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Referat:

Fur die genetische Untersuchung eines Organismus ist es heutzutage unerlasslich dessen Genom
vorliegen zu haben. Diese Arbeit schafft diese essentielle Grundlage fur die weiteren Untersuchun-
gen des altdeutschen Schafpudels. Die Assemblierung des Genoms wird dabei mit Illumina-Short-
Reads und Nanopore-Long-Reads durchgefihrt. Es werden drei verschiedene Ansatze getestet:
das Short-Read-Assembly, das Long-Read-Assembly und das Hybrid-Assembly. Die Assemblies aller
drei Ansatze werden im Folgenden auf ihre Qualitat iberpruift und miteinander verglichen, um das
Assembly schrittweise zu verbessern. Das Ziel ist, dass das Assembly dhnliche Qualitats-Metriken
wie die Chromosomen-Level-Assemblies der bisher schon assemblierten Genome anderer Hun-

dearten aufweist.

Abstract:

It is essential for the genetic study of an organism to have its genome available. This work provides
this basis for further investigations of the old German sheep poodle. The assembly of the genome
is performed with Illumina-short-reads and Nanopore-long-reads. Three different approaches will
be tested: short-read-assembly, long-read-assembly, and hybrid-assembly. The assemblies of all
three approaches will be quality tested and compared with each other to improve the assembly
step by step. The goal for the assembly is to have similar quality metrics as the chromosome-level-

assemblies of other canine species’ genomes, that have already been assembled.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Abkurzungsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Der altdeutsche Schafpudel . . . . . . ... . . ...
1.2 Sequenziermethoden . . . . . . . . e
1.2.1 lllumina SequUEeNZIeruNg . . . . . . . o o o e e e e e e e
1.2.2 Oxford Nanopore Sequenzierung . . . . . . . . o v v i v i i e e e e
1.3 Herausforderungen des de novo Assemblies . . . . ... ... ... ... ... .. ...
1.3.1 Fehlerkorrektur . . . . . . . . e
1.3.2 Repetitive Strukturen . . . . . . . . . e e
1.3.3 UngleichmaRige Read-Depth . . . . . . . . . . . .. . . . . . e
1.3.4 Rechen ReSSOUICEN . . . . . . . o it e e e e e e
1.4 Assembly-Methoden . . . . . . . . ..
1.4.1 Greedy Approach . . . . . . .
1.4.2 Overlap-Layout-Consensus Approach . . . . . . . . . . . . e
1.4.3 De Bruijn Graph Approach . . . . . . . . . . e
1.5 MaSURCA . . . e
1.6 Quality Control Assembly . . . . . . . . e

2 Zielstellung

3 Material

3.1 Sequenzdaten . . . .. e e e
3.2 Referenzen . . . . . .
3.3 Software . ...
3.4 Server oo e

4 Methoden

4.1 SeqUEeNZIEIUNE . . . o v vt e e et e e e e e e e e e e e

10
10
11
11
13
14

15

16
16
16
18
20

21
21



Inhaltsverzeichnis

[l

4.2 Vergleich der Referenzen . . ... ..........
4.3 Short-Read-Assembly . . ...............
4.3.1 Initiale Assemblies . . . ... ... ... ...
4.3.2 Assembly-Merging . . . ... ... ... ... ...,
4.3.3 Chromosom-Scaffolding . . . .. ... ... .....
4.4 Long-Read-Assemblies . . . .. ... ... ... ...
4.5 Hybrid-Assembly . . ... ... ... .. L.
4.6 Assembly-Scaffolding. . . ... ............
4.7 Assembly-Polishing . . . .. ... ...........
4.8 Assembly Quality Control . . . .. ... ... ....

5 Ergebnisse und Diskussion

51 ReadQC . ... .. . . . . . . e
51.1 lluminaReads . ... .................
5.1.2 NanoporeReads . ... ................
5.2 Vergleich der Referenzen . . . .. ... .......
5.3 Short-Read-Assembly . . .. ... ... .. .....
5.3.1 Initiale Assemblies . . . ... ... ... .. ... ..
5.3.2 Assembly Merging . .. ... ... ... ... ....
5.3.3 Chromosome-Scaffolding . . . ... ... ......
5.4 Long-Read-Assembly . . . ... ... ... ..., ..
5.5 Hybrid-Assembly . .. ... ... ... . ...

5.6 Vergleich der Assembly-Ansatze
6 Ausblick

7 Zusammenfassung

8 Summary

Anhang

Literaturverzeichnis
Internetdokumente

Glossar

Eidesstattliche Erklarung

57

58

60

62

81

20

92

93



Abbildungsverzeichnis 1

Abbildungsverzeichnis

1.1 Kladogramm der Haushunderassen . . . . . . . .. . .. . .. .. 3
1.2 De Bruijn Graph Assembly Ansatze Hamiltonscher und Eulerischer Zyklus . . . . . .. 12
4.1 Flussdiagramm der Short-Read-Assemblies . . . . ... ... ... ... ... ... ... 22
4.2 Flussdiagramm der Long-Read-Assemblies . . . . . .. ... ... ... ... ... .. 24
4.3 Flussdiagramm der Hybrid-Assemblies . . . . . . . ... ... ... o 25
5.1 FastQC Summary der lllumina-Sequenzdaten . . . . .. ... ... ... .. ....... 28
5.2 Basic Statistics der lllumina-Sequenzdaten . . . . . . . . ... L 29
5.3 Per Base Sequence Quality der lllumina-Sequenzdaten . . . . ... ... ... ...... 29
5.4 Per Base Sequence Content der lllumina-Sequenzdaten . . . . ... ... ......... 30
5.5 Per Sequence GC Content der Illumina-Sequenzdaten . . . . . ... ... ......... 31
5.6 Sequence Length Distribution der Illumina-Sequenzdaten . . . . . ... ... ....... 32
5.7 Kerndichteschatzung der Nanopore-Sequenzdaten mittels NanoPlot . . . . . ... .. 33
5.8 Qualitats-Metriken der Referenz-Assemblies visualisiert . . . . . . ... ... ... ... 35
5.9 PDR-ScorederReferenzen . . . . . . . . . . . .. 39
5.10 Qualitats-Metriken der initialen Assemblies visualisiert. . . . . ... ... ... .. ... 41
5.11 Qualitats-Metriken der initialen Assemblies visualisiert (fortgesetzt) . . ... ... ... 42
5.12 Qualitats-Metriken der Merged-Assemblies visualisiert . . . . . . . ... ... ... ... 44
5.13 Qualitats-Metriken der Merged-Assemblies visualisiert (fortgesetzt) . .. ... ... .. 45
5.14 Qualitats-Metriken der Scaffolded-Assemblies visualisiert . . . . . . .. ... ... ... 47
5.15 Qualitats-Metriken der Scaffolded-Assemblies visualisiert (fortgesetzt) . . . . . ... .. 48
5.16 Qualitats-Metriken der Long-Read-Assemblies visualisiert . . . . . ... ... ... ... 49
5.17 Qualitats-Metriken der Long-Read-Assemblies visualisiert (fortgesetzt) . ... ... .. 50
5.18 Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert . . . . . ... .. ... ... ... 52
5.19 Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert (fortgesetzt) . . . . ... ... .. 53
5.20 Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert . . . . . ... ... ... ... .. 55

5.21 Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert (fortgesetzt) . . . . . ... .. .. 56



v Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

3.1 Verwendete Software . . . . . . .. 18
3.1 Verwendete Software . . . . . . .. 19
3.2 RPackages . . . . . . e 19
3.3 Server Spezifikationen . . . . . L e 20
5.1 NanoPlot Summary der Nanopore-Sequenzdaten . . . . ... ... ... .. ....... 33



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

bp ................ Basenpaare

Busco ............. Benchmarking universal single copy orthologs
BWT .............. Burrows-Wheeler Transform

DNA .............. Desoxiribonukleinsaure

Gbp ............... Gigabasenpaare

InDel ............. Insertion/Deletion

INSDC ............ International Nucleotide Sequence Database Collaboration
LINE .............. Long interspersed nuclear element

Mbp .............. Megabasenpaare

mMRNA ............ messenger RNA

NCBI .............. National Center for Biotechnology Information
NGS ............... Next Generation Sequecing

N's ........o.oiit unbestimmte Basen

ONT .............. Oxford Nanopore Technologies
PCR............... Polymerasekettenreaktion

QC ................ Qualitatskontrolle

RAM .............. Random access memory

RNA .............. Ribonukleinsaure

RNA-Seq .......... RNA-Sequencing

SINE .............. Short interspersed nuclear element

SMRT ............. Single-molecule real-time

STR ............... short tandem repeats

TB ..o Terabyte

TGS ............... Third Generation Sequencing

tRNA ............. transfer RNA



Kapitel 1: Einleitung 1

1 Einleitung

Ein Genom zu sequenzieren, ist ein Schritt, um es zu verstehen. Die Genomsequenz eines Orga-
nismus vorliegen zu haben, erleichtert dessen genetische Untersuchung betrachtlich. Zumindest
ist es eine wertvolle Abkirzung, um Gene und andere konservierte Regionen zu finden, die wis-
senschaftliche Signifikanz haben. Welche Funktion haben die Gene? Wie arbeiten sie zusammen?
Wie werden sie reguliert? Letztendlich will man verstehen, wie ein Organismus dazu in der Lage
ist, das zu tun, was er kann. Und hierfur ist die Untersuchung dessen Genoms essentiell. Folglich

ist es notwendig das Genom zunachst erst einmal ,zusammenzubauen”.

1.1 Der altdeutsche Schafpudel

Der Hund ist der beste Freund des Menschen und diese Freundschaft geht weit zurtick. Botigué
et al., 2017 grenzen den Startpunkt der Hundedomestizierung auf 20.000 bis 40.000 Jahre ein.
Der Grund fur die Domestizierung ist jedoch nicht bekannt. Die beiden fuhrenden Theorien sind
die ,Commensal Scavenger Theorie” und die ,Cross-Species Adoption” [Serpell, 2021]. Erstere
geht davon aus, dass ,freundliche” Wolfe als Aasfresser den Abfall der Menschen fralen, was
von den Menschen geduldet wurde [Hare und Woods, 2013]. Dadurch kamen sich die Menschen
und Wolfe mit der Zeit naher und die Menschen begannen die Vorteile des Zusammenlebens zu
sehen [Coppinger, 2001]. Das bewusste Zuchten von Wolfen, um sie als Haustiere zu halten, wird
von der zweiten Theorie impliziert [Serpell, 2021]. Beide Theorien halben jedoch Kritikpunkte. Die
Aasfresser Theorie impliziert, dass Menschen zur Zeit der Domestizierung von Hunde in grof3eren
Gemeinschaften zusammengelebt haben. Die Epoche der ,sesshaften Landwirtschaft” begann
jedoch erstvor circa 12000 Jahren, wohingegen erste zuverlassige Beweise fur die Domestizierung
von Hunden bereits 15000 Jahre alt sind (Balter, 2005, Benecke, 1987). Zudem war die Duldung
der Wolfe nahe den Siedlungen ein grol3er Risikofaktor, was dies unwahrscheinlich macht [Serpell,
2021]. Zudem wiurde sich die Aasfresser-Theorie nicht nur auf Wolfe anwenden lassen. Flichse,
Baren, Hyanen, Sabelzahnkatzen und andere Raubtiere dieser Zeitperiode waren auch an den
Ruckstanden interessiert. Warum sollte sich also der Wolf fur die Domestizierung herauskristal-
lisieren, die anderen Tiere aber weiterhin gejagt werden [Bekoff, 2018]. Die bewusste Zlichtung
hat den Kritikpunkt, dass Wolfe schreckliche Haustiere sind [Serpell, 2021]. Die Zahmung von
Wolfen ist nahezu unmaglich, da Wélfe unbekannte Individuen vermeiden [Serpell, 2021]. Soziale
Zuneigung zu unbekannten Individuen werden nur in den ersten zwei bis drei Wochen nach der

Geburt zugelassen. Und dass Menschen freiwillig und bewusst neugeborene Woélfe aufnehmen,
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ist in dieser Zeitepoche unwahrscheinlich [Serpell, 2021].

Das Wolfe domestiziert wurden, ist jedoch unbestreitbar. Und aus diesem Zusammenleben von
Mensch und Hund Uber die Jahrtausende entwickelten sich Mensch und Hund auch in ahnlicher
Weise. Es wurde durch den Vergleich des Wolf- und Hundegenoms deutlich, dass durch die Do-
mestizierung einige signifikante Unterschiede entstanden sind. Einerseits durch die Adaption von
Hunden an eine starkereiche Ernahrung [Axelsson et al., 2013]. Zudem werden regulierende Gene
fur Serotonin und Oxytocin, welche eine beruhigende Wirkung haben, starker exprimiert als beim
Wolf, welche das Stresslevel senken und somit die soziale Anndherung des Hundes zum Menschen
moglich machte [Bekoff, 2018].

Diese Nahe zwischen Mensch und Hund macht domestizierte Hunde zu einem exzellenten Model,
um die genetischen Ursachen von Krankheiten zu untersuchen. Mehr als 400 vererbbare Merkma-
le, die analog zum Menschen sind, wurden bereits beschrieben [Jagannathan et al., 2019]. Ebenso
kénnen genetische Krankheiten, die beim Menschen vorkommen auf Krankheiten adaptiert wer-
den, die auch beim Hund vorkommen.

Und eine dieser genetischen Krankheiten wird auch in der Forschungsgruppe von Herrn Professor
Wunschiers an der Hochschule Mittweida untersucht. Dabei handelt es sich um den Kryptorchis-
mus, den Hodenhochstand, welcher die haufigste Stérung der Geschlechtsentwicklung bei Hunden
darstellt [Krzeminska et al., 2020]. Diese Untersuchung wurde von Rebecca Prause begonnen in
Zusammenarbeit mit der Zlichterin Mechthild Jennisen-Tibbe (Institut fir ganzheitliche Schafpu-
delzucht).

Um die Untersuchung weiter zu verbessern, soll das Genom eines mannlichen Schafpudels voll-
standig sequenziert und assembliert werden. Dieses Genom soll als Referenz fir weitere Untersu-
chungen dienen. Die Genome einiger anderer Hunderassen wurden bereits aufgeklart. Begonnen
hat dies mit Shadow, dem neunjahigen Pudel von Craig Venter. Jedoch konnte hier keine voll-
standige Genomsequenz erzeugt werden. Es wurde nur eine Genom-Coverage von etwa 80 %
erreicht [Whitfield, 2003]. Das erste vollstandig sequenzierte Hundegenom gehdrt dem Boxer
Tasha und ist als CanFam1.0 bezeichnet [Lindblad-Toh et al., 2005]. Das Genom wurde Uber die
Jahre hinweg immer weiter verbessert und ist aktuell als Dog10K_Boxer_Tasha auf dem NCBI zu
finden [URL-04, 2020]. Die aktuelle Referenz fur das Hundegenom ist allerdings ROS_Cfam1.0, da
es sich hier um einen Ruden handelt [URL-01, 2020]. Tasha ist eine HUndin und folglich war die
Sequenz des Y Chromosoms bisher unbekannt. Das Hundegenom besteht aus einem diploiden
Chromosomensatz mit 38 Autosomen, sowie den Geschlechtschromosomen [Lindblad-Toh et al.,

2005]. Folglich sind durch das Assembly 40 Chromosomensequenzen zu erwarten. Die Genomgro-
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Re betragt in etwa 2,4 Gbp mit einem durchschnittlichen GC-Gehalt von 41 % [Lindblad-Toh et al.,
2005].

odle

Toy and Miniature
Poodle
Standard Po

© =90-100
o =70-89
Y& =50-69

Abbildung 1.1: Kladogramm der Haushunderassen, modifiziert nach [Parker et al., 2017]

Lindblad-Toh et al., 2005 berichten, dass domestizierte Hunde sich zwar stark in ihren Aussehen
unterscheiden, deren Genome jedoch zu 99,85 % identisch sind. Sie unterstreichen dies mit der
Aussage: A dog is a dog in a genomic sense” [Hooper, 2005]. Die geringen genetischen Unterschiede
trotz der groBen Unterschiede im Aussehen sind auch bei der Anzahl der Gene zu beobachten, die
far ein bestimmtes Merkmal verantwortlich sind. Beim Menschen sind tber 100 Gene bekannt,

welche die GréRe beeinflussen kénnen, wohingegen laut Plassais et al., 2019 nur etwa 15 bis 20
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Gene Einfluss auf die GroRBe des Hundes haben. Diese geringen genetischen Unterschiede machen
im evolutionaren Kontext aber Sinn. Einer der friihesten bekannten Menschen (Homo habilis) lebte
vor etwa 2,4 Millionen Jahren und die ersten modernen Menschen (Homo sapiens) entwickelten
sich vor etwa 300.000 Jahren. Wie bereits erwahnt, startete die Hundedomestizierung vor etwa
20.00 - 40.000 Jahren [Botigué et al., 2017]. Die meisten modernen Hundearten wurden sogar erst
Mitte des 19. Jahrhunderts geziichtet [Olmert, 2018]. Elaine Ostrander sagt: ,That’s an evolutionary
drop in the bucket” [Neff, 2019]. Beim Menschen beeinflussen folglich viele Gene die Grolie ein
bisschen, wohingegen beim Hund wenige Gene die Grol3e stark beeinflussen [Plassais et al., 2019].
Dennoch ist die genetische Variation zwischen verschiedenen Hunderassen mit 27,5 % grofRer als
zwischen verschiedenen Populationen beim Menschen mit nur 5,4 % [Ostrander, 20171].

In Abbildung 1.1 ist das Kladogramm der Hunderassen dargestellt [Parker et al., 2017]. Die sieben
roten Punkte geben dabei die Rassen an, die als Referenzen in dieser Arbeit verwendet werden.
Dabei wird deutlich, dass mit den bisher erstellten Genom-Assemblies des Hundes das gesamte
Kladogramm abgedeckt wird. Somit ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass auch der Schafpudel mit

einer der Referenzen nahe verwandt ist, auch wenn dieser nicht im Kladogramm vorkommt.

1.2 Sequenziermethoden

Die Entdeckung der DNA [Miescher, 1869], deren Funktion als Trager der Erbinformation [Avery
et al., 1944] und deren strukturelle Aufklarung [Watson und Crick, 1953] legten den Grundstein
far die Moglichkeit des Ablesens der Informationen, die einen Organismus ausmachen. Dies er-
moglichte die erste Sequenzierung, wobei es sich um die Aufklarung des tRNA Molekuls fur die
Aminosaure Alanin handelte [Holly et al., 1965]. Die erste vollstandige Sequenzierung eines Ge-
noms erfolgte bei der Bakteriophage PhiX174 [Sanger et al., 1977]. Mittels Sanger Sequenzierung
war es, durch das Lesen einzelner Sequenzabschnitte und dem Uberlappen dieser zu einer langen
ununterbrochenen Sequenz erstmals moglich, ein Genom vollstandig zu entschlUsseln (Sanger
etal., 1977; URL-02, 2021).

Diese Sequenziermethoden der ersten Generation legten den Grundstein fur zahlreiche Anwen-
dungen, unter anderen die Hochdurchsatzmethoden, die aktuell verwendet werden. Die darauf
basierenden Sequenziermethoden des Next Generation Sequecing (NGS) bieten massive parallele
Sequenzierungstechnologien, die einen hohen Durchsatz, hohe Skalierbarkeit und hohe Geschwin-
digkeit erbringen. [URL-03, 2021].

NGS hat die biologischen Wissenschaften revolutioniert und es Laboren ermdéglicht, eine Vielzahl

von Anwendungen durchzufuhren und biologische Systeme auf einem nie zuvor moéglichen Niveau
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zu untersuchen. Mit NGS kénnen zum Beispiel Genome schnell und bestimmte Zielregionen tief
sequenziert werden. Zudem ist es mittels RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) moglich mRNA in Genex-
pressionsanalysen zu quantifizieren [URL-03, 2021].

Trotz des hohen Durchsatzes und der weit verbreiteten Anwendungen des NGS wurden Limitierun-
gen dieser Technologien deutlich. Vor allem die kurze Lange der Reads erschwert das Assembly von
Genomen [Earl et al., 2011]. Dadurch entstanden die Sequenziermethoden des Single-molecule
real-time (SMRT) Sequencing, welche schnell qualitativ hochwertige Long-Reads erstellen kdnnen.
Mit Oxford Nanopore kdnnen Reads im Mbp Bereich erstellt werden. Der langste Read, der bis-
her erstellt wurde, ist 2.272.580 bp lang [Payne et al., 2018]. Diese Technologien bendtigen keine
PCR-Amplifikation wahrend der Praparation der Library, was die Fehlerquote verringert und eine
gleichmaRigere Verteilung bei der Abdeckung des Genoms ermdéglicht [van Dijk et al., 2018]. Die
Auswahl der zu verwendeten Sequenziertechnologie ist ein wichtiger Schritt, um ein vollstandiges
und sinnvolles Genom zu erhalten. Der entscheidende Faktor hier ist die vorhandene Zeit und das
Budget. Hierbei sollten die spater verwendeten Tools fur das Assembly auch schon mit in Betracht
gezogen werden, da die meisten Assembler nur mit spezifischen Sequenzdaten umgehen kénnen.
Die lllumina und Oxford Nanopore Sequenzierung werden in den folgenden Kapiteln kurz beschrie-

ben.

1.2.1 lllumina Sequenzierung

Die lllumina Technologien basieren auf dem Prinzip der Sequenzierung durch Synthese [URL-19,
2017]. Sie laufen im Wesentlichen in vier Schritten ab. Nach der Extraktion der genomischen DNA
wird diese fragmentiert. In der Library Preparation werden Adapter an die Fragmente ligiert und die-
se klonal amplifiziert. Diese mit Adaptern versehenen Fragmente werden anschlieBend in Clustern
durch Hybridisierung an einen Gegenstrang komplementar zum Adapter, der an der Oberflache
der Flow Cell im Sequencer gebunden ist, immobilisiert. Die immobilisierten Fragmente werden
anschlieBend sequenziert. Im Detail bedeutet dies, dass von einer Polymerase unterschiedlich fluo-
reszenzmarkierte Nukleotide den Gegenstrang des Fragments erganzen. Dabei wird zyklenweise
nur eines der fluoreszenzmarkierten Nukleotide zur Verfugung gestellt. Am Ende jedes Zyklus wer-
den Bilder bei den jeweiligen optimalen Anregungswellenlangen der Fluorophore gemacht. Die
Fluoreszenzsignale werden anschlieBend in Intensitaten umgewandelt und den jeweiligen Clus-
tern zugeordnet. Die hdchste Intensitat in einem Cluster in einem Zyklus wird in die dazugehorige
Base umgewandelt. Dies wird in Echtzeit von Software in den Sequencern durchgefthrt [Cacho
et al., 2016]. Dieses sogenannte Basecalling erfolgt direkt nach dem Einbau des Nukleotids. Das

Fluorophor wird abgespalten und ausgewaschen, sodass das nachste Nukleotid eingebaut werden
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kann. Es werden Milliarden von Nukleotiden zur gleichen Zeit, parallel sequenziert [URL-19, 2017].
Der NovaSeq 6000 kann bis zu 6 TB bei einer Maximallange von 2 x 250 bp in 13 bis 44 Stunden
Laufzeit erzeugen [URL-07, 2022]. Je langer die Reads, desto einfacher ist das Assembly, da langere
sich Uberlappende Regionen entstehen. Je langer die Reads sind, desto wahrscheinlicher ist es,
dass Fehler in den Reads vorkommen [Pfeiffer et al., 2018]. Laut Stoler und Nekrutenko, 2021
wurde fur den NovaSeq bei 239 Proben eine Fehlerrate mit einem Median von 0.109 % und einer

Standardabweichung von 0,35 % bestimmt.

1.2.2 Oxford Nanopore Sequenzierung

Als Teil des Third Generation Sequencing (TGS) ist die Oxford Nanopore Sequenzierung eine recht
neue Technologie. Der Ansatz hinter der Technologie wurde aber bereits 1989 von David Dea-
mer beschrieben [Deamer et al., 2016]. Er beschreibt, dass mittels eines elektrischen Feldes ein
Einzelstrang RNA oder DNA durch einen 2,6 nm groRen lonenkanal einer Doppellipidschicht ge-
zogen werden kann. Aufgrund des Durchmessers der Pore kann kein Doppelstrang durch die
Pore wandern. Dadurch entsteht ein lonengradient an der Membran. Wahrend des Durchwan-
derns wird die Pore teilweise blockiert. Diese teilweise Blockade verringert das Durchschreiten
von anderen lonen durch die Pore, was den lonenstrom verringert. Diese Anderung ist fur jede
Basenabfolge, die gerade die Pore blockieren, anders [Kasianowicz et al., 1996]. Diese Stromfluss-
anderung wird von der MinKNOW-Software aufgezeichnet. Die prozessive Bewegung der Basen
durch die Pore fuhrt zu einer kontinuierlichen Stromanderung, die als ,Squiggle” bekannt ist. Die
Software MinKNOW verarbeitet den Squiggle in Echtzeit in Reads, wobei jeder Read einem ein-
zelnen DNA/RNA-Strang entspricht. Diese werden in Fast5-Dateien geschrieben [URL-08, 2021].
Das in Fast5-Dateien gespeicherte Signal wird von Basecalling-Algorithmen verarbeitet, um die
Basensequenz in Fastg-Dateien zu decodieren. Guppy, der in MinKNOW integrierte Basecaller,
fuhrt Basecalling live wahrend des Laufs durch, nachdem ein Lauf beendet wurde, oder einer
Kombination aus beidem [URL-08, 2021]. Das Resultat ist eine Datei im Fastg-Format, welche so-
wohl die Nukleotid-Sequenz als auch Qualitatswerte fur jedes Nukleotid enthalt. Einige Firmen
haben Nanoporen-basierte Sequenzier Strategien vorgeschlagen. Oxford Nanopore Sequencing
war jedoch die erste Strang-basierte Sequenziermethode, die erfolgreich von unabhangigen geno-
mischen Laboratorien angewandt werden konnte [Jain et al., 2016]. Jedoch ist die Fehlerrate beim
Basecalling, also die Ubertragung der Anderung des ionischen Stromflusses zu der entsprechen-

den Base, deutlich héher als beim NGS. Delahaye und Nicolas, 2021 berichten von Fehlerraten von
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1,6 - 2,7 % fur Deletionen, 1,2 - 2,2 % bei Mismatches und 1,1 - 2,4 % bei Insertionen. Da jedoch das
gesamte DNA-Molekul durch die Pore gezogen wird, kdnnen lange Reads mit mehreren Millionen

Basen entstehen [Payne et al., 2018].

1.3 Herausforderungen des de novo Assemblies

Beim de novo Genom-Assembly wird ein Genom ohne eine Vorlage, bzw. Referenz von Grund auf
neu zusammengebaut. Im Gegensatz dazu steht das Referenz basierte Genom-Assembly, wobei
eine Vorlage notwendig ist. Das de novo Assembly ist ein nicht triviales Problem, welches viele
Rechenressourcen und hohe Standards erfordert. Hier werden vier wesentliche Probleme des de

novo Assemblies zusammengefasst.

1.3.1 Fehlerkorrektur

Die erste Herausforderung besteht in der Korrektur von Sequenzierfehlern, da diese die Verlan-
gerung der Contig und Scaffolds behindern [Sohn und Nam, 2016]. Je nachdem welche Sequen-
ziertechnologie Anwendung findet, ist mit unterschiedlichen Fehlerarten und Fehlerhaufigkeiten
zu rechnen, wodurch unterschiedliche Ansatze nétig sind, um die Fehler zu korrigieren. In die-
ser Arbeit ist dabei zwischen den Long-Reads von Oxford Nanopore Technologies (ONT) und den
Short-Reads von Illumina zu unterscheiden.

Als Grundsatz in der Sequenzierung gilt: Je Ianger die zu sequenzierenden Molektle sind, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass Fehler eingebaut werden [Pfeiffer et al., 2018]. Bei den
Long-Reads ist dies besonders problematisch, da hier Read-Langen von mehreren Millionen Ba-
sen entstehen kdnnen [Delahaye und Nicolas, 2021]. Aufgrund dessen verhindert diese hohe
Fehlerrate eine genaue Analyse einzelner Nukleotide der Sequenzen. Aus diesem Grund ist die
Fehlerkorrektur beim Long-Read-Assembly essentiell [Zhang et al., 2020]. Bei ONT Reads sind die
Fehler allerdings nicht zufallig, sondern sind in gewisser Weise verzerrt. Jain et al., 2016 berichten,
dass Substitutionen von A zu T und umgekehrt weniger haufig auftreten als die anderen Substi-
tutionen und dass InDels tendenziell haufiger in Homopolymerregionen auftreten. Diese Fehle-
reigenschaften stellen eine Herausforderung fur Long-Read-Datenanalysen dar, insbesondere fur
den Nachweis korrekter Read-Uberlappungen wahrend des Genom-Assemblies. Fehlerkorrektur
Algorithmen wurden entwickelt, um Sequenzierungsfehler zu identifizieren und zu beheben oder
zu entfernen, wodurch de novo Sequenzierung begunstigt wird. [Zhang et al., 2020]. Da die Feh-
lerkorrektur beim Long-Read-Assembly essentiell ist, sind viele Long-Read-Assembler entwickelt

wurden, die einen Error Correction Schritt bereits mit integriert haben (Canu und HGAP) [Zhang et
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al., 2020]. Anséatze hierfiir sind die Selbstkorrektur anhand von Informationen der Uberlappungsse-
guenzen oder die Korrektur anhand von zusatzlichen Short-Reads (Hybridmethoden), was jedoch
eine Sequenzierung mit zwei Sequenziermethoden voraussetzt. Die bestperformanten Hybridme-
thoden (z.B. FMLRC) erreichen eine Genauigkeit von mehr als 99 % [Wang et al., 2018]. Jedoch
muss dabei beachtet werden, dass diese hohe Genauigkeit auch mit einer groRen Read-Depth
und einem hohen N50 einhergeht. Dies bedeutet, dass die Tools nicht nur die fehlerhaften Reads
trimmen oder komplett entfernen, sondern Fehler beheben. Ansonsten kénnte es zu der Entfer-
nung vieler Sequenzen einer bestimmten Genomregion kommen, was die Assembly fragmentieren
wurde [Zhang et al., 2020]. Bei der nicht-hybriden Korrektur besteht die Herausforderung, dass
sie ausschlieRlich auf Uberlappungen zwischen fehlerhaften Long-Reads beruht, dennoch kénnen
diese Tools auch eine hohe Genauigkeit liefern. Nicht-Hybrid-Verfahren kénnen jedoch eine gerin-
gere Alignmentidentitat erreichen, wenn die Long-Reads fehlerhafter sind [Zhang et al., 2020].
Ein weiteres Problem besteht bei der Evaluierung der Error-Correction Tools. Die Tools werden fast
ausschlieBlich nach ihrer Fahigkeit zur Behebung von Fehlern bewertet. Das Ziel ist es aber, dass
durch die Fehlerbehebung das Assembly verbessert werden soll. Folglich ware eine Bewertung
nach diesem Kriterium angebrachter.

Heydari et al., 2017 berichten, dass eine geringere Fehlerrate in den Short-Reads nicht unbedingt
zu besseren Assembly Ergebnissen fuhrt, da die meisten Fehler einmalig sind und von den Assem-
blern aufgrund des dahinter liegenden Assembly Prozesses (z.B. De Bruijn Graph) auch ohne Error
Correction entfernt werden. Die wirklich problematischen Fehler, welche zur Verbindung zweier
verschiedener Genomregionen fihren, werden nur selten richtig korrigiert. Diese Fehler fUhren da-
her zu unechten ,chimaren” Verbindungen zwischen Knoten im De Bruijn-Graphen, die ansonsten
in der ursprunglichen Genom-Sequenz weit entfernt liegen. Weitere Probleme treten bei Berei-
chen mit geringer Abdeckung auf, sodass die Assembler keine Uberlappungsbereiche erkennen
kénnen. Gleiches gilt fur Bereiche mit einem besonders hohen oder niedrigen GC-Gehalt [Sohn
und Nam, 2016].

Zusammengefasst kann man sagen, dass, wenn ein Error Correction Tool zwar alle einzigartigen
Fehler beheben kann, aber keine der problematischen Fehler, die Fehlerbehebungsrate in der
Evaluation zwar hoch ist, der Assembly Prozess aber nicht verbessert wird [Heydari et al., 2017]. Es
besteht sogar die Moglichkeit, dass neue Fehler in die Sequenzdaten eingebracht werden. Beson-
ders dann, wenn systematisch der gleiche Fehler in einem bestimmten Kontext gemacht wird, kann
des Assembly fragmentiert oder sogar fehlerhaft sein [Heydari et al., 2017]. Heydari et al., 2017
berichten zudem, dass die Error Correction Tools zwar einen erheblichen Teil der Sequenzierungs-

fehler von Illumina Daten korrigieren, die Assembler allerdings nicht immer davon profitieren, da
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zum Teil kUrzere Contig-Langen nach dem Assembly mit vorheriger Error Correction entstanden
sind. Dies bezieht sich vor allem auf die Tools die mit k-meren arbeiten. Tools die auf Multiplen
Sequenz Alignments basieren, kénnen in dieser Hinsicht bessere Ergebnisse liefern, allerdings
bendtigen diese signifikant mehr Rechen-Ressourcen [Heydari et al., 2017]. Die wesentliche Frage
bei der Korrektur von Sequenzfehlern besteht darin, Sequenzfehler zu identifizieren und von den

heterozygoten Allelen zu unterscheiden [Heydari et al., 20171].

1.3.2 Repetitive Strukturen

Die Nicht-Zufalligkeit eines Genoms durch die repetitiven Elemente (STR, LINE, SINE oder hochre-
petitive Bereiche nahe den Zentromeren und Telomeren) erschwert den Assembly-Prozess signifi-
kant [Sohn und Nam, 2016]. Diese hochrepititiven Regionen erzeugen oft zahlreiche mehrdeutige
Pfade und Lucken im sich ergebenden Assembly. Einige dieser Probleme kénnen durch eine hohe
Read-Depth oder durch die Verwendung von Long-Reads geldst werden. Wenn dies nicht der Fall
ist, kann durch die Anzahl der Reads, die eine bestimmte Art an Repeats enthalt, grob geschatzt
werden, wie grol3 die Repeat-Region sein sollte. Dieser Ansatz ist aber nicht ausreichend, um eine

genaue Wiederholungszahl zu bestimmen [Sohn und Nam, 2016].

1.3.3 UngleichmaRige Read-Depth

UngleichmaRige Read-Depth entstehen durch Limitationen in den Sequenziertechnologien, vor
allem des NGS. Diese fuhren zu Lucken im Draft-Assembly. Eine Loésung dieses Problems ist je-
doch aufgrund fehlender Informationen in diesen Bereichen nur schwer moglich. Nur mithilfe des
Multiplen k-mer Ansatzes (siehe Kapitel 1.4.3), wobei sowohl kurze als auch lange k-mere genutzt
werden, konnten teilweise dieses Problem geldst werden, jedoch nicht vollstandig. Zudem kann
die Verwendung von kurzen k-meren zu unvorhergesehenen Misassemblies fuhren [Sohn und

Nam, 2016].

1.3.4 Rechen Ressourcen

Je grof3er das Genom des zu untersuchenden Organismus ist, desto grol3er sind die Rechenkosten.
Zum einen bezieht sich das auf die bendtigte RAM und zum anderen auf die Rechenzeit. Bei
Bakteriengenomen ist dies Uberschaubar, da diese von der Genomgroélie her gesehen sehr klein
sind [Chapman et al., 2011]. Der bendtigte Arbeitsspeicher fur das Speichern einer der k-mer
Tabellen betragt laut Chapman et al., 2011 fur das Cereibactergenom zwischen 250 und 1000 Mbp.

Ein menschliches Genom wirde aber bereits mindestens 500 Gb RAM bendtigen. Die Rechenzeit
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ist Assembler- und Ansatz-abhangig. Auch hier ist die GenomgroRe des Organismus entscheiden.
Fur ein menschliches Genom kann von einer Assembly Dauer von einigen Tagen bis zu mehreren
Wochen ausgegangen werden [Luo et al., 2012]. Da der Schafpudel ein vergleichbar grof3es Genom

besitzt, kann von ahnlichen Werten ausgegangen werden [Lindblad-Toh et al., 2005].

1.4 Assembly-Methoden

Die Auswahl des Assemblers ist abhangig von der vorhandenen Zeit, dem Budget und den Se-
guenzdaten. Bei der Genom Assemblierung ist es zudem wichtig zwischen de novo und Referenz-
basierten Ansatzen zu unterscheiden [Pop, 2009]. Erstere zielen darauf ab Genome zu rekonstruie-
ren, die keinem zuvor sequenzierten Organismus ahnlich sind, und letztere, auch Re-Sequenzierungs-
Ansatze genannt, nutzen die Sequenz eines eng verwandten Organismus als Orientierungshilfe
wahrend des Assemblies.

De novo Ansatze sind deutlich schwieriger zu I16sen, da keine effiziente rechnerische Lésung be-
kannt ist. Referenz basierte Ansatze sind einfacher zu l6sen, da es im Wesentlichen ausreicht den
Datensatz an Reads auf das Referenzgenom zu alignieren. Wenn es allerdings Bereiche im Genom
gibt, die sich deutlich von der Referenz unterscheiden, dann kénnen diese Regionen nur mithilfe
des de novo Assemblies rekonstruiert werden [Pop, 2009]. Im Folgenden werden drei der Ansatze

far die Assemblierung kurz erklart.

1.4.1 Greedy Approach

Die Greedy-Algorithmen sind die einfachste und intuitive Losung eines Assemblyproblems. Dabei
werden die einzelnen Reads iterativ zu Contigs zusammengesetzt, beginnend mit den Reads, die
sich am Besten uberschneiden. Sie enden, wenn keine Uberlappungen zwischen Reads mehr fest-
gestellt werden kann. Das grol3e Problem ist, dass das Prinzip auf einer lokalen Optimierung der
Zielfunktion beruht. Das bedeutet, dass die zwei sich am besten Uberlappenden Reads verbun-
den werden. Dies verhindert, dass es zu einer globalen optimalen Lésung kommt, da vor allem
Repeat-Regionen falsch zusammengefligt werden [Pop, 2009]. Ein weiteres Problem ist, dass das
paarweise Alignment zwischen einem Satz an Reads berechnet werden muss, was sehr zeitintensiv
ist. Vor allem in den Repeat-Regionen ist die bendtigte Zeit proportional zum Quadrat der Anzahl
der Reads. Folglich gilt: Je mehr Reads, desto langer dauert das Assembly und desto mehr Ar-
beitsspeicher wird bendtigt. Die Lange der Reads hat allerdings nur eine geringe Wirkung auf Zeit
und Arbeitsspeicher. Folglich ware es sinnvoller Sequenziermethoden zu wahlen, die ldngere Reads
produzieren, wenn ein Assembler benutzt wird, der mit dem Greedy-Algorithmus arbeitet [Pop,

20091].

10
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1.4.2 Overlap-Layout-Consensus Approach

Dieser Ansatz beginnt ebenfalls mit der Erstellung der paarweisen Alighnments zwischen den Reads.
Mithilfe dieser Informationen wird ein Uberlappungsgraph erstellt. Dabei ist jeder Read als Kno-
ten dargestellt und eine Kante verbindet zwei Knoten, wenn eine Uberlappung festgestellt wurde.
Ein solcher Graph ist beispielhaft in Abbildung 1.2 dargestellt. Wahrend der Layout Phase wird
dieser Graph analysiert. Das Ziel ist es, dass ein Weg durch den Graphen gefunden wird, der je-
den Knoten genau einmal durchquert, was der Rekonstruktion des Genoms unter Verwendung
aller Reads entsprechen wirde [Compeau et al., 2011]. Der letzte Schritt ist die Erzeugung einer
Konsensus-Sequenz. Anhand der Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Base an einer bestimm-
ten Position in verschiedenen Reads wird entschieden, welche Base in der Konsensus-Sequenz
eingebaut wird [Pop, 2009]. Ebenso ist die Verwendung von langeren Reads hier vorteilhaft, aus

gleichem Grund wie beim Greedy-Algorithmus [Sohn und Nam, 2016].

1.4.3 De Bruijn Graph Approach

Die bisher angesprochenen Ansatze haben als groBen Nachteil, dass sie nur schwer mit einer
grol3en Anzahl an Reads umgehen kénnen. Der Ansatz der auf den De Bruijn Graphen beruht,
wurde speziell daflr entwickelt mit einer groBen Anzahl an kurzen Reads umzugehen. Da lllumina
eine der weitverbreitetsten Methoden zur Sequenzierung ist und da diese Methode eine sehr ho-
he Anzahl an kurzen Reads in kurzer Zeit produzieren kann, werden Assembler, die auf De Bruijn
Graphen basieren, am haufigsten angewandt, besonders bei der Assemblierung von humanen
Genomen [Lander et al., 2001].

Ebenso wie der Overlap-Layout-Consensus Ansatz ist dieser Ansatz auf Graphen basierend. Der
Unterschied ist jedoch, dass nicht die gesamte Lange der Reads als ein Knoten dargestellt wird,
sondern die Reads in k-mere unterteilt werden [Compeau et al., 2011]. Dies ist in Abbildung 1.2
dargestellt. Ein Read wird dabei so unterteilt, dass von links beginnend das erste k-mer einer be-
stimmten Lange erzeugt wird. Das nachste k-mer, ausgehend von dem davor erzeugten k-mer, ist
um eine Position nach rechts verschoben, sodass das erste Nukleotid entfernt wird und am Ende
ein anderes angehangen wird. Es gibt nun zwei Ansatze, wie ein Weg durch den Graphen gefunden
werden kann. Der Erste, unter Abbildung 1.2c dargestellt, ist der Hamitonische Zyklus, bei welchem
jeder Knoten nur einmal durchquert wird und der Startpunkt auch der Endpunkt ist, wodurch ein
Zyklus entsteht. Dieser Ansatz stellt zwar das Genom wieder her, I3sst sich allerdings nicht auf
grol3e Graphen skalieren [Compeau et al., 2011]. Moderne Short-Read-Assembly-Algorithmen ba-

sieren zumeist auf Eulerschen Zyklen (Abb. 1.2d). Dabei werden die Prafixe und Suffixe der k-mere

11
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Abbildung 1.2: De Bruijn Graph Assembly Ansatze Hamiltonscher und Eulerischer Zyklus [Compeau
et al., 2011]

als Knoten dargestellt. Die Kanten sind die k-mere, die diese Pra- und Suffixe als Knoten beinhalten.
Das Auffinden eines Eulerschen Zyklus ermdglicht es, das Genom zu rekonstruieren, indem ein
Alignment gebildet wird, indem jedes aufeinanderfolgende k-mer (von aufeinander folgenden Kan-
ten), um eine Position verschoben wird. Dies erzeugt dieselbe zyklische Genomsequenz ohne den
Rechenaufwand einen Hamilton-Zyklus zu finden [Compeau et al., 2011]. Jedoch bestehen auch
bei den De Bruijn Graph Ansatz Probleme beim Assembly. Vor allem da vorher vier Annahmen ge-
troffen werden mussen. Es wird angenommen, dass alle k-mere, die im Genom vorkommen, auch
generiert werden, dass diese k-mere fehlerfrei sind, dass jedes k-mer maximal einmal im Genom
vorkommt und das ein Genom nur aus einem einzigen zirkuldaren Chromosom besteht [Compeau
et al., 2011]. Wenn beispielsweise die 100 bp langen Reads auch als 100-mers verwendet werden,
dann kann nur ein kleiner Teil aller 100-mere, die im Genom zu finden sind, auch generiert wer-
den, da nicht von jeder Basenpaarposition im Genom auch ein Read erzeugt wird. Wenn jedoch
die k-mere zu kurz gewahlt werden, dann reprasentieren die entstehenden k-mere nahezu alle
k-mere, die im Genom zu finden sind. Ein Mittelweg ist also optimal (z.B 55-mere), damit zum einen
abgesichert wird, dass auch, wenn einige 100-mers nicht generiert wurden, fast alle 55-mere im

Genom erkannt werden und noch lang genug sind, dass sie nicht mehrfach vorkommen [Compeau

12
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et al,, 2011]. Um die auftretenden Fehler in den k-meren zu berichtigen, ist es Standard eine Error
Correction vor dem Assembly durchzufihren, bzw. haben einige Assembler auch ein Modul zur
Fehlerkorrektur mit eingebaut. Aufgrund dessen, dass die schon kurzen Reads in noch kurzere
k-mere unterteilt werden, ist es schwierig Repeat-Bereiche aufzuklaren, da es vorkommen kann,
dass k-mere mehr als einmal auftreten. Aus diesem Grund ist die k-mer Multiplicity ein wesent-
licher Bestandteil vieler De Bruijn Graph Assembler. Wenn Organismen sequenziert werden, die
mehr als ein Replikon besitzen, wirden Graphen erzeugt werden, im welchem nicht alle Knoten
miteinander verbunden sind. Der Hamiltonsche Zyklus ist folglich nicht anwendbar, jedoch kann
der Eulersche Zyklus auf dieses Problem adaptiert werden [Compeau et al., 2011]. Aus diesem

Grund ist dies der Ansatz den die meisten Assembler als Grundlage haben.

1.5 MaSuRCA

Das MaSuRCA (Maryland Super Read Cabog Assembler) Genom-Assembler- und Analyse-Toolkit
enthalt den MaSuRCA-Genom-Assembler, den QUORUM-Fehlerkorrektor fir lllumina-Reads, die
POLCA-Genom-Polishing-Software, den Samba-Scaffolder, den Chromosomen-Scaffolder, den
Jellyfish-Mer-Counter und den MUMmer-Aligner. Der MaSuRCA-Assembler kombiniert die Vortei-
le des DeBruijn-Graphen und des Overlap-Layout-Consensus-Assembler-Ansatzes. Er unterstutzt
das Hybrid-Assembly mit Short-lllumina-Reads und Long-PacBio/MinlON-Reads [URL-09, 2022].
Er basiert laut Zimin et al., 2013 auf dem Konzept der Super-Reads. Dabei werden die Reads an
beiden Enden Base flir Base verlangert, solange die Verlangerung einmalig ist. Es wird ein ,k-mer
count look-up table” erstellt, um zu bestimmen, wie oft jedes k-mer in den Reads vorkommt. Da es
nur vier Basen gibt, gibt es nur vier Moglichkeiten, wie ein Read an einem Ende verlangert werden
kann. Folglich gibt es auch nur vier k-mere, die einen Read an dieser Stelle verlangern kénnen. Zur
Erweiterung wird also im k-mer count look-up table geschaut, welcher der vier k-mere in der Tabel-
le vorkommt. Entsprechend des k-mers wird die vorkommende Base an den Read angehangen.
Diese Verlangerung wird fortgesetzt, bis kein einmaliger k-mer fur eine bestimmte Position zur
Verlangerung des Reads bestimmt werden kann. Die Verlangerung eines Reads wird abgebrochen,
wenn an beiden Enden der Read nicht mehr verlangert werden kann. Diese verlangerten Reads
werden als Super-Reads bezeichnet. AnschlieBend wird eine modifizierte Version des Cabog As-
semblers genutzt, um die Super-Reads zu assemblieren. Es werden dabei nur die ,maximalen”
Reads benutzt, als nur die Reads, die kein Substring groBerer Reads sind. Zusammen mit den
Super-Reads werden an dieser Stelle auch Long-Reads mit fur das Assembly genutzt, wenn diese

mit angegeben werden [Zimin et al., 2013].

13
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1.6 Quality Control Assembly

Auch wenn eine sorgfaltige Planung aller Teilschritte bis zum fertigen Assembly durchgefuhrt
wurde, kann man nie davon ausgehen, dass auch ein qualitativ hochwertiges Assembly entsteht.
Folglich muss, bevor die nachsten Schritte in der Pipeline angegangen werden kénnen (Genom
Annotation), die Qualitat des Assemblies gepruft werden. Typischerweise erfolgt die Qualitatsbe-
wertung bei Draft-Assemblies Uber statistische Messungen und dem Abgleich mit einem Referenz-
genom, sofern dieses vorhanden ist. Dazu gehérend sind die Assemblygréf3e (meist im Vergleich
zur geschatzten Genomgrolle), das Mal3 der Contiguity, Completeness und Correctness [Jung et al.,
2020]. Die Contiguity wird oft als Contig N50 gemessen, wobei 50 % aller Basen des Assemblies
in Contigs mindestens der angegebenen Lange enthalten sind. Fur eukaryotische Genome ist ein
Contig N50 von uber 1 Mbp allgemein als gut angesehen [Gurevich et al., 2013]. Letztendlich wird
mit diesem Messwert und der Contiganzahl beschrieben, wie stark fragmentiert ein Assembly
ist. Die Completeness wird oft anhand des Benchmarking universal single copy orthologs (Busco)-
Score gemessen. Dabei wird auf das Vorhandensein oder Fehlens von hochkonservierten Genen
im Assembly gepruft. Es wird der Prozentsatz an identifizierten Genen ausgegeben, wobei eine
Bewertung von Uber 95 % als gut gilt [Simao et al., 2015]. Ein letzter Messwert ist die Correctness,
also die Genauigkeit jedes Basenpaares im Assembly. Dieser ist jedoch nur schwer zu bestimmen
und zudem nur, wenn eine qualitativ hochwertige Referenz vorliegt. Wenn die Referenz fehlerhaft
ist, wird das Assembly schlecht bewertet, auch wenn das Assembly deutlich besser als die Refe-
renz ist [PacBio, 2020]. Fur diese Untersuchungen kdnnen zum einen Transkriptomdaten und zum
anderen Referenzgenome und Short-Reads verwendet werden. Mithilfe der Transkriptomdaten
konnen Frameshifts in den codierenden Genen erkannt werden [PacBio, 2020]. Insertion/Deletion
(InDel)-Fehler sind in den hochkonservierten Genombereichen selten anzutreffen, da diese die
Genprodukte fehlerhaft machen. Aus diesem Grund sind InDel-Fehler im Assembly in den meisten
Fallen auf Fehler wahrend des Assembly Prozesses zurlickzufiihren [PacBio, 2020]. Ahnlich wie bei
Busco wird hiermit jedoch nur ein kleiner Teil des Genoms bewertet [PacBio, 2020]. Aus diesem
Grund ist es gut, wenn ein Referenzgenom vorliegt, da somit ein gro3erer Teil des Assemblies
Uberprift werden kann. Dabei werden Hochkonfidenzbereiche festgelegt, in denen Referenz und
Assembly gut miteinander Ubereinstimmen und diese miteinander verglichen [PacBio, 2020]. Eine
weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Short-Reads eines weiteren Sequenzierlaufs. Dabei
wird kein Referenzgenom bendtigt. Es werden k-mere des Assemblies mit k-meren der Short-
Reads verglichen, wobei sich dies nicht nur auf die codierenden Bereiche beschrankt. Es wird nach

k-meren in den Short-Reads gesucht, die nicht im Assembly vorkommen [Rhie et al., 2020].
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es aus den vorliegenden Illumina-Short-Read und Oxford-Nanopore-Long-
Reads eines altdeutschen Schafpudels das bestmdgliche de novo Assembly zu erstellen. Im besten
Fall sollten dabei die Chromosomen vollstandig zusammengebaut werden, wie es beispielsweise
bei ROS_Cfam1.0 [URL-01, 2020] der Fall ist.

Es sollen drei verschiedene Ansatze getestet werden: das Short-Read-Assembly mit den Illumina-
Short-Reads, das Long-Reads-Assembly mit den Oxford-Nanopore-Long-Reads und das Hybrid-
Assembly mit beiden Sequenzdatenarten. Anschliel3end wird versucht jedes dieser initialen As-
semblies zu optimieren.

Der erste Ansatz umfasst ein initiales Short-Read-Assembly mit anschlieBenden Merging verschie-
dener erzeugter Assemblies und dem Scaffolding dieser Assemblies. Der zweite Ansatz ist ein
Long-Read-Assembly mit Polishing und Scaffolding und der dritte Ansatz ist ein Hybrid-Assembly
mit Scaffolding.

Es werden dabei verschiedene Assembler, Merging-, Error-Correction-, Scaffolding- und Polishing-
Tools getestet. Zudem wird jedes Assembly mit verschiedenen Tools auf die Qualitat Uberpruft

und zusatzlich mit externen Referenzen verglichen.
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3 Material

3.1 Sequenzdaten

lllumina-Sequenzdaten eines altdeutschen Schafpudel-Rudens (Sequenziert von GENEWIZ Germa-

ny GmbH)

Oxford-Nanopore-Sequenzdaten eines altdeutschen Schafpudel-Rudens (Sequenziert von M.Sc.

Nils Schén; Hochschule Mittweida)

3.2 Referenzen

GCA_000002285.4_Dog10K_Boxer_Tasha
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_000002285.4_Dog10K_Boxer_Tasha/GCA_000002285.4_Dog10K_Boxer_Tasha_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Boxer bezeichnet.

GCA_004027395.1_CanFam_VD_v1_BIUU
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_004027395.1_CanFam_VD_v1_BIUU/GCA_004027395.1_CanFam_VD_v1_BIUU_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz BS72 bezeichnet.

GCA_005444595.1_UMICH_Zoey_3.1
https://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_005444595.1_UMICH_Zoey_3.1/GCA_005444595.1_UMICH_Zoey_3.1_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Dogge bezeichnet.

GCA_011100685.1_UU_Cfam_GSD_1.0
https://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_011100685.1_UU_Cfam_GSD_1.0/GCA_011100685.1_UU_Cfam_GSD_1.0_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Schaferhund bezeichnet.
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GCA_011634725.1_ASM1163472v1
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_011634725.1_ASM1163472v1/GCA_011634725.1_ASM1163472v1_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Chihuahua bezeichnet.

GCA_008641055.3_ASM864105v3
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_008641055.3_ASM864105v3/GCA_008641055.3_ASM864105v3_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Basenji bezeichnet.

GCA_014441545.1_ROS_Cfam_1.0
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_014441545.1_ROS_Cfam_1.0/GCA_014441545.1_ROS_Cfam_1.0_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Labrador bezeichnet.

GCA_905319855.2_mCanLor1.2
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/vertebrate_mammalian/
Canis_lupus/latest_assembly_versions/
GCA_905319855.2_mCanlLor1.2/GCA_905319855.2_mCanLor1.2_genomic.fna.gz

In dieser Arbeit als Referenz Wolf bezeichnet.
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3.3 Software

Tabelle 3.1: Verwendete Software

Software

Quelle

Abyss v2.3.4

[Jackman et al., 2017]

Bbmap v38.96

[Bushnell, Brian, 2014]

Bcftools v1.9

[Li, 2011]

Bowtie2 v2.3.5.1

[Langmead und Salzberg, 2012]

Busco v5.2.2

[Simé&o et al., 2015]

Fastqcv0.11.9

[Andrews et al., 2012]

Flye v2.9.b1774

[Kolmogorov et al., 2019]

Fmlrc v1.0.0

[Wang et al., 2018]

GAM-NGS v1.1b

[Vicedomini et al., 2013]

Guppy v6.0.1 [Wick et al., 2019]
MAC v2.0 [Tang et al., 2019]
MaSuRCA v4.0.8 [Zimin et al., 2013]

Nanoplot v1.33.0

[Coster et al., 2018]

PDR v0.6.4e

[Xie und Wong, 2021]

Pilon v1.24

[Walker et al., 2014]

Polca (MaSuRCA v4.0.9)

[Zimin und Salzberg, 2020]

Quast v5.1.0rc1

[Gurevich et al., 2013]

Rv4.0.4

[R Core Team, 2013]

Rstudio 2022.02.3 Build 492

[RStudio Team, 2020]
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Tabelle 3.1: Verwendete Software

Software

Quelle

RopeBTW2-r187

[Li, 2014]

Samba (MaSuRCA v4.0.9)

[Zimin und Salzberg, 2022]

Samtools v1.13-44-g260b6b8

[Li, 2011]

SOAPdenovo2 v2.04-r241

[Luo et al., 2012]

SparseAssembler v1.0

[Ye et al., 2012]

Trinity v2.13.2

Tabelle 3.2: R Packages

[Grabherr et al., 2011]

Software Quelle
dplyr v1.0.9 [Wickham et al., 2022]
ggplot v3.3.6 [Wickham, 2016]

patchwork v1.1.0.900C

[Pedersen, 2022]

scales v1.2.0

[Wickham und Seidel, 2022]

tidyr v1.2.0

[Wickham und Girlich, 2022]

tidyverse v1.3.1

[Wickham et al., 2019]
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3.4 Server

Tabelle 3.3: Server Spezifikationen

Detail Spezifikation
Architecture x86_64

CPU op-mode(s) 32-bit, 64-bit
Byte Order Little Endian

Address sizes

46 bits physical, 48 bits virtual

CPU(s)

40

CPU Model name

Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2690 v2 @ 3.00GHz

Memory

251 GiB

Distribution

20
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4 Methoden

4.1 Sequenzierung

Die Illumina-Sequenzierung wurde von GENEWIZ Germany GmbH durchgefuhrt. Daftr wurde der
NovaSeq 5000 von lllumina, Inc. verwendet, wobei Paired-End-Reads mit einer Lange von 150 bp
erzeugt wurden. Im Anschluss wurde ein Adapter Trimming und ein Quality Filtering (Phred-Score

>10) durchgefuhrt.

Die Nanopore-Sequenzierung wurde von Nils Schén an der Hochschule Mittweida durchgefuhrt.
Die DNA fur die Sequenzierung wurde aus einer Vollblutprobe eines altdeutschen Schafpudel-
Rudens gewonnen. Die Library Preparation wurde mit dem Ligation Sequencing Kit SQK-LSK112
durchgefuhrt. Zur Sequenzierung wurde der MinlON Mk1C mit FLO Min 112 Flow Cells verwendet.
Es wurde drei Sequenzierlaufe durchgefihrt. Das Basecalling der erhaltenen Sequenzdaten wur-
den mit Guppy v6.0.1 mit dem Modus 'super high accuracy’ durchgefthrt, wobei Read Splitting,
Calibration Strand Detection und Adapter Trimming aktiviert wurden. Die Qualitatskontrolle der

Nanopore-Sequenzdaten wurde mit NanoPlot v1.33.0 durchgefuhrt.

4.2 Vergleich der Referenzen

Es wurden neun Referenzen von Hundegenomen ausgewahlt, die mit den erzeugten Schafpudel-
Assemblies verglichen wurden. Diese sind in Kapitel 3.2 aufgelistet. Die Fasta-Dateien der Assem-
blies der Referenzen wurden heruntergeladen und die Qualitats-Metriken, wie in Kapitel 4.8 be-
schrieben, bestimmt, um die Referenzen untereinander und spater mit den erzeugten Assemblies
vergleichen zu kénnen. Die Read-Coverage wurde nicht bestimmt, da die Referenzgenome mit
anderen Sequenzdaten erzeugt wurden. Bei der Bestimmung des PDR-Scores wurde jedes der

neun Referenz-Assemblies mit den anderen acht Referenz-Assemblies verglichen.
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4.3 Short-Read-Assembly

4.3.1 Initiale Assemblies

FastQC
! | | |
Abyss SOAPdenovo MaSuRCA Sparse
|
\ \
\ \
\ly \V/
GAM-NGS MAC

Chromosome Scaffolder

[ Referenzen ]— Quast

A

Busco

A

PDR

A

Bowtie

A

Abbildung 4.1: Flussdiagramm der Short-Read-Assemblies

Das Vorgehen beim Short-Read-Assembly ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Es wurden vier Short-

Read-Assembler getestet. Bei diesen Assemblern handelt es sich um Abyss (v2.3.4), SOAPdenovo2

(v2.04-r241), MaSuRCA (v4.0.8) und SparseAssembler (v1.0). Es wurden bei allen Assemblern die

Paired-End-Reads (sheep_poodle_reads_1.fastqg und sheep_poodle_reads_2.fastqg)

benutzt, ohne dass diese vorher einer Fehlerkorrektur unterzogen wurden. Fir Abyss wurden die

22
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Optionen np=30 name=sheep_poodle k=96 B=150G in='Read-Files’ verwendet
(siehe Anhang A1.1). Das SOAPdenovo-Assembly wurde mit den Optionen -R -K 63 und der
Angabe des Pfades zum Config-File SOAPdenovo.config durchgefihrt (siehe Anhang A1.2). Fur das
MaSuRCA-Assembly musste ein Config-File erstellt werden, in welchem alle Parameter definiert
sind (Config.txt). Mit . /assemble im entsprechenden Verzeichnis wird das Assembly gestartet
(siehe Anhang A1.3). Fur den SparseAssembler wurden die Optionen g 15 k 53 LD 0
GS 2400000000 f <Read-file_1l.fastg> f <Read-file_2.fastg> NodeCovTh 1

EdgeCovTh 0 verwendet (siehe Anhang A1.4).

4.3.2 Assembly-Merging

Far das Merging der Assemblies wurden die Tools GAM-NGS (v1.1b) und MAC (v2.0) verwendet.
Es wurden das Abyss-, SOAPdenovo- und MaSuRCA-Assmebly gemerged. Es konnten immer nur
zwei Assemblies miteinander gemerged werden. Zunachst wurde das Abyss-Assembly (A) und
das SOAP-Assembly (S) gemerged (GAM-NGS_A-S und MAC_A-S) und anschlieBend das erhaltene
Merged-Assembly mit dem MaSuRCA-Assembly (M) gemerged (GAM-NGS_A-S-M und MAC_A-S-M).
Alle Befehle fur das Merging sind im Anhang A2.1 und A2.2 zu finden.

4.3.3 Chromosom-Scaffolding

Far das Chromosom-Scaffolding mit Chromosome-Scaffolder (Bestandteil von MaSuRCA v4.0.9)
wurden die Optionen -r <Referenz.fasta> -g <Assembly.fasta> -t 32 -nb
verwendet. Als Referenzgenom wurde Referenz Labrador verwendet. Die Befehle sind im Anhang

A3.1 zu finden.
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4.4 Long-Read-Assemblies

Nanopore-Reads -

NanoPlot

Fmlrc

Flye

e

Samba Pilon Polca

[ Referenzen ]— Quast

\ Busco
PDR

Bowtie

A

A

A

A

Abbildung 4.2: Flussdiagramm der Long-Read-Assemblies

Der Ablauf des Long-Read-Assemblies istin Abbildung 4.2 dargestellt. Es wurde eine Error-Correction
der Long-Reads mit Fmilrc (v1.0.0) durchgefiihrt. Dafir wurde zunachst ein Burrows-Wheeler Trans-
form (BWT) der Paired-End-Reads mit RopeBWT2 erstellt. Unter Angabe des erhaltenen BWT, dem
Assembly-File und dem Long-Read-File wurden die Long-Reads mit Fmirc korrigiert (siehe Anhang
A4.1). Das Long-Read-Assembly wurde mit Flye (v2.9.b1774) durchgefihrt. Hierfir wurden die

unkorrigierten Reads (im Folgenden nur als Flye bezeichnet) als auch die mit fmlrc-korrigierte
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Reads (im Folgenden als Flye_fmlrc bezeichnet) assembliert (siehe Anhang A4.2). Es wurden Pi-
lon und Polca als Polishing-Tools getestet (gekennzeichnet durch das anhangen von _pilon, bzw.
_polca) (siehe Kapitel 4.7). Wenn ein Polishing-Schritt mehrmals durchgefihrt wurde wird die An-
zahl mit angegeben (1%, 2x). Zudem wurden die Scaffolding-Tools Samba (Long-Read-Scaffolding)
und Chromosome-Scaffolder (Referenz-basiertes Long-Read-Scaffolding) verwendet (gekennzeich-
net durch Prafix Samba_, bzw Mscaf_) (siehe Kapitel 4.6). Bei Samba wurden zum einen die un-
korrigierten Nanopore-Reads (Samba_) und zum anderen die fmlrc-korrigierten Nanpore-Reads

(Samba_fmlirc_) verwendet.

4.5 Hybrid-Assembly

{Nanopore—ReadsJ
MaSuRCA
Samba
|
'
Chromosome Scaffolder

[ Referenzen ]— Quast <
Busco |~ —
PDR =
Bowtie |~ —

Abbildung 4.3: Flussdiagramm der Hybrid-Assemblies
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Der Ablauf des Hybrid-Assemblies ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Fir das Hybrid-
Assembly wurde der MaSuRCA-Assembler verwendet. Um ein Hybrid-Assembly
mit  MaSuRCA  durchzufihren muss in der Config-Datei der Parameter

NANOPORE=<path/to/Nanopore.fastg> angegeben werden.

4.6 Assembly-Scaffolding

Es wurden zwei Scaffolding-Tools in dieser Arbeit verwendet. Beide sind Bestandteil des MaSuRCA-
Assemblers. Samba-Scaffolder ermdglicht das Scaffolding von Assemblies mit Long-Reads. Dabei
muss das Assembly mit der Option -r <Assembly.fasta> und und die Long-Reads mit
-g <Reads.fastg> angegeben werden (siehe Anhang A3.2). Das Chromosome-Scaffolding

wurde, wie bereits in Kapitel 4.3.3 beschreiben, durchgefuhrt.

4.7 Assembly-Polishing

Far das Polishing der Assemblies wurden Pilon (v1.24) und Polca (Bestandteil von MaSuRCA v4.0.9)
verwendet. FUr das Polishing mit Pilon mussten zunachst die Paired-End-Reads mit
Bowtie2 (v2.3.5.1) an das Assembly aligniert werden. Die Befehle sind im Anhang A6.4 zu finden.
Das entstandene Alignment-File wurde mit Samtools (v1.13-44-g260b6b8) indexiert. Das eigent-
liche Pilon-Polishing wurde mit den Optionen --genome <Assembly.fasta> —--fix all
--changes --frags mapping.sorted.bam --outdir <path/to/outdir> --output
<prefix> durchgefuhrt(siehe Anhang A5.1). Das Polishing mit Polca wurde mit den Parametern
-a <Assembly.fasta> -t 10 -r ’</Path/to/Paired-End-Reads>’ durchgefuhrt

(siehe Anhang A5.2).

4.8 Assembly Quality Control

Die Metriken flur die Qualitatskontrolle der erstellten Assemblies wurde mit
Quast (v5.1.0rc1) und Busco (v5.2.2) erstellt. Fur Quast wurden die Optionen
-r <Referenz.fasta> -1 <Reads_1l.fastg> -2 <Reads_2.fastg> verwendet
(siehe Anhang A6.1). Als Referenz wurde Referenz Boxer verwendet. Bei der Bestimmung der
Busco Completeness wurde als Abstammungsdatensatz Laurasiatheria_odb10 gewahlt und der
Modus auf ,genome” gesetzt. Das vollstandige Config-File ist im Anhang A6.2 busco_config.ini zu
finden. PDR wurde verwendet, um zwei Assemblies direkt miteinander zu vergleichen. Es wurden

alle Referenzen miteinander verglichen. Alle Assemblies wurden mit den Referenzgenomen Boxer,
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Labrador, Baseniji, Dogge, Schaferhund und Wolf verglichen. Der Befehl fir einen dieser Vergleiche
istim Anhang A6.3 zu finden. Bowtie2 wurde verwendet um die Read-Alignment-Rate zu bestim-
men, indem die Paired-End-Reads an das Assembly aligniert wurden. Hierfur wurden die Optionen
-g -p 40 -k 20 -x <Assembly.fasta> -1 </path/to/to/Reads_1.fastg>

-2 </path/to/to/Reads_2.fastg> verwendet (siehe Anhang A6.4).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Read QC
5.1.1 lllumina Reads

Die Qualitatskontrolle der lllumina Paired-End-Reads wurde mit FastQC durchgefuhrt. Acht der
elf Module waren erfolgreich (Abb. 5.1). Bei den Forward-Reads gab es eine Warnung und zwei

Fehlschlage, wohingegen die Reverse-Reads zwei Warnungen und einen Fehlschlag aufzeigten.

Abbildung 5.1: FastQC Summary der lllumina-Sequenzdaten

Da Paired-End-Reads vorliegen, sind keine groRen Unterschiede zwischen den Forward- und Reverse-
Reads zu erwarten. Einige auffallige Module werden im Folgenden genauer betrachtet. Wie in
Abbildung 5.2 zu sehen, sind insgesamt 231.463.053 Reads in jeder der beiden Dateien enthalten.
Anhand der Zeilen Sequences flagged as poor quality und Sequence length ist erkennbar, dass bei den
Reads, die von GENEWIZ Germany GmbH erstellt worden sind, schon ein Pre-Processing durch-
gefuhrt wurde, da keine Reads von schlechter Qualitat enthalten sind und Sequenzlangen von
35-151 bp vorkommen. Die unprozessierten Reads hatten ansonsten alle eine Lange von 150 bp

und die Qualitat ware nicht bei allen Reads tUber dem Qualitatsschwellwert [URL-12, 2018].
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Abbildung 5.2: Basic Statistics der I[llumina-Sequenzdaten

Abbildung 5.3: Per Base Sequence Quality der lllumina-Sequenzdaten

Das wichtigste Modul von FastQC ist die per base sequence quality (Abb. 5.3). Diese gibt Positi-
onsweise die durchschnittliche Qualitat der einzelnen Basen in den Reads an. Die Reads haben

einen Q-Score im Bereich von 34 bis 36, was einer Fehlerrate von etwa 0,025 % entspricht. Da die
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Qualitat im Durchschnitt sehr hoch ist, wirken sich die Unterschiede nicht negativ aus. Der leichte
Abfall der Qualitat am Ende der Reads durch das Phasing ist nicht relevant (URL-13, 2022; URL-14,
2019). Insgesamt kann gesagt werden, dass die Illumina-Paired-End-Reads von hoher Qualitat sind

[URL-05, 2011].

Abbildung 5.4: Per Base Sequence Content der lllumina-Sequenzdaten

Eines der beiden fehlgeschlagenen Module ist das Modul per base sequence content (Abb. 5.4). Hier
ist der durchschnittliche GC-Gehalt der einzelnen Basen Uber die einzelen Positionen in den Reads
angegeben. Wie zu erkennen, ist dieser fur A und T bei etwa 29-30 % und fur C und G bei 20-21 %.
Dies wurde fur einen durchschnittlichen GC-Gehalt von 40-41 % sprechen, was den Literaturan-
gaben fur das Hundegenom entspricht (Lindblad-Toh et al., 2005; Edwards et al., 2021; Wang et
al., 2021a). Der Grund fur das Fehlschlagen dieses Moduls sind die Abweichungen am Ende der
Reads. Diese Unterschiede entstehen durch ein aggressives Adapter Trimming [URL-12, 2018]. Da
Sequenzen, die mit kurzen Bereichen der Adapter Ubereinstimmen, durch das Adapter Trimming
auch mit entfernt werden, verbleiben nur Sequenzen, die nicht mit dem Adapter tbereinstimmen,

was zu Unterschieden im Gehalt der einzelnen Basen fihren kann [URL-12, 2018].
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Abbildung 5.5: Per Sequence GC Content der Illumina-Sequenzdaten

Das Modul per sequence GC Content (Abb. 5.5) gibt bei den Forward Reads einen Fehler und bei den
Reverse Reads eine Warnung. Es sind allerdings keine groB3en Unterschiede im Verlauf der Kurven
zu erkennen, weshalb nur eines der beiden Diagramme dargestellt ist. Die Verteilung des durch-
schnittlichen GC-Gehaltes der Reads wird als Normalverteilung angenommen [URL-12, 2018]. Wie
allerdings in Abbildung 5.5 zu sehen, ist keine perfekte Normalverteilung bei den Reads erkenn-
bar. Der Peak ist deutlich hdéher als bei der angenommenen Normalverteilung. Es sind deutlich
weniger Reads mit geringem GC-Gehalt als bei der Normalverteilung vorhanden. Allerdings ist ein
fast linearer Abfall der Verteilung von 35 % bis etwa 70 % GC-Gehalt zu erkennen. Diese Abwei-
chungen von der Normalverteilung haben jedoch keinen Einfluss auf die Qualitat der Reads, da

kein ungewdhnlicher Kurvenverlauf, wie mehrere Peaks oder Ahnliches, auftritt [URL-12, 2018].
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Abbildung 5.6: Sequence Length Distribution der lllumina-Sequenzdaten

Die Sequence length Distribution gibt eine Warnung, wenn nicht alle Reads die gleiche Lange haben
[URL-12, 2018]. Da aber ein Adapter Trimming durchgefuhrt wurde, kann diese Warnung ignoriert

werden.

5.1.2 Nanopore Reads

Bei der Qualitatskontrolle der Nanopore-Sequenzdaten mittels NanoPlot sind die Werte entstan-
den, wie sie in Tabelle 5.1 dargestellt sind. Die durchschnittliche Lange der Sequenzdaten betragt
4.167 bp, wohingegen der Median mit 2.185 bp nur bei etwa der Halfte liegt. Folglich ist davon aus-
zugehen, dass in den Sequenzdaten viele kurze Sequenzen enthalten sind, aber nur wenige lange
Sequenzen. Bei der Betrachtung des Q-Score wird deutlich, dass hier der Median leicht Gber dem
Durchschnittswert liegt, was darauf hindeutet, dass die kirzeren Sequenzen von leicht besserer
Qualitat sind. Eine Standardabweichung von 6.263 bp zeugt von grol3en Unterschieden in der Read-

Lange, was auf eine qualitativ schlechte Probe (starke Fragmentierung der DNA in der Probe) oder
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Tabelle 5.1: NanoPlot Summary der Nanopore-Sequenzdaten

Lange (Durchschnitt) 4.167 bp
Q-Score (Durchschnitt) 15,5

Lange (Median) 2.185 bp
Q-Score (Median) 16,6
Standardabweichung (Lange) 6.263 bp
Read-Anzahl 4.227.338

N50 (Lange) 8.058
Nukleotidanzahl 17.616.964.864

Anzahl
N b
[ ] (]
(] (=]

25

20

15

Q-Score

10

Lange [bp]

Abbildung 5.7: Kerndichteschatzung der Nanopore-Sequenzdaten mittels NanoPlot
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auf das Einwirken hoher mechanischer Krafte auf die DNA wahrend der Libary Preparation hin-
deutet [Klingstrom et al., 2018]. Insgesamt wurden etwa 4,2 Millionen Reads mit einem N50 von
8.058 und einer Gesamtnukleotidanzahl von 17,6 Gbp erzeugt. Dies wirde, wenn ein Genom von
etwa 2,4 Gbp erwartet wird [Lindblad-Toh et al., 2005], eine Sequencing-Depth von 7,34 x ergeben.
Der Long-Read-Assembler Flye, der in dieser Arbeit Verwendung findet, gibt als Voraussetzung
eine Sequenzing-Depth von 40 x an, damit gute Assemblies entstehen (URL-10, 2022; Kolmogorov
et al., 2019).

Abbildung 5.7 zeigt das Diagramm der Kerndichteschatzung der Nanopore-Sequenzdaten, wobei
die Read-Lange und der Q-Score aufgetragen sind. Der Bereich mit der gro3ten Dichte liegt bei
einer Read-Lange von 3.000 bis 3.500 bp und einem Q-Score von 19 bis 20. Zusatzlich setzt sich
ein Bereich ab, von dhnlicher Lange, aber deutlich geringerem Q-Score (5-7). Dieser Bereich ist
aber nicht in einem einzelnen Sequenzierlauf entstanden, sondern ist in jedem der Sequenzier-
laufe erkennbar. Es bestande die Moglichkeit die Sequenzdaten nach deren Qualitat zu filtern,
sodass beispielsweise nur die Reads mit einem Q-Score von Uber 10 verwendet werden. Dies wir-
de jedoch die Sequenzing-Depth noch weiter verringern, welche ohnehin schon sehr gering fur
ein Long-Read-Assmelby ist. Aus diesem Grund wird wie in Kapitel 5.4 beschrieben, eine Error-
Correction der Nanopore-Sequenzdaten durchgefuhrt, die Sequenzdaten aber nicht nach Qualitat

gefiltert.

5.2 Vergleich der Referenzen

Eine Untersuchung verschiedener Genom-Assemblies des Hundegenoms ist angebracht, um Ver-
gleichswerte fur das Schafpudelgenom zu erhalten, woran die Qualitat des Assemblies Uberpruft
werden kann. Im Folgenden wurden neun verschiedene Assemblies als Referenzen herangezo-
gen, wobei acht dieser Assemblies von unterschiedlichen Hunderassen und eines vom Grauwolf
stammt. Bei der Betrachtung der Verwandtschaftsverhaltnisse der Hunderassen nach Parker et al.,
2017 (siehe Abb. 1.1) kann gesagt werden, dass sieben der Hunderassen (mit Ausnahme der Refe-
renzen Wolf und BS72) aus verschiedenen phanotypischen und historischen Gruppen stammen.
Somit ist es wahrscheinlich, dass das Schafpudelgenom ahnliche Werte erzeugt, wie die Referen-
zen.

Die Qualitats-Metriken der Referenz-Assemblies sind in Abbildung 5.8 visualisiert. Von keinem
Assembly kann behauptet werden, dass es zu 100 % richtig oder vollstandig ist, da es keine Mog-
lichkeit gibt dies eindeutig nachzuweisen [Bradnam et al., 2013]. Sie enthalten unbestimmte Nu-

kleotide und nicht zugeordnete Contigs und Scaffolds [Gurevich et al., 2013]. Folglich ist es sinnvoll
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Abbildung 5.8: Qualitats-Metriken der Referenz-Assemblies visualisiert
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die Qualitat der Assemblies miteinander zu vergleichen, um spater bessere Erkenntnisse beim
Vergleich der Referenzen mit den Assemblies des Schafpudelgenoms zu ermdglichen [Bradnam
et al.,, 2013]. Im Nachfolgenden wird trotzdem von vollstandigen Assemblies gesprochen, jedoch
immer unter Beachtung dieser Limitierung.

Der N50 gibt die minimale Lange von Contigs an, in denen mindestens 50 % aller Nukleotide vor-
kommen [Earl et al., 2011]. In Abbildung 5.8 A ist diese Lange fur alle Perzentile von N1 bis N100
aufgetragen und der N50 noch einmal extra markiert. Zudem ist in der Tabelle in Abbildung 5.8 A
der N50 und der auN fur alle Referenzen angegeben. Der auN gibt die Flache unter der Kurve des
N(x)-Contiglangen-Graphen an. Je groBer die Flache unter der Kurve, desto besser die Contiguity
des Assemblies [Li, 2020]. Laut Li, 2020 ist der auN ein besserer Messwert, um die Contiguity eines
Assemblies zu messen, als der N50, da er nicht nur auf einen bestimmten Punkt in der Nx-Kurve
bezieht, sondern die gesamte Kurve mit einbezieht. Fir die Bestimmung des N50 und auN wer-
den nur Contigs mit einer Lange von mindestens 500 bp verwendet. Wie zu sehen, ist der Verlauf
bei den Chromosom-Level-Assemblies (Boxer, Labrador, Baseniji, Dogge, Schaferhund, Wolf) na-
hezu identisch. Daraus lasst sich schliel3en, dass, wenn ein N50 und auN von etwa 65.000.000
und 70.000.000 vorliegen, vollstandig assemblierte Chromosomen im Assembly erzeugt wurden.
Der N50 und auN der Scaffold- und Contig-Level-Assemblies (Beagle, BS72 und Chihuahua) liegen
deutlich unter den Werten der Chromosomen-Level-Assemblies. Ein vollstandiges Assembly des
Schafpudels hatte folglich einen N50 und auN vergleichbar mit dem der Chromosomen-Level-
Assemblies.

Die Assemblygrof3e und der GC-Gehalt dieser neun Referenz-Assemblies sind in Abbildung 5.8 B
dargestellt. Zudem ist der Durchschnitt der Assemblygréfie (2,387 Gbp), des GC-Gehalts (41,3 %)
und der Standardabweichung (66 Mbp) im letzten Balken des Diagramms angegeben. Der Durch-
schnitt bezieht sich jedoch nur auf die Chromosomen-Level-Assemblies, also die Assemblies bei
denen ununterbrochene Chromosomensequenzen entstanden sind. Da die Assemblies von den
Referenzen Chihuahua, BS72 und Beagle nicht zu vollstandigen Chromosomen zusammengesetzt
werden konnten, (Scaffold- oder Contig-Level-Assemblies), ist die Nukleotidanzahl dieser Assemb-
lies nicht mit der Genomgroe gleichzusetzen. Wie in Abbildung 5.8 B zu sehen, liegt die Assembly-,
bzw. GenomgrofRe von Hundegenomen im Bereich von 2,3 bis 2,5 Gbp. Somit ist es wahrschein-
lich, dass auch das Genom des Schafpudels sich in diesem Bereich befindet. Gleiches gilt fir den
GC-Gehalt, der zwischen 40 und 42 % liegt. Wenn einer der Werte deutlich erhéht oder erniedrigt
ist, muss dieses Assembly kritisch betrachtet werden.

In Abbildung 5.8 C ist die Busco Completeness, also das Vorhandensein essentieller Gene auf

dem Assembly, angegeben. Die Ausgabe von Busco ist in vier Kategorien unterteilt: Vollstandig
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and Einzelkopie (Single), Vollstandig und Dupliziert (Duplicate), Fragmentiert (Fragmented) und
Fehlend (Missing) [URL-18, 2022]. Die Busco Completeness ist die Summe von Single und Duplica-
te. Diese betragt bei den Chromosom-Level-Assemblies fur den Datensatz Laurasiatheria_odb10
zwischen 95 und 96 %. Folglich sollte eine Busco Completeness von Uber 95 % auch fur ein voll-
standiges Assembly des Schafpudelgenoms sprechen (Player et al., 2021, Edwards et al., 2021,
Wang et al., 2021a). Die Busco Completeness der Scaffold- und Contig-Level-Assemblies betragt
34 % (Chihuahua), 40,3 % (Beagle) und 86,5 % (BS72). Das Assembly des Isolats BS72 liegt noch in
einem akzeptablen Bereich, hingegen Referenz Chihuahua und Beagle haben eine hohe Anzahl
an fragmentierten und fehlenden BUSCOs (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs).

In Abbildung 5.8 D ist die Anzahl der Contigs bestimmter Grd3en dargestellt. Im besten Fall ist
die Anzahl der Contigs gleich der Anzahl an Chromosomen im haploiden Chromosomensatz des
Organismus. Bei Referenz Labrador (Rude) sollten folglich 40 Chromosomen assembliert werden
[URL-01, 2020]. Zusatzlich zu den 40 Chromosomen sind allerdings noch 334 Sequenzen entstan-
den, die nicht zu den Chromosomen zugeordnet werden konnten. Die Contiganzahl betragt bei
Referenz Labrador folglich 374. Die Chromosomenlangen fur Hundegenome liegen deutlich Uber
den in Abbildung 5.8 D unterschiedenen Contiglangen. Die Lange des kurzesten Chromosoms
(Chr38) bei Referenz Labrador ist mit 24,17 Mbp und das Y Chromosom mit 3,9 Mbp angegeben,
was deutlich Uber den 50.000 bp liegt, die im Diagramm angegeben werden [URL-01, 2020]. Bei
Referenz Labrador wird zudem deutlich, dass die Lange bei fast allen Contigs Uber den 50.000 bp
liegt und nur wenige Contigs kirzer sind. Referenz Boxer und Wolf haben die wenigsten Contigs
und sind aus diesem Grund die qualitativ hochwertigsten Assemblies in Bezug auf die Contiganzahl.
Die Referenzen Beagle, BS72 und Chihuahua haben mit Abstand die meisten Contigs. Zudem sind
starke Unterschiede in der Lange der Contigs erkennbar. Beispielsweise sind 90,4 % der Contigs bei
BS72 kiurzer als 1.000 bp, was auf ein stark fragmentiertes Assembly hindeutet. Die Chromosomen-
Level-Assemblies (Referenz Schaferhund, Baseniji, Labrador, Boxer, Wolf und Dogge) haben eine
geringe Contiganzahl und sind folglich alle qualitativ hochwertig [Wang et al., 2021a].

In Abbildung 5.8 E ist die Anzahl der Contig-Misassemblies im Vergleich zu Referenz Boxer aufgetra-
gen. Die Contig-Misassemblies kdnnen in drei Arten unterteilt werden: Relokationen, Translokatio-
nen und Inversionen. In der Summe erhalt man die Gesamtzahl der Contig-Misassemblies. Gleiches
wird fur die Scaffold-Misassemblies getan. Die Referenz Boxer ist der Vergleich des Assemblies mit
sich selbst und folglich ist die Anzahl der Misassemblies Null. Die Referenz Schaferhund hat die
meisten Misassemblies, was vermutlich auf die Unterschiede zwischen den Rassen (Vergleich mit
Boxergenom) zuruckzufuhren ist. Schon bei der Assemblygrof3e kdnnen die grofReren Unterschie-

de zwischen den Rassen abgeleitet werden, da Referenz Schaferhund mit 2,482 Gbp das grol3te
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Assembly aufwies. Die geringe Anzahl an Misassemblies bei der Referenz Chihuahua ist auf die
starke Fragmentierung des Assemblies zurtuckzufuhren. Da der N50 bei Referenz Chihuahua nur
9.167 bp, im Vergleich zu den 63.738.581 bp bei Referenz Boxer, betragt, ist es unwahrscheinlicher,
dass Contigs fehlerhaft assembliert wurden [Wang et al., 2021b]. Erst beim Scaffolding wirden Mi-
sassemblies deutlich werden, wenn die Licken zwischen den Contigs aufgefullt werden [Gurevich
et al., 2013].

In Abbildung 5.8 F werden die unbestimmten Basen (N's), Mismatches und InDels pro 100 kbp im
Vergleich zu Referenz Boxer betrachtet. Da bei Referenz Boxer wieder das Assembly mit sich selbst
verglichen wird, ist hier je ein Wert von Null zu erwarten. Erstaunlicherweise liegen die Werte leicht
Uber Null. Der Grund hierfur kann nur auf den Prozess zur Berechnung dieser Werte mit Quast zu-
rickzufuhren sein, da keine Unterschiede vorhanden sind, wenn ein Assembly mit sich selbst vergli-
chen wird. Wie bereits beschrieben sind die Unterschiede bei den Chromosomen-Level-Assemblies
zu einem grol3en Teil auf die Unterschiede in den Rassen zurtckzufthren. Die Mismatches und
InDel-Fehler kdnnen hiermit bei den Chromosomen-Level Assemblies erklart werden. Die unbe-
stimmten Basen sind allerdings ausschliel3lich durch Fehler wahrend des Assembly-Prozesses zu
erklaren, da diese unabhangig von der Referenz sind. Besonders die Referenz Labrador hat mit
528,3 N's pro 100 kbp viele unbestimmte Basen. Dies lasst sich auf ein schlechtes Assembly von
Chromosom X zuruckfuhren, da hier die Anzahl der unbestimmten Basen 3.589 N's pro 100 kbp
betragt.

In Abbildung 5.8 G ist die Genom-Coverage und die Duplikationsrate im Vergleich zu Referenz
Boxer angegeben. Die Genom-Coverage ist der Prozentteil an alignierten Basen des Assemblies
im Referenzgenom [URL-06, 2022]. Die Duplikationsrate ist die Anzahl der alignierten Basen im
Assembly geteilt durch die Anzahl der alignierten Basen im Referenzgenom [URL-06, 2022]. Wenn
ein Assembly mit sich selbst verglichen werden wurde, wie es bei Referenz Boxer getan wurde,
dann waren beide Werte genau 100 %. In der Realitat liegt die Genom-Coverage unter 100 % und
die Duplikationsrate Uber 100 %, entweder aufgrund der Unterschiede zwischen den Rassen oder
durch Fehler beim Assembly. Die Unterschiede in den Chromosomen-Level-Assemblies beziehen
sich wahrscheinlich fast ausschlie3lich auf die Unterschiede in den Rassen, aufgrund der hohen
Qualitat dieser. Hier waren beispielsweise die Unterschiede zwischen Schaferhund und Boxer zu
nennen, wobei der Schaferhund ein deutlich grol3eres Genom aufweist (2,482 Gbp im Vergleich zu
den 2,312 Gbp bei Referenz Boxer) (URL-04, 2020, URL-11, 2020). Aufgrund dessen ist es moglich,
dass im Genom des Schaferhundes einige Sequenzbereiche haufiger vorkommen als im Genom
des Boxers, was die Duplikationsrate deutlich erhéht. Die deutlich geringere Genom-Coverage bei

der Referenz Chihuahua ist wahrscheinlich auf das stark fragmentierte Assembly zurtckzufthren,
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wodurch einige Sequenzbereiche im diesem Assembly nicht vorhanden sind. Gleiches kann bei
der Referenz Beagle gesagt werden. Jedoch ist von der Genom-Coverage von Referenz Beagle
ausgehend ein nicht so stark fragmentiertes Assembly zu erwarten, wie bei Referenz Chihuahua.
Dies kann mit der Contiganzahl bestatigt werden, welche bei Referenz Beagle 195.936 und bei

Referenz Chihuahua 354.927 Contigs betragt.

Vergleich der Referenzen mittels PDR-Score
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Abbildung 5.9: PDR-Score der Referenzen

In Abbildung 5.9 ist der PDR-Score beim Vergleich zweier Referenzen miteinander dargestellt. Der
Pairwise-Distance-Reconstruction-Score wird berechnet, indem zufallig zwei Sequenzabschnitte auf
einem Contig der Referenz ausgewahlt werden und deren Distanz bestimmt wird [Xie und Wong,
2021]. Diese beiden Sequenzabschnitte werden im Folgenden auch auf dem Assembly lokalisiert
und deren Distanz berechnet. Der PDR-Score ist der Anteil an Sequenzpaaren mit gleicher Di-
stanz in Referenz und Assembly [Xie und Wong, 2021]. Der PDR-Score berucksichtigt sowohl die
Contiguity, Completeness als auch Correctness und fasst diese drei Aspekte in einem Wert zusam-
men [Xie und Wong, 2021]. Die Chromosomen-Level-Assemblies haben alle einen PDR-Score von
Uber 90 %, wenn sie miteinander vergleichen werden. Folglich sollte auch das Schafpudel-Assembly,

wenn dies vollstandig assembliert wurde, einen PDR-Score von tUber 90 % beim Vergleich mit den

39



40 Kapitel 5: Ergebnisse und Diskussion

Chromosomen-Level-Assemblies erreichen. Der PDR-Score der Referenz BS72 liegt zwischen 80
und 90 %, bei Referenzen Beagle zwischen 60 und 70 % und bei Referenz Chihuahua zwischen 50

und 60 %. Referenz Chihuahua ist laut dem PDR-Score das schlechteste Assembly der Referenzen.

5.3 Short-Read-Assembly
5.3.1 Initiale Assemblies

Die ersten initialen Assemblies wurden nur mit den Illumina-Short-Reads durchgefuhrt. Hierfur
wurden die Assembler Abyss, SOAPdenovo2, MaSuRCA und SparseAssembler ausgewahlt. In Ab-
bildung 5.10 sind die Qualitats-Metriken der initialen Assemblies visualisiert.

Der N(x)-Plot in Abbildung 5.10 A zeigt, dass das MaSuRCA-Assembly den héchsten N50 (11.224) als
auch auN (14.440) erzeugt hat. Die Assemblies von Abyss, SOAP und Sparse sind im N50 und auN
ahnlich. N50 und auN sind insgesamt bei den Short-Read-Assemblies sehr gering. Ein vollstandiges
Assembly, wie die Chromosomen-Level-Assemblies der Referenzen, wirde Werte von 60.000.000
bis 70.000.000 fur N50 und auN erzeugen (vgl. Abb. 5.8 A). Ein niedriger N50 und auN weist auf eine
starke Fragmentierung bei den initialen Assemblies hin [URL-06, 2022]. Diese starke Fragmentie-
rung kann mit der hohen Contiganzahl in Abbildung 5.10 D bestatigt werden. Das Abyss-Assembly
hat insgesamt 2.377.250, SOAP 3.390.680, MaSuRCA 373.584 und Sparse 5.472.759 Contigs. Im
Vergleich hierzu hat Referenz Schaferhund die héchste Anzahl an Contigs der Chromosomen-
Level-Assemblies mit 2.198, was deutlich unter der Contiganzahl der initialen Assemblies liegt
(vgl. Abb. 5.8 D).

Die erwartete Assemblygrdf3e von 2,3 bis 2,5 Gbp ist bei keinem der Assemblies erreicht worden
(Abb. 5.10 B). Die Werte liegen mit 2,231 Gbp (Abyss), 2,162 Gbp (SOAP), 2,245 Gbp (MaSuRCA)
und 2,139 Gbp (Sparse) leicht unter der zu erwartenden Genomgro3e. Die von MaSuRCA vor dem
Assembly geschatzte Genomgrol3e des Schafpudels betragt 2,306 Gbp.

Die Busco Completeness (Abb. 5.10 C) ist mit 27,1 % (Abyss), 30,4 % (SOAP), 41,3 % (MaSuRCA)
und 26,4 % (Sparse) vergleichbar mit der Busco Completeness von Referenz Beagle (40,3 %) und
Chihuahua (34,0 %). Die geringe Busco Completeness ist auf die starke Fragmentierung zurtckzu-
fuhren, welche auch bei den beiden genannten Referenzen vorhanden ist (vgl. Abb. 5.8 C) [Simdo
et al., 2015].

Die Anzahl an Misassemblies (Abb. 5.10 E) unterscheidet sich stark. Sparse erzeugte die mit Ab-
stand meisten. Aufgrund dieser hohen Anzahl an Misasemblies wird das Sparse-Assembly nicht
weiter verwendet. SOAP hat die wenigsten Misassembilies. Dies kann durch die starke Fragmentie-

rung entstanden sein. Zudem ist wie in Abb. 5.10 F eine groRRe Anzahl an unbestimmten Basen im
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Abbildung 5.10: Qualitats-Metriken der initialen Assemblies visualisiert
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(H) Read Coverage (I) PDR-Score
Sparse I 89,37 % Sparse 34,7 33,6 34,9 34,9 31,6 31,5|33,5
PDR-Score [%)]
100
SOAP 93,19 % SOAP 33,9 33,0 33,8 34,2 31,2 31,0329 I75
50
MaSuRCA 94,86 % MaSuRCA 25
0
Abyss I‘ 97,22 % Abyss 36,2 35,1 36,2 36,2 33,3 38,2|35,9
0 25 50 75 100 [%] g g :an % ‘g “g E
& 5 2 8 § 2
. . [ konkordant >1 mal [] diskordant [] kein < @ = 5
Alignment: [l konkordant einmal [] als Singlets - '%S £
[} o

Abbildung 5.11: Qualitats-Metriken der initialen Assemblies visualisiert (fortgesetzt)

SOAP-Assembly vorhanden. Da es unbestimmte Basen sind zahlen diese nicht als Misassemblies
[URL-06, 2022]. Die geringere Anzahl an unbestimmten Basen beim Abyss-Assembly fihrt zu der
héheren Anzahl an Misassemblies im Vergleich zum SOAP-Assembly. Das MaSuRCA-Assembly hat
eine grolRere Anzahl an Misassemblies, da langere Contigs vorliegen und folglich mehr Relokatio-
nen, Translokationen und Inversionen auf den Contigs vorkommen kénnen [URL-06, 2022].

Die Genom-Converage (Abb. 5.10 G) ist beim SOAP- und Sparse-Assembly mit 90,4 % und 90,7 %
etwas geringer als die anderen initialen Assemblies. Dies ist auf die starke Fragmentierung und auf
die hohe Anzahl an unbestimmten Basen zuruckzufuhren [URL-06, 2022]. Die Genom-Coverage
beim Abyss- und MaSuRCA-Assembly liegt bei 93 und 94 %. Ein qualitativ hochwertiges Assembly
sollte Werte von 98 % und hoher erreichen, wie es bei den Chromosom-Level-Assemblies der Fall
ist (vgl. 5.8 C) [Gurevich et al., 2013]. Die Duplikationsrate liegt bei allen initialen Assemblies bei
leicht Uber 100 %. Die Werte sind vergleichbar mit den Referenzen.

Die Read-Coverage (Abb. 5.10 H), welche mit einem Bowtie2-Alignment der lllumina-Reads be-
stimmt wurde, kann auch als Qualitats-Metrik fir ein Assembly genutzt werden. Die Alignment-
Rate, welche als Wert in jedem der Balken als Prozentsatz dargestellt ist, ist die Summe aller Reads,
die in einer der vier aufgeflihrten Arten mit dem Assembly alignieren. Konkordant bezeichnet ein
Read-Alignment, bei welchem die Paired-End-Reads auch als Paare auf dem Assembly auftreten
[URL-17, 2022]. ,,Konkordant >1 mal” bezeichnet die Paired-End-Reads die mehr als einmal auf
dem Assembly alignieren. Diskordant bezeichnet ein Read-Alignment, bei dem die Paired-End-
Reads zwar auf dem Assembly aligniert wurden, aber nicht als Paare auftreten [URL-17, 2022].

Singlets bezeichnen das Read-Alignment, bei dem nur einer der Forward- oder Reverse-Reads
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auf dem Assembly aligniert und nicht beide [URL-17, 2022]. Wenn die Paired-End-Reads nicht ali-
gnieren wird hier von ,Kein Alignment” gesprochen. Bei der Betrachtung der Read-Coverage ist
erkennbar, dass Abyss mit 97,22 % die hochste Read-Coverage hat. Der Prozentteil von konkor-
dant alignierten Reads ist jedoch beim MaSuRCA-Assembly am hdchsten. Das Abyss-, SOAP-, und
Sparse-Assembly haben einen betrachtlichen Teil an Reads, die als Singlets oder diskordant ali-
gniert sind. Im besten Fall waren bei einem Assembly 100 % der Reads konkordant einmal aligniert.
Das MaSuRCA-Assembly liefert folglich anhand der Read-Coverage das qualitativ beste Assembly
der vier durchgefuhrten initialen Assemblies.

Der PDR-Score (Abb. 5.10 I) liegt beim Abyss-, SOAP- und Sparse-Assembly bei 30 bis 40 %. Das
MaSuRCA-Assembly hingegen hat einen PDR-Score von 62,2 % erreicht. Das MaSuRCA-Assembly
ist folglich das qualitativ hochwertigste der vier initialen Assemblies. Werte von Uber 90 % sind
das Ziel, da die Chromosomen-Level-Assemblies beim Vergleich miteinander PDR-Scores von Uber
90 % erreichen (siehe Abb. 5.9).

Bei der Betrachtung aller Qualitats-Metriken kann geschlossen werden, dass MaSuRCA das mit
Abstand beste initiale Assembly erstellt hat. Jedoch ist auch dieses noch sehr fragmentiert und un-
vollstandig im Vergleich zu dem Chromosomen-Level-Assemblies der Referenzen. Folglich mussen

die Assemblies noch weiter verbessert werden.

5.3.2 Assembly Merging

Im ndchsten Schritt des Assembly-Prozesses wurden drei der initialen Assemblies gemerged. Die
dazu verwendete initialen Assemblies wurden mit A (Abyss-Assembly), S (SOAP-Assembly) und M
(MaSuRCA-Assembly) bezeichnet.

In den Diagrammen in Abbildung 5.12 sind diese vier Merged-Assemblies dargestellt. Im N(x)-Plot
(Abb. 5.12 A) wird deutlich, dass mit dem Tool GAM-NGS ein geringerer N50 und auN erreicht
wird, als bei MAC. Eine weitere Schlussfolgerung aus dem Diagramm ist, dass das Merging aller
drei initialen Assemblies einen héheren N50 und auN erzeugt, als nur das Merging des Abyss-
und SOAP-Assemblies. Dies ist darauf zurtckzufihren, dass das MaSuRCA-Assembly einen hohe-
ren N50 und auN als das Abyss- und SOAP-Assembly hat und folglich beim Merging die lange-
ren Contigsequenzen mit Ubernommen werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass der N50 bei
GAM-NGS_A-S geringer ist als bei den initialen Assemblies (Abyss und SOAP) und bei GAM-NGS_A-S-M
ein geringerer N50 vorliegt als beim MaSuRCA-Assembly. Es ist jedoch nicht klar, weshalb das
Merging den N50 verringert, da GAM-NGS speziell dafur entwickelt wurde, zwei Assemblies aus
NGS-Sequenzdaten, also Short-Read-Assemblies zu mergen [Vicedomini et al, 2013]. Es ist zu ver-

muten, dass die Insert-Grol3e, also die Anzahl an Basen zwischen Forward- und Reverse-Read der
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(A) N(x) Plot (B) AssemblygréRe und GC-Gehalt
|
3
! — Cd
100000 N50 | § <
| L
| = = -
2 ° - X <
: g i 3 ; n
! Fo ) o 2 (&}
> o - =] (O]
! 5 <+ n <
| 1 0 o n
! % 1) @ Q
| o O
| <
) 0
i o, = o, =
5 | N ® N ®
= 10000 | 38 < g I
= i = 3 = g
: | S :
= ! =
5 | 3
© . (C) Busco Completeness
I
! MAC_A_S_M 8 % -
I
I
I
i GAM-NGS_A_S_M
— MAC A S M | 18774 25397,953
— MAC_A_S™ | 4761 7560,506
— | NGS_A_S | 3733  5333,743
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 [%]
N(x) [%]
Single @l Duplicate [] Fragmented [0 Missing
(D) Contiganzahl nach Léange (E) Anzahl Misassemblies
10000000 —= = 45000
_ 1000000 | |
= ]
g 100000 — = 30000
£ 10000— S
2 1000 g
g 100 < 15000
© 10—
— 0===
U)I = UJI = (DI s U)l =
< "’: < "’: < U’: 5 (D:
@ < Q < @ < Q <
g 8I g O' g 8I g O'
< 2 S s 2 S
e} = 3 s
3 3
io - 999 bgfg Isooo - 9999 t;? 25000 — 49999 bp [0 c. Relokationen [ C. Translokationen [ C. Inversionen
1000 - 4999 bp [E 10000 - 24999 bp [l >= 50000 bp B S.Relokationen W S. Translokationen W S. Inversionen
(F) N's, Mismatches und Indel-Fehler (G) Genom-Coverage und Duplikationsrate
600 130
120
§ 400 - 110
=
< 200 100 ' '
m RS RE N B
0 — o
o, s ?, = >, 5 ) 2
<I w| <I w| (I U’| <(I w|
8 <I g (I 8 <I g (I
% 8 g Q z 8 g Q
. g 2 z g 2
k) s & =
3 &
[ InDels pro 100 kbp [JMismatches pro 100 kbp [EN's pro 100 kbp [l Genom-Coverage []Duplikationsrate

Abbildung 5.12: Qualitats-Metriken der Merged-Assemblies visualisiert
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Abbildung 5.13: Qualitats-Metriken der Merged-Assemblies visualisiert (fortgesetzt)

Paired-End-Reads zu gering ist, sodass das Scaffolding nicht effektiv war [Vicedomini et al, 2013].

Beim MAC-Merging hat sich der N50 und auN im Vergleich zu den initialen Assemblies erhoht
(MaSuRCA: 11.224, GAM-NGS_A-S-M: 18.774). Das Merging aller initialen Assemblies mit MAC
(MAC_A-S-M) fuhrt jedoch zu einer deutlich erhéhten Assemblygrél3e (Abb. 5.12 B), Misassembly-
Anzahl (Abb. 5.12 E) und Duplikationsrate (Abb. 5.12 G). Dies stammt daher, dass Contigs, die
zwar ahnlich sind, aber nicht gemerged wurden, einfach mit Gbernommen werden und folglich

Duplikationen im Assembly-File vorhanden sind [Tang et al., 2020]. Dies ist ein grol3es Problem,
da dies das Assembly verfalscht.

Diese mehrfach vorkommenden Sequenzen sind auch bei der Busco Completeness erkennbar, da
hier der Prozentteil der Duplicates 5,8 % betragt (Abb. 5.12 C). Durch diese mehrfach vorkommen-
den Sequenzen erhoht sich beim MAC Merging die Busco Completeness insgesamt. Im Gegensatz
dazu verringert sich die Busco Completeness beim Merging mit GAM-NGS. Die Read-Coverage
bestatigt die mehrfach vorkommenden Sequenzen in den MAC-Assemblies (Abb. 5.13 H). Der
Prozentsatz konkordant mehr als einmal alignierter Reads betragt bei MAC_A-S 12,37 % und bei
MAC_A-S-M sogar 26,65 %. Bei dem GAM-NGS-Assemblies ist die Read-Coverage vergleichbar mit
den initialen Assemblies (Abb. 5.11 H).

Jedoch liegen alle anderen in Abbildung 5.12 dargestellten Metriken im Erwartungsbereich. Ins-
gesamt kann gesagt werden, dass das Merging der initialen Assemblies mit GAM-NGS und MAC

keine uneingeschrankte Verbesserung der Assembly-Qualitat mit sich gebracht hat.
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5.3.3 Chromosome-Scaffolding

Die Qualitats-Metriken der Scaffolded-Assemblies sind in Abbildung 5.14 visualisiert. Alle mit
Chromosome-Scaffolder erstellten Assemblies werden mit ,,Mscaf” bezeichnet. Durch das Scaf-
folding wurden die Contigs an die Chromosomenstruktur von Referenz Labrador aligniert, sodass
die 40 Chromosomen des Hundegenoms entstanden sein sollten. Anhand des N(x)-Plots (Abb.
5.14 A) wird deutlich, dass die Scaffolded-Assemblies, aufgrund des Alignierens an die Referenz,
vom Verlauf her alle ahnlich sind. Der N50 und auN liegen im Bereich von 60 bis 70 Mbp. Diese
Werte sind gleich zu dem Bereich der bei den Chromosomen-Level-Assemblies der Referenzen
erhalten wurde (vgl. Abb. 5.8 A). Folglich sollten die Chromosomen erfolgreich zusammengebaut
worden sein.

Bei der Betrachtung der Assembly-Gro3e sollten Werte im Bereich von 2,3 bis 2,5 Gbp erreicht
werden. Bei allen Scaffolded-Assemblies mit Ausnahme von Mscaf_MAC_A-S-M liegt die Genom-
grolRe in Erwartungsbereich von 2,3 bis 2,5 Gbp. Mscaf_MAC_A-S-M erzeugte eine AssemblygréfRe
von fast 3,0 Gbp, was deutlich Uber der GenomgréRe aller Referenzen liegt (vgl. Abb. 5.14 B). Diese
erhohte Genomgrole ist jedoch bereits beim Merging aufgetreten und wurde folglich auch beim
Scaffolding mit Gbernommen (vgl. Abb. 5.12 B).

Die Busco Completeness (Abb. 5.14 C) liegt bei allen Scaffolded-Assemblies Uber 90 %. Dies ist ein
akzeptabler Bereich aber trotzdem noch verbesserungswurdig (vgl. 5.10 C). Das
Mscaf_GAM-NGS_A-S-M-Assembly lieferte die beste Busco Completeness mit 95 %.
Das Mscaf_MaSuRCA-Assembly hat jedoch nur eine Busco Completeness von 91 % und
Mscaf_MAC_A-S-M-Assembly nur von 90 %.

Die Contiganzahl ist bei diesen beiden Scaffolded-Assemblies im Vergleich zu den anderen Assemb-
lies leicht erhoht. Daraus lasst sich schlieBen, dass kirzere Contigs besser an die Referenz aligniert
werden kdénnen, da nicht alignierte Contigs nicht aus der fasta-Datei des Assemblies entfernt, son-
dern am Ende angehangt werden. Insgesamt ist die Contiganzahl bei allen Assemblies im Vergleich
zu den initialen und Merged-Assemblies jedoch deutlich verringert worden. Die Contiganzahl (Abb.
5.14 D) liegt aber trotzdem Uber der Contiganzahl von Referenz Labrador, welche als Referenz fur
das Scaffolding genutzt wurde (vgl. Abb 5.8 D Referenz Boxer).

Bei der Anzahl der Missassemblies sticht Mscaf MAC_A-S-M hervor. Die vielen Missassemblies
sind beim Merging entstanden (vgl. Abb. 5.12 E MAC_A-S-M) und wurden beim Scaffolding mit
Ubernommen.

Durch das Scaffolding werden viele der Licken mit unbestimmten Basen gefullt, was anhand
von Abbildung 5.14 F deutlich wird. Die wenigsten N's sind bei Mscaf_MaSuRCA-Assembly mit
knapp 3000 N's pro 100 kbp und die meisten bei Mscaf_ MAC_A-S-M-Assembly entstanden. Bei
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Abbildung 5.15: Qualitats-Metriken der Scaffolded-Assemblies visualisiert (fortgesetzt)

der Genom-Coverage und Duplikationsrate (Abb. 5.14 G) fallt ebenfalls das Mscaf_MAC_A-S-M-
Assembly negativ auf, da hier die Genom-Coverage deutlich verringert und die Duplikationsrate
erhoht ist. Die anderen Scaffolded-Assemblies liegen alle nahe bei 100 %, was vergleichbar mit
den Referenzen ist (siehe Abb. 5.8 G).

Die Read-Coverage (Abb. 5.15 H) ist bei allen Scaffolded-Assemblies, mit Ausnahme von Sparse sehr
ahnlich, mit geringen Unterschieden bei nicht alinierten Reads und Singlets. Beim
Mscaf_MAC_A-S-M-Assembly wurde die hohe Anzahl an konkordant mehr als einmal alignierter
Reads aus dem Merging mit Ubernommen (siehe Abb. 5.12 H). Der PDR-Score (Abb. 5.15 ) wur-
de durch das Scaffolding bei allen Assemblies leicht erhdht. Auch hier hat das Mscaf_MaSuRCA-
Assembly den héchsten PDR-Score.

Insgesamt kann geschlossen werden, dass das Scaffolded-MaSuRCA-Hybrid-Assembly das beste
Assembly geliefert hat, da die Chromosomen vollstandig zusammengebaut wurden, die Assem-
blygréRe im Erwartungsbereich liegt, die Busco Completeness mit den Referenzen vergleichbar
ist, die Contiganzahl verhaltnismalig gering ist, maRig viele Misassemblies vorhanden sind, die
wenigsten unbestimmten Basen zum Gap-Filling verwendet wurden, das Genom fast vollstandig

abgedeckt wurde und nicht viele duplizierte Sequenzen vorhanden sind.

5.4 Long-Read-Assembly

Das Flye-Assembly, welches mit den unkorrigierten Nanopore-Reads erzeugt wurde, wird in Abbil-
dung 5.16 mit ,Flye” und das Assembly aus den fmlrc-korrigierten Nanopore-Reads mit ,Flye_fmlrc”
bezeichnet. Das Pilon- und Polca-Polishing ist gekennzeichnet durch das anhangen von ,_pilon®,
bzw.,_polca”. Wenn ein Polishing-Schritt mehrmals durchgefuhrt wurde, wird die Anzahl mit ange-

geben (1%, 2x). Das Scaffolding mit Samba und Chromosome-Scaffolder ist gekennzeichnet durch
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Abbildung 5.16: Qualitats-Metriken der Long-Read-Assemblies visualisiert
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Abbildung 5.17: Qualitats-Metriken der Long-Read-Assemblies visualisiert (fortgesetzt)

die Prafixe ,Samba_", bzw. ,Mscaf_". Bei Samba wurden zum einen die unkorrigierten Nanopore-
Reads (Samba_) und zum anderen die fmlrc-korrigierten Nanpore-Reads (Samba_fmlrc_) verwen-
det.

Die Qualitats-Metriken der Long-Read-Assemblies sind in Abbildung 5.16 dargestellt. Das Long-
Read-Assembly mit Flye hat trotz der geringen Sequencing-Depth ein qualitativ gutes Assembly
geliefert. Im Vergleich zu den initialen Short-Read-Assemblies (als Vergleich wird hier das MaSuRCA-
Assembly genutzt) hat das Long-Read-Assembly einen 20 mal so hohen N50, die Busco Comple-
teness ist um 40 % hoher, enthalt 95 % weniger Contigs und hat einen um etwa 20 % hdheren
PDR-Score. Der einzige grofRere Nachteil im Vergleich zum MaSuRCA-Assembly ist die hdhere An-
zahl an Misasemblies (Flye: 6.946, MaSuRCA: 4.978). Insgesamt kann gesagt werden, dass das
Long-Read-Assembly im Vergleich zu den Short-Read-Assemblies ein deutlich besseres Assembly
geliefert hat . Da die Sequencing-Depth mit 7x deutlich unter den vom Flye-Assembler empfoh-
lenen 40x liegt (URL-10, 2022; Kolmogorov et al., 2019), ist es héchst wahrscheinlich, dass das
Long-Read-Assembly mit zusatzlichen Nanopore-Reads noch stark verbessert werden kann.

Das initiale Long-Read-Assembly mit den fmlirc-korrigierten Nanopore-Reads fuhrt zu einer mini-
mal schlechteren Qualitat im Vergleich zum Assembly mit den unkorrigierten Nanopore-Reads.
Der N50 ist um 700 geringer, die Contiganzahl um 700 Contigs héher, die Busco Completeness
um 0,3 % geringer und die Misassembly-Anzahl um 500 Misassemblies groRer. Der Grund hierfur
kénnte der in Flye eingebaute Error-Correction Schritt sein, der schlechter mit den korrigierten

Reads umgehen kann, oder sogar eine fehlerhafte Error-Correction der Nanopore-Reads von fmlrc
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[Kolmogorov et al., 2019]. Aufgrund dessen, dass, wenn die fmlrc-korrigierten Nanopore-Reads
verwendet werden, es nicht zu einer Verbesserung des Assemblies kommt, ist Letzteres wahr-
scheinlicher.

Das Pilon-Polishing des Long-Read-Assemblies fuhrte zu einer minimalen Verbesserung des As-
semblies. Das Pilon-Polishing sollte folglich nur als letzter Schritt im Assembly-Prozess verwendet
werden, wenn das Assembly nicht weiter von anderen Tools verbessert werden kann. Gleiches gilt
fUr das Polca-Polishing.

Das Samba-Scaffolding fuhrte zu leichten Verbesserungen des Assemblies. Die Contiganzahl wur-
de durch das Scaffolding um etwa 1.700 gesenkt, der N50 und auN um etwa 4.000 und die Busco
Completeness um 0,7 % erhoht. Der einzige negative Faktor ist die Erhdhung der Misassembly-
Anzahl um etwa 200. Diese Verbesserung ist moglich durch das SchlieBen der Licken zwischen den
Contigs mit den Nanopore-Reads. Folglich werden hier nicht wie beim Chromosome-Scaffolder un-
bestimmte Basen, sondern Nukleotide in das Assembly eingebaut [Zimin und Salzberg, 2022]. Dies
lasst sich durch die Anzahl an unbestimmten Basen, welche auch nach dem Samba-Scaffolding
Null betragt, bestatigen (Abb. 5.16 F).

Nur beim Referenz-basierten-Scaffolding mit Chromosome-Scaffolder sind betrachtliche Unter-
schiede auf den ersten Blick erkennbar. Da die entstandenen Contigs an das Referenzgenom
aligniert und die fehlenden Bereiche mit unbestimmten Basen erganzt werden, entstehen weni-
ger, aber deutlich langere Sequenzen (Chromosomen), was den N50, den auN, die Assemblygrole,
die Busco Completeness, die Anzahl an Scaffold-Missassemblies und die Anzahl an unbestimmten
Basen erhdht und die Contiganzahl im Vergleich zu den anderen Long-Read-Assemblies senkt.
Bei der Read-Coverage treten ahnliche Werte auf, wie bei den anderen Long-Read-Assemblies.
Der PDR-Score ist um etwa 2 % erhoht. Besonders beim PDR-Score wird die hohe Qualitat der
Long-Read-Assemblies deutlich, da dieser im Vergleich zu dem Short-Read-Asemblies stark erhéht
werden konnte. Jedoch wurden auch hier kein PDR-Score von Uber 90 % erreicht, wie es bei den

Chromosomen-Level-Assemblies der Fall ist (vgl. Abb. 5.9).

5.5 Hybrid-Assembly

Mit dem MaSuRCA-Assembler ist es moglich ein Hybrid-Assembly durchzufihren, bei dem sowohl
Short-, als auch Long-Reads im Assembly-Prozess verwendet werden. Des Weiteren wird dieses
Assembly mit dem Samba-Scaffolder und dem Chromosomen-Scaffolder weiter verbessert.

Das Hybrid-Assembly mit MaSuRCA fuhrte zu einem in jeder Hinsicht besseren Assembly im Ver-

gleich mit dem Short-Read-Assembly mit MaSuRCA. Die Contiganzahl konnte im Vergleich mit
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Abbildung 5.18: Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert

52



Kapitel 5: Ergebnisse und Diskussion 53

(H) Read Coverage () PDR-Score

Mscaf_Samba_Masurca_hybrid ‘ 98,22 % Mscaf_Samba_Masurca_hybrid MM 87,4 89,8

PDR-Score [%]

100
Mscaf_Masurca_hybrid ‘ 97,87 % VSRV ESI=- Wi sM 84, 2|83,7|84,2/85,0(82,0/81,5 83,4 I 75
50
Samba_Masurca_hybrid 98,2 % EELERVESIIE W\ ItB 87,7/ 87,0/87,8/88,6(85,5/84,6 86,9 o5

0

Masurca_hybrid ‘ 97,86 % Masurca_hybrid 76,7 78,5

0 25 50 75 100 [%]

Boxer
Labrador
Basenji
Dogge
Wolf

B konkordant >1 mal [] diskordant [] kein

Alignment: [ yonkordant einmal [ als Singlets

Schaferhund
Durchschnitt

Abbildung 5.19: Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert (fortgesetzt)

dem Short-Read-Assembly um 57 % reduziert und der N50 um das 2,36-fache erhéht werden. Das
erhaltene Assembly ist dabei 2,31 Gbp grof3, also im unteren Bereich des Erwartungsbereiches.
Auch die Busco Completeness konnte um 14,7 % erhdht und die Missassembly-Anzahl um fast
2.000 gesenkt werden. Die Genom-Coverage ist im Vergleich zum Short-Read-Assembly erhdht
mit 97,29 % um mehr als 3 % und der PDR-Score um 16,3 %.

Mit dem Scaffolding des Hybrid-Assemblies kann ein noch besseres Assembly erzeugt werden.
Durch das Scaffolding mit Samba konnte die Contiganzahl um weitere 70,4 % verringert und
der N50 um das 6,3-fache erhéht werden. Die Busco Completeness ist um 27,2 %, die Genome-
Coverage um 0,9 %, der PDR Score um 8,4 % und die Misassembly-Anzahlistum 41,3 % angestiegen.
Dieses Scaffolded-Hybrid-Assembly ist von den Qualitats-Metriken in etwa auf dem Level wie das
Long-Read-Assembly mit Flye (vgl. Abb. 5.16). Folglich ist es mdglich, dass dieses Assembly mit
zusatzlichen Long-Reads noch verbessert werden kann und dies sowohl beim initialen Hybrid-
Assembly als auch beim Scaffolding. Fir den MaSuRCA-Assembler wird eine Sequencing-Depth
von 20x empfohlen, wenn ein qualitativ gutes Hybrid-Assembly erzeugt werden soll [Zimin et al.,
2013].

Das Chromosom-Scaffolding wurde sowohl mit dem Hybrid-Assembly als auch mit dem
Scaffolded-Hybrid-Assembly durchgefuhrt. Das Chromosom-Scaffolding des Scaffolded-Hybrid-
Assemblies erzeugt das in dieser Arbeit qualitativ beste Assembly. Bei diesem ist die Anzahl an
unbestimmten Basen von allen Chromosom-Scaffolded-Assemblies mit nur 1.244 N's pro 100 kbp
am geringsten. Das Chromosom-Scaffolded-MaSuRCA-Short-Read-Assembly hat 6.172 N's pro 100
kbp und das Chromosome-Scaffolded-Flye-Long-Read-Assembly enthalt 2.359 N's pro 100 kbp.

Der PDR-Score ist mit 89,8 % auch der Hochste von allen Assemblies.
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5.6 Vergleich der Assembly-Ansatze

In Abbildung 5.20 wurden das MaSuRCA-Short-Read-Assembly (MaSuRCA_short), das Flye-Long-
Read-Assembly (Flye), das MaSuRCA-Hybrid-Assembly (MaSuRCA_hybrid), das Samba-
Scaffolded-Long-Read-Assembly ~ (Samba_Flye), das  Samba-Scaffolded-Hybrid-Assembly
(Samba_MaSuRCA_hybrid) und die Chromosome-Scaffolded-Assemblies der Samba-Scaffolded-
Assemblies (Mscaf_Flye und Mscaf_MaSuRCA) und des MaSuRCA-Short-Read-Assemblies
(Mscaf_MaSuRCA_short) aufgetragen. Als Vergleich wurde zudem eine Referenz aufgetragen, wo-
bei es sich um die Referenz Basenji handelt. Referenz Basenji wurde gewahlt, da Referenz Boxer
aufgrund der Verwendung bei Quast als Referenz nicht verwendet werden kann. Referenz Labra-
dor entfallt ebenfalls, da es beim Chromosom-Scaffolding als Referenz genutzt wurde.

Das Short-Read-Assembly (MaSuRCA_short), welches nur mit den Illlumina-Short-Reads erstellt
wurde, erzeugte kein qualitativ hochwertiges Assembly. Es ist sehr stark fragmentiert (niedriger
N50 bzw. auN und hohe Contiganzahl), hat eine niedrige Anzahl essentieller Gene (Busco Comple-
teness) und den geringsten PDR-Score (direkter Vergleich eines Assemblies mit einer Referenz).
Folglich ist es sinnvoll Long-Reads (z.B. Nanopore-Reads) mit im Assembly-Prozess zu verwenden
[Amarasinghe et al., 2020]. Hierfur gibt es zwei Ansatze: Long-Read-Assembly und Hybrid-Assembly.
Das Long-Read-Assembly erzeugte ein deutlich besseres Assembly im Vergleich zum Short-Read-
Assembly. Der N50 und auN ist dabei 20x héher und die Contiganzahl ist um 95 % geringer. Die
Busco Completeness ist um 45 % und der PDR-Score um 21 % héher. Beim Hybrid-Assembly konn-
te im Vergleich zum Short-Read-Assembly eine Verbesserung aller Qualitats-Metriken festgestellt
werden. Jedoch ist dieses Assembly schlechter als das Long-Read-Assembly. Das Scaffolding mit
Samba (Samba_MaSuRCA_hybrid) konnte die Qualitat des Hybrid-Assemblies deutlich erhéhen,
wohingegen das Scaffolding des Long-Read-Assemblies zu keiner deutlichen Verbesserung gefuhrt
hat. Nach dem Scaffolding ist das Hybrid-Assembly von den Qualitats-Metriken her dhnlich zum
Long-Read-Assembly. Der grof3te Unterschied besteht in der AssemblygrofRe (Samba_Flye: 2,278
Gbp, und Samba_MaSuRCA_hybrid: 2,347 Gbp). Das Hybrid-Assembly ist dabei ndher an der As-
semblygrol3e der Referenz (2,329 Gbp). Die geringere Assemblygrof3e des Long-Read-Assemblies
entsteht aufgrund der geringen Sequencing-Depth der Nanopore-Reads. Diese betragt nur etwa 7x
und ist somit deutlich geringer als die 40 x, welche von Flye fir ein Long-Read-Assembly empfohlen
werden (URL-10, 2022; Kolmogorov et al., 2019). Die bisher beschriebenen Assemblies zahlen zum
de novo Assembly. Ein letzter Schritt ist das Scaffolding mit dem Chromosome-Scaffolder. Dies ist
ein Referenz-basiertes Assembly und kann folglich die vollstandigen 40 Chomosomen des Hunde-
genoms erzeugen, wenn die Referenz ein Chromosomen-Level-Assembly ist. Aus diesem Grund

ist der N50 und auN dieser Chromosom-Scaffolded-Assemblies auf dem Level der Referenz. Dabei
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Abbildung 5.20: Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert
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Abbildung 5.21: Qualitats-Metriken der Hybrid-Assemblies visualisiert (fortgesetzt)

werden die Lucken zwischen den Contigs mit unbestimmten Basen (N's) gefullt. Die Menge an N's
ist beim Short-Read-Assembly mit Abstand am hochsten (6.000 N's pro 100 kbp). Beim Long-Read-
Assembly ist die Anzahl mit etwa 2.000 N’'s pro 100 kbp deutlich geringer. Das Hybrid-Assembly
hat mit etwa 1.600 N's pro 100 kbp die geringste Anzahl an unbestimmten Basen. Insgesamt kann
gesagt werden, dass das Long-Read- und Samba-Scaffolded-Hybrid-Assembly die besten de novo
Assemblies erzeugt haben, da sie beide von den Qualitats-Metriken sehr dhnlich sind. Beim Ver-
gleich mit den Chromosomen-Level-Assemblies der Referenzen wird allerdings deutlich, dass vor

allem bei der Contiganzahl und dem N50 noch Verbesserungspotential besteht (vgl. Abb. 5.8).
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6 Ausblick

Eine Grundlage fur die Untersuchung eines Organismus ist die Annotation dessen Genoms, welche
meist direkt in Folge einer erfolgreichen Genom-Assemblierung durchgeftihrt wird. Die Annota-
tion wurde in dieser Arbeit nicht durchgefuhrt, da das Schafpudelgenom noch nicht vollstandig
assembliert wurde. Die Annotation kdnnte mit der Eukaryotic Genome Annotation Pipeline des
NCBI durchgefthrt werden. Diese Pipeline ist jedoch nicht frei verfigbar. Die Annotation muss
beim NCBI beantragt werden, wenn das Genom bei der International Nucleotide Sequence Da-
tabase Collaboration (INSDC) (z.B. GenBank) offentlich verfugbar ist. Erst dann wird das Genom
Uberhaupt in Betracht gezogen annotiert zu werden. Die Richtlinien sind unter URL-15, 2022 zu
finden. Alternativ kdnnen Open-Source Annotations Pipelines wie BRAKER2 [Brlina et al., 2021]
oder Funannotate [URL-16, 2022] verwendet werden. Der Goldstandard fur die Annotation ist aber
eine manuelle Annotation, da die automatischen Pipelines zwar leistungsfahig sind, aber trotz-
dem Gene Ubersehen, falsche Vorhersagen treffen, Gene zusammenfiigen oder fragmentieren
[McDonnell et al., 2018]. Eine manuelle Annotation ist allerdings extrem zeitintensiv, jedoch not-
wendig, wenn ein genauer und zuverlassiger Datensatz erstellt werden soll [Ejigu und Jung, 2020].
Eine Arbeitskette fur die manuelle Gen-Annotation, welche verwendet werden kdnnte, wird von
McDonnell et al., 2018 beschrieben.

Die Annotation ist aber nur sinnvoll, wenn ein hochwertiges Genom-Assembly vorliegt [Del Domin-
guez Angel et al., 2018]. Folglich ist es notwendig das Schafpudel-Assembly noch zu verbessern.
Wie sich in der Arbeit angedeutet und auch anhand der Assemblies von anderen Hundegenomen
gezeigt hat (Edwards et al., 2021; Player et al., 2021; Wang et al., 2021a), fuhrt ein initiales Long-
Read-Assembly mit anschlieBendem Polishing und Scaffolding zu den besten Assemblies. Bisher
waren allerdings nicht ausreichend Nanopore-Sequenzdaten vorhanden, um ein gutes initiales
Long-Read-Assembly durchzufuhren. Der Long-Read-Assembler Flye gibt eine Sequenzing-Depth
von 40x an, dass gute Assemblies enstehen (URL-10, 2022; Kolmogorov et al., 2019). MaSuRCA,
welches als Hybrid-Assembler verwendet werden kann, gibt eine Sequencing-Depth von 20x an,
dass der Hybrid-Ansatz hochwertige Assemblies liefert [Zimin et al., 2013]. Folglich sind weitere

Sequenzierlaufe mit ONT notwendig, um das Schafpudel-Assembly zu verbessern.
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7 Zusammenfassung

Das Genom eines Organismus vorliegen zu haben, erleichtert dessen Untersuchung betrachtlich.
Ebenso soll die Assemblierung des Genoms des altdeutschen Schafpudels dazu beitragen geneti-
sche bedingte Krankheiten besser zu verstehen. So zum Beispiel der Kryptochismus, welcher an
der Hochschule Mittweida von der Arbeitsgruppe von Professor Wiunschiers untersucht wird. Das
Ziel ist folglich ein qualitativ hochwertiges Assembly des Genoms des altdeutschen Schafpudels
zu erzeugen.

Die dafur notwendigen Sequenzdaten wurden zum einen von GENEWIZ Germany GmbH mit dem
[llumina NovaSeq 5000 (lllumina-Paired-End-Reads) und von Nils Schén an der Hochschule Mitt-
weida mit dem MinlON Mk1c (Nanopore-Reads) erzeugt. Diese wurden mit FastQC und NanoPlot
aufihre Qualitat Uberpruft. Dabei ergab sich eine sehr hohe Qualitat der lllumina-Reads mit einem
durchschnittlichen Q-Score von etwa 36 und einer Sequencing-Depth von etwa 30x. Die Qualitat
der Nanopore-Reads ist mit einem durchschnittlichen Q-Score von 15,5 und einer Sequencing-
Depth von etwa 7x deutlich geringer.

Um die Qualitat der erstellten Assemblies zu Uberprifen und um einen guten Vergleich durchfih-
ren zu kénnen, wurden zudem acht Genom-Assemblies von anderen Hundearten und ein Assembly
des Grauwolfs herangezogen und die Qualitats-Metriken wie bei den Schafpudel-Assemblies be-
stimmt.

Eswurden drei Assembly-Ansatze getestet: Short-Read-Assembly, Long-Reads-Assembly und Hybrid-
Assembly. Fir das Short-Read-Assembly mit den Illlumina-Reads wurden vier verschiedene Assem-
bler getestet. Alle vier Short-Read-Assemblies hatten eine starke Fragmentierung, also einen nied-
rigen N50 und eine hohe Contiganzahl. Zudem war die Busco Completeness und der PDR-Score
gering. Mit Ausnahme der Anzahl an Misassemblies erbrachte das MaSuRCA-Assembly die besten
Qualitats-Metriken der Short-Read-Assembilies. Diese liegen aber deutlich unter den Werten der Re-
ferenzen. Folglich ist eine Verbesserung dieser Assemblies notwendig. Hierfir wurde ein Assembly-
Merging mit GAM-NGS und MAC getestet. Das Merging der initialen Assemblies erbrachte jedoch
keine uneingeschrankte Verbesserung der Assembly-Qualitat. Das Chromosom-Scaffolding mit
dem Chromosome-Scaffolder von MaSuRCA erzeugte Assemblies, die von deutlich héherer Qua-
litat sind. Diese Assemblies sind von der Qualitat her vergleichbar mit den Chromosomen-Level-
Assemblies der untersuchten Referenzen. Fur das Chromosom-Scaffolding wurde eine Referenz
verwendet, an welche die Contigs der Assemblies aligniert wurden. Es handelt sich also nicht, um
ein de novo Assembly sondern, um ein Referenz-basiertes Assembly. Folglich kdnnen Eigenschaften

der Referenz in das Assembly eingebaut werden, die im Schafpudelgenom nicht vorkommen. Es
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ist somit besser ein hochwertiges Assembly zu erzeugen, ohne eine Referenz im Assembly-Prozess
zu verwenden. Die Verwendung von Long-Reads ist folglich essentiell.

Das Long-Read-Assembly mit den Nanopore-Reads wurde mit Flye durchgeflhrt. Hierbei wurde ein
deutlich besseres Assembly im Vergleich zu den Short-Read-Assemblies erzeugt. Der N50 konnte
um das 20-fache erhdht und die Contiganzahl um 95 % gesenkt werden. Die Busco Completeness
konnte um 45 % erhoht werden. Das Scaffolding und Polishing des Long-Read-Assemblies fuhrte
jedoch nur zu einer minimalen Verbesserung des Assemblies. Nur das Chromosom-Scaffolding
konnte die Qualitat des Assemblies deutlich erhdhen.

Das Hybrid-Assembly mit MaSuRCA erzeugte ein deutlich besseres Assembly als das Short-Read-
Assembly mit MaSuRCA. Der N50 konnte um das 2,36-fache erhoht und die Contiganzahl um 57
% reduziert werden. Die Busco Completeness konnte um 14,7 % un der PDR-Score um 16,3 %
erhoht werden. Jedoch ist dieses Hybrid-Assembly von der Qualitat her schlechter als das Long-
Read-Assembly. Jedoch konnte hier mit dem Samba-Scaffolding, im Gegensatz zum Long-Read-
Assembly, das Assembly noch stark verbessert werden. Nach dem Scaffolding sind das Long-Read-
und Hybrid-Assembly von den Qualitats-Metriken her gesehen sehr dhnlich. Beim N50, der Conti-
ganzahl und der Busco Completeness hat das Long-Read-Assembly bessere Werte. Hingegen ist
das Hybrid-Assembly bei der AssemblygréRRe, der Misassembly-Anzahl, der Anzahl an unbestimm-
ten Basen und dem PDR-Score qualitativ besser.

Eine Verbesserung sowohl des Long-Read-, als auch des Hybrid-Assemblies ist durch zusatzliche Se-
guenzdaten moglich. Eine Sequencing-Depth der Long-Reads von 40x flr das Long-Read-Assembly
und von 20x fur das Hybrid-Assembly wird von den Assemblern fur die Erzeugung eines qualitativ
guten Assemblies empfohlen.

Nachdem ein qualitativ hochwertiges Assembly erzeugt wurde, ist eine Annotation dieses Assem-
blies angedacht. Hierflr ist es beispielsweise mdglich die Eukaryotic Genome Annotation Pipeline

des NCBI oder Open-Source Annotation-Pipelines wie BRAKER2 oder Funannotate zu verwenden.
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8 Summary

Having the genome of an organism available greatly facilitates its study. Likewise, the assembly of
the genome of the old German sheep poodle should help to better understand genetic diseases,
for instance, cryptochism, which is being studied by Professor Winschiers' research group at the
University of Applied Sciences Mittweida. The aim is to produce a high-quality genome-assembly
of the old German sheep poodle.

The necessary sequencing data were generated by GENEWIZ Germany GmbH with the Illumina
NovaSeq 5000 (lllumina paired-end-reads) and by Nils Schon at the University of Applied Sciences
Mittweida with the MinlION Mk1c (Nanopore reads). These were checked for quality using FastQC
and NanoPlot. This resulted in a very high quality of the lllumina reads with a mean Q-score of
about 36 and a sequencing depth of about 30x. The quality of the Nanopore reads is significantly
lower with a mean Q-score of 15.5 and a sequencing depth of about 7x.

To check the quality of the generated assemblies and to make a good comparison, eight genome
assemblies from other dog species and one assembly from the graywolf genome were also used
and quality metrics were determined as it was done for the sheep poodle assembilies.

Three assembly approaches were tested: short-read-assembly, long-reads-assembly and hybrid-
assembly. Four different assemblers were tested for the short-read-assembly with the lllumina
reads. All four short-read-assemblies were highly fragmented, i.e., low N50 and a high contig count.
In addition, the Busco Completeness and the PDR score were low. With the exception of the num-
ber of misassemblies, the MaSuRCA assembly yielded the best quality metrics for the short-read-
assemblies. However, these are significantly lower than the scores of the references. Consequently,
an improvement of these assemblies is necessary. For this purpose, an assembly-merging with
GAM-NGS and MAC was tested. However, merging the initial assemblies did not yield an unrestric-
ted improvement in assembly quality. Chromosome-scaffolding with the Chromosome-scaffolder
from MaSuRCA produced assemblies that are of significantly higher quality. These assemblies are
comparable in quality to the chromosome-level-assemblies of the references studied. However,
for chromosome-scaffolding, a reference was used, to which the contigs of the assemblies were
aligned. Thus, it is not a de novo assembly but a reference-based assembly. Consequently, proper-
ties of the reference can be incorporated into the assembly that do not occur in the sheep poodle
genome. Thus, it is better to generate a high-quality assembly without using a reference in the
assembly process. Consequently, the use of long reads is essential.

The long read assembly with Nanopore reads was performed with Flye. This produced a signifi-

cantly better assembly compared to the short-read-assemblies. The N50 was increased by a factor
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of 20 and the contig count was reduced by 95 %. The Busco Completeness could be increased by
45 %. However, scaffolding and polishing of the long-read-assembly resulted only in @ minimal im-
provement. Only chromosome-scaffolding could significantly increase the quality of the assembly.
The hybrid-assembly with MaSuRCA produced a significantly better assembly than the short-read-
assembly with MaSuRCA. The N50 could be reduced by 2.36 times and the contig count by 57 %.
The Busco Completeness could be increased by 14.7 % and the PDR score by 16.3 %. However, the
quality of this hybrid-assembly is inferior to that of the long-read-assembly. In contrast to the long-
read-assembly, the hybrid-assembly could still be greatly improved with the Samba-scaffolding.
After scaffolding, the quality metrics of the long-read- and hybrid-assemblies are very similar. The
long read assembly has better values for the N50, the contig count and the Busco Completeness.
In contrast, the hybrid-assembly is better in terms of assembly size, misassembly count, number
of undeterminate bases, and PDR score.

Improvement of both the long-read- and hybrid-assemblies is possible with additional sequencing
data. A sequencing depth of the long-reads of 40x for the long-read-assembly and of 20x for the
hybrid-assembly is recommended by the assemblers for the generation of a good quality assembly.
After a high-quality assembly has been generated, an annotation of this assembly is considered.
For this purpose, it is possible to use the Eukaryotic Genome Annotation Pipeline of the NCBI or

open-source annotation pipelines such as BRAKER2 or Funannotate.
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Anhang

A1 Befehle der Short-Read-Assembler

A1.1 Abyss

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/abyss—2.2.5/bin/abyss—pe np=30
name=sheep_poodle k=96 B=150G

in=’ /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_1.fastqg.gz

/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_2.fastqg.gz’

A1.2 SOAPdenovo2
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/SOAPdenovo2-r242/SOAPdenovo—-63mer all
-s /usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/SP_vl_soapdenovo.config -p 30

-0 02_SOAPdenovo_k63_fastp_reads —-R -K 63

SOAPdenovo.config

fmaximal read length

max_rd_len=150

[LIB]

faverage insert size

avg_ins=216.4

#if sequence needs to be reversed

reverse_seqg=0

#in which part(s) the reads are used

asm_flags=3

#use only first 100 bps of each read

rd _len cutoff=150

#in which order the reads are used while scaffolding
rank=1

# cutoff of pair number for a reliable connection (at least 3 for
short insert size)

pair_num_cutoff=3

#minimum aligned length to contigs for a reliable read location (at least
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32 for short insert size)

map_len=32

#a pair of fastq file, read 1 file should always be followed by read 2 file
gl=/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_1.fastqg
g2=/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_2.fastqg

fanother pair of fastg file, read 1 file should always be followed by read
2 file

#gl=/path/**LIBNAMEAx*/fastg2_read_1l.fqg
#92=/path/+**LIBNAMEA**/fastg2_read_2.fq

#a pair of fasta file, read 1 file should always be followed by read 2 file
#fl=/path/++xLIBNAMEA**/fastal_read_1.fa
#f2=/path/++xLIBNAMEA**/fastal_read_2.fa

#another pair of fasta file, read 1 file should always be followed by read
2 file

#fl=/path/++xLIBNAMEA**/fasta2_read_1.fa
#f2=/path/**LIBNAMEA*~*/fasta2_read_2.fa

#fastg file for single reads

#g=/path/+*LIBNAMEA**/fastgl_read_single.fqg

#another fastqg file for single reads
#g=/path/*x*LIBNAMEA*x/fastqg2_read_single.fq

#fasta file for single reads

#f=/path/++xLIBNAMEA*~*/fastal_read_single.fa

#another fasta file for single reads
#f=/path/++xLIBNAMEA**/fasta2_read_single.fa

#a single fasta file for paired reads
#p=/path/+*+xLIBNAMEA**/pairsl_in_one_file.fa

#another single fasta file for paired reads
#p=/path/+*LIBNAMEA+*/pairs2_in_one_file.fa

#bam file for single or paired reads, reads 1 in paired reads file should
always be followed by reads 2

# NOTE: If a read in bam file fails platform/vendor quality checks (the flag
field 0x0200 is set), itself and it’s paired read would be ignored.
#b=/path/**LIBNAMEA+*/readsl_in_file.bam

#another bam file for single or paired reads
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#b=/path/+*+xLIBNAMEA**/reads2_in_file.bam

#[LIB]

favg_ins=2000

#reverse_seqg=1

fasm_flags=2

#rank=2

# cutoff of pair number for a reliable connection (at least 5 for
large insert size)

#pair_num_cutoff=5

#minimum aligned length to contigs for a reliable read location (at least
35 for large insert size)

#map_len=35

#qgl=/path/+*LIBNAMEB*~*/fastq_read_1.fq
#g2=/path/+*LIBNAMEB*«*/fastq_read_2.fq
#fl=/path/++xLIBNAMEA**/fasta_read_1.fa
#f2=/path/**LIBNAMEA*~*/fasta_read_2.fa
#p=/path/+*+xLIBNAMEA**/pairs_in_one_file.fa

#b=/path/++xLIBNAMEA**/reads_in_file.bam

A1.3 MaSURCA

cd /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_assembly

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/MaSuRCA-4.0.8/bin/masurca

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/MaSuRCA-4.0.8/Config_hybrid_all_reads_mixed.txt

./assemble.sh

Config_hybrid_all_reads_mixed.txt

example configuration file
DATA 1is specified as type PE,JUMP,OTHER,PACBIO and 5 fields:

1)two_letter_prefix 2)mean 3)stdev 4)fastqg(.gz)_fwd _reads

#
#
#
# 5)fastg(.gz)_rev_reads. The PE reads are always assumed to be
# innies, i.e. ———>.<---, and JUMP are assumed to be outties

#

<-——.—-——>. If there are any jump libraries that are innies, such as
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longjump, specify them as JUMP and specify NEGATIVE mean. Reverse reads
are optional for PE libraries and mandatory for JUMP libraries. Any
OTHER sequence data (454, Sanger, Ion torrent, etc) must be first

converted into Celera Assembler compatible .frg files (see

H oW #= 4 W

http://wgs—assembler.sourceforge.com)

DATA

PE= SP 216.4 41.7
/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_1.fastqg.gz
/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_2.fastqg.gz
#I1llumina paired end reads supplied as <two-character prefix>
<fragment mean> <fragment stdev> <forward_reads> <reverse_reads>

#1if single-end, do not specify <reverse_reads>

#If mean/stdev are unknown use 500 and 50 -- these are safe values
that will work for most runs

#MUST HAVE Illumina paired end reads to use MaSuRCA

#I1lumina mate pair reads supplied as <two-character prefix>

<fragment mean> <fragment stdev> <forward_reads> <reverse_reads>
#JUMP= sh 3600 200 /FULL_PATH/short_1.fastq /FULL_PATH/short_2.fastqg
#pacbio OR nanopore reads must be in a single fasta or fastg file with
absolute path, can be gzipped

#1f you have both types of reads supply them both as NANOPORE type
#PACBIO=/FULL_PATH/pacbio.fa
NANOPORE=/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/Nanopore_Schafpudel/sup_reads/
poodleb5_all_sup_reads.fastqg

#Legacy reads (Sanger, 454, etc) in one frg file, concatenate your

frg files into one if you have many

#OTHER=/FULL_PATH/file.frg

fsynteny-assisted assembly, concatenate all reference genomes into one
reference.fa; works for Illumina-only data
#REFERENCE=/FULL_PATH/nanopore. fa

END

PARAMETERS

#PLEASE READ all comments to essential parameters below, and set the

parameters according to your project
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#set this to 1 if your Illumina mate pair (Jjumping) library reads are
shorter than 100bp

EXTEND_JUMP_READS=0

#this is k-mer size for deBruijn graph values between 25 and 127 are
supported, auto will compute the optimal size based on the read data and
GC content

GRAPH_KMER_SIZE = auto

#set this to 1 for all Illumina-only assemblies

#set this to 0 if you have more than 15x coverage by long reads

(Pacbio or Nanopore) or any other long reads/mate pairs

(I1lumina MP, Sanger, 454, etc)

USE_LINKING_MATES = 0

#specifies whether to run the assembly on the grid

USE_GRID=0

#specifies grid engine to use SGE or SLURM

GRID_ENGINE=SGE

#specifies queue (for SGE) or partition (for SLURM) to use when

running on the grid MANDATORY

GRID_QUEUE=all.qg

#batch size in the amount of long read sequence for each batch on the grid
GRID_BATCH_SIZE=500000000

#use at most this much coverage by the longest Pacbio or Nanopore reads,
discard the rest of the reads

#can increase this to 30 or 35 if your long reads reads have N50<7000bp
LHE_COVERAGE=25

#this parameter is useful if you have too many Illumina jumping library
reads. Typically set it to 60 for bacteria and 300 for the other organisms
LIMIT_JUMP_COVERAGE = 300

#these are the additional parameters to Celera Assembler; do not worry
about performance, number or processors or batch sizes

—— these are computed automatically.

#CABOG ASSEMBLY ONLY: set cgwErrorRate=0.25 for bacteria and
0.l<=cgwErrorRate<=0.15 for other organisms.

CA_PARAMETERS = cgwErrorRate=0.15
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#CABOG ASSEMBLY ONLY: whether to attempt to close gaps in

scaffolds with Illumina or long read data

CLOSE_GAPS=1

#number of cpus to use, set this to the number of CPUs/threads per
node you will be using

NUM_THREADS = 32

#this is mandatory jellyfish hash size -- a safe value is
estimated_genome_sizex20

JF_SIZE = 24000000000

#ILLUMINA ONLY. Set this to 1 to use SOAPdenovo contigging/scaffolding
module.

#Assembly will be worse but will run faster. Useful for very large
(>=8Gbp) genomes from Illumina-only data

SOAP_ASSEMBLY=0

#If you are doing Hybrid Illumina paired end + Nanopore/PacBio assembly
ONLY (no Illumina mate pairs or OTHER frg files).

#Set this to 1 to use Flye assembler for final assembly of corrected
mega—-reads.

#A lot faster than CABOG, AND QUALITY IS THE SAME OR BETTER.

#DO NOT use if you have less than 20x coverage by long reads.
FLYE_ASSEMBLY=0

END

A1.4 SparseAssembler
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/SparseAssembler/SparseAssebmler

g 15 k 53 LD 0 GS 2400000000 f /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/
sheep_poodle_reads_1.fastg f /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/

sheep_poodle_reads_2.fastg NodeCovTh 1 EdgeCovTh 0
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A2 Befehle der Assembly-Merger

A2.1 GAM-NGS

bwa index -p bwa_[01/02/03/GAM_01_02]_assembly -a bwtsw

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]

_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/assembly.fasta

bwa mem -P -t 15 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/
bwa_[01/02/03/GAM_01_02]_assembly /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/
Processed_data/fastp/sp_reads_1.fastg > /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]

_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping_pel_[01/02/03/GAM_01_02] .sam

bwa mem -P -t 15 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/
bwa_[01/02/03/GAM_01_02]_assembly /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/
Processed_data/fastp/sp_reads_2.fastqg > /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]

_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping_pe2_[01/02/03/GAM_01_02].sam

samtools view -bS -@14 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/
bwa_mapping_pel_[01/02/03/GAM_01_02] .sam > /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]

_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping_pel_[01/02/03/GAM_01_02] .bam

samtools view -bS -@14 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/
bwa_mapping_pe2_[01/02/03/GAM_01_02].sam > /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]

_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping_pe2_[01/02/03/GAM_01_02] .bam

samtools sort —-@14 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
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01l_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/
bwa_mapping_pel_[01/02/03/GAM_01_02] .bam > /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]

_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping _pel_[01/02/03/GAM_01_02] .sorted.bam

samtools sort —-Q@14 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/
bwa_mapping_pe2_[01/02/03/GAM_01_02] .bam > /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]

_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping _pe2_[01/02/03/GAM_01_02] .sorted.bam

samtools index /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/GenomevAssembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/

bwa_mapping_pelv[01/02/03/GAM_01_02] .sorted.bam

samtools index /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
[01/02/03/GAM_01_02]_reads[01/02/03/GAM_01_02]_assembly/bwa_mapping/

bwa_mapping_pe2_[01/02/03/GAM_01_02]_.sorted.bam

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/gam—ngs/bin/gam-create —--master—-bam
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/02_SOAPdenovo_k63
_fastp_reads/ bwa_mapping_Contigs/gam-ngs_02_SOAP_k63_master.PE.bams.txt
—-—slave-bam /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
01_abyss_reads0l_assembly/bwa_mapping/gam-ngs_01_abyss_master.PE.bams.txt
—-—min-block-size 50 ——-output /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/

Genome_Assembly/GAM-NGS_merge_01_02

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/gam-ngs/bin/gam-merge —--master-bam
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/02_SOAP
_k63_fastp_reads/ bwa_mapping_Contigs/gam—-ngs_02_SOAP_k63
_master.PE.bams.txt —--slave-bam /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/01_abyss_reads01_assembly/bwa_mapping/
gam—-ngs_01_abyss_master.PE.bams.txt —--master-fasta

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/02_SOAP_k63
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_fastp_reads/02_SOAPdenovo_k63_fastp_reads.contig —--slave-fasta
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/01_abyss_reads01
_assembly/ sheep_poodle-6.fa ——threads 30 —--blocks-file
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/GAM-NGS_merge_01_02/
GAM-NGS_merge_01_02.blocks —--output
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/GAM-NGS_merge_01_02/

GAM-NGS_merge_01_02

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/gam-ngs/bin/gam-create —--master-bam
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/GAM_01_02
_fastp_reads/ bwa_mapping_Contigs/gam—-ngs_GAM_01_02_master.PE.bams.txt
--slave-bam /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
03_MASuURCA_reads03_assembly/bwa_mapping/gam-ngs_03_MaSuRCA
_master.PE.bams.txt —--min-block-size 50 —--output /usr/local/hdd2/

tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/GAM-NGS_merge_01_02_03

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/gam—ngs/bin/gam—-merge —-master-bam
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/GAM_01_02
_fastp_reads/ bwa_mapping_Contigs/gam-ngs_GAM _01_02
_master.PE.bams.txt —--slave-bam /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_reads03_assembly/bwa_mapping/
gam—-ngs_03_MaSuRCA_master.PE.bams.txt ——master—-fasta
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/GAM_01_02
_fastp_readsGAM_01_02_fastp_reads.contig --slave-fasta
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_reads03
_assembly/primary_assembly_scf.fasta —--threads 30 --blocks-file
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
GAM-NGS_merge_01_02_03/ GAM-NGS_merge_01_02_03.blocks

——output /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/

GAM-NGS_merge_01_02_03
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gam-ngs_01_abyss_master.PE.bams.txt

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/01_abyss_reads01
_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping_pel_01_abyss.sorted.bam

2 5947
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/01_abyss_reads01
_assembly/bwa_mapping/bwa_mapping_pe2_01_abyss.sorted.bam

2 5947

gam-ngs_02_SOAP_k63_master.PE.bams.txt

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/02_SOAPdenovo_k63
_fastp_reads/bwa_mapping_Contigs/bwa_mapping_pel_02_SOAP_k63.sorted.bam
2 3974
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/02_SOAPdenovo_k63
_fastp_reads/bwa_mapping_Contigs/bwa_mapping_pe2_02_SOAP_k63.sorted.bam
2 3974

gam-ngs_03_MaSuRCA_master.PE.bams.txt

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA
_fastp_reads/bwa_mapping_Contigs/bwa_mapping_pel_03_MaSuRCA.sorted.bam
2 22927
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_fastp
_reads/bwa_mapping_Contigs/bwa_mapping_pe2_03_MaSuRCA.sorted.bam

2 22927

gam-ngs_GAM_01_02_master.PE.bams.txt

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA
_fastp_reads/bwa_mapping_Contigs/bwa_mapping_pel_GAM 01_02.sorted.bam
2 22927
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_fastp
_reads/bwa_mapping_Contigs/bwa_mapping_pe2_GAM_ 01_02.sorted.bam

2 22927
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A2.2 MAC

export PATH=$PATH:/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/mummer-4.0.0rcl
cd /usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/MAC

./MAC2.0 01_abyss.fasta 02_SOAPdenovo.fa

./MAC2.0 MAC_01_02.fa 03_MaSuRCA.fa

A3 Befehle der Assembly-Scaffolder

A3.1 Chromosome_Scaffolder
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/MaSuRCA-4.0.9/bin/chromosome_scaffolder.sh
-r /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Referenzen/Tasha/tasha_genome.fasta
-q /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_assembly/

CA/primary.genome.scf.fasta -t 32 -nb

A3.2 Samba_Scaffolder
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/MaSuRCA-4.0.9/bin/samba.sh -r
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/Flye/all_sup_reads
_fmlrc_corr/assembly.fasta -t 10 —-g /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/

Nanopore_Schafpudel/sup_reads/poodleb5_all_sup_reads.fastqg

A4 Befehle der Long-Read-Assembler

A4.1 fmirc

cat /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_1.fastqg
/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/sheep_poodle_reads_2.fastq |

awk 'NR % 4 == 2’ | sort | tr NT TN | /usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/
ropebwt2/ropebwt2 -LR | tr NT TN | /usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/fmlrc/

fmlrc-convert —-f comp_msbwt.npy

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/fmlrc/fmlrc comp_msbwt.npy
/usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/Nanopore_Schafpudel/sup_reads/
poodleb5_all_sup_reads.fastqg poodleb5_all_ sup_reads_Illumina

_reads_fmlrc_corr.fasta -p 30
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A4.2 Flye

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/Flye/bin/flye
——-nano-raw /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_reads/reads.fq
—-—genome-size 2.4G —--threads 25

-0 /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/Fyle

A5 Befehle der Assembly-Polisher
A5.1 Pilon-Polishing

samtools index mapping.sorted.bam

java —-Xmx200G -jar /usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/pilon-1.24.jar
—genome assembly.fasta —-fix all -changes —-frags mapping.sorted.bam -outdir
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/Pilon_Polish/Flye_pilonlx

—output Flye_pilonlx

A5.2 Polca-Polishing

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/MaSuRCA-4.0.9/bin/polca.sh -a
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/Flye/all_sup_reads
_fmlrc_corr/assembly.fasta -t 10 -r ’/home5/share/hund/ngs_reads/
RW01l/delivery/RW0O1_55-1/55-1_S5_R1_001.fastqg.gz /home5/share/hund/ngs_reads/
RWO1l/delivery/RW01_55-1/55-1_S5_R2_001.fastg.gz’

A6 Befehle der Qualitatskontrolle der Assemblies

A6.1 Quast

/usr/local/hdd2/tfritzs3/Tools/quast/quast.py /usr/local/hdd2/tfritzs3/
Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA_assembly/CA/9-terminator/
primary.genome.scf.fasta -r /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/
Referenzen/Tasha/tasha_genome.fasta -1 /usr/local/hdd2/tfritzs3/
raw_data/sheep_poodle_reads_1l.fastg.gz -2 /usr/local/hdd2/tfritzs3/
raw_data/sheep_poodle_reads_2.fastg.gz —-o /usr/local/hdd2/tfritzs3/

Schafpudel/QC/quast/03_MaSuRCA_Ref_Tasha -t 30
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A6.2 Busco

/home/tfritzs3/.local/bin/busco --config /Forschungsprojekt/Config_Files/

busco_config.ini

busco_config.ini

# This is the BUSCOv5 configuration file template.

# It is not necessary to use this, as BUSCO will use the dependencies
available on your PATH by default.

# The busco run parameters can all be set on the command line.

See the help prompt (busco -h) for details.

#

# To use this file for an alternative configuration, or to specify
particular versions of dependencies:

# 1) edit the path and command values to match your desired dependency
versions.

# WARNING: passing a parameter through the command line overrides the
value specified in this file.

#

# 2) Enable a parameter by removing ";"

#

# 3) Make this config file available to BUSCO either by setting an
environment variable

#

# export BUSCO_CONFIG_FILE=/path/to/myconfig.ini"

#

# or by passing it as a command line argument

#

# busco <args> --config /path/to/config.ini

#

[busco_run]

# Input file

in = /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/
03_MaSuRCA_assembly/CA/primary.genome.scf.fasta

# Run name, used in output files and folder
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out = BUSCO_05_MaSuRCA_primary

# Where to store the output directory

out_path = /usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/QC/BUSCO
# Path to the BUSCO dataset

lineage_dataset = laurasiatheria_odblO

# Which mode to run (genome / proteins / transcriptome)
mode = genome

# Run lineage auto selector

;auto—lineage = True

# Run auto selector only for non-eukaryote datasets
;auto-lineage-prok = True

# Run auto selector only for eukaryote datasets
;auto-lineage-euk = True

# How many threads to use for multithreaded steps

cpu = 30

# Force rewrite if files already exist (True/False)
force = True

# Restart a previous BUSCO run (True/False)

;jrestart = False

# Blast e-value

;evalue = le-3

# How many candidate regions (contigs, scaffolds) to consider for
each BUSCO

;limit = 3

# Metaeuk parameters for initial run
;metaeuk_parameters=’--paraml=valuel, ——param2=value2’

# Metaeuk parameters for rerun
;metaeuk_rerun_parameters=

# Augustus parameters

;augustus_parameters=’' ——-paraml=valuel, ——param2=value2’
# Quiet mode (True/False)

;quiet = False

# Local destination path for downloaded lineage datasets

download_path = /usr/local/hdd2/tfritzs3/raw_data/busco_downloads
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# Run offline

offline = True

# Ortho DB Datasets version

;datasets_version = odblO0

# URL to BUSCO datasets

;download_base_url = https://busco-data.ezlab.org/v4/data/
# Download most recent BUSCO data and files

;update—-data = True

# Use Augustus gene predictor instead of metaeuk
;use_augustus = True [tblastn]

path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/ncbi-blast-2.12.0+/bin/

command = tblastn

[makeblastdb]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/ncbi-blast-2.12.0+/bin/

command = makeblastdb

[metaeuk]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/metaeuk/bin/

command = metaeuk

[augustus]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/augustus.2.5.5/bin/

command = augustus

[etraining]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/augustus.2.5.5/bin/

command = etraining

[gff2gbSmallDNA.pl]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/augustus.2.5.5/scripts/

command = gff2gbSmallDNA.pl
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[new_species.pl]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/augustus.2.5.5/scripts/

command = new_species.pl

[optimize_augustus.pl]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/augustus.2.5.5/scripts/

command = optimize_augustus.pl

[hmmsearch]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/hmmer-3.3.2/src/

command = hmmsearch

[sepp]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/sepp/bin/

command = run_sepp.py

[prodigal]
path = /home/tfritzs3/Forschungsprojekt/Tools/Prodigal/

command = prodigal

A6.3 PDR

java —jar /Forschungsprojekt/Tools/PDRi.jar /usr/local/hdd2/
tfritzs3/Schafpudel/Referenzen/Tasha/GCA_000002285.4_DoglOK
_Boxer_Tasha/GCA_000002285.4_Dogl0K_Boxer_Tasha_genomic.fna.gz
/usr/local/hdd2/tfritzs3/Schafpudel/Genome_Assembly/03_MaSuRCA/CA/
primary.genome.scf.fasta ——threads 10 > /usr/local/hdd2/

tfritzs3/Schafpudel/QC/PDR/03_MaSuRCA_Ref_Tasha.txt
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A6.4 Bowtie2

bowtie2-build assembly.fasta assembly.fasta

bowtie2 -g -p 40 -k 20 -x assembly.fasta -1 /home5/share/hund/ngs_reads/
RWO1l/delivery/RW01_55-1/55-1_S5_R1_001.fastg.gz -2 /home5/share/hund/

ngs_reads/RW01/delivery/RW01_55-1/55-1_S5_R2_001.fastg.gz | samtools view

-@39
-Sb | samtools sort -o mapping.sorted.bam
A7 Skripte

Trinity_stats.pl

#!/usr/bin/env perl

use strict;

use warnings;

use FindBin;

use lib ("$FindBin::RealBin/../PerlLib");

use Fasta_reader;

use BHStats;

my Susage = "\n\nusage: $0 transcripts.fasta\n\n";
my S$fasta_file = $SARGV[0] or die Susage;

main: {

my $fasta_reader = new Fasta_reader ($fasta_file);
my @all_seqg_lengths;

my Snumber_transcripts = 0;

my S$num_GC = 0;

my %component_to_longest_isoform;

my Stot_seq_len = 0;

my $missing_gene_ids_flag = 0;
while (my S$seq_ob]j = S$fasta_reader->next()) {
my Sacc = $seq_obj->get_accession();

Snumber_transcripts++;

my Scomp_id = S$Sacc;
if (! Smissing_gene_ids_flag) {
if (Sacc =~ /7~ (.*c\d+_g\d+)/) {
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Scomp_id = $1;

}

elsif ($acc =~ /" (.*comp\d+_c\d+)/) {
Scomp_id = $1;

}

else {

print STDERR "Error, cannot decipher gene identifier

Smissing_gene_ids_flag = 1;

}

}

my $sequence = $seq_obj->get_sequence () ;
my $seq_len = length ($sequence);

Stot_seq_len += S$seqg_len;

from acc:

if ( (! exists Scomponent_to_longest_isoform{$comp_id})

[

Scomponent_to_longest_isoform{$Scomp_id} < $seqg_len)
Scomponent_to_longest_isoform{$comp_id} = S$seqg_len;
}

push (@all_seq lengths, $seg_len);

while ($sequence =~ /[gcl/ig) {

Snum_GC++;

}

}

&report_stats (@all_seqg_lengths);

print "";

if ($missing_gene_ids_flag) {

print "";

}

else {

{

Sacc";

print "H#EHFEFFHFHEFEFEER SR A A EFE S AR SRS A A FEF AR SRS SRS \D";
print "## Stats based on ONLY LONGEST ISOFORM per ’GENE’ :\n";

print "####FFEFFFFEEHAFEERHHFEESHHHEE A H A A A S AR E S SR A H A \D\D";

&report_stats (values %component_to_longest_isoform);

print "\n\n\n";
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exit (0);

}

#H##

sub report_stats {

my (@seqg_lengths) = @_;

@seq_lengths = reverse sort {$a<=>S$b} @seq lengths;

my Scum_seq len = 0;

foreach my $len (@seqg_lengths) {
Scum_seq_len += $len;

}

for (my $i = 1; $i <= 100; S$i += 1) {

my Scum_len_needed = Scum_seq len = $i/100;

my $N_val = &get_contigNvalue ($cum_len_needed,

print "S$N_val\n";
}

return;

}

sub get_contigNvalue {

my ($Scum_len_needed, $seqg_lengths_aref)

my S$partial_sum_len = 0;
foreach my $len (@S$seqg_lengths_aref)

Spartial_sum_len += $len;

if (Spartial_sum_len >= Scum_len_needed)

return ($len); }}
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auN beschreibt die Flache unter der Kurve des N(x)-Plots. N(x) beschreibt, alle Perzentile von N1

bis N100.

Busco Completeness beschreibt dasVorhandensein/Fehlen essentieller Gene. Anhand von Busco
interenen Datenbanken (verschiedene DB kdnnen ausgewahlt werden entsprechend dem
verwendeten Organismus) werden die hinterlegten Sequenzen auf dem Assembly gesucht.
Dabei wird zwischen Single, Duplicate, Fragmented und Missing BUSCOs unterschieden. Die

Busco Completeness ist die Summe aus Single und Duplicate BUSCOs.

Contig ist ein Satz sich Uberlappender Reads, die von der selben Quelle stammen.

Contiguity isteine Metrik fur die Qualitat eines Assemblies. Diese beschreibt die Lange und Anzahl
an Contigs in einem Assembly. In den meisten Fallen wird sie als N50 angegeben.

Coverage beschreibt das Verhaltnis zwischen Sequenzen und Referenz. Die Read- oder Sequencing-
Coverage beschreibt dabei die das Verhaltnis der Gesamtzahl an Nukleotiden in den Reads
geteilt durch die Anzahl der Nukleotide in der Referenz. Die Genom-Coverage beschreibt das
Verhaltnis der Anzahl an Nukleotiden im Assembly geteilt durch die Anzahl der Nukleotide

in der Referenz.

diskordant bezeichnet ein Read-Alignment, bei dem die Paired-End-Reads zwar auf dem Assem-

bly alignieren, aber nicht als Paar auftreten.

konkordant bezeichnet ein Read-Alignment, bei welchem die Paired-End-Reads auch als Paare

auf dem Assembly auftreten.

N50 beschreibt die Qualitat eines Assemblies im Bezug auf die Contiguity. Der N50 ist definiert als
die Lange des kiurzesten Contigs in einem der Grol3e nach sortierten Genom, welches 50 %

aller Basen des Genom enthalt.

Scaffold ist die Verknupfung einer Reihe von nicht zusammenhangender genomischer Sequenzen
(Contigs) durch das Einfligen von Lucken bekannter Lange.
Singlets bezeichnen ein Read-Alignment, bei dem nur der Forward- oder Reverse-Read der Paired-

End-Reads auf dem Assembly aligniert und nicht beide.
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