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Sammendrag

Antibiotikaresistens spres mest effektivt mellom bakterier via konjugasjon, men konjugasjon
forutsetter at bakteriene binder seg godt nok til hverandre. Incll-plasmidet er et konjugativt
plasmid og inneholder et omrade kalt shufflon som bestér av flere deler. Rekkefglgen pa de ulike
delene er med pé & bestemme hvilke forbindelser bakterien kan binde seg til og dette er grunnen
til at det er interessant & studere rekkefglgen av innholdet i shufflonet. De ulike delene er hgyt
konservert, men utfordringen er at rekkefglgen péa delene varierer mellom bakterier fra samme
kultur.

Assemblering av parvise reads fra plasmider med ulike versjoner av shufflonet vil vare utford-
rende, fordi det kun er shufflon-sekvensen som varierer mellom plasmidene. En annen utfordring
ved assemblering er repeterte omrader som blir utfordrende dersom det repeterte omradet er
lengre enn fragmentlengden pa fragmentene de parvise readene er sekvensert fra.

For & studere disse to utfordringene gjgres en systematisk studie av simulerte reads fra 1)
konstruerte plasmider med repetert omrade av ulike lengder og 2) konstruerte plasmider med
hver sin utgave av shufflonet. Fgrst simuleres korte parvise [llumina-read som assembleres med
SPAdes-assembleren for & undersgke om utfordringene nevnt over faktisk gir problemer for
assemblering. Deretter blir lange Nanopore-reads simulert og HybridSPAdes hybridassemblerer
[llumina- og Nanopore-readene for & se i hvilken grad hybridassembly forbedrer assembly. I
tillegg blir FLASH brukt til 4 lage forlengede reads av de delvis overlappende parvise readene.
De forlengede readene skal vistnok forbedre assembly dersom disse blir brukt i tillegg til de
parvise. MetaSPAdes som er beregnet for assemblering av metagenomer kjgres ogsd. Etter
simuleringen assembleres ogsa reelle [llumina- og Nanopore-reads sekvensert fra E. coli med
shufflon-omréade.

Resultatene fra simuleringen viser at assembly av kun korte parvise reads blir ufullstendig nér
repetert omrade er lengre enn fragmentlengde. Grunnen til dette er at assembleren utnytter at
hvert par av de parvise readene har en gitt avstand til hverandre, og at enkelte par overlapper
delvis. Dette er ogsa grunnen til at forlengede reads ikke forbedrer assembly, men derimot kan gi
assembly med mer feil, fordi FLASH gjgr feil ved skjgting av readene. HybridSPAdes lgste opp
ufullstendige assemblyer av parvise reads fra det repeterte omradet, men ikke fra shufflonene.
Béde SPAdes, HybridSPAdes og MetaSPAdes ga ufullstendig assemblering der korte contiger
besto kun av deler av shufflonet og de fullstendige sekvensene av alle shufflon-variantene ikke
var mulig & finne.

MetaSPAdes var assembleren som fungerte best pd shufflon-dataene, samtidig som den ga aller
feerrest contiger ved assemblering av de reelle readene. Grunnen til at MetaSPAdes fungerer
godt pd shufflon-readene kan vere at de minner om et metagenom. Assemblering av de reelle
readene ga heller ikke fullstendige sekvenser av shufflon-variantene. Det foreslds videre & bruke
korte reads til & korrigere de lange dersom det kun er shufflon-sekvensen som er interessant.






Abstract

Antibiotic resistance is spread most efficient among bacterias through conjugation, but that
requires sufficient binding between the bacterias. One type of conjugative plasmid called Incl1-
plasmid contains a sequence called shufflon which consists of multiple parts. The parts’ order
in the shufflon decides which molecules the bacteria can bind. This makes it interesting to
investigate these orders. The parts are highly conserved, but the challenge with the investigation
is that the order of the parts varies between bacterias within the same culture.

Assembly of reads from plasmids with different versions of the shufflon will be challenging
because the shufflon is the only difference between the plasmids. Another challenge with as-
sembling are repeated regions if they are longer than the length of the fragments the paired-end
reads are sequenced from.

To study these two challenges it was done a systematic study of simulated data from 1) constructed
plasmids containing repeated regions of different lengths and 2) constructed plasmids with
different variant of the shufflon. First, short Illumina-reads were simulated and assembled by
SPAdes to investigate if the challenges mentioned above really was challenging for the assembler.
Then long Nanopore-reads were simulated and HybridSPAdes assembled both Illumina- and
Nanopore-reads to investigate if hybridassembly improves assembly. In addition the FLASH-
software link partly overlapping paired-end reads prior to assembling. The assembler used these
linked reads along with R1- and R2-reads to improve the assembly. MetaSPAdes was also runned
on the simulated reads. After the simulation real Illumina- and Nanopore-reads from sequenced
E. coli with shufflon were also assembled.

The results show that assembly of only short Illumina-reads are challenging when the repeated
region is longer than fragment length. The reason for this is the assembler utilizes that each pair
of paired reads have a fixed distance from each other and that some paired reads partly overlaps.
This is also the reason why linked reads from FLASH doesn’t improve assemblies. However,
the linked reads can give assembly with more errors, due to mistakes done by FLASH during
linking. HybridSPAdes solved the challenged assembly of reads from repeated regions, but not
from the shufflons. Both SPAdes, HybridSPAdes and MetaSPAdes gave uncomplete assemblies
where the short contigs consists of parts of the shufflon, and it was not possible to detect all the
shufflon-variants.

MetaSPAdes was the best working assembler on the shufflon-data, and it also gave least contigs
with the real reads. The reason MetaSPAdes worked best is possibly because shufflon-data and
the real data are somewhat simulair to a metagenome. Assembly of the real reads did not either
give the complete sequences of the shufflon variants. It is further suggested to use short reads to
correct the long reads if the sequences of the shufflons is the only focus.
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Ordforklaringer

DBG De-Bruijn-graf

DNA Deoksyribonukleinsyre
dNTP deoksynukleotidtrifosfat
Incll Incompatibility I1

OLC Overlap-layout-consensus
PCR polymerase-chain-reaction
RO  Repetert omrade

RS  Repetert sekvens

Tabell 1: Beskrivelser av (engelske) begreper innen bioinformatikk og genomikk

Begrep Beskrivelse

Reads Resultat av sekvensering [1]. Reads eksisterer i form av ord i datafiler.
Ordene bestar i hovedsak av bokstavene som representerer de unike
basene i DNA; A, C, G og T. Under sekvensering analyseres fragmenter
av DNA. Analysen genererer signaler om hvilke baser som finnes i hvilke
fragmenter og hvor sikkert det er at det er akkurat denne basen i form av
en kvalitet. Datafiler som inneholder reads har for hver read en overskrift,
readen og en kvalitetslinje med alle kvalitetene for hver posisjon i readen.

Fragmentlengde/Insert size | Dersom fragmenter av DNA sekvenseres fra hver ende av fragmentet vil
dette gi to reads som defineres som par og som kalles R1 og R2 [2]. Lengden
pa hele fragmentet som et R1-og R2-par sekvenseres fra kalles insert size.

Assembly Direkte oversatt betyr assembly montering pa norsk. Et assembly er i
bioinformatikk overlappende reads som er skjgtet sammen til én eller flere
sammenhengende sekvenser med eller uten mapping mot referanse-genom.

A assemblere Prosessen med & sette sammen readene til et assembly.
De-novo-assemblering Assemblering uten aligning mot referanse-genom.
Contig En contig er en sammenhengede sekvens av assemblerte reads. Dersom et

assembly bestér av flere contiger betyr det at disse contigene av en
eller annen grunn ikke kunne skjgtes sammen under assemblering.

Alignment Et alignment i bioinformatikk viser sammenligning av to eller flere hele
sekvenser. Likheter og forskjeller mellom sekvensene er uthevet med tegn.

A aligne Prosessen med & lage et alignment.

A mappe Sammenligne kortere sekvenser mot hverandre eller mot én lang.




INTRODUKSJON

1 Introduksjon

1.1 Incll1-plasmidet

I sin masteroppgave fra 2017 [3] identifiserte Mari Hagbg antibiotikaresistente Esherischia coli
fra tarmen hos et spansk fortidligfgdt tvillingpar. Disse tvillingene hadde enda ikke mottatt
noe antibiotika og det er usikkert hva som er kilden til disse bakteriene. E. colienes gener for
antibiotikaresistens ble funnet i et plasmid av typen Incompatibility I1 (IncI1). IncI1-plasmidet
er et konjugativt plasmid [4][5] og konjugasjon er den mest effektive formen for horisontal
genoverfgring [6]. For & undersgke mekanismene for spredningen av Incl1 n@rmere ble en prgve
fra en kultur av disse E. coli-cellene sekvensert og assemblert. Siden E. coliene kommer fra
samme kultur vil kromosomene vere identiske, men dette gjelder ikke Incl1-plasmidene.

Grunnen til at Incll-plasmider fra samme bakterie-kultur er ulike hverandre er pd grunn av
et spesielt sekvensomrade i plasmidet som kalles shufflon. Shufflonet ble funnet og beskrevet
i Incll-plasmidet R64 i 1986 [7]. Flere varianter av shufflonet er ogsé funnet i andre Incl1-
plasmider [8]. Et shufflon bestar av opptil 7 deler fordelt pa 4 segmenter, se eksempel i figur 1.
Enzymet fra rci-genet kalles rekombinase og kan flippe og flytte rundt pé (invertere) delene inni
shufflonet [9]. Felles for alle shuffloner er at de ligger nedstrgms for pilV-genet og oppstrgms
for rci-genet. Disse tre sekvensomradene er en del av overfgringsregionen i IncIl [10].

Rci

R
pilVN-terminus A 2 3“ sﬁ 7“ R64

v \_I u‘gﬁg d " Inclt

¢ 1
PilVA

Figur 1: Figuren er hentet fra [8] og viser henholdsvis pilV-genet, shufflonet og rekombinase-genet rci
fra Incll-plasmidet R64. Dette shufflonet bestér av 7 deler adskilt av korte repeterte sekvenser
som er indikert her i lilla. De delene med samme bokstav, for eksempel A og A’, tilhgrer samme
segment. Figuren viser 7 deler fordelt pa 4 segmenter.

Hvordan delene i shufflonet er organisert avgjgr hvilke forbindelser en bakteries pilus kan binde
stabilt til. En pilus er et har/utvekst pa utsiden av bakterieveggen bestdende av proteinet pilin
[11] og bakterier kan bade ha tynn og tjukk pilus [12]. PilV-genet koder for den delen av den
tynne pilusen til E. coli som stabiliserer konjugasjonen mellom celler [13][14]. Stabiliseringen
skjer ved at enden av pilV-proteinet binder til spesifikke karbohydratstrukturer pa overflaten
av andre celler [15]. Denne enden pé pilV bestir av proteinet fra sekvensen av den delen av
shufflonet som forekommer n@rmest pilV-genet [16][17]. I eksempelet i figur 1 ville enden av
pilV som stabiliserer binding vare delen av shufflonet som kalles ”B”. Dette er grunnen til at
rekkefglgen av delene i shufflonet er interessant & undersgke. For & bedre forstd mekanismene
bak antibiotikaresistens, og binding mellom pilus og andre forbindelser, studeres sekvensen til
Incl1-plasmidet. Prgvene med E. coli sekvenseres etterfulgt av assemblering.
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1.2 Sekvensering

For & undersgke Incll-plasmider og deres shuffloner sekvenseres E. coli. Sekvensering er en
prosess der basene i DNA-molekylene via ulike metoder genererer signaler som oversettes
til reads. "Base-kaller” er et type program som oversetter signalene til reads. Readene fra
sekvensering eksisterer i form av tekst i et standard fil-format som kalles fastg-fil [18]. I en
fastq-fil er det en overskrift, sekvensen til readen og en linje med tegn som indikerer kvaliteten
til hver base i sekvensen. Med kvaliteten menes et Q-poeng pd hvor sannsynlig det er at den
aktuelle basen er riktig sekvensert. Q-poengene er angitt som tegn fra ASCII-tabellen.

1.2.1 Illumina-sekvensering

[llumina er en sekvenseringsteknologi som genererer mange korte reads med lite sekvenserings-
feil til en lav pris sammenlignet med andre sekvenseringsteknologier [19]. En av sekvenserings-
maskinene fra [llumina er MiSeq v3 og den genererer parvise-reads med lengde 250 til 300
basepar (bp) [20]. Readene er parvise fordi de sekvenseres fra hver ende av samme fragment og
utgjor et read-par kalt R1 og R2.

For sekvensering md DNA-molekylene prepareres [21]. Forste del av prepareringen er frag-
mentering og denaturering av DNA til korte enkelt-trdidede DNA-fragmenter. Deretter ligeres
adaptersekvenser pa begge endene av fragmentene. Sekvenseringen av DNA-et foregar i kanaler
i en flytecelle (les: flowcell) [22]. Adaptersekvensene pé endene av fragmentene binder til se-
kvenser som er festet i flytecella. Fragmentene blir s PCR-amplifisert slik at det dannes mange
kopier av hvert fragment i flytecella [21].

Sekvenseringen skjer ved syntese [22] der byggeklossene til DNA, deoxynukleotidtrifosfater
(dNTP-er) bindes til fragmentene i flytecella og til hverandre. DNTP-ene flyter fritt i flytecella
og binder seg til den komplementere basen pd DNA-fragmentene fra den ene enden. Hver
dNTP er merket med fluoriserende forbindelse som avgir en lysbglge med spesifikk bglgelengde
nar dNTP-en binder seg. Lyssignalene fanges opp av en sensor og brukes til & generere reads
med en base-kaller. I forste omgang lages R1-readene. Nar DNA-fragmentet er sekvensert fra
den ene siden, vaskes den syntetiserte DNA-trdden bort og DNA-fragmentet blir amplifisert
for & syntetisere den komplementare trdden. Deretter blir DNA-fragmentet vasket bort og den
komplementere trdden sekvenseres fra den andre enden og genererer i andre omgang R2-reads
[22]. Flytecella inneholder like mange av hver utgave av dNTP samtidig, slik at den utgaven som
binder aller best er den som skal binde seg under sekvensering [23].
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1.2.2 Nanopore-sekvensering

Oxford Nanopore og Pacific Biosciences er de to dominerende sekvenseringsteknologiene
som gir lange reads med gjennomsnittlig read-lengde pd henholdsvis 10 000 til 60 000 bp
[24][25][26]. Den negative siden ved de lange readene er deres store andel sekvenseringsfeil
[27].

Nanopore tilbyr flere typer sekvenseringsmaskiner. En av de mindre sekvenseringsmaskinene
ligner en USB-penn, veier 90 gram og er lett & bruke [28] [25]. Denne USB-pennen heter MinlON
og kan kobles direkte til en datamaskin. MinION har opp til 2048 nanoporer der sekvensering
skjer [28]. En nanopore er en kanal pd samme médte som ionekanaler eller andre proteinkanaler
i celler [29].

Fgr sekvensering ligeres adaptersekvenser pa endene av DNA-et som skal sekvenseres [26].
Den ene adaptersekvensen sgrger for at sekvenseringen skjer fra én ende til den andre pé
DNA-molekylet. 5’enden péd adapteren sendes forst gjennom nanoporen og resten av DNA-et
fglger etter. Den andre adaptersekvensen sgrger for at begge trddene i DNA-molekylet er bundet
sammen slik at de kan sekvenseres sammenhengende. S& dras DNA-et gjennom nano-poren
og en sensor detekterer ladningsforskjeller mellom det ulike innholdet i DNA-trdden. Disse
signalene samles i fast5-filer. Etter sekvensering blir signalene i fast5-filene omgjort til reads i
fastg-filer med et base-kaller-program.

1.3 Assemblering

For & kunne undersgke spredningen av antibiotikaresistens er det behov for & finne rekkefglgen
av shufflon-delene ved & studere shufflonenes fullstendige sekvenser. Sekvensering gir stykkevis
informasjon om DNA-et i form av reads, og readene kan settes sammen til lengre sammenhen-
gende sekvenser, contiger, med assemblering [1]. Ved assemblering kan readene enten mappes
til et referanse-genom eller de overlappende readene kan settes sammen til lengre sekvenser med
de-novo-assemblering uten referanse-genom. Antall reads som dekker én posisjon i genomet som
blir sekvensert kalles sekvenseringsdybde. Utregning av gjennomsnittlig sekvenseringsdybde
for sekvensering er vist i likning (1) som er hentet fra [30]. Etter assemblering kan dybden av
readene pa hver contig regnes ut og sammenlignes med sekvenseringsdybden, vist i likning (2).

antall reads - mean(read-lengde)
genomlengde

6]

Gjennomsnittlig sekvenseringsdybde =

antall mappende reads pé contigen - mean(read-lengde)

Gjennomsnittlig read-dybde pé contig= contig_lengde

2)

10
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1.3.1 Assemblering av korte reads

De fleste de-novo-assemblere for korte reads er de-Bruijn-grafen-assemblere (DBG) [31]. DBG
brukes til & finne delvise overlapp mellom enkle og parvise reads, [32] og er et nettverk av
noder og koblinger mellom de nodene som har overlappende innhold. Readene blir delt opp i
k-merer som brukes som noder i DBG, se figur 2. To noder i grafen bindes sammen dersom
k-1 av suffixen til en node tilsvarer k-1 av prefixen av den andre noden. Noder som er koblet
sammen omgjgres til sammenhengende sekvenser i en assembly-graf. To av utfordringene med

assemblering av korte reads er lange repeterte omrader [33] og hgyt varierende omrader som
shufflonet [8].

Read AGCTGGGCAGCTGGGTT

DBG  AGC] GOTl CTG TG GO6 660 GO  [GAG

Figur 2: Denne figuren er en forenklet visualisering av de-Bruijn-grafen der 3-merer av en read kobles
sammen. Rgd sekvens i readen indikerer repetert sekvens. Bokstavene med samme farge pd ram-
men rundt er identiske. Figuren viser at repetert omrade lager koblinger tilbake til eksisterende
noder, sdkalte bobler. Dersom RO er mye lengre vil det vare utfordrende for assembleren & finne
den sanne rekkefglgen av noder pa grunn av komplekse boble-strukturer.

Et repetert omréade er en lengre sekvens som forekommer flere ganger i et genom. Et eksempel
pé et repetert omrade er det 1500 bp lange 16S-genet i genomet hos bakterier [34]. Dersom
et repetert omrade er lengre enn read-lengde vil ikke readene alene gi nok informasjon til at
assembleren klarer & plassere kopiene av det repeterte omridet [35], se figur 3 pd neste side.
Parvise reads kommer fra sekvensering av hver ende av hvert DNA-fragment, og disse inneholder
derfor informasjon om lengre strekker av DNA-fragmentene enn enkle reads [36]. Assemblere
kan bruke parvise reads til & lgse opp repeterte omrader sdlenge den parvise distansen (les:
fragmentlengden) er lengre enn det repeterte omrddet [37]. Repeterte omrader kan vare for
lange til at parvise reads kan strekke over dem [38]. Derfor kan assembly med lengre repeterte
omréader bli utfordrende selv med parvise reads [33]. Repetert omrdde blir heretter referert til
som RO og sekvensen av den, altsa den repeterte sekvensen blir heretter referert til som RS.

11
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R R
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Figur 3: Figuren viser en DNA-sekvens som inneholder to kopier av et repetert omrade indikert med
rgd farge og rgd R. De korte linjene under DNA-sekvensen er reads og de er plassert under det
omradet pd DNA-sekvensen de er sekvensert fra. Readene i samme farge er identiske (gjelder
ikke de svarte). Figuren er inspirert av forelesning fra Lars Snipen.

Et ufullstendig assembly pd grunn av RO kan resultere i to scenarioer [39]. Fgrste scenarioet er at
kopier av RS blir tolka som samme omréde og blir lagt oppd hverandre. Eller omvendt; at kopier
av RS blir tolka som flere sekvenser og blir plassert pd flere omrader. Denne typen assembly vil
ha henholdsvis hgyere og lavere read-dybde i RO sammenlignet med ikke-RO. Andre scenario
er at kopiene av den repeterte sekvensen blir lagt i feil rekkefglge, slik at omradene mellom dem
ogsé ligger i feil rekkefglge [39]. Dette kan ha konsekvenser for den biologiske tolkningen av
sekvensen. En lgsning pa denne utfordringen kan vare & bruke lange nok reads som strekker
over RO [38][40].

Enda en utfordring for de-novo-assemblering av korte reads er shufflon-omridet. Delene i
shufflonene er hgyt konservert, men rekkefglgen av innholdet varierer fra plasmid til plasmid
[8], og derfor kan bakterier fra samme kultur ha ulike varianter av shuffionet, se figur 4 pé
neste side. Altsd er genomene fra bakterier av samme kultur identiske utenom shufflonet. Ifglge
Brouwer et. al [8] gir de-novo-assemblering én contig med bare én variant av shufflonet og/eller
contiger bestdende av de ulike delene av shufflonene. Med slike resultater vil det ikke vaere mulig
a finne alle variantene av shufflonene fra kulturen. Resultatene Brouwer et. al beskriver minner
om assembly av sekvensert metagenom, som er utfordrende for nert beslektede genomer med
mye felles sekvens [41].

I'tillegg vil det vaere utfordrende 4 skille mellom reads fra plasmid og kromosom ved sekvensering
av hele celler [42]. Et forslag til Igsning er & utnytte at plasmider ofte forekommer i mange kopier
og kromosomet bare i €n [42]. Men ifglge Knut Rudi forekommer Incl1-plasmidet bare én til to
ganger og da vil ikke denne lgsningen fungere, fordi kromosom og plasmid forekommer omtrent
like mange ganger. Brouwer et. al foresldr at lengre reads enn fra Illumina kanskje kan Igse
assembly av shufflonene [8].
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To E. coli fra samme kultur med ulike utgaver av shufflonet

Incl1l-plasmidet Shufflonet

Figur 4: Visualisering av to E. colier fra samme kultur som har identiske genomer utenom shufflonet.
De to E. coliene har kromosomalt DNA og et plasmid vist som en sirkel. De forskjellige fargene
pé linjene helt til hgyre indikerer de forskjellige delene i shufflonet.

1.3.2 Assemblering med korte reads og forlengede reads

I 2011 utviklet Mago¢ og Salzberg [43] FLASH-programvaren som skal skjgte delvis over-
lappende parvise reads fgr assemblering. Dersom disse readene brukes i tillegg til de parvise
readene skal de tette hull i de-novo-assemblyer [43]. Senere har de to forfatterne, sammen med
flere andre i 2013 [37] skrevet at assemblere kan lgse opp i repeterte omrader dersom fragment-
lengden for de parvise readene er lengre enn det repeterte omradet. Dette skrev de uten & nevne
FLASH-programvaren.

1.3.3 Assemblering av lange reads

Lange Nanopore-reads har lengde pa rundt 10 000 bp og vil strekke over lange RO. Utfordringen
er at disse lange readene inneholder en stor andel sekvenseringfeil [40][44]. P4 grunn av mye
sekvenseringsfeil egner ikke konstruksjon av DBG seg som assemblerings-metode for Nanopore-
reads [45]. Assemblering gjgres heller ved bruk av "overlap-layout-consensusmetoden (OLC)
[45] der konsensusen av readene brukes [46][47].

1.3.4 Hybridassembly

Det gér an 8 kombinere korte [llumina- og lange Nanopore-reads i et hybridassembly [40][25][48].
Det er flere mater & gjgre hybridassembly pa og to av disse er visualisert i figur 5 pa neste side. |
2017 klarte Sekizuka et. al [16] 4 lage et vellykket hybridassembly fra bakterier med IncI-plasmid
som inneholdt shufflon. Disse forskerne korrigerte lange PacBio-reads med Illumina-reads fgr
de ble assemblert. En annen variant av hybridassembly er 4 assemblere korte [llumina-reads
fgrst og sd bruke de lange readene til & skjote sammen assembly [40]. SPAdes er en assembler
som kan gjgre hybridassembly [40] og som gjgr det sistnevnte; fgrst assemblerer de korte, og sa
bruker de lange til & kombinere usammenhengende deler av assembly.
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Ulike varianter av hybridassemblyer

Korte reads

e " ==« Assembly av Korte reads

e e E e e e e e T S Lange reads korrigerer assembly

Ferdig assembly

Korte reads korrigerer lange

Lange reads

Ferdig assembly

Figur 5: Figur som viser to varianter for hybridassembly, altsa mater & kombinere lange og korte reads
pa. A) viser metoden som HybridSPAdes bruker og som assemblerer korte reads og skjgter
sammen assembly med lange reads etterpa [40]. B) viser metoden som er brukt i [16] der korte
reads korrigerte lange reads. Figuren er inspirert av figur i [16].

1.4 Mal med oppgaven

Utgangspunktet for denne masteroppgaven er et gnske om & assemblere hele E. coli-genomer
inkludert Incll-plasmider som inneholder et shufflon-omrade. Med assembleringen kommer
utfordringer med lengre repeterte sekvenser og det variable shufflonet som vil variere for hvert
Incll-plasmid. E. coli-genomene er sekvensert med bdde I[llumina og Nanopore i hip om at
hybridassembly skal forbedre situasjonen.

Formalet med oppgaven er & forsta hvordan repeterte omrader og shuffloner skaper problemer for
assemblering ved & gjgre en systematisk studie basert pa simulerte data. Fgrst blir kun Illumina-
reads assemblert og sa gjgres et hybridassembly med bade [llumina- og Nanopore-reads. Studien
er delt i tre deler der det fgrst undersgkes konsekvensene av repeterte omréder med ulike lengder,
deretter flere plasmider med hver sin utgave av shufflonet og til slutt assembleres de reelle dataene
fra sekvensering av E. coli.
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2 Metode

2.1 Data

Milet med oppgaven er & studere hvordan assembly blir pavirket av sekvenser som repetert
omrade av ulik lengde og shuffloner med en systematisk studie av simulerte data. Simulerte
data brukes i del 1 og 2 av denne oppgavens 3 deler. I fgrste del konstrueres et repetert omrade
inn i en plasmid-sekvens, sd simuleres reads fra denne sekvensen og deretter assembleres
disse readene. Lengden pa det repeterte omridet gkes systematisk for & undersgke effekten av
lengden. Béde korte Illumina- og lange Nanopore-reads simuleres og assembleres til assemblyer
og hybridassemblyer. I andre del konstrueres fem ulike shufflon-varianter inn i 5 identiske
plasmider. Her simuleres ogsa reads pa samme maéte som i del 1, og disse readene brukes til &
assemblere til assemblyer og hybridassemblyer. I tredje og siste del av studien er det fokus pa
de reelle readene, som assembleres pd samme méate som de simulerte readene. De ulike delene
av oppgaven er beskrevet i figur 7 pa side 17 og programmene som brukes er beskrevet i tabell 2
pa side 17.

For 4 kunne konstruere plasmid-sekvenser til simuleringen trenger vi et utgangspunkt-plasmid
der RO og shufflonene kan kontrueres inn. Utgangspunkt-plasmidet vi bruker er av typen
pSH4469 som kommer fra Shigella sonnei beskrevet i artikkelen [10]. Det er store likheter
mellom S. sonnei og E. coli, og derfor er det ikke i veien for & bruke sekvensen av dette plasmi-
det som utgangspunkt for simuleringene. Plasmidet ble sjekket for repeterte omrader, men det
var ingen sekvens over 126 bp som var repetert mer enn én gang. I artikkelen plasmid-sekvensen
er hentet fra [10] er det ikke nevnt noe om shufflon, men et shufflon med faerre enn 7 deler er
annotert i sekvensen pd NCBI [49].

I del 1 av studien ble det konstruert et k langt repetert omradde som forekom totalt 10 ganger
i utgangspunkt-plasmidet. Ifglge Salzberg et. al [37] vil et repetert omrdde som er lengre enn
fragmentlengden for parvise reads skape problemer for assemblering og resultere i et ufullstendig
assembly. For & sjekke om det stemmer ble det lagd flere plasmid-utgaver med systematisk gkende
lengde pé det repeterte omradet k. Totalt ble det konstruert 10 plasmid-utgaver der plasmid-utgave
1,2, 3,..,10 inneholdt henholdsvis repetert omrade med k£ 101, 201, 301,..,1001 bp. Se figur 6 pa
neste side der to av disse plasmidene er visualisert. Sekvensen som ble kopiert opp 10 ganger for
hvert plasmid og plasseringen av de 10 kopiene i utgangspunkt-sekvensen ble valgt ut tilfeldig.
Hver plasmid-utgave ble lagt i hver sin fasta-fil. Grunnen til at det er valgt oddetall pd lengdene
er fordi ingen av k-merenes revers-komplementaere skal kunne vere identiske til k-merene.
Inkludert utgangspunkt-plasmidet som ble brukt som referanse ble 11 plasmid-sekvenser brukt
til & simulere reads, bade korte Illumina-reads og lange Nanopore-reads. Simulering av readene
er beskrevet i avsnitt 2.1.1 pa side 18 og avsnitt 2.1.2 pa side 18. Disse readene ble brukt i
assemblering og deretter hybridassemblering.
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Figur 6: Visualisering av to plasmider med repetert omréde som forekommer 10 ganger i hvert plasmid.
RO i plasmidene er pd henholdsvis 201 bp og 1001 bp. Stgrrelsesforholdene i denne figuren er
ikke realistiske.
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I del 2 av studien ble assemblering av ulike versjoner av shufflonet undersgkt. For & gjgre
en realistisk simulering ble en sekvens av shufflonet funnet pd NCBI [50] ved & sgke etter
shufflon-sekvensen i annoteringene til en fullstendig sekvens av et E.coli-genom. Denne shuffion-
sekvensen ble lastet ned og kuttet opp i dets sju deler. Disse delene ble stokket om péd og fem
versjoner av shufflonet ble konstruert inn inn i hvert sitt utgangspunkt-plasmid. I figur 4 pa side 13
er to plasmider med hvert sitt shufflon visualisert. De fem plasmid-sekvensene ble samlet i én
felles fasta-fil som det ble simulert Illumina- og Nanopore-reads fra. Som i fgrste delen av denne
studien ble det ogsé i denne delen undersgkt hvordan assemblering av kun de simulerte korte
[llumina-reads gikk, og sa hybridassembly med simulerte Illumina- og Nanopore-reads.

De simulerte Illumina-readene i del 1 og del 2 ble assemblert med SPAdes. Deretter ble ogsa
simulerte Nanopore-reads assemblert med Illumina-readene til et hybridassembly. For hvert
konstruerte plasmid ble det gjort 10 simuleringer for & hindre at tilfeldige feil skulle dominere
resultatet. De ulike programmene som ble brukt er beskrevet i tabell 2 pa neste side og hele
metoden er visualisert i figur 7 péd neste side. I avsnitt 2.2 péd side 20 er en beskrivelse av
assembleringsprogrammet som blir brukt, SPAdes samt ulike algoritmer av SPAdes.
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Generering av reads Assemblering og Hybridassemblering Evaluering av assemblyer
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Figur 7: Graf over simuleringen med programmer og data. Pilene i forskjellige farger fglger de en-
kelte prosessene. Del 1 av oppgaven har rgde (simulerte Illumina-reads) og oransje (simu-
lerte Nanopore-reads) piler. Del 2 har grgnne (simulerte Illumina-reads) og gule (simulerte
Nanopore-reads) piler. Del 3 har lysebla (reelle Illumina-reads) og lilla (reelle Nanopore-reads)
piler. Figuren viser at sekvenser brukes til & simulere reads i del 1 og 2, og hvilke reads som blir
gitt til hvilken assembler. De gra delene av figuren viser arbeid som er utfgrt av Mari Hagbg og
Inga Leena Angell i forkant av denne masteroppgaven.

Tabell 2: Oversikt over de programmene som er brukt i denne studien og i hvilken del av studien de er
brukt. Del 1 av studien fokuserer pé repetert omréde av ulik lengde, del 2 p4 ulike shuffloner i
plasmider og del 3 de reelle dataene. Programmets funksjon er en kort forklaring som fordypes
mer i senere i teksten.

Navn pa program Programmets funksjon i denne studien Del
1 2 3
ART (v2.5.8) Program som simulerer Illumina-reads [51]. X X
Deepsimulator Program som simulerer Nanopore-reads [52]. X X
SPAdes (v3.13.0) Assembleringsprogram for [llumina-reads [32]. X X X
HybridSPAdes SPAdes sin algoritme for hybridassembly med béde korte og lange reads [40]. | x x X
MetaSPAdes SPAdes sin algoritme for assembly av metagenom [53]. X X
Trimmomatic (v0.36) | trimmer og filtrerer reads for adaptersekvenser og lav kvalitet [54]. X
Canu (v1.8) Assembler for Nanopore- og PacBio-reads, som kan trimme og X
filtrere readene uten 4 assemblere [55].
FLASH (v1.2.8) Program som kan kombinere overlappende R1-og R2-par til X X
sammenhengende lange reads [43].
Bowtie2 (v2.3.4.1) Alignerprogram som lager en indeks av en sekvens og mapper andre X X X
sekvenser til denne. Kan brukes til & finne ut antall reads som mapper
pa assembly. Bowtie2 kan ogsé mappe reads mot en referansesekvens
for & for eksempel fjerne kontaminering [56].
SAMtools (v1.3.1) Program som kan konvertere filer mellom formatene sam, bam og fastq [57]. | x x X
QUAST (v5.0.0) Program som kan evaluere assembly med eller uten en referanse-sekvens [58]. | x x x
MetaQUAST (v5.0.0) | Program som kan evaluere assembly mot flere referanse-sekvenser [58]. X
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2.1.1 ART

ART er et simuleringsprogram fra 2012 som syntetiserer reads fra blant annet Illumina-
teknologien [51]. Modellene som brukes til & syntetisere reads fra en input-sekvens er trent
pa & gi samme mengde feilavlesninger som ved sekvensering. Lengden pé readene er ogsd styrt
av hvilken sekvenseringsteknologi som er spesifisert.

ART (v2.5.8) simulerer Illumina MiSeq v3 reads fra de konstruerte plasmid-sekvensene. Den
gjennomsnittlige lengden pa disse readene er 250 bp, og antall reads som simuleres tilsvarer en
gjennomsnittlig dybde pa 100 - genom-lengden; 100x som er normalt for Illumina-reads [59].
Fragmentlengde er gjennomsnittlig lengde pd fragmentet R1 og R2 sekvenseres fra og denne
er satt til 750 bp med et standardavvik pa 100 bp. Den innebygde feilraten for MiSeq v3 reads
brukes og som tidligere nevnt simuleres reads 10 ganger for & hindre at tilfeldige feil dominerer
resultatet. Dersom opsjonen “ErrorFree” er spesifisert vil ART i tillegg til de vanlige readene gi
ut feilfrie versjoner i ei sekvens-alignment/map-fil (SAM-fil). Slike feilfrie versjoner av readene
blir ogsé generert, og ved bruk av SAMtools (v1.3.1) konverteres samfilene til bam-filer og
deretter til fastqfiler.

2.1.2 Deepsimulator

Deepsimulator er et simuleringsprogram som syntetiserer Nanopore-reads [52]. Deepsimulator
etterligner sekvenseringsprosessen pa input-sekvensen med en statistisk modell som forfatterne
kaller pore-modell. Denne modellen trenes til & generere signaler fra input-sekvensen pd samme
mate som ved sekvensering. Deretter genereres reads pd grunnlag av disse signalene med en
base-kaller som i dette tilfellet kalles Albacore.

For & endre pa opsjonene i Deepsimulator ma brukeren endre pé shellscriptet 'main.sh’ som
lastes ned sammen med programvaren fra [60]. Hvilke opsjoner som kan settes i main.sh er
beskrevet i tilleggsdata for [52]. Read-lengdene trekkes fra en fordeling og brukeren kan velge
mellom beta, eksponensiell, og mixed-gamma fordeling. De reelle nanopore-readene har en
gjennomsnittslengde pa ca 5000 bp og fordelingen av read-lengdene pa disse readene ligner pa
eksponensiell fordeling. For at de simulerte Nanopore-readene skal ligne pé de reelle brukes
eksponensiell fordeling i simuleringen. Den kombinasjonen av parametere som gir en fordeling
av read-lengde mest lik pa fordelingen av de reelle er den forhandsinnstilte kombinasjonen i
sampling.py. Gjennomsnittlig read-lengde pa de simulerte Nanopore-readene er rundt 6800 bp,
som ikke er altfor langt ifra de reelles gjennomsnittlige read-lengde pa 5000 bp.

Ved simulering av nanopore-readene kan antall reads bestemmes av brukeren og dersom se-
kvenseringsdybden gkes vil assembleren ha mer informasjon om sekvensen og assembly kan bli
bedre [44]. DeepSimulator (kun én versjon tilgjengelig) simulerer nanopore-reads fra de kon-
struerte versjonene av utgangspunkt-sekvensen. Antallet reads som simuleres gkes systematisk
fra en sekvenseringsdybde pa 5x og oppover til resultatene slutter & forbedre seg eller endre seg.
Det genereres Nanopore-reads med mye sekvenseringsfeil (0.1 pé skala fra O til 1) for & teste ut
verste mulige tilfellet.
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2.1.3 De reelle dataene

De tidligere nevnte E. coliene som ble identifisert i Mari Hagbg sin masteroppgave ble sekvensert
med Illuminas MiSeq v3 og med Oxford Nanopores MinION. Illumina-readene er én R1-fastq-
fil og én R2-fastq-fil, begge med 194 075 reads i hver. Gjennomsnittslengden pa disse readene
er 255.5 bp og en gjennomsnittlig sekvenseringsdybde vises i likning (3). Merk at dette er for
[llumina-dataene er filtrert og trimmet.

194075 - 2 - 255.5
j ittlig sek i = =19.4
Gjennomsnittlig sekvenseringsdybde 5000 000 + 100 000 9.4x 3)

Nanopore-readene er 338 fastq-filer med ca. 4000 reads i hver, totalt 1 350 595 reads. Den
gjennomsnittlige read-lengden ligger pa rundt 5000 bp. Base-kalleren som ble brukt til & generere
reads fra fast5-filene heter MinKNOWN, og base-kallingen ble utfort pd forhdnd slik at arbeidet
mitt kun har dreid seg om readene og assembleringen. Ikke alle Nanopore-readene brukes til
assemblering, men et utvalg av de 100 000, 10 000, 5 000, 2 500, og 1 000 lengste. I likning (4) er
gjennomsnittlig sekvenseringsdybde basert pa alle readene regnet ut. For utvalgene av de lengste
read-dybdene vil gjennomsnittlig sekvenseringsdybde vere avhengig av gjennomsnittlig read-
lengde og antallet.

1350 595 - 5000

G]CI’II’IOI’DSI’II 1g sekvenseringsayodae 5000 000 + 100 000

=1324.1x “4)

2.1.4 Prosessering av readene fgr assemblering

De reelle parvise Illumina-readene filtreres, trimmes med Trimmomatic og kontaminering fjer-
nes med Bowtie2 fgr assemblering. For at Trimmomatic skal kunne fjerne adapterne som satt pd
fragmentene under sekvensering ma brukeren definere adapterne. Trimmomatic har en samling
av adaptere som kan brukes og ifglge manualen skal adapteren kalt "TruSeq3” brukes for Miseq
v3-reads [61]. Deretter fjerner Trimmomatic readene med for lav kvalitet og trimmer readene
med delvis lav kvalitet. De readene som har mistet partner-readen sin under trimming legges i
en egen fil og defineres som enkle reads under assemblering. De reelle readene er sekvensert fra
en kultur av transkonjugante E. coli av de E. coliene som ble hentet fra tarmen til tvillingene.
Det kan likevel vare rester av menneske-DNA i de sekvenserte prgvene. Derfor mappes readene
mot menneske-DNA for 4 filtrere ut eventuell kontaminering med programvaren Bowtie2. Rea-
dene som ikke mapper tas vare pa videre. Bowtie2 gir ut alignmentet i en sam-fil, og Samtools
konverterer disse til bam-fil og videre til fastg-filer; R1 og R2.

Forlengede Illumina- R1- og R2-reads brukes for & se om assembly blir forbedret, se tabell 2
pa side 17. Ifglge Magoc€ et. al[43] blir assembly bedre dersom overlappende parvise reads
kombineres med FLASH og assembleres i tillegg til de parvise R1- og R2-readene. FLASH har
pa forhand innstilt at overlapp mellom et read-par mé vaere minst 10 bp for at de skal kombineres.
Ifglge manualen skal opsjonen —threads settes til 1 hvis readene skal ligge i samme rekkefolge
som de originale.

Nanopore-readene inneholder mange feil og de ble derfor korrigert og trimmet f@r assemblering.

Programvaren som gjorde dette var assembleren Canu (v1.8), som kan trimme og filtrere uten &
assemblere readene ifglge dokumentasjonen til Canu [62].
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2.2 SPAdes

SPAdes er et assembleringsprogram ment for Illumina- eller lonTorrent-reads fra sekvensering
av smé genomer [63]. Readene blir delt opp i k-merer og en DBG konstrueres med k-merene
som noder og koblinger mellom overlappende noder [32], se figur 2 pé side 11. Bankevich et.
al beskriver at tidligere har ikke parvise reads vert riktig utnyttet under assemblering, men at
SPAdes da den kom i 2012 utnytter parvise reads [32]. Noder overlapper dersom k-1 av suffixen
til en node er lik k-1 av prefixen til en annen node.

SPAdes itererer over ulike k-mer-lengder under assembleringen og p denne méten konstrueres
De-Bruijn-grafene med flere verdier av k kalt "Multisized De Bruijn graphs’[32], pd norsk:
De-Bruijn-grafer med mange stgrrelser. Grunnen til at SPAdes bruker flere verdier av k er at
for smé verdier vil repeterte sekvenser tolkes som (kollapse til) samme sekvens, mens store
verdier vil gjgre det vanskeligere for SPAdes & finne overlapp mellom reads i regioner med lav
sekvenseringsdybde. Nodene blir satt sammen til sammenhengende sekvenser med mél om & fa
sekvensene lengst mulig. De ulike verdiene av k som SPAdes itererer over i denne studien er 21,
33, 55,77, 99, 127 etter anbefalinger fra forfatterne av SPAdes [63]. DBG blir utvidet til lengre
strekker med sammenhengende sekvens som blir en assembly-graf.

SPAdes utfgrer feilkorrigeringer pé input-readene. "BayesHammer” kalles en av disse modulene
som korrigerer feil i [llumina-reads [64] og som er inkludert i SPAdes-pipelinen hvis ikke annet
er spesifisert [63]. En annen modul kalles "MismatchCorrector” og korrigerer for feil samt
insersjoner og delesjoner i contigene og scaffoldene pé slutten av assembleringen [63]. Denne
modulen bruker "Burrows-Wheeler aligner” som mapper korte sekvenser mot assembly med
tolleranse for feil og hull [65]. "MismatchCorrector” er i utgangspunktet ikke inkludert i SPAdes-
pipelinen, men produsentene anbefaler & aktivere den [63]. Den aktiveres ved & spesifisere
opsjonen —careful. SPAdes utfgrer ikke korrektur pa nanopore-reads [63]. MismatchCorrector
er aktiverert ndr SPAdes kjgres i denne studien, dersom ikke MetaSPAdes kjgres.

Det er flere méter & kjgre SPades pa [63]. Assemblering av kun R1- og R2-reads fra Illumina
gjgres av SPAdes-algoritmen, mens dersom Nanopore-reads gis i tillegg kjgres SPAdes sin
algoritme for hybridassemblering kalt HybridSPAdes. Det gér ogsd an & sette SPAdes i meta-
modus og da kalles assemblerings-algoritmen for MetaSPAdes. Input-reads til SPAdes gis i
ulike typer biblioteker [63]. For eksempel gis R1- og R2-reads i et ’parvis bibliotek™, og dersom
enkelte R1 og R2 har mistet par-readen sin under preprosessering gis disse enkle readene i
samme parvise bibliotek og spesifiseres som enkle reads med opsjonen -s. Dersom brukeren
gnsker & gi SPAdes for eksempel Nanopore-reads for & kjgre HybridSPAdes gis disse inn i et eget
type bibliotek kalt "nanopore-bibliotek™ som enkle reads. Dersom brukeren vil assemblere med
ferdig forlengede reads av R1 og R2 satt sammen av programvaren FLASH, kan disse readene
gis i samme bibliotek som R1 og R2 med egen opsjon for denne typen read (opsjonen -m) [63].
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2.2.1 HybridSPAdes

Assemblering av bade korte og lange reads fra samme genom kalles hybridassemblering [40].
SPAdes sin algoritme for hybridassemblering kalles HybridSPAdes og lange reads kan vare
enten Nanopore- eller PacBio-reads gitt til SPAdes i et eget type bibliotek med opsjonen
—nanopore eller —pacbio. HybridSPAdes assemblerer de korte readene forst, og bruker de lange
readene til & tette hull og Igse opp i repeterte omrader [40] [63]. Utviklerne av HybridSPAdes
pastér at hybridassembly med HybridSPAdes blir bra selv med lavt antall lange reads [40].

Forste steg i HybridSPAdes er & kjgre SPAdes pa de korte readene for & konstruere assembly-
grafen [40]. Deretter blir -merer av de lange readene mappet til assembly-grafen. Dersom
minst 8 (forhindsinnstilt verdi) -merer fra én bestemt read mapper til et felles strekke pa
assemblygrafen, mapper denne readen til dette strekket. 7-merene brukes til & lage en graf som
kan sammenlignes med assembly-grafen for & finne omrader som kan kobles sammen. Dersom
det oppstar komplekse omrédder i grafen som ikke er entydig kan de lange readene som stikker ut
pa hver side av dette omradet koble sammen de riktige nodene. Eksempel pd hvordan komplekse
omrader kan oppsté er visualisert veldig forenklet i figur 2 pé side 11. I en stgrre skala vil langt
nok repetert omrade gi komplekse boble-strukturer som SPAdes vil ha problemer med & 1gse opp
i med kun korte reads. Hull i assemblygrafen kan dekkes igjen av de lange readenes konsensuser.
ExSPAnder er en modul i SPAdes som brukes for & sette sammen endene i assemblygrafen.
ExSPAnder sgker etter omradder som kan utvides basert pad antall reads som dekker en slik
utvidelse. Dersom det er flere ender som passer til 4 utvide med stopper ExSPAnder [40].

2.2.2 MetaSPAdes

MetaSPAdes er en annen algoritme fra SPAdes og denne er ment for assemblering av metagenom
[63]. Grunnen til at MetaSPAdes er nevnt her er fordi at assemblering av reads som inneholder
ulike versjoner av shufflonet minner om et metagenom. De reelle E. coli-bakteriene som sekven-
seres og assembleres i denne oppgaven kommer fra samme kultur, altsd antas & vare identiske
E. coli. Men pa grunn av shufflonet som varierer fra bakterie til bakterie vil disse bakteriene
vare identiske forutenom rekkefglgen av innholdet i shufflonet, s& derfor nesten identiske. Det
er derfor interessant & teste ut hvordan MetaSPAdes takler shufflon-readene. MetaSPAdes skal
ogsé kjgres pé de reelle dataene.

MetaSPAdes-algoritmen starter med at SPAdes konstruerer DBG og assembly-graf [53]. Videre
jobber MetaSPAdes med & konstruere lange strekker av sekvenser som er felles for alle artene som
er representert i metagenomet. Nanopore-reads kan gis slik at HybridSPAdes og MetaSPAdes
kjores samtidig, men forfatterne skriver at de ikke kan garantere optimal assemblering [63].
“MismatchCorrector” kan ikke aktiveres ved kjgring av MetaSPAdes.
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2.3 Evaluering av assembly

Etter assemblering er det interessant & finne ut hvor mange av readene som dekker hver posisjon
i hver contig. [llumina-readene brukes for & generere gjennomsnittlig read-dybde for hver contig,
fordi de har mindre sekvenseringsfeil enn Nanopore[27] [19]. Den indeks-baserte read-aligneren
Bowtie2 [56] mapper readene til contiger med “Burrows-Wheeler-metoden". Fgrst lages en
indeks av contig-fila som skal “rapidly narrow the list of candidate alignment locations” [56]
oversatt til norsk: raskt forminske mulige steder pd contigene der reads alignes. Deretter alignes
readene til indeksen og alignmentene utvides til et stgrre alignment. Dette er en rask mate &
aligne pé, og indeksen tar lite plass 4 lagre [56].

Bowtie2 kjgres pd contigene i studien for & evaluere assemblyene. [llumina-readene mappes til
en indeks av assemblyet, og alignmentet lagres i ei sam-fil. SAMtools konverterer filtypen sam
til bam for & komprimere fila og deretter sorterer readene etter hvor de mapper til referansen
(BIN310). Programmet MetaBAT (v0.26.3) har funksjonen ’jgi_summarize_bam_contig_depths”
som brukes til 4 kalkulere dybden av reads pé contigene [66]. Denne funksjonen kjgres pa align-
mentene og genererer read-dybder som brukes til 8 sammenligne assemblyene.

QUAST er et program som kan brukes til 4 evaluere assemblyer bade med eller uten referansese-
kvens [58]. Programmet aligner contigene mot referansesekvensen og resultatet er informasjon
om contigene og informasjon om alignmentet med referansen. QUAST gir ut det som i denne
oppgaven kalles identitet, men som de i artikkelen kaller “genome fraction” [58]. Direkte over-
satt fra artikkelen er genome fraction “’totalt antall baser i contigene som aligner pé referansen,
delt pa lengden av referansen. En base i referansen regnes som alignet dersom minst én contig
har ett alignment til denne basen”. Det stir ogs at repeterte omrader kan bidra til at genome
fraction gker.

MetaQUAST er en utvidelse av QUAST der assembly alignes mot flere referanse-sekvenser, i
utgangspunktet ment for metagenom. Identiteten er fortsatt den samme, men MetaQUAST gir ut
én identitet for hvert alignment (hver referanse-sekvens) og summerer resultatene for assembly
med et gjennomsnitt av alle identitetene.
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3 Resultater

3.1 Assemblering av plasmider med repeterte omrader

For & undersgke hvilke lengder av repetert omrade som skaper utfordringer for assemblering ble
plasmider med repetert omréde av ulike lengder konstruert, og simulerte Illumina-reads fra disse
plasmidene ble assemblert. I fgrste assemblering ble det brukt bdde simulerte feilfrie Illumina-
reads og Illumina-reads med feilrate tilsvarende feilraten til MiSeq-v3-reads (kalles heretter
feil-reads). Utvalgte resultatene fra evalueringen av assemblyene vises i tabell 3 og tabell 4 pa
neste side. Figurene er basert pa resultater fra assemblering av feil-reads. [llumina-readene ble
simulert med dybde 100x. I andre omgang ble ogsd Nanopore-reads fra de samme plasmidene
simulert, og med trinnvis gkende dybde fra 5x og oppover. Deretter ble badde Illumina feil-reads
og Nanopore-readene assemblert sammen til hybridassemblyer. Hybridassemblyene er evaluert
og resultatene vises i tabell 6 pd side 26.

I tillegg ble forlengede reads av de simulerte [llumina feil-readene generert med FLASH og gitt
til SPAdes. Disse forlengede readene ble altsé gitt i tillegg til [llumina feil-readene. Dette ble
kun gjort for resultatene som ga flere enn én contig i tabell 4 og resultatene vises i tabell 5 pé
neste side. Det samme ble ogsé gjort i Hybridassembly med Nanopore-read-dybde pa 15x, med
plasmidet med lengst repetert omrade. Resultatet vises i tabell 7 pa side 27.

3.1.1 Assemblering av Illumina-reads

Resultatene fra assemblering av bade feilfrie reads og feil-reads viser at assembly av plasmid
med repetert omrade med lengde 801 bp eller lengre gir fler enn én contig, lavere identitet enn
98 % og varierende read-dybde. Dette vises i tabell 3, tabell 4 og i figur 8 pa side 25. I tabell
4 er den stgrste gjennomsnittlige read-dybden til plasmid K901 pa 808 som er ca. 10 ganger sé
hgy read-dybde som for plasmidene som ga én contig. Etter & ha undersgkt alle datasettene er
resultatet at én contig per simulering hadde gjennomsnittlig read-dybde pa rundt 810 og hadde
lengde 901 bp.

Plasmidet K701 i tabell 4 har lavere identitet og kortere total assembly-lengde enn plasmidene
med kortere repetert omrdde. Derimot er resultatene fra assemblering av feilfrie reads fra K701
er like resultatene for de plasmidene med kortere repetert omrade; K601 og kortere. Read-
dybden til K701 i tabell 4 er likevel like hgy og assembly ga én contig som de andre plasmidene
med kortere repetert omréade. Forskjell mellom resultatene fra K701 og plasmidene med kortere
repetert omrade vises ogsd i figur 8 og figur 9 pa side 25. I figur 9 synker den rgde linja litt pd
701 bp.

Assemblering med forlengede reads i tillegg til R1- og R2-reads ga like mange eller fler contiger
enn med assemblering av kun R1- og R2-reads. De plasmidene som ble assemblert til flere
contiger ble assemblert med forlengede reads i tillegg til R1- og R2-readene. Resultatet av
evalueringene vises i tabell 5 og utenom antall contiger er resultatene ganske like de i tabell 4.

De fleste resultatene av assemblering av feilfrie reads har hgyere identitet og read-dybde enn
feil-readene. Dette vises i tabellene 3 og 4.
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Tabell 3: Gjennomsnittlige resultater fra assemblering av feilfrie reads som er simulert 10 ganger fra
plasmid-sekvenser med gkende lengde pa konstruert repetert omride. Referanse viser til
utgangspunkt-sekvensen uten konstruert repetert omrade. Disse readene ble simulert med se-
kvenseringsdybde 100x og den totale lengden pa utgangspunkt-plasmidet er 91109bp. Identitet
er prosent baser i sekvensen som de assemblerte readene er simulert fra, som er alignet av
assembly. Gj. snitt read-dybde er gjennomsnittlig antall [llumina-reads som dekker én posisjon
i assembly. Dersom alle contigene sorteres etter lengde og legges etter hverandre pa én rekke
vil lengden av den korteste contigen i midten av denne rekka vare N50. Cellene som er farget

med r@d er de som viser flere enn én contig.

Referanse =~ K201 K601 K701 K801 K901

Identitet (%) 99.98 100.00 99.99 99.99 97.84 93.58

Antall contiger 1 1 1 1 4 12

Minste gj. snitt read-dybde 99 99 100 100 3 74
Stgrste gj. snitt read-dybde 99 99 100 100 106 1000
Total assembly-lengde (bp) 91089 91107 91100 91101 89485 85516
Korteste contig (bp) 91089 91107 91100 91101 251 549
Lengste contig (bp) 91089 91107 91100 91101 56350 18482

N50 (bp) 91098 91107 91100 91101 16442 5547

Tabell 4: Resultater fra assemblering av reads med normal feilrate. Tabellen viser gjennomsnittsverdier
fra 10 simuleringer for hvert plasmid. Detaljer om tabellen stér i tabellteksten til tabell 3.

Referanse K201 K601 K701 K801 K901

Identitet (%) 99.96 99.98 99.97 99.56 9730 93.56

Antall contiger 1 1 1 1 5 12

Minste gj. snitt read-dybde 82 82 82 82 47 69
Stgrste gj. snitt read-dybde 82 82 82 82 86 808
Total assembly-lengde (bp) 91095 91096 91098 90725 88801 85511
Korteste contig (bp) 91095 91096 91098 90725 908 549
Lengste contig (bp) 91095 91096 91098 90725 46871 18482

N50 (bp) 91095 91096 91098 90725 12700 5547

Tabell 5: Viser gjennomsnittlige resultater fra assemblering av Illumina-reads og forlengede Illumina-
reads. Kun de tre plasmid-variantene med repetert omrade pa 801-1001 bp er tatt med, fordi
det var de som resulterte i flere contiger. De forlengede readene ble gitt i eget bibliotek som

enkelt-reads. Detaljer som tabellen stér i tabellteksten til tabell 3.

K801 + flash K901 + flash K1001 + flash

Identitet (%) 97.29 93.59

Antall contiger 6 12

Minste gj. snitt read-dybde 47 69
Stgrste gj. snitt read-dybde 86 808
Total assembly-lengde (bp) 89482 85511
Korteste contig (bp) 908 549
Lengste contig (bp) 44786 18482

N50 (bp) 12929 5547

92.56
12

68
821
84623
914
15703
6000
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Antall contiger og ldentitet plottet mot plasmid—-utgavene
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Figur 8: Identitet (%) og antall contiger fra assemblering av alle plasmid-utgavene fra referanse til
K1001 vist pd y-aksen som 0-1001. Verdiene er gjennomsnittlige fra 10 simuleringer av hver

plasmid-utgave.
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Figur 9: Total lengde pa assembly, korteste og lengste contig og N50 fra alle plasmidene med gkende
lengde pa repetert omrdde langs x-aksen. P4 K407 ble 1 av de 10 datasettene assemblert til to
contiger. Den ene contigen hadde samme lengde som de andre contigene i de 9 andre datasettene,
mens den andre var kort pa 450 bp og hadde read-dybde 0.
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3.1.2 Hybridassemblering av Illumina- og Nanopore-reads

Resultatene i tabell 6 viser gjennomsnittsverdier fra hybridassemblering av referansen og de
plasmidene som ga flere enn én contig ved assemblering av kun Illumina-reads vist i tabell 4
pé side 24. [llumina-readene ble simulert med dybde 100x, mens Nanopore-readene er simulert
med systematisk gkende dybde fra 5x. HybridSPAdes assemblerte ogsd Nanopore-reads med
dybde opp til og med 200x, men resultatene forble som ved dybde 15x.

Tabell 6: Gjennomsnittlige resultater fra 10 simulerte hybridassemblyer av plasmidene; Referanse, 801,
901 og 1001. Referanse er plasmid uten konstruert repetert omrédde. Dybden av Illumina-
reads var 100, og dybden av Nanopore-reads er 5, 10 og 15x. Identitet er prosent baser i
sekvensen som de assemblerte readene er simulert fra, som er alignet av assembly. Read-
dybde er gjennomsnittlig antall Illumina-reads som dekker én posisjon i assembly. Dersom alle
contigene sorteres etter lengde og legges etter hverandre pé én rekke vil lengden av den korteste
contigen i midten av denne rekka vare N50. De rgde cellene skal indikere at assembly har flere
enn én contig.

Referanse K801 K901 K1001

Nanopore-read-dybde 5

Identitet (%) 9996 99.85 9998 99.57
Antall contiger 1 1.40 1.60 1.50
Minste gj. snitt read-dybde 82 81 80 82
Stgrste gj. snitt read-dybde 82 82 82 82
Total assembly-lengde (bp) 91095 91676 92085 91298
Korteste contig (bp) 91095 65389 65151 65732
Lengste contig (bp) 91095 81435 77989 77894
N50 (bp) 91095 73412 68570 71165
Nanopore-read-dybde 10

Identitet (%) 99.96 99.73 99.99 99.57
Antall contiger 1 1.60 1 1
Minste gj. snitt read-dybde 82 78 81 82
Stgrste gj. snitt read-dybde 82 82 81 82
Total assembly-lengde (bp) 91095 91635 92010 91235
Korteste contig (bp) 91095 82820 92010 91235
Lengste contig (bp) 91095 85378 92010 91235
N50 (bp) 91095 83630 92010 91235
Nanopore-read-dybde 15

Identitet (%) 0998 99.99 9998  99.57
Antall contiger 1 1 1 1
Minste gj. snitt read-dybde 82 81 81 82
Stgrste gj. snitt read-dybde 82 81 81 82
Total assembly-lengde (bp) 91100 91911 92010 91235
Korteste contig (bp) 910100 91911 92010 91235
Lengste contig (bp) 91100 91911 92010 91235
N50 (bp) 91100 91911 92010 91235

26



RESULTATER

Hybridassembly med forlengede Illumina-reads ga flere contiger enn med kun Illumina- og
Nanopore-reads ved dybde 15x. Kun plasmidet med repetert omrade pa 1001 bp ble assemblert
med HybridSPAdes og med forlengede Illumina-reads generert fra FLASH. Gjennomsnittsre-
sultater fra denne assembleringen vises i tabell 7.

Tabell 7: Gjennomsnitt-resultat av hybridassembly for plasmid-utgaven K1001 med Nanopore-reads
med dybde 15x og med forlengede Illumina-reads generert av flash. De forlengede readene ble
gitt i et eget bibliotek som enkelt-reads.

Hybridassembly av K1001 + flash

Identitet (%) 99.00

Antall contiger 2

Minste gj. snitt read-dybde 82
Stgrste gj. snitt read-dybde 84
Total assembly-lengde (bp) 90598
Korteste contig (bp) 49213
Lengste contig (bp) 68065

N50 (bp) 59122
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3.2 Assemblering av plasmider med ulike shufflon-varianter

For & undersgke assembleringen av reads fra plasmider med hver sin utgave av shufflonet ble
slike plasmider konstruert. 5 plasmider med 5 ulike shuffloner i ble konstruert og simulerte
reads fra disse plasmidene ble assemblert. I tillegg ble 5 identiske plasmider brukt som re-
feranse. Shufflon-sekvensen er fra Incll-plasmidet R64 som bestir av 7 ulike deler som for
hver versjon av shuffloner har ny rekkefglge, se avsnitt 1.1 pa side 8 for mer beskrivelse. I av-
snitt 3.2.1 beskrives resultatene fra assemblering av [llumina-reads og i avsnitt 3.2.2 pé side 31
beskrives hybridassembly med bade Nanopore-reads og Illumina-reads. Fordi plasmidene med
shufflon-variantene minner om metagenom kjgres i tillegg MetaSPAdes, ogsd samtidig som
HybridSPAdes. Verdiene i resultatene er produsert med Bowtie2 og MetaQUAST.

Deter ogsé generert forlengede reads av de overlappende parvise [llumina-readene. De forlengede
Illumina-readene ble gitt i tillegg til R1- og R2-readene. I manualen til SPAdes star det at
forlengede reads skal gis med opsjonen -m, men det ble prgvd ut flere méter.

3.2.1 Assemblering av [llumina-reads

I tabell 8 pd neste side vises gjennomsnittlige resultater fra assemblering av plasmidene med
SPAdes og MetaSPAdes. I tabell 9 pa neste side vises gjennomsnittlige resultater fra assemblering
med de forlengede readene i tillegg til R1 og R2. Gjennomsnittlig read-dybde og contig-lengde
for hver contig vises i figur 10 pa side 30.

Figur 10 viser at MetaSPAdes ga lengre korte contiger med lavere read-dybde enn SPAdes
ved assemblering av simulerte [llumina-reads fra plasmidene med ulike versjoner av shuffionet.
Ifglge tabell 8 gir MetaSPAdes flere og kortere contiger enn SPAdes, og det er stor forskjell
mellom N50-verdiene, der SPAdes ga mye lengre N50-contig. Men fgrste vindu i figur 10 viser
at mange av de korte contigene fra MetaSPAdes har read-dybde 0, at ingen Illumina-reads
mapper til disse contigene. Forutenom disse contigene med read-dybde O har flere av de korte
contigene fra MetaSPAdes lengde narmere lengden av shufflonet.

Resultatene i figur 10 viser at assemblyene fra alle assemblerne utenom MetaSPAdes ga contiger
pa lengde med plasmidet, med eller uten shufflonet. De lange contigene fra MetaSPAdes har
lengder som spenner fra 15 000 til ca. 75 000. Likevel er den gjennomsnittlige identiteten til
assemblyene fra MetaSPAdes hgyest.

Contigene med read-dybde over 0 ble sammenlignet med sekvensen av shufflonet som ble brukt
til & konstruere shufflon-variantene. Den web-baserte Blast-sgkeren pd NCBI sine nettsider
gjorde sammenligningen. Resultatet for SPAdes’ contiger av kun R1- og R2-reads var at de
korte contigene bestod av deler av shufflonet, mens de lange contigene inneholdt deler av
shufflonet. Resultatet for MetaSPAdes’ contiger var ogsa at de korte contigene bestod av deler
av shufflonet og én av contigene per simulering var lengre enn shufflonet og inneholdt hele
shufflon-sekvensen. De lange contigene inneholdt ikke deler av shufflonet og lengste contig er
kortere for MetaSPAdes enn SPAdes i tabell 8.
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Det er sma forskjeller mellom assemblyer der forlengede reads blir gitt i samme bibliotek som
R1- og R2-reads og de forlengede readene blir gitt i eget bibliotek. Tabell 9 viser resultater
fra assemblering av simulerte I[llumina-reads og forlengede Illumina-reads fra 5 plasmider med
hvert sitt shufflon. Resultatene fra assemblering der de forlengede readene ble gitt med enten
-m (merged) eller -s (single) i samme par-bibliotek som R1- og R2-readene er helt like. Der
de forlengede readene ble gitt i et eget par-bibliotek som enkle reads (-s) ble resultatet litt
annerledes. Men av 10 simuleringer var det 2/10 fra assemblering av forlengede reads i eget
par-bibliotek som var annerledes enn forlengede reads i samme par-bibliotek som R1 og R2.

Read-dybden ligger pd maksimalt 400 og minimum 0. Figur 10 viser at de lange contigene har
read-dybde pé rundt 400, og at de korteste contigene fra MetaSPAdes har read-dybde O.

Tabell 8: Gjennomsnittlige resultater fra assemblering av kun Illumina-reads fra 5 plasmider. Referanse
S er SPAdes p& R1- og R2-reads fra fem identiske plasmider, Shuffloner S betyr SPAdes og
Shuffloner M betyr MetaSPAdes pa de 5 plasmidene med ulike shuffion-utgaver. Identitet er
prosent i sekvensen som de assemblerte readene er simulert fra, som er alignet av assembly.
Identiteten som vises i tabellen er gjennomsnittlig identitet fra alle gjennomsnittlige identitene
fra hver aligning mellom assembly og de 5 plasmid-sekvensene med MetaQUAST. Gjennom-
snittlig read-dybde er gjennomsnittlig antall [llumina-reads som dekker én posisjon i assembly.
Dersom alle contigene sorteres etter lengde og legges etter hverandre pa én rekke vil lengden av
den korteste contigen i midten av denne rekka vaere N50. Skriftfargene samsvarer med fargene
i figur 10 pé neste side

Referanse S Shuffloner M
Identitet (%) 98.32 93.86 99.36
Antall contiger 1 3 12
Minste gj.snitt read-dybde 401 249 0
Stgrste gj.snitt read-dybde 401 409 412
Total assembly-lengde (bp) 91361 91475 96305
Korteste contig (bp) 91361 2421 56
Lengste contig (bp) 91361 79512 74033
N50 91361 18678 684

Tabell 9: Gjennomsnittlige resultater fra assemblering av Illumina-reads fra shufflon-variantene med
forlengede reads av disse gitt pa ulike méter til SPAdes. -m eller -s viser til om de forlengede
readene ble gitt som henholdsvis merged/forlengede reads eller single/enkle reads. Samme bib
vil si samme bibliotek som R1- og R2-readene ble gitt i, og eget bib vil si at de forlengede
readene ble gitt i et annet bibliotek enn R1 og R2.

-m samme bib -s samme bib -s eget bib

Identitet (%) 92.70 92.70 96.05

Antall contiger 3 3 3

Minste gj. snitt read-dybde 229 229 195
Stgrste gj. snitt read-dybde 409 409 409
Total assembly-lengde (bp) 91475 91475 91500
Korteste contig (bp) 2411 2411 931
Lengste contig (bp) 78109 78109 82541

N50 (bp) 20091 20091 17164
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Ulike assembleringer av lllumina-reads fra shufflon—data
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Figur 10: Hvert punkt i figuren er én contig og figuren viser resultat fra ulike typer assembly av [llumina
reads fra de fem plasmidene med ulike varianter av shufflonet. De grgnne punktene er contiger
fra assemblering av SPAdes, de bla fra SPAdes med forlengede reads som ble gitt i et eget
bibliotek, se tabell 9 pd side 29. De rgde punktene fra MetaSPAdes. For hver assemblering er
like resultater gruppert, og ett resultat fra hver gruppe er vist i plottet. Det er 2-3 grupper i disse
dataene. De gré vertikale linjene viser henholdsvis lengdene i basepar for shufflonet i det fgrste
vindu, og utgangspunkt-plasmidet uten shufflon og utgangspunkt-plasmidet med shuffion i det
andre vindu av figuren. I vinduet med de lange contigene er alle punktene med alle fargene
nesten oppd hverandre utenom det siste punktet der det ikke er et rgdt punkt. Resultatene fra
assemblering av plasmidene med ulike varianter av shufflonet gir korte contiger ikke lengre
enn 2000 bp og lange contiger pd 15 000 bp til 92 000 bp.
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3.2.2 Hybridassemblering av Illumina- og Nanopore-reads

Béde simulerte Illumina-reads med dybde 100x og Nanopore-reads med gkende dybde ble
assemblert med HybridSPAdes til et hybridassembly og resultatene vises i tabell 10. Det ble
ogsa assemblert med Nanopore-read-dybde 100x, men det assembly ga samme resultater som
ved 20x. Nanopore-readene kan ogsa filtreres og trimmes fgr assemblering, og det ble gjort et
forsgk med assembleren Canu, men som ikke utgjorde forskjell for assembly av plasmidene med
ulike utgaver av shufflonet. Dette resultatet er ikke tatt med.

Hybridassembly med HybridSPAdes bestar av lange contiger med lengde som plasmidet, men
ellers gir ikke hybridassembly bedre assembly enn SPAdes pd kun Illumina-reads. Figur 11
pa neste side viser at hybridassembly gir lange contiger pd lengde med plasmid-sekvensen
bade med og uten shufflon. Sammenlignet de bld punktene i figur 11 med de grgnne og bl
punktene i figur 10 pé side 30 er assembly veldig likt. De korte contigene ble sammenlignet med
shufflon-sekvensen med BLAST og de besto av kun deler av shufflonet.

Tabell 10: Gjennomsnittlige resultater fra hybridassembly med HybridSPAdes. 5x, 10x, 15x, og 20x er
read-dybdene for Nanopore-readene som ble simulert. Illumina-readene ble simulert med en
dybde pa 100x som tidligere. Identitet er prosent baser i sekvensen som de assemblerte readene
er simulert fra, som er alignet av assembly. Gjennomsnittlig read-dybde er gjennomsnittlig
antall [llumina-reads som dekker én posisjon i assembly. Dersom alle contigene sorteres etter
lengde og legges etter hverandre pé én rekke vil lengden av den korteste contigen i midten av
denne rekka vaere N50.

5x 10x 15x 20x
Identitet (%) 99.45 9938 99.38 99.48
Antall contiger 3.10 290 290  2.80

Minste gj. snitt read-dybde 148 161 161 179

Stgrste gj. snitt read-dybde 408 407 407 407
Total assembly-lengde (bp) 91669 91644 91644 91632
Korteste contig (bp) 18730 18842 18842 27817
Lengste contig (bp) 90063 90111 90112 90262
N50 (bp) 23560 28041 28041 32604

Tabell 11: Den fgrste kolonnen med resultater er fra hybridassembly metagenom-modus med dybde
pa Nanopore-readene pa 5x. Det ble ogsa forsgkt med dybde pad Nanopore-readene pa 20x,
100x og 200x, men resultatene var de samme som ved 5x. De to siste kolonnene er fra
hybridassembly med forlengede reads gitt i samme bibliotek som R1 og R2, eller i eget
bibliotek som enkelt-reads.

Meta 5x  Samme -m Eget bib -s

Identitet (%) 99.53 99.48 99.48

Antall contiger 12.4 2.90 2.90

Minste gj. snitt read-dybde 0 141 141
Stgrste gj. snitt read-dybde 409 407 407
Total assembly-lengde (bp) 97546 91627 91627
Minste contig (bp) 128 18676 18676

Stgrste contig (bp) 89166 90206 90206

N50 (bp) 404 28005 28005
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Hybridassembly og Hybridassembly med MetaSPAdes
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Figur 11: Figuren viser resultater fra to typer assembly. De grgnne punktene er contiger fra HybridS-
PAdes pa Illumina- og Nanopore-reads. De rgde punktene er contiger fra hybridassembly i
metagenom-modus, altsd HybridSPAdes og MetaSPAdes samtidig. Dybden av Nanopore-reads
er 20x i begge assemblyene. De tre gra, vertikale linjene indikerer henholdsvis shufflon-lengde,
plasmid-lengde uten shufflon og plasmid-lengde med shufflon.

Figur 11 viser at enkelte korte contiger fra MetaSPAdes sammen med HybridSPAdes var lengre
og nermere lengden av shufflonet enn contiger fra kun HybridSPAdes. De korte contigene har
veldig varierende lengde bdde kortere og lengre enn shufflonet, men enkelte er omtrent like lange
som shufflonet. De korte contigene er sammenlignet med shufflon-sekvensen. Sammenligningen
viser at de contigene som er litt lengder enn shufflonet inneholder hele shufflon-sekvensen,
mens de som er kortere inneholder kun deler av shufflonet. Det er kun 1 eller 2 contiger
som er lengre enn shufflon-lengden per simulering. Shufflon-sekvensen de ble sammenlignet
med er sekvensen som ble brukt til & konstruere shufflon-sekvensene inn i plasmid-sekvensen.
Resultatene fra HybridSPAdes med MetaSPAdes i figur 11 viser at de korte contigene, utenom
de med read-dybde 0, for det meste er neermere lengden av shufflonet enn for kun HybridSPAdes.

I de to siste kolonnene i tabell 11 pa side 31 vises resultatene fra hybridassembly med forlengede
[lumina-reads gitt pd to mater. Resultatene fra disse to matene er identiske, og de er samtidig
veldig like resultatene i tabell 10 pa side 31. N50 er lavere for assembly med de forlengede
readene.
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3.3 Assemblering av reelle data

RESULTATER

De reelle dataene er reads sekvensert fra en prgve fra en kultur av E. coli. Fordi dette er
reelle data som ikke er simulert kan vi ikke vere helt sikre pd innholdet i genomene som har
brukt til & generere readene. Disse readene assembleres pa flere mater med SPAdes, Hybrid-
og MetaSPAdes. De reelle Illumina-readene filtreres og trimmes fgr assemblering, og denne
prosessen kan gjgre at par-readene mister partneren sin og blir enkelt-read. Nanopore-readene
kan ogsé filtreres og trimmes fgr assemblering. Resultatene fra de ulike assembliene av Illumina-
reads er beskrevet i avsnitt 3.3.1 og ulike hybridassemblyer av Illumina- og Nanopore-reads er

beskrevet i avsnitt 3.3.2 pd side 35.

3.3.1 Assemblering av reelle Illumina-reads

Alle figurene er basert pa tabellene 12 og 13 i vedlegg
i avsnitt 7 pd side 58. Figur 12 viser at antall reads for
og etter mapping er likt, som betyr at ingen av Illumina-
readene mappet til menneske-genomet. Antall reads er
mindre etter korrigering. Figur 13 viser at antall contiger
fra assemblering med forlengede reads gker mye fra ra til
prosesserte [llumina-reads, mens assemblering med R1 og
R2 ikke gkte like mye. MetaSPAdes var den eneste som
assemblerte til ferre contiger for prosesserte reads.

Figur 14 pa neste side viser at lengste contig og N50 stort
sett sank fra rd til prosesserte reads. Lengden pé lengste
contig faller betydelig for assemblyene av de forlengede
readene, men forblir pd samme verdi med MetaSPAdes
og blir faktisk lengre med SPAdes pa kun R1 og R2. N50
sank veldig for assembly med forlengede reads, men ikke
like mye for assemblering av kun R1 og R2 med SPAdes
og MetaSPAdes. Antall contiger lengre enn 500 bp ble
undersgkt for & finne ut om det fantes mange contiger
med samme lengde. Hgyeste forekomsten av contiger av
samme lengde av de som var lengre enn 500 bp var 2.

Antall lllumina-reads
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Figur 12: Antall Illumina-reads fgr

prosessering, etter mapping
mot menneske-genomet og
etter prosessering. Rgde
punkter er antall R1- og
R2-reads, bld punkter er
antall  forlengede reads
kombinert av FLASH. Det
ene grgnne punktet viser
antall parvise-reads som
mistet partneren sin under
prosessering.

Antall contiger fra assemblering av reelle reads
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Figur 13: Antall contiger fra alle assemblyene av reelle Illumina-reads. Grgnne punkter er fra SPAdes pa
R1-og R2-readene. B1a og gule punkter er SPAdes pa R1 og R2 med forlengede reads i tillegg,
gitt pé to ulike mater (enkelt-read-opsjonen eller “merged”-read-opsjonen). De rgde punktene

er MetaSPAdes pa R1 og R2.
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Lengste contig og N50
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Figur 14: @verste fire linjene er lengde pa lengste contig, mens nederste fire linjene er N50 for assem-
blyene av de reelle Illumina-readene fgr de ble prosessert (rd) og etter. Verdiene er basert pé
vedlegg tabell 12 pa side 58 og tabell 13 péa side 58.
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3.3.2 Hybridassemblering av reelle Illumina- og Nanopore-reads

Det totale antallet Nanopore-reads er 1 350 595 og av disse ble det valgt ut de 100 000, 10 000,
5000, 2500 og 1000 lengste til assemblering. Hybridassemblyer ble gjort i tre deler, kalt A, B
og C. I del A ble alle utvalgene av de lengste Nanopore-readene assemblert med béde ra og
prosesserte Illumina-reads. I del B assemblerte HybridSPAdes med MetaSPAdes de 100 000,
10 000 og 5 000 lengste Nanopore-readene med bade rd og prosesserte [llumina-reads. I del C
ble de 5 000 lengste Nanopore-readene trimmet og korrigert med Canu, og assemblert med flere
assemblere sammen med béde ra og prosesserte Illumina-reads.

Resultater felles for alle delene er at pd det meste hadde to contiger over 500 bp samme lengde
i hybridassemblyene. Det ble gjort en opptelling av antall contiger med samme lengde i alle
hybridassemblyene, men det er kun én contig av hver lengde i alle assemblyene. Et utvalg av
de korte contigene fra alle assemblyene ble alignet med shufflon-sekvensen som ble brukt ved
simulering, og enkelte contiger inneholdt deler av shufflonet, men ingen av contigene besto av
hele denne shufflon-sekvensen. Alle plottene i alle delene viser at ingen contiger hadde samme
lengde som shufflonet som ble brukt til simulering. Ingen contiger hadde samme lengde som
plasmidet pa 91109 bp eller kromosomet péa rundt 5 000 000 bp heller.

Del A 1000 - 100 000 lengste Nanopore-readene

Figur 15 viser at antall contiger er ferrest i assembly med de 5000 og 10 000 lengste Nanopore-
readene og rd Illumina-reads. Hybridassembly med de prosesserte Illumina-readene ga ferrest
contiger sammen med de 5000 lengste Nanopore-readene.

Figur 17 pé side 37 viser at giennomsnittlig read-dybde er hgyere for assembly av kun [llumina-
reads enn hybridassembly av de 5000 lengste ra Nanopore-readene.

Antall contiger fra hybridassemblyer av ulik mengde Nanopore-reads
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Figur 15: Antall contiger fra hybridassembly med henholdsvis 100 000, 10 000, 5000, 2500 og 1000
av de lengste Nanopore-readene. P betyr prosesserte og f betyr for preprosessering. Plottet er
basert pa verdier fra tabell 14 pa side 59 og tabell 15 pa side 59.
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Hybridassembly med ra og prosesserte lllumina-reads
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Figur 16: Hvert punkt er en contig plottet med gjennomsnittlig read-dybde mot contig-lengde. @verste
rekke med plott er for rd og nederste rekke for prosesserte Illumina-reads brukt i hybridas-
sembly med forskjellig antall av de lengste Nanopore-redaene indikert med hver sin farge.
Gjennomsnittlig read-dybde er antall Illumina-reads som i gjennomsnitt dekker én posisjon pa
hver contig. Fullstendig oversikt over verdiene som er brukt til & lage plottet finnes i tilleggsdata
tabell 16 pa side 60, tabell 17 pa side 61 og tabell 18 pa side 62. Det er kun disse vinduene
som vises av resultatene, fordi det blir for uoversiktelig & vise alle contigene.
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Read—-dybder fra assembly og hybridassembly
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Gjennomsnittlige read-dybder fra bdde assembly av kun [llumina-reads og hybridassembly med
de 5000 lengste rd Nanopore-readene. Boksplottene viser en stgrst spredning i gjennomsnittlig

read-dybde for assembly av kun Illumina-reads.
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Del B MetaSPAdes samtidig som HybridSPAdes pa 5000 - 100 000 Nanopore-reads

Assemblyer av de 100 000, 10 000 og 5000 lengste Antall contiger fra hybridassembly

Nanopore-readene er ogsa gjort med HybridSPAdes sam- ©

tidig som MetaSPAdes. Resultatene fra disse assemblyene 5 | f

vises i figur 18 og figur 19. Utfyllende verdier for assem- & " | f

bly kan finnes i tilleggsdata; tabell 16 pd side 60, tabell 17§ g 1P p

pa side 61 og tabell 18 pa side 62. < |f P
Figur 18 sammenlignet med figur 15 pa side 35 viser at 100|000 10 ;00 50|00

MetaSPAdes med HybridSPAdes gir stort sett ferre conti-
ger enn med kun HybridSPAdes. Unntaket er rd [llumina- Figur 18: Resultater fra hybridassem-

read og 5000 lengste Nanopore-readene med Meta/Hy- bly i meta-modus av rd (f)
bridSPAdes som gir over 70 contiger samme som med og prosesserte (p) Illumina-
assembly med kun HybridSPAdes. Ulikt resultatene i fi- reads med ulik mengde av de
gur 15 var det assembly med prosesserte Illumina-reads lengste  Nanopore-readene.

Utfyllende verdier for as-
sembly kan finnes i tilleggs-
data; tabell 16 pa side 60, ta-
bell 17 pd side 61 og tabell 18
pa side 62.

og mengdene 10 000 og 5000 lengste Nanopore-reads som
ga feerrest contiger.

Contiger fra hybridassembly i meta—modus
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Figur 19: Hvert punkt er en contig med gjennomsnittlig read-dybde plottet mot contig-lengde. @verste
rekke med plott er for rd og nederste rekke for prosesserte Illumina-reads brukt i hybridas-
sembly med forskjellig antall av de lengste Nanopore-redaene indikert med hver sin farge.
Gjennomsnittlig read-dybde er antall Illumina-reads som i gjennomsnitt dekker én posisjon pa
hver contig. Fullstendig oversikt over verdiene som er brukt til & lage plottet finnes i tilleggsdata
tabell 16 pé side 60, tabell 17 pé side 61 og tabell 18 pa side 62.
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Del C Korrigerte 5000 lengste Nanopore-reads

De 5000 lengste Nanopore-readene ble korrigert og trim-
met med Canu, og forskjell i antall reads fgr og etter vises
i figur 20. Resultatene fra assemblering av de korrigerte
og trimmede Nanopore-readene vises figur 22 og figur 23
pa neste side.

Figur 21 viser at korrigerte lengste 5000 Nanopore-
reads og korrigerte Illumina-reads ga ferrest contiger
med HybridSPAdes samtidig med MetaSPAdes. Korri-
gerte Nanopore-reads ga ikke bedre assemblyer fra andre
assemblere, enn Hybrid/MetaSPAdes.
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Figur 20: Antall Nanopore-reads fgr
og etter prosessering.

Antall contiger hybridassembly av korrigerte 5000 lengste Nanopore-readene
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Figur 21: Antall contiger for rd og prosesserte Illumina-reads i hybridassemblyer med korrigerte 5000

lengste Nanopore-readene.
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Figur 22: Hvert punkt er en contig plottet med gjennomsnittlig read-dybde mot contig-lengde. @verste
rekke med plott er for ra og nederste rekke for prosesserte Illumina-reads brukt i hybridassembly
med korrigert eller rd Nanopore-reads. R& Nanopore-reads er de 5000 lengste, og de korrigerte
er de samme men korrigert med Canu. Gjennomsnittlig read-dybde er antall Illumina-reads
som i gjennomsnitt dekker €n posisjon pa hver contig. Fullstendig oversikt over verdiene som
er brukt til & lage plottet finnes i tilleggsdata tabell 19 pa side 63 og tabell 20 pa side 63.
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Hybrid/Metaassembly med korrigerte Nanopore-reads
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Figur 23: Hvert punkt er en contig plottet med gjennomsnittlig read-dybde mot contig-lengde. Dette er
resultater fra HybridSPAdes og MetaSPAdes kjgrt samtidig. @verste rekke med plott er for r og
nederste rekke for prosesserte Illumina-reads brukt i hybrid/metaassembly med korrigert eller
rd Nanopore-reads. R4 Nanopore-reads er de 5000 lengste, og de korrigerte er de samme men
korrigert med Canu. Gjennomsnittlig read-dybde er antall [llumina-reads som i gjennomsnitt
dekker én posisjon pa hver contig. Fullstendig oversikt over verdiene som er brukt til & lage
plottet finnes i tilleggsdata tabell 19 pé side 63 ogtabell 20 pa side 63.
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4 Diskusjon

4.1 Assemblering av plasmidene med repetert sekvens
4.1.1 Assemblering av Illumina-reads

[llumina MiSeq v3-reads som er simulert fra et plasmid med repetert omréde vil vaere utfordrende
a assemblere dersom det repeterte omradet er lengre enn fragmentlengde.

Ufullstendige assemblyer fra plasmider med RO lengre enn 701 bp og gjennomsnittlig frag-
mentlengde for de simulerte readene pa 750 bp gir grunn til & bekrefte at RO lengre enn frag-
mentlengde gir utfordringer for assemblering. Fragmentlengde er lengden pé fragmentet som et
R1- og R2-par er sekvensert fra. Under simulering av Illumina-readene ble fragmentlengden satt
til 750 bp. Ifelge Salzberg et. al [37] vil RO lengre enn fragmentlengden gi hull i assembly og
dette stemmer med resultatene i denne oppgaven. Med read-lengde 250 bp gir RO pé 701 bp og
kortere gir én contig, mens RO pé 801 bp og lengre gir flere contiger. Med en fragmentlengde
pa 750 bp, som er midt mellom 701 bp og 801 bp, er det grunn til 4 tro at fragmentlengden er
avgjgrende for assembly av RO. SPAdes utnytter da at hvert par av de parvise readene har en gitt
avstand mellom hverandre og at enkelte par-reads overlapper hverandre delvis. Ifglge forfatterne
av FLASH-programvaren er det nettopp dette FLASH skal hjelpe assembleren med & utnytte
[43], men dersom assembleren gjor dette selv vil ikke forlengede reads fra FLASH tilfgre ny
informasjon til assembleren.

Assembly blir ikke bedre med forlengede reads, fordi de ikke gir ny informasjon til assembleren.
Forfatterne i [43] skriver at forlengede reads fra FLASH bidro til bedre assembly, med lengre
N50. Resultatene i tabell 5 pa side 24 viser at N50 blir hgyere for K801, men antall contiger
gker sammenlignet med tabell 4 pd side 24. Resultatene fra K90I er veldig like som uten
forlengede reads. I begge tilfellene kan det sies at assembly ikke blir forbedret med forlengede
reads. Grunnen til det kan vere at FLASH kombinerer reads som SPAdes hadde kommet til
a gjgre uansett, sinn som tidligere beskrevet i forrige avsnitt. De forlengede readene blir gitt
i tillegg til de parvise, men de forlengede readene vil ikke gi ny informasjon til assembleren.
Dersom assembly gir flere contiger eller lavere identitet kan grunnen vere at FLASH gjor feil
ved skjgting av readene. Dette er mulig, fordi FLASH har en feilrate pé litt under 1 % [43].

Grunnen til at Magoc¢ hevder at skjgting av overlappende reads foér assemblering har effekt kan
vere fordi FLASH ble utviklet for assemblere begynte & utnytte parvise reads. Ifglge Bankevich
et. al [32] manglet deti 2012 assemblere som utnyttet parvise reads riktig. FLASH-programvaren
ble utvikleti 2011 [43]. Derfor er det mulig at FLASH p4 det tidspunktet hadde en positiv effekt
sammen med en assembler som ikke utnyttet de parvise readene riktig. P4 tross av resultatene
nevnt i forrige avsnitt og at SPAdes utnytter parvise reads har dagens versjon av SPAdes en egen
opsjon for input av slike ferdige skjgtede parvise reads [63]. To senere utviklede programmer
[67] [68] som ogsd skjgter sammen parvise reads stdr foreslétt til & generere forlengede reads
som skal gis inn med denne opsjonen [63].

Standardavviket til fragmentlengden kan vare grunnen til at feil-reads fra plasmid K701 gir
assembly med lav identitet og kort total assembly-lengde. ART simulerte bade feilfrie reads og
reads med normal feilrate for MiSeq v3-reads, her kalt feil-reads. Sammenlignet med plasmidene
med kortere RO som ogsé ga én contig fikk K701 lavere identitet og kortere total assembly-
lengde. Readene ble simulert med gjennomsnittlig fragmentlengde 750 bp og standardavvik
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100 bp, og derfor vil fragmentlengden i enkelte simuleringer vare en del lavere enn 701 bp. I
disse simuleringene kan RO pa 701 bp bidra til assembleren gjgr enkelte feil under assemblering
som ikke gjgres med lengre fragmentlengder. Gjennomsnittlig read-dybde er derimot lik som
de plasmidene med kortere RO, som betyr at alle plasmidene med kortere RO enn 750 bp har
like mange Illumina-reads som dekker deres ene contig.

Hgy read-dybde og lavere identitet pd assembly som gir flere contiger kan vare en konsekvens av
RO. Béde tabell 3 og tabell 4 pd side 24 viser at niar RO blir 801 bp eller lengre gir assemblering
flere contiger, og read-dybdene varierer mellom contigene. For eksempel er den gjennomsnittlige
stgrste read-dybden til plasmid med RO pa 901 bp omtrent 10 ganger s hgy som de fleste andre
read-dybdene. I tillegg viser det seg at de contigene med 10 ganger sd hgy gjennomsnittlig
read-dybde har lengde 901 bp. I fglge Phillippy et. al blir read-dybden henholdsvis hgyere og
lavere, dersom identiske reads blir tolka som at de kommer fra ferre eller flere omrédder enn
de gjgr [39]. Dette kan bety at alle de 10 kopiene av RO kollapset til samme contig og derfor
mapper readene fra alle kopienes omréder til denne contigen og ga 10 ganger s hgy read-dybde.
Nar kopiene av RO kollapser til én contig vil identiteten ogsa synke, fordi assembly mangler
disse kopiene.

Mengden feil i [llumina feil-readene kan vare grunnen til lavere read-dybde og identitet i tabell
4 sammenlignet med tabell 3. Feil-readene ble simulert med samme feilrate som reads fra MiSeq
v3 [51]. De fleste av read-dybdene i tabell 3 er oppimot like hgye som den dybden readene ble
simulert med, mens read-dybdene i tabell 4 ligger rundt 82. Alle Illumina-readene ble simulert
med dybde 100x, og den lave read-dybden pa 82 kan komme av at mengden feil i readene som
skaper variasjon mellom sekvensen som reads ble simulert fra og assembly. Dette vises ogsa i
lavere identiteter i tabell 4 enn i tabell 3.

Assemblyer av plasmid med lengde pa RO kortere enn 801 bp gir ikke ngdvendigvis én contig.
Det ene resultatet fra 10 simuleringer fra plasmid K401 ga 2 contiger. Den lengste contigen var
like lang som de contigene i datasettene som ga én contig. Den korteste contigen var ca. 450 bp
med en read-dybde pa 0. En read-dybde pa O vil si at assembleren har konstruert en sekvens fra
k-merer av readene som ikke har samme sekvens som readene.
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4.1.2 Hybridassemblering av Illumina- og Nanopore-reads

Resultatene fra simuleringen viser at repetert omrade som ikke lgses med vanlig assembly kan
lgses med hybridassembly dersom de lange readene har nok dybde.

Hybridassembly med dybde av Nanopore-reads pa 15x Igste opp i assembly som var usammen-
hengende grunnet for langt RO. Nanopore-readene som ble brukt i hybridassembly var simulert
med dybde 5x, 10x, 15x og gkende, og tabell 6 pa side 26 viser at pd dybde 15x gir hybri-
dassembly én contig. Sammenlignet med resultatene i tabell 4 pa side 24 kan det se ut som at
hybridassembly lgste opp de repeterte omrddene. Grunnen til dette kan vaere som beskrevet i
[40] at de lange readene hjelper SPAdes med & skjgte sammen de delene av assembly med kun
korte reads som ikke henger sammen.

Samme som med vanlig assembly ga hybridassembly av forlengede reads ikke forbedret as-
sembly. Resultatene i tabell 7 pa side 27 viser faktisk at assembly fikk lavere identitet og flere
contiger med de forlengede readene. Som diskutert i avsnitt 4.1.1 pé side 41 skulle assembly bli
forbedret ifplge forfatterne av FLASH [43], men resultatene i denne oppgaven viser at de forlen-
gede readene tilfgrer ingen ny informasjon til assembleren. Resultatene i tabell 7 pa side 27 viser
at assembly inneholdt mer feil nar de forlengede readene ble brukt, og dette kan vare grunnet
feilraten til FLASH pa mindre enn 1 % [43].
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4.2 Assemblering av shufflon-variantene

En vellykket assemblering av shufflon-plasmidene kan vere slik som vist i figur 24 og figur 25.
Hver av de korte contigene er én variant av de fem shufflonene og alle de lange contigene er
plasmidet med eller uten shufflon.

Perfekt fordeling av contiger ved assemblering av shufflon—data
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Figur 24: Denne figuren viser hvordan denne typen plott skulle sett ut dersom assemblering av shufflon-
variantene hadde blitt slik som gnsket. Det som er utydelig med denne figuren er at det er
mange contiger korte contiger med samme lengde. Det er én lang contig som er enten 89161
bp eller 91109 bp lang og resten av contigene er like lange som shuffionet og derfor samles i
samme punkt.

_ ) Seks contiger med plasmidet utenom shufflonene i
De fem plasmidene med hver sin utgave av shufflonet én og hvert shufflon i resten, og deres tilhgrende
reads under

Figur 25: Figuren visualiserer assemblering av shufflonene pa en forenklet méte. Til venstre vises data fgr
assemblering, med sekvensene av de 5 plasmidene med hver sin utgave av shufflonet indikert
med egen farge, med tilhgrende reads under. Til hgyre vises assembly og de readene som
utgjorde den delen av assembly (contigen) under. De lengste contigene gverst til hgyre, kan
egentlig sies & vaere én contig med et hull der shufflonet skulle vaert. Men det er viktig & huske
pa at dette er sirkulert DNA slik at det likevel kan vaere én sammenhengende contig.
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4.2.1 Assemblering av Illumina-reads

Assemblering av simulerte Illumina-reads fra shufflon-varianter ga ikke sammenhengende se-
kvenser av alle shufflonene.

Ingen av assemblerne klarte & assemblere plasmidene slik at sekvensene av alle shufflonene ble
sammenhengende slik som vist i figur 24 pa side 44 og figur 25 pé side 44. Figur 10 pé side 30
viser at ingen korte contiger er like lange som shufflonet. Det samme resultatet fikk ogsa Brouwer
et. al [8], der de ogsé assemblerte korte reads, deriblant Illumina-reads fra Incl1-plasmider som
inneholdt ulike utgaver av shufflonet. Forfatterne beskriver at assembly av Illumina-reads ga
contiger med bare deler av shufflonet. Det viser véare resultater ogsd, de fleste korte contigene
bestar av deler av shufflonet.

Likheten mellom plasmidene med ulike shuffloner og et metagenom kan vare arsaken til at
MetaSPAdes kommer godt ut blant assemblerne. Et metagenom er samling av flere genomer,
der enkelte kan vaere nart beslektet med for det meste identisk genom. Sekvensene av de
fem plasmidene med shufflon-varianter er ogsa for det meste identiske utenom shufflonene.
MetaSPAdes ga hgyest identitet, korte contiger med lengde mest lik shufflon-lengden og mest
lik den forventede gjennomsnittlige read-dybden av shufflonene. De fleste korte contigene besto
av deler av shufflonet, men én contig per simulering ble litt lengre enn shufflonet og besto av hel
shufflon-sekvens. Men med én contig med én av de fem shufflon-variantene mangler fortsatt de
fire andre shufflon-variantene. Néar det gjelder de lange contigene kan de to tilsammen utgjgre
hele lengden av plasmid-sekvensen, som nevnti figur 24 pa side 44. Resultatet fra sammenligning
av contigene med shufflon-sekvensen viser at de lange contigene ikke inneholder shufflon, og
det viser at MetaSPAdes klarer & skille mellom plasmid og shufflon bedre enn kun SPAdes.

Forlengede reads forbedret ikke assembly, fordi SPAdes allerede utnytter de overlappende R1-
og R2-readene. Forskjellene mellom resultatene fra assemblering av kun Illumina-reads og
assemblering av forlengede reads av Illumina-reads er liten og resultatene viser ogsa at det er
samme hvordan de forlengede readene blir gitt til SPAdes. Grunnen til at assembly ikke blir
bedre kan vere at de forlengede readene ikke bidrar med ny informasjon til assembleren slik
som nevnt for resultatene i del 1 i avsnitt 4.1.1 pé side 41.

Utifra det som er beskrevet i figur 25 pa side 44 skulle 5 - 100x reads i gjennomsnitt dekke hver
posisjon i contigen(e) som er felles for alle de 5 plasmidene. Dette er fordi sekvenseringsdybden
av [llumina-readene ble satt til 100x under simulering. Resultatene viser at den gjennomsnittlige
stgrste gjennomsnittlige read-dybden er rundt 400. Grunnen til dette kan vare at readene som
simuleres og assembleres inneholder feil, sinn som med de resultatene fra del 1 i avsnitt 3.1 pa
side 23
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4.2.2 Hybridassemblering av Illumina- og Nanopore-reads

Hybridassembly med Nanopore- og Illumina-reads lgser ikke utfordringen med assemblering
av shufflon-varianter.

Ingen hybridassemblyer ga alle de fullstendige sekvensene av shufflon-variantene. Hybridassem-
bly ga lange contiger med samme lengde som plasmidet og korte contiger kortere enn shufflonet
bestdende kun av deler av shufflonene. Tilsvarende assemblyer ga assemblering av kun Illumina-
reads beskrevet i avsnitt 4.2.1 pa side 45. Brouwer et al. anbefalte a forsgke med lange reads for
a lgse opp i assembleringsproblemet [8], men vére resultater viser at HybridSPAdes med lange
Nanopore-reads ikke lgste det.

For fa av de korte contigene fra HybridSPAdes med MetaSPAdes inneholder en hel sekvens av
et shuffion til & kunne kalle assembleringen vellykket. En vellykket assemblering ville i dette
tilfellet ha gitt én contig med hele shufflon-sekvensen for hver variant av shufflonet. Da ville
rekkefglgen pa delene i alle shufflonene bli karakterisert. Resultatene viser at enkelte av de
korte contigene var litt lengre enn shufflonet og inneholdt hele shufflon-sekvensen. Men det
var kun én eller to slike contiger per simulering som betyr at ikke alle shufflon-variantene ble
funnet. HybridSPAdes med MetaSPAdes var den eneste assembleren som ga contiger med hele
sekvensen av shufflonet. Ifglge manualen til SPades [63] er kjgring av HybridSPAdes samtidig
som MetaSPAdes eksperimentelt og noe forfatterne ikke kan garantere at giennomfgres optimalt.
Men resultatene i denne oppgaven viser at MetaSPAdes er den mest lovende assembleren av
simulerte reads fra plasmidene med shufflon-varianter.

HybridSPAdes med MetaSPAdes skiller bedre mellom shufflon og plasmid enn kun HybridSPA-
des. De lange contigene fra HybridSPAdes med MetaSPAdes inneholdt ikke shufflon-sekvens.
Dette viser at MetaSPAdes skiller pa plasmid og shufflon, noe som er forventet av MetaSPAdes,
fordi den jobber for & finne identiske sekvenser for alle genomene som assembleres [53].

MetaSPAdes sammen med HybridSPAdes er eksperimentelt [63], og kan vere grunnen til at
assemblyer fra disse er vanskelig & forklare. De identiske resultatene fra MetaSPAdes med ulike
mengde Nanopore-reads beskrevet i figurteksten i tabell 11 pa side 31 viser at assemblering
av MetaSPAdes med HybridSPAdes er uavhengig av dybde pd Nanopore-readene, hvertfall
mellom 5x og 200x. En mulig forklaring pa dette kan vere at MetaSPAdes med HybridSPAdes
bruker enkelte Nanopore-reads, men ikke alle. Det er ogsa verdt & nevne at MetaSPAdes med
HybridSPAdes gir enkelte kortere contiger og stgrre spredning i contig-lengde enn MetaSPAdes
med kun Illumina-reads. Lengre contiger er intuitivt fordi HybridSPAdes skjgter contiger, men
de kortere contigene er vanskelig 4 forklare. Som forfatterne av SPADes skriver er HybridSPAdes
med MetaSPAdes eksperimentelt [63], og resultatene kan vare vanskelig & forklare av den grunn.

Forlengede reads forbedret ikke hybridassembly, fordi de forlengede readene ikke bidrar med ny
informasjon til assembleren og fordi FLASH-programvaren kan gjgre feil. Forlengede reads av
R1- og R2- reads i tillegg til R1- og R2-readene og Nanopore-reads ble gitt til HybridSPAdes.
Resultatene viser at assembly med forlengede reads kan inneholde mer feil enn assembly uten.
Arsakene til ingen forbedring eller mer feil i assembly kan veare at de forlengede readene
ikke gir ny informasjon til assembleren (som tidligere nevnt i avsnitt 4.1.1 pé side 41) og at
FLASH-programvaren gjor feil [43].
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4.3 Assemblering av de reelle dataene

De reelle dataene er reads fra sekvensering av en prgve fra kultur av [E. coli. Disse E. coliene
antas & ha kromosomalt DNA med lengde 5 000 000 bp og ett eller to IncI1-plasmider. Lengden
pé Incll-plasmider varierer mellom 91 000 bp til 120 000 [69]. IncI1-plasmidene antas & ha
shufflon-omrade med innhold som vil variere i rekkefglge fra plasmid til plasmid. Kromosomet
inneholder 16S-genet, som er et repetert omrdde. Siden alle de sekvenserte E.coliene kommer
fra samme kultur vil alle genomene utenom shufflonene vare identiske. Derfor kan det tenkes
at et optimalt assembly er én contig med kromosomet, én contig med plasmidet uten shufflonet
og sd mange contiger som det er ulike shuffloner med de i. Dersom shufflonet er av samme type
som beskrevet i Incl-alpha-plasmidet R64 i 1986 [7] vil det ha lengde pa litt under 2000 bp.
Lengden pé Incl-alpha-plasmidet R64 er 120 000 bp [69].

Perfekt fordeling av contiger fra assemblering av reelle data
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Figur 26: Denne figuren viser hvordan denne typen plott skulle sett ut dersom resultatene av assemblering
av de reelle dataene hadde blitt slik vi gnsket. De tre punktene skal indikere contiger med
henholdsvis shuffionet, plasmidet og kromosomet. Det som er utydelig med denne figuren er
at det er mange contiger, altsd punkter oppé hverandre i punktet som har samme contig-lengde
som shufflonet. Read-dybden pa plasmidet og kromosomet er ikke spesifisert fordi dette er
utfordrende & forutsi. Men de bgr ha den samme read-dybden, eller plasmidet bgr ha dobbelt
sé stor read-dybde dersom det forekommer i kopitall 2.

4.3.1 Assemblering av reelle Illumina-reads

Assemblering av kun reelle Illumina-reads gir ikke de fullstendige sekvensene til shufflonene.
Resultatene viser at det ikke er flere enn 2 contiger av samme lengde av de contigene over 500
bp. Dersom assembly hadde gitt contiger med fullstendige sekvenser av shufflonene ville det
vart én contig per shufflon-variant og disse contigene ville hatt samme lengde. De vil ha samme
lengde fordi de delene shufflonet bestér av er hgyt konservert selvom de blir flyttet pa.

For mye trimming og filtrering med Trimmomatic kan vare &rsaken til at assembly med pro-
sesserte reads gir flere contiger og lavere n50 enn med rd reads. SPAdes korrigerer readene
under assemblering, og sammen med Trimmomatic kan det hende at det ble for streng proses-
sering av readene. P4 denne méaten kan reads med viktig informasjon for assembly forsvinne, og
konsekvensene kan vare et usammenhengende assembly med flere contiger og lavere N50.
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At ingen reads mapper til menneske-genomet betyr at Illumina-readene ikke er kontaminert av
menneske-DNA. Ifglge Knut Rudi er de sekvenserte E. coliene transkonjuganter av de E. coliene
som ble funnet i tarmen til tvillingene som er beskrevet i studien til Mari Hagbg [3]. Dette betyr
at det ikke er de faktiske prgvene som ble sekvensert, men rendyrka kultur av de. Dette kan vare
grunnen til at de ikke er kontaminert av menneske-DNA, selvom det alltid kan vare en sjanse
for kontaminering.

Forskjell mellom assembly av kun prosesserte R1- og R2-reads og assembly med forlengede
reads i tillegg viser at de forlengede readene har annen informasjon enn R1 og R2 etter at readene
ble prosessert. Fgr prosessering ga assemblering veldig like resultater for alle assemblerne, men
etter prosessering ble assembly med de forlengede readene mindre sammenhengende. Med
mindre sammenhengende menes tre ganger s mange contiger, lavere n50 og kortere lengste
contig. Lavere N50 tyder pé at assembly har mange korte contiger, og det er ikke ngdvendigvis
negativt i denne sammenhengen, fordi vi gnsker mange korte contiger av samme lengde som
bestar av de fullstendige shufflon-sekvensene. Men etter at de korte contigene over 500 bp ble
telt opp, var det maksimalt 2 contiger med samme lengde. At assembly med forlengede reads
blir svaert annerledes assembly av kun R1 og R2 stemmer ikke med de tidligere resultatene
fra de simulerte assemblyene, der de forlengede readene ikke bidro med ny informasjon til
assembleren. Dersom FLASH har gjort mange feil under skjgting av readene, kan dette vare
en forklaring. Men ifglge forfatterne har FLASH en feilrate pd mindre enn 1% [43], s dette er
sannsynligvis ikke forklaringen.

4.3.2 Hybridassemblering av de reelle Illumina- og Nanopore-readene

Fordi alle assemblyene hadde maksimalt 2 contiger over 500 bp med samme lengde betyr dette
atingen av assemblyene gir contiger bestdende kun av fullstendige sekvenser av alle shufflonene.
Som beskrevet i figur 26 pa side 47 hadde gnsket resultat vert mange korte contiger av samme
lengde som besto av hele sekvensen til alle varianter av shufflonet i de sekvenserte E. coliene.
Alle hybridassemblyene beskrevet i avsnitt 3.3.2 pa side 35 ga korte contiger med varierende
read-dybde og contig-lengde. Disse resultatene ligner pd assembly beskrevet i [8] der de korte
contigene besto av deler av shufflonet. Dette gjelder ogsa for vare resultater, der enkelte contiger
bestar av shufflon-sekvens, men det er ogsa flere korte contiger som ikke gjgr det. Selvom nesten
ingen contiger har eksakt samme lengde, kan det hende at enkelte contiger likevel inneholder en
eller flere hele av shufflon-sekvensene.

At "MismatchCorrector” deaktiveres ved kjgring av MetaSPAdes kan vare grunnen til at resul-
tatene fra Meta/HybridSPAdes er bedre for korrigerte [llumina-reads. Hybridassembly med de
prosesserte Illumina-readene gir faerrest contiger med HybridSPAdes og MetaSPAdes samtidig.
Derimot gir HybridSPAdes (og SPAdes) ferrest contiger fra assemblering av réd Illumina-reads.
Grunnen til dette kan vere at MetaSPAdes ikke kjgrer modulen “MismatchCorrector”, mens
SPAdes og HybridSPAdes gjor det. Nar HybridSPAdes kjgres samtidig som MetaSPAdes skrus
”MismatchCorrector” av og assembly blir ikke korrigert for feil, og da kan det vaere en fordel at
[llumina-readene ble prosessert av Trimmomatic fgr assemblering.
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Ferre contiger for hybridassembly kan bety at repeterte omrader er Igst opp. Som for de simulerte
dataene med repetert omrade ble antall contiger lavere ved hybridassembly enn for assembly.
Grunnen til dette var at de repeterte omradene kunne kobles til de delene av sekvensen de tilhgrte
istedenfor & havne i for eksempel én contig. I tillegg viser figur 17 pé side 37 at read-dybden
blir mye lavere for hybridassembly, noe som ogsé bekrefter at kopiene av repeterte omrader ikke
havner i samme contig.

Spredning i contig-lengder i andre vindu i alle plott gjgr det utfordrende & finne den reelle
lengden pé plasmidet. Det er som tidligere nevnt at lengden pa plasmidet ikke er eksakt definert,
og det kan derfor vere kortere eller lengre enn 100 000 bp. Det er en rekke av contiger som har
ulik lengde, men med samme read-dybde og disse er litt lengre enn plasmidet i simuleringen
(indikert med vertikale linjer). Denne read-dybden er pa ca. 20 som kan vare samme som den
antatte gjennomsnittlige dybden Illumina-readene ble sekvensert ved. Samme read-dybde som
sekvenseringsdybden betyr at ingen av de samme readene mapper til contigene. Derfor kan ingen
av disse contigene inneholde plasmidet, dersom plasmidet er identisk for alle E. coliene.

Utifra vére resultater er det usikkert hvorfor flere av de lengste Nanopore-readene ikke ngd-
vendigvis gir bedre assembly. Resultatene for hybridassembly viser at de korrigerte Illumina-
readene gir flere contiger enn med de rd. Samtidig viser resultatene at hybridassembly med
flere av de lengste Nanopore-readene ikke forbedres. En mulig &rsak kan vare at Nanopore-
readene inneholder s mye feil at flere Nanopore-reads gdelegger for assembly, men resultatene
i figur 21 pa side 39 viser at med korrigering av de 5000 lengste Nanopore-readene forbedres
ikke hybridassembly. Grunnen til dette kan vere at korrigeringen av Nanopore-reads ikke for-
bedrer Nanopore-readene, eller si er det ikke feilene i Nanopore-readene som er arsak til at fler
Nanopore-reads gir mindre korrekt hybridassembly.

Arsaken til forskjell mellom assembly fra simulerte reads og reelle reads kan vaere at ART ikke
simulerer realistisk nok. Resultatene viser en tydelig forskjell pd resultatene fra simulerte data
og de reelle. Grunnen til dette kan vare at de simulerte dataene ikke gjenspeiler kompleksiteten
som de reelle dataene har. Med kompleksiteten menes det at nér readene sekvenseres er sekven-
seringsprosessen pavirket av innholdet i DNA og pé grunn av dette er ikke sekvenseringsdybden
kontinuerlig for hele genomet [70]. ART beskrives ikke som et simuleringsverktgy som tar hgyde
for disse systematiske skjevhetene ved sekvensering [71]. Derfor kan det hende at de simulerte
readene ikke gjenspeiler kompleksiteten i sekvenserte reads.

49



VIDERE ARBEID

5 Videre arbeid

ART tar ikke hgyde for ujevn fordeling av sekvenseringsdybde, men det er andre simulerings-
verktgy som tar det [71] og som mulig kunne gitt mer realistisk simulering av reads. Nér det
gjelder de reelle readene er sekvenseringsdybden av [llumina-readene svert lav (litt under 20x),
og en gkning i sekvenseringsdybden av Illumina-readene kunne kanskje forbedret assembly.

FLASH ga ikke forbedrede assemblyer, men det kan vare interessant & se hvilken effekt de to
programmene [67] [68] som SPAdes har foreslatt til & generere forlengede reads [63] har pé
assembly.

Da Komano et. al fgrst fant shufflonet i R64-plasmidet [72] brukte de ulike typer restriksjonsen-
zymer og gel-elektroforese [73]. Det kjent at shuffloner sitter mellom pilV-genet og rci-genet.
Dersom det er gnskelig 4 kun undersgke sekvensene av shufflonene kan en bruke primere som
binder spesifikt til pilV eller rci for & f& fragmenter av shufflonene [8]. En annen méte er  bruke
[lumina-reads til & korrigere lange reads [16]. De lange readene strekker over shufflonene og
ved & korrigere disse kan shufflon-sekvensene detekteres ved & sortere for de som inneholder
de svart konserverte delene av shufflonet eller genene pilV/rci. For & finne shufflon-variantene
trengs altsé en tilpasset Igsning og ikke de-novo-assemblering.
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6 Konklusjon

HybridSPAdes med Illumina- og Nanopore-reads egner seg ikke for & finne de fullstendige
sekvensene av alle shufflon-variantene i en kultur av E. coli. Dette betyr at det ikke vil vere
mulig & finne ut hvilke forbindelser E. coliene fér en stabil binding til. HybridSPAdes egner seg
derimot bra til 4 Igse opp i assemblyer som er ufullstendige pa grunn av repetert omréde.

Repetert omrade gir ikke problemer for de-novo-assemblering av parvise-reads, dersom omradet
er kortere enn fragmentlengde. Arsaken er at SPAdes-assembleren utnytter at hver par av de
parvise readene har en gitt avstand mellom hverandre og at enkelte av dem overlapper delvis.
Med dette i tankene er det forstéelig at forlengede reads satt sammen av FLASH-programvaren
ikke tilfgrer ny informasjon til assembleren. Dersom det repeterte omradet er lengre enn frag-
mentlengde gir assembly flere enn én contig med varierende gjennomsnittlige read-dybder.
FLASH kan gjore feil ved skjoting av de delvis overlappende parvise readene [43], og dette
kan gjgre at assembly inneholder mer feil enn med kun parvise reads. Hybridassemblering med
Nanopore-reads med dybde 15x lgste det repeterte omrédet og ga én contig per assembly.

[llumina- og Nanopore-reads fra plasmider med ulike versjoner av shufflonet kan ikke assem-
bleres de-novo med SPAdes, HybridSPAdes eller MetaSPAdes slik at variantene av shufflonene
kommer fram. Resultatet fra de-novo-assemblering var én contig bestdende hovedsakelig av
plasmid-sekvens uten shufflonet, og korte contiger bestdende av deler av og ikke fullstendige se-
kvenser av shufflonet. MetaSPAdes skilte seg ut fra de andre assemblerne fordi den klarte & skille
tydelig mellom plasmid og shufflon, og klarte & gjenskape enkelte, men ikke alle, de fullstendige
shufflon-sekvensene. Grunnen til at MetaSPAdes skilte seg ut fra de andre assemblerne kan
vere fordi plasmidene med ulike utgaver av shufflonet ligner p4 metagenom, som MetaSPAdes
er programmert til & assemblere. MetaSPAdes sammen med HybridSPAdes er ifplge forfatterne
av SPAdes eksperimentelt [63], men disse assembleringsalgoritmene samtidig ga pa det meste
to contiger med hele sekvenser av shufflonet.

De-novo-assemblering med SPAdes eller HybridSPAdes pa reelle Illumina-og Nanopore-reads
gir heller ikke fullstendige sekvenser av alle shufflon-variantene. Resultatene var mye vanskeli-
gere 4 lese enn for assemblering av de simulerte readene. Grunnen til dette er mest sannsynligvis
at read-simulatoren ikke simulerer sekvenseringsprosessen realistisk nok [71].

SPAdes-assembleren korrigerer Illumina-reads slik at det ikke er ngdvendig 4 bruke annen
programvare til & gjgre dette fgr assemblering. Dersom for eksempel Trimmomatic brukes til
trimming og filtrering kan prosesseringen bli for streng og reads med viktig informasjon kan bli
kastet slik at assembly blir satt sammen feil og gir flere contiger. Et unntak kan vere ved kjgring
av MetaSPAdes, fordi da blir ikke assembly korrigert for feil.

Til videre arbeid anbefales det & bruke en annen metode for & finne shufflon-sekvensene. Shuffion-

variantene er tidligere blitt detektert ved & korrigere lange reads med korte og lete etter shufflon-
sekvensene i de lange, korrigerte readene.
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7 Vedlegg

Tabeller fra assemblering av reelle Illumina-reads

Assembly av ra, reelle Illumina-reads

Tabell 12: Resultater fra ulike assembleringer av rd Illumina-reads. S betyr SPAdes, f-s betyr forlengede
reads gitt med enkelt-reads-opsjon, f-m betyr forlengede reads gitt med merged-reads-opsjon
og M betyr MetaSPAdes. Read-dybde er gjennomsnittlig antall Illumina-reads som dekker
én posisjon i assembly. Gjennomsnittlig read-dybde er et gjennomsnitt av gjennomsnittlige
read-dybder for alle contigene. Dersom alle contigene sorteres etter lengde og legges etter
hverandre pé én rekke vil lengden av den korteste contigen i midten av denne rekka vaere N50.

S S+fs S+f-m M

Antall contiger 235 214 229 239

Minste read-dybde 0 0 0 0

Stgrste read-dybde 265 264 264 277
Gjennomsnittlig read-dybde 17 19 29 18
Median read-dybde 17 17 17 17

Total assembly-lengde (bp) 4642353 4634518 4634921 4639956
Lengste contig (bp) 260858 262873 262607 259399
Korteste contig (bp) 128 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 19755 21657 20240 19414
Median contig-lengde (bp) 1742 2709 1906 2599
N50 (bp) 78748 81815 78748 70462

Assembly av prosesserte, reelle Illumina-reads

Tabell 13: Resultater fra assembly av prosesserte Illumina-reads. S betyr SPAdes, f-s betyr forlengede
reads gitt med enkelt-reads-opsjon, f-m betyr forlengede reads gitt med merged-reads-opsjon

og M betyr MetaSPAdes.
S S+fs S+fm M
Antall contiger 269 662 682 232
Minste read-dybde 0 0 0 0
Stgrste read-dybde 266 219 226 277
Gjennomsnittlig read-dybde 16 11 13 17
Median read-dybde 16 7 8 17
Total assembly-lengde (bp) 4648538 4713933 4716198 4635936
Lengste contig (bp) 262873 86190 78753 259399
Korteste contig (bp) 128 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 17281 7121 6915 19982
Median contig-lengde (bp) 1327 447 518 3104
N50 (bp) 66528 28047 25770 68935

58



VEDLEGG

Tabeller fra hybridassemblering av reelle reads

Hybridassembly med SPAdes av alle mengdene Nanopore-reads

Tabell 14: Resultater fra hybridassemblering av ra Illumina-reads og synkende antall Nanopore-reads.
Fgrste kolonna viser resultater fra hybridassemblering der de 100 000 lengste Nanopore-
readene er brukt, og resten av kolonnene viser henholdsvis 5000, 2500 og 1000 lengste
Nanopore-reads.

100 000 1 000 5000 2500 1000

Antall contiger 77 74 75 80 81

Minste read-dybde 0 0 0 0 0

Stgrste read-dybde 72 66 66 65 63
Gjennomsnittlig read-dybde 8 7 7 7 6
Median read-dybde 1 2 2 1 1

Total assembly-lengde (bp) 4710429 4709265 4709419 4704915 4706027
Lengste contig (bp) 1309158 1309148 1309159 850601 850595

Korteste contig (bp) 128 128 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 61174 63639 62792 58811 58099
Median contig-lengde (bp) 260 258 260 261 260

N50 (bp) 676972 676972 676973 631201 631203

Tabell 15: Resultater fra assemblering av korrigerte Illumina-reads og ulikt antall Nanopore-reads.

100 000 1 000 5000 2500 1000

Antall contiger 105 106 97 100 101

Minste read-dybde 0 0 0 0 0

Stgrste read-dybde 75 75 66 75 63
Gjennomsnittlig read-dybde 5 5 6 6 4
Median read-dybde 1 1 1 1 1

Total assembly-lengde (bp) 4708851 4710712 4713351 4711666 4709839
Lengste contig (bp) 1319798 1543903 1543918 1593489 1593473

Korteste contig (bp) 128 128 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 44846 44441 48591 47117 46632
Median contig-lengde (bp) 241 240 251 251 251

N50 (bp) 1085300 1314917 1489475 1085356 1085354
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Hybridassemblyer med 5000 lengste Nanopore-readene

Tabell 16: Resultater fra ulike typer hybridassemblyering av uprosesserte og prosesserte Illlumina-reads.
Hybrid er hybridassemblering av [llumina- og Nanopore-reads. Hybrid + f-m er Hybridassem-
blering av Illumina-, forlengede Illumina- gitt med opsjonen -m og Nanopore-reads. Hybrid +
Meta er det samme som Hybrid, men i metagenom-modus (HybridSPAdes og MetaSPAdes).
5000 lengste Nanopore-readene

R4 [llumina-reads H H+fm H+M

Antall contiger 75 76 72

Minste read-dybde 0 0 0

Stgrste read-dybde 66 75 87
Gjennomsnittlig read-dybde 7 8 16
Median read-dybde 2 1 17

Total assembly-lengde (bp) 4709419 4702997 4716958
Lengste contig (bp) 1309159 1075876 629222

Korteste contig (bp) 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 62792 61882 65513
Median contig-lengde (bp) 260 255 1267

N50 (bp) 676973 784256 268024

Prosesserte [llumina-reads H H+fm H+M

Antall contiger 97 293 56

Minste read-dybde 0 0 0

Stgrste read-dybde 66 76 71
Gjennomsnittlig read-dybde 6 3 16
Median read-dybde 1 0 16

Total assembly-lengde (bp) 4713351 4752030 4693245
Lengste contig (bp) 1543918 1458735 549120

Korteste contig (bp) 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 48591 16219 83808
Median contig-lengde (bp) 251 251 1311

N50 (bp) 1489475 1075656 332610
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Hybridassemblyer med 10 000 lengste Nanopore-readene

Tabell 17: Resultater fra ulike typer hybridassemblyering av uprosesserte og prosesserte Illumina-reads.
Hybrid er hybridassemblering av [llumina- og Nanopore-reads. Hybrid + f-m er Hybridassem-
blering av Illumina-, forlengede Illumina- gitt med opsjonen -m og Nanopore-reads. Hybrid +
Meta er det samme som Hybrid, men i metagenom-modus (HybridSPAdes og MetaSPAdes).
10 000 lengste Nanopore-readene

R4 [llumina-reads H H f-m H+M

Antall contiger 74 75 68

Minste read-dybde 0 0 0

Stgrste read-dybde 66 75 87
Gjennomsnittlig read-dybde 7 8 16
Median read-dybde 1 1 17

Total assembly-lengde (bp) 4709265 4702843 4718443
Lengste contig (bp) 1309148 1075865 629217

Korteste contig (bp) 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 63639 62705 69389
Median contig-lengde (bp) 258 255 1267

N50 (bp) 676972 784249 272872

Prosesserte [llumina-reads H H f-m H+M

Antall contiger 106 292 58

Minste read-dybde 0 0 0

Stgrste read-dybde 75 81 71

Gjennomsnittlig read-dybde 5 3 15
Median read-dybde 1 0 16

Total assembly-lengde (bp) 4710712 4749653 4692933
Lengste contig (bp) 1543903 1465914 549115

Korteste contig (bp) 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 44441 16266 80913
Median contig-lengde (bp) 240 251 1311

N50 (bp) 1314917 619067 361267
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Hybridassemblyer med 100 000 lengste Nanopore-readene

Tabell 18: Resultater fra ulike typer hybridassemblyering av uprosesserte og prosesserte I[llumina-reads.
Hybrid er hybridassemblering av [llumina- og Nanopore-reads. Hybrid + f-m er Hybridassem-
blering av Illumina-, forlengede Illumina- gitt med opsjonen -m og Nanopore-reads. Hybrid +
Meta er det samme som Hybrid, men i metagenom-modus (HybridSPAdes og MetaSPAdes).
100 000 lengste Nanopore-readene

R4 [llumina-reads H H f-m H+M

Antall contiger 77 78 56

Minste read-dybde 0 0 0

Stgrste read-dybde 72 75 87
Gjennomsnittlig read-dybde 8 8 16
Median read-dybde 1 1 13

Total assembly-lengde (bp) 4710429 4704014 4720904
Lengste contig (bp) 1309158 1075878 772842

Korteste contig (bp) 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 61174 60308 84302
Median contig-lengde (bp) 260 255 763

N50 (bp) 676972 784257 504342

Prosesserte [llumina-reads H H f-m H+M

Antall contiger 105 292 62

Minste read-dybde 0 0 0

Stgrste read-dybde 75 70 71
Gjennomsnittlig read-dybde 5 2 15
Median read-dybde 1 0 16

Total assembly-lengde (bp) 4708851 4750777 4693207
Lengste contig (bp) 1319798 1096668 549081

Korteste contig (bp) 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 44846 16270 75697
Median contig-lengde (bp) 241 251 1763

N50 (bp) 1085300 619028 324173
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Hybridassembly med korrigerte 5000 lengste Nanopore-readene

Tabell 19: Resultater fra ulike typer assemblering av ikke korrigerte Illumina-reads og korrigerte 5000
Nanopore-reads.

Hyb Hyb+f-m Hyb+1f-s Hyb + Meta

Antall contiger 77 78 89 56

Minste read-dybde 0 0 0 0

Stgrste read-dybde 72 75 75 87
Gjennomsnittlig read-dybde 8 8 9 16
Median read-dybde 1 1 1 13

Total assembly-lengde (bp) 4710429 4704014 4697814 4720904
Lengste contig (bp) 1309158 1075878 1185209 772842
Korteste contig (bp) 128 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 61174 60308 52784 84302
Median contig-lengde (bp) 260 255 255 763
N50 (bp) 676972 784257 672430 504342

Tabell 20: Resultater fra ulike typer assemblering av korrigerte Illumina-reads og korrigerte 5000
Nanopore-reads.

Hyb Hyb+f-m Hyb+f-s Hyb + Meta

Antall contiger 104 299 308 43

Minste read-dybde 0 0 0 0

Stgrste read-dybde 72 69 73 71
Gjennomsnittlig read-dybde 7 2 3 15
Median read-dybde 1 0 0 9

Total assembly-lengde (bp) 4710696 4751592 4747197 4694977
Lengste contig (bp) 1543914 1465920 1226386 1076645

Korteste contig (bp) 128 128 128 128
Gjennomsnittlig contig-lengde (bp) 45295 15892 15413 109185
Median contig-lengde (bp) 254 251 251 446

N50 (bp) 1489475 1075655 657275 722375
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