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Definition
Consensus actuel : Réarrangement génomique >50bp

Differents types de variants structuraux :
— Réarrangements désequilibrés (variation du nombre de copie - CNV)
Délétion
Duplication

— Réarrangements équilibrés

Insertion
Inversion
Translocation



Deletion

Ref.

Novel sequence insertion

Ref.

v N ’ ’
N \ ’ .
\ Y .
N Ny ,

’ ’ N
. ’ \ N
¥ . \ .
’ ‘ v \
/ / \ N

Translocation

Illb

Tandem duplication

Ref. +
i "
TR roa
ro ron
. \ ' \

’ \ ’ v
i v ' \

’ v \

' ‘o v

Mobile-element insertion

Ref.

’ ’ Al Ay
Mobile
element

Interspersed duplication

Ref. —jmm—— =

Inversion

Ref. = - - >

Alkan C, Coe BP, Eichler EEGenome structural
variation discovery and genotyping. Nat Rev3
Genet 12:363-376



- T - N

Pileup image [More read features
[ Quality scores

Principe de detection des SVs

1 1
1 1
! [
1 1
! |
g Bases '
A Read Depth (RD) i Reference | acoraccceamacaronrante :
1
' Reads | ----¢ AAACGTGA===== '
T | emm———— AACCGTGATGe==
Deletion Duplication L - AAACGTGATGA i
reference AR [T ACCGTGATGA :
1
e | — i ) i 3y e ey i ' \ 7 :
samplereads —5 <— —> = > — > = —> | . )
—i e A, NS T I :RGBpler |
o e i encoded |
—_— : ____________________ ’I
B PairedReads (PR :
(PR) Tandem Novel sequence Et maintenant avec
No SV Deletion duplication insertion Inversion Translocation z
des réseaux neuronaux !
—_—> — —> «— <= —>— — —> er o=
L —
icence — = A
sample I = NN
—_ — —_— «— —_— — —> — —
C SplitReads (SR) D. De Novo Assembly (AS)
Deletion
reference e reference
—  mrem— C——
sample reads _>; < sample reads _
Revi > Brief Funct G ics. 2015 Sep;14(5):305-14. doi: 10.1093/bfgp/elv014.
= eview > Brief Funct Genomics. 2015 Sep;14(5)305-14, doi:10.1093/bfgp/elv014.
- Epub 2015 Apr 15.
ey . _ — A decade of structural variants: description, history
x: 4 —— — and methods to detect structural variation
> & Georgia Escaramis, Elisa Docampo, Raquel Rabionet
ﬁ e



Short reads ou long reads?

Short reads (Illumina) : selon Uoutil et la qualité des données

— faible recall : 10 a 70% des SVs détectes

— faible précision : jusqu’a 90% de Faux Positifs

— Difficulté a caractériser des SVs complexes (alighement imprécis dans
les régions répétées et faible résolution)

/"\ Un calling consensus avec plusieurs outils de détection peut étre utile avec
des données short reads /!\

Long reads (PacBio/MinlON) :
— Meilleure caractérisation des altérations des régions répétées
— Une faible profondeur de couverture suffit (15-30x)

Sedlazeck, F. J. et al.Nat. Methods 15, 461-468 (2018).

5



FILE~  HELP ~ New session 2/12/2021,2:24:19 PM «* sHaRre ~ paliforiefitation F1R2
]BrOWSE next_refName 1
g19 next_segment_position 1:55705616

200,000,000 seq

= F - [ copy | Show more

= 199, 3 .99, R 360 Lp- QO ——— Q B e
— < 2 1:5:705769285706 Ry e — AGCAAGATCCAAGGTAAAGCCATGCTTGCTGCTAGTCCAAGGCCA
T | | 55,705,800 [ 55,705,840 55,705,880 [ 55,705,920 55,705,960 55,706,000 55706040 | | | ACACTTGGATCAGTARABCTCTAAAATTAATGTIAATCTAAGTCATA
| i | | t | 1 | ! AAGAAGAC..
i X HGO002 dbVar variant calls nssv15767046 | MD 6C138
i‘ T INS - Insertion of novel sequence relative to the reference qual
i i i ) | | | | Tl - | | e |
i X 'HG002 CRAM nanoporetwhatshap § " | o i . ) O e ) [ iy 2 = g o o2 i :mt) pnranapre| { S [ s e R R [ Copy | Show more |
PR s G i i 4 3434 39 39 37 23 12 33 22 30 40 40 39 39 38 36 38 40 30 40 40
e il oma . . - 3939363039 3637 143639 3939 3..
T = 5 PR = ™ [~ B ] L MQ 70
I = | -
| | CIGAR 145M103S
Ems n [ I
II e — e rm Il] (] =T length_on_ref 145
- (5 I template_length -292
Im | ]
I = 8L 2 [ & b . PG novoalign
u BT = (] AS 675
i— T tiam miy e
i ] (5 e TEE o &8
; | ; (] mE NM 1
% X HG002Pacbiohs37ds.11kb § | Fg = o
. . : 0 SM 3
AM 3
L ] L ]
seq_length 248
I
I
| ‘ Flag 147
i | t el 200 | 3
i X HGOO02 lllumina hs37d5.2x250 100 ‘ read paired
0 ; = read mapped in proper pair
‘ ‘ ‘ I O NN N NN N D SN EEC ] L] ] ([ read unmapped
—— : (O mate unmapped
= 1 read reverse strand
t e e e ] (O mate reverse strand
— Ofirst in pair

econd in pair

O not primary alignment

([ read fails platform/vendor quality checks
([read is PCR or optical duplicate

([ supplementary alignment




Quel outil choisir ?

Critéres de choix :

Ai-je des données short reads ou long reads ?

Ai-je de nombreux échantillons ?

Quel type de SV est-ce que je recherche ?

Est-ce que la profondeur de couverture est suffisante ?
Que privilégier : sensibilité et / ou spécificité

Quel est le format de sortie de ’outil ?



SV Gallers SV Types Data Anomalously Mapped Reads Used Techniques BP Resolution (Y/N) References

Discovery Stage Validation Stage
CNV INS DEL pup INV  TRA RD SC PR OEA uMm RD SC PR  OEA uMm CL SA CA ST
CNV BIC-seq X PE:SE X X X N [110]
cn.MOPS x PE:SE X X X N [44]
cnD X PE X X X N [88]
CNVeM X PE X X X N [105]
CNVnator > PE;SE X X X N 3]
CNV-seq X PE;SE X X X N [111]
JointSLM X PE:SE X; X X N [59]
RDXplorer X SE X X X N [115]
(- SegSeq X PE;SE X X X N [15]
(72] CNVer x PE x x x x N [62]
3 -c sV LUMPY X X X X PE X X X X X X X X N [50]
o m MetaSV X X X X b 4 PE X X X X X X X X X ¥ [65]
D_ m SVM2 X X PE x X X X X X N [16]
Breakpointer x X SE X X X b'¢ X N [95]
> | Meerkat X X X X X PE x X X X X X X ¥ [112,113]
m 4= Scalpel X X PE %X X X X Y [68]
-l SVMerge X X X x X X X X X x >4 X X Y [109]
q) SoftSv X X X X PE X X X X X X Y 9]
o BreaKmer X X X X X PE X X X X ¥ [2]
-O -: ClipCrop X X b ¢ X X PE X X X X Y [97]
m CREST X X x X PE;SE X X X Y [104]
C Gustaf X x X X PE;SE x x x Y [99]
Socrates X X % X PE:SE X X X X Y [86]
o m Bell ho PE Y 30
o— q) ellerophon X X X X X X [30]
i) BreakDancer X X X X X PE X X X N [14]
8] N CLEVER x  x PE x x x x N [60]
C DELLY X X X X PE X X X X X Y [80]
q) FACTERA X X PE X X X X X [69]
ot c GASV x x x x X PE x x N [90]
N q) o GASVPro X x X X X PE X x X X X N [91]
D -O GenomeSTRiP X PE X X X X N [29]
HYDRA X X x X PE X X X Y [78]
HYDRA-Multi X x x X PE X X X ¥ [58]
inGAP-SV X X X X X PE X X N [76]
MoDIL X X PE X X X N [51]
PEMer X X X x: X PE X X N [45]
PeSV-Fisher X X x X PE:MP X X X N [21]
PRISM X X X X X PE X X X X Y [37]
RetroSeq X PE X X X X Y [40]
SVDetect X X X X X PE:MP X X X N [116]
SVMiner X X X PE X X X X X N [31]
Ulysses X X X X X MP X X X X X N [25]
VariationHunter X X PE X X X N [32]
NovelSeq X PE X X X x Y [27]
PINDEL X X PE X X Y [114]
SLOPE X X X PE:SE X X X Y [1]
SOAPindel X X PE X X X X X ¥ [55]
Splitread X X PE X X Y [39]
BreakSeq x X PE X b4 ¥ [47]
SMUFIN X X X X PE X X Y [66]

>eiyong Guan, , Methods 102 (2016)
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Outils en long reads

Outils Read type Variant type Auteurs
DeepVariant short/long SNV/indel Poplin et al.
NanoCaller long SNV/indel Ahsan et al
PEPPERa long SNV/indel Shafin et al
cuteSV long SV/indel Jiang et al.

Dysgu short/long SV/indel Cleal et al.

pbsv long SV/indel PacBio SMRT Linkb
Sniffles long SV/indel Sedlazeck et al.
SVDSS long SV/indel Denti et al.

SVIM long SV/indel Heller and Vingron
Deep SV long SV/indel Cai et al.

Hysa short/long SV/indel Fan et al

NanoSV long SV/indel Euskirchen et al.

PBHoney long SV/indel English et al.
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Workflow
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Rappel Mapping
-> Short Reads

bowtie2 --threads 4 --very-sensitive --no-unal -x genomeRef -1 R1.fq.gz -2 R2. fq.gz -S
output.sam

->Long Reads
minimap2 -t 4 -ayYL --MD --eqx -x asm20 Ref.fa subreads > output.sam

# a output in sam format

# -Y use soft clipping for supplementary alignments

# -L write CIGAR with >65535 ops at the CG tag

# -MD output the MD tag

# --eqx write =/X CIGAR operator

#asm20Use this if the average divergence is around several percent.
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Partie TP

Data : souche de Zymoseptoria tritici séquencées a la fois en Illumina et en

MinION.
— chaque set de reads a été aligné sur le génome de référence avec les outils

dédiés
— les données ont été réduites aux premiers 500kb du chr10

Tools :

- Delly (Bioinformatics, Volume 28, Issue 18, 15 September 2012, Pages i333-i339,
https://doi.org/ 10.1093/bioinformatics/bts378)

- Sniffles (Nature Methods volume 15, pages 461-468 (2018) ,
https://www.nature.com/articles/s41592-018-0001-7) with NGMLR mapping

13


https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts378
https://www.nature.com/articles/s41592-018-0001-7

Jeux de données #2 : SVs

Zymoseptoria tritici : Champignon ascomycete, pathogene du blé tendre,
responsable d’une maladie foliaire (septoriose).

Principale maladie du blé (jusqu’a 50% de perte de rendement).

Haploide, génome de 40 Mb séquencé en 2011 : 13 chromosomes essentiels
+ 8 chromosomes accessoires

Souche séquencée avec deux technologies : Illumina et Minlon

Your turn !
Retrouvez les délétions de grande taille




Aller au jupyterNoteBook



Visualisation sous IGV (Bonus)

Télécharger en local les fichiers BAM et leurs index a travers votre session
Jupyter

— Zymoseptoria tritici.fa/fai
— mapping_illumina_chr10_500kb.bam/bam.bai
— mapping_minion_chr10_500kb.bam/bam.bai

Charger le génome de référence

Ouvrir les fichiers BAM correspondant aux deux analyses (short et long
reads)
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deletion 90309-101040 (illumina), 91233-98159 (Minion)
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deletion 90309-101040 (illumina), 91233-98159 (Minion)
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deletion 111021-111676
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deletion 191291-191343
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deletion 343161-343273
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Comparaison des résultats de Delly et Sniffles

Delly (illumina) Sniffles (Minion)
start stop precision PE SR start stop precision
| s726 57598 impRecisE |
90309 101040  IMPRECIS 91233 98159  IMPRECISE

191291 191343 PRECISE

IGV ~“OK
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Conclusion

La détection des SVs manque de précision et engendre des faux positifs et
faux négatifs

— Nécessité de croiser différents outils/technologies
— Nécessité de bien utiliser les métriques des outils

— Nécessité d’une bonne profondeur (variant hétérozygote)

Vérifier visuellement les résultats sur IGV permet d’augmenter la confiance
dans les SVs déetectés
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