C6opkKa de novo

Koa gocTyna npoeKTa no cekBeHnpoBaHuto baktepun Buchnera aphidicola str. Tuc7 -
SRR4240359.

KomaHpaa anAa ckaumsaHuA YTEeHUN:

wget ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1l/fastq/SRR424/009/SRR4240359/SRR4240359.fastq.gz

1. NopgroTtoBKa YTeHUi Nporpammoin trimmomatic

YaaneHue agantepos

A co3pana pann co Bcemu agantepamm B CBOEN Nanke KOMaHAO0M:
cat /mnt/scratch/NGS/adapters/* > adapters.fasta

Ona ynaneHna BO3MOXKHbIX OCTaTKOB aganTepoBs bblsa NCcnosib30BaHa Nporpamma
TrimmomaticSE (SE Tak KaK YTeHMA OAHOKOHLEBbIE).

KomaHpa:

TrimmomaticSE -phred33 SRR4240359.fastq.gz SRR4240359 trimm.fastq.gz
ILLUMINACLIP:adapters.fa:2:7:7

MonyyaeTcsa: Ha Bxog, 66110 AaHo 13 557 938 uteHuin, yaaneHo 34 532 (0.41%). To ecTb
0.41% 4TeHMIM OKa3anUCb OCTAaTKaMM aaanTepos.

Obpe3aHune YTeHnn

[Ns yaaneHus ¢ NpaBbiX KOHLLOB YTEHWIA HYKNEOTUA0B C KayecTBOM HUKe 20, a TakXKe
YTEHWI, A/INHA KOTOPbIX MeHblle 32 HyKNeoTnaos bbina UCNONb30BaHa KOMaHAaA:

TrimmomaticSE -phred33 SRR4240359 trimm.fastg.gz SRR4240359 trimm?2.fastqg.gz
TRAILING:20 MINLEN:32>trimm2.txt

Ha Bxog 6b1n0 gaHo 13 502 066 yteHui, yaaneHo 1 317 986 (9.76%).

Pa3smepbl ¢paiinos:

SRR4240361.fastq.gz (ckayaHHbIM pann) — 465 M6
YteHns 6e3 agantepoB — 463 M6

Y1eHuna nocne ounctkm — 403 M6

2. NogrotoBka k-mepos
Ona nonydyeHuna k-mepos 6bina cnonb3oBaHa caeayowan KomaHaa:
velveth k_mers 31 -short -fastqg.gz SRR4240359 trimm?2.fastq.gz

31 - annHa k-mepos

-short - KOPOTKME U HEMAPHbIE YTEHUA

-fastq.gz - popmart BxoagHoro dpaina

k_mers - nanka, B KOTOPOW OKaKyTcs nosyyaemble ¢paibl


ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR424/009/SRR4240359/SRR4240359.fastq.gz

3. Cbopka de novo
Ona cbopku de novo 3 nonyumslumxca k-mepos bbina ncnonb3oBaHa nporpamma velvetg.
KomaHaa:
velvetg k_mers
M3 BbiBOAA Nporpammbl B stdout:
N50 = 70607

Y106bI HAWUTK ANNHDBI TPEX CaMbIX AJIMHHBIX KOHTUTOB, MHOPMALMA O KOTOPbIX COAEPKUTCA
B panne contigs.fa A ucnonb3oBana KomaHay:

cat contigs.fa | grep '>'| tr'_''\t'| sort -k4 -n|tail -3
Taknum obpasom, cambie ANnHHbIE KOHTUMKM 11, 1 n 14 (cm. Tabn. 1).

Tabnnua 1. XapaKTepmucTrKa Tpex cambiX AJMHHbIX KOHTUIOB U3 COOPKM.

ID OnnHa MoKpbiTne
11 125674 44.550949
1 108 447 42.009184
14 71403 39.408694

Y106bl HANTU KOHTUTN C aHOMaNIbHO 6O/IbLUMM MM AHOMA/IbHO MasibiM NOKpPbITUEM Bbina
Mcrnonb3oBaHa KOMaHAaA:

cat contigs.fa | grep '>'| tr' ' '\t'| sort -k6 -n
KOHTUIM C aHOMaIbHO BONbLIMM NOKPbLITUEM:
ID:98 — noKpbiTne 139.489365, anvHa 47

ID:80 — noKpbiTne 109.500000, anmHa 40



4. AHanus

Tpn cambix 60NbLWNX KOHTUFA BbININ KaPTUPOBAHbI HAa Xpomocomy Buchnera aphidicola
(AC — CP009253).

HurKe npeacTaBieHbl XapaKTEPUCTUKU U KapTbl JIOKAZIbHOTO CXOACTBA 3TUX BblIPaBHMBAHUM
(cm. Tabn. 2-4, Puc. 1-3). Bo Bcex DotPlot no ocu y pacnono»keHa nocnenoBaTeNbHOCTb
Xpomocombl Buchnera aphidicola (AC - CP009253).

MOHO 3aMeTUTb, YTO BblPaBHUBAHWUA NOCTPOUANUCH C APYTron (KOMMNAEMEHTAPHOW) LEenbto
6aKTeEPUN OTHOCUTENBHO KOHTUIOB.

KoHTtur 11

megablast Bblaennn 25 romonorMyHbIX y4acTKOB.

Tabnuvua 2. XapakTepUCTUKM BblpaBHMBAHUA KOHTMra 11 Ha xpomocomy Buchnera
aphidicola (GenBank/EMBL AC — CP009253).

Homep KoopauHaTbl KoopguHaTbl OnnHa % MAEHTUYHOCTHU Yucno ranos
y4YacTKa KOHTUra y4yacTKka BblpaBHMBAHUA
XPOMOCOMbI

1 50907- 60472 44693-35124 9633 82.851 130/9633(1%)
2 85411-94500 11103-2004 9223 78.380 256/9223(2%)
3 103943-111247 620926-613658 7379 79.211 184/7379(2%)
4 39954-48261 55420-47158 8436 76.339 301/8436(3%)
5 24545-30582 70621-64632 6151 76.459 274/6151(4%)
6 120355-125312 604795-599832 5046 78.201 170/5046(3%)
7 97666-103713 627104-621055 6173 75.782 248/6173(4%)
8 67532-72881 28363-23067 5433 76.551 219/5433(4%)
9 1140-6626 93683-88200 5607 75.317 243/5607(4%)
10 76309-78519 20182-17962 2231 85.253 30/2231(1%)
11 35876-39267 59462-56071 3453 78.685 122/3453(3%)
12 78597-81767 17919-14727 3226 75.976 88/3226(2%)
13 63188-65924 32745-30013 2777 77.422 84/2777(3%)
14 73906-75730 22183-20358 1851 81.524 51/1851(2%)
15 48746-50760 46776-44768 2044 79.207 64/2044(3%)
16 111356-113422 613671-611633 2086 77.900 66/2086(3%)
17 21982-24360 73310-70970 2411 73.579 102/2411(4%)
18 10863-12259 84409-83021 1409 77.076 32/1409(2%)
19 2-877 94696-93821 885 79.887 18/885(2%)
20 18742-19686 76468-75528 953 77.230 20/953(2%)
21 16970-18128 78277-77117 1182 73.519 44/1182(3%)
22 81927-82401 14465-13994 478 82.218 9/478(1%)
23 20027-20445 75264-74833 442 76.923 33/442(7%)
24 113554-113849 611524-611229 297 79.461 2/297(0%)
25 8647-8878 86404-86174 234 78.632 5/234(2%)
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Puc. 1. Dot Plot BbipaBHUBaHMA KoHTUra 11 Ha xpomocomy Buchnera aphidicola
(GenBank/EMBL AC — CP009253).

EcTb 2 n"MHWMK BbipaBHUBAsA B pa3Hbix YacTax Dot Plot, cnegoBaTenbHo Havyana
nocseanoBaTeNIbHOCTEN He coBMnanu. TakKe 3aMeTHO HECKO/IbKO A0CTaTOYHO 60/1bLLMX

dparmeHTOB, rae He 66110 06HAPYKEHO 3HAYMTENILHOTO CXOACTBA (HanpUMep Ha yyYacTKax
31K-37K, 112K-120K).

KoHTur 1

megablast Bbiaennn 15 romonorMyHbIX y4acTKoB.

Tabnnua 3. XapaKTepUCTUKKM BblpaBHMBAHUA KOHTUIA 1 Ha xpomocomy Buchnera aphidicola
(GenBank/EMBL AC — CP009253).

Homep KoopauHaTbl KoopguHaTbl OnnHa % Yucno ranos
y4YacTKa KOHTUra y4acTKa BblpaBHMBaHMA WMAEHTUYHOCTU
XPOMOCOMbI

1 33726- 46466 127825- 140555 13010 74.950 548/13010(4%)
2 59485-67569 153752-161738 8168 77.804 264/8168(3%)
3 50105-57504 144368-151796 7536 77.747 243/7536(3%)
4 7333-14500 101712-108876 7274 76.533 215/7274(2%)
5 94019-98793 187938-192665 4801 79.983 99/4801(2%)
6 67774-72634 161898-166752 4914 79.589 112/4914(2%)
7 72665-79108 166750-173180 6517 76.216 159/6517(2%)
8 87826-91441 181712-185289 3652 76.068 110/3652(3%)
9 100101-102142 194042-196061 2070 79.227 78/2070(3%)
10 32468-33661 126623-127815 1199 83.736 11/1199(0%)
11 98869-100074 192777-193984 1209 81.472 4/1209(0%)
12 102449-104307 196373-198260 1910 76.492 73/1910(3%)
13 3756-4652 98408-99303 901 81.132 9/901(0%)
14 104513-105424 198467-199381 922 78.525 17/922(1%)
15 105557-106262 199545-200246 730 75.479 52/730(7%)
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Puc. 2. Dot Plot BbipaBHUBaHMA KoHTUra 1 Ha xpomocomy Buchnera aphidicola
(GenBank/EMBL AC — CP009253).
B cpaBHeHWM ¢ KOHTUIrom 11 3aecb B cpeAHEM MeHbLUEe NPOLUEHT MAEHTUYHOCTU; TaKKe ecTb
60/bluME HEBbIPOBHEHHbIE PparMeHTbl — CamMbln A/IMHHBIA 15K-32K.

KoHTtur 14

megablast Bbiaennn 14 romoN0OrMYHbIX y4acTKOB.

Homep KoopauHaTbl KoopguHaTbl OnvHa % UOEHTUYHOCTU Yucno ranos
y4YacTKa KOHTUra y4yacTka BblpaBHMBAHUA
XPOMOCOMbI

1 1- 6967 273028- 266073 7060 80.227 197/7060(2%)
2 25958-36657 247596-236918 10884 75.138 389/10884(3%)
3 66117-71365 207661-202390 5329 78.495 137/5329(2%)
4 49953-54055 223720-219625 4130 80.920 61/4130(1%)
5 45453-49564 228137-224057 4178 77.022 163/4178(3%)
6 36755-41284 236859-232358 4583 75.671 134/4583(2%)
7 41433-44553 232057-228944 3165 78.957 95/3165(3%)
8 9517-13088 263784-260224 3617 77.080 101/3617(2%)
9 21279-24481 252161-248967 3245 77.750 92/3245(2%)
10 55202-57887 218384-215717 2713 79.064 72/2713(2%)
11 61463-64422 212243-209294 3007 76.555 104/3007(3%)
12 15866-20188 257546-253223 4421 73.400 195/4421(4%)
13 64868-65758 208904-208017 902 76.718 25/902(2%)
14 54103-54763 219491-218821 676 76.183 20/676(2%)

Tabaunua 4. XapaKTepUCTUKM BblpaBHUBAHMA KOHTUIA 14 Ha xpomocomy Buchnera
aphidicola (GenBank/EMBL AC — CP009253).
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Puc. 3. Dot Plot BbipaBHWBaHMA KoHTUra 14 Ha xpomocomy Buchnera aphidicola
(GenBank/EMBL AC — CP009253).

B BbIpaBHMBAHUMN C KOHTUTOM 14 y4acTKK, rae He Bblno 0H6HAPYKEHO CXOACTBA YiKe
HECKO/IbKO MeHbLLUE, XOTS BCE PaBHO 3aMETHO UX OTHOCUTE/IbHO 60/1bLLOE KOIMYECTBO.



	3. Сборка de novo
	Для сборки de novo из получившихся k-меров была использована программа velvetg.
	Команда:
	velvetg k_mers
	Из вывода программы в stdout:
	N50 = 70607
	Чтобы найти длины трёх самых длинных контигов, информация о которых содержится в файле contigs.fa я использовала команду:
	cat contigs.fa | grep '>'| tr '_' '\t'| sort -k4 -n|tail -3
	Таким образом, самые длинные контиги 11, 1 и 14 (см. Табл. 1).
	Таблица 1. Характеристика трех самых длинных контигов из сборки.
	Чтобы найти контиги с аномально большим или аномально малым покрытием была использована команда:
	cat contigs.fa | grep '>'| tr '_' '\t'| sort -k6 -n
	Контиги с аномально большим покрытием:
	ID:98 – покрытие 139.489365, длина 47
	ID:80 – покрытие 109.500000, длина 40
	4. Анализ
	Три самых больших контига были картированы на хромосому Buchnera aphidicola (AC — CP009253).
	Ниже представлены характеристики и карты локального сходства этих выравниваний (см. Табл. 2-4, Рис. 1-3). Во всех DotPlot по оси y расположена последовательность хромосомы Buchnera aphidicola (AC - CP009253).
	Можно заметить, что выравнивания построились с другой (комплементарной) цепью бактерии относительно контигов.
	Контиг 11
	megablast выделил 25 гомологичных участков.
	Таблица 2. Характеристики выравнивания контига 11 на хромосому Buchnera aphidicola (GenBank/EMBL AC — CP009253).
	Есть 2 линии выравнивая в разных частях Dot Plot, следовательно начала последовательностей не совпали. Также заметно несколько достаточно больших фрагментов, где не было обнаружено значительного сходства (например на участках 31К-37К, 112К-120К).
	Контиг 1
	megablast выделил 15 гомологичных участков.
	megablast выделил 14 гомологичных участков.

