
 
 

2015 Workshop on Genomics 
 

Genomics Laboratory 
 

 

Instructors: 
 
• Konrad Paszkiewicz k.h.paszkiewicz@exeter.ac.uk 

 
 
 

Objectives: 
 

 
By the end of the lab you will be expected to: 
 

● Understand how short reads are generated. 
● Interpret FASTQ quality metrics and remove poor quality reads and adaptor contamination. 
● Align reads to a reference sequence to form a SAM file (Sequence Alignment/Map file) using 

BWA. 
● Identify SNPs, Indels, missing or truncated genes with respect to the reference genome. 
● Identify and annotate novel genes (with respect to the reference genome). 
● Assemble short reads de novo using SPAdes. 
● Improve the assembly using longer PacBio reads. 
● Assess and compare assemblies using QUAST. 
● Compare SNPs searches across several strains. 

 
This document includes a lot of tasks ­ don’t worry if you don’t have time to finish it! Don’t rush! We 
hope that most students will be able to finish Part 2 and other parts can be continued during open 
lab times for those interested.  
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The above figure illustrates the principles of base­calling from cycles 1 to 9. If we focus on the 
highlighted cluster, one can observe that the colour (wavelength) of light observed at each cycle 
changes along with the brightness (intensity). This is due to the incorporation of complementary 
ddNTPs containing fluorophores. So at cycle 1 we have a T base, at 2 a G base and so on. If the 
colour or intensity is ambiguous the sequencer will mark it as an N. Other clusters are also visible in 
the images; these will represent different monoclonal clusters with different sequences. 
 
The base calling algorithms turn the raw intensity values into T,G,C,A or N base calls. There are a 
variety of methods to do this and the one mentioned here is by no means the only one available, but 
it is often used as the default method on the Illumina systems. Known as the 'Chastity filter' it will 
only call a base if the intensity divided by the sum of the highest and second highest intensity is less 
than a given threshold (usually 0.6). Otherwise the base is marked with an N. In addition the 
standard Illumina pipeline will reject an entire read if two or more of these failures occur in the first 4 
bases of a read (it uses these cycles to determine the boundary of a cluster). 
 
Note that these basecalling processes are carried out at the sequencing facility and you will 
not need to perform any of these tasks under normal circumstances. They are explained 
here as useful background information. 
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  What are paired­end reads and why are they necessary? 
 
 
Paired­end sequencing is a remarkably simple and powerful modification to the standard 
sequencing protocol. It is nearly always worth obtaining paired­end reads if performing genomic 
sequencing. Typically sequencers of any type are only able to sequence a portion of DNA (e.g. 
50­300bp in the case of Illumina) before the fidelity of the enzyme and de­phasing of clusters (see 
later) increase the error rate beyond tolerable levels. As a result, on the Illumina system, a fragment 
which is 500bp long will may only have the first 100bp sequenced. 
 
If the size selection is tight enough and you know that nearly all the fragments are close to 500bp 
long, you can repeat the sequencing reaction from the other end of the fragment. This will yield two 
reads for each DNA fragment separated by a known distance I.e: 
 
 

   

   

The added information gained by knowing the distance between the two reads can be invaluable for 
spanning repetitive regions. In the figure below, the light coloured regions indicate repetitive 
sections of DNA. If a read contains only repetitive DNA, an alignment algorithm will be able to align 
the read to many locations in a reference genome. However, with paired­end reads, there is a 
greater chance that at least one of the two reads will align to a unique region of DNA. In this way 
one of the reads can be used to anchor the other read in the pair and help resolve the repetitive 
region. Paired­end reads are often used when performing de­novo genome sequencing (i.e. when a 
reference is not available to align against) because they enable contiguous regions of DNA to be 
ordered, or when characterizing variants such as large insertions or deletions. 
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Other forms of paired­end sequencing with much larger distances (e.g. 10kb) are possible with so 
called 'mate­pair' libraries. These are usually used in specific projects to help order contigs in 
de­novo sequencing projects. We will not cover them here, but the principles behind them are 
similar. 
 
In some cases, such as amplicon sequencing of portions of conserved genes (e.g 16S/18S 
subunits), it is advantageous to be able to overlap read 1 and read 2. For instance a particular 
amplicon may have a length of 500bp. If sequenced on the Illumina MiSeq in paired­end 300bp 
mode, the middle of the amplicon would be sequenced twice reducing the overall likelihood of 
including erroneous base­calls. Software exists which enables read 1 and read 2 to be merged 
although no independent benchmark has been performed to evaluate how well the software works.   
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Inherent sources of error   
 
 
No measurement is without a certain degree of error. This is true in sequencing. As such there is a 
finite probability that a base will not be called correctly. There are several possible sources: 
 
Frequency cross­talk and normalisation errors: 
 
When reading an A base, a small amount of C will also be measured due to frequency overlap and 
vice­versa. Similarly with G and T bases. Additionally, from the figure below, it should be clear that 
the extent to which the dyes fluoresce differs. As such it is necessary to normalize the intensities. 
This normalisation process can also introduce errors. 

 
Frequency response curve for A and C dyes 
(Intensity y­axis and frequency on the x­axis) 
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 Quality scores 
 
To account for the possible errors and provide an estimate of confidence in a given base­call, the 
Illumina sequencing pipeline assigns a quality score to each base called. Most quality scores are 
calculated using the Phred scale. Each base call has an associated base call quality which 
estimates the chance that the base call is incorrect. 
 
Q10 = 1 in 10 chance of incorrect base call 
Q20 = 1 in 100 chance of incorrect base call 
Q30 = 1 in 1000 chance of incorrect base call 
Q40 = 1 in 10,000 chance of incorrect base call 
 
For most Ion Torrent, SOLiD and Illumina runs you should see quality scores between Q20 and 
Q40. Note that these as only estimates of base­quality based on calibration runs performed by the 
manufacturer against a sample of known sequence with (typically) a GC content of 50%. Extreme 
GC bias and/or particular motifs or homopolymers can cause the quality scores to become 
unreliable. 
 
Accurate base qualities are an essential part in ensuring variant calls are correct. For the purposes 
of this tutorial and as a rough and ready rule we generally assume that with Illumina data anything 
less than Q20 is not useful data and should be excluded from the analysis.  

 

Reads containing adaptors 
 
Some reads will contain adaptor sequences after sequencing, usually at the end of the read. This is 
usually because of short sample DNA fragments, which result in the polymerase reading into the 
adaptor region. Occasionally this can also happen because of mis­priming. It is important to remove 
or trim sequences containing these sequences as they are not part of the data you are interested in 
and can prevent reads from aligning or being correctly assembled.  
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2015 Workshop on Genomics 
 

  Part 2: 
Short read genomics: 

Remapping 
 
Instructors: 
 

• Konrad Paszkiewicz k.h.paszkiewicz@exeter.ac.uk 
 

 
Objectives: 

 

 
By the end of this section you will be expected to: 
 
 

�‡ �,�Q�W�H�U�S�U�H�W���)�$�6�7�4���T�X�D�O�L�W�\���P�H�W�U�L�F�V����

�‡ �5�H�P�R�Y�H���S�R�R�U���T�X�D�O�L�W�\���G�D�W�D����

�‡ �7�U�L�P���D�G�D�S�W�R�U���F�R�Q�W�D�P�L�Q�D�Q�W���V�H�T�X�H�Q�F�H�V���I�U�R�P���)�$�6�7�4���G�D�W�D����

�‡ �&�R�X�Q�W���W�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���U�H�D�G�V���E�H�I�R�U�H���D�Q�G���D�I�W�H�U���W�U�L�P�P�L�Q�J���D�Q�G���T�X�D�O�L�W�\���F�R�Q�W�U�R�O����

�‡ �$�O�L�J�Q���U�H�D�G�V���W�R���D���U�H�I�H�U�H�Q�F�H���V�H�T�X�H�Q�F�H���W�R���I�R�U�P���D���6�$�0���I�L�O�H�����6�H�T�X�H�Q�F�H���$�O�L�J�Q�0�H�Q�W���I�L�O�H�����X�V�L�Q�J���%�: �$����

�‡ �&�R�Q�Y�H�U�W���W�K�H���6�$�0���I�L�O�H���W�R���%�$�0���I�R�U�P�D�W�����%�L�Q�D�U�\���$�O�L�J�Q�0�H�Q�W���I�R�U�P�D�W������

�‡ �,�G�H�Q�W�L�I�\���D�Q�G���V�H�O�H�F�W���K�L�J�K���T�X�D�O�L�W�\���6�1�3�V���D�Q�G���,�Q�G�H�O�V���X�V�L�Q�J���6�$�0�W�R�R�O�V����

�‡ �,�G�H�Q�W�L�I�\���P�L�V�V�L�Q�J���R�U���W�U�X�Q�F�D�W�H�G���J�H�Q�H�V���Z�L�W�K���U�H�V�S�H�F�W���W�R���W�K�H���U�H�I�H�U�H�Q�F�H���J�H�Q�R�P�H����

�‡ �,�G�H�Q�W�L�I�\���6�1�3�V���Z�K�L�F�K���R�Y�H�U�O�D�S���Z�L�W�K���N�Q�R�Z�Q���F�R�G�L�Q�J���U�H�J�L�R�Q�V����
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http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fnuccore%2FU00096&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNFqiKeKJy6a0cDlT8ZVk52QwoEJ2g
http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%3A80%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fcmd%3DRetrieve%26db%3Dpubmed%26dopt%3DAbstract%26list_uids%3D9521922&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNHZptN4bR1B24_94shaWM9GNUrJMg
http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%3A80%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fcmd%3DRetrieve%26db%3Dpubmed%26dopt%3DAbstract%26list_uids%3D9521922&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNHZptN4bR1B24_94shaWM9GNUrJMg


 
 

 
For most Ion Torrent, SoLID and Illumina runs you should see quality scores between Q20 and 
Q40. 
Note that these as only estimates of base­quality based on calibration runs performed by the 
manufacturer against a sample of known sequence with (typically) a GC content of 50%. Extreme 
GC biases and/or particular motifs or homopolymers can cause the quality scores to become 
unreliable. Accurate base qualities are an essential part in ensuring variant calls are correct. As a 
rough and ready rule we generally assume that with Illumina data anything less than Q20 is not 
useful data and should be excluded. 
 

FASTQ format: 
 
A FASTQ entry consists of 4 lines 
 
1. A header line beginning with  '@' containing information about the name of the sequencer, 
and the position at which the originating cluster was located and whether it passed purity filters. 
2. The DNA sequence of the read 
3. A header line or line beginning with just '+' 
4. Quality scores for each base encoded in ASCII format 
 
Typical FASTQ formatted file. 
 

 
 
To reduce storage requirements, the FASTQ quality scores are stored as single characters and 
converted to numbers by obtaining the ASCII quality score and subtracting either 33 or 64. For 
example, the above FASTQ file is Sanger formatted and the character ‘!’ has an ASCII value of 33. 
Therefore the corresponding base would have a Phred quality score of 33­33=Q0 (i.e. totally 
unreliable).  On the other hand a base with a quality score denoted by ‘@’ which has an ASCII value 
of 64 would have a Phred quality score of 64­33=Q31 (i.e. less than 1/1000 chance of being 
incorrect). 
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http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.bioinformatics.bbsrc.ac.uk%2Fprojects%2Ffastqc%2F&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNFI3lgFEaeEVE-ZedlHR7ERGf6Ydw


 
 

Task 1: 
From your home directory change into the 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/ directory and list the directory 
contents. E.g.: 

cd ~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/ 
ls ­l 

 

 

 

Note that this is a paired­end run. As such there are two files 

● one for read 1 (E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.fastq)  

● and the other for the reverse read 2 (E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.fastq) 

Reads from the same pair can be identified because they have the same header. Many programs 
require that the read 1 and read 2 files have the reads in the same order. To view the first few 
headers we can use the head and grep commands: 

head E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.fastq | grep MISEQ 
head E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.fastq | grep MISEQ 

 

 

 

The only difference in the headers for the two reads is the read number. Of course this is no 
guarantee that all the headers in the file are consistent. To get some more confidence repeat the 
above commands using 'tail' instead of 'head' to compare reads at the end of the files.  

 

You can also check that there is an identical number of reads in each file using cat, grep and wc –l: 

cat E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.fastq | grep MISEQ | wc –l 
cat E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.fastq | grep MISEQ | wc –l 

 
Don’t worry if this takes a minute or so, remember that the computer is reading and scanning 
thousands of lines one at a time. 
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Now, let's start the fastqc program.  

fastqc   
 

Load the E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.fastq file from the 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter directory. 

 

 

 

 

After a few minutes the program should finish analysing the FASTQ file. 

The fastqc program performs a number of tests which determines whether a green tick (pass), 
exclamation mark (warning) or red cross (fail) is displayed. However it is important to realise that 
fastqc has no knowledge of what your library is or should look like. All of its tests are based on a 
completely random library with 50% GC content. Therefore if you have a sample which does not 
match these assumptions, it may 'fail' the library. For example, if you have a high AT or high GC 
organism it may fail the per sequence GC content. If you have any barcodes or low complexity 
libraries (e.g. small RNA libraries) they may also fail some of the sequence complexity tests. 

The bottom line is that you need to be aware of what your library is and whether what fastqc is 
reporting makes sense for that type of library. 
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In this case we have a number of errors and warnings which at first sight suggest there has been a 
problem ­ but don't worry too much yet. Let's go through them in turn. 
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Quality scores: 

This is one of the most important metrics. If the quality scores are poor, either the wrong FASTQ 
encoding has been guessed by fastqc (see the title of the chart), or the data itself is poor quality. 
This view shows an overview of the range of quality values across all bases at each position in the 
FASTQ file.  Generally anything with a median quality score greater than Q20 is regarded as 
acceptable; anything above Q30 is regarded as 'good'. For more details, see the help 
documentation in fastqc. 

 

 

 

In this case this check is red ­ and it is true that the quality drops off at the end of the reads. It is 
normal for read quality to get worse towards the end of the read. You can see that at 250 bases the 
quality is still very good, we will later trim off the low quality bases so reserve judgment for now.. 
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Per tile sequence quality 

This is a purely technical view on the sequencing run, it is more important for the team running the 
sequencer. The sequencing flowcell is divided up into areas called cells. You can see that the read 
quality drops off in some cells faster than others. This maybe because of the way the sample flowed 
over the flowcell or a mark or smear on the lens of the optics. 
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http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fess-wiki.exeter.ac.uk%2Fess%2FQuality_control&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNEWR0q9EKXpnhdyl_uaHMCriWDj-A


 
 

Sequence duplication levels: 

In a library that covers a whole genome uniformly most sequences will occur only once in the final 
set. A low level of duplication may indicate a very high level of coverage of the target sequence, but 
a high level of duplication is more likely to indicate some kind of enrichment bias (e.g. PCR 
over­amplification). 

This module counts the degree of duplication for every sequence in the set and creates a plot 
showing the relative number of sequences with different degrees of duplication.  
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Overrepresented Sequences 

This check for sequences that occur more frequently than expected in your data. It also checks any 
sequences it finds against a small database of known sequences. In this case it has found that a 
small number of reads 4000 out of 600000 appear to contain a sequence used in the preparation for 
the library. (Don’t worry that the percent of 0.639 seems incorrect ­ a subset of reads are analysed 
to conserve memory). A typical cause is that the original DNA was shorter than the length of the 
read ­ so the sequencing overruns the actual DNA and runs into the adaptors used to bind it to the 
flowcell. 

At this level there is nothing to worry about ­ they will be trimmed in later stages. 

 

 

There are other reports available: 

Have a look at them and at what the author of FastQC has to say. 

http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/Help/3%20Analysis%20Modules/  

 

Remember the error and warning flags are his (albeit experienced) judgement of what typical data 
should look like. It is up to you to use some initiative and understand whether what you are seeing is 
typical for your dataset and how that might affect any analysis you are performing. Bear in mind that 
some data, such as transcriptome data, is likely to have over represented sequences or some data, 
such as RAD­seq, will always have the same few base pairs (the digestion site). The important thing 
is to think about your data! 
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http://code.google.com/p/ea-utils/


 
 

Task 3: 
 
To run the fastq­mcf program, type the following (all on one line): 
 
fastq­mcf ../../reference/adaptors/adaptors.fasta E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.fastq 
E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.fastq ­o E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.filtered.fastq ­o 
E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.filtered.fastq ­C 1000000 ­q 20 ­p 10 ­u ­x 0.01 

To explain the options: 

­o are the output files to be written. 

­C specifies the number of reads for subsampling ­ this takes the results from a smaller number of 
reads to create a model, and then trims the entire data set based upon this. This setting speeds up 
the filtering process. 

­p specifies the maximum adaptor difference ­ this is the amount the adaptor can differ by and still 
be removed. 

­u this enables Illumina PF filtering ­ this is obsolete for all Illumina data past 2011. 

­x specifies the bad read percentage causing cycle removal ­ if the number of reads with a “bad” 
quality score at that position exceeds this percentage, the position is removed from all reads. 

 

This may take around 20 minutes to finish (go and have a break!) After the filtering should be 
complete and you should see something similar to: 

 

 

You can see that the trimming has been harsher on the R2 reads than on the R1 ­ this is generally 
to be expected in Illumina paired end runs. 
If we look at the sizes of the files produced: 
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ls ­l 
 

 
 
You can see that the original files are exactly the same size, but the R2 filtered file is smaller than 
R1. 
Now count the lines in all the files 
 

wc ­l *.filtered.fastq 
 

 
 
Although the reads have been trimmed differently ­ the number of reads in the R1 and R2 files are 
identical. This is required for all the tools we will use to analyse paired end data. 
 
Task 4: 
 
Check the quality scores and sequence distribution in the fastqc program for the two filtered 
fastq files. You should notice very little change (since comparatively few reads were filtered). 
 
However, you should notice a significant improve in quality and the absence of adaptor sequences. 
 
Task 5: 
 
We can perform a quick check (although this by no means guarantees) that the sequences in 
read 1 and read 2 are in the same order by checking the ends of the two files and making 
sure that the headers are the same. 
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Let's look at 2 potential SNPs which are in fact artefacts. 
 
1. Sequencing error: 
 
The region highlighted in green on the right shows that most reads agree with the reference 
sequence (i.e. C­base). However, 2 reads near the bottom show an A­base. In this situation we can 
safely assume that the A­bases are due to a sequencing error rather than a genuine variant. 
 
2. PCR duplication: 
 
The highlighted region red on the left shows where there appears to be a variant (either due to 
sequencing of a diploid genome or non­clonal samples). A C­base is present in the reference and 
half the reads, whilst an A­base is present in the other reads. 
 

 
 
Is this a genuine difference or a sequencing or sample prep error? What do you think? If this was a 
real sample, would you expect all the reads containing an A to start at the same location? 
 
The answer is no. This 'SNP' is in fact due to PCR duplication. I.e. an error was made during PCR 
replication (converting the C to a A) early during the PCR reaction and the same fragment of DNA 
has been replicated many times more than the average. What we are seeing is many copies of the 
same erroneous PCR product. We can filter out such reads during after alignment to the reference 
(see later).  
 
A detailed discussion of PCR duplication can be found here 
http://www.cureffi.org/2012/12/11/how­pcr­duplicates­arise­in­next­generation­sequencing/  
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Indexing a reference genome: 
 
Before we can start aligning reads to a reference genome, the genome sequence needs to be 
indexed. This means sorting the genome into easily searched chunks. 
 
Task 7: Generating an index file from the reference sequence 
 
Change directory to the reference_sequence directory: 
 

cd ~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/
 

 

 
 
In this directory we have 2 files. U00096.fna is a FASTA file which contains the reference genome 
sequence. The U00096.gff file contains the annotation for this genome. We will use this later. 
 
First, let's looks at the bwa command itself. Type: 
 

bwa  
 
This should yield something like: 
 

 
BWA is actually a suite of programs which all perform different functions. We are only going to use 
two during this lab, bwa index, bwa mem 
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If we type: 
 

bwa index  
 
We can see more options for the bwa index command: 
 

 
 
By default bwa index will use the IS algorithm to produce the index. This works well for most 
genomes, but for very large ones (e.g. vertebrate) you may need to use bwtsw. For bacterial 
genomes the default algorithm will work fine. 
 
 
Now we will create a reference index for the genome using BWA: 
 

bwa index U00096.fna 
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If you now list the directory contents using the 'ls' command, you will notice that the BWA index 
program has created a set of new files. These are the index files BWA needs. 
 

 
 
Task 8: Aligning reads to the indexed reference sequence: 
 
Now we can begin to align read 1 and read 2 to the reference genome. First of all change back into 
the ~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/ directory and create a 
subdirectory to contain our remapping results. 
 

cd ~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/ 
mkdir remapping_to_reference 
cd remapping_to_reference 

 

 
 
 
Let's explore the alignment options BWA MEM has to offer. Type: 
 

bwa mem 
 
�8�V�D�J�H�� �� �E�Z�D�� �P�H�P�� �>�R�S�W�L�R�Q�V�@�� �� �L�G�[�E�D�V�H�!�� �� �L�Q�� �� �I�T�!�� �>�L�Q�� �� �I�T�@ 
 
�$�O�J�R�U�L�W�K�P�� �R�S�W�L�R�Q�V��  
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �W�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �W�K�U�H�D�G�V�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �N�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �V�H�H�G�� �O�H�Q�J�W�K�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �Z�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �E�D�Q�G�� �Z�L�G�W�K�� �I�R�U�� �E�D�Q�G�H�G�� �D�O�L�J�Q�P�H�Q�W�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �G�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �R�I�I�� �G�L�D�J�R�Q�D�O�� �;�� �G�U�R�S�R�I�I�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �U�� �)�/�2�$�7�� �� �� �� �� �� �O�R�R�N�� �I�R�U�� �L�Q�W�H�U�Q�D�O�� �V�H�H�G�V�� �L�Q�V�L�G�H�� �D�� �V�H�H�G�� �O�R�Q�J�H�U�� �W�K�D�Q�� � �̂� �N�`�� �
 �� �)�/�2�$�7�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �F�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �V�N�L�S�� �V�H�H�G�V�� �Z�L�W�K�� �P�R�U�H�� �W�K�D�Q�� �,�1�7�� �R�F�F�X�U�U�H�Q�F�H�V�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �' �� �)�/�2�$�7�� �� �� �� �� �� �G�U�R�S�� �F�K�D�L�Q�V�� �V�K�R�U�W�H�U�� �W�K�D�Q�� �)�/�2�$�7�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �O�R�Q�J�H�V�W�� �R�Y�H�U�O�D�S�S�L�Q�J��
�F�K�D�L�Q�� �>�� �� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �:�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �G�L�V�F�D�U�G�� �D�� �F�K�D�L�Q�� �L�I�� �V�H�H�G�H�G�� �E�D�V�H�V�� �V�K�R�U�W�H�U�� �W�K�D�Q�� �,�1�7�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �P�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�U�I�R�U�P�� �D�W�� �P�R�V�W�� �,�1�7�� �U�R�X�Q�G�V�� �R�I�� �P�D�W�H�� �U�H�V�F�X�H�V�� �I�R�U�� �H�D�F�K�� �U�H�D�G�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �6�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �V�N�L�S�� �P�D�W�H�� �U�H�V�F�X�H 
�� �� �� �� �� �� �� �� �3�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �V�N�L�S�� �S�D�L�U�L�Q�J�� �� �P�D�W�H�� �U�H�V�F�X�H�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �X�Q�O�H�V�V�� �� �6�� �D�O�V�R�� �L�Q�� �X�V�H 
�� �� �� �� �� �� �� �� �H�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �G�L�V�F�D�U�G�� �I�X�O�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �H�[�D�F�W�� �P�D�W�F�K�H�V 
�� �� �� �� �� �� �� �� �$�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �V�F�R�U�H�� �I�R�U�� �D�� �V�H�T�X�H�Q�F�H�� �P�D�W�F�K�� �� �Z�K�L�F�K�� �V�F�D�O�H�V�� �R�S�W�L�R�Q�V�� �� �7�G�%�2�(�/�8�� �X�Q�O�H�V�V��
�R�Y�H�U�U�L�G�G�H�Q�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �%�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�Q�D�O�W�\�� �I�R�U�� �D�� �P�L�V�P�D�W�F�K�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �2�� �,�1�7�>�� �,�1�7�@�� �� �J�D�S�� �R�S�H�Q�� �S�H�Q�D�O�W�L�H�V�� �I�R�U�� �G�H�O�H�W�L�R�Q�V�� �D�Q�G�� �L�Q�V�H�U�W�L�R�Q�V�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �(�� �,�1�7�>�� �,�1�7�@�� �� �J�D�S�� �H�[�W�H�Q�V�L�R�Q�� �S�H�Q�D�O�W�\�� �� �D�� �J�D�S�� �R�I�� �V�L�]�H�� �N�� �F�R�V�W�� �
 � �̂� �2�`�� �� �� � �̂� �(�`�
 �N�
 �� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �/�� �,�1�7�>�� �,�1�7�@�� �� �S�H�Q�D�O�W�\�� �I�R�U�� �� �
 �� �� �D�Q�G�� �� �
 �� �H�Q�G�� �F�O�L�S�S�L�Q�J�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �8�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�Q�D�O�W�\�� �I�R�U�� �D�Q�� �X�Q�S�D�L�U�H�G�� �U�H�D�G�� �S�D�L�U�� �>�� �� �@ 
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�� �� �� �� �� �� �� �� �[�� �6�7�5�� �� �� �� �� �� �� �� �U�H�D�G�� �W�\�S�H�� �� �6�H�W�W�L�Q�J�� �� �[�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �P�X�O�W�L�S�O�H�� �S�D�U�D�P�H�W�H�U�V�� �X�Q�O�H�V�V�� �R�Y�H�U�U�L�G�H�Q��
�>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�D�F�E�L�R�� �� �� �N�� �� �� �� �:�� �� �� �� �U�� �� �� �� �$�� �� �� �%�� �� �� �2�� �� �� �(�� �� �� �/��  
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�E�U�H�D�G�� �� �� �N�� �� �� �� �:�� �� �� �� �F�� �� �� �� �� �� �U�� �� �� �� �$�� �� �� �%�� �� �� �2�� �� �� �(�� �� �� �1�� �� �� �� �)�H�D�' �� �� �� �� 
 
�,�Q�S�X�W�� �R�X�W�S�X�W�� �R�S�W�L�R�Q�V�� 
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �I�L�U�V�W�� �T�X�H�U�\�� �I�L�O�H�� �F�R�Q�V�L�V�W�V�� �R�I�� �L�Q�W�H�U�O�H�D�Y�H�G�� �S�D�L�U�H�G�� �H�Q�G�� �V�H�T�X�H�Q�F�H�V 
�� �� �� �� �� �� �� �� �5�� �6�7�5�� �� �� �� �� �� �� �� �U�H�D�G�� �J�U�R�X�S�� �K�H�D�G�H�U�� �O�L�Q�H�� �V�X�F�K�� �D�V�� �
 �#�5�*�?�W�,�' �� �I�R�R�?�W�6�0�� �E�D�U�
 �� �>�Q�X�O�O�@ 
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �Y�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �Y�H�U�E�R�V�H�� �O�H�Y�H�O�� �� �� � �H�U�U�R�U�� �� �� � �Z�D�U�Q�L�Q�J�� �� �� � �P�H�V�V�D�J�H�� �� �� �� � �G�H�E�X�J�J�L�Q�J�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �7�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �V�F�R�U�H�� �W�R�� �R�X�W�S�X�W�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �K�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �� �L�I�� �W�K�H�U�H�� �D�U�H�� �� �,�1�7�� �K�L�W�V�� �Z�L�W�K�� �V�F�R�U�H�� �!�� �� �� �� �R�I�� �W�K�H�� �P�D�[�� �V�F�R�U�H�� �� �R�X�W�S�X�W�� �D�O�O�� �L�Q��
�;�$�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �D�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �D�O�O�� �D�O�L�J�Q�P�H�Q�W�V�� �I�R�U�� �6�(�� �R�U�� �X�Q�S�D�L�U�H�G�� �3�( 
�� �� �� �� �� �� �� �� �&�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �D�S�S�H�Q�G�� �)�$�6�7�$�� �)�$�6�7�4�� �F�R�P�P�H�Q�W�� �W�R�� �6�$�0�� �R�X�W�S�X�W 
�� �� �� �� �� �� �� �� �<�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �X�V�H�� �V�R�I�W�� �F�O�L�S�S�L�Q�J�� �I�R�U�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\�� �D�O�L�J�Q�P�H�Q�W�V 
�� �� �� �� �� �� �� �� �0�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �P�D�U�N�� �V�K�R�U�W�H�U�� �V�S�O�L�W�� �K�L�W�V�� �D�V�� �V�H�F�R�Q�G�D�U�\ 
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �,�� �)�/�2�$�7�>�� �)�/�2�$�7�>�� �,�1�7�>�� �,�1�7�@�@�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �V�S�H�F�L�I�\�� �W�K�H�� �P�H�D�Q�� �� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �G�H�Y�L�D�W�L�R�Q�� �� �� �� �� �� �R�I�� �W�K�H�� �P�H�D�Q�� �L�I�� �D�E�V�H�Q�W�� �� �� �P�D�[ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �V�L�J�P�D�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �P�H�D�Q�� �L�I�� �D�E�V�H�Q�W�� �� �D�Q�G�� �P�L�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �L�Q�V�H�U�W�� �V�L�]�H��
�G�L�V�W�U�L�E�X�W�L�R�Q��  
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �)�5�� �R�U�L�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� �R�Q�O�\�� �� �>�L�Q�I�H�U�U�H�G�@ 
 
�1�R�W�H�� �� �3�O�H�D�V�H�� �U�H�D�G�� �W�K�H�� �P�D�Q�� �S�D�J�H�� �I�R�U�� �G�H�W�D�L�O�H�G�� �G�H�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �F�R�P�P�D�Q�G�� �O�L�Q�H�� �D�Q�G�� �R�S�W�L�R�Q�V��  
 
The basis format of the command is 
 
�8�V�D�J�H�� �� �E�Z�D�� �P�H�P�� �>�R�S�W�L�R�Q�V�@�� �� �L�G�[�E�D�V�H�!�� �� �L�Q�� �� �I�T�!�� �>�L�Q�� �� �I�T�@ 
 
We can see that we need to provide BWA with a FASTQ files containing the raw reads (denoted by 
<in.fq> and <in2.fq>) to align to a reference file (unhelpfully this is listed as <idxbase>). There are 
also a number of options. The most important are the maximum number of differences in the seed 
(­k i.e. the first 32 bp of the sequence vs the reference), the number of processors the program 
should use (­t – our machine has 2 processors). 
 
Our reference sequence is in  
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.fna 
 
Our filtered reads in  
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.
filtered.fastq 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.
filtered.fastq 
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So to align our paired reads using processors and output to file 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam: 
 
Type, all on one line: 
 
bwa mem ­t 2 ~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.fna 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.
filtered.fastq 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.
filtered.fastq > E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam 
 
There will be quite a lot of output but the end should look like: 
 

 
 
Viewing the alignment 
 
Once the alignment is complete, list the directory contents and check that the alignment file is 
present.  

ls ­lh 
 

 
 
Note: ls ­lh outputs the size of the file in human readable format (795Mb in this case) 
 
The raw alignment is stored in what is called SAM format (Simple AlignMent format). It is in plain 
text format and you can view it if you wish using the 'less' command. Do not try to open the whole 
file in a text editor as you will likely run out of memory! 
 

less E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam 
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Each alignment line has 11 mandatory fields for essential alignment information such as mapping 
position, and a variable number of optional fields for flexible or aligner specific information. For 
further details as to what each field means see http://samtools.sourceforge.net/SAM1.pdf 
  
 
Task 9: Convert SAM to BAM file 
 
Before we can visualise the alignment however, we need to convert the SAM file to a BAM (Binary 
AlignMent format) which can be read by most software analysis packages. To do this we will use 
another suite of programs called samtools. Type: 
 

samtools view 
 
�8�V�D�J�H�� �� �� �� �V�D�P�W�R�R�O�V�� �Y�L�H�Z�� �>�R�S�W�L�R�Q�V�@�� �� �L�Q�� �E�D�P�!�_�� �L�Q�� �V�D�P�!�� �>�U�H�J�L�R�Q�� �� �>�� �� �� �@�@ 
 
�2�S�W�L�R�Q�V�� �� �� �E�� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �%�$�0 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �K�� �� �� �� �� �� �� �S�U�L�Q�W�� �K�H�D�G�H�U�� �I�R�U�� �W�K�H�� �6�$�0�� �R�X�W�S�X�W 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �+�� �� �� �� �� �� �� �S�U�L�Q�W�� �K�H�D�G�H�U�� �R�Q�O�\�� �� �Q�R�� �D�O�L�J�Q�P�H�Q�W�V�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �6�� �� �� �� �� �� �� �L�Q�S�X�W�� �L�V�� �6�$�0 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �X�� �� �� �� �� �� �� �X�Q�F�R�P�S�U�H�V�V�H�G�� �%�$�0�� �R�X�W�S�X�W�� �� �I�R�U�F�H�� �� �E�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �I�D�V�W�� �F�R�P�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �� �I�R�U�F�H�� �� �E�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �[�� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �)�/�$�*�� �L�Q�� �+�(�;�� �� �V�D�P�W�R�R�O�V�� �&�� �V�S�H�F�L�I�L�F��  
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �;�� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �)�/�$�*�� �L�Q�� �V�W�U�L�Q�J�� �� �V�D�P�W�R�R�O�V�� �&�� �V�S�H�F�L�I�L�F�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �F�� �� �� �� �� �� �� �S�U�L�Q�W�� �R�Q�O�\�� �W�K�H�� �F�R�X�Q�W�� �R�I�� �P�D�W�F�K�L�Q�J�� �U�H�F�R�U�G�V 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �%�� �� �� �� �� �� �� �F�R�O�O�D�S�V�H�� �W�K�H�� �E�D�F�N�Z�D�U�G�� �&�,�*�$�5�� �R�S�H�U�D�W�L�R�Q 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �#�� �,�1�7�� �� �� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �%�$�0�� �F�R�P�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �W�K�U�H�D�G�V�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �/�� �)�,�/�(�� �� �R�X�W�S�X�W�� �D�O�L�J�Q�P�H�Q�W�V�� �R�Y�H�U�O�D�S�S�L�Q�J�� �W�K�H�� �L�Q�S�X�W�� �%�(�' �� �)�,�/�(�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �W�� �)�,�/�(�� �� �O�L�V�W�� �R�I�� �U�H�I�H�U�H�Q�F�H�� �Q�D�P�H�V�� �D�Q�G�� �O�H�Q�J�W�K�V�� �� �I�R�U�F�H�� �� �6�� �� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �7�� �)�,�/�(�� �� �U�H�I�H�U�H�Q�F�H�� �V�H�T�X�H�Q�F�H�� �I�L�O�H�� �� �I�R�U�F�H�� �� �6�� �� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �R�� �)�,�/�(�� �� �R�X�W�S�X�W�� �I�L�O�H�� �Q�D�P�H�� �>�V�W�G�R�X�W�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �5�� �)�,�/�(�� �� �O�L�V�W�� �R�I�� �U�H�D�G�� �J�U�R�X�S�V�� �W�R�� �E�H�� �R�X�W�S�X�W�W�H�G�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �I�� �,�1�7�� �� �� �U�H�T�X�L�U�H�G�� �I�O�D�J�� �� �� �� �I�R�U�� �X�Q�V�H�W�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �)�� �,�1�7�� �� �� �I�L�O�W�H�U�L�Q�J�� �I�O�D�J�� �� �� �� �I�R�U�� �X�Q�V�H�W�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �T�� �,�1�7�� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �P�D�S�S�L�Q�J�� �T�X�D�O�L�W�\�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �O�� �6�7�5�� �� �� �R�Q�O�\�� �R�X�W�S�X�W�� �U�H�D�G�V�� �L�Q�� �O�L�E�U�D�U�\�� �6�7�5�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �U�� �6�7�5�� �� �� �R�Q�O�\�� �R�X�W�S�X�W�� �U�H�D�G�V�� �L�Q�� �U�H�D�G�� �J�U�R�X�S�� �6�7�5�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �V�� �)�/�2�$�7�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�H�P�S�O�D�W�H�V�� �W�R�� �V�X�E�V�D�P�S�O�H�� �� �L�Q�W�H�J�H�U�� �S�D�U�W�� �D�V�� �V�H�H�G�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �"�� �� �� �� �� �� �� �O�R�Q�J�H�U�� �K�H�O�S 
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We can see that we need to provide samtools view with a reference genome in FASTA format file 
(­T), the ­b and ­S flags to say that the output should be in BAM format and the input in SAM, plus 
the alignment file. 
 
Remember our reference sequence is in 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.fna 
 
Type (all on one line): 

 
samtools view ­bS ­T 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.fna 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam > E_Coli_CGATGT_L001_filtered.bam 

 
This should take around 2 minutes. 
 

ls ­lh 
 
It's always good to check that your files have produced correctly if something goes wrong it's better 
to catch it immediately.  
 

 
 
Note that the bam file is smaller than the sam file ­ this is to be expected as the binary format is 
more efficient. 
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Task 10: Sort BAM file 
 
Once this is complete we then need to sort the BAM file so that the reads are stored in the order 
they appear along the chromosomes (don't ask me why this isn't done automatically....). We can do 
this using the samtools sort command. 
 

�V�D�P�W�R�R�O�V���V�R�U�W���(�B�&�R�O�L�B�&�* �$�7�* �7�B�/�������B�I�L�O�W�H�U�H�G���E�D�P���( �B�&�R�O�L�B�&�* �$�7�* �7�B�/�������B�I�L�O�W�H�U�H�G���V�R�U�W�H�G��

 
This will take another minute or so.  
Note that the output file is called .sorted, but actually the program appends .bam to the end of the 
file (see below). Just to add confusion. 
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Task 11: Fill the 'MD' field using samtools 
 
This mysterious task is an obscure term whose origins are lost in the mists of time. However, all it 
means is that we want samtools to look at the BAM file and annotate where it thinks SNPs should 
be. 
 
On the command­line type: 
 

samtools fillmd ­b E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.bam 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.fna > 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.bam 

 
Again, this should take around 1 minute. 
 
As always check the results. 
 

 
 
Task 12: Remove suspected PCR duplicates 
 
Especially when using paired­end reads, samtools can do a reasonably good job of removing 
potential PCR duplicates (see the first part of this lab if you are unsure what this means). 
 
Again, samtools has a great little command to do this called rmdup. 
 
On the command­line type: 
 

samtools rmdup E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.bam 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.rmdup.bam 
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You will notice some warnings about inconsistent BAM file for pair ­ this is just a warning that a pair 
of reads does not align together on the genome within the expected tolerance ­ it is normal to 
expect some of these, and you can ignore. 
 
Task 13: Index the BAM file 
 
Most programs used to view BAM formatted data require an index file to locate the reads mapping 
to a particular location quickly. We'll use the samtools index command to do this. 
 
Type: 

samtools index E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.rmdup.bam 
 
 

 
 
We should obtain a .bai file (known as a BAM­index file). 
 
Task 14: Obtain mapping statistics 
 
Finally we can obtain some summary statistics. 
 

samtools flagstat E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.rmdup.bam > 
mappingstats.txt 

 
This should only take a few seconds. Once complete view the mappingstats.txt file using a 
text­editor (e.g. pluma or nano) or the 'more' command. 
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So here we can see we have 1250552 reads in total, none of which failed QC. 
71.88% of reads mapped to the reference genome and 71.53% mapped with the expected 
500­600bp distance between them. 1422 reads could not have their read­pair mapped (i.e read 1 
mapped but read 2 did not or vice­versa). 
 
0 reads have mapped to a different chromosome than their pair (0 has a mapping quality > 5 – this 
is a Phred scaled quality score much as we say in the FASTQ files). If there were any such reads 
they would likely be due to repetitive sequences (e.g phage insertion sites) or an insertion of 
plasmid or phage DNA into the main chromosome. 
 
Task 15: Cleanup 
 
We have a number of leftover intermediate files which we can now remove to save space. 
 
Type (all on one line): 
 

rm E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam E_Coli_CGATGT_L001_filtered.bam 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.bam 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.bam 

 
You should now be left with the processed alignment file, the index file and the mapping stats. 
 

 
 
Well done! You have now mapped, filtered and sorted your first whole genome data­set! 
Let's take a look at it! 
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Task 16: QualiMap 
 
Qualimap (http://qualimap.bioinfo.cipf.es/) is a program that summarises the alignment in much 
more detail than the mapping stats file we produced. It’s a technical tool which allows you to assess 
the sequencing for any problems and biases in the sequencing and the alignment rather than a tool 
to deduce biological features. 
 
There are a few options to the program, We want to run bamqc. Type:  

qualimap bamqc 
to get some help on this command. 
 
To get the report, first make sure you are in the directory:  
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/remapping_to_reference 
then run the command: 
 

qualimap bamqc ­outdir bamqc ­bam 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.rmdup.bam ­gff 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.gff   

 
this creates a subfolder called bamqc 

 
 
cd to this directory and run  

firefox qualimapReport.html 
 
There is a lot in the report so just a few highlights: 
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This shows the number of reads that 'cover' each section of the genome. The red line shows a 
rolling average around 50x ­ this means that on average every part of the genome was sequenced 
50X. It is important to have sufficient depth of coverage in order to be confident that any features 
you find in your data are real and not a result of sequencing errors. 
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The Insert Size Histogram displays the range of sizes of the DNA fragments. It shows how well your 
DNA was size selected before sequencing. Note that the 'insert' refers to the DNA that was inserted 
between the sequencing adaptors, so equates to the size range of the DNA that was used. 
In this case we have 300 paired end reads and our insert size varies around 600 bases ­ so there 
should only be a small gap between the reads that was not sequenced. 
 
Have a look at some of the other graphs produced. 
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Task 17: Load the Integrative Genomics Viewer 
 
The Integrative Genome Viewer (IGV) is a tool developed by the Broad Institute for browsing 
interactively the alignment data you produced. It has a wealth of features and we can only cover 
some basics to get you started. Go to http://www.broadinstitute.org/igv/ to get more information. 
 
In your terminal, type  

igv.sh 
 
IGV viewer should appear: 

  
 
Notice that by default a human genome has been loaded. 
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Task 17a: Import the �( ���F�R�O�L U0009 reference genome to IGV 
 
By default IGV does not contain our reference genome. We'll need to import it. 
 

Click on 'Genomes ­>Create .genome file...' 
 

 
Enter the information above and click on ‘OK’ . 

 
IGV will ask where it can save the genome file. Your home directory will be fine.  
 

 
 
Click 'Save' again. 
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Note that the genome and the annotation have now been imported. 
 

 
 

 
 
Task 17b: Load the BAM file 
 
Load the alignment file. Note that IGV requires the .bai index file to also be in the same directory. 

Select File... and Load From File 
 

 
 

Select the bam file and click open 
 
Once loaded your screen should look similar to the following. Note that you can load more BAM files 
if you wish to compare different samples or the results of different mapping programs. 
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Select the chromosome U00096.3 if it is not already selected 

 

 
 

Use the +/­ keys to zoom in or use the zoom bar at the top right of the screen to zoom into 
about 1­2kbases as above 

 

 
 

Right click on the main area and select view as pairs 
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The gray graph at the top of the figure indicates the coverage of the genome: 

 
The more reads mapping to a certain location, the higher the peak on the graph. You'll see a 
coloured line of blue, green or red in this coverage plot if there are any SNPs (single­nucleotide 
polymorphisms) present (there are none in the plot). If there are any regions in the genome which 
are not covered by the reads, you will see these as gaps in the coverage graph. Sometimes these 
gaps are caused by repetitive regions; others are caused by genuine insertions/deletions in your 
new strain with respect to the reference. 
 
Below the coverage graph is a representation of each read pair as it is mapped to the genome. One 
pair is highlighted. 

 
This pair consists of 2 reads with a gap (there may be no gap if the reads overlap) Any areas of 
mismatch either due to inconsistent distances between paired­end reads or due to differences 
between the reference and the read and are highlighted by a colour. The brighter the colour, the 
higher the base­calling quality is estimated to be. Differences in a single read are likely to be 
sequencing errors. Differences consistent in all reads are likely to be mutations. 
 
Hover over a read to get detailed information about the reads' alignment: 
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Task 20: Identify SNPs and Indels manually 
 
Can you find any SNPs? Which genes (if any) are they in? How reliable do they look? (Hint – look at 
the number of reads mapping, their orientation ­ which strand they are on and how bright the 
base­calls are). 
 
Optional: 
 
Zoom in to maximum magnification at the site of the SNP. Can you determine whether a SNP 
results in a synonymous (i.e. silent) or non­synonymous change in the amino acid?  Can you use 
PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) or other resources to determine whether or not this 
occurs in a catalytic site or other functionally crucial region? (Note this may not always be possible). 
 
What effect do you think this would have on the cell? 
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Example: Identifying Variants manually 
 
 
Here are some regions where there are differences in the organism sequenced and the reference: 
Can you interpret what has happened to the genome of our strain? Try to work out what is going on 
yourself before looking at the comment 
 
Paste each of the genomic locations in this box and click go 

 
 
U00096.3:2,108,392­2,133,153 
U00096.3:3,662,049­3,663,291 
U00096.3:4,296,249­4,296,510 
U00096.3:565,965­566,489 
 
Region U00096.3:2,108,392­2,133,153 

 
 
This area corresponds to the drop in coverage identified by Qualimap. It looks like a fairly large 
region of about 17 kbases which was present in the reference and is missing from our sequenced 
genome. It looks like about 12 genes from the reference strain are not present in our strain ­ it this 
real or an artefact? 
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The evidence we have shows that we have coverage of about 60X either side of the deletion and no 
reads at all mapping within the region. There are nice clean edges to the start and end of the 
suspected deletion. We also have paired reads which should be 300­400bp apart which span the 
suspected deletion. This is exactly what you would expect if the two regions either side of the 
suspected deletion were actually joined together. 
 
Region U00096.3:3,662,049­3,663,291 
 

 
Zoom right in until you can see the reference sequence and protein sequence at the bottom of the 
display. 
 
The first thing to note is that only discrepancies with respect to the reference are shown. If a read is 
entirely the same as its reference, it will appear entirely grey. Blue and red blocks indicate the 
presence of an 'abnormal' distance between paired­end reads. Note that unless this is consistent 
across most of the reads at a given position, it is not significant. 
 
Here we have a C­>T SNP. This changes the codon from CAG­>TAG (remember to check what 
strand the gene is on this one is on the forward strand, if it was on the reverse strand you would 
have to take the reverse complement of the codon to interpret the amino acid it codes for.) and 
results in a Gln­>Stop mutation in the final protein product which is very likely to change the effect of 
the protein product.  
 
Hover over the gene to get some more information from the annotation... Since it is a drug 
resistance protein it could be very significant. 
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One additional check is that the SNPs also occur when reading the forward strand. We can check 
this by looking at the direction of the grey reads,or by hovering over the coverage graph ­ see 
previous diagram. We can see that approximately half of the bases reporting the C­>T mutation 
occur in read 1 (forward arrow), and half in read 2 (reverse arrow). This adds confidence to the 
base­call as it reduces the likelihood of this SNP being the result of a PCR duplication error. 
 
Note that sequencing errors in Illumina data are quite common (look at the odd bases showing up in 
the screen above. We rely on depth of sequencing to average out these errors. This is why people 
often mention that a minimum median coverage of 20­30x across the genome is required for 
accurate SNP­calling with Illumina data on a diploid organism. This is not necessarily true for simple 
organisms such as prokaryotes, but for diploid and polyploid organisms it becomes important 
because each position may have one, two or many alleles changed. 
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Regions U00096.3:4,296,249­4,296,510 

 
 
Much the same guidelines apply for indels as they do for SNPs. Here we have an insertion of two 
bases CG in our sample compared to the reference. Again, we can see how much confidence we 
have that the insertion is real by checking that the indel is found on both read 1 and read 2 and on 
both strands.   
 
The insertion is signified by the presence of a purple bar. Hover your mouse over it to get more 
details as above. We can hover our mouse over the reference sequence to get details of the gene. 
We can see that it  occurs in a repeat region and is unlikely to have very significant effects. 
 
One can research the effect that a SNP or Indel may have by finding the relevant gene at 
http://www.uniprot.org (or google 'mdtF uniprot' in the previous case). 
 
It should be clear from this quick exercise that trying to work out where SNPs and Indels are 
manually is a fairly tedious process if there are many mutations. As such, the next section will look 
at how to obtain spread­sheet friendly summary details of these. 
 
Region U00096.3:565,965­566,489 
This last region is more complex try to understand what genomic mutation could account for this 
pattern ­ discuss with a colleague or an instructor. 
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Recap: SNP/Indel identification 
 
1. Only changes from the reference sequence are displayed in IGV 
2. Genuine SNPs/Indels should be present on both read 1 and read 2 
3. Genuine SNPs/Indels should be present on both strands 
4. Genuine SNPs/Indels should be supported by a good (i.e. 20­30x) 
depth of coverage 
4.  Very important mutations (i.e. ones relied upon in a paper) should 
be  confirmed via PCR/Sanger sequencing. 
 

Automated analyses 
 
Viewing alignments is useful when convincing yourself or others that a particular mutation is real 
rather than an artefact and for getting a feel for short read sequencing datasets. However, if we 
want to quickly and easily find variants we need to be able to generate lists of variants, in which 
gene they occur (if any) and what effect they have. We also need to know which (if any) genes are 
missing (i.e. have zero coverage). 
 
 

Automated variant calling 
 
To call variants we can use a number of packages (e.g. VarScan, GTK). However here, we will 
show you how to use the bcftools package which comes with samtools. First we need to generate a 
pileup file which contains only locations with the variants and pass this to bcftools. 

 
Task 21: Identify SNPs and Indels using automated variant callers 
 
Make sure you are in the directory. 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/remapping_to_reference 
 Type the following: 
 

 samtools mpileup 
 
You should see a screen similar to the following 
 
�8�V�D�J�H�� �� �V�D�P�W�R�R�O�V�� �P�S�L�O�H�X�S�� �>�R�S�W�L�R�Q�V�@�� �L�Q�� �� �E�D�P�� �>�L�Q�� �� �E�D�P�� �>�� �� �� �@�@ 
 
�,�Q�S�X�W�� �R�S�W�L�R�Q�V��  
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �D�V�V�X�P�H�� �W�K�H�� �T�X�D�O�L�W�\�� �L�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �,�O�O�X�P�L�Q�D�� �� �� �� �� �� �H�Q�F�R�G�L�Q�J 
�� �� �� �� �� �� �� �� �$�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �F�R�X�Q�W�� �D�Q�R�P�D�O�R�X�V�� �U�H�D�G�� �S�D�L�U�V 
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�� �� �� �� �� �� �� �� �%�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �G�L�V�D�E�O�H�� �%�$�4�� �F�R�P�S�X�W�D�W�L�R�Q 
�� �� �� �� �� �� �� �� �E�� �)�,�/�(�� �� �� �� �� �� �O�L�V�W�� �R�I�� �L�Q�S�X�W�� �%�$�0�� �I�L�O�H�Q�D�P�H�V�� �� �R�Q�H�� �S�H�U�� �O�L�Q�H�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �&�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �S�D�U�D�P�H�W�H�U�� �I�R�U�� �D�G�M�X�V�W�L�Q�J�� �P�D�S�4�� �� �� �� �W�R�� �G�L�V�D�E�O�H�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �G�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �P�D�[�� �S�H�U�� �%�$�0�� �G�H�S�W�K�� �W�R�� �D�Y�R�L�G�� �H�[�F�H�V�V�L�Y�H�� �P�H�P�R�U�\�� �X�V�D�J�H�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �(�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �U�H�F�D�O�F�X�O�D�W�H�� �H�[�W�H�Q�G�H�G�� �%�$�4�� �R�Q�� �W�K�H�� �I�O�\�� �W�K�X�V�� �L�J�Q�R�U�L�Q�J�� �H�[�L�V�W�L�Q�J�� �%�4�V 
�� �� �� �� �� �� �� �� �I�� �)�,�/�(�� �� �� �� �� �� �I�D�L�G�[�� �L�Q�G�H�[�H�G�� �U�H�I�H�U�H�Q�F�H�� �V�H�T�X�H�Q�F�H�� �I�L�O�H�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �*�� �)�,�/�(�� �� �� �� �� �� �H�[�F�O�X�G�H�� �U�H�D�G�� �J�U�R�X�S�V�� �O�L�V�W�H�G�� �L�Q�� �)�,�/�(�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �O�� �)�,�/�(�� �� �� �� �� �� �O�L�V�W�� �R�I�� �S�R�V�L�W�L�R�Q�V�� �� �F�K�U�� �S�R�V�� �� �R�U�� �U�H�J�L�R�Q�V�� �� �%�(�' �� �� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �0�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �F�D�S�� �P�D�S�S�L�Q�J�� �T�X�D�O�L�W�\�� �D�W�� �,�1�7�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �U�� �6�7�5�� �� �� �� �� �� �� �U�H�J�L�R�Q�� �L�Q�� �Z�K�L�F�K�� �S�L�O�H�X�S�� �L�V�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G�� �>�Q�X�O�O�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �5�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �L�J�Q�R�U�H�� �5�*�� �W�D�J�V 
�� �� �� �� �� �� �� �� �T�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �V�N�L�S�� �D�O�L�J�Q�P�H�Q�W�V�� �Z�L�W�K�� �P�D�S�4�� �V�P�D�O�O�H�U�� �W�K�D�Q�� �,�1�7�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �4�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �V�N�L�S�� �E�D�V�H�V�� �Z�L�W�K�� �E�D�V�H�4�� �%�$�4�� �V�P�D�O�O�H�U�� �W�K�D�Q�� �,�1�7�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �U�I�� �,�1�7�� �� �� �� �� �U�H�T�X�L�U�H�G�� �I�O�D�J�V�� �� �V�N�L�S�� �U�H�D�G�V�� �Z�L�W�K�� �P�D�V�N�� �E�L�W�V�� �X�Q�V�H�W�� �>�@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �I�I�� �,�1�7�� �� �� �� �� �I�L�O�W�H�U�� �I�O�D�J�V�� �� �V�N�L�S�� �U�H�D�G�V�� �Z�L�W�K�� �P�D�V�N�� �E�L�W�V�� �V�H�W�� �>�@ 
 
�2�X�W�S�X�W�� �R�S�W�L�R�Q�V�� 
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �' �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �S�H�U�� �V�D�P�S�O�H�� �' �3�� �L�Q�� �%�&�)�� �� �U�H�T�X�L�U�H�� �� �J�� �� �X��  
�� �� �� �� �� �� �� �� �J�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �J�H�Q�H�U�D�W�H�� �%�&�)�� �R�X�W�S�X�W�� �� �J�H�Q�R�W�\�S�H�� �O�L�N�H�O�L�K�R�R�G�V�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �2�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �E�D�V�H�� �S�R�V�L�W�L�R�Q�V�� �R�Q�� �U�H�D�G�V�� �� �G�L�V�D�E�O�H�G�� �E�\�� �� �J�� �� �X�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �V�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �P�D�S�S�L�Q�J�� �T�X�D�O�L�W�\�� �� �G�L�V�D�E�O�H�G�� �E�\�� �� �J�� �� �X�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �6�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �R�X�W�S�X�W�� �S�H�U�� �V�D�P�S�O�H�� �V�W�U�D�Q�G�� �E�L�D�V�� �3�� �Y�D�O�X�H�� �L�Q�� �%�&�)�� �� �U�H�T�X�L�U�H�� �� �J�� �� �X�� 
�� �� �� �� �� �� �� �� �X�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �J�H�Q�H�U�D�W�H�� �X�Q�F�R�P�S�U�H�V�V�� �%�&�)�� �R�X�W�S�X�W 
 
�6�1�3�� �,�1�' �(�/�� �J�H�Q�R�W�\�S�H�� �O�L�N�H�O�L�K�R�R�G�V�� �R�S�W�L�R�Q�V�� �� �H�I�I�H�F�W�L�Y�H�� �Z�L�W�K�� �C�� �J�
 �� �R�U�� �C�� �X�
 �� ��  
 
�� �� �� �� �� �� �� �� �H�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �3�K�U�H�G�� �V�F�D�O�H�G�� �J�D�S�� �H�[�W�H�Q�V�L�R�Q�� �V�H�T�� �H�U�U�R�U�� �S�U�R�E�D�E�L�O�L�W�\�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �)�� �)�/�2�$�7�� �� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �I�U�D�F�W�L�R�Q�� �R�I�� �J�D�S�S�H�G�� �U�H�D�G�V�� �I�R�U�� �F�D�Q�G�L�G�D�W�H�V�� �>�� �� �� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �K�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �F�R�H�I�I�L�F�L�H�Q�W�� �I�R�U�� �K�R�P�R�S�R�O�\�P�H�U�� �H�U�U�R�U�V�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �,�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �G�R�� �Q�R�W�� �S�H�U�I�R�U�P�� �L�Q�G�H�O�� �F�D�O�O�L�Q�J 
�� �� �� �� �� �� �� �� �/�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �P�D�[�� �S�H�U�� �V�D�P�S�O�H�� �G�H�S�W�K�� �I�R�U�� �,�1�' �(�/�� �F�D�O�O�L�Q�J�� �>�� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �P�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �J�D�S�S�H�G�� �U�H�D�G�V�� �I�R�U�� �L�Q�G�H�O�� �F�D�Q�G�L�G�D�W�H�V�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �R�� �,�1�7�� �� �� �� �� �� �� �3�K�U�H�G�� �V�F�D�O�H�G�� �J�D�S�� �R�S�H�Q�� �V�H�T�X�H�Q�F�L�Q�J�� �H�U�U�R�U�� �S�U�R�E�D�E�L�O�L�W�\�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �D�S�S�O�\�� �� �P�� �D�Q�G�� �� �)�� �S�H�U�� �V�D�P�S�O�H�� �W�R�� �L�Q�F�U�H�D�V�H�� �V�H�Q�V�L�W�L�Y�L�W�\ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �3�� �6�7�5�� �� �� �� �� �� �� �F�R�P�P�D�� �V�H�S�D�U�D�W�H�G�� �O�L�V�W�� �R�I�� �S�O�D�W�I�R�U�P�V�� �I�R�U�� �L�Q�G�H�O�V�� �>�D�O�O�@ 
 
�1�R�W�H�V�� �� �$�V�V�X�P�L�Q�J�� �G�L�S�O�R�L�G�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�V�� 
 
If you are running this on your own datasets, please make sure you set the ­d parameter if you have 
high coverage (i.e. > 100x coverage) per sample. 
 
As the samtools mpileup command outputs an unfriendly output, we will pass it directly to the 
bcftools view command using the linux pipe ('|'). Type the following: 

 
samtools mpileup ­uf 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/U00096/U00096.fna 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.fillmd.rmdup.bam | bcftools view ­bvcg ­ > var.raw.bcf 

 
This may take 15 minutes or so and will generate a BCF (Binary Call Format) file containing the raw 
unfiltered variant calls in a binary format. 
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This is not readable by humans, so let's use the bcftools view command and use the linux pipe ('|') 
with the vcfutils.pl varFilter command. We can see what the options are for this program by typing 
in: 
 
 

vcfutils.pl varFilter 
 
�8�V�D�J�H�� �� �� �� �Y�F�I�X�W�L�O�V�� �S�O�� �Y�D�U�)�L�O�W�H�U�� �>�R�S�W�L�R�Q�V�@�� �� �L�Q�� �Y�F�I�! 
 
�2�S�W�L�R�Q�V�� �� �� �4�� �,�1�7�� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �5�0�6�� �P�D�S�S�L�Q�J�� �T�X�D�O�L�W�\�� �I�R�U�� �6�1�3�V�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �G�� �,�1�7�� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �U�H�D�G�� �G�H�S�W�K�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �' �� �,�1�7�� �� �� �� �P�D�[�L�P�X�P�� �U�H�D�G�� �G�H�S�W�K�� �>�� �� �� �� �� �� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �D�� �,�1�7�� �� �� �� �P�L�Q�L�P�X�P�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�H�� �E�D�V�H�V�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �Z�� �,�1�7�� �� �� �� �6�1�3�� �Z�L�W�K�L�Q�� �,�1�7�� �E�S�� �D�U�R�X�Q�G�� �D�� �J�D�S�� �W�R�� �E�H�� �I�L�O�W�H�U�H�G�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �:�� �,�1�7�� �� �� �� �Z�L�Q�G�R�Z�� �V�L�]�H�� �I�R�U�� �I�L�O�W�H�U�L�Q�J�� �D�G�M�D�F�H�Q�W�� �J�D�S�V�� �>�� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �)�/�2�$�7�� �� �P�L�Q�� �3�� �Y�D�O�X�H�� �I�R�U�� �V�W�U�D�Q�G�� �E�L�D�V�� �� �J�L�Y�H�Q�� �3�9�� �� �� �>�� �� �� �� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �)�/�2�$�7�� �� �P�L�Q�� �3�� �Y�D�O�X�H�� �I�R�U�� �E�D�V�H�4�� �E�L�D�V�� �>�� �H�� �� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �)�/�2�$�7�� �� �P�L�Q�� �3�� �Y�D�O�X�H�� �I�R�U�� �P�D�S�4�� �E�L�D�V�� �>�� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �)�/�2�$�7�� �� �P�L�Q�� �3�� �Y�D�O�X�H�� �I�R�U�� �H�Q�G�� �G�L�V�W�D�Q�F�H�� �E�L�D�V�� �>�� �� �� �� �� �� �@ 

�� �� �H�� �)�/�2�$�7�� �� �P�L�Q�� �3�� �Y�D�O�X�H�� �I�R�U�� �+�:�(�� �� �S�O�X�V�� �)�� �� �� �� �>�� �� �� �� �� �� �@ 
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�� �� �� �� �� �� �� �� �S�U�L�Q�W�� �I�L�O�W�H�U�H�G�� �Y�D�U�L�D�Q�W�V 
 
�1�R�W�H�� �� �6�R�P�H�� �R�I�� �W�K�H�� �I�L�O�W�H�U�V�� �U�H�O�\�� �R�Q�� �D�Q�Q�R�W�D�W�L�R�Q�V�� �J�H�Q�H�U�D�W�H�G�� �E�\�� �6�$�0�W�R�R�O�V�� �%�&�)�W�R�R�O�V�� 
 
We will use the ­d option to limit variant calls to those positions where there are at least 10 reads. 
Type: 
 

bcftools view var.raw.bcf | vcfutils.pl varFilter ­d 10 > var.flt.vcf 
 
Once complete, view the file using the 'more' command. You should see something similar to: (lines 
beginning with # are just comment lines explaining the output) 
 

 
 
You can see the chromosome, position, reference and alternate allele as well as a quality score for 
the SNP. This is a VCF file (Variant Call File). This is a standard developed for the 1000 genomes 
project. The full specification is given at http://samtools.github.io/hts­specs/VCFv4.2.pdf  
 
The lines starting DP and INDEL contain various details concerning the variants. For haploid 
organisms, most of these details are not necessary. 
 
Variant qualities: 
 
Typically one should only accept variant calls over a certain quality threshold. Typically a threshold 
of 60 is used (i.e. a 1 in 1000000 chance of a mis­called variant). Here you can see that all these 
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variants would pass these thresholds. However, for future reference, we can use the Linux 'awk' 
command to filter the data on the quality column (i.e. column 6): 
 

awk '($6>=60)' var.flt.vcf > out.snps.vcf4.temp 
 
Unfortunately samtools assumes the organism is diploid so we also want to remove any 
heterozygous calls: 

 
awk '($10~/1\/1/)' out.snps.vcf4.temp > out.snps.vcf4 
 

Again viewing the final output file out.snps.vcf4 using a text­editor or the 'more' command should 
yield: 

 
 
 
This forms our definitive list of variants for this sample. 
 
Take a look at some of the look at some of the variants we just excluded, was it justified. Remember 
there is no filter that can keep all the correct variants and remove all the dubious! 
 
 
Task 22: Compare the variants found using this method to those you 
found in the manual section 
 
Can you see any variants which may have been missed? Often variants within a few bp of indels 
are filtered out as they could be spurious SNPs thrown up by a poor alignment. This is especially 
the case if you use non­gapped aligners such as Bowtie. 
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2015 Workshop on Genomics 
 

  Part 3: 

Short read genomics:  

Assembly of unmapped reads 
 
Instructors: 
 

• Konrad Paszkiewicz k.h.paszkiewicz@exeter.ac.uk 
 

 
Objectives: 
 
 
By the end of this section you will be expected to be able to: 
 

• Extract reads which do not map to the reference sequence. 
• Assemble these reads de novo using SPAdes. 
• Generate summary statistics for the assembly. 
• Identify potential genes within the assembly. 
• Search for matches within the ncbi database via BLAST. 
• Visualize the taxonomic distribution of BLAST hits. 
• Perform gene prediction and annotation using RAST. 
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Note that some reads were singletons (i.e. one read mapped to the reference, but the other did not). 
These will not be included in this analysis. 
 
Task 2: Check that the number of entries in both fastq files is the same. 
Also check that the last few entries in the read 1 and read 2 files have the 
same header (i.e. that they have been correctly paired). 
 
Task 3: Evaluate QC of unmapped reads 
 
Use the fastqc program to look at the statistics and QC for the 
unaligned_1.fastq and unaligned_2.fastq files. 
 
Do these look reasonably good? Remember, some reads will fail to map to the reference because 
they are poor quality, so the average scores will be lower than the initial fastqc report we did in the 
remapping section. The aim here is to see if it looks as though there are reads of reasonable quality 
which did not map. 
 
Assuming these reads look ok, we will proceed with preparing them for de novo assembly. 
 
De novo assembly 
 
�G�H���Q�R�Y�R���L�V���D���/�D�W�L�Q���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���P�H�D�Q�L�Q�J�����I�U�R�P���W�K�H���E�H�J�L�Q�Q�L�Q�J���������D�I�U�H�V�K���������D�Q�H�Z���������E�H�J�L�Q�Q�L�Q�J���D�J�D�L�Q������
�Z�K�H�Q���Z�H���S�H�U�I�R�U�P���D���G�H���Q�R�Y�R���D�V�V�H�P�E�O�\���Z�H���W�U�\���W�R���U�H�F�R�Q�V�W�U�X�F�W���D���J�H�Q�R�P�H���R�U���S�D�U�W���R�I���W�K�H���J�H�Q�R�P�H���I�U�R�P���R�X�U���U�H�D�G�V���Z�L�W�K�R�X�W��
�P�D�N�L�Q�J���D�Q�\���S�U�L�R�U���D�V�V�X�P�S�W�L�R�Q�V�����L�Q���F�R�Q�W�U�D�V�W���W�R���U�H�P�D�S�S�L�Q�J���Z�K�H�U�H���Z�H���F�R�P�S�D�U�H���R�X�W���U�H�D�G�V���W�R���Z�K�D�W���Z�H���W�K�L�Q�N���L�V���D���F�O�R�V�H��
�U�H�I�H�U�H�Q�F�H���V�H�T�X�H�Q�F�H��������
��
�7�K�H���D�G�Y�D�Q�W�D�J�H���L�V���W�K�D�W���L�V���W�K�D�W���G�H���Q�R�Y�R���D�V�V�H�P�E�O�\���F�D�Q���U�H�Y�H�D�O���F�R�P�S�O�H�W�H�O�\���Q�R�Y�H�O���U�H�V�X�O�W�V�����L�G�H�Q�W�L�I�\���K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O���J�H�Q�H��
�W�U�D�Q�V�I�H�U���H�Y�H�Q�W�V���I�R�U���H�[�D�P�S�O�H�����7�K�L�V���G�L�V�D�G�Y�D�Q�W�D�J�H���L�V���W�K�D�W���L�W���L�V���G�L�I�I�L�F�X�O�W���W�R���J�H�W���D���J�R�R�G���D�V�V�H�P�E�O�\���I�U�R�P���V�K�R�U�W���U�H�D�G�V���D�Q�G���L�W��
�F�D�Q���E�H���S�U�R�Q�H���W�R���P�L�V�O�H�D�G�L�Q�J���U�H�V�X�O�W�V���G�X�H���W�R���F�R�Q�W�D�P�L�Q�D�W�L�R�Q���D�Q�G���P�L�V���D�V�V�H�P�E�O�\����
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http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fbioinf.spbau.ru%2Frectangles&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNG59dFI1UIFJtVaYU_6FGZm6OfrQw
http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fbioinf.spbau.ru%2Frectangles&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNG59dFI1UIFJtVaYU_6FGZm6OfrQw
http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fbio-bwa.sourceforge.net%2F&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNGHmKz34E1Rm9oBHdaiVv24i_fMjg


 
 

 
 
Let's take a look at some of the more important content. 

params.txt  
This contains a summary of the parameters used for assembly ­ it is useful so you can repeat the 
exact analysis performed, or can remember you setting when you want to publish the genome. 

contigs.fasta 
This contains the final results of the assembly in fasta format. 

scaffolds.fasta 
This contains the final results after scaffolding (which means using paired end information to join 
contigs together with gaps). In this case the files are identical, probably because the sum of the 
lengths of our paired reads is not much smaller than our insert size (there are very few large gaps 
between reads). 

contigs/scaffolds.fastg 
These contain the same results in fastg format ­ this is a slightly different format that contains more 
information than fasta ­ for example it can contain alternative alleles in diploid assemblies. We don't 
need it here, but see http://fastg.sourceforge.net/FASTG_Spec_v1.00.pdf if you might be working 
with diploid organisms. 
 
Task 6: Assessment of the assembly 
 
We will use QUAST (http://bioinf.spbau.ru/quast) to generate some statistics on the assembly. 
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quast.py ­­output­dir quast contigs.fasta 
 

This will create a directory called quast and create some statistics on the assembly you produced. 
 

cat quast/report.txt 
 

 
 
Try to interpret the information in the light of what we were trying to do. Because we are assembling 
unaligned reads we are not expecting a whole chromosome to pop out. We are expecting bits of our 
strain that does not exist in the reference we aligned against; possibly some contamination; various 
small contigs made up of reads that didn't quite align to our reference. 
The N50 and L50 measures are very important in a normal assembly and we will visit them later, 
they are not really relevant to this assembly. 
 
You will notice that we have 1 contig 67kb long ­ what do you think this might be? And 14 other 
contigs longer than 1kb. We need to find out what this stuff is. 
 
 
Analysing the de novo assembled reads 
 
Now that we have assembled the reads and have a feel for how much (or in this case, how little) 
data we have, we can set about analysing it. By analysing, we mean identifying which genes are 
present, which organism they are from and whether they form part of the main chromosome or are 
an independent unit (e.g. plasmid). 

 
We are going to take a 3­prong approach. The first will simply search the nucleotide sequences of 
the contigs against the NCBI non­redundant database. This will enable us to identify the species to 
which a given contig matches best (or most closely). The second will call open reading frames 
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within the contigs and search those against the Swissprot database of manually curated (i.e. high 
quality) annotated protein sequences. 
 
Why not just search the NCBI blast database? Well, remember nearly all of our biological 
knowledge is based on homology – if two proteins are similar they probably share an evolutionary 
history and may thus share functional characteristics. Metrics to define whether two sequences are 
homologous are notoriously difficult to define accurately. If two sequences share 90% sequence 
identity over their length, you can be pretty sure they are homologous. If they share 2% they 
probably aren't. But what if they share 30%? This is the notorious twilight zone of 20­30% sequence 
identity where it is very difficult to judge whether two proteins are homologous based on sequence 
alone. 
 
To help overcome this searching more subtle signatures may help – this is where Pfam comes in. 
Pfam is a database which contains protein families identified by particular signatures or patterns in 
their protein sequence. These signatures are modeled by Hidden Markov Models (HMMs) and used 
to search query sequences. These can provide a high level annotation where BLAST might 
otherwise fail. It also has the advantage of being much faster than BLAST. In the interest of time, 
we aren’t going to run this today but think about it for your own data. 
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Search for our largest contig ­ SPAdes names the contigs by increasing size, so 
 

click on “Search” and then “Find” and enter NODE_1_ 
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There are a number of good hits; notice from the contig header line that the average coverage is 
>500 and the coverage of our genome was around 50 ­ does this give you a clue to what it is? 
 
Task 8: Obtain open reading frames 
 
The first task is to call open reading frames within the contigs. These are designated by canonical 
start and stop codons and are usually identified by searching for regions free of stop codons. We 
will use the EMBOSS package program getorf to call these. 
 
We will use codon table 11 which defines the bacterial codon usage table 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi) and state that the sequences we are 
dealing with are not circular (they are nowhere near long enough!). We will also restrict the ORFs to 
just those sequences longer than 300 nucleotides (i.e. 100 amino acids). We will store the results in 
file contigs.orf.fa. 
 

getorf ­table 11  ­circular N ­minsize 300 ­sequence contigs.goodcov.fasta ­outseq 
contigs.orf.fasta 

 
If we look at the output file we can see that it is a FASTA formatted file containing the name of the 
contig on which the ORF occurs, followed by an underscore and a number (e.g. _1) to indicate the 
number of the ORF on that contig. The numbers in square brackets indicate the start and end 
position of the ORF on the contig (i.e. in nucleotide space). So the first ORF occurs on NODE 2 and 
is between position 371 and 682. The second ORF occurs between positions 1 and 1641. 
 
Also note that many ORFs do not start with a Methionine. This is because by default the getorf 
program calls ORFs between stop codons rather than start and stop codons. Primarily this is to 
avoid spurious ORFs due to Met residues within a protein sequence and to ensure untranslated 
regions are captured. 
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Task 9: Search open reading frames against NCBI non­redundant 
database 
 
The first thing we can do with these open reading frames is to search them against the NCBI 
non­redundant database of protein sequences to see what they may match. 
 
Here we will perform a BLAST search using the non­redundant (nr) database, using the blastp 
program and store the results in contigs.orf.blastp. We'll apply an e­value (expectation value) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschul­1.html) cutoff of 1e­06 to limit ourselves to 
statistically significant hits (i.e. in this case 1 in 1 million likelihood of a hit to a database of this size 
by a sequence of this length). The –num_alignments and num_descriptions flags tell blastp to only 
display the top 10 results for each hit, the num_threads tells blastp to use 2 CPU cores and 
–show_gis tells blastp it should include general identifier (GI) numbers in the output. 
 
However this command takes several hours to complete, therefore the results have been 
pre­computed and are available for you in 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/blast_precompute/unmapped_re
ads 
 
If you were going to run the command, you would type (all on one line): 

 
blastp ­db ~/workshop_data/genomics_tutorial/db/blast/nr ­query contigs.orf.small.fasta 
­evalue 1e­06 ­num_threads 2 ­show_gis ­num_alignments 10 ­num_descriptions 10 ­out 
contigs.orf.blastp 

 
 
Task 10: Review the BLAST format 
 
Open the results file with pluma and search for plasmid in the text. You should find a number of hits 
to plasmid related proteins ­ one example is below ­ can you find any others? This evidence is not 
conclusive, but combined with the high coverage over, it is starting to look like this contig is a 
plasmid. 
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Analysing the results in RAST 
 
By now you should be able to see that analysing results for de novo assembled reads of any sort 
can be difficult and time­consuming. Bear in mind that we have only been faced with a single contig 
of 3kb. Quite often you may find yourself dealing with hundreds, if not thousands of contigs. Some 
will be a few 100kb long. Others may only be 200­300bp. How should we go about analysing these 
in a more efficient manner? There are a number of options here. For eukaryotes I would suggest 
looking at MAKER (http://www.yandell­lab.org/software/maker.html). For prokaryotes the situation is 
somewhat easier and we can use a web­based service known as RAST. This is not the only service 
(Xbase is another), but it is one of the most common. 
 
RAST is a website where you upload the results of your de novo assembly and RAST will attempt to 
provide annotation in commonly used GFF and Genbank formats. This can be used to load up the 
annotation in Artemis or Apollo. Alternatively RAST has its own in­built viewer. 
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Task 12: Log in to RAST 
 
Within your instance, go to http://rast.nmpdr.org/ If you already have an 
account, log­in with the details RAST provided to you. If you do not have 
one, you may need to wait several days for your login to be issued by RAST. 
Please skip ahead and come back to this section. 

 
Task 13: Upload the assembled contigs and annotate using RAST 
 
Click on Your jobs­>Upload New Job 
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Upload the contigs.fasta file obtained by the de novo assembly of unmapped reads. Click on “Use 
this data and go to step 2”. 
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Replicate the settings above and click on 'Finish the upload'. 
�<�R�X�U���M�R�E���P�D�\���W�D�N�H���V�H�Y�H�U�D�O���K�R�X�U�V���W�R���U�X�Q�����,�Q���W�K�H���P�H�D�Q�W�L�P�H�����S�U�R�F�H�H�G���W�R���W�K�H���Q�H�[�W���V�H�F�W�L�R�Q���D�Q�G��
�F�R�P�H���E�D�F�N���W�R���W�K�L�V���O�D�W�H�U����
��
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Once complete, RAST should email you a message. You can then view the results or download 
them in standardized formats (e.g. GFF3, Genbank, EMBL etc). 
 
On the start page click on view details for your annotation 

 
 
 
You will get a summary of the sequence you uploaded and you have the ability to download the 
annotations to your computer 
 

 
 

Download the GFF3 annotation and open it in a text editor (this may be in your Downloads 
folder) 

 
NOTE: your output may be different. 
Scan down the list of annotations do any themes stand out? 
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�,�' � �I�L�J�_�� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�J�� �� �� �1�D�P�H� �$�G�H�Q�L�Q�H�� �V�S�H�F�L�I�L�F�� �P�H�W�K�\�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�V�H�� �� �(�&��
�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �2�Q�W�R�O�R�J�\�B�W�H�U�P� �.�(�*�*�B�(�1�=�<�0�(�� �� �� �� �� �� �� �� �� 
�1�2�' �(�B�� �B�O�H�Q�J�W�K�B�� �� �� �� �� �B�F�R�Y�B�� �� �� �� �� �� �� �B�,�' �B�� �)�,�* �&�' �6 �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�,�' � �I�L�J�_�� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�J�� �� �� �1�D�P�H� �K�\�S�R�W�K�H�W�L�F�D�O�� �S�U�R�W�H�L�Q 
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�1�2�' �(�B�� �B�O�H�Q�J�W�K�B�� �� �� �� �� �B�F�R�Y�B�� �� �� �� �� �� �� �B�,�' �B�� �)�,�* �&�' �6 �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�,�' � �I�L�J�_�� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�J�� �� �� �1�D�P�H� �)�,�*�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �K�\�S�R�W�K�H�W�L�F�D�O�� �S�U�R�W�H�L�Q 
�1�2�' �(�B�� �B�O�H�Q�J�W�K�B�� �� �� �� �� �B�F�R�Y�B�� �� �� �� �� �� �� �B�,�' �B�� �)�,�* �&�' �6 �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�,�' � �I�L�J�_�� �� �� �� �� �� �� �� �� �S�H�J�� �� �� �1�D�P�H� �)�,�*�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �K�\�S�R�W�K�H�W�L�F�D�O�� �S�U�R�W�H�L�Q 
 
From the job details page:

 
 

Click on 'Browse annotated genome in SEED viewer' 
 
 

 
 
This gives you a hierarchical view of the subsystems. 
 
Browse the rest of the RAST server and get a feel for the possibilities the platform may offer you. 
 
When you're ready, move on to (or back to) the de novo assembly part of the lab. 
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2015 Workshop on Genomics 
 

  Part 4 

Short read genomics: 

 De­novo assembly 
 
Instructors: 
 

• Konrad Paszkiewicz k.h.paszkiewicz@exeter.ac.uk 
 

 
 
Objectives: 

 

 
 
By the end of this section you will be expected to be able to: 
 

• Perform QC and adaptor­trim Illumina reads. 
• Assemble these reads de novo using SPAdes. 
• Generate summary statistics for the assembly. 
• Understand how to incorporate long PacBio reads into the assembly. 
• Identify open reading frames within the assembly. 
• Search for matches within the NCBI database via BLAST.  
• Visualize species distribution of potential matches. 
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being shorter than the k­mer length or sequencing errors in the k­mer), but can result in shorter 
contigs as repeat regions cannot be resolved. . 
 
When using the Velvet assembler it is necessary to try a large combination of parameters to ensure 
that you obtain the 'best' possible assembly for a given dataset. There is even a program called 
VelvetOptimiser which does it for you. However, what 'best' actually means in the context of 
genome assembly is ill­defined. For a genomic assembly you want to try to obtain the lowest 
number of contigs, with the longest length, with the fewest errors. However, although numbers of 
contigs and longest lengths are easy to evaluate, it is extremely difficult to know what is or isn't an 
error when sequencing a genome for the first time. 
 
SPAdes allows you to choose more than one k­mer length ­ it then performs an assembly for each 
k­mer and merges the result ­ trying to get the best of both worlds. It actually has some 
pre­calculated k­mer settings based on the length of reads you have, so you don't even have to 
choose that. 
 
Let's look at the assembly process in more detail: 
 
Description of k­mers: 
 
What are they? Let's say you have a single read: 
 

The set of k­mers obtained from this read with length 6 (i.e. 6­mers) would be obtained by taking the 
first six bases, then moving the window along one base, taking the next 6 bases and so­on until the 
end of the read. E.g: 
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You may well ask, “So what? How does that help”? For a single read, it really doesn't help. However 
let's say that you have another read which is identical except for a single base: 
 
 
 

 
 
 
Rather than represent both reads separately, we need only store the k­mers which differ and the 
number of times they occur. Note the 'bubble' like structure which occurs when a single 
base­change occurs. This kind of representation of reads is called a 'k­mer graph' (sometimes 
inaccurately referred to as a de­bruijn graph). 
 
Now let's see what happens when we add in a third read. This is identical to the first read except for 
a change at another location. This results in an extra dead­end being added to the path. 
 
The job of any k­mer based assembler is to find a path through the k­mer graph which correctly 
represents the genome sequence. 
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�,�P�D�J�H�V���F�R�X�U�W�H�V�\���R�I���0�D�U�L�R���&�D�F�F�D�P�R��

 
Description of coverage cutoff: 
 
In the figure above, you can see that the coverage of various k­mers varies between 1x and 3x. The 
question is which parts of the graph can be trimmed or removed so that we avoid any errors. As the 
graph stands, we could output three different contigs as there are three possible paths through the 
graph. However, we might wish to apply a coverage cutoff and remove the top right part of the 
graph because it has only 1x coverage and is more likely to be an error than a genuine variant. 
 
In a real graph you would have millions of k­mers and thousands of possible paths to deal with. The 
best way to estimate the coverage cutoff in such cases is to look at the frequency plot of contig 
(node) coverage, weighted by length. In the example below you can see that contigs with a 
coverage below 7x or 8x occur very infrequently. As such it is probably a good idea to exclude those 
contigs which have coverage less than this – they are likely to be errors. 
 
Description of expected coverage: 

 
In the example below you can see a stretch of DNA with many reads mapping to it. There are two 
repetitive regions A1 and A2 which have identical sequence. If we try to assemble the reads without 
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any knowledge of the true DNA sequence, we will end up with an assembly that is split into two or 
more contigs rather than one. 
 
One contig will contain all the reads which did not fall into A1 and A2. The other will contain reads 
from both A1 and A2. As such the coverage of the repetitive contig will be twice as high as that of 
the non­repetitive contig. 
 
If we had 5 repeats we would expect 5x more coverage relative to the non­repetitive contig. As 
such, provided we know what level of coverage we expect for a given set of data, we can use this 
information to try and resolve the number of repeats we expect. 
 

 
 
A commonly used metric to describe the effectiveness of the assembly is called N50 ­ see 
http://en.wikipedia.org/wiki/N50_statistic for details.  
 
When SPAdes has finished move onto the next section. 
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Task 2 Checking the assembly 
 
Firstly we can filter out low coverage and very short contigs using a perl script: 
 

filter_low_coverage_contigs.pl < contigs.fasta > contigs.goodcov.fasta 
 
We will use QUAST again (http://bioinf.spbau.ru/quast) to generate some statistics on the assembly. 
 

quast.py ­­output­dir quast contigs.goodcov.fasta 
 

This will create a directory called quast and create some statistics on the assembly you produced. 
 

cat quast/report.txt 
 

 
 
You can see that there are 81 contigs in the assembly ­ so it is still far from complete. 
The N50 is 136K and the N75 is 95K so most of the assembly is in quite large contigs. 
 
This is fairly normal for a short read assembly ­ don't expect complete chromosomes. 
 
A good check at this point is to map the original reads back to the contigs.fasta file and check that 
all positions are covered by reads. Amazingly it is actually possible for de­novo assemblers to 
generate contigs to which the original reads will not map. 
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Task 3: Map reads back to assembly 
��
Here we will use BWA again to index the contigs.fasta file and remap the reads. This is almost 
identical to the procedure we followed in Part 3, the only difference is that instead of aligning to the 
reference genome, we are aligning to our newly created reference. 
 
Make sure you are in the following directory: 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/ecoli_exeter/denovo_assembly/ 
  
Let's create a subdirectory to keep our work separate 

mkdir remapping_to_assembly 
cd remapping_to_assembly 
cp ../contigs.goodcov.fasta . 

 
Let's start by indexing the contigs.fasta file. Type: 

bwa index contigs.goodcov.fasta 
 

 
 
Once complete we can start to align the reads back to the contigs. Type (all on one line): 
 

bwa mem ­t 4 contigs.goodcov.fasta ../../E_Coli_CGATGT_L001_R1_001.filtered.fastq 
../../E_Coli_CGATGT_L001_R2_001.filtered.fastq > E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam 

 
Once complete we can convert the SAM file to a BAM file: 
 

samtools view ­bS E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sam > 
E_Coli_CGATGT_L001_filtered.bam 
 

And then we can sort the BAM file: 
 

samtools sort E_Coli_CGATGT_L001_filtered.bam E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted 
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Once completed, we can index the BAM file: 
 

samtools index E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.bam 
 
We can then (at last!) obtain some basic summary statistics using the samtools flagstat command: 
 

samtools flagstat E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.bam 
 

 
 
We can see here that very few of the reads do not map back to the contigs. Importantly 98% of 
reads are properly paired which gives us some indication that there are not too many 
mis­assemblies. 
 
Run qualimap to get some more detailed information (and some images) 
 

qualimap bamqc ­outdir bamqc ­bam E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.bam 
 

firefox bamqc/qualimapReport.html 
 
In the Chromosome stats section: 
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The larger of our contigs have a mean coverage of around 50 ­ which is what we would expect from 
our original alignment. 
 

 
 
There is one contig which has the size of 67492 ­ this is exactly the same as the contig we found in 
the unmapped reads ­ that is pretty good indication that it is a separate sequence (remember we 
suspected a plasmid) and not integrated into the chromosome. 
 
Let's double check that by blasting these contigs against the unmapped assembly contigs from part 
3: 

blastn ­subject contigs.goodcov.fasta ­query 
../../unmapped_assembly/spades_assembly/contigs.fasta > check_plasmid.blastn 

 
Open the file in a text editor:  

pluma check_plasmid.blastn 
 
and about 30% of the way down the file you should find: (hint use edit/find) 
 
�4�X�H�U�\� �� �1�2�' �(�B�� �B�O�H�Q�J�W�K�B�� �� �� �� �� �B�F�R�Y�B�� �� �� �� �� �� �� �B�,�' �B��  
 
�/�H�Q�J�W�K� �� �� �� �� �� 
 
�6�X�E�M�H�F�W� �� �1�2�' �(�B�� �� �B�O�H�Q�J�W�K�B�� �� �� �� �� �B�F�R�Y�B�� �� �� �� �� �� �� �B�,�' �B�� �� 
 
�/�H�Q�J�W�K� �� �� �� �� �� 
 
�� �6�F�R�U�H�� � �� �� �� �� �� �� �H�� �� �� �� �E�L�W�V�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �(�[�S�H�F�W�� � �� �� �� �� 
�� �,�G�H�Q�W�L�W�L�H�V�� � �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �*�D�S�V�� � �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��  
�� �6�W�U�D�Q�G� �3�O�X�V�� �3�O�X�V 
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This shows us that this contig exactly matches that in the unmapped assembly, strongly supporting 
that this is a plasmid sequence and not integrated into the chromosomes.  
 
Task 4: View assembly in IGV 
 
Load up IGV 

igv.sh 
 
Click Genomes ­> Load Genome from File….  
 
Give the genome a sensible unique identifier and descriptive name. 
 
We are going to import the contigs we have assembled as the reference. Unlike the reference 
genome though, we have no annotation available. Make sure you select the contigs.goodcov.fasta 
file for the complete de novo assembly (not the unmapped reads assembly). 
 
 

 
 
 
Once loaded, click on File­>Load From File… select the E_Coli_CGATGT_L001_filtered.sorted.bam 
file. Again, make sure you load the file in the remapping_to_assembly directory. 
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Once loaded, explore some of the contigs in IGV. 
See if you can find anything unusual in any of the contigs. 
Here is one to get you started. 
Select NODE_49….. 
Right click on the reads and select view as pairs 

 
 
What do you think is going on here?? 
 
 
Annotation of de­novo assembled contigs 
 
We will now annotate the contigs using Prokka. This is already installed on the instance, but if you 
would like to learn more you can find details at 
http://www.vicbioinformatics.com/software.prokka.shtml. Prokka is actually a ‘wrapper’ for many 
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In summary: 
 
The .faa file contains the amino acid sequence of each protein found in the assembly 
The .ffn file contains the nucleotide level sequence for each gene 
The .fna file contains the full nucleotide sequence of the contigs 
The .fsa file contains the full nucleotide sequence of the contigs with the full headers including 
species name and codon usage table 
The annotation files in Genbank and GFF format 
The .txt file with a summary of how many features were found 
The sqn and tbl files are needed for submission to genbank 
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Task 6: Load the annotation into IGV (as per Part 2) 
 

 
 
Task 7 (Optional): Run the contigs through the RAST server and import 
the resulting GFF annotation into IGV (refer back to Part 3 for 
instructions).  
 
Visually compare the RAST annotation to the Prokka annotation. 
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Task 9: QC the data 
 
It is always important to check and understand the quality of the data you are working with: 
Change to the directory and run fastqc 

cd ~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/pseudomonas_gm41 
 

fastqc 
 
Open the files SRR1042836a.fastq SRR491287a_1.fastq ­2 SRR491287a_2.fastq and look at the 
reports generated. 
 

 
 
Note that the quality of the PacBio reads (SRR1042836a.fastq) is much lower than the Illumina 
reads with a greater than 1 chance in 10 of there being a mistake for most reads. 
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However, importantly, the length of the PacBio reads is much longer. 
 
Trim the Illumina reads as before (again, this will take around 20 minutes so take a break): 

fastq­mcf ../../reference/adaptors/adaptors.fasta SRR491287a_1.fastq SRR491287a_2.fastq 
­o SRR491287a_1.filtered.fastq ­o SRR491287a_2.filtered.fastq ­q 20 ­p 10 ­u ­x 0.01 

 
You can check the number of filtered reads using grep –c and the quality of trimmed reads with 
fastqc if you want. 
 
For this exercise we want the long reads from PacBio even though they are low quality. We are 
relying on the assembler to use them appropriately. 
 
Task 10: Illumina Only Assembly 
 
Firstly let's construct an assembly using only the available Illumina data. 
Make sure you are in the directory 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/pseudomonas_gm41 
 
You would run the following command, however as it takes over an hour the results have been 
pre­computed and are available in illumina_only_assembly/ 

spades.py ­­threads 2 ­­careful ­o illumina_only_assembly ­1 SRR491287a_1.filtered.fastq 
­2 SRR491287a_2.filtered.fastq 

 
Change to the directory: 

cd illumina_only_assembly 
 
Filter out low coverage and very short contigs using a perl script: 

filter_low_coverage_contigs.pl < contigs.fasta > contigs.goodcov.fasta 
 
Let's look at the metrics for the assembly. 

quast.py ­­output­dir quast contigs.goodcov.fasta 
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cat quast/report.txt 
 
�$�V�V�H�P�E�O�\�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �J�R�R�G�F�R�Y��
�� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �� �!� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �� �!� �� �� �� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�7�R�W�D�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �� �!� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�7�R�W�D�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �� �!� �� �� �� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�/�D�U�J�H�V�W�� �F�R�Q�W�L�J�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�7�R�W�D�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�*�&�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�1�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�1�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�/�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�/�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�� �� �1�
 �V�� �S�H�U�� �� �� �� �� �N�E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
��  
 
Task 11: Create Hybrid Assembly 
 
Now will execute the same command, but this time include the longer PacBio reads to see the effect 
it has on our assembly. 
Change back into  the directory 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/pseudomonas_gm41 
 
You would run the following command, however as it takes over an hour and the results have been 
pre­computed and are available in hybrid_assembly/ 

spades.py ­­threads 2 ­­careful ­o hybrid_assembly ­­pacbio SRR1042836a.fastq ­1 
SRR491287a_1.filtered.fastq ­2 SRR491287a_2.filtered.fastq 

 
Change to the directory: 

cd hybrid_assembly 
 
Filter out low coverage and very short contigs using a perl script: 
 

filter_low_coverage_contigs.pl < contigs.fasta > contigs.goodcov.fasta 
 
Let's look at the metrics for the assembly ­ this time we will compare it with the illumina only 
assembly (all on one line): 

quast.py ­­output­dir quast contigs.goodcov.fasta 
../illumina_only_assembly/contigs.goodcov.fasta 
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cat quast/report.txt 
 
�$�V�V�H�P�E�O�\�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �K�\�E�U�L�G�B�D�V�V�H�P�E�O�\�B�F�R�Q�W�L�J�V�� �J�R�R�G�� �L�O�O�X�P�L�Q�D�B�R�Q�O�\�B�D�V�V�H�P�E�O�\�B�F�R�Q�W�L�J�V�� �J�R�R�G��
�� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �� �!� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �� �!� �� �� �� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�7�R�W�D�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �� �!� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�7�R�W�D�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �� �!� �� �� �� �� �� �� �E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�� �� �F�R�Q�W�L�J�V�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�/�D�U�J�H�V�W�� �F�R�Q�W�L�J�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�7�R�W�D�O�� �O�H�Q�J�W�K�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�*�&�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�1�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�1�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
�/�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�/�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� ��
�� �� �1�
 �V�� �S�H�U�� �� �� �� �� �N�E�S�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ��
��  
 
You can also explore the interactive html report: 

firefox quast/report.html 
 
It seems that using the longer reads has improved the completeness of our assembly ­ reducing the 
number of contigs more or less in half. 
 
Task 12: Align reads back to reference 
Let's realign our original reads back to the assembly and see what we have ­ refer to previous notes 
if you are unsure of the steps. 
 
Start in the hybrid assembly directory 
~/workshop_data/genomics_tutorial/data/sequencing/pseudomonas_gm41/hybrid_assembly 

 
mkdir remapping_to_assembly 
 
cd remapping_to_assembly 
 
cp ../contigs.goodcov.fasta . 
 
bwa index contigs.goodcov.fasta 

 
First remap the Illumina reads. Type all on one line: 

bwa mem ­t 2 contigs.goodcov.fasta ../../SRR491287a_1.filtered.fastq 
../../SRR491287a_2.filtered.fastq > gm41.illumina.sam 

 
Process the output so that it is viewable in igv: 

samtools view ­bS gm41.illumina.sam > gm41.illumina.bam 
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samtools sort gm41.illumina.bam gm41.illumina.sorted 
 

samtools index gm41.illumina.sorted.bam 
 

samtools flagstat gm41.illumina.sorted.bam > illumina_mapping_stats.txt 
 
4547338 + 0 in total (QC­passed reads + QC­failed reads) 
0 + 0 duplicates 
4532949 + 0 mapped (99.68%:­nan%) 
4547338 + 0 paired in sequencing 
2272510 + 0 read1 
2274828 + 0 read2 
4497413 + 0 properly paired (98.90%:­nan%) 
4524747 + 0 with itself and mate mapped 
8202 + 0 singletons (0.18%:­nan%) 
21401 + 0 with mate mapped to a different chr 
17653 + 0 with mate mapped to a different chr (mapQ>=5) 
21367 + 0 in total (QC­passed reads + QC­failed reads) 
 
We can also map the PacBio reads, but we need to tell bwa we are using PacBio reads 

bwa mem ­t 2 ­x pacbio contigs.goodcov.fasta ../../SRR1042836a.fastq > gm41.pacbio.sam 
 

samtools view ­bS gm41.pacbio.sam > gm41.pacbio.bam 
 

samtools sort gm41.pacbio.bam gm41.pacbio.sorted 
 

samtools index gm41.pacbio.sorted.bam 
 

samtools flagstat gm41.pacbio.sorted.bam > pacbio_mapping_stats.txt 
 
17013 + 0 mapped (79.62%:­nan%) 
0 + 0 paired in sequencing 
0 + 0 read1 
0 + 0 read2 
0 + 0 properly paired (­nan%:­nan%) 
0 + 0 with itself and mate mapped 
0 + 0 singletons (­nan%:­nan%) 
0 + 0 with mate mapped to a different chr 
0 + 0 with mate mapped to a different chr (mapQ>=5) 
 
You will notice that not such a high proportion of PacBio reads map back to the assembly. 
 
Now start igv: 

igv.sh 
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Load your assembled genome ­  
Click on “Genome ­ Load from genome from file” 

 
Make sure you get the assembly from the hybrid_assembly (igv remembers the previous directory 
which may contain similar files.) 
 
Now load your 2 alignment files: 

click on load from File and then select gm41.pacbio.sorted.bam and 
gm41.illumina.sorted.bam 

 
On the toolbar select ­ "Show Details on Click"  

 
 
Find a region that has decent coverage of both reads and zoom in. 
(region shown here: NODE_79_length_2154_cov_37.1243_ID_157) 

 
 
You can see that the PacBio reads are much longer, but the error rate particularly insertions and 
deletions is much higher than for the Illumina reads. 
 
Explore a few other contigs to see if you can find something that looks like an error or 
mis­assembly. Remember the assembly process is difficult and far from perfect. 
 
 
Task 13: Use Prokka to annotate the hybrid assembly (optional) 
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Follow similar instructions to Task 4.  
 
Task 14: Rerun quast with the predicted genes from Prokka to evaluate 
the assemblies (optional) 
 
If you wish, use quast with together with the Prokka annotation to evaluate the quality of the hybrid 
assembly compared to the Illumina­only assembly.  
 
The quast manual can be found at http://quast.bioinf.spbau.ru/manual.html. We recommend you 
use options in quast to split the scaffolds.fasta into contigs (­s) and the ­G option to include the 
predicted genes from Prokka. You will need to run quast twice ­ once for the Illumina­only assembly 
(with its prokka annotation) and once for the hybrid assembly (with its prokka annotation).  
  
How do metrics such as number of mis­assemblies compare between the hybrid and Illumina­only 
assemblies? 

 

Summary 
 
You have seen that de­novo assembly of short reads is a challenging problem. Even for small 
genomes, the resulting assembly is fragmented into contigs and far from complete. 
 
Incorporating longer reads to produce a hybrid assembly can be used to reduce the fragmentation 
of the genome. We have only used a single (perhaps the simplest) technique to incorporate long 
reads. You can read more about hybrid assembly techniques here: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24930142   
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2015 Workshop on Genomics 
 

  Part 5 

Short read genomics: 

 Comparison of results between different strains 
 
 
 
Instructors: 
 
• Konrad Paszkiewicz k.h.paszkiewicz@exeter.ac.uk 

 
 
 
Objectives: 

 

 
By the end of this section you will be expected to be able to: 
 

● Run parts 1­3 of the lab on up to new 6 datasets. 
● Use pre­prepared scripts to compare SNPs and Indels between strains. 
● Generate pseudo­sequences based on synonymous SNPs. 
● Draw simple trees to illustrate the likely evolutionary relationship between strains. 

   

106 





 
 

2. Missing genes (from the remapping) 
3. Novel plasmids and/or genes (when performing the assembly ­ don't specify the k­mers 
SPAdes will choose appropriate ones.) 
 
Once completed, see if you can predict what the phenotype of these bacteria might be. Then 
proceed to the final part of the tutorial where we will compare the results from all of these strains. 
 
�1���%����
 
It is recommended that you follow the same directory naming convention we have followed here (i.e. 
one for remapping to the reference, another for assembly of unmapped reads and a final one for the 
denovo assembly). 
 
These tasks may take you several days. However, remember that all of the basic procedures are 
detailed in the previous sections – only the input FASTQ files will have changed. Feel free to refer to 
these previous tasks to remind yourself of the commands and parameters. By all means feel free to 
play around with different parameters if you wish, although remember that the results may differ 
from those you see here. 
 
Just to give you some guidance:  
 
You should find that strain Sample_T0347070 yields many more SNPs than other strains. 
 
You may find that some scripts and programs run more slowly because of these extra differences 
and larger datasets.  
 
Also, if you find the de novo assembly process causes your NX session to end, the chances are that 
SPAdes has caused your instance to run out of memory. If this happens, increase the minimum 
k­mer size in the spades.py command line. 
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Comparing variants between several samples and a reference genome: 
 
Here we will use a script to compare the variants called in each sample. Ensure you are in the ~/ 
genomics_tutorial/data/sequencing/Vibrio_parahaemolyticus directory 
 
First of all, let’s make a directory to store the results of the comparison: 
 

mkdir  snp_comparison/ 
 

We need a copy of all of the vcf4 files we created here. This is a quick way to do it ­ paste this in as 
one command 

for sample in Sample* 
do 
cp ­v $sample/remapping_to_reference/out.snps.vcf4 
snp_comparison/$sample.out.snps.vcf4 
done 
 
cd  snp_comparison/ 

 
Note that the copy commands may require modification depending on where you have saved the 
variant call results. 
  
Our directory contents should look something like: 
 

 
 
We'll now set up some variables so we don't have to type long path names 
 

ref=~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/Vibrio_parahaemolyticus_RIMD_221
0633_uid57969/Vibrio_parahaemolyticus_RIMD_2210633_uid57969.fasta 

 
gff=~/workshop_data/genomics_tutorial/data/reference/Vibrio_parahaemolyticus_RIMD_221
0633_uid57969/Vibrio_parahaemolyticus_RIMD_2210633_uid57969.gff 

 
samples=`ls *.vcf4` 
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We can now use $ref instead of the long path to our reference and $gff for the feature file 
e.g.  

head $ref 
echo $samples 

 
 
When we are happy our variables are correct then run: 
 

snp_comparator.pl 10 $ref $gff $samples > snp_comparison.txt 
 
Looking at the snp_comparison.txt file (either in a text editor, or in a spreadsheet): 
If you have chosen different samples ­ you will get different results of course. 

 
  
Here we can see the chromosome ID, the position in bp, the reference base and the base at each 
position as well as the gene (if any) the variant occurs in as well as the effect (silent, non­silent or 
indel). 
 
Obtaining a phylogeny based on synonymous SNPs only: 
 
How are the strains related on the basis of these variants? We can ask a number of questions, but if 
we are looking at the long­term evolutionary history of the strains we should only look at 
synonymous (i.e. silent) mutations as these should not confer a significant selective advantage to 
any strain. Using the data snp_comparison.txt file, we can form ‘pseudo­sequences’ using the script 
snp2tree_fullsequence.pl. These are concatenated bases consisting of only those positions which 
are silent across all strains. It is essentially the same as turning each column of each strain in the 
snp_comparison.txt file into a FASTA entry. 

 
snp2tree_fullsequence.pl snp_comparison.txt > synonymous_tree.fasta 

 
Examine the contents of the tree.fasta file. We can then treat this file as an alignment (since each 
base in each sequence is at the same position on the chromosome) and pass it to a phylogeny 
program called FastTree. FastTree will take an input alignment and output a Newick formatted tree 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Newick_format). 
 

FastTree ­nt ­gtr < synonymous_tree.fasta > synonymous_tree.newick 
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http://www.google.com/url?q=http%3A%2F%2Fwww.siteground.com%2Ftutorials%2Fssh%2Fssh_winscp.htm&sa=D&sntz=1&usg=AFQjCNHlr71Rxy2ciYZ0Cy6i9-pCocgauw

