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Przekroj poprzeczny B. subtilis
(mikrofotografia wykonana przy pomocy
TEM). Srednica komérki wynosi ok. 0,7
pm.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Elektronowy_mikroskop_transmisyjny

Najwazniejsze fakty o genomie (co wiemy “twardo”)
Referencyjny szczep laboratoryjny: B. subtilis subsp. subtilis str. 168

Chromosom: kolisty, kompletna sekwencja RefSeq NC_000964.3 ma 4,215,606 pz.

Zawartos¢ GC: okoto 43.5% (czesto podawana jako srednia dla genomu tego gatunku i szczepu referencyjnego).

Liczba genow (KEGG dla 168): okoto 4174 genéw biatkowych oraz 178 genéw RNA.

Kamien milowy genomiki: petna sekwencja B. subtilis byta jednym z pierwszych wielkich genomoéw bakterii Gram-dodatnich opisanych
w literaturze (Nature, 1997).

e  Duzo duplikacji i transporteréw: w pracy Nature wskazano m.in. rozrost rodzin genéw, w tym duzg rodzine transporterow ABC
(ATP-binding transport proteins).

Elementy mobilne i “sprzatanie” genomu

Warianty inzynieryjne pochodne 168 bywajg odchudzane przez usuwanie profagéw i wysp AT-bogatych, zeby zwiekszy¢ stabilnosc¢ i
przewidywalnos¢ w biotechnologii (np. szczepy typu delta 6).



Sprawozdanie z asemblacji genomu prokariotycznego: Bacillus subtilis (Nanopore)

. KONTEKST PROJEKTU: Asemblacja de novo genomu bakterii B. subtilis przy uzyciu dlugich odczytéw Nanopore. é

1. DANE WEJSCIOWE | QC

Surowe Odczyty (FASTQ

Segkit/NanoStat: ~26k odczylow
Suma: ~178 Mb

NS0: ~8.1 kb

Max dl.: ~122 kb

Jako$¢ ér.: ~Q8 (typowo dla raw Nanopore)

2. MAPOWANIE KONTROLNE

Minimap2 (map-ont) -> Samtools ->
Mosdepth

Do referencji B. subtilis
Zmapowano: ~99%
Srednie pokrycie: ~41x

WNIOSEK:
Dane wystarczajace do asemblaciji

3. ASEMBLACJA DE NOVO (FLYE)

Teoria OLC (Overlap-Layout-Consensus)

Odczyt A (overlaP) Odczyt B

—— >

;— Konsensus
¢ Flye »

FLYE ASEMBLER (dane ~44x)

¥

WYNIK GLOWNY:
1 KONTIG (Chromosom kolisty)
Dlugos¢: ~4.03 Mb

> .

4. WIZUALIZACJA | POWTORZENIA

Bandage & Barrnap/BLAST

Graf asemblacji (44x):
Rozwigzany

WYZWANIE: Operony rRNA
Barmap wykryl: 10 kopii 16S
(regiony powtarzaine)

5. WALIDACJA JAKOSCI
(QUAST & CheckM)

QUAST CheckM
(vs. Referencja) (Marker genes)

oo

Misassemblies: 0 Kompletnos¢: ~81%
» Genome fraction: >39.9% | Kontaminacja: ~1%
Indels/Mismatches:

Wysokie (cecha
surowego Nancpore) )

\ 4

6. ADNOTACJA (PROKKA)
Prokka Pipeline

gon Znalezione cechy:
e CDS (bialka): 8189
=5 rRNA: 23 (pelny zestaw)
3 {RNA: 82

MRNA  IRNA

EKSPERYMENT POROWNAWCZY: WPLYW POKRYCIA NA GRAF OLC

PEENE DANE (~44x)
Wynik Flye: 1 Kontig

Whiosek: Wysokie pokrycie
rozwigzuje powtérzenia

- DOWNSAMPLING (~20x)
Wynik Flye: 2 Kontigi (3 disjointigs)
Efektywne pokrycie overlaps: ~15x
Whiosek: Niskie pokrycie zrywa graf
w trudnych miejscach

. 7



lllumina vs PacBio vs Nanopore (w kontekscie asemblacji)

krotkie odczyty (50-300 bp),
bardzo wysoka doktadnosé (Q30+)

PacBio HiFi

Nanopore .
RN i f/ bardzo dtugie odczyty
P AN A , (10-100 kb, ultra-long >100 kb),
S NN e R surowo wiekszy btad,

ale Swietne do repeatéw i SV

dtugie odczyty (10-25 kb) +
wysoka doktadnosé

Q-score: Q = —101081¢(Pptedu), NP- Q30 = 0.1% btedu



1. DANE WEJSCIOWE | QC

Surowe Odczyty (FASTQ)
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Seqgkit/NanoStat: ~26k odczytow
Suna: ~178 Mb

N50: ~9.1 kb

Max dt: ~122 kb

Jalos¢ $r.: ~Q8 (typowo dla raw Nanopore)
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FASTQ: ilos¢ danych i dtugosci odczytow (segkit)

Liczba odczytow:

26 277

tacznie baz:
LN N

178 233 472 bp = (nl) konrad_guestgkonrad-hp:

Seqklt (ml) konrad_guest@konrad-hp:

seqkit stats b_sobtilis_reads.fastg.gz > segklt_stats.txt

£ f £z, Analysis
Srednia dfugosc: SIS
{:C:)}.—_/--, file fornat type nun_segs sun_len Ain_len B AS
_— _U e e e e e e e e S e s e e R s S S
6 782-9 bp eIl subtilis_reads.fastq.gz FASTQ ONA 26,277 [178,233,472] 140 [6,762.9
@ (ni) konrad_guestekonrad-hp: ‘
$

Najdtuzszy odczyt: $ 4
122 674 bp

N50 N50 dtugosci:

m_50%

in. 9122 bp

§§|E BE é((. %)

———

Kontekst: Asemblacja Bacillus subtilis, dane Nanopore.



Jakos¢ odczytow i rozktady (NanoStat + NanoPlot)

Length vs Quality

(7 Srednia jakosé: Q ~ 8.1
(typowe dla surowych ONT)

f N50: 9.1 kb

_T Obecne odczyty >100 kb
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Kontekst: Asemblacja Bacillus subtilis, dane Nanopore.



Read lengths vs Average read quality plot using dots

Read
lengths vs
Average

read RO
quality plot | —
using dots .

Read lengths



Read
lengths vs
Average
read
quality kde
plot
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Yield by
length

Cumulative yield for minimal length [Gb]
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2. MAPOWANIE KONTROLNE

Minimap2 (map-ont) -> Samtools ->
Mosdepth

\

Do referencji B. subtilis
Zmapowano: ~99%
Srednie pokrycie: ~41x

WNIOSEK:
Dane wystarczajace do asemblacji




I Kontrola danych przez mapowanie (minimap2 + samtools)

minimap2
(preset: map-ont)

5D —

> B{\M —_— samtools sort & index
File I (aln.sorted.bam)

)

Nanopore Reads

(.fastq.gz)
samtools flagstat:

99.08% mapped

99.08% mapped

20"

$ flagstat.txt
27503 + 0 in total (QC-passed reads + QC-failed reads)

27251 + @ mapped (99.08% : N/A)
26025 + 0 primary mapped (99.04% : N/A)

Whniosek: dane sg spojne z referencjg,
brak dominujgcej kontaminacji




I Pokrycie (coverage) genomu

- Dtugos¢ referenciji: BAM Zakres pokrycia:
§ = ”| 4045677 bp > lille \ | min 3x, max 130x

Nanopore Reads g J
(.fastq.gz) ;

i (N N
Srednle pOkl’yCIG (mOSdepth): $ coverage.mosdepth.summary.txt
chrom\tlength\tbases\tmean\tmin\tmax
x BS.pilon.polished.v3.ST 1045677\1166159099\141.07\3
@ total\t4045677\t166159299\t41.07\3\1130
1 Siate

v

Zakres pokrycia: Whniosek: pokrycie wystarczajgce do
min 3%, max 130x de novo assembly bakterii

[l




I Ocena “czy starczy do ztozenia genomu?”

r

=

&

Teoretycznie:

4.05 Mb

’

1 W praktyce (mosdepth + samtools) ‘

(pokrycie) mapped

L DOOOOODEL N50:9.1kb
DXOODOOODL Max: 122 kb

Dtugie odczyty (Nanopore) J

v

Q Q Odpowiedz:
TAK, dane sg wystarczajgce do de novo assembly




I Grafy w asemblacji: OLC vs de Bruijn

r OLC (Overlap-Layout-Consensus) 1 de Bruijn
GTCAG k-MER
Overlap —>[ Layout [—¥|Consensus CCE%&C ""é'%:ﬂ
» Wierzchotki = odczyty DXO@C e Wierzchotki = k-mery (k-mery)
o Krawedzie = naktadki (—»>@®C » Dobre dla krétkich odczytow *%%,
O Nanopore czesto “idzie” w strone OLC / overlap-based rozwigzan

14 w(AGTTTTGGC )\ g
12 14 2 13 3
—{ GTCAGCCCACACAGAT \ AGTTTTGC GTCAGCCCGAT ——( AGCCTCAACCAT —( GCACAGTGCC }——

\ N
Wierzchofki Krawedz Wada \
(odczyty) (naktadka) g Rozgatezienie

Przyktad grafu nakiadania (OLC) z wagami (dtugos¢ naktadania/wynik dopasowania)




3. ASEMBLACJA DE NOVO (FLYE)

Teoria OLC (Overlap-Layout-Consensus)

FLYE ASEMBLER (dane ~44x)

¥

WYNIK GLOWNY:
1 KONTIG (Chromosom kolisty)
Dtugosc¢: ~4.03 Mb




Flye: wynik asemblacji dla petnego zestawu (~44x)

p

S\ Nolelaa I Eale Ml flye ——nano-raw b_subtilis_reads.fastq.gz --genome-size 4.1m

( - . \

Wynik Asemblacji
—> <§> y L / 3 —> Interpretacja:
Dtugos$¢ contigu: Srednie pokrycie Flye: pra;u;rzsgzr;ety
contlg 4 032 848 bp ~43x
\ I v
\
Assembly statistics (Flye output) seqkit stats assembly l

0@
$ seqkit stats “$assembly"

209

Total length: 4032848
Fragments: 1

file format type num_seqs sum_len min_len avg_len max_len

Fragments N50: 4832848 flye_out/assembly.fasta FASTA DNA 1 4,032,848 4,032,848 4,032,848 4,032,848

Largest frg: 4832848
Scaffolds: 0
Mean coverage: 43




Name
@ 00-assembly
@ 10-consensus
@ 20-repeat
@ 30-contigger
@ 40-polishing
=| assembly.fasta
'=| assembly.fasta.fai

T

0}

5:/ assembly_db.ndb

01

22| assembly_db.nhr

(o1

22| assembly_db.nin

[P

=| assembly_db.njs

| assembly_db.not

!l assembly_db.nsq

!l assembly_db.ntf
assembly_db.nto
assembly_graph.gfa
assembly_graph.gv
assembly_info.txt
flye.log

ol params.json

7 (o=

[

=

X

& [

(7

| assembly.fasta.seqkit.fai

Size
2items
3items
7items
7items
9items
4,1 MB
26 bytes
26 bytes
20,5kB
71 bytes
128 bytes
499 bytes
20 bytes
1,0 MB
16,4kB

8 bytes
4,0MB
193 bytes
92 bytes
36,3kB
92 bytes

Modified
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025
29 gru 2025

i S DR R b~ b= b~ b= i~ b < b i < b A i < S 4



4. WIZUALIZACJA | POWTORZENIA
Bandage & Barrnap/BLAST

Graf asemblacji (44x):
Rozwiazany

WYZWANIE: Operony rRNA
Barrnap wykryt: 10 kopii 16S
(regiony powtarzalne)




Bandage: — wizualna kontrola grafu + BLAST

Wizualizacja Grafu (GFA) Panel BLAST: Przypisywanie Biologii
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Bandage - /home/konrad_guest/ExternalDisk/functional_genomics/gorzelanczyk_asemblacja/flye_out/assembly_graph.gfa - o x
File Edit Tools View Select Output Help
Graph information Find nodes
Nodes: 1 @ Node(s):
(1] Edges: 1 () ‘ . ‘
Total length: 4 032 848 @ Match: ‘e Exact  Partial
| More info | Find node(s) \
Graph drawing
@ Scope: | Depthrange - |
@ Min: \ 10,0 =
@ Max: \ 100,0 =
@ style: ‘e Single ' Double
o Draw graph \
Graph display

() Zoom:|  473,55% 2]
© Node width: | 5,0 B

@ | Random colours v |
Node labels

V! Custom v/ Name

V| Length v Depth

V| BLAST hits lv| CSV data:

(i) Font | V| Text outline

BLAST

@ | Create/viewBLASTsearch |
@ Query:




Operony rRNA i powtorzenia: 16S

barrnap output:

Name Node start Nodeend  contigu
z QAR 10D RANA 1oz 170
[barrnap] Found 29 ribosomal RNA features. (P = L
Found: 165_rRNA contig_ 1 ... st resa 2 %,  comigt
Found: 23S_rRNA contig_1 ... BLAST 165/RNA 728 SR e
Found: 5S_rRNA contig.l ... BLAST  165_1RNA 1012 1036 contig_]
BLAST  16S_rRNA 1568 1877 contig_1
BLAST 165_RNA 2136 2180 contig_1
BLAST 16S/RNA 2434 2343 contig.1
BLAST 16S_rRNA 2627 2345  contig.1
BLAST 16SJRNA 2354 2797  contig_1
Liczba kop" BLAST 165_rRNA 3434 3917 contig.]
_ BLAST 165JRNA 4383 4013 contig.1
168 I'RNA. 10 BLAST 16S_rRNA 4600 4308 contig_1
BLAST  165.7RNA 4675 | 5513 contig.]

!

BLAST hits w Bandage pokazujg
Whiosek: 16S jest wielokopiowy, wielokrotne kopie 16S w réznych
dlatego jest hotspotem miejscach kontigu
niejednoznacznosci w grafach




File Edit Tools View Select Output Help

Bandage - /home/konrad_guest/ExternalDisk/functional_genomics/gorzelanczyk_asemblacja/flye_out/assembly_graph.gfa - o X

Graph informatian 1 | Find nadec
; BLAST search X E
o £ L
Total k¢ v Step 1: build BLAST database & ixact Partial
| ;de(s)
v Step 2: enter BLAST queries & Load from FASTA file o Enter manually (1] (1] Clear all 3
Graph drawing | Show Query name Type Length Hits Query cover  Paths =
» fe A s 5 9
@ Scope: v 5S_rRNA::contig_1:10495-10594(-) nucl 99 9 100,00% 9
© Min: D v 5S_rRNA:contig_1:1240119-1240228(+) nucl 109 9 100,00% 9
[:l v 5S_rRNA:contig_1:161196-161305(-) nucl 109 9 100,00% 9
@ Max: Y
- v 5S_rRNA::contig_1:140657-140766(-) nucl 109 9 100,00% 9
@ style:
P = | - v 5S_rRNA:contig_1:80741-80850(-) nucl 109 9 100,00% 9
| - v 5S_rRNA:contig_1:3288863-3288973(-) nucl 110 9 100,00% 9
- v/ 55_rRNA:contig_1:4914-5021(-) nucl 107 9 100,00% 9 =

Graph display

(i} Zoom
@ Node width
© |BLAST hi!::s

Node labels

Custom
Length

o V| BLAST hi

(i} Font

BLAST
o creat;

@ Query: | alE

v Step 3: run BLAST search

@ Command line parameters:

Set BLAST hit filters Current filters: none

Run BLAST search

Hits:

Query
name

Node  Percent Alignment Query Mis- Gap Query Query Node
name  identity length cover matches opens start end  start

16S_rRNA:contig_1:3583978-3585517(-) edge_1- 100,00% 1539 100,00% 0 0 1 1539 447332

16S_rRNA:contig_1:3583978-3585517(-) edge_1- 98,83% 1542 100,00% 8 10 1 1539 386661

16S_rRNA:contig_1:3583978-3585517(-) edge_1- 98,70% 1539 99,94% 13 7 1 1538 388715t

16S_rRNA:contig_1:3583978-3585517(-) edge_1- 98,51% 1543 99,94% 14 9 1 1538 394732(

16S_rRNA:contig_1:3583978-3585517(-) edge_1- 98,38% 1543 100,00% 15 10 1 1539 739148

16S_rRNA:contig_1:3583978-3585517(-) edge_1- 98,25% 1542 100,00% 20 7 1 1539 401758¢

16S rRNA:contig 1:3583978-3585517(-) edge 1- 97,80% 1543 100,00% 20 14 1 1539 395320!~




Bandage - /home/konrad_guest/ExternalDisk/functional_genomics/gorzelanczyk_asemblacja/flye_out/assembly_graph.gfa - o X
File Edit Tools View Select Output Help

Graph information Find nodes

Nodes: 1 @ Node(s):
(1] Edges: 1 (s) ‘—‘

Total length: 4 032 848 @ Match: @ Exact ( Partial

| More info Find node(s) \

Graph drawing

@ Scope: \ Depth range

4

4] [

@ Min: \ 10,0
@ Max: \ 100,0
@ style: @ single ' Double
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O | Draw graph |

Graph display 55555 RNACONtIgi134914:5021()3(:)

(1} Zoom: | 350,8% 2]
@ Node width: | 5,0 5]

© | BLAST hits (rainbow) v |

Node labels

Custom Name '5S55SNIRNACONtigi1:4914:5021()"
o Length Depth
v BLAST hits CSV data:

o

O | Font | V| Text outline

BLAST

© | Create/view BLAST search |

@ Query: all v |




Bandage - /home/konrad_guest/ExternalDisk/functional_genomics/gorzelanczyk_asemblacja/flye_out/assembly_graph.gfa

File Edit Tools View Select Output Help

Graph information

Nodes: 1

(i} Edges: 1
Total length: 4 032 848
More info |

Graph drawing
@ Scope: | Depth range v |
@ Min: \ 10,0 '
O Max: \ 100,0 =
@ style: (@ Single ' Double
(i} Draw grapﬁ |

Graph display

(1] Zoom: | z =
@ Node width: | 50 Y:
© |BLAST hits (rainbow) |

N

Node labels

Custom Name
o Length Depth
BLAST hits CSV data:
o Font Text outline
BLAST

o Create/view BLAST search

@ Query: | arlilr v

J

7

Find nodes

© Node(s):
© Match: ® Exact Partial
Find node(s)



5. WALIDACJA JAKOSCI

(QUAST & CheckM)

QUAST CheckM
(vs. Referencja) (Marker genes)

ﬁ ;

Misassemblies: 0 Kompletnosé: ~81%
Genome fraction: >99.9% | Kontaminacja: ~1%
Indels/Mismatches:
Wysokie (cecha
Surowego Nanopore)

A 4




Jakos¢ asemblaciji (referencja + markery)

QUAST Coetigs  Repot Resource

QUAST (Referencja)

QUAST Report

- 1 p. Genome fraction: Misassemblies: e e | St
s' @ D - e e e e
- contig ~99.998% ~0 — e ]
/\ g ; =
Btedy bazowe typowe dla ONT: - — ] -
mismatch ~217/100kbp, indel ~365/100kbp 5 e ; . |
CheckM (Markery)
;‘:'" :lv:x :::olmt |
Completeness: Contamination: e B e e e e
‘ > o 0 " e e et
81.18% 0.99% = = (Rl | |
N A
o A
[ A Problem RAM: pplacer OOM — uzyto --reduced_tree J g m R : '3‘5*:|
lowe  dms | 5 1 o | sl




¢ »  C  OFile /home/konrad_guest/ExternalDisk/functional_genomics/gorzelanczyk_asemblacja/quast_out/icarus_viewers/contig_size_viewer.html

Main menu Icarus Move << < > >> zoom

QUAST Contig Browser Fade contigs shorter than m bp

Search contig or gene:

Enter contig/gene name

Contig size viewer

assembly .
length: 4032848
contigs: 1 q
N50: 4032848 . -
r T T T T T T T T T 1
0 50.19 100.39 150.58 200.77 250.97 301.16 351.35 40154 451.74 501.93 kbp
Legend
correct contigs
I T S S T 1
0 (s 2 3 4.03 Mbp misassembled contigs

unaligned contigs

unaligned parts of contigs
with alignments




6. ADNOTACJA (PROKKA)
Prokka Pipeline

gen Znalezione cechy:
- E— >':) CDS (biatka): 8189
rRNA: 29 (petny zestaw)
{RNA: 82

'RNA  tRNA



Prokka: predykcja gendw i elementow RNA
Podsumowanie (b_subtilis.txt) Statystyki i Pliki Wyjsciowe

200 M b_subtilis.txt — 60x24
organism: Bacillus subtilis strain - @ Contigs: 1, Bases: 4 032 848
contigs: 1

bases: 4032848 .
CDS: 8189 a%' CDS: 8189

rRNA: 29

repeat_region: 1 \8 rRNA: 29, tRNA: 82, tmRNA: 1
tRNA: 82

. o ) 8 ) D

[ Gotowe do dalszych analiz J




GC skew (G-C)/(G+C)

GC skew (okna)

o
=
o

e
o
o

o
o
(=

—0.051

—0.10 1

—0.151

0.0 0.5 1.0

1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Pozycja w genomie (bp) le6

GC content (okna)

W bakteryjnym, kolistym chromosomie GC skew
czesto rozdziela sie na dwie potdwki (replichory):

e  jedna strona ma przewage G (skew > 0),
e  druga przewage C (skew < 0).

Punkty przejscia zwykle odpowiadajg okolicom:

° oriC (origin of replication),
e ter (terminus).

e  To pasuje do Bacillus subtilis (GC

100

80

60

GC (%)

20 1

- —WWW’MMMM%MWM' o

~43-44%).
e Lokalna zmiennosc jest
normalna. Najczesciej oznacza:
o klastry rRNA/tRNA,
o  Wyspy genomowe,
prophage,
fragmenty po HGT
(transfer poziomy),
o  regiony powtorzen.

0.0 0.5 1.0

1.5 2.0 2.5 3.0 3:5
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Prokka: liczby cech (GFF)
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Prokka genome map (segid=contig_1, length=4032848 bp)

e  duzo gestych kresek na obu
pierscieniach, czyli geny na + i - nici

e  brak wielkich “pustych” odcinkéw bez
adnotacji

To wyglada jak typowy bakteryjny genom:
geny gesto upakowane. Brak wielkich dziur
sugeruje, ze nie masz ogromnych
niezmapowanych fragmentéw albo
Smieciowej sekwencji.

To co wyglada dobrze:

e tRNA ~ 80-90: to pasuje do B. subtili
(okoto 86).

e tmRNA =1: to jest normalne.
rRNA kilkadziesiat: tez pasuje
(operony rRNA dajg fgcznie wiele
genow 16S/23S/5S).

To co wyglada podejrzanie:

e CDS ~ 8200 jest zdecydowanie za
duzo dla B. subtilis.

Najprawdopodobniej:

Jest dobra asemblacja w sensie jeden contig
ale nadal sporo indeli (QUAST pokazat
indels/100 kbp wysokie).

Indele robig frameshifty, a to rozwala geny
na kawatki. Prodigal (w Prokka) wtedy
przewiduje wiecej krétkich CDS zamiast
jednej petnej sekwencji genu.



EKSPERYMENT POROWNAWCZY: WPLYW POKRYCIA NA GRAF OLC

PELNE DANE (~44x)

Wynik Flye: 1 Kontig

Whniosek: Wysokie pokrycie
rozwigzuje powtorzenia

DOWNSAMPLING (~20x)

(O

Wynik Flye: 2 Kontigi (3 disjointigs)
Efektywne pokrycie overlaps: ~15x

Whiosek: Niskie pokrycie zrywa graf
w trudnych miejscach

»




Mamy:
*genom: 4,045,677 bp
- dane: 178,233,472 bp
- obecnie ~44x, mosdepth ~41x

Proporcja dla 20x:

_ (20%genome length) 20+4045677
P= "ioralbaes  ~ Timmar ~ 0494

Shell
cd
/home/konrad guest/ExternalDisk/functional genomics/gorzelanc
zyk asemblacja

genome len=$(segkit fx2tab -1 b subtilis reference.fasta |
awk '{s+=$3} END{print s}')

total bases=$(seqkit stats -T b subtilis reads.fastq.gz |
awk 'NR==2{print $5}')

p=$(awk -v g="$genome len" -v b="$total bases" 'BEGIN{print

(20*g)/b}"')
echo "Genome length = $genome_len"
echo "Total bases = $total bases"

echo "Sampling p(20x)= $p

Zrobienie FASTQ o pokryciu ~20x:

Zrobienie FASTQ o pokryciu ~20x:

**“bash
(bio) konrad guest@konrad-
hp:~/ExternalDisk/functional genomics/gorzelanczyk asemblacja

$ sample -p "$p" -5 13 b subtilis reads.fastq.gz -o
b subtilis reads 20x.fastq.gz

[INFO] sample by proportion

[INFO] 11976 sequences outputted

(bio) konrad guest@konrad-

hp:~/ExternalDisk/functional genomics/gorzelanczyk asemblacja

[UREN

Wychodzi prawie idealnie:

Shell
(bio) konrad guest@konrad-
hp:~/ExternalDisk/functional genomics/gorzelanczyk asemblacja
$ echo "Bases in 20x FASTQ = $bases20"

Bases in 20x FASTQ = 81749935

(bio) konrad guest@konrad-

hp:~/ExternalDisk/functional genomics/gorzelanczyk asemblacja
$ echo "Approx coverage = $cov20 x"

Approx coverage = 20.2067 x



Downsampling 20x: kiedy “zaczyna sie psué ciggtosc”

Cel: sprawdzi¢ stabilnos¢ assembly przy mniejszym pokryciu

20x: p=0.454 Grafika: Bandage 20x vs 44x + QUAST grep (contigs, mismatches, indels)

p~0.454, dane ~81.7 Mb,

~20.2x Bandage 44x X Dodatkowe kontigi,
Prosty 1-kontig, graf bardziej zlozony

Flye 20x: pojawiaja sie prawie linia/petla Bandage20x & quasT:

dodatkowe contigi, graf QUAST: ~1 contig,

(Downsampling) ~2 contigs (2500bp),
~4.03 Mb Cg ~4.04 Mb Total,

robi sie bardziej ztozony 1 Unaligned
QUAST 20x: :IOO% Metryka 44x (Pelny) 20x (Downsampled) Komentarz
genome fraction, & Genome Fraction 100% 100% Zachowana kompletno$é
0 misassemblies, ale I. Misassemblies 0 0 Brak bledéw strukturalnych
wiecej mismatch/indel ‘= # Contigs (2500bp) 1 2 Spadek ciaglosci
(mniej konsensusu) ~/ Mismatches / 100kbp Nizsza (~216) Wyzsza (~465) Mniej precyzyjny konsensus

“* Indels / 100kbp Nizsza (~364) Wyzsza (~532) Mniej precyzyjny konsensus

Whiosek: Przy 20x genom jest kompletny, ale traci ciggtos¢ i rosnie liczba btedow
na poziomie pojedynczych zasad z powodu mniejszej redundancji danych.



Bandage - /home/konrad_guest/ExternalDisk/functional_genomics/gorzelanczyk_asemblacja/flye_out_20x/assembly_graph.gfa - o x
File Edit Tools View Select Output Help

Graph information Find nodes
Nodes: 3 @ Node(s):
(1] Edges: 1 (): | )
Total length: 4 083 750 @ Match: ® Exact ( Partial
bore jnfa | Find node(s) :
Graph drawing
© Scope: | Entire graph v

© style: ‘e Single Double

(i} Draw graph
Graph display
() Zoom:|  3692% |+
@ Node width: | 2,5 E
@ Colour by depth -
Node labels

V! Custom v/ Name

V' Length v Depth

v/ BLAST hits v/ CSV data:

(1] Font Text outline

BLAST

@  Create/view BLAST search

© Query:




v Dane ONT ~44x pozwolity na
C' praktycznie zamknigety genom w 1
contigu (~4.03 Mb)

O 1 contig,
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