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1. Skérovacie schémy. Nastrankehttp://compbio.fmph.uniba.sk/vyuka/mbi-data/dul/aln.php
najdete jednoduchtu webovu aplikiciu, ktord spocita lokdlne zarovnanie pre dve kratke DNA sekvencie
a zvolené skorovanie. Ak existuje viac lokdlnych zarovnani s najvyssim skore, vypiSe prvych 10 z nich.
Skuste zarovnat nasledujtce dve sekvencie s rdoznymi skorovacimi schémami a néjdite odpovede na otazky
nizdie. Vzdy aj vysvetlite, preco by sme intuitivne taktuto odpoved ocakavali.

Sekvencia 1: AGGACTGTGTTCACGGCATACACATTA

Sekvencia 2: ATTTTATACAGTCGTCCCCGTCTCTTGGGAGG

a) Uvazujme skorovacie schémy, v ktorych je skore zhody 10 a skore nezhody a medzery sa nejaké celé
zaporné &isla. Pri akych typoch skérovania dostavate ako vysledok vel'mi kratke lokélne zarovnania?
Preco je to tak? Uvedte priklad s najkrat$im zarovnanim, aké sa vam podarilo najst a pri akej
skorovacej schéme tento priklad nastal.

b) Uvazujte opét skérovanie, v ktorom je skore zhody 10 a skore nezhody a skore medzery su nejaké
celé zaporné ¢isla. Pri akych typoch skérovania dostavate ako vysledok dlhé lokalne zarovnania,
ktoré obsahuju velku Gast vstupnych sekvencii? Preco je to tak? Uvedte priklad zarovnania, ktoré
obsahuje ¢o najviac zo vstupnych sekvencii a pri akej skorovacej schéme tento priklad nastal.

c¢) Pridajte do jednej zo sekvencii niekol'ko (¢o najmensi pocet) novych nukleotidov tak, aby sa pri
skorovani z Casti b) zarovnali obidve sekvencie celé. Vysvetlite, ako ste pri rieSeni ulohy postupovali.

2. Zostavovanie kontigov z BACov. V minulosti sa pri sekvenovani pouZivala metéda BAC-by-
BAC, v ktorej sa kusy sekvencie dlzky 100-200kbp naklonovali ako bacterial artificial chromosome (BAC)
a kazdy sa zvlast sekvenoval a zostavoval. Tato metdda nam aj dnes modze pomoct pri zostaveni komplex-
nych oblasti genému s velkym poétom sekvenénych opakovani. V tejto tlohe mame niekolko BACov, z
ktorych je potrebné zostavit jeden kontig. Vo vSetkych castiach popiste, ako ste dospeli k odpovediam.

a) Stiahnite z|Genbanku sekvencie AC191982, AC191985, AC191986. Z akého st organizmu?

b) Pomocou nejakého programu na hladanie lokalnych zarovnani najdite medzi kontigmi prekryvy a
urcite, v akom poradi a v akej orientacii sa maji BACy nachadzat vo vyslednom kontigu.

Napiste navod ako zostavit vysledny kontig (ktoré ¢asti z ktorych BACov by ste pouzili vo vysledku,
vratane suradnic). Aky dlhy bude vysledny kontig? Ukazte, ako ste k rieSeniu dospeli.

Pomocka: Mozete pouzit web server programu yass http://bioinfo.1ifl.fr/yass/yass.php)
ktory umoziuje zarovnéavat pary sekvencii a vypisovat vysledok v roznych formétoch, ako napriklad
doplot (na vizualne postdenie podobnosti) alebo tabulka (na uréenie suradnic zarovnanych usekov).

c) Zistite, na ktorom chromozome a na akych suradniciach sa tento kontig nachadza v prislusnom
organizme. Na tento ucel pouzite aplikiciu BLAT na UCSC genome browseri http://genome.
ucsc.edu/} Sta¢i pomocou BLATu mapovat uplny zaciatok a uplny koniec kontigu.

Sktste toto mapovanie v najstarSej a najnovsej dostupnej verzii prislusného genomu (z 2006 a
2019). Ako sa dlzka tohto tseku zmenila medzi verziami a ako sa porovna s dlzkou vasho kontigu?

3. Pokrytie genému ¢itaniami Pri planovani sekvenovania ur¢itého genému st délezité nasledujtce
parametre: dizka genomu G, dizka Gitania L a pocet ¢itani N. Stucet dizok ¢itani bude teda NL a jedna
baza gendému bude teda v priemere pokrytda NL/G ¢&itaniami. Tato hodnotu oznac¢ime C, pokrytie ge-
nomu. KedZe vSak pri sekvenovani st jednotlivé ¢itania na genéme rozmiestnené ndhodne, na niektorych
miestach ich bude viac a na inych menej a moze sa dokonca stat, Ze niektoré bazy nebuda pokryté Ziad-
nym &itanim. Pomocou pomerne jednoduchych vztahov sa da odvodit, kol'ko pri ur¢itych parametroch
ocakdvame v genéme takychto nepokrytych baz. Tieto vzorce sii v8ak odvodené za idealistickych pod-
mienok, kde kazdé baza v genéme ma rovnaku Sancu byt zac¢iatkom ¢itania. Tento model rozmiestnenia
¢itani nazveme M1.
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V realnych datach vSak ¢asto dochadza k vychylkdm, kde oblasti s extrémne vysokym alebo nizkym
obsahom GC maju mensie pokrytie ¢itaniami nez oblasti s obsahom GC blizkym 50%. V modeli M2
budeme uvaZovat geném rozdeleny na casti A a B, pri¢om ¢ast A mé velkost GG; a priemerné pokrytie Cy
a ¢ast B méa velkost Gs a priemerné pokrytie Cs. Pozrieme sa, aké maju rozdiely v priemernom pokryti
efekt na pocet béz, ktoré nie st vobec pokryté Ziadnym ¢éitanim.

Na stranke najdete sibor pre Excel (alebo tabulkovy procesor v LibreOffice a pod.), v ktorom mozete
menit parametre G, L a C, ako aj C; a G; a pocitat, kolko nepokrytych baz ocakidvame v genéme
v modeloch M1 a M2. Velkost oblasti B sa vidy dopocita tak, aby celkova velkost bola rovnaka ako
v modeli M1 a podobne pokrytie oblasti B sa dopocita tak, aby celkovy pocet ¢itani bol rovnaky ako
v M1. Velkost genomu G je nastavena na milién baz a dlzka ¢itania L na 100.

a) Uvedte v tabulke, kolko b4z s pokrytim 0 odakdvame v celom genéme pri priemernom pokryti
C =1,5,10,15 v modeli M1. Aky trend pozorujete? Preco to tak asi je?

b) Nastavte celkové pokrytie na C' = 10, velkost oblasti A nastavte na G; = 500000, t.j. G/2 a
skusajte pokrytie ¢asti A s hodnotami C; = 11,12, 13, 14, 15. Uved'te v tabulke, kol'’ko nepokrytych
béz ofakavame v celom genome v modeli M2 pre tieto hodnoty C;. Aky trend pozorujete? Mame
viac alebo menej nepokrytych baz ako v modeli M17 Preco to tak asi je?

c¢) Nastavte celkové pokrytie C' = 10, pokrytie oblasti A na C7 = 12 a skiSajte nastavit velkost ¢asti A
s hodnotami G; = 300 000, 400 000, 500 000, 600 000, 700 000. Uved'te v tabulke, kol'ko nepokrytych
baz o¢akavame v celom gendéme v modeli M2 pre tieto hodnoty G;. Aky trend pozorujete? Vidime
pri nerovnomernom rozdeleni genému na casti A a B vicési alebo mensi pocet nepokrytych baz?
Preco to tak asi je?

V jednotlivych Gastiach skuste neformélne zdovodnit, pre¢o st pozorované trendy intuivne ocakava-
telné. Nie je potrebné v tomto zd6évodneni uvadzat Zziadne vzorce alebo vypoéty.

Poznamka: pre kontrolu uvadzame tudaje v jednotlivych ¢astiach pre iné nastavenia nez pozadované.
Ak v Casti a) zvolime C = 8, dostaneme vysledok 335,33. V ¢asti b) ak C7 = 16, dostavame 9154,21. Ak
v Casti ¢) zvolime G = 800000, dostavame 27058,43.



