacks -t fasta -f /omaha-
/database/top/tnpNo7g¥Xs/tmpAChs35 -1 1 -p 4 2>&1

Max number of stacks allowed per de novo locus: 3
Deleveraging algorithm: disabled

Removal a ithm: disabled

Model typ

ficance level for model: 0.05
r/58/database/tmp/ tmpNoTqgXs/tmpgVMSAn/female. fa
Loaded 29517 RAD-Tags: inserted 4922 elements into the RAD-Tags hash map.
0 reads contained uncalled nucleotides that were modified.
Mean coverage depth is 35; 5td Dev: 22.8266 Max: 150
Coverage mean: 35; stdev: 22.E2€6

Deleveraging trigger: 58; Removal trigger: 81
Calculating distance between stacks...
Distance allowed between stacks: 2
Usi a k-mer length of 25

B r of kmers per sequence: 51
1 umum number of k-mers to define a match: 1
Merging stacks, maximum allowed distance: 2 nucleotide(s)
715 stacks merged into 450 stacks; deleveraged 0 stacks; removed 1 stacks.
Mean merged coverage depth is 55.8911; 35td Dev: 29.1947; Max: 185
Merging remainder radtags
4366 remainder sequences left to merge.
Distance allowed between stacks: 4
Using a k-mer length of 15
Number of kmers per seguence: &1
Miniumum number of k-mers to define a match: 1
Matched 4346 remainder reads; unable to match 20 remainder reads.
Humber of utilized reads: 29437
Writing results
Refetching seguencing IDs from /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmplo7gXs/tnpgVMSAn/female.fa... read 29517 sequence IDs.

Nousobtenonsainsi,pour le premierdes2 fichiers,le parent‘female”:
talignede commandecorrespondantulancementde ustacks
tesparamétresrenseignédorsde la soumissiordu job (Min depth of coverage,....)

te nombretotal de lecturesprésentantla signatured'un site de restriction, qualifiéesde RADtags,
chargéeqici 29517)ainsique le nombred'élémentsinsérésdansla carte de hachagede RADtags(ici
4922).

te nombrede lecturesavecdesnucléotidesmodifiés

ta profondeurde couverturemoyenne

te nombrede stacksfusionnéscarproches(ici 715fusionnésen 450).

te nombrede lecturesrestantesconcordantavecles450stackspréalablementgénérésici4346.

Surles 29517lecturesd'origines"RADtagguées" seules20 n'ont pasété utilisées.ll y adonc 29497
lecturesfinalementutiliséespour générer450stacks.

Puisustacksestexécutésurle parent"male”

Ensuiteest exécutécstacks



fopt/dependencies/galaxy stacks/1.1.0/cmonjeau/stacks_dependencies/2ea494032bl0/bin/cstacks -b 1 -0 /omaha-
beach/galaxy/58/database/tmp/ tmpNoTgXs/tmpAChs95 -2 fomaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7gXs/tmpAChs95/female -2 fomaha-
beach/galaxy/58/database/tmp/ tmpNo7qXs/tmpAChs95/male -p 4 2»&l
Number of mismatches allowed between stacks: 0
Loci matched based on sequence identity.
Constructing catalog from 2 samples.
Initializing new catalog...
Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tnp/tnpNo7gXs/tmpAChs95/fenale. tags.tsv
Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7g¥s/tmpAChs95/female. snpa.tav
Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7qg¥Xs/tmpAChs95/female.alleles. . tav
Processing sample 2
Parsing fomaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7gXs/tmpAChs95/male.tags.tsv
Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7gXs/tmpAChs95/male. snps. tsv
Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7qgXs/tmpAChs95/male.alleles.tsv
Searching for seguence matches...
Number of kmers per sequence: 1
Miniumum number of k-mers to define a match: 1
449 loci in the catalog, 678 kmers in the catalog hash.
Merging matches into catalog...
0 loci matched more than one catalog locus and were excluded.
Writing catalog...

Laencore,un rappel des paramétresutilisés est fait. Troistypes de fichiers différents généréspar
ustackssont utilisé par individu, a savoirtags.tsv snps.tsvet alleles.tsv Nousreviendronssur ces
fichiers dansles sectionssuivantes.Le cataloguede loci est ensuite créé a partir des échantillons
parentaux. Ici, le catalogue créé contient 462 loci (voir catalog.tags)dont 449 provenant de

individu de référence"(female)et pouvantétre partagéavecle secondindividu (male).

Enfin,sstacksestexécuté:

/opt/dependencies/galaxy stacks/1.1.0/cmonjeau/stacks_dependencies/2ea494032bl0/bin/sstacks -b 1 -c /omaha-—
beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChs95/batch_1 -3 /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7gXs/tmpAChs95/female —o fomaha-—
beach/galaxry/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tnpAChs95 —-p 4 2>&1

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChs35S/batch 1.catalog.tags.osv

Farsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tnp/topNoTgXs/tmpAChs95/batch l.catalog.snpe.oav

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tnpNo7gXs/tmpAChs35S/batch l.catalog.alleles.tav

Parzing /omaha-beach/galaxy/58/database/tnp/tmplo7gXs/tmpAChs95/female. tags. tav

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tnp/tmpNo7gXs/tmpAChs95/fenale. snps. tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7qg¥s/tmpAChs95/female.alleles.tsv
Searching for sequence matches...
449 stacks compared against the catalog containing 462 loci.

449 matching loci, 0 contained no wverified haplotypes.

0 loci matched more than one catalog locus and were excluded.

0 loecil contained SNPs unaccounted for in the catalog and were excluded.

678 total haplotypes examined from matching loci, 678 werified.
Cutputing to file /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tnpAChs95/female. . matches.tav
/opt/dependencies/galaxy stacks/1.1.0/cmonjeau/stacks_dependencies/2ea494032bl0/bin/sstacks -b 1 -c /omaha-
beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/ tmpAChs95/batch_1 -2 /omaha-beach/galaxy/58/database/tnp/tmpNo7gXs/tmpAChs95/male —o /omaha-—
beach/galaxy/58/database/tmp/ oo 7gXs/tnpAChs2s —-p 4 2>l

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChs35/batch 1.catalog.tags.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChs35/batch l.catalog.snps.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChs35/batch 1.catalog.alleles.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7qg¥s/tmpAChs95/male. tags.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNoTg¥s/tmpAChsS5/male. snps. tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNoTg¥s/tmpAChsS5/male.alleles. tsv
Searching for sequence matches...
457 stacks compared agalnst the catalog containing 462 loci.

457 matching locli, 0 contained no verified haplotypes.

0 loecil matched more than one catalog locus and were excluded.

0 loeci contained SNPs unaccounted for in the catalog and were excluded.

732 total haplotyvpes examined from matching loci, 732 werified.
Cutputing to file /omaha-beach/galaxy/53/dacabase/tmp/tmplo7gXs/ tnplChe95/male . matches.oav
/opt/dependencies/galaxy stacks/1.1.0/cmonjeau/stacks_dependencies/2ea494032bl0/bin/genotypes -b 1 -P /omaha-
beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/ tmpAChs9S -r 1 -c -s  2>&l
Found 2 input file(s).

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7qgXs/tmpAChs95/batch 1.catalog.tags.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNoTg¥s/tmpAChs85/batch 1.catalog.snps.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7q¥s/tmpAChs35/batch 1.catalog.alleles.tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNoTg¥s/tmpAChsS5/ female . matches. tsv

Parsing /omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/topNoTg¥s/tmpAChsi5/male. . matches. tav
Identified parent IDs: 1 2
Populating observed haplotypes for 2 samples, 462 locil.
Performing automated corrections...
0 potential genotypes in 460 markers, 0 populated; 0 corrected, 0 converted to heterozygotes, 0 unsupported homozygotes removed.
Writing 443 loci to genotype file, '/omaha-beach/galaxy/58/database/ctmp/tmpNo7gXs/tmpAChsd5/batch 1.genotypes 1.tsv'
Writing 5QL markers file to '/omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChsd5/batch l.markers.tsv'
Writing 5QL genotypes file to '/omaha-beach/galaxy/58/database/tmp/tmpNo7gXs/tmpAChs95/batch 1.genotypes 1.txt'
Writing 462 loci to observed haplotype file, '/omaha-beach/galaxy/S58/database/tmp/tmpNo7qXs/tmpAChs95/batch_1.haplotypes_1l.tsv'
denovo_map.pl completed at 2014-08-07 12:03:51

Pour chaqueindividu, sstacksdétermine I'haplotype a chaquelocus de chacundes individus du
croisement.ll va alors comparerles stacksde chaqueindividu (female: 449 loci/ male : 457 loci)
avecle cataloguecompletcontenant462loci. Ces462loci sontceuxdu fichier catalog.tags.

Enparcourantcefichier, identifiez lesloci spécifiquesa chacundesindividuset ceuxpartagés



Ces462 loci représententles 444 de l'individu "female" partagésavec l'individu "male" + 5 loci
spécifiquesa l'individu "female" + 13 loci spécifiquea l'individu "male"). Ici, 678 haplotypessont
trouvésautotal pourl'individu"female", 732 pour "male".

b) Lesfichiers tags
XXX.tags.tsv file:

Column Name Description

1 Sql ID This field will always be "0", however the MySQL database
will assign an ID when it is loaded.

2 Sample ID Each sample passed through Stacks gets a unique id for
that sample.

3 Stack ID Each stack formed gets an ID.

4 Chromosome If aligned to a reference genome using pstacks, otherwise
it is blank.

5 Basepair If aligned to ref genome using pstacks.

6 Strand If aligned to ref genome using pstacks.

7 Sequence Type Either 'consensus', 'primary' or 'secondary’, see the
Stacks paper for definitions of these terms.

8 Sequence ID The individual sequence read that was merged into this
stack.

9 Sequence The raw sequencing read.

10 Deleveraged Flag If "1", this stack was processed by the
deleveraging algorithm and was broken down from a larger stack.

11 Blacklisted Flag If "1", this stack was still confounded depsite

processing by the deleveraging algorithm.

12 Lumberja ckstack Flag If "1", this stack was set aside due to having an

extreme depth of coverage.

Notes: For the tags file, each stack will start in the file with a consensus sequence for the entire stack followed by
the flags for that stack. Then, each individual read that was merged into that stack will follow. The next stack will
start with another consensus sequence.

Exempledu catalog.tags.tsv

0

ZSQLID Sample_ID  Stack_ID  Chromosome  Basepair ence_ID_ Sequence Deleveraged_Flag  Blacklisted_Flag  Lumberja_ckstack_Fla
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACARAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGG 0
TGCAGGAGOGTCTTAGACCTCCCCTGTCTTAGGCCTAGAAGATCAT CGAATAATGTCCCTTGCATTGTGGCCAARA o o
TGCAGGTTTCATGGTGGTGTCTGTACCACTGTCTTACTGGATT GAACTGTAGGATCTCATGCTGGT
TGCAGGCTAACATGCAGGAGGACAGAGCAAACACATACTGTGT GCAATACAGTAGTTGCAGTTTGTATTATTTCA
TGCAGGCCAGCATCGATGAAGACAGTCAAAGGTGAGGAGGCGAGEACCCAGAGGTETCTCGETCCCGATCCAGTE

TGCAGGCCTTCTGAAGCTGCTGACTCAGTGTTTATTGATTAGCACAT GCACAATTAATTTTAAGCCTTGTCTTCT
TGCAGGAGGTGTTGTTCTTCAGACAAGACATTAGACGGAGGTCCTGACGTCTTGTTTAACTAAAGATCETGTATT

TG D\GGCAGGAGAACCGTU\GACCCATGTH’CCCCTGTAGAU\GAACTAACTCAGGTGGGTC‘FGTWGCU\GTAA
TGCAGGGAACACAATCCCAGACARACT GGGAGGGATCAGAGAGTTCTGCCTGTAGAAGTGCAGACAGGGCARAGA
TGCAGGCCTCTGGGGCTCAAAAT CTTTTTAATTTGTCAGCACAAGGTTAGCTTCTGCTTGCTTCTTAGGAGAARA
TGCAGGACCAGGACTGGACAGCCATGTGGGCCTTCGTCACCCCGCGGTTTTGTACAGAGCTATCAARAA CGTCAG
TGCAGGGGTGCATATTACCCTGTCTCTGTAAAATGGAAGAGATATCACAGTGTTCAGTGAGGCATGCAGTTTATG
TGCAGGTCATACATAGTTCAATARATTTATGTTTTAACARAAACATGTTTTTCCAC
TGCAGGTAACAGGAGATTTATTGAGTTTCCTTTAGTGTGCAACAGCAATGCACCA
1162 265  TGCAGGACTCATTTTAAATTCTGCAGCCCCTTCTACCATGTITGCCATTTTATCAATATCAGAAGGCACACAGGT
1172 387 TGCAGGTGATTATACCTTCCGTACTGCTCACACTGCACACTGTATCACACACTGCAGCATGCACACTGGTCAGTC

R R SR S A S

Nouspouvonsconstaterque l'identifiant "Sequence_[Dest constituéa partir desID desindividuset
des piles correspondantecomme suit : "individul_stackIDindividudndividu2_stackIDindividuz2l
est ainsi directement aisé de savoir quels SNPssont détectés sur des loci séquencéschez nos 2
individus.

Pourun sample.tags.tsv
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Seauence_Type  Allalz

g

primary.

Sequence 1D

GGAAG_2_0037_1653_1588_1[79584]
0055_1218_1292_1[79984]
0059_413_117_1[79984]
0059_429_168_1[73984]

0067_495_1323_1[79984]
0052_192_532_1[75984]
0057_1603_585_1[79984]
0100_315_703_1(73984]
0002_1515_640_1(79984]
0005_1752_1558_1[79984]
0013_1167_1545_1[79584]
16_263_1281_1[79984]
00191063 739 1[79984]

0038_1052_772_1(79984]
0038]1118279_1[79984]
0041_1195_1375_1[79984]
0045_172_633_1[75984]
0045_225_405_1[73984]
0051_674_1617_1[79984]
0055_1597_434_1(79984]
0055_1677_815_1[79984]
0057_178_1775_1[79984]
0062_13_851_1[75584]
0062_800_610_1[75984]
0067_561_1807_1[79984]
0069_1473_640_1[79984]
0072_1026_1898_1[79584]
0078_570_285_1[75984]
0087_1633_1356_1[79584]
0056_641_625_1[75984]
0012_1275_1654_1[79584]
0019_481_1131_1[79984]
0035_626_1637_1[79984]
0062_618_273_1[79984]
0030_745_1435_1[79984]

Primaryvs

secondaryreads:

Sequence

Delevaraged_flas  BlacHiztad_Flig  Lambens_chetach_Flas
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS [ o [

TGCAGGTACAT CAATCAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTCTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGTACATCAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAARACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGG
TGCAGGT AGAT CAAT CAAT CGEACT ACAT CTGAACCACTTGATOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACAT CTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAAAACTATETGTTTTGTETCTGCATEE
TGCAGGTACATCAATCAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATETGTTTTGTETCTGCATEE
TGCAGGTACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGEACT ACATCTGAACCACTTGATCCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TECAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACAT CTGAACCACTTGATCCAACAAAACTATETGTTTTGTETCTECATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACAT CTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAAAACTATETGTTTTGTETCTGCATEE
TGCAGGTACATCAATCAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATETGTTTTGTETCTGCATEE
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGTACATCAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGG
TGCAGGTACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGTACATCAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAARACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGG
TGCAGGT AGAT CAAT CAAT CGEACT ACAT CTGAACCACTTGATOCAACAARACTATGTGTTTTGTETCTGCATGE
TECAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACAT CTGAACCACTTGATCCAACAAAACTATETGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACT AT GTGTTTTGTETCTGCATGE
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACAT CTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAAT CGGACT ACAT CTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTETCTGCATGS
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGS
TGCAGGT ACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACT AT GTGTTTTGTETCTGCATGS
TECAGGT ACATCAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTETTTTGTGTCTECACEE
TGCAGGTACAT CAATCAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACT ATGTETTTTGTGTCTECACGE
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTETTTTGTGTCTECACGE
TGCAGGTACAT CAAT CAATCGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACARAACT ATGTGTTTTGTGTCTECACGE
TGCAGGTACAT CAAT CAAT CGGACT ACATCTGAACCACCTGATOCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG

cococooocooooooo

primary
primary
primary
primary
primary
primary
primary
primary
secondary
secondary
secondary
secondary
secondary

CAGTC_2_0076_1442_1576_1[79984]
CAGTC_2_0079_1540_762_1[79984]
CAGTC_2_0080_1139_865_1[79984]
CAGTC_2_0081_458_1052_1[79984]
CAGTC_2_0088_1542_1441_1[70084]
CAGTC_2_0092_629_1368_1[79984]
CAGTC_2_0093_1732_263_1[79984]
CAGTC_2_0087_697_1869_1[79984]
CAGTC_2_0082_1602_271_1[79984]
CAGTC_2_0003_02_1808_1[79984]
CAGTC_2_0058_1624_135_1[79984]
CAGTC_2_0091_1720_1032_1[79984]
CTAGG_2_0038_1473_926_1[79984]

TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACARAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAMAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACARAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAMAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACARAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAMMACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAMAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAMMACTATATGTTTTGTGTCTGCATGG
TGCAGGTACCTCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATC CAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACACCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGG
TGCAGGTACATCAATCAAACGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCATGG
TGCAGGTACATCAATCAATCGGACTACATCTGAACCACCTGATCCAACAAAACTATGTGTTTTGTGTCTGCACGA

Utiliser les fichiers individu.tags.tsv pour retrouver le nombre de tags par individu. Vous serez
probablementamenésa utiliser I'outil "count"

Column

1

Name

Sql ID

c) Lesfichiers alleles

Description

database will assign an ID when it is loaded.

2
3
4

Sample ID
Stack ID

Haplotype

SNPs at each locus.

5
6

Percent
Count

This field will always be "0", however the MySQL

The haplotype, as constructed from the called

Percentage of reads that have this haplotype
Raw number of reads that have this haplotype

Samplel.alleles.tsv a gauche et catalog.alleles.tsv a droite




#5QL ID Sample_ID Stack_ID  Haplotype Percent Count || #5QL_ID Sample_ID Stack_ID Haplotype Percent Count
o] 1 1 C 48.0519 37 0 1 1 C 0 0
o] 1 17T 51.9481 40 8] 1 1 T 0 0
o] 1 7 C 45.283 24 0 1 2 C 0 0
o] 1 7 G 54.717 29 8] 1 2 G 0 0
o] 1 9 A 40.7407 22 0 1 3 A 0 0
o] 1 2 G 59.2593 3z o] 1 3 G 0 0
o] 1 13 C 44,1558 34 0 1 4 A 0 0
o] 1 13 7 55.8442 43 o] 1 4 G 0 0
o] 1 14 G 56.25 36 o] 1 5 A 0 0
o] 1 4 7T 43.75 28 o] 1 5 G 0 0
o] 1 15 C 48.3871 75 o] 1 & C 0 0
o] 1 i5 7T 51.6129 80 a] 1 6 T 0 0
o] 1 113 A 46.7742 29 0 1 7 C 0 0
o] 1 i3 T 53.2258 33 0 1 706 0 0
o] 1 21 C 59.7403 46 0 1 8 GC 0 0
o] 1 21 T 40.2597 31 0 1 8 TA 0 0
o] 1 22 G 62.5 35 0 1 9 A 0 0
o] 1 22T 37.5 21 o] 1 2 G 0 0
o] 1 25 A 47.6923 31 4] 1 10 C 0 0
o] 1 25 C 52.3077 34 o] 1 10 G 0 0
o] 1 26 C 66.6667 16 0 1 11 C 0 0

Sample2.alleles.tsv

#5QL_ID Sample_ID Stack_ID Haplotype Percent  Count
0 2 6 AT 42.3077 11
0 2 6 GC 57.6923 15
0 2 7 C 56.6265 47
0 2 7T 42.1687 35
0 2 1 C 57.1429 48
0 2 1 7T 41.66567 35
0 2 14 C 39.726 29
0 2 14 G 50.274 44
0 2 16 A 72.8571 51
0 2 16 G 27.1429 19
0 2 20 A 59.2593 16
0 2 20 C 40.7407 11
0 2 23 G 47.6923 31
0 2 23 7T 52.3077 34
0 2 26 (G 60.5634 43
0 2 26 TA 39.4366 28
0 2 30 C a0 45
0 2 0T 40 30
0 2 32 A 43.9024 36
0 2 32 G 56.0976 46
0 2 33 A 58.7156 64

Nouspouvonsalorsconstaterque sile Stack_ 15 présenteun SNPdansle fichier catalog.alleles.tsv,
il n'estretrouvé dansaucundesfichierssampleq1 ou 2).....

C'estparceque le Stack_I0du samplel ne correspondpasau Stack_I0du sample2 qui lui mémene
correspondpasau Stack_|u catalog...

Pours'enrendrecompte, il suffit de consulterlesfichierssample**.matches.tsv

d) Lesfichiers matches
Column Name Description
1 Sql ID This field will always be "0", however the MySQL
database will assign an ID when it is loaded.
Batch ID
Catalog ID
Sample ID
Stack ID
Haplotype
Stack Depth

~No o b~ wWwDN



Samplel.tsv a gauche et sample2.alleles.tsv & droite

#SQL_ID Batch_ID Catalog_ID  Sample_ID  Stack_ID Haplotype  Stack_depth || #SQL_ID Batch ID Catalog_ID Sample_ID  Stack_ID  Haplotype Stack_depth
o 1 1 1 1 C 37 a 1 18 2 17T 95
a 1 1 1 1T 40 0 1 22 2 2T 58
(4] 1 2 1 2 G a7 a 1 315 2 3 T 81
1] 1 3 1 3 G 33 1] 1 391 2 4 T 75
a 1 4 1 4 A 53 0 1 1 2 5 T 92
0 1 5 1 5 G 21 1} 1 227 2 6 AT 11
(o] 1 6 1 6 C 73 0 1 227 2 6 GC 15
o 1 7 1 7 C 24 0 1 388 2 7 AC a7
0 1 7 1 7 G 29 a 1 3ge 2 7 AT 35
[o] 1 8 1 g TA 50 0 1 259 2 8 T 48
1] 1 9 1 9 A 22 0 1 274 2 9 G 42
o 1 9 1 9 G 32 [o] 1 7 2 0 G 62
(4] 1 10 1 10 C 67 0 1 139 2 1 C 48
a 1 11 1 11 C 39 0 1 129 2 11 7T 35
0 1 12 1 12 G 49 (1] 1 44 2 12 AA 32
0 1 13 1 12 C 34 0 1 14 2 13 G 70
(0] 1 13 1 3 T 43 (4] 1 10 2 14 C 29
1] 1 14 1 14 G 36 1] 1 10 2 14 G 44
(4] 1 14 1 4 T 28 a 1 13 2 15 T 45
[o] 1 15 1 15 C 75 1] 1 3 2 16 A 51
1] 1 15 1 15 T a0 (1] 1 3 2 16 G 19

LeCatalog_IO= Stack_IDdu catalog),reprendle Stack_IDde l'individu de "référence”,ici samplel,
mais la numérotation est bien différente de celle du Stack_IDdu sample?2....Ainsi,dansle fichier
"catalog.alleles.ts¥ le Stack |18 correspondau Stack I0L6 du sample2!

e) Lesfichiers snps

Column Name Description

1 Sql ID This field will always be "0", however the MySQL
database will assign an ID when it is loaded.

2 Sample ID

3 Stack ID

4 SNP Column

5 Likelihood ratio From the SNP-calling model.

6 Rank_1 Majority nucleotide.

7 Rank_2 Alternative nucleotide.

Notes: If a stack has two SNPs called within it, then there will be two lines in this file listing each one.

sample.snps.tsv a gauche et catalog.snps.tsv a droite

#5QL_ID Sample_ID Stack_ID SNP_Column Likelihood_ratio Maj_nt Alt_nt #S5QL_ID Sample_ID Stack_ID SNP_Column Likelihood_ratioc Maj_nt &lt_nt
0 1 1 72 -81.1804 T c L 1 1 72 o T c
0 1 7 21 -52.261 G c 0 1 2 15 0 G <
0 1 9 16 46,4764 G A 0 1 3 16 0 A G
i 1 13 70 -73.6513 T C 0 1 4 34 0 G A
] 1 14 58 60.5197 G T 0 1 3 50 0 G A
0 1 15 20 -164.631 T C 0 1 6 54 0o c T
0 1 18 28 -63.4613 T A 0 1 7 21 0 G C
0 1 21 72 651731 C T 0 1 8 15 0 G T
] 1 22 53 -42.6043 G T 0 1 ] 66 0 C A
0 1 25 &9 67.9754 C a 0 1 L] 16 0 G A
] 1 26 36 -14.8594 C T 0 1 10 36 oG [
] 1 20 46 76,5693 C T 0 1 11 23 0G c
0 1 31 38 -77.3799 A T 0 1 12 43 0 G A
0 1 33 48 76,7795 G T 0 1 13 70 o T c
(4] 1 36 73 -59.2943 G A 0 1 14 58 0 G T

Nousavonsdétecter des SNPsheznos 2 individuset nous pouvonsdéterminerlesquelssont situés
surlesmémeloci.



3. Retour al'analyse

Extrairel'archiveParents.zigoutil Decompressn archive) et ne pasoublier de rafraichirl'historique
unefoisle job terminé. Maodifier, sibesoin,le type desfichiersextraitsen fastq.

RelancerSTACKS8enovo en spécifiantl'usage"Population’ Au passageyous pouvezvoir que les
fichiers nouvellement décompressés sont directement utilisables en entrée de l'outii STACKS
denovo.

Quepouvezrvousdire desfichierssnpsgénéréspar les 2 usages?/ousserezprobablementamenés
a utiliser I'outil "comparetwo datasets"

Sélectionnezles snps identifiés chez l'individu femelle présentant un score (likelihood ratio)
meilleur que le ¥ des scores.Vous serez probablement amenésa utiliser les outils "summary
statistics" et "filter"

Sibesoin(normalementpasdansle casde figure présent),convertirles espacesn tabulationspour
un desfichiers.snps.tswial'outil Convert

RAD 3 : Detect SNPs

176.1 MB azee

120: decompress a ® & x

What it does

Converts all delimiters of a specified type into TABS. Consecutive characters are condensed. For example, if columns are separated by 5 spaces they will converted into 1 tab.

AXT to FASTA Converts an
AXT formatted file to FASTA
format.

AXT to LAV Converts an AXT
formatted file to LAV format

LAV to BED Converts a LAV,
formatted file to BED format
Maf to BED Converts a MAF
formatted file to the BED

Wiggle-to-Interval converter
SFF converter.

Il estaussipossibled'utiliser commesolution alternative,la modificationdirecte du datatypea l'aide
du petit crayondu datasetconcerné.



Tools &
stacks ()
STACKS toolsuite

STACKS : populations Run the
STACKS populations program

'STACKS : Process radtags Run
the STACKS dleaning script

STACKS : Reference map Run
the STACKS ref_map.pl wrapper

STACKS : assemble read pairs
by locus Run the STACKS
sort_read_pairs.pl and

exec_velvet.pl wrappers
STACKS : genotypes Run the
STACKS genotypes program
Map with BWA for STACKS from
2ip file with fastasanger files

STACKS : Prepare population
map file for STACKS denovomap
and refmap

STACKS : De novo map Run the
STACKS denovo_map.pl
wrapper

Workflows
= All workflows

Filtrer le fichier tabulé obtenu par la valeur du Likelihood ratio.
important, plusil estsignificatif:
A l'aide de l'outil Summary Statistics récupérer les valeursde likelihood ratio (5™
fichier .snps.tswabulé)du premier et troisiemequartile (25%et 75%).

Tools

summary

Statistics
Summary Statistics for any
numerical column

NGS: OC and manipulation
FASTQ Summary Statistics by
column

‘Workflows

= Al workflows

Analyze Data

Attributes  ConvertFormat | Datatvpe | Permissions &
snp ()
Change data type
RAD 3 : Detect SNPs
New Type:
E— 17618
(‘eabutar n Q& |®(®)
This will change the datatype of the existing dataset but not modify its contents. Use this i Galaxy has incorrectly uessed the type of your dataset & =
S 1_archivedog (prog
env.20.snps.tsv)
264 ines

format: tsv, database: 2
ec

e 0w B o=

archive.
eny.57.snps.tsv)
117: decompress a2 ®| & x

n_archive.loa (prog
eny.9.snps.tsv)

n ive.l
eny.40.snps.tsv)

115: decompress 3 ®| & x
n_archive.loq (prog
eny.93.snps.tsv)

" | Summary Statistics (version 1.1.0)

Summary statistics on:
121: Convert on data 119 v
Dataset missing? See TIP below
Column or expression:
€5
See syntax below

Execute

This tool expects input datasets consisting of tab-delimited columns (blank or comment lines beginning with a # character are automatically skipped).
0 TIP: If your data is not TAB delimited, use Text Manipulation->Convert delimiters to TAB

1@ TIP: Computing summary statistics may throw exceptions if the data value in every line of the columns being summarized is not numerical. If a line is missing a value or contains 3 non-numerical value in the column
being summarized, that line is skipped and the value is not included in the statistical computation. The number of invalid skipped lines is documented in the resulting history item.

1@ USING R FUNCTIONS: Most functions (like abs) take only a single expression. log can take one or two parameters, like log(expression, base)

Currently, these R functions are supported: abs, sign, sart, fleor, ceiling, trune, round, signif, exp, log, cos, sin, tan, acos, asin, atan, cosh, sinh, tanh, acosh, asinh, atank, lgamma, gamma, gammaCody, digamma, trigamma,
cumsum, cumprod, cummax, cummin

Syntax

This tool computes basic summary statistics on a given column, or on a valid expression containing one or more columns.
Columns are referenced with ¢ and a number. For example, €1 refers to the first column of 3 tab-delimited file.

For example:

log(c5) calculates the summary statistics for the natural log of column 5

(€5 + c6 + ¢7) / 2 calculates the summary statistics on the average of columns 5-7

log(c5,10) summary statistics of the base 10 log of column 5

sqrt(c5+c9) summary statistics of the square root of column 5 + column 9

Examples

Input Dataset:

c1 c2 5] ca 5 6
525 chrk 161416 170887 41108 at 16990
73 chrk 505078 S323le 35073 av 1700
595 chrk 1361578 1388460 33665 3 at 1960
74 chrk 1420620 1461919 1185_at 2600

Summary Statistics on column c6 of the above input dataset:

staev
7192

258 502 758 1008

16930

36

Ici, les valeurssont toujours négatives.et celle du premier quartile, pour l'individu femelle, est de
32.8659( B1.1918avecla versionl.18de Stacks) )

&

Plus ce score est

colonne du



#sum
-6837.51

mean
-26.9193

Analyze Data

75%
-20.5751

100%
-4.60291

stdev 50%
10.0833 -60.7429 -32.8659 -26.3267

Nousfiltrerons le fichier en récupérantuniquementles SNPpour lesquelsle Likelihoodratio est
inférieur a cette valeur(ici 32.87).

Galaxy
Tools &
filter b )}

Text Manipulation

Filter on ambiquities in
polymorphism datasets

er and Sort

Eilter data on any column using
simple expressions

GFF

Eilter GFF data by sttribute
using simple expressions

Eilter GFF data by feature count
using simple expressions

Filter GTF data by attribute
values list

Fetch Alignments
Filter MAF blocks by Species
Eilter MAF blocks by Size
Filter MAF by specified
attributes

FASTA manipulation
Filter sequences by length

NGS: OC and manipulation
Filter by quality
Filter FASTQ reads by quality
score and length

Workflows

* Al workflows

Filter (version 1.1.0)

Filter:
121: Convert on data 119 x
Dataset missing? See TIP below.
With following condition:
[es<=3287
Double equal signs, ==, must be used as shown above. To filter for an arbitrary string, use the Select tool.
Number of header lines to skip:
0

Double equal signs, ==, must be used as “equal to” (e.q., €1 =:

"chr227)

@ TIP: Attempting to apply a filtering condition may throw exceptions if the data type (e.q., string, integer) in every line of the columns being filtered is not appropriate for the condition (e.g., attempting certain numerical
calculations on strings). If an exception is thrown when applying the condition to a line, that line is skipped as invalid for the filter condition. The number of invalid skipped lines is documented in the resulting history
item as a “Condition/data issua”.

@ TIP: If vour data is not TAB delimited, use Text Manipulation->Convert

Syntax
The fiiter tool allows you to restrict the dataset using simple conditional statements.

Columns are referenced with ¢ and a number. For example, c1 refers to the first column of a tab-delimited file

Make sure that multi-character operators contain no white space ( e.g., <= is valid while < = is not valid )

When using ‘equal-to’ operator double equal sign *==" must be used ( e.g., c1=="chr1’)

Non-numerical values must be induded in single or double quotes ( e.g., c6=="+")

Filtering condition can include logical operators, but make sure operators are all lower case ( e.a., (c1!="chrX and c1t

“chrY") or not c6

Example

c1=="chr1" selects lines in which the first column is chr1
€3-c2<100*c4 selects lines where subtracting column 3 from column 2 is less than the value of column 4 times 100
len(c2.split("")) < 4 will select lines where the second column has less than four comma separated elements
€2>=1 selects lines in which the value of column 2 is greater than or equal to 1

Numbers should not contain commas - €2<=44,554,350 will not work, but c2<=44554350 will

Some words in the data can be used, but must be single or double quoted ( e.g., xon' )

Nousavonsbiengardé~25%desvaleurs



History

RAD 3 : Detect SNPs
176.1 MB aQze e

126: Filter on data W AR
121

64 lines
format: tabular, database: 2

Filtering with c5<=-32.87,
kept 25.20% of 254 valid lines
(254 total lines).

B e bl g

3 a 6 7

1 57 -3.523 A C
8 7@ 7 13 -37.3587 T &
® 7@ 7 57 -37.3567 A G
g 72 1z 55 -35.931 C

@ 78 3 57 -34.8881 T &

® T8 55 48 -35.4551 G A

125: Summary Stati @ 4 %
stics on data 121

1 line, 1 comments
format: tabular, database: 2

5 - »
2z 3 a s
#zum mean stdev &% 5%

-£837.51 -25.0103 18.8833 -52.7420 -32.3

4 »



lI. Analyse RAD aeq sous Galaxy : La cartographie génétique
Cetexerciceutilise des donnéesgénéréespar les développeursde STACKSIs ont développéune
carte génétique pour le Lépisosté tacheté (Lepisosteusoculatug (poisson crocodile parfois
surnommeébrochet crocodile) et présententici les donnéesd'un seul groupe de liaison. La carte
génétique provient d'un croisementde type pseudotest crossF1 entre 2 parents et 93 de leur
descendantd=1. Sont conservéspour l'exercice,uniquementdes marqueursapparaissandansun
uniquegroupede liaison,et leslecturesbrutes des"stacks"qui ont contribué a ce groupede liaison.
Lesfichiers sont déja nettoyés, il ne seradonc pas nécessaired'utiliser l'outil "STACKS Process
radtags Runthe STACK8eaningscript”ici.

Les95fichiersfastade départsontdoncdéjadémultiplexéset se présententcommesuit :

>TTAAT 1 0046 17985 1193 1[67302]
TGCAGGCGAGGAAGTCACAGAGATCCCTGGCCAACTACTGTAGTTCGAACAGGAACCGAGCTGACAGGGCGCAGA
STTAAT 1 0092_18487_11460_1[67302]
TGCAGGCGAGGRAAGTCACAGAGATCCCTGGCCAACTACTGTAGTTCGAACAGGAACCGAGCTGACAGGGCGCAGA
>TTAAT 1 0094 8623 4235 1[67302]
TGCAGGCGAGGAAGTCACAGAGATCCCTGGCCAACTACTGTAGTTCGAACAGGAACCGAGCTGACAGGGCGCAGA
>TTAAT 1_0102_18666 9095_1[67302]
TGCAGGCEAGGAAGTCACAGAGATCCCTGGCCARCTACTGTAGTTCCAACAGGAACCGAGCTGACAGGGCGCAGR
>TTAAT 1 0114 6838 19507 1[67302]
TGCAGGCGAGGAAGTCACAGAGATCCCTGGCCAACTACTGTAGTTCGAACAGGAACTGAGCTGACAGGGCGCAGA
>TTAAT 1_0117_2046 2348_1[67302]
TGCAGCCCACGAAGTCACAGAGATCCCTCGCCARCTACTGTAGTTCCAACAGCAACTGAGCTCACACGGCCCACA
>TTAAT 1 0038_16287_13120_1[22594]
TGCAGGCCTTGTGAAACTGAACAACACAAAAGGTTCTATCAATTAARACCGCAGATAATTAGTTGTGTTTCTCCA
>TTAAT 1 0052 11753 10140 1[22594]
TGCAGGCCTTGTGAAACTGAACAACACAAMAGGTTCTATCAATTAARACCGCAGATAATTAGTTGTGTTTCTCCA
STTAAT 1_0054_1743 17715_1[22594]
TGCAGGCCTTGTGARACTGAACARCACAARAGGTTCTATCAATTAARACCGCAGATAATTAGTTGTGTTTCTCCA
>TTAAT 1 0074 2389 17780 1[22594]
TGCAGGCCTTGTGAAACTGAACAACACAAAAGGTTCTATCAATTAAAACCGCAGATAATTAGTTGTGTTTCTCCA
>TTAAT 1_0087_18378_6512_1[22594]

Pourchaqueséquencepn retrouvele barcode(ici TTAAT et d'autresinformations.
Créerun nouvelhistoriqueet renommerle (ex: Tuto GenOuesfi RADseq: Geneticmap).

Commelesdonnéessontlesmémesqu'utiliséesdansla partie précédente vouspouvezlesrapatrier
en utilisant  l'option "copy datasets de [l'historigue (URL d'origine

http://creskolab.uoregon.edu/stacks/tut_gar.php les données :
http://creskolab.uoregon.edu/stacksitorial/stacks samples.tar.gyz Vousrécupérerainsi2 archives

uneregroupantles?2 jeuxde donnéesde séquencesiesparents: Parents.zip
uneregroupantles93jeuxde donnéesde séquenceslesdescendants-1: Progeny.zip

Noussommesmaintenantpresa exécuterle pipeline STACK&novo.

Sélectionnef'outil "STACKSDenovo map Runthe STACK&enovo_map.pwrapper”

Vous pouvez préciser certains parametres. Ainsi, en sélectionnantle mode Advancedpour le
parameétreStackassemblyoptions, vouspouvezpréciser:



ta profondeur minimum de la pile ( m), ici "Minimum number of identical". Ceparamétre,passéa

ustacks contrdle le nombre de lectures correspondantexactementdevant étre trouvé pour créer
une pile chezun individu. Nous pouvonssélectionner3, une pile ne seragénéréechezun individu
quesiaumoins3 lecturescorrespondenexactement.

ta profondeur minimumde la pile ( P),ici "Minimum number of identical (progeny)".Ceparamétre,

passéa ustacks contrble le nombre de lecturescorrespondantexactementdevantétre trouvé pour
créer une pile chezun descendantNouspouvonssélectionner3, une pile ne seragénéréechezun
descendangue siaumoins3 lecturescorrespondenexactement.

ta distancemaximumpermiseentre des piles pour qu'ellessoient fusionnéesen un locuspotentiel
chezun individu. Il s'agitdu parametre—M, ici "Number of mismatchesallowed betweenloci when
processing singleindividual".Nouspréciseronsci une distancemaximalede 2 nucléotides.

te nombre maximalde différenceentre tags.Ceparametrepermet notammentde pouvoir créerun

locusde type homozygotedansle cataloguealorsqu'il esten réalité hétérozygote Ceciest pratique
pour conserverles loci hétérozygotesentre parents mais homozygote.chezhacund'entre eux. Il
s'agitdu parameétre—n, "specifythe number of mismatchesallowedbetweenloci when buildingthe
catalog"ici. Nouspouvonsfixer ce paramétrea 3.

supprimerou casseres RADtags trés répétitifs. Il s'agitde supprimerles piles "blcheronnes"de
l'analyse et briser les piles modérément surdimensionnéesNous cocheronsici cette option,
correspondantau parameétre tr

Onchoisiraenfin le type de sortie : "compressedy categories"

=_ Galaxy by GenOuest

[0k STACKS : De novo map (version 1.0.0) L &
stacks o Select your usage: Tuto GenOuest 1 RAD seq :
Genetic map ¥ EoEmian
i :
NGS: Building Loci Fotes
STACKS : populations Run the Files containing parent sequences:
STACKS populations program o P ™ >0
Map with BWA for STACKS from 3 :
= 1:Parentszip @0 %

zip file with fastgsanger files

STACKS : Reference map Run FASTQ/FASTA/ZIP/TAR.GZ files containing parent sequences from a mapping cross
the STACKS ref. | wrapper

Use progeny files:
Yes v

STACKS : asse
by locus Run the STACKS
sort_read_pairs.pl and

exec_velvet.pl wrappers

STACKS : genotypes Run the
STACKS genotypes program

STACKS : Process radtags R

adtags LR
FASTQ/FASTA/ZIP/TAR.GZ files containing progeny sequences from a mapping cross
the STACKS cleaning script ° aprogenysea ppina

Stack assembly options:

STACKS : Prepare population

map file for STACKS denovemap Gifianced %

Ndielmap Minimum number of identical:
STACKS : De novo map Run the )
SROKG deors aopel leave -1 f you don't use the parameter
wrapper
Minimum number of identical (progeny):
‘Workflows -1
= All workflows leave -1 if you don't use the parameter

Number of mismatches allowed between loci when processing a single individual:
2
Number of mismatches allowed when aligning secondary reads:

=%
leave -1 you don't use the parameter
specify the number of mismatches allowed between loci when building the catalog:
3
remove, or break up, highly repetitive RAD-Tags in the ustacks program:

4

disable calling haplotypes from secondary reads:

SNP Model Options:
Default v

Output type:

Dansle casprésent,12 jeuxde donnéessontgénérésdansl'historique:



Galaxy by GenOuest

Tools denovo map.pl started at 2014-02-14 12:37:43 History z o
/local/galaxy/stacks-1.09/bin/denovo_map.pl ~p /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpE2ssdu/male. £a —p /opt =
T @) | Identifying unigue stacks; fils 1 of 95 [male] 163.3 MB <=
/local/galaxy/stacks-1.09/bin//ustacks —t fasta —f /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpE2asdu/male.fa o
NGS;: Building Loci Min depth of coverage to create a stack: 3 14: result.log with @0
Max distance allowed between stacks: 2 STACKS : De novo map on F
: pop 3
:;:EE: Ucu;:":;‘:;‘s E“’I‘_::n‘e Max distance allowed to align secondary reads: 4 data 2 and data 1
Pop! prog! Max number of stacks allowed per de novo locus: 3 (batch.1.catalog.tags.tsv)

Map with BWA for STACKS from | Deleveraging algorithm: enabled

A1) e Mth Bastqeanqer es Removal algorithm: enabled

13: resultlogwith ~ ® { %
Model type: SNP

STACKS : De novo map on

STACKS : Reference map Run Alpha significance level for model: 0.05 5D A A
the STACKS ref_map.pl wrapper | Bazsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIgl3Tn/tmpE2ssdu/male. fa e
Loaded 33021 RAD-Tags; inserted 5129 elements into the RAD-Tags hash map. st
STACKS : assemble read pairs 0 reads contained uncalled nuclectides that were modified. .
by locus Run the STACKS Mean coverage depth is 37; Std Dev: 26.6047 Max: 221 12: result.log with @0
sort_read_pairs.pl and Coverage mean: 37; stdevs 26.6047 —_—
exec_velvet.pl wrappers. Deleveraging trigger: 64; Removal trigger: 90 data 2 and data 1
Calculating distance for removing repetitive stacks. (batch.1.haplotypes.1.tsv)
STACKS : genotypes Run the Distance allowed between stacks: 1
STACKS genotypes program Using a k-mer length of 37 11: result.log with ®0%
i Number of kmers per sequemce: 39 STACKS : De novo map on
STACKS : Process radtags Run Miniumm number of k-mers to define a match: 2 o o nadatan
the STACKS cleaning script Removing repetitive stacks. (batch.1.catalog.snps.tsv)

Removed 45 stacks.
758 stacks remain for merging.

Calculating distance between stacks...
Distance allowed between stacks: 2

STACKS : Prepare population
map file for STACKS
denovomap and refmap

10: result.log with @08
STACKS : De novo map on
data 2 and data 1

: Using a k-mer length of 25
STACKS : De novo map Run
the STACKS denovo_map.pl Number of kmers per sequence: 51 {batch.1.genotypes. 1.txt)
wrapper - Miniumum number of k-mers to define a match: 1 )
EP Merging stacks, maximum allowed distance: 2 nucleotide (s) 9: result.log with @0 R =
758 stacks merged into 460 stacks; deleveraged 2 stacks; removed 0 stacks. STACKS : De novo map on
Workflows Mean merged coverage depth is €2.0022; Std Dev: 32.6096; Max: 221 data 2 and data 1
g ge dep!
= Al workflows Merging remainder radtags batch.1.catalog.alleles.tsv’
4500 remainder sequences left to merge.
Distance allowed between stacks: 4 G- resultlouvtly 08

Using a k-mer length of 15 STACKS : De novo map on
Number of kmers per sequence: 61 data 2 and data 1

Minjumum number of k-mers to define a match

| batch. L.geno .1.tsv
Matched 3972 remainder reads; unable to match 527 remainder reads.

Number of utilized reads: 32454

R ————— 7: matches output.zip ® { &
Refetching sequeéncing IDs £rom /opt/galaxy-dist/database/tmp/tupIQldTn/tupf2ssdu/male.fa... read 23021 sequenc | WILILSTACKS : De novo mal

Identifying unique stacks; f£ile 2 of 95 [female] on data 2 and data 1

/local/galaxy/stacks—1.09/bin//ustacks —t fasta —f /opt/galaxy-dist/database/tmp/tupIQl3Tn/tmpE2ssdu/ female. fa -

Min depth of coverage to create a stack: 3 6: alleles output.zip ® 3¢

Max distance allowed between stacks: 2 with STACKS : De novo map

Max distance allowed to align secondary reads: 4 on data 2 and data 1

Max number of stacks allowed per de novo locus: 3

Deleveraging algorithm: enabled 5:snps output.zip ® (%

Removal algorithm: enabled with STACKS : De novo map

Mooel type: BNE on data 2 and data 1

Alpha significance level for model: 0.05

Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpf2ssdu/fenale.fa AL T ® 0%

Loaded 29517 RAD-Tags; inserted 4922 elements into the RAD-Tags hash map.
0 reads contained uncalled nucleotides that were modified.
Mean coverage depth is 35; Std Dev: 22.8266 Max: 150

Coverage mean: 35; stdev: 22.8266

with STACKS : De novo map
on data 2 and data 1 =

Deleveraging trigger: 58; Removal trigger: 81 3: result.log with @08
Calculating distance for remeving repetitive stacks. STACKS : De novo map on
Distance allowed between stacks: 1 data 2 and data 1 v

1. Un premier jeu de données nommé result.log, permettant de
vérifier le bon déroulement du job.

denovo map.pl started at 2014-02-14 12:37:49
flocal/galaxy/stacks-1.05/bin/denovo map.pl -p /

Commevu lors de la premiérepartie, nouspouvonsvoir le scriptlancé(icidenovo_map.pl)ainsique

la date et I'heure de départ du job. Ensuite, vient la ligne de commande lancée,
/local/galaxy/stacks-1.09/bin/denovo_map.pl —p...

S'ensuitle listing desétapeseffectuéesfichier par fichier:



Identifying unique stacks; file 1 of 55 [male]
/local/galaxy/stacks-1.0%/bin// -t fasta -f /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpflssdu/male.fa —o /opt/gg
Min depth of coverage to create a stack: 3
Max distance allowed between stacks: 2
Max distance allowed to align secondary reads: 4
Max number of stacks allowed per de novo locus: 3
Deleveraging algorithm: enabled
Removal algorithm: enabled
Model type: SNP
Alpha significance level for model: 0.05
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpf2ssdu/male.fa
Loaded 23021 RAD-Tags; inserted 5125 elements into the RAD-Tags hash map.
0 reads contained uncalled nucleotides that were modified.
Mean coverage depth is 37; Std Dev: 26.6047 Max: 221
Coverage mean: 37; stdev: 26.6047
Deleveraging trigger: €4; Removal trigger: 90
Calculating distance for removing repetitive stacks.
Distance allowed between stacks: 1
Using a k-mer length of 37
Number of kmers per sequence: 39
Miniumum number of k-mers to define a match: 2
Removing repetitive stacks.
Removed 45 stacks.
758 stacks remain for merging.
Calculating distance between stacks...
Distance allowed between stacks: 2
Using a k-mer length of 25
Number of kmers per sequence: 51
Miniumum number of k-mers to define a match: 1
Merging stacks, maximum allowed distance: 2 nucleotide(s)
758 stacks merged into 460 stacks; deleveraged 2 stacks; removed D stacks.
Mean merged coverage depth is €2.0022; Std Dev: 32.6096; Max: 221
Merging remainder radtags
4500 remainder sequences left to merge.
Distance allowed between stacks: 4
Using a k-mer length of 15
Number of kmers per segquence: 61
Miniumum number of k-mers to define a match: 1
Matched 3973 remainder reads; unable to match 527 remainder reads.
Number of utilized reads: 32494
Writing results
Refetching sequencing IDs from /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpf2ssdu/male.fa... read 33021 sequence IDs.

Nousobtenonsainsipour le premierdes95fichiers,le parentmale:
talignede commandecorrespondantaulancementde ustacks
tesparametresrenseignédors de la soumissiordu job (Min depth of coverage,....)

te nombre total de lectures, qualifiées de RADtags, chargées(ici 33021) ainsi que le nombre
d'élémentsinsérésdansla carte de hachagede RADtags(ici5129).

te nombrede lecturesavecdesnucléotidesmodifiés

ta profondeurde couverturemoyenne

te nombrede stacksrépétéssupprimég(ici 45)

te nombrede stacksfusionnéscarproches(ici 758 fusionnésen 460).

te nombrede lecturesrestantesconcordantavecles 460 stackspréalablementgénérésici 3973.

Surles33021lecturesd'origines"RADtagguées"seules527 n'ont pasété utilisées.ll y adonc32494
lecturesfinalementutiliséespour générer460 stacks.

Ensuiteestexécutécstacks



flocal/galaxy/stacks—1.09/bin//EAttlieM-Fr 1 -o /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS -=
Number of mismatches allowed between stacks: 3

Loci matched based on sequence identity.

Constructing catalog from 2 samples.

Initializing new catalog...
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/male.tags.tav
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/male.snps.tev
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI%/male.alleles.tsv
Processing sample 2
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/female.tags.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/female.snps.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/female.alleles.tav
Searching for =zequence matches...
Distance allowed between stacks: 3
Using a k-mer length of 17
Number of kmers per sequence: 59
Miniumum number of k-mers to define a match: 8
426 loci in the catalog, 25323 kmers in the catalog hash.
Merging matches into catalog...
0 loci matched more than one catalog locus and were excluded.

Writing catalog...

Laencore,un rappeldesparamétresutilisésestfait. Lecataloguede loci estensuitecrééa partir des
échantillonsparentaux.Ici, le cataloguecréé contient459loci (voir catalog.tags)dont 426 provenant
del"individu de référence"(male)et pouvantétre partagéavecle secondindividu (female).

Enfin,sstacksestexécuté:

/local/galaxy/stacks—-1.09/bin//EE -t M- 1 -c /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/batch 1 -= /
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIZS/batch l.catalog.tags.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/batch l.catalog.snps.tev
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI%/batch l.catalog.alleles.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI%/male.tags.tev
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/male.snps.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/male.alleles.tsv
Searching for sequence matches...

426 stacks compared against the catalog containing 459 loci.
426 matching loci, 0 contained no verified haplotypes.
0 loci matched more than one catalog locus and were excluded.
0 loci contained SNPs unaccounted for in the catalog and were excluded.
695 total haplotypes examined from matching loci, €95 verified.
Qutputing to file /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/male.matches.tsv

Pour chaqueindividu, sstacksdétermine I'haplotype a chaquelocus de chacundes individus du
croisement.ll va alorscomparerles stacksde chaqueindividu avecle cataloguede 459 loci. Ici, 695
haplotypessonttrouvésautotal, tous vérifiés.

Enfin,genotypesest exécuté.ll récupérelesloci contenantles marqueursidentifiéschezles parents,
puisy assocides haplotypesdesdescendantsSile premier parent présenteles haplotypesGA(ex:
aatggtgtGgtcectegidc) et AC(ex : aatggtgtAgtcectegtx), et le secondparent I'haplotype GA (ex:
aatggtgtGgtccctcgiic), Stacksdéclareun marqueurab/aa pour ce locus.Le programmegenotypes
associealors GAa a, et ACa b chezles parents puis scanneles descendantsafin d'identifier quels
haplotypessont présentspour chacund'entre eux et enregistrerles génotypesassociégsoit ab ou
aadansle casprésent).

/local/galaxy/stacks-1.09/bin/ /s
Found %5 input file(s).
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/batch_l.catalog.tags.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI9/batch l.catalog.snps.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI%/batch l.catalog.alleles.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI9/female.matches.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/male.matches.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI%/progeny 1.matches.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI9/progeny 10.matches.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpI@l3Tn/tmpubNNIS/progeny_ll.matches.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny 12.matches.tsav
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI%/progeny 13.matches.tsv
Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI9/progeny 14.matches.tsv

J - 1 -P /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNI% -t gen -r 1 -¢ -a 2>&l




Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny 93.tags.tsv

Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny S93.snps.tsv

Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny S2.alleles.tsv

Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny 94.tags.tsv

Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny 94.snps.tsv

Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/progeny S4.alleles.tsv
42036 potential genotypes in 452 markers, 38874 populated; 1814 corrected, 1216 converted to heterozygotes, 598 unsupported homozygotes removed.
Writing 452 loci to genotype file, '/opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQ13Tn/tmpubNNIS/batch_1.genotypes_1.tsv'
Writing SQL markers file to '/opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/batch_1.markers.tsv'
Writing SQL genotypes file to '/opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/batch_1.genotypes_ 1.txt'
Writing 459 loci to observed haplotype file, '/opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpIQl3Tn/tmpubNNIS/batch_1.haplotypes_1.tsv"'
denovo_map.pl completed at 2014-02-14 12:38:16

Au final, 452 loci, marqueurs, sont conservés pour créer le fichier génotype
batch_1.genotypes_1.tsv 459 loci sont répertoriés dans le fichier haplotype observé
batch_1.haplotypes_1.tsv denovo_map.pl s'est exécuté en moins d'une minute. Les 42036
génotypespotentiels sont enregistrésdansle fichier batch_1.genotypes_1.txt452 marqueurssont
enregistrédansle fichier batch_1markers.tsv....

Réexécuterdenovo_mapen spécifiantl'option "compressedill outputs'. Nousobtenonscette fois
deux jeux de donnéesen sortie, un fichier de log identique a celui générélors de la précédente
exécution de denovo_mapet une archive nommée total_output.zip contenant tous les jeux de
donnéesde sortie de denov_map C'estcette archive qui serautilisée par la suite comme fichier
d'entréede I'outil "STACKSgenotypesRunthe STACK§enotypesprogram'.

=_ Galaxy by GenOuest Analyze Data
Tools denovo map.pl started at 2014-02-14 22:44:46 “ | History 8
| /1ocal/galaxy/stacke=-1.09/bin/denovo map.pl —p /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpamlDu7/tmpzgF92 /male.fa -p /opt= - =

genotype o Identifying unique stacks; file 1 of 95 [male] 16: total outputzip @ J %
- /local/galaxy/stacks—1.03/bin//ustacks —t fasta -f /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpdmlDu7/tmpzgF92 /male.fa —o with STACKS : De novo map

Get Data Min depth of coverage to create a stack: 3 on data 2 and data 1

- Max distance allowed between stacks: 2 T

RS Max distance allowed to align secondary reads: 4 format: zip, database: 2

Max number of stacks allowed per de novo locus: 3 T e

93 progeny file(s). /local/galaxy
/stacks-1.09/bin//ustacks -t
fasta - /opt/galaxy-

METADATA MANAGEMENT
1SA-Tab toolkit

Deleveraging algerithm: enabled
Removal algorithm: enabled
Model type: SNP

1l

SYMBIOSE Alpha significance level for model: 0.05
NGS : SNPs analysis Parsing /opt/galaxy-dist/database/tmp/tmpdmlDu7/tmpzgF92_/male.fa dist/database/tmp/tmpdmIDu?
- Loaded 23021 RAD-Tags; inserted 5129 elements into the RAD-Tags hash map. /tmpzgF92_/male.fa -0
NGS: Assembly 0 reads contained uncalled nuclectides that were modified. [opt/galaxy-dist/database
Metagenomics toolkit Mean coverage depth is 37; Std Dev: 26.6047 Max: 221 /tmp/tmpdmIDu7/tmpCQSqf2 -i
Z & Coverage mean: 37; stdev: 26.6047 1-m3-p4-M2-d-r2>&l
Text Manipulation Deleveraging trigger: 64; Removal triggez: 90 Tdentif p
Fasta to OTUs Calculating distance for removing repetitive stacks. (=017}
454 data Manipulation Distance allowed between stacks: 1 o L
4';. Using a k-mer length of 37 i =
Motif Number of kmers per sequence: 39
Alignment Miniumum number of k-mere to define a match: 2
G RaEsERe Removing repetitive stacks. 15 FesuRlon with ®0R
oLl L LT Removed 45 stacks. p Dol e
Data management 758 stacks remain for merging. STACKS : De novo map on
PR A CE EEREE, HEEERE o data2and data 1
BIOGENOUEST COMMUNITY Distance allowed between stacks: 2 T
QTL Detection Using a k-mer length of 25 14: result.log with @0 X
Number of kmers per sequence: 51 STACKS : De novo map on
Genetics Graphics Miniumum number of k-mers to define a match: 1 data 2 and data 1
Merging stacks, maximum allowed distance: 2 nucleotide(s) (batch.1.catalog.tags.tsv)
MOLECULAR BIOLOGY 758 stacks merged into 460 stacks; deleveraged 2 stacks; removed 0 stacks.
NGS: Building Loci Mean merged coverage depth is 62.0022; Std Dev: 32.6096; Max: 221 13: result.log with @0 %
NCBIBlast ST Ty Elan STACKS : De novo map on
4500 remainder sequences left to merge. daia and datad
Blat Distance allowed betwsen stacks: 4 (batch.1.markers.tsv)

Pesiicrdieain Using a k-mer length of 15
Number of kmers per sequence: 61 .

i i 12: result.log with @0 R
Primer design and test Miniumum number of k-mers to define a match: 1 S RCk e s una

Matched 3573 remainder reads; unable to match 527 remainder reads.

GENETICS Number of utilized reads: 32694 data 2 and data 1
contigs assembly Writing results (batch.1.haplotypes.1.tsv)

Exécuterl'outil "STACKS genotypesRunthe STACK8enotypesprogram” sur le jeu de données
total_output.zipsansspécifierd'option. Cettenouvelleétapepermet:

1/de spécifierun type particuliersde carte (ex: F1,F2,DoublesHaploid,BackCrossCrossPollination)

2/d'exporter lesinformationsgénotypiquesdansdifférents formats spécifiquesde programmesgiers
de cartographie(ex: JoinMap,R/qtl). Il faut savoirque le format R/QTLpour un protocole F2 peut
serviren entréed'outils commeMapMakerou Carthagene

3/de spécifierun nombreminimumde descendant®t/ou une couvertureminimumdansla pile pour
considérerun locus



4/d'effectuer des corrections automatiques. Concernantce dernier point, il est effectivement
possiblede demanderau programme genotypes d'effectuer des corrections automatiques pour

certaineserreurs comme la vérification des tags homozygotesdans la descendancepour assurer
gu'un SNPn'est pasprésent.Eneffet, sile modélede détectionde SNPnhe peut pasidentifier un site

comme hétérozygoteou homozygote le site est provisoirementmarqué comme homozygotepour

faciliter la recherche,par sstacks de concordancesavecle cataloguede loci. Siun secondalléle
identifié dansle catalogue(i.e., chezles parents)est présentchezun des descendanta une faible

fréquence(<l0deslecturesde la pile considérée)e programmegenotypescorrigele génotype.De
méme, il supprimeraun génotypeidentifi€ comme homozygotechezun individu particulierssi le

génotypeau locusest supportépar moinsde 5 lectures.Lesgénotypescorrigéssont alors notésen

majuscule. Il faut savoir que l'utilisation de linterface web de Stacks permet de modifier

manuellementles génotypes.Ceciest intéressantnotamment lorsqu'un alléle est sous séquencé
chezun individu. Il estalorsimpossiblepour Stackgde le dissocierd'une erreur de séquencageet ce

génotype sera marqué comme homozygote. Si l'utilisateur sait que l'allele alternatif existe (en

observantiesgénotypesd'autresindividuspar exemple) il peut alorsle corrigermanuellementavant
deréexécutergenotypes

Reexécutet'outil "STACKSgenotypesRunthe STACK8enotypesprogram” sur le jeu de données
total_output.zipen cochantcette fois|'option correctionautomatique.

Compareiesfichiersbatch.1.genotypes.1.tsgénéréspar lesdeuxjobs.

1. Lesfichiers genotypes.tsv

Uneligneparlocus,une colonneparindividu (aa,ab, ABsi correctionautomatique,bb, bc, ...)avecle
genotypeobservéa chacundesloci.

# Catalog ID Marker Cnt Seg Dist progeny_1 progeny_10 progeny_11 progeny_12 progeny 13 progeny_14
1 ab/aa 95 1 ab ab aa ab ab ab
2 ab/aa 95 1ab ab ab ab aa aa
3 aafab 94 1- aa ab aa ab aa
4 ab/ac 94 1 aa ac - ac ab bc
5 aafab 94 1 ab aa ab aa ab aa
6 aa/ab 93 1- aa ab aa AB aa
7 ab/aa 92 1- aa ab aa aa ab
8 ab/aa 95 1 aa ab aa aa aa aa
9 aafab 90 1- aa AB aa - aa

10 aa/ab 95 1 AB aa ab aa aa AB
11 ab/ac 95 1 be ab ac ab ac aa
12 ab/ac 94 1 ac aa ac aa ac ab
13 ab/aa 95 1 aa aa aa aa aa ab
14 aa/ab 94 1- aa ab aa ab aa
15 aa/ab 95 1 ab aa ab aa ab aa
16 ab/aa 84 1- ab ab ab ab aa
17 aa/ab 95 1 ab ab aa ab aa aa
18 ab/aa 95 1ab ab ab ab ab aa
19 aa/ab 95 1 ab aa ab aa ab aa
20 ab/aa 93 1 AB aa ab ab aa aa
21 ab/ac 94 1 ab bc aa bc bc ab
22 aa/ab 95 1 aa ab aa ab aa AB
23 ab/aa 95 1 aa aa ab aa ab ab

2. Lesfichiers genotypes.txt

Uneligneparindividuet pour chaqueindividu,a chaquelocusdu catalogue)e génotype.



# 5QLID BatchID Catalog Locus I Sample ID  Genotype
4] 1 1 3 ab
8] 1 1 4 ab
0 1 1 5 aa
8] 1 1 5 ab
0 1 1 7 ab
0 1 1 8 ab
0 1 1 9 ab
0 1 1 10 aa
0 1 1 11 aa
0 1 1 12 aa
0 1 1 13  ab
0 1 1 14 ab
0 1 1 15 ab
0 1 1 16 aa
4] 1 1 17 AB
0 1 1 18 aa
0 1 1 19 aa
8] 1 1 20 ab
4] 1 1 21 ab
0 1 1 22 ab
0 1 1 23 ab
0 1 1 24  ab
0 1 1 25 aa

3. Lesfichiers haplotypes.tsv

Cnt Seg Dist female male progeny_1  progeny_10 progeny_11 progeny_12 progeny_13 progeny_14
95 0.5 A/G A A/G A/G A A/G A/G A/G
95 0.5 AT T AT AT AT AT T T
94 0.5 T c/T - T c/T T c/T T
95 0.1 AA/GA GA/GG GA GA/GG GA GA/GG AA/GA AA/GG
94 0.5 C AfC A/C C AfC C AfC C
93 0.5 A AT - A AT A T A
92 0.05 AfG A - A ASG A A ASG
95 0.5 AT T T AT T T T T
90 0.0005 A AJG - A A A G A
95 0.5 G C/G C G C/G G G C
95 0.5 AC/GC AC/GG GC/GG AC/GC AC/GG AC/GC AC/GG AC
94 0.5 AT/CA AA/CA AA/CA CA AA/CA CA AA/CA AT/CA
95 0.5 AfG A A A A A A ASG

A la fin de cette partie, nous obtenons des génotypagesd'individus pouvant étre utilisés dans
certainslogicielspermettantde créerdescartesgénétiquescommeCarthagéneu Mapmaker



lll.  Analyse RAD aseq sous Galaxy : Construction de mini contigs a

partir de séquences pairées
Il est possibled'assemblerdesmini contigsa partir de lecturespairéesissuesde RADseq.Disposant
ainsi de plusieurscentainesde nucléotidesgénomiquessitués a proximité de chaque marqueur,
I'ancragede cesmarqueursa deslibrairiesd'ESTet doncleur connexiona desgenescodantpour des
protéineschezd'autresorganismesestfacilité.

L'outil "STACKS assemble read pairs by locus Run the STACKSsort_read_pairs.pl and
exec_velvet.plvrappers' permetde rassembleteslecturespairéesassociées chaquestackau sein
d'un fichier fasta. Une fois un fichier fasta généré par locus du catalogue,Velvet est utilisé pour
assembleteslecturesde chaquefichier.

Comme le fichier fasta doit porter dans l'identifiant de la séquencelidentifiant du locus du
catalogue,il est possibled'ajouter manuellementdes séquences un locus.Ainsi,en plusdesminir
contigsassociésautomatiquementauxloci parl'outil "STACKSassembleread pairs by locusRunthe
STACKSort_read_pairs.pland exec_velvet.pwrappers', nous pouvonsajouter manuellementdes
séquencedd'ESTdisponibles,ou construitesde novo en utilisant des donnéesde RNAseq. Cette
étape peut étre réaliséeaprésavoir associédes séquencesu cataloguede loci en utilisant Blastou
Bowtie.

Créerun nouvelhistoriqueet renommerle (ex: Tuto GenOues? RADseq: Buildingmini contigfrom
pairedendsequences).

Récupération des données brutes dans Shared data/data libraries/1 Galaxy teachlng
folder/2013 _GenOuest2/mintontig (URL d'origine
http://creskolab.uoregon.edu/stacks/pe tut.phpVousy trouverez

rune archive contenant4 jeux de donnéesde lectures pairéesparentales: pe_samples.zipCette
archiveest constituéede 4 fichiersfastq, 2 par parent (f0_female.1.fq f0_female.2.fq f0_male.1.fq
et f0_male.2.fg.

run fichier texte "whitelist", reprenantlesloci a considéremour I'assemblageNousreviendronssur
cepoint parlasuite.

Sélectionnerles 2 jeux de données,et cliquer sur le bouton "GO" aprésavoir vérifié que I'action
sélectionnéedtait bien"Importto currenthistory".



Vousdébutezdoncaveclesdeuxjeuxde donnéesdansvotre historiquecommesuit

Sélectionnet'outil "STACKSDenovo map Runthe STACK&enovo_map.pwrapper".

Indiqguezque voussouhaitezutiliser la fonction "Geneticmap" et que vousn'utilisezpasde fichiers
de descendants("Useprogenyfiles": No).

STACKSe gere pasles donnéespairées.Eneffet, si d'un coété du fragmentle séquencagese fera
toujoursau niveaudu mémesite (correspondantuu site de coupurede I'enzyme) de l'autre, ce n'est
pasle cas.Ducoup,une belle pile présentantune forte couvertureseradéterminéedansle premier
sensde séquencageet pas dansl'autre. L'utilisation des lectures pairéesentrainant de nombreux
biais,entout cas,présentantun intérét treés limité lors de I'exécutionde "STACKSDenovo map Run
the STACK8enovo_map.plwrapper’, il est conseilléde n'utiliser que les lecturesprovenantd'un
seul sens de séquencage.Toutefois, si vous disposez,comme c'est le cas ici, d'une archive
comprenantdeslecturespairées(avectoute les pairesau complet),et que vousne voulezpascréer




une archive particuliére (avecuniquementles lectures provenantd'un sensde séquencagepour
" Runthe STACKS8enovo_map.plwrapper’ et une autre pour "

Runthe STACKSort_read_pairs.pland exec_velvet.plwrappers’,
vous pouvezutiliser I'option "Pairedend fastq files'. Encochantcette option lors de lI'exécutionde
" Runthe STACK8enovo_map.pwrapper’, vousindiqueza l'outil de trier les
fichiers fastg présentsdans 'archive, et de ne s'exécuterque sur les premiers jeux de données
pairées,donc les donnéesséquencéesen forward. Ainsi, la méme archive pourra étre utiliser en
entrée de l'outil " Runthe STACKSort_read_pairs.pland
exec_velvet.plvrappers'.

Vous pouvez préciser certains parametres. Ainsi, en sélectionnantle mode Advancedpour le
paramétreStackassemblyoptions, vouspouvezpréciser:

ta profondeur minimumde la pile ( m), ici "Minimum number of identical". Ceparamétre,passéa

ustacks,contrble le nombre de lectures correspondantexactementdevant étre trouvé pour créer
une pile chezun individu. Nous pouvonssélectionner3, une pile ne seragénéréechezun individu
quesiaumoins3 lecturescorrespondenexactement.

ta distancemaximumpermiseentre des piles pour qu'ellessoient fusionnéesen un locuspotentiel
chezun individu. Il s'agitdu parametre—M, ici "Number of mismatchesallowed betweenloci when
processing singleindividual".Nouspréciseronsci une distancemaximalede 3 nucléotides.

supprimerou casseres RADtags trés répétitifs. Il s'agitde supprimerles piles "blcheronnes"de
l'analyse et briser les piles modérément surdimensionnéesNous cocheronsici cette option,
correspondantau parametre tr

On choisiraenfin le type de sortie : "compressedall outputs" pour générerune archive contenant
touslesrésultatsdu job.



Dansl'archivegénérée noustrouvonsplusieurseuxde données:
rf0_male.2.snps.tsvrépertorie tous lessnpsidentifiéschezl'individu considéré jci 50 353 SNPs.

rf0_male.2.tags.tsv présentele détail de tous les loci RADidentifiés chezl'individu considéré.ll
montre la séquenceconsensupour un locuset lespilesde lecturesconstitutives.

rf0_male.2.alleles.tsvrépertorieleshaplotypesidentifiésa chaquelocus.

rf0_male.2.matches.tsv répertorie les haplotypesvérifiés et se référant aux loci du catalogue.lci
292499 haplotypessontrépertoriés.ll s'agitdu dernierfichiergénéré.

Troisfichiersrépertorient le mémetype d'information (loci, SNP<t alléles)maisa I'échellede tous
leséchantillons.

rbatch_1.catalog.tags.tswqui présenteles382005Ioci enregistrédansle catalogue.
rbatch_1.catalog.snps.ts\gui présenteles 72 466 SNP®nregistrédansle catalogue.
rbatch_1.catalog.alleles.ts\qui présenteles 146 753 alleélesenregistrésdansle catalogue.
rbatch_1.haplotypes_1.tswui présenteles381735haplotypesenregistrésdansle catalogue
rbatch_1.genotypes_1.tswide carpasde descendantsndiqués.
rbatch_1.genotypes_1.txtvide carpasde descendantsndiqués.

rbatch_1.markers.tsvvide car pasde descendantsndiqués.



Enattendantquele job setermine (~50min),vouspouvezdébuterla partie génomiquedespop.

Sélectionnen'outil " Runthe STACKSort_read_pairs.pland
exec_velvet.plvrappers'.

Indiquez:

rl'archivegénéréepar l'outil " Runthe STACK8enovo_map.plwrapper'. Ici
"4:total_output.zip with STACKSDenovomapondata 1".

r'archiveregroupantles4 fichiersde lectures"1: pe_samples.zif

rSibesoin,une liste desloci a assemblerlici"2: StacksWhitelist.txt. Cetteliste peut correspondrea
I'ensembledeslocidu cataloguede loci présentantdes SNPsPourla créer,vouspouvezpar exemple

utiliser l'outil *  columnsfrom a table" pour récupérerla troisieme colonnedu jeu de données
"batch_1.catalog.snps.tsv(qui répertorie tous les loci présentantdes SNPsdansle cataloguede
loci) générépar " Runthe STACK8enovo_map.plwrapper’, puis exécuter
l'outil " Finds duplicates in tab format files" sur la colonne coupée afin de

disposerd'une whitelist sansredondance.

Noushe spécifierongpasde nombreou taille minimumde lecturespour assemblen locus.



Nousallonstravaillera partir desdonnéesde la publicationd'Hohenloheet al. 2010

La génétique des populations est une trés vieille disciplineriche en théories mathématiques,et

utilisant différentesapprochesstatistiquespermettantl'inférencede parametresa partir de données
génétiquesCesstatistiquesseretrouventatraversla déterminationde la diversiténucléotidique( <),

ou de coefficientsde differentiation (i.e. Fst),ainsique lesmesuresde covariancegénétiquecomme
le déséquilibrede liaison(Dand D’). Cependanta causede limitations méthodologiquesiotamment,
la majorité des travaux théoriques, statistiqueset empiriquesen génétique des populationss'est
concentrésur un nombre restreint de loci. Avecl'avénementdes NGS desdizainesou centainesde
milliers de marqueurs génétiquespeuvent désormaisétre examinéssur de nombreux individus,
permettant a la disciplinenomméegénomiquedes populationde devenirune réalité. Une nouvelle
activité trés excitanteen génomiquedespopulationsrésidedansle fait d'identifier dessignaturesde
sélectiondansles populationssauvagesAujourd'hui,on travaillerasur desdonnéesde RADa partir

d'échantillonnagecéaniqueet d'eaudoucede populationsd'épinoches.

SousGalaxycommencezar créerun nouvelhistorique(ex:"RADL : SNRcalling').



Lesdonnéesseront récupéréesvia l'outil [ I de a section Get Data. Lesnuméros
d'accessiondes 6 jeux de donnéesvont de SRR03431@& SRR03431@attention, le moteur de

rechercheest sensiblea la casse/( ). Nouschargeronsci le jeux de donnéesSRR034316n cliquant
sur (Fastdfiles (galaxy))

Récupératiordesinformationsconcernanties barcodeset les populationsliéesa SRR034310
dans Shared data/data libraries/1 Galaxy teaching folder/2013_GenOuest2/population
Genomics/Hohenloh2010

Deuxpossibilitésensuite.

x Sil'archive utilisée n'est pas au format fastg.gz elle doit étre décompresséeavant
utilisationdansProcess_radtags



x Sil'archivevient de SRAglle doit probablementétre au format fastq.gz Dansce cas,il
suffit de spécifierle format commeindiquéici :

L'outil STACKSProcessRadtagsproduit un fichier de log. ExamineZe et répondezaux questions
suivantes:

Combiende lecturesbrutes étaient présentes?
Combienont été retenues?

Surcellesnonretenues,quellesétaient lesraisons?



Quevousapprennentcerésultat au sujetde l'analysede donnéeset du designde barcodes
engénéral?

Vouspourrezeffectuer plusieursexécutionde STACKSProcesRadtagsen jouant sur le scoreseuil
affectéa unefenétre glissanteet en ajoutantlesbarcodesmentionnésdansle log précédent.

Quelestl'effet de l'augmentation du seuildu score?

Vous pourrez égalementjouer sur I'ensemble des paramétresde STACKS ProcessRadtags en
spécifiant notamment une mauvaiseenzymede restriction, en faisant varier le score seuil de la
fenétre glissante

Afin de générerun fichier de type population map possédantet mappantles bonnesinformations,
nousproposond'utilisation de I'outil STACKSPreparepopulation mapfile.

Il prend en entrée les fichiersfastq demultiplexés(organisésou non dansune archive)ainsi
qu'un fichier permettant de lier les barcodes aux  populations, ici
Details_Barcode_Population_ SRR03431@it&tentantexactement2 colonnesJa premierecolonne
contenantles barcodes la secondele nom de la population. Pourfaire ce fichier, il est possiblede
partir d'un jeu de donnéecontenantplusieurscolonneset d'utiliser I'outil Galaxycut pour ne garder
gue les 2 colonnesnécessaire®t placéesdansle bon ordre (voir ci dessous)Dansle casprésent,
vérifier le format de votre fichier"Details...'pour savoirsi cette manipulationestnécessaire.



Nousobtenonsfinalementun fichier de type Stacks'populationmap” :

Nouspouvonsa présentexécuterSTACKSde novo map sur lesindividusétudiés. |l est possiblede
chargerdesfichiersFastQou directementl'archive"all_files.zip généréepar I'outil STACKSProcess
Radtagscommec'estle casici. Il faudraalorspréciserun fichier de type STACKSopulationmap” si

I'analysesefait surplusieurspopulations

Vous pouvez préciser certains parametres. Ainsi, en sélectionnantle mode Advancedpour le
paramétreStackassemblyoptions, vouspouvezpréciser:



ta profondeur minimum de la pile ( m), ici "Minimum number of identical". Ceparamétre,passéa

ustacks contréle le nombre de lectures correspondantexactementdevant étre trouvé pour créer
une pile chezun individu. Nous pouvonssélectionner3, une pile ne seragénéréechezun individu
quesiaumoins3 lecturescorrespondenexactement.

ta distancemaximumpermiseentre des piles pour qu'ellessoient fusionnéesen un locuspotentiel
chezun individu. Il s'agitdu parametre—M, ici "Number of mismatchesallowed betweenloci when
processing singleindividual".Nouspréciseronsgci une distancemaximalede 2 nucléotides.

te nombre maximalde différenceentre tags.Ceparametrepermet notammentde pouvoir créerun

locusde type homozygotedansle cataloguealorsqu'il esten réalité hétérozygote Ceciest pratique
pour conserverles loci hétérozygotesentre parents mais homozygote.chezhacund'entre eux. Il
s'agitdu parameétre—n, "specifythe number of mismatchesallowedbetweenloci when buildingthe
catalog"ici. Nouspouvonsfixer ce paramétrea 3.

supprimerou casseres RADtags trés répétitifs. Il s'agitde supprimerles piles "blicheronnes"de
l'analyse et briser les piles modérément surdimensionnéesNous cocheronsici cette option,
correspondantau parametre tr

Onchoisiraenfin le type de sortie : "compressedll outputs”

Une fois le job terminé, nous pouvonsconsulterles fichiers "result.log” et "catalog.*" (* couvrant
trois types de fichiersdéja mentionnésdansla premiére partie consacréea la détectionde SNPa
savoirsnps alleleset tags).



Afin de spécifierplus d'options et de pouvoir filtrer les résultats, il est possiblede ré exécuterle
dernier module de Stacks: de novo map, a savoir populations sur l'archive "total_output.zip"
généréedansl'étape précédente.

Il existedifférentesoptionsavancéesll estnotammentpossiblede préciser:

Fileoutput options:

VCF



Genepop

Structure

FASTA
PHASE/fastPHASE
Beagle

PLINK

Phylip

Kernelsmoothingalgorithmoptions:

te lissagedesinformationsobtenuesen moyennantles valeursdansune fenétre de taille en paires
de basedéfinie.siun génomede referenceestutilisé

Genomioutput options:

texport de chaque position nucléotidique (polymorphe ou non) de tous les individus d'une
populationdansun fichier. Il faudraalorspréciser'enzymede restriction utilisée

Populationadvancedptions:

t'utilisation d'une whitelist. Dansce cas, un fichier text constitué d'une colonne reprenant les
Stack_|IGh considérempour I'analyseseradonnéen entrée.

t'utilisation d'une blacklist. Dans ce cas, un fichier text constitué d'une colonne reprenant les
Stack_IGA ne pasconsidérempour I'analyseseradonnéen entrée.

te pourcentageminimumd'individuspar populationpour pouvoirconsidérere locusdansl'analyse

te nombre minimumde populationsdanslesquelde locusdoit étre présentpour le considérerdans
l'analyse

ta profondeurminimumd'un "stack"parindividua un locusdonné
unefréquenced'allélealternatif/ minoritaire minimum pour calculerun Fstaulocusconsidéré
un type de correctiona appliquerauxvaleursde Fst

un seuilde p valeurpour conserveresvaleursde Fst

d'effectuer un ré échantillonnagepar bootstrap en précisantla précisionet le nombre. Attention,
celan'est applicablequ'a des donnéesinitialement mappéescontre un génomede référence (via
I'utilisation de I'outil Reference_map



Plusieurdypesdefichierssontgénérés

Il reprendlesinformationsconcernantleslociincompatibleau seinde chacunedespopulationspuis
entre lespopulations.

NB: Pourconsulterla sortie standarddanslaquellel'outil a écrit lors du déroulementdu job, il faut
cliquersurle "i" d'un desjeuxde donnéesgénérépar l'outil puissur'stdout'.

Batch ID The batch identifier for this data set.
Locus ID Catalog locus identifier.
Chromosome If aligned to a reference genome.



Basepair If aligned to a reference genome. This is the

alignment of the whole catalog locus. The exact basepair reported is aligned to the
location of the RAD site (depending on whether alignment is to the positive or
negative strand).

Column The nucleotide site within the catalog locus.

Population ID The ID supplied to the populations program, as
written in the population map file.

P Nucleotide The most frequent allele at this position in this
population.

Q Nucleotide The alternative allele.

Number of Individuals Number of individuals sampled in this population at
this site.

P Frequency of most frequent allele.

Observed Heterozygosity The proportion of individuals that are
heterozygotes in this population.

Observed Homozygosity The proportion of individuals that are homozygotes

in this population.

Expected Heterozygosity Heterozygosity expected under Hardy-Weinberg
equilibrium.

Expected Homozygosity Homozygosity expected under Hardy-Weinberg
equilibrium.

pi An estimate of nucleotide diversity.

Smoothed pi A weighted average of p depending on the
surrounding 3s of sequence in both directions.

Smoothed pi P-value If bootstrap resampling is enabled, a p-value
ranking the significance of p within this population.

FIS The inbreeding coefficient of an individual (I)

relative to the subpopulation (S).

Smoothed FIS A weighted average of FIS depending on the
surrounding 3s of sequence in both directions.

Smoothed FIS P-value If bootstrap resampling is enabled, a p-value
ranking the significance of FIS within this population.

Private allele True (1) or false (0), depending on if this allele

is only occurs in this population.

Accompagnélu fichier sumstats_summary.tsfdisposéen 2 partiespour faciliter la visualisation)



Batch ID The batch identifier for this data set.

Locus ID Catalog locus identifier.

Population ID 1 The ID supplied to the populations program, as
written in the population map file.

Population ID 2 The ID supplied to the populations program, as
written in the population map file.

Chromosome If aligned to a reference genome.

Basepair If aligned to a reference genome. This is the

alignment of the whole catalog locus. The exact basepair reported is aligned to the
location of the RAD site (depending on whether alignment is to the positive or
negative strand).

Column The nucleotide site within the catalog locus.

Overall pi An estimate of nucleotide diversity across the two
populations.

FST A measure of population differentiation.

FET p-value P-value describing if the FST measure is

statistically significant according to Fisher's Exact Test.

Odds Ratio Fisher's Exact Test odds ratio

Cl High Fisher's Exact Test confidence interval.

Cl Low Fisher's Exact Test confidence interval.

LOD Score Logarithm of odds score.

Expected Heterozygosity Heterozygosity expected under Hardy-Weinberg
equilibrium.

Expected Homozygosity Homozygosity expected under Hardy-Weinberg
equilibrium.

Corrected FST FST with either the FET p-value, or a window-size
or genome size Bonferroni correction.

Smoothed FST A weighted average of FST depending on the
surrounding 3s of sequence in both directions.

Smoothed FST P-value If bootstrap resampling is enabled, a p-value

ranking the significance of FST within this pair of populations.



Dansla captured'écranprécédentesont par exempleprésentésdesjeuxde donnéesauformat :

rVCF pour étre vue par exemplesur desvisualisateursde génomecomme IGVou Trackster(outil
embarquédansGalaxy)

rstructure, pour servirde fichier d'entrée du logicielStructure

Apresavoir récupérél'archive généréeprécedemmentpar STACKSProcessRadtags le fichier a 2

colonnescontenantlesinformationsde population, et avoir téléchargéun génomede référencevia

I'UCS(Stickelbaclgold, sequence)la premiére étape consistea alignerleslecturesdémultipléxées
surle génome.Pourcela,nousutiliseronsBWAa traversun outil spécialementéalisépour STACKS
Map with BWAfor STACKS.



Laspécificitéde cet outil est de pouvoir générerune archivecontenantlesfichiersd'alignementau
format SAMportant le mémenom que dansle fichier "populationmap’.

Afin de générerun fichier de type population map possédantet mappantles bonnesinformations,
nous proposonsl'utilisation de I'outil

-. Il prend en entrée les fichiersfastg demultiplexés(organisésou non dansune archive)ainsi
qu'un  fichier  permettant de lier les barcodes aux populations, ici
Details_Barcode_Population_ SRR03431@it&tentantexactement2 colonnesJa premierecolonne
contenantlesbarcodes)a secondde nomde la population.

Nous pouvons ensuite exécuter STACKS Prepare population map file en utilisant le fichier a 2
colonnegénéréa l'étape précédentepour donnerlarelationindividu/ population.
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Useful links
1. Quality scores

1
2.
3.
4
2.

Basic Unix, R and PERL commands



. Stacks download and tutorials

4. Great site for information on next gen sequencing



