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ABSTRACT
Whole genome sequencing is a technology that detects nucleotide sequences across the entire DNA, which, in the past, was limited 
by high costs and time constraints. However, recent advancements in science and technology have significantly reduced these 
limitations. The GATK pipeline is widely used for detecting high-accuracy variants from whole genome data and offers the advantage 
of customizable variant filtering, making it a valuable tool in many research studies. This technical protocol provides a series of 
commands for practical use, from FASTQ data quality validation to variant detection and gene annotation using the GATK pipeline, 
employing the Bos taurus reference genome and whole genome sequencing data from five Hanwoo cattle obtained from the 
NCBI and SRA public databases. By presenting a method for high-quality variant detection, this paper is expected to contribute to 
improving the accuracy of downstream analyses, such as population studies and GWAS analyses.
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INTRODUCTION
DNA 시퀀싱 기술은 Sanger 시퀀싱으로 시작해 차세대 시퀀싱(NGS)으로 발전하며 전장 유전체 시퀀싱(WGS)을 가능케 했다 

(Schuster 2008). 초기 NGS 시퀀싱은 긴 시간과 높은 비용의 한계를 가졌지만, 기술이 발전함에 따라 모든 측면에서 개선되었다(van 

Dijk, Auger et al. 2014). 현재 WGS는 24시간 이내에 $1,000 이하의 비용으로 수행 가능하며, 일부 플랫폼은 $500~$1,500까지 비용을 절
감해 연구와 임상에서 실용성을 높이고 있다(Gullapalli, Desai et al. 2012).

현대 시퀀싱 기술을 주도하는 주요 기업으로는 Illumina, Element Biosciences, Thermo Fisher Scientific가 있으며 각기 다른 장단점이 

존재하여 목적에 맞춰 사용되고 있다. Illumina는 NovaSeq 시리즈를 통해 대량 데이터를 효율적으로 처리하며(Kim, Jeon et al. 2021), 

Element Biosciences는 비용 효율적이고 간편한 소형 플랫폼을 제공한다. 마지막으로, Thermo Fisher Scientific의 Ion Torrent는 유전자 발
현 분석과 표적 유전체 분석에서 강점을 보인다 (Michael A Quail, Miriam Smith et al. 2012).

이러한 WGS 데이터는 전장유전체에 걸친 단일염기다형성 (SNP)과 구조 변이 (SV)를 검출함으로써, SNP 칩의 한계를 넘어 높
은 분석 정확도를 제공한다 (Song, Ye et al. 2019, Meuwissen, van den Berg et al. 2021). 뿐만 아니라, WGS 데이터에 대한 Genome-Wide 
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Association Study (GWAS) 분석은 SNP array 데이터를 활용하였을 때 보다 더욱 많은 형질 연관 유전체 영역을 검출할 수 있었으며, 

집단 분석에서도 높은 정확도를 보였다(Hoglund, Rafati et al. 2019).

WGS 데이터에 대한 변이 검출 도구로는 Samtools, Bcftools, VarScan, GATK 등이 있다(Koboldt, Chen et al. 2009, McKenna, Hanna et 

al. 2010, Danecek, Bonfield et al. 2021, Tung, Lien et al. 2021). Samtools와 Bcftools는 속도가 빠르고 메모리 효율성이 높아 간단한 변이 

탐지에 적합하며(Danecek, Bonfield et al. 2021), VarScan은 낮은 빈도의 변이를 효과적으로 탐지한다(Koboldt, Chen et al. 2009). 마지
막으로, GATK는 높은 정확도로 SNP, 구조적 변이(SV), 복제수 변이(CNV) 등 다양한 변이를 탐지한다(McKenna, Hanna et al. 2010). 

GATK의 표준화된 워크플로우는 데이터 정리, 품질 관리, 변이 호출 등 분석 전 과정을 체계적으로 지원함으로써 안정적이고 신뢰
할 수 있는 결과를 제공한다(Tian, Yan et al. 2016, Bathke and Luhken 2021). 이 도구는 임상 유전학과 암 연구를 포함한 다양한 분야에
서 활용되며, 1000 Genomes Project 같은 대규모 국제 연구에서도 표준으로 사용되고 있다.(McKenna, Hanna et al. 2010, Lee, Kweon et 

al. 2021).

본 논문에서는 GATK 파이프라인을 활용하여 WGS 데이터로부터 변이 추출, 품질 보정, 유전체 주석 정보 확보에 이르는 일련의 

과정을 스크립트 및 옵션에 대한 자세한 설명과 함께 단계별로 제시하였다 (Figure 1). 또한, 한우 WGS 공개 데이터를 사용하여 데
이터가 없어도 실습을 수행할 수 있도록 하였다.

Figure 1. Graphical Abstract. This graphical abstract illustrates the steps of a variant detection pipeline. The 
process begins with rawdata quality control to assess and improve the quality of sequencing data. Mapping 
aligns reads to the reference genome, followed by BAM file quality control to ensure accurate alignment and data 
reliability. Next, variant calling identifies genetic variants for each sample, and joint calling combines data from 
multiple samples to improve variant detection accuracy. Joint calling file quality control refines the variants, and 
split variants separates them for detailed analysis. Finally, annotation provides functional information into the 
identified variants.
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METHODS

Raw Data Quality Control
FASTQ는 시퀀싱하여 생상된 데이터 형식이다. 한 리드에 대하여 4줄로 작성되어 있으며, @로 시작하는 리드 이름, 염기서열, 구

분자 (+), 그리고 ASCII code로 작성된 품질 점수 (Phread Score)로 구성되어 있다 (Figure 1). 이때, 시퀀싱 과정에서 다양한 오류와 편
향이 생길 수 있기 때문에, 품질 관리 (Quality Control; QC)를 통해 고품질 데이터로 정제해야 한다. QC 과정에서는 가장 먼저 Raw 

Data의 품질을 시각화 하여 보정 여부를 결정하고, 어댑터 및 저품질 서열 필터링이 포함된다. 보통 Phred Score가 20보다 작은 리드
는 분석 결과의 신뢰도를 저하시킬 수 있기 때문에 분석을 수행하기전 제거한다(Ewing and Green 1998).

Figure 2. FASTQ file format. The FASTQ file, which serves as the raw data format for whole-genome sequencing 
(WGS), consists of four lines per read: the read name, nucleotide sequence, separator, and quality score.

Mapping
Mapping은 시퀀싱한 리드를 표준 유전체 (Reference genome)에 정렬하여 각 리드의 Reference genome 기반의 물리적 위치를 결정

하는 단계이다(Li and Durbin 2009). Reference genome은 FASTA 형식으로 제공되며, 종에 대한 대표 유전체 서열이다. Mapping 과정
에서는 Alignment algorithm을 사용하여 리드와 Reference genome 간의 일치 여부를 평가하고, 삽입 (Insertion) 및 결실 (Deletion)과 같
은 작은 변이를 탐지할 수 있는 데이터를 생성한다(VanRaden, Bickhart et al. 2019). Mapping 결과 SAM 파일 형식으로 생성되지만, 압
축 및 정렬 과정을 거쳐 BAM 파일 형식으로 변환하여 후속 분석에 사용된다.

Quality Control before HaplotypeCaller
Mapping 이후 생성된 BAM 파일은 변이 탐지의 기본 데이터로 사용되며, GATK는 이를 정제하고 품질을 보정하는 추가 QC 단계

를 포함한다. 리드 그룹 할당, 중복된 리드 제거, INDEL 영역에 대한 재정렬 등과 같은 일련의 QC 과정은 변이 검출의 정확도 및 신
뢰도를 확보한다(Adelson, Renton et al. 2019). 최적화된 BAM 파일은 변이 탐지 과정에서 오류 가능성을 줄일 뿐만 아니라 분석의 효
율을 높여 전장 유전체에 걸친 고품질 변이를 확보할 수 있도록 한다.

Variant Calling
GATK HaplotypeCaller는 보정된 고품질 BAM파일로부터 SNP 및 INDEL을 검출하는 도구이다. 이 과정은 총 다섯 단계로 구성되

어 있다. 먼저, 변이가 발생할 가능성이 높은 영역을 Active Region으로 지정하여, 이 영역을 집중적으로 De Bruijn-like 그래프를 활용
하여 잠재적인 Haplotype을 구성한다. 마지막으로, haplotype을 Reference genome과 비교하여 변이의 위치를 식별하고, Bayesian 접근
법을 통해 유전자형 가능성 평가 후 변이 정보가 담긴 Genome Variant Call Format (gVCF) 형식으로 결과를 출력한다(Poplin, Ruano-

Rubio et al. 2018).

Joint Calling
Joint calling은 여러 샘플의 gVCF 파일을 동시에 처리하여 변이를 호출하여 하나의 VCF 파일로 통합시키는 단계이다. 이 과정

에서 HaplotypeCaller 과정에서 생긴 noise를 제거하고, 일관적인 변이를 추출함으로써 고품질 변이 세트를 확보할 수 있다(Brouard, 

Schenkel et al. 2019). 이는 대규모 유전체 연구, 맞춤형 의료, 질병 유전자 연구 등에서 필수적인 단계로 활용된다(Chen, Boehnke et 

al. 2020).
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Variant Filtration
변이 품질을 평가하고 불확실한 변이를 제거하는 과정으로, 분석 결과의 정확성을 높이는 것을 목적으로 둔다. GATK의 Variant 

Filtration 단계에서는 다양한 기준 (Mapping Quality, Quality Score, Depth of Coverage, etc.)을 적용하여 변이를 정량적으로 평가하고, 

충족하지 못한 변이는 제거한다(Pirooznia, Kramer et al. 2014). 이를 통해 고품질 변이 데이터를 확보하고 최종적으로 분석 결과의 신
뢰성을 극대화하는 것을 목표로 한다.

Annotation
Annotation은 변이에 대한 주석 정보를 추가하여 생물학적 의미를 부여하는 단계로, 변이가 코딩 영역 또는 비코딩 영역에 위치하

는지를 확인하고 그 기능적 영향을 평가한다(Cingolani 2012). 이 과정에서는 변이의 위치를 정확히 파악하고, 단백질 서열에 미치는 

영향이나 유전자 발현 조절과 같은 기능적 변화를 예측한다. 이러한 주석 정보는 변이의 우선순위를 설정함으로써 유전체 데이터
의 해석과 활용을 극대화하는데 필수적이다.

PRACTICE
본 실습은 National Center for Biotechnology Information (NCBI) 데이터베이스로부터 Bos taurus Reference genome과 Sequence Read 

Archive (SRA) 데이터베이스로부터 한우 5개체에 대한 WGS 데이터를 다운받아 사용하였다 (Table 1). 실습은 총 14 단계로 구성되
어 있으며, 각 단계에서 사용한 상세 옵션에 대한 설명은 Supplementary 1으로 제공되었다.

Step 01. Conda environment setting
미니콘다 (Miniconda)는 생물정보학에서 자주 사용되는 경량화된 Python 배포판으로, 다양한 생물정보학 도구와 라이브러리를 

설치하고 관리하기에 최적화된 환경을 제공한다. 주의해야할 점은 본인의 운영체제와 버전에 맞게 다운로드 해야 한다는 점이다. 

다음 명령어는 Conda 환경을 구축하고, 본 실습에서 사용할 생물정보학 프로그램을 해당 환경에 설치하는 과정이다. 설치된 프로그
램 정보는 Table 2에서 확인할 수 있다.

Table 1. Used data information
Resource Platform Breed Accession Number Link
Reference genome NA Hereford GCF_002263795.3 https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/002/263/795/

GCF_002263795.3_ARS-UCD2.0/
Whole Genome 
Sequencing

Illumina 
HiSeq

Hanwoo SRR934397 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934397

Whole Genome 
Sequencing

SRR934433 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934433

Whole Genome 
Sequencing

SRR934435 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX322372[accn]

Whole Genome 
Sequencing

SRR934436 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934436

Whole Genome 
Sequencing

SRR934437 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934397

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/002/263/795/GCF_002263795.3_ARS-UCD2.0/
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/002/263/795/GCF_002263795.3_ARS-UCD2.0/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX322372%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRR934436
mailto:gjlee@cnu.ac.kr
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Table 2. Used software information
Software Version Resource link
Burros-Wheeler Alignment Tools (BWA) 0.17.18 https://bio-bwa.sourceforge.net/
FastQC 0.12.1 https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
Samtools 1.21 https://www.htslib.org/
htslib 1.21 https://www.htslib.org/
Genomic analysis toolkit (GATK) 4.6.1.0 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us
Trimmomatic 0.39 http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

[Command]
[Conda environment setting]
# Download lastest Miniconda3

mkdir miniconda3

wget https://repo.anaconda.com/miniconda/Miniconda3-latest-Linux-x86_64.sh -O

miniconda3/miniconda.sh

cd miniconda3

chmod +x miniconda.sh

bash miniconda.sh

# ENTER를 눌러 저작권을 확인하며 내려간 뒤 yes를 눌러 동의
# conda 설치경로 설정
# 설치한 conda를 환경변수에 입력
miniconda3/bin/conda init

source ~/.bashrc

# 커맨드에 (base)를 확인하여 conda가 정상적으로 작동했는지 확인
# 만약 (base)가 나오지 않는다면 아래 명령어를 통해 conda 실행
conda activate 

# conda가 실행되지 않으면 터미널 껐다가 키기
conda config --add channels defaults

conda update -n base -c defaults conda

conda config --add channels conda-forge

conda config --add channels bioconda

conda create -n ngs

conda activate ngs

[Download Softwares in conda environment]
conda install -c bioconda

conda install -c bioconda multiqc

conda install -c bioconda samtools

conda install -c bioconda snpeff

conda install -c bioconda trimmomatic

wget <https://githu b.com/broadinstitute/gatk/releases/download/4.6.1.0/gatk-4.6.1.0.zip>

unzip gatk-4.6.1.0.zip

https://repo.anaconda.com/minicon%20da/Miniconda3-latest-Linux-x86_64.sh%20-O%20miniconda3/miniconda.sh
https://repo.anaconda.com/minicon%20da/Miniconda3-latest-Linux-x86_64.sh%20-O%20miniconda3/miniconda.sh
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Step 02. FastQC
FastQC (version 0.12.1)은 FASTQ 안의 ASCII 코드로 암호화된 Phred score를 시각화하여 시퀀싱 데이터에 대한 품질을 한눈에 확

인할 수 있게 한다. FastQC는 각 FASTQ 파일에 대해 독립적으로 수행된다.

[Command]
fastqc -- threads ${Thread Number} ${FASTQ}

FastQC 결과, 각 리드의 영역에 따른 품질 통계량이 노란색 Boxplot으로 표시되며 빨간색 영역에서 초록색 영역에 위치할 수록 품
질이 우수함을 나타낸다 (Figure 3).

Figure 3. FastQC per base sequence quality result. The per-base quality statistics of reads in the FASTQ file are 
represented as yellow boxplots. The quality decreases as the data transitions from the green region to the red 
region, indicating lower read quality.

Step 03. Trimmomatic
Trimmomatic (version 0.39)은 FASTQ 데이터의 품질을 보정하는 프로그램이다. Adapter 종류 및 품질 필터링 기준을 데이터 및 분

석 목적에 맞게 설정할 수 있는 장점이 있으며, Paired-end 데이터인 경우 각 리드에 대한 Paired 및 Unpaired 고품질 리드 FASTQ 데이
터를 출력한다.

[Command]
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trimmomatic PE -threads ${Thread Number} -phred33 ${FASTQ_Read1} ${FASTQ_Read2} \

${PREFIX}_1.trimmed.P.fastq.gz \

${PREFIX}_1.trimmed.U.fastq.gz \

${PREFIX}_2.trimmed.P.fastq.gz \

${PREFIX}_2.trimmed.U.fastq.gz \

ILLUMINACLIP:${ADAPTER}:2:30:10:5:true \

LEADING:3 \

TRAILING:3 \

SLIDINGWINDOW:4:15 \

MINLEN:36

Step 04. Mapping
Burrows-Wheeler Alignment Tools (version 0.7.18)은 품질 보정이 완료된 리드에 대하여 Reference genome 기반 위치 정보를 확보하

는 리드 맵핑 프로그램이다.

[Command]
bwa mem -M \

-t ${Thread Number} \

-R @RG\\tID:Bos_Taurus\\tSM:Bos_Taurus\\tPL:ILLUMINA \

${REFERENCE} \

${PREFIX}_1.trimmed.P.fastq.gz \

${PREFIX}_2.trimmed.P.fastq.gz \

| samtools sort \

-@ ${Thread Number} \

-o ${PREFIX}.bam

Mapping 결과 SAM 파일은 맵핑 결과에 대한 정보를 포함하고 있으며, 필수적으로 포함되는 11개 필드 (QNAME, FLAG, RNAME, 

POS, MAPQ, CIGAR, RNEXT, PNEXT, TLEN, SEQ,QUAL)와 선택적으로 추가될 수 있는 태그 필드로 구성되어 있다 (Figure 4). 

BAM 파일의 경우 이진화된 파일로 직접 확인할 수 없으며, ’samtools view’와 같은 프로그램으로 볼 수 있다.

Figure 4. SAM/BAM file format after BWA mapping. The SAM/BAM file, which contains the mapping information 
of reads, consists of 11 columns. From the first to the last column, the file includes: the unique read identifier, 
read status information, chromosome name in the reference sequence, starting position of the read, mapping 
quality score, string representing alignment information, name of the reference sequence for the read, position of 
alignment, length from end to end of paired reads, nucleotide sequence, and Phred quality score for the read.
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Step 05. GATK SortSam
GATK SortSam (version 4.6.1.0)은 Mapping 단계에서 생성된 BAM 파일을 염색체와 위치(coordinate) 기준으로 정렬하는 도구이다. 

이를 통해, 탐색 및 작업 효율성과 변이 탐지 및 후속 분석의 정확도를 향상시킨다.

[Command]
/usr/bin/java \

-Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

SortSam \

--INPUT ${PREFIX}.bam \

--OUTPUT ${PREFIX}.sorted.bam \

--SORT_ORDER coordinate

Step 06. GATK AddOrReplaceReadGroups
GATK AddOrReplaceReadGroups (version 4.6.1.0)는 정렬된 BAM 파일에 리드 그룹 정보를 새로 추가하거나 기존 정보를 수정하는 

단계다. 이 과정에서 리드 그룹 ID와 샘플 이름은 고유하게 설정해야 하며, 여러 파일을 병합할 때 충돌이 발생하지 않도록 주의해
야 한다.

[Command]
/usr/bin/java \

-Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

AddOrReplaceReadGroups \

--INPUT ${PREFIX}.sorted.bam \

--OUTPUT ${PREFIX}.sorted.add.bam \

--RGLB ${PREFIX} \

--RGPL ILLUMINA \

--RGPU NONE \

--RGSM ${PREFIX} \

--SORT_ORDER coordinate

Step 07. GATK MarkDuplicates
GATK MarkDuplicates는 리드 그룹 정보가 포함된 BAM 파일에 대해 중복된 리드를 식별하고 제거하는 도구다. 중복 리드는 PCR 

과정에서 발생하거나 동일한 DNA 조각이 여러 번 시퀀싱될 때 생성된다. 이를 제거하면 변이 분석에서 발생할 수 있는 편향(bias)을 

최소화하고, 결과의 신뢰도를 높일 수 있다.

[Command]
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/usr/bin/java -Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

MarkDuplicates \

--INPUT ${PREFIX}.sorted.add.bam \

--METRICS_FILE ${PREFIX}.sorted.markduplicates.metrics.txt \

--OUTPUT ${PREFIX}.sorted.markduplicates.bam \

--ASSUME_SORT_ORDER coordinate \

--MAX_FILE_HANDLES_FOR_READ_ENDS_MAP 1024 \

--REMOVE_DUPLICATES true \

--DUPLICATE_SCORING_STRATEGY SUM_OF_BASE_QUALITIES \

--TAG_DUPLICATE_SET_MEMBERS true \

--REFERENCE_SEQUENCE ${REFERENCE}

Step 08. GATK FixMateInformation
GATK FixMateInformation은 중복 리드가 제거된 BAM 파일에서 쌍으로 생성된 리드의 Mate 정보를 정리하고 수정하는 단계다. 

BAM 파일 내의 페어링 관련 필드(예: mate reference name, mate position, insert size 등)가 잘못 기재되어 있으면, 분석 과정에서 오류
가 발생할 수 있기 때문에 보정되어야 한다.

[Command]
/usr/bin/java \

-Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

FixMateInformation \

--INPUT ${PREFIX}.sorted.markduplicates.bam \

--OUTPUT ${PREFIX}.sorted.markduplicates.fixmate.bam \

--ADD_MATE_CIGAR true \

--ASSUME_SORTED true \

--CREATE_INDEX true \

--REFERENCE_SEQUENCE ${REFERENCE}

Step 09. GATK HaplotypeCaller
GATK HaplotypeCaller는 맵핑 정보가 보정된 BAM 파일로부터 변이(variants)를 검출하기 위한 도구다. 그 결과, 입력된 BAM 파일

에 존재하는 변이 정보를 gVCF 형식으로 출력한다. HaplotypeCaller는 개별 BAM파일에 대하여 독립적으로 수행되기 때문에, 샘플
마다 개별적으로 수행되어야 한다.

[Command]
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/usr/bin/java -Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

HaplotypeCaller \

--input ${PREFIX}.sorted.markduplicates.fixmate.bam \

--output ${PREFIX}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf \

--reference ${REFERENCE} \

--max-alternate-alleles 6 \

--native-pair-hmm-threads ${Thread Number} \

--emit-ref-confidence GVCF \

--standard-min-confidence-threshold-for-calling 20.0 \

bgzip -@ ${Thread Number} ${PREFIX}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf

tabix -p vcf ${PREFIX}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf.gz

생성된 gVCF는 헤더 (Header)와 데이터 라인 (Data Lines)으로 구성되며, 헤더는 “##”으로 시작하는 메타데이터와 #CHROM, POS, 

ID, REF, ALT, QUAL, FILTER, INFO, FORMAT, SAMPLE 등의 열 이름을 포함한다. 데이터의 각 행은 변이 정보를 포함하고 있다 

(Figure 5). 이 변이에 대한 정보는 유전자형 (GT), Depth of Coverage (DP), Genotype Quality (GQ), Minimum Depth (MIN_DP), Phred-

scaled Likelihoods (PL)가 있다.

Figure 5. gVCF format after GATK HaplotypeCaller. The gVCF file, which contains variant information for an 
individual, consists of nine columns. From the first to the last column, the file includes: chromosome name in 
the reference sequence, variant position, unique identifier of the variant, reference base, alternative base, variant 
quality score, filtering status, additional information about the variant, and genotype information.
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Step 10. GATK GenotypeGVCFs
GATK GenotypeGVCFs는 여러 샘플의 gVCF 파일을 종합하여 최종 유전자형을 확보해주는 도구이다. Joint calling을 수행하고자 

하는 모든 샘플에 대한 gVCF를 입력하면, 하나의 VCF 파일로 출력된다.

[Command]
/usr/bin/java -Xmx48g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

GenotypeGVCFs \

--variant ${PREFIX1}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf.gz \

--variant ${PREFIX2}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf.gz \

--variant ${PREFIX3}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf.gz \

--variant ${PREFIX4}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf.gz \

--variant ${PREFIX5}.sorted.markduplicates.fixmate.g.vcf.gz \

--output Total.joint_calling.vcf \

--reference ${REFERENCE} \

--sequence-dictionary ${REFERENCE%.fna}.dict \

--max-alternate-alleles 6 \

--annotation-group StandardAnnotation \\

--annotate-with-num-discovered-alleles true

Step 11. GATK VariantFiltration
GATK VariantFiltration은 Joint calling 이후 하나로 통합된 VCF 파일을 다양한 필터링 기준에 따라 통과한 변이들에 대하여 Tagging 

하는 과정이다. Input한 VCF와 변이 수 차이는 나지 않지만, 필터링 조건에 대한 만족 여부에 대한 정보가 추가된다.

[Command]
/usr/bin/java \

-Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

VariantFiltration \

--variant Total.joint_calling.vcf \

--output Total.joint_calling.filtered.vcf \

--reference ${REFERENCE} \

--sequence-dictionary ${REFERENCE%.fna}.dict \

--create-output-variant-index false \

--filter-name LowReadPosRankSum --filter-expression "ReadPosRankSum < -2.0" \

--filter-name LowMQRankSum --filter-expression "MQRankSum < -2.0" \

--filter-name LowQual --filter-expression "QUAL < 3.0" \

--filter-name QD --filter-expression "QD < 3.0" \

--filter-name FS --filter-expression "FS > 30.0" \
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--filter-name MQ --filter-expression "MQ < 30.0" \

--filter-name DP --filter-expression "DP < 7" \

--genotype-filter-name DP --genotype-filter-expression "DP < 7" \

--genotype-filter-name GQ --genotype-filter-expression "GQ < 10.0"

bgzip -f -@ ${Thread Number} total.sorted.markduplicates.fixmate.filteration.vcf

tabix -f -p vcf total.sorted.markduplicates.fixmate.filteration.vcf.gz

Step 12. SelectVariants
GATK VariantFiltration에서 Tagging한 고품질 변이를 선발하는 과정이다. Output VCF파일에는 필터링 조건을 충족한 변이 세트로

만 구성되어 있어, 후속 분석에 정확성과 신뢰성을 크게 향상시킨다.

[Command]
/usr/bin/java \

-Xmx40g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

SelectVariants \

--variant Total.joint_calling.filtered.vcf \

--output Total.joint_calling.filtered.selected.vcf \

--reference ${REFERENCE} \

--sequence-dictionary ${REFERENCE%.fna}.dict \

--create-output-variant-index false \

--exclude-filtered true \

--exclude-non-variants true \

--set-filtered-gt-to-nocall true

bgzip -f -@ ${Thread Number} Total.joint_calling.filtered.selected.vcf

tabix -f -p vcf Total.joint_calling.filtered.selected.vcf.gz

Step 13. SplitVcfs
GATK SplitVcfs는 VCF 파일 내 변이 유형별(SNP, INDEL)로 데이터를 분리하는 과정이다. SNP와 INDEL로만 이루어진 2개 VCF 

파일이 출력되며, 분석 목적에 따라 개별적으로 사용할 수 있다. 또한, 변이를 유형별로 구분함으로써 이후 분석이나 해석 과정을 

보다 체계적으로 진행할 수 있다.

[Command]
/usr/bin/java \

-Xmx 128g \

-jar gatk-package-4.6.1.0-local.jar \

SplitVcfs \

--INPUT Total.joint_calling.filtered.selected.vcf.gz \

--INDEL_OUTPUT Total.joint_calling.filtered.selected.INDEL.vcf.gz \
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--SNP_OUTPUT Total.joint_calling.filtered.selected.SNP.vcf.gz \

--STRICT false

Step 16. snpEff
snpEff는 변이에 대한 주석(Annotation)을 수행하는 도구로, 해당 변이가 유전자와 단백질 기능에 미치는 영향을 예측한다. 입력으

로는 SplitVcfs 단계에서 생성된 VCF 파일이 주어지며, 출력으로는 주석 정보가 추가된 VCF 파일이 생성된다.

[Command]
# snpEFF에 Reference genome 데이터베이스 구축하기
vi snpEff.config

# 맨 아랫줄에 다음과 같이 줄을 추가하고 저장한다.

ARS_UCD2.0.genome : Bos_taurus_hereford

mkdir data ; cd data

mkdir ARS_UCD2.0 ; cd ARS_UCD2.0

cp GCF_002263795.3_ARS-UCD2.0_genomic.gff.gz genes.gff.gz

cp GCF_002263795.3_ARS-UCD2.0_genomic.fna.gz sequences.fna.gz

#snpEFF 실행
snpEff build -gff3 -noCheckCds -noCheckProtein -v ARS_UCD2.0

snpEff -c snpEff.config -v ARS_UCD2.0 Total.joint_calling.filtered.selected.SNP.vcf.gz > snp.ann.vcf

snpEFF 결과, 입력한 VCF 파일에 각 변이에 대한 주석 정보 열이 추가된다. 주석 정보에는 변이가 속하는 유전자 이름, 유형, 효과, 

영향 등급, 코딩 서열 위치, 단백질 변화, 영향받는 도메인 등의 정보가 포함되어 있다.
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