HISTOIRE DU SÉQUENÇAGE CMH RUN 1 AND RUN 2
Le séquençage a été réalisé à Ohaio et les échantillons ont été préparés par Aurélie Cohas, Aurélie Johanet et Jacek Radwan pendant l'année 2010 – 2011.

Pour le 1er Run tous les individus Sassière + 30 Pirennées et 30 Italie ont été inclus (toutes les informations des données sont dans Ferrandiz-Rovira et al. 2014 ?). Le deuxième Run a été réalisé après traitement des données du Run 1 par Aurélie Johanet. Mais Aurélie Johanet est parti du labo sans rien donner du protocole obtention des données 454 mais elle a laissé un fichier genotypes 454 (Table finale des génotypes aux 4 loci polymorphes du CMH.xls) qui n'est pas valable et fausse... 

Le Run2 n'est pas de très bonne qualité, on pense qu'il y a parfois deux individus qui se sont mélangés au moment de la PCR... du coup données examinés très en détail.

Du coup Aurélie Cohas et Mariona Ferrandiz ont traité tous les données 454 (Run 1 et Run2) avec le développement du programme alFinder (python) avec Thomas Bigot. Ce travail a donnée lieu a une publication (Ferrandiz-Rovira et al. 2014 ? + participation au colloque Génomique Environmentale à Rennes). Mais ce travail a du être réalisé deux fois... suite à un problème du programme alFinder (traitement des données en 2012 et en 2013). 

Les résultats finales se trouvent dans :
familleCMHmethodo_12_2013.xls : il y a que les données du Run 1 et sont les données utilisés pour l'article et le colloque. Dans ce fichier il y a :

Mama.UB.A … : données après 2ème alFinder et = article et pour le Run 1


Mama.UB.A_1st454 : données après 1er alFinder et et pour le Run 1


Mama.UB.A_2nd454 : données après 1er alFinder et et pour le Run 2


Mama.UB.A_biofidal : données biofidal


Mama.UB.A_2012 : données consensus 1er alFinder


Mama.UB.A_2013 : données issues du 2ème alFinder brutes (extrait du fichier 
famCMH_2013methodo.csv)


DiffUB_2013 : colonne difference entre Mama.UB.A_2012 et 
Mama.UB.A_2013 utiles pour reconstruire la colonne Mama.UB.A (afin de 
pouvoir garder les couleurs et reste d'anotations type biofidal, deduit...)
famCMH_2013methodo.csv : fichier issue des settings qui apparaissent dans l'article MHCmethodology
famCMH_2013Run2.csv : fichier issue des mêmes settings qui apparaissent dans l'article MHCmethodology pour le Run 2 et données ajoutés pour créer famille2013.
POUR COMPRENDRE L'ORGANISATION DES FICHIERS
Il y a différents dossiers, ici ils sont ordonnés par l’ordre de traitement des données:
ResultsCMH_alFinder.R (fichier .R pour traiter tous les données génétiques)
1_Données brutes

Données d'Aurélie Johanet et données sortants du 2nd454sequencing
2_ToRun_alFinder (settings alFinder en bas du document)
On a utilisé 3 bases aux LociMarkers pour identifier à quel locus appartient une séquence donnée. On a vérifie si ça changeait beaucoup les résultats obtenus en prenant tous les pairs de bases pour identifier les LociMarkers mais ça ne change pas trop, du coup on utilise les 3  LociMarkers.

Dans alFinder...
# nombre de séquences minimum par individu pour tenter d’identifier l’allèle

# ou de détecter de nouveaux allèles.

minNumberOfSeqsPerIndividual = 19

# nombre de fois où une séquence doit être vue pour pouvoir être considérée comme nouvelle

# pour éliminer les singletons, on la fixe à 2

threshold = 2
          Différents fichiers to run alFinder


Dans le dossier data il y a :




- tous les fichiers prêts pour faire tourner avec alFinder (un 


fichier par pool)




- les 4 fichiers des allèles sortants d'alFinder :





- allèles déjà connus avant alFinder 





- newAlleles (à chaque fois qu'on fait tourner alFinder il 



prend le fichier des allèles déjà 
connus + newAlleles 



decouverts aux pools précedents) 
3_Results alFinder
 
Fichiers sortants alFinder: (un fichier par pool)

          Dans le dossier newAlleles:




1_sortants alFinder




2_alignement: on a aligné les sequences des newaAlleles pour 


trouver des erreurs du séquençage 454 qui se  rassemblent aux 


vrais allèles (seq de newAlleles avec des multiples insertions 


des paires de bases ou des paires de bases « oubliées »).




3_correspondence : fichiers avec les correspondances newAllele 


et vrai allèle (comme ça obtient un nombre plus grand de 


séquences détectés, fait qui nous permettra de mieux assurer 


les génotypes qui correspondent à chaque individu) 
4_compteAlleles
                  
Programme utilisé pour faire un tri parmi tous les résultats 


obtenus dans alFinder (il sort les trois premiers allèles de plus 


grande fréquence génotypées par 454)

            
À partir de ce moment on va distinguer les résultats qui 



proviennent :

 


- Tout l'ensemble des données (1st_2nd_454seq)

                   - Première fois que le séquençage 454 a été fait

                 - Deuxième fois que le séquençage 454 a été fait : on a détecté 


un problème avec ces données, il semble que les PCR n'ont pas 


été bien faites et il y aurait plusieurs individus qui sont 



associées à un seul individu. 
5_Results
Couplage des données alFinder + compteAlleles avec les données famille2011. Il y a les premières colonnes avec le genotype final + autres colonnes avec les allèles et fréquences sortants du 1st et 2nd 454seq. On c'est servi des données sortants du 1st et aussi du 2nd quand c'était claire ou quand il y avait les mêmes infos sur 1st et 2nd. 
On a codé:
ok: si on etais d'accord avec les données

moyen: on n'etais pas trop contentes des résultats

pat: les résultats sont confirmés grâce à l'info des paternités 

pool 1 = pool 2 : les résultats sont les mêmes entre le 1er et le 2ème sequençage.

abc: individus qui dans le pool etaient numerotés ind23a; ind23b;ind23c

SP: sans info de ses parents pour chequer si c'est ok
SETTINGS ALFINDER2013
Je prend les Mama-DRB1_alFinder.fas etc... du mois septembre 2012 et j'ajoute Petit aux NewAllelesxx qui sont effectivement très petits... je vais les nommer différemment Mama-DRB1_alFinder2013.fas

Pas de PetitNewAllelexxx en DRB1


19 PetitNewAllelexxx en DRB2


77 PetitNewAllelexxx en DRB2


87 PetitNewAllelexxx en DRB2

Après repassage de alFinder pas chacun des runs j'obtiens des résultats que je met dans le dossier :
results3locimarkers2013
Les anciens résultats et les fichiers Mama-DRB1_alFinder.fas etc... (avec les NewAlleles) sont sauvegardés à part dans un dossier qui s'appelle results3locimarkers2012_merde.
Pour les settings alFinder2013 :

3 lociMarkers

[AlleleDiscovering] 

# écrit les allèles dans le fichier d’allèles 

discovering = True 

# nombre de séquences minimum par individu pour tenter d’identifier l’allèle 

# ou de détecter de nouveaux allèles. 

minNumberOfSeqsPerIndividual = 19 

# nombre de fois où une séquence doit être vue pour pouvoir être considérée comme nouvelle 

# pour éliminer les singletons, on la fixe à 2 

threshold = 2 
