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Outline	
  
	
  
This	
  supplementary	
  material	
  refers	
  to	
  a	
  presenta@on	
  given	
  
during	
  the	
  Gene2farm	
  Winter	
  School	
  2015,	
  held	
  in	
  Piacenza	
  
(Italy),	
  Nov	
  9th	
  2015.	
  
	
  
All	
  the	
  soNware,	
  help	
  files	
  and	
  example	
  data	
  are	
  available	
  at	
  the	
  
links	
  provided	
  here.	
  Although	
  this	
  examples	
  runs	
  on	
  a	
  Linux	
  
Opera@ve	
  System	
  (Ubuntu),	
  it	
  is	
  compa@ble	
  to	
  any	
  computer	
  
with	
  Linux/Unix	
  and	
  Mac	
  OSs.	
  
	
  
Please	
  note	
  that,	
  except	
  for	
  the	
  “reduc@on”	
  of	
  data	
  (e.g.	
  small	
  
number	
  of	
  markers	
  and	
  individuals),	
  this	
  is	
  a	
  pseudo-­‐real	
  case	
  
scenario.	
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The	
  so;ware	
  used	
  

All	
  the	
  soNware	
  shown	
  here	
  is	
  completely	
  open-­‐source,	
  meaning	
  you	
  have	
  access	
  
to	
  the	
  code.	
  	
  
	
  
Wri[en	
  in	
  python	
  2.7	
  and	
  for	
  G2F/GenHome	
  purposes,	
  but	
  extended	
  to	
  the	
  general	
  
public.	
  
	
  
Full	
  informa@on,	
  including	
  manuals,	
  can	
  be	
  found	
  at:	
  
	
  
h[ps://github.com/nicolazzie/SNPConvert.git	
  	
  	
  	
  	
  (soNware	
  and	
  reference	
  manual)	
  
	
  
And	
  
	
  
h[ps://github.com/bioinforma@cs-­‐ptp/Zanardi.git	
  	
  	
  	
  	
  (soNware)	
  
h[ps://github.com/bioinforma@cs-­‐ptp/Zanardi/wiki	
  	
  (wiki	
  and	
  full	
  documenta@on)	
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First:	
  get	
  the	
  data	
  
To	
  obtain	
  the	
  data,	
  use	
  GIT,	
  a	
  version	
  control	
  soNware	
  that	
  is	
  commonly	
  
used	
  by	
  developers	
  working	
  in	
  teams.	
  
	
  
	
  

1.	
  Open	
  a	
  terminal	
  

2.	
  Go	
  to	
  Desktop	
  folder,	
  then	
  go	
  to	
  WORK	
  folder	
  (previously	
  created),	
  	
  then	
  create	
  a	
  directory	
  
named	
  “PRACTICALS_ELN”	
  and	
  go	
  into	
  it.	
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First:	
  Let’s	
  get	
  the	
  data	
  

git	
  clone	
  https://github.com/nicolazzie/WS2015.git	
  

Once	
  downloaded,	
  go	
  to	
  the	
  WS2015	
  folder	
  that	
  contains	
  2	
  
files.	
  The	
  RED	
  one	
  is	
  the	
  one	
  with	
  the	
  data.	
  

unzip	
  PRACTICALS_DATA.zip	
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CASE	
  SCENARIO	
  

The	
  user	
  is	
  asked	
  to	
  standardize,	
  impute	
  and	
  analyse	
  data	
  from	
  3	
  
projects	
  that	
  were	
  analyzed	
  by	
  3	
  different	
  groups	
  using	
  3	
  different	
  
chips	
  (e.g.	
  different	
  densi@es).	
  	
  
The	
  data	
  is	
  in	
  3	
  different	
  formats	
  and	
  with	
  3	
  different	
  separators:	
  
•  Illumina	
  ROW	
  format,	
  allele	
  coding	
  FORWARD	
  or	
  TOP,	
  
separator	
  is	
  “tab”	
  

•  Illumina	
  MATRIX	
  format,	
  allele	
  coding	
  A/B,	
  separator	
  is	
  “	
  
comma”	
  

•  PLINK	
  (ped/map)	
  file,	
  allele	
  coding	
  A/B,	
  separator	
  is	
  “space”	
  
	
  
All	
  data	
  should	
  be	
  standardized,	
  merged	
  and	
  analysed	
  using	
  TOP	
  
allele	
  coding.	
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Files	
  in	
  PRACTICALS_DATA.zip	
  
•  FinalReport_MATRIX.csv	
  =“Lab”	
  file,	
  contains	
  genotypes	
  in	
  matrix	
  format	
  for	
  8	
  SNPs	
  ,	
  sep	
  is	
  “,”	
  
•  FinalReport_ROW.txt	
  =“Lab”	
  file,	
  contains	
  genotypes	
  in	
  row	
  format	
  for	
  10	
  SNPs	
  ,	
  sep	
  is	
  “tab”	
  
•  FinalReport_PLINK.ped	
  =“Lab”	
  file,	
  contains	
  genotypes	
  in	
  PLINK	
  format	
  for	
  6	
  SNPs,	
  sep	
  is	
  “space”	
  	
  
•  SnpMap_*	
  =	
  Map	
  and	
  SNP	
  coordinates	
  and	
  informa@on	
  (they	
  come	
  with	
  the	
  gen	
  files)	
  
•  SNPchimp_*	
  =	
  See	
  meaning	
  of	
  this	
  file	
  later.	
  
•  HELPFILE.sh	
  	
  =	
  Helper	
  file	
  to	
  create	
  paths.	
  

HELPFILE.sh	
  is	
  a	
  simple	
  program	
  created	
  ad-­‐hoc	
  for	
  the	
  G2F	
  WinterSchool	
  2015.	
  It	
  will	
  
create	
  a	
  HELP	
  file	
  for	
  your	
  convenience	
  during	
  this	
  prac@cal.	
  It	
  contains	
  the	
  series	
  of	
  
commands,	
  including	
  the	
  long	
  paths	
  you	
  have	
  to	
  use	
  in	
  the	
  parameter	
  files.	
  	
  
	
  
How	
  to	
  access	
  it:	
  	
  	
  	
  	
  ./HELPFILE.sh	
  	
  	
  
	
  
It	
  creates	
  a	
  HELPFILE.txt	
  file,	
  so	
  if	
  you	
  accidentally	
  close	
  it,	
  you	
  can	
  s)ll	
  open	
  it	
  using	
  the	
  
command	
  gedit	
  HELPFILE.txt	
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Advice..	
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Our	
  PLAN:	
  

1)	
  Standardize	
  data	
  formats	
  .	
  We	
  cannot	
  handle	
  3	
  different	
  format	
  of	
  files	
  
contemporarily!	
  We’ll	
  transform	
  EVERY	
  genotype	
  file	
  into	
  a	
  PLINK	
  format.	
  
	
  
2)	
  Deal	
  with	
  allele	
  conversion	
  and	
  map	
  informa)on.	
  
	
  
3)	
  Merge	
  all	
  files	
  
	
  
4)	
  Analyze	
  the	
  data.	
  
	
  
How?	
  Using	
  some	
  tools	
  developed	
  in	
  Gene2farm!	
  	
  
REALLY	
  easy	
  to	
  use	
  (will	
  become	
  easier),	
  once	
  you	
  know	
  how	
  to!	
  
First,	
  let’s	
  download	
  (part	
  of)	
  the	
  tools:	
  
	
  
git	
  clone	
  https://github.com/nicolazzie/SNPConvert.git	
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You	
  have	
  the	
  command	
  below	
  on	
  your	
  
“HELPFILE”	
  (copy	
  and	
  paste	
  it)	
  

git	
  clone	
  https://github.com/nicolazzie/SNPConvert.git	
  

3	
  tools:	
  PEDDA_MATRIX,	
  PEDDA_ROW,	
  iConvert	
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Gene2farm	
  so;ware	
  we’ll	
  use	
  

PEDDA_matrix.py	
  
Transforms	
  Illumina	
  MATRIX	
  format	
  files	
  into	
  PLINK.	
  Maintains	
  allele	
  coding	
  as	
  
is.	
  
	
  
PEDDA_row.py	
  
Transforms	
  Illumina	
  ROW	
  format	
  files	
  into	
  PLINK.	
  If	
  more	
  than	
  one	
  allele	
  codes	
  
are	
  present,	
  user	
  gets	
  to	
  choose	
  which	
  allele	
  format	
  to	
  output.	
  
	
  
iConvert.py	
  
Converts	
  allele	
  coding,	
  using	
  a	
  SNPchimp	
  file	
  (e.g.	
  downloaded	
  from	
  the	
  
website)	
  to	
  do	
  the	
  conversion.	
  If	
  required,	
  it	
  also	
  updates	
  map	
  informa@on.	
  
	
  
Zanardi.py	
  
Mul@-­‐purpose	
  soNware	
  that	
  automa@cally	
  downloads	
  soNware,	
  merges	
  files	
  
and	
  streamlines	
  mul@ple	
  G-­‐analyses.	
  

Now,	
  	
  SNPConvert	
  GUI	
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PEDDA_MATRIX	
  

cd	
  PEDDA_MATRIX	
  
gedit	
  peddam.param	
  	
  

	
  
(a	
  screen	
  will	
  open,	
  scroll	
  down	
  with	
  your	
  down	
  arrow	
  or	
  mouse)	
  

You	
  only	
  have	
  to	
  modify	
  the	
  5	
  
parameters	
  	
  
	
  
finrep:	
  Final	
  report	
  in	
  matrix	
  fmt	
  
snpmap:	
  SNP	
  map	
  	
  
outname:	
  name	
  of	
  output	
  file	
  
brdcode:	
  Name	
  of	
  breed	
  
sep:	
  separator	
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PEDDA_MATRIX	
  

Use	
  your	
  own	
  name!	
  

Let	
  me	
  show	
  you	
  how	
  to	
  do	
  this	
  using	
  the	
  HELP	
  file…	
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PEDDA_MATRIX	
  

python	
  pedda_matrix.py	
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PEDDA_ROW	
  

cd	
  ../PEDDA_MATRIX	
  
gedit	
  peddar.param	
  

	
  
(a	
  screen	
  will	
  open,	
  scroll	
  down	
  with	
  	
  

your	
  down	
  arrow	
  or	
  mouse)	
  

Same	
  5	
  as	
  before	
  +	
  3	
  new	
  params:	
  
	
  
allele:	
  allele	
  format	
  desired	
  (must	
  
be	
  in	
  the	
  FinalReport)	
  
SNPid_pos:	
  Column	
  of	
  the	
  SNP	
  id	
  	
  
INDid_pos:	
  Column	
  of	
  the	
  ID	
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PEDDA_ROW	
  
Use	
  your	
  own	
  name!	
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PEDDA_ROW	
  

python	
  pedda_row.py	
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Step	
  1	
  (standardizing	
  formats):	
  DONE	
  

We	
  have	
  successfully	
  translated	
  all	
  the	
  formats	
  into	
  3	
  single	
  PLINK	
  (ped/map)	
  
files.	
  
	
  
However,	
  they	
  are	
  in	
  3	
  different	
  allele	
  codings!	
  

	
  PLINK_MATRIX_AB.ped	
  is	
  in	
  AB	
  	
  (NOT	
  OK)	
  
	
  PLINK_ROW_TOP.ped	
  is	
  in	
  TOP	
  	
  (OK)	
  
	
  FinalReport_PLINK.ped	
  is	
  in	
  FORWARD	
  (NOT	
  OK)	
  

	
  
We	
  need	
  to	
  standardize	
  that!!!	
  
	
  
Fortunately,	
  there	
  is	
  a	
  tool	
  to	
  do	
  that	
  using	
  SNPchimp	
  data	
  as	
  source	
  for	
  allele	
  
conversion.	
  Its	
  name	
  is	
  iConvert,	
  and	
  allows	
  you	
  to	
  convert	
  allele	
  codings	
  and	
  
update	
  the	
  map	
  informa@on	
  in	
  the	
  process.	
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iConvert	
  

I	
  convert	
  is	
  a	
  more	
  user-­‐friendly	
  program.	
  You	
  do	
  not	
  have	
  to	
  enter	
  the	
  
program	
  to	
  set	
  the	
  parameters:	
  there	
  is	
  a	
  parameter	
  file.	
  
First,	
  let’s	
  go	
  to	
  the	
  right	
  folder:	
  	
  
	
  

cd	
  ../iConvert	
  
	
  
There	
  you’ll	
  find	
  the	
  iConvert.py	
  program	
  and	
  a	
  convert.param	
  file.	
  	
  
	
  
Open	
  the	
  convert.param	
  file	
  
	
  

	
   	
   	
  gedit	
  convert.param	
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iConvert	
  parameter	
  file	
  

	
   	
   	
  gedit	
  convert.param	
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Modifying	
  the	
  parameter	
  file	
  

Use	
  your	
  own	
  name!	
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First	
  run…done	
  

	
   	
   	
  python	
  iConvert.py	
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Modifying	
  the	
  parameter	
  file	
  

Use	
  your	
  own	
  name!	
  

	
   	
   	
  gedit	
  convert.param	
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Second	
  run…done	
  

	
   	
   	
  python	
  iConvert.py	
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What	
  we	
  have	
  (cleaning	
  up)	
  

FinalReport_PLINK_updated.ped	
  
SnpMap_PLINK_updated.map	
  
PLINK_MATRIX_AB_updated.map	
  
PLINK_MATRIX_AB_updated.ped	
  
PLINK_ROW_TOP.map	
  
PLINK_ROW_TOP.ped	
  
	
  

cd	
  ../..	
  
ls	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
mkdir	
  FINAL_FILES	
  
mv	
  *_updated*	
  PLINK_ROW_TOP.*	
  FINAL_FILES/	
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Now	
  we	
  download	
  and	
  run	
  Zanardi	
  

	
  	
  �git	
  clone	
  https://github.com/bioinformatics-­‐ptp/Zanardi.git	
  
	
  
We	
  will	
  try	
  to	
  do	
  an	
  imputa@on	
  process	
  using	
  beagle	
  v.4,	
  so	
  we	
  will	
  need	
  to	
  download	
  
PLINK	
  (to	
  manage	
  the	
  datasets)	
  and	
  BEAGLE	
  v.4.	
  
	
  
Zanardi	
  has	
  an	
  automa@c	
  rou@ne	
  to	
  download,	
  install	
  and	
  auto-­‐compile	
  the	
  required	
  
input	
  on	
  the	
  parameter	
  file.	
  
	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  cd	
  Zanardi	
  

python	
  Zanardi.py	
  -­‐-­‐download=plink,beagle4	
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  Managing	
  Zanardi:	
  
ALL	
  is	
  on	
  the	
  parameter	
  file	
  

gedit	
  PARAMETER.txt	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Zanardi	
  can	
  automa@cally	
  merge	
  and	
  analyze	
  mul@ple	
  PLINK	
  files.	
  
What	
  we’re	
  going	
  to	
  do	
  is	
  to	
  include	
  the	
  3	
  PLINK	
  files	
  already	
  standardized,	
  edit	
  the	
  
merged	
  file,	
  run	
  a	
  mul@dimensional	
  scaling	
  plot	
  analysis	
  and	
  impute	
  the	
  whole	
  
dataset	
  using	
  beagle	
  v.4.	
  
	
  
All	
  this	
  can	
  be	
  done	
  edi@ng	
  a	
  single	
  parameter	
  file!	
  

Compiled	
  
	
  by	
  the	
  	
  
-­‐-­‐download	
  	
  
op@on	
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We’re	
  going	
  to	
  modify	
  4	
  sec)ons	
  of	
  the	
  
parameter	
  file:	
  INPUT,	
  PLINKQC,	
  MDS	
  and	
  BEAGLE	
  

Meaning:	
  Individuals	
  with	
  >	
  10%	
  missing	
  will	
  be	
  	
  
discarded,	
  SNP	
  with	
  >	
  5%	
  missing	
  calls	
  or	
  not	
  in	
  the	
  	
  
autosomal	
  chromosomes	
  will	
  be	
  discarded	
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Meaning:	
  	
  
MDS	
  op@on:	
  Do	
  not	
  group	
  individuals	
  by	
  popula@on	
  
BEAGLE	
  op@on:	
  RAM	
  memory	
  usage:	
  4Gb	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Missing	
  values:	
  0	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Other	
  op@ons:	
  none	
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gedit	
  PARAMETER.txt	
  

Modify	
  INPUT_PED	
  and	
  INPUT_MAP	
  
Delete	
  the	
  variables	
  in	
  INPUT_PEDIG	
  and	
  INPUT_PHENO	
  
Edit	
  the	
  variable	
  OUTPUT_NAME	
  to	
  “WINTERSCHOOL”	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
Keep	
  the	
  other	
  variables	
  as	
  default	
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Now	
  run	
  the	
  program..	
  

�python	
  Zanardi.py	
  -­‐-­‐plinkqc	
  -­‐-­‐mds	
  -­‐-­‐beagle4	
  
	
  
A	
  step-­‐by-­‐step	
  log	
  will	
  be	
  printed	
  on	
  screen	
  (and	
  on	
  a	
  
“Zanardi.log”	
  file).	
  
	
  
An	
  output	
  folder	
  will	
  be	
  created	
  containing	
  all	
  output	
  files.	
  
	
  
You	
  have	
  just	
  edited,	
  run	
  an	
  MDS	
  and	
  imputed	
  3	
  different	
  chips.	
  
	
  

Congrats!	
  
(Know	
  that	
  many	
  other	
  analyses	
  are	
  available…)	
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