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Vorbemerkung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Themen der Bioinformatik, deren englische Fach-
termini nachfolgend kursiv vom deutschen Fließtext abgehoben sind, falls sie nicht in
zusammengesetzten Wörtern auftreten. Zusätzlich werden die Namen verwendeter Soft-
ware, Versionsnummern, Parameter, Dateiformate und URLs in Schreibmaschinen-
schrift gesetzt.

Stammt eine Aufzälung von Informationen aus einer Quelle, wird die entsprechende
Referenz direkt vor der Aufzälung genannt und gilt für alle Punkte, falls nicht anderweitig
zitiert wird.
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Zusammenfassung

Die Analyse von DNA-Sequenzen steht spätestens seit der Feststellung ihrer tragen-
den Rolle in der Vererbung organismischer Eigenschaften im Fokus biologischer Fra-
gestellungen. Seit Kurzem wird mit modernsten Methoden der sogenannten „nächsten
Generation“ (next-generation sequencing) die Untersuchung von kompletten Genomen
ermöglicht. Dies eröffnet den Zugang zu genomweiten Informationen gegenüber begrenzt
aussagekräftigen markerbasierten Analysen. Eine Genomsequenz ist die ultimative Quel-
le an organismischer Information. Allerdings sind diese Informationen oft, bedingt durch
technische und biologische Gründe, komplex und werfen meist mehr Fragen auf, als sie
beantworten.

Die Rekonstruktion einer bislang unbekannten Genomsequenz (de novo Assemblie-
rung) aus kurzen Sequenzen (reads) stellt eine technische Herausforderung dar, die mit
grundlegenden, aber in der Realität nicht zwingend zutreffenden Annahmen verbunden
ist. Außerdem können biologische Faktoren, wie Repeatgehalt oder Heterozygotie, die
Fehlerrate einer Assemblierung stark beeinflussen. Die Beurteilung der Qualität einer
de novo Assemblierung ist insbesondere durch die Abwesenheit einer Referenzsequenz
herausfordernd, aber zugleich äußerst notwendig. Anschließend ist eine strukturelle und
funktionale Annotation von Genen, kodierenden Bereichen und repeats nötig, um um-
fangreiche biologische Fragestellungen beantworten zu können. Proteinkodierende Gene
können durch Alignierung von beobachteten RNA- und Proteinsequenzen als auch durch
modellbasierte Vorhersage lokalisiert werden. Auf die Funktion eines Gens kann anschlie-
ßend durch Sequenzähnlichkeit zu Genen mit bekannter Funktion geschlossen werden.
Ein qualitativ hochwertiges und annotiertes assembly ermöglicht genomweite Analysen
von Individuen und Populationen. Beispielsweise können durch Lokalisierung des Ur-
sprungs eines reads im Genom (mapping) Varianten identifiziert werden, die wiederum
Aufschluss über die Verwandtschaft und evolutionäre Geschichte geben können. Diese
Arbeit beinhaltet die Assemblierung und Annotation des Genoms der Süßwasserschnecke
Radix auricularia und eine Studie vergleichender Genomik von fünf Radix Individuen
aus verschiedenen molekularen Gruppen (MOTUs).

Mollusken beherbergen nach den Insekten die größte Artenvielfalt innerhalb der
Tierstämme und besiedeln verschiedenste, teils extreme Habitate. Trotz der großen Be-
deutung für die Biodiversitätsforschung sind verhältnismäßig wenige genomische Daten
öffentlich verfügbar. Zudem sind Arten der Gattung Radix auch aufgrund ihrer großen
geografischen Verbreitung in diversen biologischen Disziplinen als Modellorganismen eta-
bliert (u. a. Ökotoxikologie, Untersuchung des Klimawandels). Eine annotierte Genom-
sequenz ermöglicht über bereits untersuchte Felder hinaus die Forschung an grundle-
genden biologischen Fragestellungen, wie z. B. die Funktionsweise von Hybridisierung
und Artbildung. Durch Assemblierung und scaffolding von sechs whole genome shotgun
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Bibliotheken verschiedener insert sizes und einem transkriptbasiertem scaffolding konn-
te trotz des hohen Repeatgehalts ein vergleichsweise kontinuierliches assembly (4.823
scaffolds, N50 579 kb, 6,4% Lücken) erhalten werden. Die erhebliche Differenz von etwa
700Mb zwischen der Gesamtlänge der Assemblierung und der geschätzten Genomgrö-
ße von 1,6Gb konnte zum Großteil auf kollabierte repeats zurückgeführt werden. Eine
Schätzung des genomweiten Repeatgehalts beläuft sich auf etwa 70%. Die hohe Qualität
wird außerdem durch den großen Anteil von lokalisierten Kern-Orthologen (94,6%) und
der Mappingrate von 97,64% der reads gegen das assembly unterstützt.

Die strukturelle Annotation wurde durch umfangreiche Transkriptome, manuell ku-
ratierte Proteine einer Datenbank und artspezifisch trainierte Genvorhersagemodelle ge-
leitet. Die resultierenden 17.338 proteinkodierenden Gene decken etwa 12,5% und deren
Exons etwa 1,6% der geschätzten Genomgröße ab. Durchschnittlich wurden 8,5 Exons
pro Gen annotiert. Der Annotation wird u. a. aufgrund beinhaltender Kern-Orthologen,
konservierter Proteindomänenarrangements und der Übereinstimmung mit de novo se-
quenzierten Peptiden eine hohe Qualität zugesprochen.

Das mapping der Sequenzen von fünf Radix MOTUs gegen die R. auricularia Assem-
blierung zeigte stark verringerte coverage außerhalb kodierender Bereiche und dadurch
geringere Mappingraten der nicht-Referenz MOTUs. Außerhalb kodierender Bereiche
wurden vermehrt Varianten — insbesondere Indels — lokalisiert, wodurch die Hypothe-
se einer hohen Nukleotiddiversität zusätzlich gestützt wird. Für 16.039 Gene (92,5% von
allen annotierten Genen) konnten Topologien berechnet werden und ein Test auf positi-
ve Selektion ausgeführt werden. Von 26 beobachteten Topologien erreicht die Häufigste
einen Anteil von 35,3% und 20 jeweils unter 5%. Die zweithäufigste Topologie (12,5%)
entspricht der bereits bekannten mitochondrialen Verwandtschaft. Die hohe Nukleotiddi-
versität und die Abwesenheit einer absoluten Mehrheit innerhalb der Topologien könnten
durch Genfluss, Hybridisierung und daraus folgendem „incomplete linage sorting“ ver-
ursacht sein. Insgesamt konnte über alle MOTUs hinweg in 678 verschiedenen Genen
positive Selektion detektiert werden, wobei jede MOTU ein nahezu einzigartiges Set po-
sitiv selektierter Gene beinhaltet. Lediglich drei Gene weisen in allen MOTUs positive
Selektion auf. Von allen 16.039 untersuchten Genen konnten 56,4% funktional annotiert
werden. Diese niedrige Rate wird vermutlich durch Mangel an genomischer Information
in Mollusken verursacht. Anschließende Analysen auf Anreicherungen von Funktionen
sind deshalb nur bedingt repräsentativ und entsprechende Schlussfolgerungen besitzen
eine limitierte Aussagekraft. In Genen mit Spuren positiver Selektion der MOTUs 2, 4
und 5 liegt der „G-protein coupled receptor signaling pathway“ signifikant angereichert
vor. Eine signifikante Expansion dieser Genfamilie wurde bereits in den Spiralia beschrie-
ben. Diese Rezeptoren ermöglichen Reaktionen auf diverse Umweltstimuli, weshalb eine
positive Selektion dieser Gene die Fitness positiv beeinflussen könnte.

Neben den biologischen Ergebnissen wurden Methoden und Optimierungen genomi-
scher Analysen von Nichtmodellorganismen entwickelt. Dazu zählen eigens angefertigte
Skripte, um beipielsweise Transkriptomalignments zu filtern, Trainings eines Genvorher-
sagemodells automatisiert und parallelisiert auszuführen und Orthogruppen bestimmter
Arten aus einer Orthologievorhersage zu extrahieren. Zusätzlich wurden Abläufe entwi-
ckelt, um möglichst viele vorhandene Daten in die Assemblierung und Annotation zu
integrieren. Beispielsweise wurde ein zusätzliches scaffolding mit eigens assemblierten
Transkripten mehrerer MOTUs sequenziell und phylogenetisch begründet ausgeführt.
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Insgesamt wird eine umfassende und qualitativ hochwertige Genomsequenz eines Süß-
wassermollusken präsentiert, welche eine Grundlage für zukünftige Forschungsprojekte
z. B. im Bereich der Biodiversität, Populationsgenomik und molekularen Ökologie bietet.
Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen einen Wissenzuwachs in der Genomik von Mollus-
ken dar, welche bisher trotz ihrer Artenvielfalt als deutlich unterrepräsentiert bezüglich
assemblierter und annotierter Genome auffallen.

V



VI



Summary

The analysis of DNA sequences has been in the focus of biological research since its
fundamental role in inheritance of organismic traits had been confirmed. Recent deve-
lopment of next-generation sequencing methods enable the study of complete genomes.
Genome-wide information provides access to more representative results compared to
marker-based studies. A genome sequence is the ultimate source for organismic informa-
tion. However, this information is often complex due to technical and biological reasons,
which usually raises more questions than answers.

The reconstruction of a so far unknown genome sequence (de novo assembly) from
short sequences (reads) poses a technical challenge, which relies on theoretic assumpti-
ons that may not necessarily be fulfilled in reality. Additionally, biological factors, such
as repeat content or heterozygosity, can greatly influence the error rate of an assembly.
Assessing the quality of de novo assemblies is challenging, but at the same time absolu-
tely essential, due to the absence of reference sequences. Subsequently, a structural and
functional annotation of genes, coding regions, and repeats is needed to answer extensive
biological research questions. Protein-coding genes can be localized by aligning obser-
ved RNA and protein sequences as well as by model-based prediction. The function of
a gene can then be inferred from sequence similarity to genes with known function. A
high quality and annotated assembly enables genome-wide analysis of individuals and
populations. For example, variants can be identified by locating the origin of a read in
the genome (mapping), which in turn can provide information on relatedness and evolu-
tionary history. This work includes genome assembly and annotation of the freshwater
snail Radix auricularia and a study on comparative genomics of five Radix individuals
from different molecular groups (MOTUs).

Molluscs accommodate the second greatest species richness after insects within all
animal phyla and colonize diverse and partially extreme habitats. Despite their import-
ance in biodiversity research, publicly available genomic data is relatively sparse. In
addition, species of the genus Radix are established model organisms in various biologi-
cal disciplines (ecotoxicology and investigation of climate change amongst others) also
because of their wide geographic distribution. An annotated genome sequence allows re-
search on basic biological questions, such as mechanisms of hybridization and speciation.
Despite the high repeat content, assembly and scaffolding of six whole genome shotgun
libraries from different insert sizes and a scaffolding based on transcriptomes resulted in
a comparatively continuous draft genome sequence (4,823 scaffolds, N50 579 kb, 6.4%
gaps). The significant difference of 700Mb between the assemblies’ total length and the
estimated genome size of 1.6Gb is largely caused by collapsed repeats. The genome-wide
repeat content is estimated to approximately 70%. Next to contiguity, the high quality
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is supported by a large proportion of recovered core orthologs (94.6%) and the high
backmapping rate of 97.64% of the reads against the assembly.

The structural annotation was guided by extensive transcriptomes, manually curated
proteins from a database, and species-specific models for gene prediction. The resulting
17,338 protein-coding genes and their exons cover approximately 12.5% and 1.6% of
the estimated genome size respectively. Per gene 8.5 exons were annotated on average.
The high quality of the annotation is supported by large proportions of containing core
othologs and conserved protein domain arrangements as well as by consistency with de
novo sequenced peptides.

Mapping of sequences from five Radix MOTUs against the R. auricularia assembly
showed highly reduced coverage outside the coding regions and thus lower mapping rates
of non-reference MOTUs. Outside the coding regions, more variants (especially Indels)
were localized, which additionally supports the hypothesis of high nucleotide diversity
between the MOTUs. For 16,039 genes (92.5% of all annotated genes) topologies could be
calculated and a test for positive selection was carried out. Out of 26 observed topologies,
the most frequent one reaches a proportion of 35.3% and 20 topologies stay each below
5%. The second most frequent proportion (12.5%) corresponds to the already known
mitochondrial topology. High nucleotide diversity and absence of an absolute majority
within the topologies could have been caused by gene flow, hybridization and resulting
incomplete linage sorting. All in all, positive selection could be detected in 678 different
genes across all MOTUs, whereas each MOTU contains a nearly unique set of positively
selected genes. Only three genes show positive selection in all MOTUs. Of all 16,039
genes analyzed, 56.4% could be functionally annotated. This low rate might have been
caused by a lack of genomic information in molluscs. Subsequent enrichment analysis of
functions are therefore only conditionally representative and corresponding conclusions
have limitations. In genes with traces of positive selection from MOTUs 2, 4 and 5,
the “G-protein coupled receptor signaling pathway” is significantly enriched. Significant
expansion of this gene family has already been described in Spiralia. These receptors
allow reactions to various environmental stimuli, therefore positive selection of these
genes could favourably affect fitness.

In addition to the biological results, new methods and optimizations regarding ge-
nomic analysis of non-model organisms were developed. These include custom-made
scripts, which for example enable filtering transcriptomic alignments, automated and
parallelized trainings of a gene prediction model, and orthogroup extraction of specific
species from an orthology prediction. In addition, pipelines were developed to integrate
as much existing data as possible into the assembly and annotation. For example, an ad-
ditional sequential and phylogeny-based scaffolding with specially assembled transcripts
of several MOTUs was performed.

Overall, a comprehensive and high-quality draft genome sequence of a freshwater
mollusc is presented, which provides the basis for future research projects in the fields
of biodiversity, population genomics and molecular ecology. The results of this work
represent an increase in knowledge of mollusc genomics, which so far has been underre-
presented in terms of assembled and annotated genomes.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die DNA als Grundlage des Lebens

1.1.1 Struktur und Organisation

Als Träger des Erbguts wurde die Desoxyribonukleinsäure (engl. DNA) erstmals 1944
von Avery, MacLeod und McCarty beschrieben (Avery et al., 1944) und von Hershey &
Chase (1952) bestätigt. Seitdem nimmt die DNA bis heute eine der zentralsten Rollen
in der Biologie ein.

Die Struktur der DNA als Doppelhelix und die Paarung der komplementären Basen
— Adenin mit Thymin, Guanin mit Cytosin — wurde von Watson & Crick (1953)
beschrieben. In Eukaryoten befindet sich der Großteil der DNA im Zellkern und ein
kleinerer Teil in den Mitochondrien (bzw. bei Pflanzen zusätzlich in Plastiden). Eine
bestimmte Hierarchie von Organisationsstufen wird benötigt, um ein Molekül mit einer
Länge von bis zu 2 Metern in einem Nukleus mit etwa 10 µm Durchmesser zu packen
(Ramani et al., 2016). Die DNA formt mit Proteinen einen Komplex, den man Chromatin
nennt, welches in kondensiertes Heterochromatin und leichter zugängliches Euchromatin
unterteilt wird (Felsenfeld & Groudine, 2003). Im Chromatin ist die Masse der Proteine
mindestens so groß, wie die der DNA (Felsenfeld & Groudine, 2003). Chromatin besteht
in der untersten Ebene aus Nukleosomen, einem Komplex aus DNA, die um Histone
gewunden ist (Felsenfeld & Groudine, 2003). Nukleosome sind in Fasern organisiert, die
durch Schlaufenbildung und Spiralisierung letztendlich zu Chromosomen komprimiert
werden (Felsenfeld & Groudine, 2003).

1.1.2 Was ist ein Genom?

„Die Gesamtheit der DNA eines Organismus, deren Information notwendig ist, um diesen
Organismus zu konstruieren und zu erhalten“ wird von den National Institutes of Health
als Genom definiert (https://ghr.nlm.nih.gov/primer/hgp/genome, 13.09.2017). Die-
se Definition beinhaltet einerseits, dass Information in der DNA gespeichert ist und
andererseits, dass die Erhaltung eines Organismus neben dem Erhalt des Individuums
auch den Erhalt über Generationen hinweg, also Informationsfluss von einer Genera-
tion zur nächsten umfasst. Goldman & Landweber (2016) schlagen vor die Definition
dahingehend zu erweitern, dass die Information zur Konstruktion und zum Erhalt eines
Organismus häufig, aber nicht ausschließlich durch DNA gespeichert ist, da Ausnahmen

1
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zum Informationsfluss jenseits der DNA bekannt sind (z. B. epigenetische Mechanis-
men (Relton & Davey Smith, 2010); Proteine (Zordan et al., 2007; Zacharioudakis et al.,
2007); RNA in Retroviren oder Ciliaten (Goldman & Landweber, 2016); nichtkodierende
RNAs (Rassoulzadegan et al., 2006; Rodgers et al., 2015)). Nachfolgend wird unter dem
Begriff „Genom“ das nukleäre Genom verstanden, falls keine anderweitige Spezifizierung
angegeben ist.

1.1.3 Die Nukleotidsequenz und deren Veränderung

In der DNA ist durch die lineare Sequenz der Nukleotide die lineare Aminosäurese-
quenz von Proteinen gespeichert. Die Entschlüsselung dieses genetischen Codes erfolg-
te in den Jahren von 1961 bis 1966 zunächst durch Nirenberg und Matthaei, später
durch Holley und Khorana (Singer, 1968; Nirenberg, 2004). Drei aufeinanderfolgende,
nicht überlappende Nukleotide, sogenannte Tripletts, bilden ein Codon (Crick, 1968).
Die 64 möglichen Codons repräsentieren in einem offenen Leserahmen (Open Reading
Frame, ORF) Startcodon, Stopcodon oder eine der 20 kanonischen Aminosäuren, wo-
bei jede Aminosäure häufig durch mehr als ein Codon gespeichert wird (Crick, 1968).
Weiterhin beeinflussen häufig bereits die ersten beiden Positionen eines Tripletts, welche
Aminosäure kodiert ist (Crick, 1968). Der genetische Code ist universell in Genomen
nahezu aller Bakterien, Archaeen und Eukaryoten (Sengupta & Higgs, 2015; Koonin &
Novozhilov, 2017). Von einer beobachteten Nukleotidsequenz kann man demnach die
Aminosäuresequenz ableiten. Da eine Vielzahl grundlegender zellulärer Prozesse durch
Proteine ermöglicht oder katalysiert wird, sind Informationen über Proteine essenzielle
Bestandteile der Analyse von Gemeinsamkeiten und Unterschieden von Organismen.

Eine Veränderung der Nukleotidsequenz kann eine Veränderung der Aminosäure-
sequenz verursachen und somit auch die Eigenschaften des Proteins beeinflussen. Die
Grundlage für die Entstehung aller genetischer Diversität ist Mutation (Lynch et al.,
2016). Mutationen werden durch Fehler während der DNA-Replikation, aber auch durch
Mutagene (physische oder chemische Schädigung) hervorgerufen und können in drei gene-
relle Gruppen gegliedert werden: Punktmutationen oder auch Einzelnukleotidaustausche
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs), Insertionen und Deletionen (Indels). Durch
Reparaturmechanismen können viele der Punktmutationen korrigiert werden (Brown,
2002), weshalb der Mutationsprozess von Evolutionsbiologen mehrheitlich als das Er-
gebnis unkorrigierter, zufällig auftretender Fehler und nicht als Adaption verstanden
wird (Futuyma, 2007).

1.1.4 Mutation und Artbildung

Treten Mutationen in somatischem Gewebe auf, werden diese lediglich an die Tochter-
zellen weitergegeben. Eine Mutation der Keimbahn hingegen, kann an Nachkommen
vererbt werden. Dadurch können individuell aufgetretene Mutationen über Generatio-
nen hinweg erhalten bleiben. Ein bestimmender Faktor, der den Erhalt einer Mutation
in einer Population beeinflusst, ist die Fitness des Individuums, welches diese Mutati-
on trägt. Die Fitness wird als die Möglichkeit bezeichnet, in einer bestimmten Umwelt
zu überleben und sich erfolgreich zu reproduzieren (Orr, 2009). Prinzipiell kann eine
Mutation die Fitness erhöhen, senken oder nicht beeinflussen — man spricht von vor-
teilhaften, nachteiligen oder neutralen Mutationen (Loewe & Hill, 2010). Wie häufig eine
Mutation, also eine Variante oder ein Allel, in einer Population vorhanden ist und sich
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verbreitet, wird von der Art und Stärke des Selektionsdrucks (Hurst, 2009), effektiver
Populationsgröße (Ne) und genetischer Drift (Charlesworth, 2009) als auch von Genfluss
(Slatkin, 1985) beeinflusst. Eine Differenzierung von Populationen wird gefördert, wenn
reproduktive Isolation Genfluss einschränkt bzw. verhindert (Schuler et al., 2016). Auf
diese Weise wird im biologischen Artkonzept definiert, dass durch reproduktive Isolati-
on getrennte Populationen als voneinander getrennte Arten bezeichnet werden (Schuler
et al., 2016). Neben dem biologischen Artkonzept existieren vielfältige Artdefinitionen,
wobei die Komplexität der Artabgrenzung durch die Anzahl der Artkonzepte und zum
Teil ihrer Unvereinbarkeit unterstrichen wird (De Queiroz, 2007).

Substitutionen in proteinkodierenden Bereichen können aufgrund der Redundanz des
genetischen Codes synonym (keine Veränderung der Aminosäuresequenz hervorrufen)
oder nicht-synonym sein (Hurst, 2009). Das Verhältnis zwischen nicht-synonymen (KA)
und synonymen (KS) Substitutionen gibt Auskunft, ob ein Gen neutraler (KA/KS = 1),
positiver (KA/KS > 1) oder purifizierender Selektion (KA/KS � 1) unterliegt (Hurst,
2009). Tritt eine Substitution an der dritten Position eines Tripletts auf, kommt es nur in
seltenen Fällen zu einem Aminosäurenaustausch und nur in einem Fall (Cystein, Tryp-
tophan) zu einer Veränderung der Hydrophilie. Aus diesem Grund kann die Funktion
des Proteins gewährleistet bleiben, selbst wenn eine Substitution in einem kodierenden
Bereich auftritt. Der genetische Code hat demzufolge eine gewisse Stabilität gegenüber
dem Austausch von Basen.

Da die DNA eine derart basale informative Ebene für Organismen ist, kann die
Bestimmung der Nukleotidsequenz essenzielle Fragen z. B. bezüglich der Evolution be-
antworten.

1.2 DNA-Sequenzierung

1.2.1 Die technische Revolution

Die ersten Methoden um die Abfolge der Nukleotide von einem DNA-Molekül zu be-
stimmen wurden 1977 von Frederick Sanger sowie Allan Maxam und Walter Gilbert
veröffentlicht (Sanger et al., 1977; Maxam & Gilbert, 1977). Sanger et al. (1977) publi-
zierten mit ihrer Methode die erste Genomsequenz, die des Bakteriophagen ΦX174. Die
Sanger-Sequenzierung wurde 1986 optimiert, automatisiert (Smith et al., 1986; Hutchi-
son, 2007) und etablierte sich langfristig als eine Technologie der sogenannten „ersten
Generation“ (Metzker, 2010), die noch bis heute verwendet wird und keineswegs an Da-
seinsberechtigung verloren hat. Für eine Sanger-Sequenzierung muss der zu sequenzieren-
de Bereich bzw. dessen Umgebung bekannt sein, da für eine Amplifizierung sogenannte
Primer binden müssen. Der grundlegende Unterschied zu Methoden der nachfolgenden
Generationen ist demnach, dass zu untersuchende Regionen vor der Sequenzierung be-
kannt sein müssen bzw. erhöhter Aufwand in das Design spezieller Primer investiert
werden muss. Ein Überblick über die Meilensteine von der Entdeckung der DNA bis zu
den ersten Genomsequenzierungen ist in Dahm (2005) zusammengefasst.

Mit der kommerziellen Einführung von Sequenzierungsmethoden der „nächsten Ge-
neration“ (next-generation sequencing, NGS) seit 2005 können erheblich mehr Sequenzen
in kürzerer Zeit und gleichzeitig wesentlich kostengünstiger produziert werden (Mardis,
2017). Besonders hervorzuheben sind die Technologien von „Illumina“ (seit 2006), „Pa-
cific Biosciences“ (PacBio; seit 2010) und „Oxford Nanopore Technologie“ (ONT; seit
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Tabelle 1.1: Auswahl verfügbarer Sequenzierungstechniken.

Sequenzierungs-
technologie / Plattform

Maximale
Sequenz-
länge [bp]

Sequenzen
pro Lauf

Fehler-
rate [%]

Kosten
pro Gb
[US$]

Sanger / ABI 3730xl DNA
Analyzer ~1.000a 96 oder 384a 0,001a 500.000a

Illumina-Solexa / HiSeq 4000 2 × 150b 5.000.000.000b 0,2–0,8c 22d

PacBio RS II / SMRT 40.000b 55.000b 13c 1.000e

Oxford Nanorope / MinION 1.200.000f > 100.000g 12g 750e

a Shendure & Ji (2008)
b da Fonseca et al. (2016)
c Quail et al. (2012)
d http://cgrb.oregonstate.edu/core/illumina-hiseq-3000/illumina-hiseq-3000-service-fees
(Aberufen am 16.05.2018)
e Goodwin et al. (2016)
f unveröffentlichte Ergebnisse, erwähnt in De Coster et al. (2018)
g Ip et al. (2015)

2014), die sich insbesondere durch maximale Länge der Sequenzen (Illumina kurz; Pac-
Bio und ONT lang) und durch die Fehlerrate (Illumina niedrig; PacBio und ONT hoch)
unterscheiden und somit verschiedene Vor- und Nachteile besitzen (da Fonseca et al.,
2016; Mardis, 2017). Ein Überblick verfügbarer NGS Technologien, deren Sequenzlän-
gen und Fehlerraten kann z. B. in Metzker (2010), Reuter et al. (2015), da Fonseca et al.
(2016) und Mardis (2017) gefunden werden. Eine Auswahl von NGS Technologien ist in
Tabelle 1.1 aufgelistet.

Insgesamt gestalteten sich Genomsequenzierungen bis zur Etablierung von NGS Me-
thoden als sehr aufwendig und langwierig, so dass anfangs selbst kleine Genome nur
durch Konsortien oder eine Vielzahl von Wissenschaftlern bewältigt werden konnten
(Mardis, 2017). Trotzdem gelten Genomsequenzen aus dieser Zeit bis heute als qualita-
tiv herausragend (Mardis, 2017). Mit aktuellen Methoden können vergleichbare Projekte
durch wesentlich kleinere Gruppen realisiert werden (Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2: Vergleich verschiedener Genomprojekte. Vor der Etablierung von NGS Methoden
konnte nur eine Vielzahl von Wissenschaftlern die Sequenz von kleineren Genomen rekonstruieren.
Heute können bereits kleinere Gruppen Genomsequenzierungen und -assemblierungen realisieren.

Quelle Autoren Art Genomgröße

Fleischmann et al. (1995) 40 Haemophilus inluenzae 1,8Mb
International Human
Genome Sequencing
Consortium (2001)

256 Homo sapiens 3,2Gb

Li et al. (2010a) 123 Ailuropoda melanoleuca 2,4Gb

Sun et al. (2017) 15 Bathymodiolus platifrons 1,6Gb
Modiolus philippinarum 2,2Gb

http://cgrb.oregonstate.edu/core/illumina-hiseq-3000/illumina-hiseq-3000-service-fees
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1.2.2 Vorteile einer Genomsequenz

Ein wesentlicher Bestandteil moderner Genetik beinhaltet die Analyse von Sequenzun-
terschieden der DNA zwischen Individuen bzw. Populationen, die Antworten auf Fra-
gen der Populationsgenetik, ökologischen Genetik und Evolution geben kann (Davey
et al., 2011). Vor dem Zeitalter von Genomsequenzen beschränkte man sich für verglei-
chende Studien auf einen oder wenige Bereiche des Genoms, die als genetische Marker
bezeichnet werden. Die erste Studie bezüglich genetischer Variation basierend auf DNA-
Sequenzierung (Genotypen) wurde durch Kreitman (1983) an der Alkoholdehydrogenase
in Drosophila melanogaster durchgeführt. Der Einsatz von genetischen Markern im klas-
sischen Sinn (z. B. spezielle Gene oder Mikrosatelliten) ist von Vorteil, wenn gezielt Teile
des Genoms untersucht werden sollen, da insbesondere die Zeit der Datenerhebung und
Analyse, aber auch die Kosten (Davey et al., 2011) gering sind. Der grundlegende Nach-
teil von genetischen Markern und selbst Markersystemen ist eine reduzierte Repräsenta-
tion der gesamten genomischen Information, aber auch deren zeitintensive, aufwendige
Entwicklung und Etablierung (Davey et al., 2011).

Gegenüber markerbasierten Analysen bietet eine Genomsequenz als grundlegendste
Informationsquelle (Ekblom &Wolf, 2014) die Möglichkeit, repräsentativere Einblicke für
den gesamten Organismus zu zeigen (Ellegren, 2014). In Studien vergleichender Genomik
können durch NGS Methoden repräsentative Ergebnisse des gesamten Genoms erhalten
werden, indem hunderttausende Marker von hunderten Individuen sequenziert und an-
hand der Genomsequenz als Referenz verglichen werden (Davey et al., 2011). Eine Ge-
nomsequenz dient in genomweiten Resequenzierungsprojekten zur Ausrichtung und Plat-
zierung der Sequenzen und anschließend zur Identifizierung von Varianten, zur Detektion
von Selektionsmustern, aber auch zur Platzierung von Daten aus RNA-Sequenzierungen
(Ekblom & Wolf, 2014; Ellegren, 2014). Des weiteren eröffnet eine Genomsequenz die
Möglichkeit zur Suche nach bisher unbekannten genomischen Bereichen (z. B. niedrig
oder selten exprimierte Gene, repetitive Elemente) oder deren Varianten. Im Speziel-
len wird z. B. im Kontext von Medizin nach bioaktiven Substanzen wie Antibiotika
(Rosamond & Allsop, 2000) gesucht, deren Biosynthese von Enzymen beeinflusst wird,
die in Genomen kodiert sind (Zerikly & Challis, 2009). Außerdem kann die Diagnostik
von Erkrankungen durch großskalige Analysen von Genomsequenzen in Verbindung mit
Phänotypen verbessert werden (McMurry et al., 2016). Neben der Informationsquelle,
die direkt für Menschen nützlich ist, sind Genomsequenzen Schlüssel in der Grundlagen-
forschung z. B. Regulation von Genexpression (Thompson et al., 2015), genotypbasierte
Ausprägung von Phänotypen (Lehner, 2013), Funktionsweise zellulärer Abläufe (Lynch
et al., 2014) und die Suche nach einem Kernset von orthologen Genen aller Eukaryo-
ten (Alvarez-Ponce et al., 2013). Durch Alignments einer Genomassemblierung zu einem
Referenzgenom können direkte Vergleiche des kompletten Genoms ausgeführt werden,
um z. B. Translokationen zu beobachten (Payne et al., 2006), artspezifische Regionen
von Chromosomen (Chain et al., 2004) oder Pathogenitätsinseln (Zheng et al., 2017)
zu finden. Vergleichende Analysen zwischen bestimmten Taxa können außerdem auf Ba-
sis kompletter Genome Expansionen von Proteinfamilien und deren Genen vorschlagen
(z. B. Lespinet et al., 2002; Hahn et al., 2005; Gerdol et al., 2015). Doch selbst ohne
umfangreiche Studien können annotierte Genomsequenzen bereits spezielle, biologisch
relevante Aussagen über z. B. Gehalt und Verteilung von repetitiven Elementen (re-
peats) oder Gendichte treffen (Ellegren, 2014).
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Eine Genomsequenz wurde vor dem Aufkommen genomischer Analysen als durchschau-
barer Bauplan gesehen und kann natürlich Klarheit über bestimmte Aspekte schaffen. So
wurde etwa die Anzahl proteinkodierender Gene im Menschen von mindestens 100.000
auf ca. 21.000 durch das Humangenomprojekt korrigiert (Check Hayden, 2010). Aller-
dings stellte sich schnell heraus, dass diese Genomsequenz — parallel zu anderen bio-
logischen Entdeckungen — mehr Fragen aufwirft, als sie beantwortet (Check Hayden,
2010). Nichtsdestotrotz sollten Genomsequenzen als ultimative Quelle an Informationen
über einen Organismus betrachtet werden. Die Antworten auf scheinbar einfache Fragen
können jedoch komplexer ausfallen als erwartet.

1.2.3 Abschätzung und Variabilität der Genomgröße

Es ist notwendig die Größe des zu sequenzierenden Genoms vor Beginn der eigentlichen
Sequenzierung zu kennen, um einerseits die Menge der zu produzierenden Sequenzdaten
festzulegen (Talhinhas et al., 2017) und andererseits basierend darauf den finanziel-
len Rahmen abschätzen zu können (Gregory et al., 2007; Doležel & Greilhuber, 2010).
Außerdem ist die Genomgröße ein wichtiges Kriterium für die Qualitätsbewertung von
Genomassemblierungen (s. Intrinsische Assemblieungsevaluation, S. 14). Die Durchfluss-
zytometrie (flow cytometry, FCM) ist eine der bevorzugten und am häufigsten angewen-
deten Methoden zur Genomgrößenabschätzung (Doležel et al., 2007; Gregory et al., 2007;
Talhinhas et al., 2017). Allein in der „Animal Genome Size Database“ stammen 2.302
von 8.004 Einträgen aus Messungen durch FCM (entspricht 2.035 von 6.222 Einträgen
verschiedener Arten; Stand 25.09.2017; Gregory, 2017). Durchflusszytometrie basiert
im Prinzip auf der Isolierung von Zellkernen, dem Anfärben von DNA und Detektion
von Anzahl als auch Intensität gefärbter Partikel in einem kontinuierlichen Fluss (Otto,
1990; Doležel et al., 2007). Gemessen wird das Verhältnis des 2C-Wertes (Greilhuber
et al., 2005) der Probe zu einem bekannten Standard (Doležel et al., 2007). Aus diesem
relativen Wert lässt sich die absolute DNA-Menge in Pikogramm ableiten, welche wie-
derum direkt in Basenpaare übertragen werden kann (1 pg = 0,978 Gb; Doležel et al.,
2003).

Die Genomgröße ist über die gesamte Biodiversität sehr variabel und korreliert we-
der mit der Anzahl der proteinkodierenden Gene noch organismischer bzw. genetischer
Komplexität oder evolutionärem Alter (Gregory, 2001a; Lynch & Conery, 2003; Canapa
et al., 2015). Die kleinste Genomgröße eines Eukaryoten wurde bisher für den parasitär-
en Pilz Encephalitozoon intestinalis mit 1C = 0,0023 Gb beschrieben und gilt als untere
Grenze für ein voll funktionsfähiges eukaryotisches Genom (Corradi et al., 2010). Auf
der anderen Seite wurde das bisher größte Genom für die Blütenpflanze Paris japonica
mit 1C = 148,8 Gb bestimmt (Pellicer et al., 2010). Weitere gigantische Genomgrößen
(> 100 Gb) wurden in Farnen (Hidalgo et al., 2017b) und Vertebraten gefunden, wo-
bei trotz sehr unterschiedlichem evolutionärem Hintergrund und Überlebensstrategien
150Gb nicht überschritten werden (Hidalgo et al., 2017a). Eine Erhöhung der Genom-
größe kann durch Amplifizierung von Transposons und besonders in Pflanzen durch
Polyploidisierung die evolutionäre Entwicklung neuer Eigenschaften fördern (Hidalgo
et al., 2017a). Mögliche Gründe für eine maximale Genomgröße sind unter anderem
erhöhter Bedarf an Energie und Elementen (Stickstoff, Phosphor) während der Replika-
tion, Transkription, Histonsynthese als auch Korrekturmechanismen, aber zum Beispiel
auch erhöhte Dauer der Zellteilung (Hidalgo et al., 2017a). Die Betrachtung der Ge-
nomgröße in Abhängigkeit von der Anzahl proteinkodierender Gene bzw. deren Anteil
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im Genom zeigt eine deutliche Abweichung von Eukaryoten gegenüber Prokaryoten, Vi-
ren und Organellen (Hou & Lin, 2009). Mit steigender Genomgröße sinkt der Anteil
proteinkodierender Gene drastisch (Hou & Lin, 2009), während die Anzahl von Introns
pro Gen, deren Größe und die Anzahl mobiler genetischer Elemente steigt (Vinogradov,
1999; Lynch & Conery, 2003; Canapa et al., 2015). Außerdem existiert eine signifikant
positive Korrelation zwischen Genomgröße und Zellvolumen von Erythrozyten in Verte-
braten (Olmo O & Morescalchi, 1975; Olmo E & Morescalchi, 1978; Gregory, 2001b).
Diverse Theorien wurden entwickelt, um dieses sogenannte „C-Wert Enigma“ zu erklären
(Gregory, 2001a):

• Es besteht ein zufälliger Zusammenhang, indem sich DNA stetig anhäuft und dies
in größeren Mengen nur in größeren Zellen möglich ist bzw. toleriert wird.

• Optimale-DNA-Theorien schlagen eine Selektion der DNA-Menge durch ihre Ver-
knüpfung mit Zellvolumen vor.

• Die Nukleoskelett-Theorie sieht Koevolution zwischen DNA-Menge und Zellgröße.
Es wird argumentiert, dass eine Vergrößerung von Zellen eine Vergrößerung des
Kernvolumens nach sich ziehen muss, um gleichmäßiges Wachstum zu ermöglichen.

• Die Nukleotypen-Theorie vermutet einen kausalen, durch Selektion gesteuerten
Zusammenhang zwischen DNA-Menge und Zellgröße. Veränderungen des Phäno-
typs aufgrund der DNA-Menge (nukleotypische Effekte) sind besonders in Pflanzen
häufiger beschrieben (Snodgrass et al., 2017).

• Das Mutations-Gleichgewichts-Modell erklärt besonders die langfristige Stabilisie-
rung der Genomgröße durch eine Angleichung der Rate für Verlust von nicht kodie-
render, selbstreplizierender DNA durch kleine Deletionen und der Rate für Gewinn
durch lange Insertionen (Petrov, 2002).

1.2.4 Genomsequenzierung

Es ist momentan technisch nicht möglich DNA-Sequenzen zu erzeugen, die der Länge ei-
nes beliebig langen DNA-Moleküls — also bestenfalls Chromosomen — entsprechen und
fehlerfrei sind (Tabelle 1.1; Sims et al., 2014). Aus diesem Grund wird die sogenannte
Schrotschussmethode (shotgun sequencing) eingesetzt. Sie wurde bereits seit 1979 ent-
wickelt (Staden, 1979; Anderson, 1981) und das erste mit dieser Methode sequenzierte
Genom (Blumenkohlmosaikvirus, 8 kb Gesamtlänge) von Gardner et al. (1981) publi-
ziert. Das Prinzip des shotgun sequencing beinhaltet die Erstellung sehr vieler kurzer
Sequenzen mit zufälligem Startpunkt, wobei die Summe der sequenzierten Nukleotide
die Anzahl der zu sequenzierenden Nukleotide um ein vielfaches übersteigen sollte (Shen-
dure & Ji, 2008; Poptsova et al., 2014). Als Sequenziertiefe (coverage) bezeichnet man
die Häufigkeit, mit der ein Nukleotid redundant sequenziert wird (Poptsova et al., 2014).

Der Zufällige Startpunkt wird durch Brechen der zu sequenzierenden DNA erzeugt
(Poptsova et al., 2014), z. B. durch Ultraschall (Knierim et al., 2011). Die DNA wird vor
der Fragmentierung künstlich vervielfältigt oder es muss eine um ein vielfaches höhere
Menge an genomischer DNA eingesetzt werden, um die Information über die erzeugten
Bruchstellen hinweg nicht zu verlieren (Nawy, 2013; Poptsova et al., 2014). Es muss also
eine gewisse coverage der genomischen DNA vor der Fragmentierung vorhanden sein.
Jede Kopie eines genomischen Locus wird anschließend zufällig und somit an verschie-
denen Stellen fragmentiert. Es wird deutlich, dass — auch wenn nur im Verhältnis zur
Gesamtlänge des Genoms kurze Sequenzen erzeugt werden — die zu sequenzierende,
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isolierte DNA zunächst möglichst hochmolekular vorliegen sollte. Denn man geht davon
aus, dass die DNA während der Extraktion nicht zufällig bricht, da sie zum einen unter-
schiedlich stark komprimiert ist und zum anderen die Basenzusammensetzung, z. B. in
repetitiven Bereichen, nicht gleichmäßig über die DNA verteilt ist. Im Gegensatz zu lang-
kettiger DNA geht durch Fragmentierung während der Extraktion zusammenhängende
Sequenzinformation verloren, die nicht wiederhergestellt werden kann.

Für das eigentliche Ablesen der Nukleotidsequenz können verschiedene Techniken
verwendet werden (Tabelle 1.1). Nachfolgend wird detaillierter auf Sequenzierung mit
Illumina eingegangen.

1.2.5 Illumina Sequenzierung

Konstruktion einer Bibliothek
Die DNA-Fragmente müssen durch das Ligieren von künstlichen Adaptersequenzen auf
die Sequenzierung vorbereitet werden (Poptsova et al., 2014). Diese dienen zum einen
als lokale Verbindung zu komplementären Sequenzen in dem Sequenzierer (flow cell)
und zum anderen als Ankerpunkt für Sequenzierprimer (Metzker, 2010; Poptsova et al.,
2014). Man unterscheidet zwischen der Sequenzierung eines DNA-Fragmentes von einer
Seite (singe end) oder von beiden Seiten (paired end). Da die Länge der abgelesenen
Sequenz für alle DNA-Fragmente einer Illumina Sequenzierung konstant ist, entscheidet
die Fragmentgröße (insert size) bei einer paired end Sequenzierungen, ob die beiden Se-
quenzen überlappen oder ob der innere Bereich des Fragmentes nicht sequenziert wird
(Nagarajan & Pop, 2013). Die insert size wird durch Größenselektion nach der Adapter-
ligierung, z. B. mittels Agarose Gelelektrophorese festgelegt (Poptsova et al., 2014).

Aufgrund der Amplifizierung durch Brückenbildung kann die insert size nicht be-
liebig groß sein (s. Sequenzierung durch Synthese, S. 8). Um dennoch sogenannte mate
pair libraries mit insert sizes von mehreren tausend Basen sequenzieren zu können, wer-
den die langen Fragmente zirkularisiert, indem die Enden mit einer artifiziellen Sequenz
(junction adapter) verbunden werden (Mardis, 2013; Nagarajan & Pop, 2013). Anschlie-
ßend wird die zirkularisierte DNA in Fragmente mit sequenzierbarer insert size geteilt
und Fragmente ohne junction adapter entfernt (Mardis, 2013). Dadurch wird erreicht,
dass Bereiche, die im Genom mehrere tausend Basen entfernt sind, in lokale Nähe ge-
bracht werden, ohne die Information über den Abstand zu verlieren. Diese weiträumige
Information ist für die spätere bioinformatische Rekonstruktion der Genomsequenz re-
levant.

Sequenzierung durch Synthese
Die eigentliche Sequenzierung wird begonnen, indem die doppelsträngige DNA-Bibliothek
zu Einzelstängen geschmolzen wird (Poptsova et al., 2014). Komplementäre Sequenzen
zu den ligierten Adaptersequenzen binden anschließend diese Einzelstränge lokal an die
sogenannte flow cell (Metzker, 2010; Mardis, 2013). Die gebundenen Einzelstränge wer-
den mittels Brückenamplifikation vervielfältigt, so dass an einem Ort auf der flow cell
Kopien eines Fragmentes in einem cluster vorliegen (Metzker, 2010). Der Durchmesser
eines clusters ist aufgrund der Brückenbildung abhängig von der insert size. Um zu ver-
hindern, dass keine Verschmelzung von clustern verschiedener Fragmente auftritt, darf
deshalb die insert size nicht beliebig groß sein (abgesehen davon, dass möglicherweise
die Brückenbildung negativ beeinflusst wird und/oder die Fragmente brechen würden).
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Das Ablesen der Sequenz wird durch das binden einer synthetischen, zu den Adapterse-
quenzen komplementären DNA (primer) initialisiert und durch zyklisches Inkorporieren
von gleichzeitig vier verschiedenen fluoreszmarkierten Nukleotiden ausgeführt (Mardis,
2013, 2017). Die Verwendung von reversiblen, gefärbten Terminatoren ermöglicht die
exakte Detektion von Abfolgen identischer Nukleotide (Homopolymere), da durch den
reversiblen Terminator in jedem Zyklus lediglich ein Nukleotid inkorporiert werden kann
(Metzker, 2010; Mardis, 2013). Der Zyklus wird fortgesetzt, indem die nicht inkorporier-
ten Nukleotide entfernt werden, die Fluoreszenz der gesamten flow cell optisch aufge-
nommen wird und die fluoreszierende Gruppe sowie der Terminator abgespalten werden
(Metzker, 2010; Mardis, 2013). Die Anzahl der Zyklen entspricht somit der Länge der
abgelesenen Sequenz in Basenpaaren. Die Detektierung von Fluoreszenz ist essenziell
für diese Art der Sequenzierung, deshalb muss zu Beginn eine Clusterbildung erfolgen,
um letztendlich das optische Signal zu verstärken (Mardis, 2017). Im Falle einer paired
end Sequenzierung wird über erneute Brückenamplifikation ein cluster gebildet, welches
mit dem zuvor freien Adapter an die flow cell gebunden wird, um das Fragment wie
zuvor beschrieben von der gegenüberliegenden Seite zu sequenzieren (Mardis, 2013). Die
abgelesenen Sequenzen werden als reads bezeichnet (Poptsova et al., 2014).

Sequenzierfehler

Die Amplifizierung während der Clusterbildung als auch die Inkorporation von fluores-
zensmarkierten Nukleotiden wird von speziellen DNA-Polymerasen katalysiert (Metzker,
2010) und ist besonders in vitro nicht fehlerfrei (McInerney et al., 2014). Dem Sequen-
zierfehler kann durch Erhöhen der coverage entgegengewirkt werden (Sims et al., 2014).
Jedoch sind Fehler, die in den ersten Amplifikationszyklen auftreten, verheerend und
können — auch durch Erhöhen der Sequenziertiefe — von biologischen Varianten nicht
unterschieden werden (Kanagawa, 2003; Taylor et al., 2016). Es ist weiterhin bekannt,
dass sequenzspezifische Fehler auftreten können (Nakamura et al., 2011). Die Fehlerrate
der Illumina HiSeq Technologie beträgt allerdings nur etwa 0,1% (Taylor et al., 2016)
und ist somit die momentan akkurateste NGS Plattform.

1.2.6 Anwendungen von NGS Methoden

Mit Hochdurchsatzsequenzierungsmethoden, wie beispielsweise Illumina, können neben
hochmolekularer genomischer DNA z. B. revers transkribierte Ribonukleinsäure (engl.
RNA) als Ausgangsmaterial für die Konstruktion einer Bibliothek verwendet werden
(Mardis, 2017). Das Sequenzieren von genomischer DNA kann seinerseits durch selek-
tives Sequenzieren von bestimmten Bereichen (z. B. Restriction-site Associated DNA
sequencing, Targeted sequencing) oder durch Variieren der Sequenziertiefe bzw. Anzahl
und Typ der konstruierten Bibliotheken an verschiedene Fragestellungen angepasst wer-
den (da Fonseca et al., 2016). Für Projekte, die eine Genomsequenz de novo, also ohne
die Unterstützung einer bereits vorhandenen Genomsequenz, rekonstruieren möchten,
wird eine höhere Sequenziertiefe und mehrere paired end als auch mate pair Bibliothe-
ken verschiedener insert size benötigt (Gnerre et al., 2011; Asan et al., 2012; da Fonseca
et al., 2016). Ist eine Genomsequenz vorhanden und es sollen punktuell Sequnenzunter-
schiede (z. B. Polymorphismen) analysiert werden, ist es ausreichend eine sogenannte
Reseqzenzierung durchzuführen, indem eine bzw. wenige Bibliotheken mit kurzer insert
size konstruiert werden (z. B. Bertolini et al., 2015; Oppold & Pfenninger, 2017).
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Das Ergebnis einer genomweiten shotgun Sequenzierung (whole genome shotgun, WGS)
ist je nach Genomgröße und coverage eine Anzahl von reads in der Größenordnung von
mehreren Millionen, deren Ursprung im Genom unbekannt ist. Die Lokalisierung des
Ortes im Genom durch lokale Alignments (mapping) gegen eine bekannte Genomsequenz
oder gegen die Assemblierung selbst erfolgt im Anschluss an die Sequenzierung.

1.3 Genomassemblierung

Gapfilling

Scaffolding

Assembly

NNNNNNN

NNNNNNN

Abbildung 1.1: Prinzip der
Genomassemblierung. Die reads werden in
contigs vereinigt. Durch scaffolding können
contigs z. B. über mate pair reads miteinander
verknüpft werden. Die beim scaffolding
entstandenen Lücken können durch gapfilling
geschlossen werden.

Ein assembly ist die computergestützte
Rekonstruktion einer langen Sequenz aus
kürzeren Sequenzen (reads) und reprä-
sentiert idealerweise die komplette Nu-
kleotidsequenz aller Chromosomen (Ek-
blom & Wolf, 2014). Im Prinzip wer-
den zunächst die reads zu möglichst lan-
gen kontinuierlichen Sequenzen (contigs)
verbunden. Anschließend können die con-
tigs aneinander ausgerichtet werden, in-
dem z. B. mate pair reads für ein scaffol-
ding verwendet werden. Durch scaffolding
können Reihenfolge, Abstand und Orien-
tierung der contigs zueinander bestimmt
werden. Im Anschluss kann versucht wer-
den, die durch das scaffolding entstande-
nen Lücken durch sogenanntes gapfilling
so weit wie möglich zu schließen. Die ein-
zelnen Schritte sind im Überlick in Abbil-
dung 1.1 zu sehen und werden anschlie-
ßend detaillierter beschrieben.

1.3.1 Kein Zugewinn biologischer Information

Da Chromosomen momentan weder komplett noch fehlerfrei sequenziert werden kön-
nen (s. Genomsequenzierung, S. 7), wird dieser technische Schritt der Rekonstruktion
gewählt. Denn eine Genomassemblierung an sich — sei es noch so kontinuierlich, fehler-
frei und komplett — kann keine biologische Information erzeugen, die nicht bereits in
den reads enthalten ist (z. B. GC-Gehalt, repeats, Gesamtlänge des Genoms). Im Zuge
der Sequenzierung werden komplette Chromosomen fragmentiert, um das Ablesen zu
ermöglichen und anschließend die Genomsequenz zu rekonstruieren. Dieser rein techni-
sche Prozess kann deshalb keine zusätzliche, biologisch relevante Information erzeugen.
Gleichzeitig sind die reads im besten Fall, ein zufällig verteiltes und repräsentatives
Abbild des Genoms. Biologisch relevante Informationen sind deshalb bereits in den un-
assemblierten reads enthalten, die durch entsprechende Methoden erhalten werden kön-
nen (GC-Gehalt: FastQC (Andrews, 2010); repeats durch kleine Stichproben von reads:
RepeatExplorer (Novák et al., 2013), dnaPipeTE (Goubert et al., 2015) oder über hohe
k-mer-Häufigkeiten: ReAS (Li et al., 2005); Gesamtlänge des Genoms: KmerGenie (Chik-
hi & Medvedev, 2014)). Nichtsdestotrotz können biologisch relevante Informationen, die
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über die in den reads enthaltenen Informationen hinausgehen, oft nur durch ein assembly
erhalten werden. Biologisch relevante Informationen, wie die Lage und Sequenz von Ge-
nen (s. Strukturelle Annotation, S. 15) oder Unterschiede zu anderen Genomsequenzen,
müssen durch zusätzliche Analysen erhalten werden, die aber wiederum ein assembly als
Grundlage benötigen.

1.3.2 Theoretische Grundlagen

Momentan werden hauptsächlich zwei voneinander abgrenzbare Assemblierungsstrategi-
en angewendet, wobei die Wahl der Methode von den zu assemblierenden Daten abhängt
(Nagarajan & Pop, 2013).

Overlap-layout-consensus (OLC) Algorithmen finden potenzielle Überlappungen von
reads (overlap), vereinigen die reads zu kontinuierlicheren Sequenzen (contigs) als auch
contigs zu „supercontigs“ (layout) und generieren die Konsenus-DNA-Sequenz aus dem
Alignment durch gewichtete Abstimmung für jede Position (consensus). OLC Algorith-
men werden für Assemblierungen von wenigen, längeren und fehlerhafteren Sequenzen
(relativ zu Illumina WGS Datensätzen), wie von PacBio oder ONT, eingesetzt (Nagara-
jan & Pop, 2013). Der Konsenusschritt ermöglicht die Korrektur von Sequenzierfehlern
bei ausreichend hoher Sequenziertiefe.

Eine Assemblierung von Millionen oder sogar Milliarden kurzer reads ist mit überlap-
pungsbasierter Assemblierung nicht möglich (109 reads ∧= 1.018 Alignments; Compeau
et al., 2011). Stattdessen werden de Bruijn Graphen (DBG) verwendet, die 1945 von Ni-
colaas de Bruijn für die Lösung des shortest common superstring Problems angewendet
wurden (Box 1; Compeau et al., 2011).

1.3.3 Assemblierung von contigs

In Bezug auf die Assemblierung von DNA-Sequenzen werden zu Beginn alle möglichen
Wörter der Länge k (k-mere) aus dem entsprechenden Readset extrahiert. Ein wesentli-
cher Unterschied zum ursprünglichen DBG ist demnach nicht die Erstellung aller mög-
lichen k-mere eines Alphabets, sondern aller möglichen k-mere aus einem begrenzten
Readset (Compeau et al., 2011). Anschließend wird ein k-mer-Graph entsprechend eines
DBG konstruiert. In einem perfekten Datensatz würde der k-mer-Graph ein DBG sein
und — im Falle eines linearen Chormosoms — einen Eulerpfad (Box 1) enthalten. Durch
Abschreiten des Graphen entlang des Eulerpfades ist es möglich die Nukleotidsequenz
des Chromosoms zu rekonstruieren. Durch diese Abstrahierung werden Genome als auf-
einanderfolgende Zeichenketten aus Wörtern der Länge k betrachtet sowie reads lediglich
zur Extraktion dieser Wörter (k-mere) verwendet und nicht mehr als Nukleotidsequen-
zen behandelt. Zusätzlich werden dadurch Readlängen und Überlappungen prinzipiell
irrelevant. In der Praxis werden zwar diverse zugrundeliegende Annahmen bezüglich der
DBG-Konstruktion verletzt (z. B. k-mere sind fehlerfrei und einzigartig), denen aber
durch bestimmte Lösungen begegnet werden kann (Box 2).

Die Länge von k hat einen wesentlichen Einfluss auf die Graphkonstruktion und ent-
scheidet über die Balance zwischen Fehleranfälligkeit und Genauigkeit der resultierenden
Assemblierung (Zerbino & Birney, 2008). Verfügbare Assembler verfolgen verschiedene
Strategien, weshalb deren Auswahl von großer Bedeutung ist. Einerseits werden Graphen
von einigen Assemblern mit einer regulierbaren, aber fixierten Länge von k konstruiert
(z. B. AbySS (Jackman et al., 2017); SOAPdenovo (Li et al., 2010b); Velvet (Zerbino &
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Box 1: De Bruijn Graphen als Lösung des shortest common superstring Problems
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Königsberger Brückenproblem und Eulerpfad. In den
Knoten der Graphen ist der jeweilige Grad eingefügt.
A: Königsberger Brückenproblem nach Compeau et al.
(2011). Links eine historische Ansicht Kaliningrades, in
der die Landmassen mit farbigen Punkten markiert
wurden. Verbindende Brücken sind rot gekennzeichnet.
Rechts der entsprechende Graph, wobei die Farben der
Knoten denen der Landmassen entsprechen und Knoten
durch die entsprechende Anzahl von Kanten verbunden
sind, wie deren Landmassen durch Brücken.
B: Eulerpfad durch Kaliningrad heute und durch das
„Haus des Nikolaus“.

Die Fragestellung des shortest common superstring
Problems lautet: Finde die kürzeste zirkuläre Zeichen-
kette, die alle möglichen Teilzeichenketten der Länge
k (k-mere) eines definierten Alphabetes enthält (Com-
peau et al., 2011). De Bruijn adaptierte das 1735 von
Leonhard Euler entwickelte Konzept zur Betrachtung
des Königsberger Brückenproblems (Compeau et al.,
2011). Das Königsberger Brückenproblem beinhaltet
die Frage, ob es möglich ist, jede der vier Landmassen
Königsbergs (heute Kaliningrad) zu begehen, indem je-
de der sieben verbindenden Brücken genau einmal über-
quert wird und man am Ende zum Ausgangspunkt zu-
rückkehrt (Compeau et al., 2011). Euler vereinfachte
das Problem durch die Darstellung der Landmassen als
Knoten sowie der Brücken als Kanten in einem Graphen
und konnte zeigen, dass es aufgrund der ungeraden An-
zahl an Kanten an jedem Knoten (Grad) nicht möglich
war. Wenn unter Beachtung der oben genannten Kri-
terien ein Graph durchschritten werden kann, spricht
man von einem Eulerkreis. Ist der Start- und Endknoten
nicht identisch bei sonst unveränderten Bedingungen,
nennt man die Lösung des Graphen einen Eulerpfad.
Dabei können im Graphen maximal zwei Knoten (Start-
bzw. Endpunkt) einen ungeraden Grad besitzen. Einen
Eulerpfad verwendet man beispielsweise zum Zeichen
eines „Haus des Nikolaus“. Im Gegensatz zu 1735 wer-
den die vier Landmassen Kaliningrads heute mit nur
noch fünf Brücken verbunden. Der entsprechende Graph enthält nur zwei Knoten mit ungeradem Grad, weshalb
heutzutage zumindest ein Eulerpfad durch Kaliningrad möglich ist.
Die Lösung des shortest common superstring Problems beantwortete de Bruijn durch die Konstruktion eines Gra-
phen, in dem alle möglichen k−1-mere einem Knoten entsprechen und zwei Knoten gerichtet verbunden sind, wenn
ein k-mer existiert, welches beide k−1-mere enthält (Compeau et al., 2011). Ist der Eingangs- und Ausgangsgrad
für jeden Knoten gleich der Länge des Alphabetes, ist es möglich einen Eulerkreis zu bilden, der wiederum die
Lösung enthält, indem man das erste Zeichen jeder gerichteten Kante betrachtet (Compeau et al., 2011). Zu seinen
Ehren wird er de Bruijn Graph genannt.

Birney, 2008)). Bei Anwendung dieser Assembler sollte k so gewählt werden, dass das zu
assemblierende Genom möglichst vollständig rekonstruiert wird. In der Praxis können
hierfür Programme wie z. B. KmerGenie (Chikhi & Medvedev, 2014) verwendet werden.
Andererseits versuchen sogenannte Multi-k-mer-Assembler die Stärken und Schwächen
verschiedener k-mer Längen zu vereinen, indem mehrere Graphen konstruiert werden
(z. B. Platanus (Kajitani et al., 2014); SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012)).

Das Resultat der DBG-Konstruktion ist aus den o. g. Gründen häufig fragmentiert.
Durch Abschreiten der Graph-Fragmente werden eindeutig rekonstruierbare, kontinuier-
liche Sequenzen des Genoms, sogenannte contigs, erstellt.

1.3.4 Scaffolding und gapfilling

Das Resultat einer DBG-Assemblierung ist üblicherweise eine hohe Anzahl contigs, de-
ren Längen — verglichen mit Anzahl und (Gesamt-)Länge der zu assemblierenden Chro-
mosomen — eher kurz sind. Üblicherweise werden deshalb die contigs anschließend zu
scaffolds zusammengeführt, indem z. B. die erwarteten insert sizes von paired end Bi-
bliotheken für die Ableitung von Reihenfolge, Orientierung und Abstand der contigs
herangezogen werden (Treangen & Salzberg, 2011; Boetzer & Pirovano, 2012; Ekblom
& Wolf, 2014). Repeats beeinflussen auch während diesem Prozess, dem scaffolding, die
Kontinuität negativ, etwa durch Readpaare mit Ursprung mindestens eines reads in ei-
nem repeat (Ellegren, 2014). In der Praxis werden die paired end reads auf den contigs
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Box 2: De Bruijn Graphen in der Praxis
Für die praktische Anwendung von de Bruijn Graphen in Bereich der Genomassemblierung beschreiben Compeau
et al. (2011) folgende Probleme und Lösungen:

1. Alle k-mere des zu assemblierenden Genoms können aus dem sequenzierten Readset extrahiert werden.
Selbst eine hohe Sequenziertiefe erzeugt kein Readset, bei dem an jedem Nukleotid des Genoms mindestens
ein read beginnt. Ein DBG aus einem Readset mit k gleich der Readlänge würde demnach diese Vorausset-
zung verletzen, weshalb man k deutlich kleiner wählt, um nahezu alle k-mere des Genoms zu identifizieren.
Bei großen k‘s sinkt zudem die Anzahl fehlerfreier k-mere (Chikhi & Medvedev, 2014).
Weiterhin verhindern nicht sequenzierte Bereiche oder niedrige Sequenziertiefe die Extraktion aller genomi-
schen k-mere. Dies führt zu Abbrüchen der Graphkonstruktion, was wiederum eine fragmentierte Rekon-
struktion der Genomsequenz bedeutet. Durch mate pair Bibliotheken können die entstandenen Fragmente
zumindest teilweise sortiert, orientiert und in ungefährem Abstand platziert werden.

2. Die k-mere sind fehlerfrei.
Fehlerhafte k-mere sind wahrscheinlicher bei großen k‘s (Chikhi & Medvedev, 2014).
Sequenzierfehler oder repetitive Bereiche mit leichter Variation können nicht ausgeschlossen werden und
erschweren ein assembly, weshalb zunächst eine Fehlerkorrektur in den reads ratsam sein kann (Kelley
et al., 2010; Ekblom & Wolf, 2014). Aufgrund hoher Sequenziertiefe können fehlerhafte k-mere z. B. durch
ihre geringe Häufigkeit identifiziert werden. Unkorrigierte Fehler, repeats oder (individuelle) biologische
Variation verursachen sogenannte Blasen bzw. Sporen im Graphen, welche die Komplexität erhöhen. Fehler
können z. B. durch die k-mer Häufigkeit an den Kanten erkannt und durch spezielle Algorithmen entfernt
werden (z. B. „Tour Bus“ in Velvet (Zerbino & Birney, 2008) zur Entfernung von Blasen).

3. Jedes k-mer ist einzigartig im zu assemblierenden Genom.
Je kleiner k gewählt wird, desto wahrscheinlicher ist, dass es nicht mehr einzigartig ist. Doch auch für
ausreichend große k‘s können die Grenzen des DBG durch repetitive Sequenzen im Genom erreicht werden.
Da die k-mere aus den reads extrahiert werden, sind repetitive Sequenzen, deren Länge die Readlänge über-
steigt, grundlegend und nicht nur im Kontext von DBGs problematisch für eine Assemblierung (Nagarajan
& Pop, 2013), da eine eindeutige Verknüpfung von Sequenzen nicht mehr möglich ist. Als Folge können
Fehler im assembly, wie kollabierte repeats oder falsche Anordnung von contigs, auftreten (Treangen &
Salzberg, 2011).
Repetitive Monomere mit Längen kleiner oder gleich k können durch das Hinzufügen von gerichteten Kan-
ten entsprechend der Anzahl der wiederholten k-mere durch einen DBG aufgelöst werden. Für längere,
direkt hintereinander auftretende oder gar verschachtelte repeats ist dies nicht möglich (Chikhi & Medve-
dev, 2014). In diesem Fall kommt es zu erhöhten k-mer Häufigkeiten, starker Verzweigung des DBG und je
nach Konservierung und Alter des repeats zu Blasen und/oder Sporen. Die Vereinfachung des DBG sollte
in diesen Fällen die Verknüpfung der Knoten lösen, da kein eindeutiger Pfad vorhanden ist.
Durch die Information aus mate pair Bibliotheken können diese Rekonstruktionsabbrüche zum Teil nach-
träglich überbrückt werden.

4. Das Genom besteht aus einem zirkulären Chromosom.
Die Assemblierung eines linearen Chromosoms ist ebenfalls möglich, allerdings ist in diesem Fall die Lösung
des DBG ein Eulerpfad und kein Eulerkreis. Die gleichzeitige Assemblierung mehrerer Chromosomen sollte
die Konstruktion entsprechend mehrerer DBGs verursachen.

durch lokale Alignments (mapping) platziert, vorhandene Duplikate entfernt und sich
widersprechende Verbindungen durch spezifische Bewertungen aufgelöst (Boetzer & Pi-
rovano, 2012). Eine festgelegte Anzahl von contigüberspannenden Readpaaren muss die
Verknüpfung bestätigen und die entstandene Lücke wird mit „N“s aufgefüllt (Boetzer &
Pirovano, 2012; Ekblom & Wolf, 2014). Für die optimale Verknüpfung werden Biblio-
theken verschiedener insert sizes verwendet (Ekblom & Wolf, 2014). Im Kontext von
scaffolding werden die Bibliotheken in einer hierarchischen Reihenfolge, von der kleins-
ten insert size mit höchster Sequenziertiefe bis zur größten insert size mit niedrigster
Sequenziertiefe, separat eingesetzt (Boetzer & Pirovano, 2012).

Scaffolding kann neben genomischen paired end Daten auch mit Transkriptomse-
quenzen erfolgen (Xue et al., 2013; Ekblom & Wolf, 2014). Prinzipiell wird nach Genen
gesucht, dessen Exons auf mehreren contigs lokalisiert und durch Transkriptomsequen-
zen einem Gen zugeordnet werden können (Xue et al., 2013; Ekblom & Wolf, 2014).
Reihenfolge und Orientierung der contigs lassen sich durch transkriptbasiertes scaffol-
ding leichter ableiten, als die Distanz zwischen den contigs. Eine Abschätzung dieser
Distanz kann durch den Median der Intronlänge, also der wahrscheinlichen Distanz zwi-
schen zwei Alignments eines Transkripts, erfolgen (Xue et al., 2013). Falls der Abstand
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nicht, jedoch Reihenfolge und Orientierung, ermittelt werden können, wird häufig eine
bestimmte Anzahl von „N“s eingefügt (Yandell & Ence, 2012; Xue et al., 2013).

Die durch scaffolding entstandenen Lücken („N“s) versucht man durch z. B. paired
end reads wieder zu schließen (Ekblom & Wolf, 2014). Die Software GapFiller (Boet-
zer & Pirovano, 2012) beispielsweise identifiziert durch erneutes mapping von paired end
reads Paare, von denen ein read auf einem contig und der andere aufgrund der insert size
in einer Lücke platziert wurde. Alle reads, die so einer Lücke zugeordnet wurden, werden
anschließend verwendet, um k-mere zu extrahieren. Diese werden wiederum eingesetzt,
um die Lücke soweit wie möglich von den Contigseiten her aufzufüllen. Die Lücke wird
komplett geschlossen, wenn die Länge der eingefügten Sequenz etwa der Länge der zu
schließenden Lücke entspricht. Dieses Auffüllen kann zeitgleich mit Bibliotheken ver-
schiedener insert sizes geschehen und wird iterativ wiederholt, um auch große Lücken
möglichst weit zu schließen.

1.3.5 Intrinsische Assemblieungsevaluation

Der qualitative Vergleich von Assemblierungen verschiedener Methoden (z. B. Assembler,
Parametersets) ist entscheidend, um eine optimale Genomrekonstruktion zu identifizie-
ren (Gurevich et al., 2013; Ekblom & Wolf, 2014). Die Qualität einer Assemblierung zu
bewerten, ist deshalb entscheidend, aber besonders in Abwesenheit von Referenzsequen-
zen herausfordernd und auf spezielle Methoden angewiesen (Ekblom & Wolf, 2014):

Gesamtlänge der Assemblierung: Die Summe aller rekonstruierten Genomfragment-
längen sollte in etwa die geschätzte Genomgröße widerspiegeln (Yandell & Ence,
2012). Wesentliche Abweichung nach unten deuten auf das Fehlen von genomischen
Bereichen im assembly hin, was aufgrund o. g. limitierter Sequenziertechniken und
biologischen Gründen häufiger der Fall sein kann. Gesamtlängen von Assemblie-
rungen über der geschätzten Genomgröße sind als Artefakte und Akkumulation
von Assemblierungsfehlern anzusehen, insofern der Genomgrößenmessung vertraut
wird.

Kontinuität: Das Ziel einer Assemblierung ist die möglichst kontinuierliche Rekon-
struktion von genomischen Sequenzen. Ein Maß zur Bewertung der Contig- bzw.
Scaffoldlängen ist der N50, der die minimale Größe nach Länge sortierter contigs
oder scaffolds angibt, die summiert 50% der Assemblierung repräsentieren. Da der
N50 auf die totale Länge der Assemblierung bezogen wird, können verschiedene
Assemblierungen nur mit dem N50 verglichen werden, wenn die Assemblylänge
etwa gleich ist. Der NG50 hingegen bezieht den Längenwert auf die Genomgröße
und kann deshalb nur berechnet werden, wenn das assembly mindestens 50% der
Genomgröße abdeckt.
Der relative Anteil von „N“s, die durch scaffolding entstandenen Lücken im assem-
bly, ist ebenfalls wichtig zur Bewertung der Kontinuität (Yandell & Ence, 2012)
und sollte möglichst klein sein.

Backmapping (Genauigkeit): Das mapping der für die Assemblierung verwendeten
reads auf das assembly wird ausgeführt, um z. B. Informationen über den An-
teil assemblierter reads und deren korrekte Anordnung in Paaren, Insert-size- als
auch Coverageverteilung zu erhalten. Ein gutes assembly sollte nahezu alle reads
in korrekter Anordnung enthalten. Zum Beispiel ist die lokale Anhäufung zu klei-
ner insert sizes in Verbindung mit ungewöhnlich hoher coverage ein Hinweis auf
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kollabierte repeats. Einzeln betrachtet können diese Ergebnisse bereits Aussagen
über die Qualität einer Assemblierung geben, gemeinsam betrachtet können As-
semblierungsfehler lokalisiert werden (wie z. B. in REAPR (Hunt et al., 2013)).
Nicht zu vernachlässigen ist in diesem Punkt das mapping von Transkriptomse-
quenzen, die durch ihre Exonfolge ebenfalls Aufschluss über Assemblierungs- oder
Scaffoldingfehler geben können.

Kern-Orthologen-Suche (Vollständigkeit): Die Vollständigkeit in Bezug auf be-
stimmte Sets von orthologen Genen ist ein weiteres wertvolles Maß zur Evalua-
tion einer Assemblierung (Parra et al., 2007; Simão et al., 2015). Diese Kern-
Orthologen-Sets sind erstellt worden, indem man über ein mehr oder weniger stark
verwandtes Set an Arten nach Orthogruppen sucht, die mindestens oder genau eine
Sequenz jeder Art enthalten. Diese Gene werden als essenziell angesehen und sollten
deshalb in einem assembly nicht fehlen. Kritisch zu betrachten ist, dass orthologe
Gene von Modellorganismen aufgrund besserer Annotation einfacher gefunden wer-
den, als von Nichtmodellorganismen bzw. deren Gensequenzen überhaupt bekannt
und in Datenbanken vorhanden sind. Da die Erkennung von Kern-Orthologen-Sets
auf Modellen beruht, sind diese somit tendenziell besser geeignet, Gene von Mo-
dellorganismen bzw. bekannte Gene zu erkennen. Sind bestimmte Taxa bei der
Auswahl der Orhtologen-Sets unterrepräsentiert, ist die Abwesenheit von Ortholo-
gen kein eindeutiges Zeichen für die Unvollständigkeit der Assemblierung, sondern
möglicherweise durch ein limitiertes Kern-Orthologen-Set begründet. Die gemes-
sene Vollständigkeit der Kern-Orthologen wird als repräsentativ für das gesam-
te Genset des Genoms angenommen und ist somit als Qualitätsmerkmal zulässig
(Dohmen et al., 2016).

1.3.6 Auftretende Komplikationen
Ekblom & Wolf (2014) beschreiben folgende grundsätzliche Probleme der Genomassem-
blierung:

1. Es gibt keine Genomsequenz für eine Art aufgrund von individueller genetischer
Variation, weshalb das assembly eines Individuums die gesamte Variation einer Art
nur zum Teil repräsentiert. Das assembly eines di- oder polyploiden Individuums
stellt außerdem eine Konsensussequenz von verschiedenen Chromosomensets dar.

2. Es ist unwahrscheinlich alle Nukleotide eines Genoms zu sequenzieren und zu as-
semblieren. Zentromere, Telomere, hochrepetitive Regionen sind selbst in fortge-
schrittenen Assemblierungen nicht ausreichend aufgelöst.

3. Durch Sequenzierung und Assemblierung sind Fehler auf Nukleotid- und Sequen-
zebene zu einem bestimmten Anteil stets Teil einer Assemblierung.

4. Jedes assembly sollte als Arbeitshypothese behandelt werden, da es aus einer An-
einanderreihung von Assemblieungsschritten resultiert.

1.4 Strukturelle Annotation
Hinzufügen biologischer Information

Wesentliche biologische Information wird einem assembly durch die Annotation hinzuge-
fügt (Ekblom &Wolf, 2014; da Fonseca et al., 2016). Es wird zwischen struktureller (Lage
auf dem Genom) und funktionaler (Zuordnung von Funktionen bzw. Stoffwechselwegen)
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Annotation unterschieden (Yandell & Ence, 2012). Das Ziel einer strukturellen Annota-
tion ist die Lokalisierung genomischer Bereiche von besonderem Interesse. Dazu zählen
insbesondere Gene und deren proteinkodierende Regionen, aber z. B. auch repetitive Ele-
mente und untranslatierte Bereiche. Hohe Kontinuität, kleine Lücken und Vollständigkeit
der Assemblierung sind Grundvoraussetzungen für eine erfolgreiche strukturelle Anno-
tation (Ekblom & Wolf, 2014). Eine Faustregel besagt, dass Genomgröße und Genlänge
positiv korrelieren (Yandell & Ence, 2012). Deshalb müssen besonders große Genome
für eine gute Annotation kontinuierlicher sein, um Gene möglichst unfragmentiert zu
lokalisieren (Yandell & Ence, 2012).

Die strukturelle Annotation läuft in zwei generellen Schritten ab: In der Berechnungs-
phase werden Alignments von Evidenz gegen die rekonstruierte Genomsequenz und Mo-
delle für Genvorhersage herangezogen. Die darauffolgende Annotationsphase vereinigt
die Ergebnisse der Berechnungsphase.

1.4.1 Berechnungspahase

Repeats sind sehr häufig in eukaryotischen Genomen (> 47 %) und erschweren die An-
notation (Yandell & Ence, 2012). Aus diesem Grund werden im ersten Teil der Berech-
nungsphase repeats erkannt und maskiert (Yandell & Ence, 2012; Ekblom & Wolf, 2014).
Die Erstellung einer artspezifischen Repeatbibliothek ist dafür unabdingbar (Ekblom &
Wolf, 2014), speziell für de novo Assemblierungen in genomisch unterrepräsentierten Ta-
xa, da repeats oft nur schwach konserviert sind (Yandell & Ence, 2012). Die Schwierigkeit
besteht darin, dass neben mobilen genetischen Elementen auch konservierte proteinko-
dierende Gene mehrfach vorliegen und letztere nicht maskiert werden sollen (Yandell
& Ence, 2012). Zum einen sollten Repeatgehalt und Repeattypen möglichst zuverlässig
und vollständig identifiziert, annotiert als auch quantifiziert werden, zum anderen sollen
diese repeats vor der Annotation maskiert werden, ohne dabei repeats zu vernachlässigen
bzw. Bereiche fälschlicherweise zu maskieren. Programme identifizieren repeats entwe-
der homologiebasiert oder de novo (Yandell & Ence, 2012). Zu der erstellten Bibliothek
homologe Bereiche werden anschließend im assembly lokalisiert und maskiert, also mit
entsprechender Anzahl von „N“s (hart maskiert) bzw. durch Kleinbuchstaben (weich
maskiert) ersetzt. Dies verhindert unkontrollierte Transkript- oder Proteinalignments in
repeats und vereinfacht im Nachhinein die Genvorhersage durch die Einschränkung von
falsch-positiven Alignments und weniger, sich teils widersprechender Evidenz (Ekblom
& Wolf, 2014).

Die Alignierung von Transkriptom- und Proteinsequenzen an das assembly erfolgt
nach der Maskierung. Normalerweise werden arteigene Transkriptomsequenzen und un-
ter Annahme von Syntänie auch jene von nah verwandten Arten verwendet. Proteinse-
quenzen sind wesentlich konservierter als Nukleotidsequenzen und können deshalb auch
von phylogenetisch weiter entfernten Arten verwendet werden (Yandell & Ence, 2012).
Eine allgemeine und verlässliche Quelle für Proteinsequenzen stellt z. B. die Swiss-Prot
Datenbank mit 556.006 (Stand 15.11.2017) manuell kuratierten Einträgen dar (The Uni-
Prot Consortium, 2017).

Neben beobachteter Evidenz (in Form von Sequenzen) werden Genvorhersagen für
die Annotation herangezogen, da bestimmte Gene niedrig und/oder nur unter bestimm-
ten Bedingungen exprimiert werden (Brent, 2007). Ab initio Genvorhersagen beruhen
dabei nur auf mathematischen Modellen, die zum einen organismusspezifisch sind und
zum anderen die wahrscheinlichste kodierende Sequenz (Coding DNA Sequence, CDS)
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finden — jedoch ohne untranslatierte Bereiche (UnTranslated Region, UTR) oder Spli-
cevarianten zu berücksichtigen (Yandell & Ence, 2012). Für ab initio Vorhersagen wird
lediglich die Nukleotidsequenz der Assemblierung benötigt, während andere Programme
Modelle erstellen können, die durch arteigene Evidenz (z. B. Transkripte) trainiert wur-
den und somit Genstruktur (z. B. Intron-Exon-Grenzen oder auch UTRs) eindeutiger
erkennen (Yandell & Ence, 2012). Letztere Vorgehensweise wird als evidenzgetriebene
Genvorhersage bezeichnet und beinhaltet ebenfalls die Alignierung von Transkriptom-
und/oder Proteinsequenzen gegen das assembly, um anschließend in einem Modell zu-
sammengeführt zu werden (Stanke et al., 2004; Brent, 2007; Yandell & Ence, 2012).
Genvorhersagen basieren häufig auf einem Hidden Markov Model (HMM). Über Wahr-
scheinlichkeitsverteilungen werden einer Sequenz bestimme Zustände (z. B. Exon oder
Intron) zugeordnet und über ein Bewertungssystem die — basierend auf der Sequenz —
zuverlässigste Zuordnung gefunden (Eddy, 2004). Jeder Zustand wird dabei über Emis-
sionswahrscheinlichkeiten (z. B. die Basenzusammensetzung von Exons) modelliert und
der Übergang von einem Zustand zum anderen durch Transitionswahrscheinlichkeiten
(z. B. die erwartete Reihenfolge: auf Exon folgt Intron) dargestellt (Eddy, 2004). Häufig
werden GHMMs (Generalised Hidden Markov Models) für die Genvorhersage verwendet,
die im Gegensatz zu HMMs Beobachtungen von Zuständen auf Nukleotidsequenzen je-
der Länge übertragen können, anstelle auf einzelne Nukleotide (Kulp et al., 1996; Stanke
et al., 2004; Brent, 2007). Im GHMM werden die Wahrscheinlichkeiten für bestimmte
Zustände in position weight matrices (D’haeseleer, 2006) dargestellt, die für jede Positi-
on eines Motivs die Wahrscheinlichkeiten der Nukleotide abbildet (Brent, 2007). Stanke
et al. (2004) beschreiben ein GHMM als definierte Wahrscheinlichkeitsverteilungen für
bestimmte genomische Bereiche (z. B. Exons, Introns, intergenische Regionen), die im
Modell einem Zustand entsprechen, wobei jeder Zustand DNA-Sequenzen mit bestimm-
ten vordefinierten Emissionswahrscheinlichkeiten erzeugt.

1.4.2 Annotationsphase

Die Synthese von Alignmentevidenz und (evidenzgetriebener) Genvorhersage wird zu-
nehmend automatisiert (Yandell & Ence, 2012). Die Kombination von sich teils wider-
sprechender Evidenz ist komplex und deshalb fehleranfällig. Eine Möglichkeit zur Qua-
litätskontrolle ist die Berechnung der Annotation edit distance (AED; Eilbeck et al.,
2009), die für die Beurteilung der Kongruenz zwischen Evidenz und Annotation heran-
gezogen werden kann (Holt & Yandell, 2011; Yandell & Ence, 2012). Weiterhin kann
auch im annotierten Proteinset nach Kern-Orthologen gesucht werden, da das Vorhan-
densein von Kern-orthologen Genen im assembly keine Garantie für deren Annotation
ist (Ebersberger et al., 2009; Simão et al., 2015; Dohmen et al., 2016).

MAKER2 (Holt & Yandell, 2011) kann beispielsweise automatisch repeats mit
RepeatMasker (Smit et al., 2015) maskieren, Transkripte als auch Proteine mit BLAST+
(Camacho et al., 2009) alignieren, HMMs von GeneMark (Lomsadze et al., 2005), SNAP
(Korf, 2004) und Augustus (Stanke et al., 2004) anwenden, um letztendlich eine eben-
falls automatisierte, evidenzbasierte Qualitätskontrolle der Annotation durchzuführen.
Die resultierende MAKER2 Annotation wird verwendet, um die Genvorhersagemodelle
(von z. B. SNAP, Augustus) zu trainieren und anschließend MAKER2 mit den trainierten
Modellen eine Annotation ausführen zu lassen (Holt & Yandell, 2011; Campbell et al.,
2014). Die Anzahl der Iterationen sollte nicht beliebig gesteigert werden, da eine Verbes-
serung der Annotation nach zwei Runden mit unveränderter Evidenz gering ist und die
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Gefahr von overtraining bzw. overfitting der Modelle besteht (Campbell et al., 2014).
Das bedeutet, dass Genauigkeit abnehmen und Spezifität zunehmen kann, indem weni-
ger häufige, aber dennoch wahre Motive für z. B. Intron-Exon-Grenzen aus den Modellen
ausgeschlossen werden.

1.5 Mollusken

Mollusken beherbergen etwa 74.000 beschriebene Arten und werden im Artenreich-
tum lediglich vom Tierstamm (Phylum) der Arthropoda übertroffen (Dunn & Ryan,
2015; Larsen et al., 2017). Mollusken tragen aus diesem Grund wesentlich zur aktuel-
len Biodiversität bei. Die Artenvielfalt ist auf verschiedenste (marine bis Süßgewässer,
Land), teils extreme Habitate, wie z. B. hydrothermale Quellen der Tiefsee (Takeu-
chi, 2017) verteilt. Durch die Fähigkeit verschiedenste Anpassungen auszuprägen erwe-
cken Mollusken großes Interesse in Ökologie- und Evolutionsforschung (Romero et al.,
2016a,b; Richards et al., 2017; Takeuchi, 2017). Momentan werden in der „IUCN Red
List of Threatened SpeciesTM“ 7.276 Einträge von bedrohten Weichtierarten gelistet
(http://www.iucnredlist.org; 24.11.2017), wobei hauptsächlich nicht-marine Arten
betroffen sind. Die Anzahl der bedrohten Weichtierarten ist seit 2003 (1.971 Arten)
drastisch gestiegen (Lydeard et al., 2004) und betont noch deutlicher die bereits damals
publizierten Forderungen nach Artenschutz von (nicht-marinen) Mollusken. Außerhalb
der Wissenschaft werden Mollusken vom Menschen als elementarer Bestandteil welt-
weiter Nahrungsproduktion durch Aquakulturen genutzt und sind damit von nicht un-
erheblichem wirtschaftlichem Interesse (Takeuchi, 2017). Mollusken können zudem den
Menschen direkt durch die Übertragung von Krankheiten negativ beeinflussen, aber auch
aufgrund von invasiven Arten Schäden verursachen (Halanych & Kocot, 2017).

Trotz der wissenschaftlichen und gesellschaftlichen Relevanz sind bis heute nur Geno-
me 26 verschiedener Molluskenarten sequenziert und assembliert, wobei für sechs Arten
bislang kein assembly öffentlich zugänglich ist und für acht Assemblierungen aktuell kei-
ne Publikation vorliegt (Stand 30.07.2018; Tabelle 1.3). Ein wesentliches Problem neben
der geringen Anzahl verfügbarer Molluskengenome ist ein teils deutlich erschwertes Auf-
finden von Studien oder Daten durch u. a. dezentrale Speicherung, was wiederum in
aktuellen Reviews widergespiegelt wird (Box 3).

Von allen existierenden Molluskengenomassemblierungen sind 21 annotiert (exkl.
L. stagnalis; Davison et al., 2016), wobei acht dieser Annotationen momentan nicht
öffentlich zur Verfügung stehen (Stand 30.07.2017, Tabelle 1.3). Auffällig ist die deutlich
unterschiedliche Abdeckung der geschätzten Genomgrößen durch die Assemblierungen,
Kontinuität, aber auch Vollständigkeit in Bezug auf Kern-Orthologe (Tabelle 1.3). Ei-
nerseits hängt es von der Fragestellung ab, wie viel Aufwand betrieben wird, um ein
assembly möglichst kontinuierlich zu rekonstruieren und damit auch die Identifizierung
von Kern-Orthologen zu vereinfachen oder sogar erst zu ermöglichen. Andererseits er-
schweren sowohl hohe Heterozygotie als auch hoher Repeatgehalt die Assemblierung von
Molluskengenomen (Halanych & Kocot, 2017; Takeuchi, 2017). Heterozygotie kann durch
Inzuchtlinien reduziert werden (Takeuchi, 2017), wie es beispielsweise in den Studien mit
Crassostrea gigas (Zhang et al., 2012) und Patinopecten yessoensis (Wang et al., 2017) ge-
schehen ist. Kurze Sequenzen (z. B. Illumina) führen im assembly zu kollabierten repeats
(Box 2; Treangen & Salzberg, 2011). Aus diesem Grund erreichen die Gesamtlängen der
Assemblierungen häufig nicht die geschätzte Genomgröße, auch unter Berücksichtigung

http://www.iucnredlist.org
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Box 3: Probleme aktueller Reviews
Aktuelle Reviews sind bezüglich verfügbarer bzw. publizierter Weichtiergenome bzw. deren geschätzten Genomgrö-
ßen unvollständig (Halanych & Kocot, 2017; Takeuchi, 2017). Das naheliegendste Problem bezüglich der Erstellung
einer vollständigeren Liste verfügbarer Molluskengenome ist, dass die bereits geringe Anzahl von tatsächlich ver-
fügbaren Molluskengenomen durch Leser dieser Reviews unterschätzt und die öffentliche Wahrnehmung verzerrt
wird. Das zugrundeliegende Problem ist die aufwendige Suche nach verfügbaren Molluskengenomen. Von 29 Mol-
luskengenomen sind 19 in der Datenbank von NCBI zu finden, vier weitere sind außerhalb von NCBI öffentlich
zugänglich (Homepage des Instituts bzw. dryad) und die Assemblierungen der verbleibenden sechs Mollusken-
genome sind nicht öffentlich zugänglich, also ausschließlich über entsprechende Publikationen zu finden (Stand
30.07.2018; Tabelle 1.3). Diese Punkte könnten die Unvollständigkeit der Reviews begünstigen, da sie die Suche
wesentlich erschweren. Eine selektive Darstellung von Molluskengenomen wäre dann sinnvoll, wenn man Kriterien
angeben würde, nach denen Genome ausgewählt wurden. Beispielsweise werden die Assemblierungen von Corbicula
fluminea und Dreissena polymorpha in der Datenbank von NCBI als repräsentative Genome geführt, wurden aber
jeweils aus Roche 454 Daten mit 3× coverage assembliert (aus diesem Grund werden diese beiden Assemblierungen
nicht in Tabelle 1.3 aufgeführt).

von häufig nicht sequenzierbaren Zentomer- und Telomerregionen. Mit mate pair Biblio-
theken wird häufig versucht repeats zu überbrücken (Albertin et al., 2015; Sun et al.,
2017; Wang et al., 2017). Mit dieser und anderen Strategien wird zumindest eine Annä-
herung der Gesamtlänge der Assemblierung an die geschätzte Genomgröße oder sogar
quasi Vollständigkeit ermöglicht (z. B. Bathymodiolus platifrons (Sun et al., 2017), Ha-
liotis discus hannai (Nam et al., 2017)).

Neben assemblierten nukleären Genomen existieren diverse Studien über Mollusken,
in denen mit sehr niedriger coverage sequenziert wurde (skimming; z. B. Stockwell et al.,
2010; Hu et al., 2011; Peñarrubia et al., 2015a,b; Lin et al., 2017) und zusätzlich mehr als
155.000 komplette mitochondriale Genome (NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/;
27.11.2017).

Die meisten Weichtiere leben marin, jedoch gibt es diverse Gruppen, die limnische
oder terrestrische Habitate besiedeln konnten und aus evolutionsbiologischer Sicht des-
halb besonders interessant sind (Zapata et al., 2014; Romero et al., 2016b). Das Ver-
hältnis zwischen marinen und nicht-marinen Weichtierarten spiegelt sich auch in der
Anzahl verfügbarer Molluskengenome wider. Von allen 20 verschiedenen Arten mit se-
quenziertem und assemblierten Genom sind lediglich zwei in Süßgewässern angesiedelt
(Biomphalaria glabrata, Lymnaea stagnalis; Tabelle 1.3). Die höchste Diversität in Bezug
auf Artenreichtum, besiedelten Habitaten und Ökologie innerhalb der Mollusken besitzt
die Klasse der Gastropoda (Klussmann-Kolb et al., 2008; Jörger et al., 2010; Zapata
et al., 2014).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1.5.1 Das Modellsystem

Abbildung 1.2: Radix auricularia. Ein Vertreter
der Süßwasserschneckengattung Radix. Fotografie
von M. Pfenninger. Quelle: Schell et al. (2017)

Die Süßwasserschneckengattung Radix
Montfort 1810 (Abbildung 1.2) ist hol-
arktisch verbreitet (Glöer & Meier-Brook,
1998; Cordellier et al., 2012). Aufgrund
der weiten Verbreitung werden häufig Stu-
dien bezüglich Klimaforschung sowie Süß-
wasserökologie (Sommer et al., 2012) an
Radix sp. durchgeführt, weil z. B. natürli-
che Klinen untersucht werden können und
zudem Proben leicht zugänglich sind. Auf-
grund geringer morphologischer Differen-
zierung und großer phänotypischer Plasti-
zität kann die Anzahl der Arten im Genus
Radix nicht genau bestimmt werden, wes-
halb durch COI Barcoding in Europa fünf
Molecularly defined Operational Taxonomic Units (MOTUs) definiert wurden (Pfennin-
ger et al., 2006). Individuen dieser Gattung sind simultan hermaphroditisch (Jarne &
Delay, 1990; Yu et al., 2016) und es treten Auskreuzung sowie Selbstbefruchtung auf
(Jarne & Delay, 1990; Jarne & Charlesworth, 1993; Wiehn et al., 2002).

Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass eine passive Verbreitung von Ra-
dix durch Wasservögel auch über lange Strecken möglich ist (Boag, 1986; van Leeuwen &
van der Velde, 2012). Damit wird eine plausible Erklärung für geringe genetische Distan-
zen zwischen geografisch weit entfernten Populationen entlang der Hauptvogelzugroute
zwischen Südwest- und Nordosteuropa geliefert (Pfenninger et al., 2011). Diese Art der
Verbreitung erhöht genetische Variabilität insgesamt, aber führt insbesondere in Verbin-
dung mit Selbstbefruchtung zu lokal geringer genetischer Diversität (Pfenninger et al.,
2011; Patel et al., 2015). Dies liegt mutmaßlich an der zufälligen, passiven Verbreitung
von wenigen Individuen zwischen zwei Gewässern. Eine niedrige Migrationsrate und da-
mit geringer Genfluss schränken genetische Diversität lokal ein. Durch Selbstbefruchtung
wird dieser Effekt verstärkt, da die Anzahl von Individuen und damit die Frequenz von
früh eingetragenen Allelen in der Population hoch ist. Selbst bei effektiver Migration ei-
nes Individuums mit alternativen Allelen ist eine Veränderung der genetischen Diversität
in der Population nur bei positiver Beeinflussung der Fitness denkbar.

Basierend auf Transkriptomassemblierungen konnte die genetische Differenzierung
der MOTUs hauptsächlich durch positiv selektierte Gene, die mit Larvalentwicklung und
Regulation von Wachstum in Verbindung stehen, erklärt werden (Feldmeyer et al., 2015).
Daraufhin stellten Feldmeyer et al. (2015) die Hypothese auf, dass Entwicklungsrate
und Körpergröße wichtige Faktoren für Adaption im Genus Radix sind. Die Autoren
begründen dies mit Beeinflussung der Toleranz gegenüber Austrocknung und damit der
Fitness.

Die Gattung Radix wurde weiterhin in Disziplinen wie Parasitologie (Huňová et al.,
2012), Heterochronie (Tills et al., 2011) und deren Plastizität (Rundle et al., 2011),
Ökotoxikologie (Hallgren et al., 2012), Klimawandel (Pfenninger et al., 2011), lokale
Adaptation (Quintela et al., 2014; Johansson et al., 2016), Hybridisierung (Patel et al.,
2015), markerbasierte, phylogenetische Studien (Pfenninger et al., 2006; Schniebs et al.,
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2013; Bolotov et al., 2014; Lawton et al., 2015; Vinarski et al., 2016) und Biodiversität
(Albrecht et al., 2012) untersucht.

Die genomischen Ressourcen sind trotz des großen Interesses auf Transkriptome
(Feldmeyer et al., 2011, 2015; Tills et al., 2015) und mitochondriale Genome (Feld-
meyer et al., 2010) beschränkt. Mit einer annotierten Genomsequenz aus dem Genus
Radix könnten neue Erkenntnisse über Biodiversität und Evolution generell und von
Mollusken im Speziellen erlangt werden. Außerdem könnten die genannten Forschungs-
richtungen für Radix genomweit untersucht werden, aber auch komplett neue Gebiete,
wie beispielsweise die Suche nach einem Kern-Orthologen-Set für Mollusken oder die
genomweite Evolution von Süßwassermollusken, analysiert werden.

1.6 Fragestellungen

Die Diskrepanz zwischen Artenreichtum und sequenzierter, assemblierter und annotierter
Molluskenarten ist eine breite Wissenslücke in der Biodiversitätsforschung. Des Weiteren
ist die Kontinuität und Vollständigkeit in Bezug auf kern-orthologe Gene verfügbarer
Genomassemblierungen von Mollusken sehr unterschiedlich (Tabelle 1.3). Bedarf besteht
auch bezüglich struktureller Annotationen von Weichtiergenomen, da gerade die relativ
zum Artenreichtum geringe Anzahl von Genomassemblierungen effiektiv genutzt und
öffentlich verfügbar gemacht werden sollte. Aus diesen Gründen stellen sich folgende
Fragen:

1.6.1 Technische Fragestellungen

Hochqualitative Assemblierung des Radix auricularia Genoms
Ist es trotz erwartet hohem Repeatgehalt und hoher Heterozygotie möglich, ein kontinu-
ierliches und vollständiges de novo assembly zu erhalten?
Einerseits soll das zu erstellende assembly das Genom repräsentieren und andererseits
ist eine erfolgreiche Annotation stark von der Qualität der Assemblierung abhängig.
Durch speziell für dieses Projekt angefertigte und bereits existierende Daten ist eine
gute Basis für ein qualitativ hochwertiges assembly vorhanden. Die Herausforderung be-
steht vor allem in der Art und Weise der Verarbeitung dieser Daten. Das Design einer
Assemblierungspipeline, die möglichst viele existierende Datensätze mit den neu Erho-
benen vereint, ist bezüglich der zu erreichenden Qualität vielversprechend, aber zugleich
kein Standardverfahren. Durch Assemblierung von diversen paired end und mate pair
Bibliotheken, ein hierarchisches scaffolding mit verschiedenen insert sizes und phyloge-
netisch begründetes, sequenzielles, transkriptomassemblybasiertes scaffolding von Radix
spp. soll dieses Ziel erreicht werden.

Strukturelle Annotation der Assemblierung
Kann eine hochwertige und vollständige strukturelle Annotation des Nichtmodellorganis-
mus R. auricularia erhalten werden?
Die Qualität struktureller Annotationen beruht insbesondere auf Qualität, aber auch
Quantität zur Verfügung stehenden Daten, wie z. B. Transkriptome, Proteome und spe-
ziell trainierter Genvorhersagemodelle. Gerade Letzteres ist für Nichtmodellorganismen
(inklusive Radix) häufig nicht vorhanden und Trainings müssen mit vorhandenen Daten
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durchgeführt werden. Andererseits sollen auch in diese Analyse alle relevanten, zur Ver-
fügung stehenden Daten integriert werden. Dies erfordert eine begründete Kombination
von Parametern und dieser Daten. Die Annotation soll durch Transkriptomassemblie-
rungen verschiedener Radix MOTUs und darauf basierenden Genvorhersagemodellen an
Spezifität gewinnen und gleichzeitig durch den Einsatz einer Proteinsequenzdatenbank
gestützt werden. In einem iterativen Prozess sollen die Genvorhersagemodelle auf die
entsprechende Genomstruktur angepasst und somit verbessert werden.

Verbesserung der Annotation durch direkt sequenzierte Peptidsequenzen
Können zusätzliche arteigene Peptidsequenzen die strukturelle Annotation verbessern?
Die Vollständigkeit und Qualität einer Annotation hängt einerseits stark von der Quali-
tät der Assemblierung ab. Andererseits limitiert die Verfügbarkeit von Transkriptomen
und Proteomen wesentlich das Training von Genvorhersagemodellen und deren Vali-
dierung basierend auf Alignments. Insbesondere Nichtmodellorganismen profitieren von
zusätzlichen Hinweisen, wenn generell wenig Daten für eine Annotation vorliegen oder
keine Annotationen näher verwandter Arten existiert. Arteigene Peptidsequenzen bieten
die Möglichkeit, die Genauigkeit und Vollständigkeit einer Annotation zu erhöhen.

1.6.2 Biologische Fragestellungen

Vergleichende Genomik im Genus Radix
Kann die bestehende phylogenetische Verwandtschaftssruktur innerhalb der Gattung Ra-
dix durch eine genomweite Analyse bestätigt werden?
Genetische Marker können die evolutionäre Geschichte und Verwandtschaft bestimmter
genomischer Bereiche, wie z. B. Gene, beinhalten. Für markerbasierte, populationsgene-
tische Studien werden normalerweise relativ zur Genomgröße wenige dieser Marker ver-
wendet. Markersysteme werden oft speziell entwickelt, um möglichst informativ zu sein.
Angesichts des Verhältnisses zwischen beobachtetem Teil des Genoms und der Genom-
größe ist es möglich, dass eine Stichprobe von genomischen Bereichen nicht repräsentativ
für das gesamte Genom ist. Alignmentbasierte Topologien aller annotierten Gene und
deren Häufigkeiten können repräsentative Einblicke in die Verwandtschaft innerhalb der
Gattung Radix geben.

Sind Spuren positiver Selektion in den fünf verschiedenen MOTUs vorhanden?
Während neutrale Allele meistens genetischer Drift unterliegen, formt natürliche Selek-
tion Allele, die die Fitness eines Individuums beeinflussen. Die Art der Selektion kann
durch Nukleotidsubstitutionen in proteinkodierenden Bereichen von Genen bestimmt
werden. Das Verhältnis zwischen nicht-synonymen und synonymen Substitutionen gibt
Auskunft, ob ein Gen neutraler, positiver oder purifizierender Selektion unterliegt. Durch
eine funktionale Annotation von Genen mit Selektionsmustern können möglicherweise
Rückschlüsse auf fitnessrelevante Eigenschaften oder Stoffwechselwege erhalten werden.
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Genomassemblierung
von Radix auricularia

In diesem Kapitel wird die Genomassemblierung von Radix auricularia beschrieben, wie
sie in Schell et al. (2017) publiziert wurde.

Die de novo Rekonstruktion einer Genomsequenz ist essenziell für viele Arten geno-
mischer Analysen. Einzelne Werte, wie GC-Gehalt, geschätzte Genomgröße oder He-
terzygosität (s. Einleitung) können anhand der unassemblierten reads inferiert werden.
Bestimmte Analysen benötigen kontinuierlich assemblierte Information, wie z. B. eine
strukturelle Annotation. Die Assemblierung von relativ kurzen Sequenzen in möglichst
lange contigs bzw. scaffolds ist eine herausfordernde Aufgabe, deren Schritte genau kon-
trolliert werden müssen, um Fehlerraten so gering wie möglich zu halten. Für eine Se-
quenzierung und Assemblierung ist eine Schätzung der Genomgröße von großem Vorteil
und deshalb meistens ein erster Schritt für derartige Projekte. Die sequenzierten reads
werden vor der Assemblierung normalerweise nach verschiedenen Kriterien (z. B. Adap-
ter, Qualität, Duplikate) gefiltert und auf mögliche Kontaminationen überprüft. Mittels
DBG werden anschließend die kurzen reads in längere contigs assembliert. Falls mate
pair Bibliotheken vorhanden sind, werden diese genutzt, um assemblierte contigs mit
bestimmtem Abstand, Reihenfolge und Orientierung zueinander zu platzieren. Das Er-
gebnis sind scaffolds, die zwischen den kontinuierlichen Teilen (contigs) Lücken in Form
von „N“s bestitzen. Diese Lücken können durch bestimmte Verfahren mit Informati-
on der Readpaarung (so weit möglich) geschlossen werden. Da Fehler prinzipiell nicht
vermieden werden können, ist eine Evaluation der Assemblierung essenziell für die Qua-
litätsbewertung. Hierfür sind Werte wie Anzahl, Gesamtlänge oder N50 der contigs bzw.
scaffolds hervorzuheben. Die Begutachtung von Coverage- und Insert-sizeverteilungen ist
ein adäquates Mittel, um Unregelmäßigkeiten oder Fehler im assembly zu erkennen. Eine
Suche nach Kern-Orthologen wird weiterhin häufig eingesetzt, um eine Assemblierung
auf ihre Vollständigkeit in Bezug auf essenzielle Gene zu kontrollieren.

27
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2.1 Material und Methoden

2.1.1 Individuen und Sequenzierung
Individuen der Art Radix auricularia wurden in einem Teich im Taunus (Hessen, Deutsch-
land) gesammelt, durch COI Barcoding als MOTU4 identifiziert (Pfenninger et al., 2006)
und unter Standardbedingungen (Raumtemperatur, Tag-Nacht-Rhythmus 16:8, Futter:
Algen, TetraMin, Vitakraft Grün-Rollis) für mindestens fünf Generationen ingezüchtet.
Von drei Individuen wurde DNA isoliert, zu einer Probe vereinigt und zur Herstel-
lung von drei paired end und drei mate pair Bibliotheken verwendet. Die paired end
Bibliotheken wurden mit insert sizes von 250 bp, 500 bp und 800 bp erstellt und mit
Readlängen von 125 bp auf der Plattform Illumina HiSeq 2500 sequenziert. Die mate
pair Bibliotheken wurden mit insert sizes von 2 kb, 5 kb und 10 kb hergestellt und mit
etwas kürzeren Readlängen von 100 bp auf der Illumina HiSeq 2000 Plattform sequen-
ziert. DNA-Extraktion, Bibliothekerstellung und Sequenzierung wurde durch das Beijing
Genomics Institute, Hong Kong realisiert.

2.1.2 Genomgrößenmessung
Die Genomgröße (2C-Wert) wurde mittels Durchflusszytometrie und einem modifizierten
Protokoll nach Otto (1990) gemessen. Muskelgewebe aus den Füßen von sechs Individuen
der selben Inzuchtlinie, der die Individuen der Sequenzierung entnommen wurden, wurde
separat mit zwei internen Standards (Glycine max (L.) Merr. cv. Polanka (2C = 2,50 pg;
Doležel et al., 1994) und Lycopersicon esculentum Mill. cv. Stupické polní tyčkové rané
(2C = 1,96 pg; Doležel et al., 1992)) gemischt und mittels einer Rasierklinge mechanisch
in einer Petrischale mit 1ml Otto I Puffer (0,1M Citronensäure; 0,5% Tween 20) zerklei-
nert. Die Suspension wurde durch ein 42 µm Nylonsieb gefiltert und etwa 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Filtrat mit 1ml Färbelösung
aus Otto II Puffer (0,4M Na2HPO4·12 H2O), β-Mercaptoethanol (finale Konzentration
2 µl/ml), Propidiumiodid und RNase IIA (beide finale Konzentrationen 50 µg/ml) ver-
mischt. Die Fluoreszensintensitäten von 5.000 Partikeln (Nuklei) wurden durch ein Gerät
des Modells Partec CyFlow Space (Partec, Münster, Deutschland), welches mit einem
grünen Festkörperlaser (Partec, 532 nm, 30mW) ausgestattet ist, gemessen. Die Ver-
hältnisse zwischen Probe und Standard wurden aus den Mittelwerten des Histogramms
berechnet. Vier bis fünf Replikate wurden an drei verschiedenen Tagen gemessen, um
zufällige Instumentenfehler zu minimieren. Von Messungen mit Fluoreszensintensitäts-
abweichungen zwischen den Tagen von mehr als 4% wurde der extremste Wert entfernt.
Die 2C-Werte aus Messungen mit den verschiedenen Standards wurden separat abgelei-
tet.

2.1.3 Sequenzdatenvorbehandlung
Zunächst wurden alle Sequenzdaten der Bibliotheken mit FastQC 0.10.1 (Andrews,
2010) auf diverse Qualitätsparameter überprüft. Möglicherweise beinhaltete Teile von
Adaptersequenzen wurden aus den Rohdaten durch Trimmomatic 0.33 (Bolger et al.,
2014) in Verbindung mit einer manuell erstellten Adapterdatei entfernt. Anschließend
wurden die gefilterten reads wieder mit FastQC begutachtet und weiterhin auf mög-
liche Kontaminationen durch FastqScreen 0.5.2 (Wingett & Andrews, 2018) über-
prüft. Auf folgende Kontaminationen wurde getestet (NCBI Datenbanknummer oder
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Zitat in Klammern): Mensch (Homo sapiens GCF_000001405.38), Maus (Mus mus-
culus GCF_000001635.26), E. coli (GCF_000005845.2), Enterobakteriophage ΦX174
(GCF_000819615.1), Fasciola hepatica (ein bekannter Parasit der Gattung Radix;
GCA_000947175.1), mitochondriales Genom von R. auricularia als Positivkontrolle
(NC_026538.1) und simulierte Viren- und Bakterien-Datenbanken von Deconseq (Schmie-
der & Edwards, 2011).

2.1.4 Genomassemblierung

Eine Übersicht der einzelnen Assemblierungsschritte kann in Abbildung 2.1 gefunden
werden. Alle getrimmten reads wurden mithilfe von Platanus 1.2.1 (Kajitani et al.,
2014) assembliert. Zu Beginn wurden in Platanus durch de Bruijn Graphen contigs er-
stellt. Die initiale k-mer Länge betrug 63. Die k-mer Längen wurden schrittweise um
zwei erhöht, bis zur automatisch erkannten k-mer Länge von 88 (Schrittgröße von eins
zwischen 87 und 88). Als zweiter Schritt wurde innerhalb von Platanus ein scaffolding
mit allen sechs Bibliotheken in aufsteigender insert size durchgeführt. Im letzten Schritt
von Platanus wurde ein gapfilling (Platanus gapclose) ausgeführt — ebenfalls mit al-
len sechs Bibliotheken in aufsteigender insert size. Platanus wurde — falls nicht separat
beschrieben — mit Standardeinstellungen ausgeführt. Alle Sequenzen mit einer Länge
kleiner als 500 bp wurden von den folgenden Assembierungsschritten ausgeschlossen.

Mit den längengefiltereten contigs aus dem Platanus gapfilling wurden wiederum mit
SSPACE Standard 3.0 (Boetzer et al., 2011) ein scaffolding durchgeführt. Da es nicht
möglich war SSPACE nur mit den fastq Dateien bis zum Ende erfolgreich auszuführen,
wurde ein mapping der sechs Bibliotheken manuell gegen die längengefilterten scaffolds
aus dem Platanus gapfilling mit Bowtie 2.2.5 (Langmead & Salzberg, 2012) ausge-
führt. Die aus den mappings resultierenden bam Dateien wurden nach Readname (-n)
durch samtools 1.1 (Li et al., 2009) sortiert und mit dem von SSPACE zur Verfügung
gestellten Skript (sam_bam2tab.pl) in das von SSPACE lesbare TAB Format konvertiert.
Das scaffolding wurde danach mit den sechs mappings in aufsteigender insert size und
der aktivierten Option „contig extension“ (-x 1) gestartet. Die insert sizes und ent-
sprechenden Abweichungen (errors) wurden von einem mapping der getrimmten reads
gegen die längengefilterten scaffolds aus Platanus‘ gapfilling berechnet („Bibliothek“:
„mittlere insert size“/„error“; 250 bp: 236/0,17; 500 bp: 488/0,08; 800 bp: 771/0,06; 2 kb:
2147/0,12; 5 kb: 4909/0,09; 10 kb: 10010/0,10). Ungepaarte reads wurden von SSPACE mit
Bowtie aligniert und nur für contig extension verwendet.

Nach dem SSPACE scaffolding wurde ein weiteres scaffolding mit L_RNA_scaffolder
(Xue et al., 2013) ausgeführt, in dem Transkriptomassemblierungen von vier Radix
MOTUs (MOTU4, MOTU2, MOTU3, MOTU5) verwendet wurden. Um Fehler durch
die Verknüpfung des zirkularen mitochondrialen Genoms und dem nukleären Genom
durch NUMTs (nukleäre mitochondriale DNA-Segmente) zu verhindern, wurden alle
resultierenden scaffolds des SSPACE Schrittes mittels blast auf Sequenzähnlichkeit zu
dem publizierten mt-Genom von R. auricularia (Feldmeyer et al., 2015) überprüft. Ein
scaffold wurde so als mt-Genom identifiziert und vom nachfolgenden transkriptbasierten
scaffolding ausgeschlossen. Um in einem scaffolding mit contigs der Transkriptomassem-
blierungen Fehler durch Konflikte bzw. fehlerhaft assemblierte Transkriptomcontigs zu
vermeiden, wurden zunächst die Transkriptom-contigs gefiltert. Die ESTs der MOTUs
wurden separat auf die SSPACE scaffolds mit BLAT 35 (Kent, 2002) mit den von Stan-
dardeinstellungen abweichenden Optionen -extendThroughN und -out=blast8 gemappt

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.38/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001635.26/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000005845.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000819615.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000947175.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_026538.1/
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Abbildung 2.1: Assemblierungsschritte. Die abgerundeten Kästen geben die einzelnen Schritte
der Assemblierung und dazwischen eventuelle Längenfiltung an. Die verwendete Software ist jeweils
in einer nichtproportionalen Schriftart (monospace) angegeben. Verwendete Datensets sind in
Kästen mit unterbrochener Umrandung dargestellt.
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(spliced mapping). Anschließend wurden die generierten Alignments nach Reihenfolge
und Orientierung auf einem scaffold gefiltert. Nur ESTs, die Teilalignments ≥ 20 bp in
der richtigen Reihenfolge und der selben Orientierung auf einem scaffold produzieren,
wurden im nächsten Schritt verwendet. Um weiterhin den Filter zu passieren, muss die
Summe der Längen aller Teilalignments ≥ 20 bp eines ESTs mindestens 80% der Ge-
samtlänge dieses ESTs abdecken. Alle ESTs, die diesen Filter passierten, wurden für das
transkriptbasierte scaffolding verwendet. Danach wurde sequenziell ein scaffolding mit
den Transkriptomcontigs von MOTU4, MOTU5 und von MOTU2 und MOTU3 gemein-
sam durchgeführt. Dafür wurden die gefilterten ESTs der jeweiligen MOTU mit BLAT
35 in Verbindung mit den Optionen -extendThroughN und -noHead auf die SSPACE
scaffolds (ohne mt-scaffold) gemappt, um die für L_RNA_scaffolder nötige psl Datei
zu erstellen. L_RNA_scaffolder wurde für jede MOTU mit Standardeinstellungen aus-
geführt, wobei die resultierenden scaffolds von MOTU4 mit (gefilterten) MOTU5 ESTs
verknüpft wurden und deren Ergebnis wiederum mit (gefilterten) MOTU2 und MOTU3
ESTs.

Der entfernte mitochondriale scaffold wurde separat prozessiert, indem zunächst die
contigs des mt-scaffolds extrahiert wurden und ein contig an der selben Position geteilt
wurde, die der Startposition im bereits publizierten mitochondrialen Genom von Radix
auricularia (Feldmeyer et al., 2015) entspricht. Um durch das separate scaffolding der
mt-contigs diese Schnittposition nicht wieder zu verbinden, wurde in der darauffolgen-
den Ausführung von SSPACE (mit den zuvor beschriebenen Parametern) die paired end
Bibliothek mit der kleinsten insert size und gleichzeitig höchsten Sequenziertiefe nicht
verwendet. Zuletzt wurden Lücken des daraus resultierenden mt-scaffolds mit GapFiller
1-10 (Boetzer & Pirovano, 2012) und allen getrimmten, gepaarten Illumina reads gefüllt.
Von Standardeinstellungen abgesehen, wurden die insert sizes und deren Abeichungen
von dem vorangegangenen scaffolding mit SSPACE übernommen und alle eingegebenen
Bibliotheken mit BWA gemappt.

Nach den L_RNA_scaffolder Schritten wurden alle scaffolds kleiner als 1 kb vom
assembly entfernt und der mitochondriale scaffold zu den verbleibenden nukleären scaf-
folds hinzugefügt. Alle verbleibenden scaffolds wurden durch GapFiller in Verbindung
mit allen getrimmten, gepaarten Illumina reads von allen Bibliotheken prozessiert, um
vorhandene Lücken nach Möglichkeit zu schließen. Hierbei wurden die selben Parameter
verwendet, die zum Lückenschließen im mitochondrialen scaffold zum Einsatz kamen.

Durch die Längenanpassung von Lücken während dem Lückenfüllen, waren nach dem
GapFiller Schritt scaffolds kleiner als 1 kb vorhanden und falls deren Lücken nicht voll-
ständig geschlossen waren, wurden diese wiederum vom finalen assembly ausgeschlossen.

2.1.5 Transkriptomassemblierungen

Die im Genomassembly verwendeten Transkriptomassemblierungen wurden de novo aus
verfügbaren RNA-Sequenzierungen erstellt. Die Assemblierungen aus Roche 454 reads
von R. auricularia und MOTU3 (Zugriffsnummern SRR1926149 und SRR1926204; Feld-
meyer et al., 2015) wurde nach Qualitätsfilterung in Trimmomatic 0.33 (Bolger et al.,
2014) mit MIRA 4.0.2 (Chevreux et al., 1999) assembliert (job=est,denovo,accurate;
parameters=454_SETTINGS -ALIGN:min_relative_score=75; technology=454). Die
neu erhaltenen contigs wurden je MOTUmit den entsprechenden publizierten contigs aus
Feldmeyer et al. (2015) durch MIRA metaassembliert (job=genome,denovo,accurate;
parameters=TEXT_SETTINGS --noclipping -AS:epoq=no -AS:mrpc=1 -OUT:sssip=

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR1926149/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR1926204/
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yes; technology=text). Alle Metacontigs und unassemblierten contigs einer MOTU
wurden vereinigt, um die finalen Transkriptomassemblierungen für MOTU3 und 4 zu
erhalten.

Die Assemblierungen der MOTUs 2 und 5 erfolgten aus Illumina reads, wobei die
Rohdaten von MOTU5 aus Feldmeyer et al. (2015, SRR1926203) stammen und für MO-
TU2 reads adulter (Feldmeyer et al., 2011) und embryonaler (Tills et al., 2015, zusätzlich
unveröffentlichte 50 bp reads; BioProject PRJEB9533) Individuen verwendet wurden.
Nach Qualitätsfilterung mit Trimmomatic 0.33 wurde für alle reads von MOTU2 und
MOTU5 jeweils eine Assemblierung mit Trinity 2.0.6 (Grabherr et al., 2011) und eine
weitere mit Bridger 2014-12-01 (Chang et al., 2015) ausgeführt. Je MOTU wurden
die entsprechenden contigs nach der oben beschriebenen Methode (MOTUs 3 und 4)
metaassembliert.

2.1.6 Coverage und insert size

Für die Bestimmung einer positionsweisen Coverageverteilung wurde ein mapping al-
ler gefilterten genomischen reads aller Bibliotheken ungepaart mit Hilfe von BWA mem
0.7.12-r1039 (Li, 2013) gegen die finale Genomassemblierung mit den Optionen -a
(Ausgabe aller single end und ungepaarten paird end Alignments) und -c 10000 (über-
springe „seeds“, die häufiger als 10.000× auftreten) ausgeführt. Alle restlichen Parameter
wurden nicht von den Standardeinstellungen abgeändert. Die coverage pro Position wur-
de aus dem mapping mit samtools 1.1 (Li et al., 2009) mpileup (-A -C 50 -d 10000)
berechnet.

Neben einem ungepaarten mapping aller reads wurde gleichfalls ein gepaartes map-
ping für jede der drei mate pair Bibliotheken ausführt, um eine Verteilung der insert size
zu erhalten. Dieses mapping wurde ebenfalls mit BWA mem realisiert, indem alle Einstel-
lungen unverändert gegenüber den Standardeinstellungen verblieben und anschließend
nach Position mit samtools 1.1 sort sortiert. Mittels QualiMap 2.2 (Okonechnikov
et al., 2016) bamqc wurden u. a. die Insert-sizeverteilungen berechnet.

2.1.7 Heterozygotie

Die Heterozygotie des R. auricularia Genoms wurde mit zwei Methoden berechnet. Zum
einen wurde basierend auf den gefilterten reads der Bibliothek mit 250 bp insert size
eine k-mer Frequenzverteilung kanonischer 19-mere mit Jellyfish 2.0.0 (Marçais &
Kingsford, 2011) erstellt (-C -m 19). Anschließend wurde die Verteilung in GenomeScope
(Vurture et al., 2017) u. a. bezüglich Heterozygotie analysiert.

Zum anderen wurde die Heterozygotie über die Anzahl der Varianten eines mappings
der gefilterten reads der Bibliothek mit 250 bp insert size, gegen die Assemblierung selbst
bestimmt. Das mapping wurde in BWA mem mit folgenden Optionen ausgeführt: -a -c
10000 -M -t 70. Die resultierende sam Datei wurde mit samtools 1.3 (Li et al., 2009)
view in das bam Format konvertiert und mit samtools sort nach Postionen sortiert. Du-
plikate wurden mit Picard 2.9.0-1-gf5b9f50-SNAPSHOT (http://broadinstitute.
github.io/picard/) MarkDuplicatesWithMateCigar und den Optionen VALIDATION
_STRINGENCY=SILENT MINIMUM_DISTANCE=250 REMOVE_DUPLICATES=true entfernt. Des
Weiteren wurde mit Picard AddOrReplaceReadGroups und den Otionen ID=ID LB=1
PL=illumina PU=1 SM=SM VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT eine „read group“ in die
bam Datei eingefügt. Nach Erstellung eines Index der bam Datei mit samtools index

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR1926203/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJEB9533/
http://broadinstitute.github.io/picard/
http://broadinstitute.github.io/picard/


2.2. Ergebnisse 33

wurden die Alignments um Indels mit GATK 3.7-0-gcfedb67 (McKenna et al., 2010)
RealignerTargetCreator und der Option --fix_misencoded_quality_scores sowie
GATK IndelRealigner und den Otionen --filter_bases_not_stored und
--fix_misencoded_quality_scores realigniert. Für die Bestimmung eines oberen
Schwellenwertes der coverage wurde eine Frequenzverteilung durch bedtools 2.26.0
(Quinlan & Hall, 2010) genomecov und der Option -d bestimmt. Mit bedtools
intersect wurden die Bereiche, die Lücken im assembly beinhalten, entfernt und die Fre-
quenzen der Coveragewerte berechnet. Als oberer Schwellenwert wurde das 98%-Quantil
der Verteilung und als unterer Schwellenwert eine coverage von 10 gewählt. Varianten
wurden mit GATK UnifiedGenotyper und den Optionen -dt NONE -nda -S LENIENT
-ploidy 6 identifiziert. Eine Ploidie von 6 wurde gewählt, da die Sequenzen aus einem
Pool von drei diploiden Individuen stammen. Die Varianten wurden mit vcfutils.pl
varFilter und den Otionen -d 10 -D 110 aufgrund der festgelegten Schwellenwerte ge-
filtert. Die Anzahl der Varianten wurde mit bcftools 1.3.1 stats bestimmt. Für die
Bestimmung der prozentualen Heterozygotie wurde ebenfalls die Anzahl der Positionen
des mappings mit Coveragewerten zwischen den beiden Schwellenwerten gezählt.

2.1.8 Assemblierungsevaluation

Deskriptive Assemblystatisktiken, wie Gesamtlänge, N50 und Anteil von „N“s wurden
mit Quast 2.3 (Gurevich et al., 2013) erhoben.

Die Überprüfung der Vollständigkeit in Bezug auf Kern-Orthologe wurde mit BUSCO
1.2b (Simão et al., 2015) in Verbindung mit dessen Set für Metazoa (N = 843) und
einem Augustus (Stanke et al., 2004) Training (--long) durchgeführt.

Die Genomgröße wurde neben der Druchflusszytometrie auch durch den Quotient
aus der Anzahl der für die Assemblierung verwendeten Nukleotide und der höchstfre-
quentesten coverage pro Position abgeschätzt. Dies setzt eine gleichmäßige coverage des
Genoms voraus.

Um Assemblierungs- und Scaffoldingfehler zu detektieren und zu quantifizieren, wur-
de REAPR 1.0.18 (Hunt et al., 2013) auf dem finalen assembly in Verbindung mit allen
ungefiltereten reads der Bibliotheken mit 250 bp und allen gefilterten reads der 10 kb in-
sert size verwendet. Die Bibliothek mit kurzer insert size wurde mit reapr perfectmap
und der erwarteten mittleren insert size von 250 bp gemappt. Die mate pair Bibliothek
wurde mit reapr smaltmap gemappt. Anschließend wurde die REAPR Pipeline mit der
aus der 250 bp Bibliothek erstellten Statistiken und dem aus der 10 kb Bibliothek er-
stellten bam Datei ausgeführt ohne Standardeinstellungen zu verändern. REAPR erstellt
eine fragment coverage distribution (FCD; Hunt et al., 2013), die z. B. im Gegensatz zu
einer positionsweisen Coverageverteilung alle Fragmente, die eine Position überspannen,
einschließt, anstelle lediglich der reads an dieser Position. Fehler werden von REAPER über
die Abweichung der beobachteten zur idealen FCD detektiert (Hunt et al., 2013).

2.2 Ergebnisse

2.2.1 Genomgrößenmessung

Die Genomgrößenmessung mittels Durchflusszytometrie und verschiedenen Standards
ergab vergleichbare 2C-Werte. Für den Standard Glycine max wurden 3,22 pg (±0, 02
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s.d.) und für Lycopersicon esculentum 3,19 pg (±0, 01 s.d.) gemessen. Dies entspricht
haploiden Genomgrößen von 1,57 bzw. 1,56Gb.

2.2.2 Sequenzierung und Vorbehandlung der reads

Die Sequenzierung lieferte insgesamt mehr als eine Milliarde reads, die mit über 116Gb
eine theoretische coverage von 72,6× ergeben. Der komplette GC-Gehalt aller reads
beläuft sich auf 37,9%. In Tabelle A1 ist eine Aufschlüsselung der einzelnen Biblio-
theken zu sehen. Die Rohdaten sind im NCBI BioProject PRJNA350764 unter den
Zugangsnummern SRR4456640, SRR4456641, SRR4456643, SRR4456649, SRR4456653,
SRR4456657, SRR4456713, SRR4456715, SRR4456716, SRR4456717, SRR4456718,
SRR4456719 hinterlegt.

Die Begutachtung der FastQC Berichte vor der Filterung zeigte sehr gute Qualitäts-
werte (pro Position und pro read), sehr geringe Duplizierung und keinen Adapteranteil.
Am 3’-Ende der reads wurden von FastQC überrepräsentierte 7-mere gefunden, die von
Adaptern stammen.

Von allen reads wurden während der Filterung nur 5.836.723 (0,6%) bzw. 784Mb
(0,7%) verworfen. Nach der Filterung lagen 5.539.313 (0,6%) der reads ungepaart vor.
Am häufigsten wurden reverse reads der Bibliotheken mit 250, 500 und 800 bp insert size
entfernt (allein 22% aller ungepaaren reads stammen von 800 bp forward). Die überre-
präsentierten 7-mere waren nach der Filterung vereinzelt noch vorhanden.

Die Analyse auf Kontaminationen ergab, dass die meisten reads nicht auf die zur
Verfügung gestellten Genome möglicher Kontaminationen gemappt werden konnten (Ab-
bildung A1). Kleinere Anteile der reads konnten mehrmals und gegen mehrere Genome
gemappt werden.

2.2.3 Genomassemblierung

Statistiken der einzelnen Assemblierungsschritte, wie Gesamtlänge, Anzahl der contigs
bzw. scaffolds und deren N50 sind in Tabelle 2.1 zu sehen.

Die Assemblierung mit Platanus resultierte in knapp 7 Millionen conigs mit einer
Gesamtlänge von nahezu 1,5Gb. Die extreme Fragmentierung schlägt sich in einem N50
von 324 bp nieder. Nach scaffolding mit Platanus ist noch hohe Fragmentierung (22 k
scaffolds; N50 262 kb) vorhanden. Die Gesamtlänge der scaffolds sank gegenüber den
contigs um etwa 500Mb. Das scaffolding mit SSPACE verringerte die Fragmentierung um
etwa die Hälfte bei nahezu unveränderter Gesamtlänge.

Während der Filterung der Transkriptomcontigs musste insbesondere viel Sequenz-
information von MOTU2 entfernt werden. Während das mapping mit BLAT nur maximal
11,5% (MOTU5) der Gesamtlänge verwarf, wurde in der Filterung nach Reihenfolge und
Orientierung in allen MOTUs etwa die Hälfte der contigs als auch deren Gesamtlänge
entfernt (Tabelle A2). Die Verteilung der relativen Alignmentlängen der contigs nach
Filterung für korrekte Exonreihenfolge und -orientierung ist in Abbildung A2 darge-
stellt. Insgesamt wurden nach der Entfernung von contigs mit weniger als 80% relativer
Alignmentlänge ca. ein Drittel der verfügbaren Information der Transkriptomcontigs ver-
wendet, wobei die Transkriptomassmblierungen von MOTU4 relativ am wenigsten und
MOTU2 relativ am extremsten durch die Filterung reduziert wurden (Tabelle A2). Trotz-
dem ist die meiste absolute Sequenzinformation nach der gesamten Filterung in MOTU5
mit etwa 31Mb erhalten geblieben. Das sequenzielle scaffolding mit L_RNA_scaffolder

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA350764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456649
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456713
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456718
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4456719
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Tabelle 2.1: Statistiken der Assemblierungsschritte. Quelle: Schell et al. (2017)

Assemblierungs-
schritt

Anzahl der
Sequenzen Gesamtlänge [bp] N50 [bp] „N“s

[%]

Rohdaten (reads) 1.000.372.010 116.162.940.950 — 0
Gefilterte reads 994.535.287 115.378.553.461 — 0
Platanus

Assembly 6.838.932 1.488.367.542 324 0
Scaffolding 193.639 966.366.534 259.302 15,27
Gapclose 193.639 927.196.599 250.725 9,64

Längenfilter ≥ 500 bp 22.306 898.221.812 262.000 9,94
SSPACE 10.317 909.612.132 512.264 11,05
Entfernung des
mt-scaffolds 10.316 909.598.491 512.264 11,05

L_RNA_scaffolder

MOTU4 10.268 909.604.080 518.249 11,05
MOTU5 10.036 909.629.612 555.879 11,06
MOTU2+3 9.965 909.636.872 575.006 11,06

Längenfilter ≥ 1 kb 4.825 906.300.918 576.630 11,09
GapFiller 4.825 909.751.983 578.730 6,42
Einfügen des sepatrat
prozessierten
mt-scaffolds

4.826 909.765.727 578.730 6,42

Entfernung von
scaffolds < 1 kb mit
Lücken

4.823 909.764.068 578.730 6,42

resultierte in insgesamt 352 neuen Verknüpfungen, wobei die meisten mit 232 durch die
contigs von MOTU5 erreicht wurden.
Nach dem transkriptbasierten scaffolding wurden 5.140 scaffolds (51,6%) mit einer Länge
< 1 kb entfernt, dies entspricht etwa 3Mb (0,4%) der Gesamtlänge.

Durch den iterativen Einsatz von GapFiller konnte der prozentuale Anteil von
Lücken („N“s) von 11,09 auf 6,42 gesenkt werden. Insgesamt wurden über 42Mb von
Lücken gefüllt und 783.329 Lücken komplett geschlossen. Durch die Adjustierung der
Lückengröße in GapFiller lagen nach dem Lückenfüllen zehn scaffolds mit einer Län-
ger < 1 kb vor, wovon drei noch Lücken enthielten und daraufhin entfernt wurden. Das
assembly ist unter der NCBI Genom ID 55350 hinterlegt.

2.2.4 Coverage und insert size

Die Frequenzen der positionsweisen coverage und die Insert-sizeverteilungen sind in Ab-
bildung 2.2 zu sehen. Die positionsweise Coverageverteilung besitzt ihr Maxima bei 72×.
Das ungepaarte mapping aller reads gegen die finale Genomassemblierung zeigte Alignie-
rung des Großteils der Sequenzen (97,64%) aber nur 66,24% aller Nukleotide. Einerseits

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/55350
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Abbildung 2.2: Zurückgemappte reads. A: Positionsweise Coverageverteilung. Die häufigste
coverage ist 72×. Die x-Achse ist logarithmiert. B: Insert-sizeverteilungen der mate pair
Bibliotheken mit den konstruierten insert sizes von 2, 5 und 10 kb. Quelle: Schell et al. (2017)

kann dies durch den Schwellenwert der Mappingqualität von samtools mpileup (-C 50)
erklärt werden. Ohne diesen Schwellenwert sind 94,9% aller Nukleotide im mapping ent-
halten. Die Mappingqualitätsverteilung der primären Alignments ist in Abbildung A3 zu
sehen. Mappingqualitätswerte von 0 werden vergeben, wenn ein read mehrfach gemappt
werden kann. Weiterhin befinden sich an den Enden von contigs sehr häufig reads die nur
zum Teil aligniert wurden (Abbildung A4). Eine Genomgrößenabschätzung kann durch
die Division von der Anzahl für die Assemblierung verwendeten Nukleotide durch die
am häufigsten beobachtete coverage (Abbildung 2.2A) erfolgen.

Die drei Insert-sizeverteilungen weisen neben Verteilungen um die erwartete Grö-
ße eine prominente Akkumulation von sehr kurzen insert sizes auf (Abbildung 2.2B).
Weiterhin wurde jeweils höhere mittlere coverage, als erwartet (je nach Bibliothek und
Menge der reads bzw. Nukleotide) beobachtet (Tabelle A3).
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2.2.5 Heterozygotie

Die Heterozygotie basierend auf der k-mer Frequenzverteilung wurde durch GenomeScope
auf 0,284% geschätzt. Das mapping ergab 1.558.067 Varianten in 789.406.284 möglichen
Postionen und somit eine Heterozygotie von 0,197%.

2.2.6 Assemblierungsevaluation

Das finale assembly besteht aus 4.826 scaffolds mit einer Gesamtlänge von 909.764.068 bp,
die 6,42% Lücken beinhalten und einen N50 von 578.730 bp bestitzen.

Die Suche nach Kern-Orthologen mit BUSCO ergab, dass 4,9% nicht gefunden wurden
und 4,6% fragmentiert vorliegen. Von 90% kompletter BUSCOs lagen 3,3% dupliziert vor.

Die Genomgrößenmessung mittels Durchflusszytometrie und die Abschätzung der
Genomgröße aufgrund der assemblierten Nukleotide und deren häufigste coverage unter-
stützen sich gegenseitig und bestätigen eine weitestgehend gleichmäßige coverage in den
assemblierten Bereichen. Die größte Diskrepanz fällt bei dem Vergleich der geschätzten
Genomgröße von 1,6Gb und der Gesamtlänge der Assemblierung von 0,9Gb auf.

Von allen Positionen (inklusive Lücken) wurden 76,5% von REAPR als fehlerfrei detek-
tiert. Dies ist vergleichbar mit dem Anteil fehlerfreier Positionen im Chromosom 37 des
Menschen (H. sapiens GRCh37; Hunt et al., 2013). Im gesamten assembly wurden laut
REAPR 4.947 Fehler gefunden, wobei 735 auf FCD Fehler in contigs und 3.182 auf FCD
Fehler über Lücken hinweg zurückzuführen sind. Weitere 372 bzw. 658 Fehler basieren
auf geringer Fragmentcoverage in einem contig bzw. über eine Lücke hinweg. Von REAPR
wurden weiterhin 2.894 kollabierte repeats gefunden. Der FCD-Schwellenwert zur Erken-
nung von Fehlern wurde von REAPR automatisch auf 0,39 festgelegt (Abbildung A5) und
liegt damit z. B. unter den Werten für S. Aureus (0,57) und P. falciparum (0,59; Hunt
et al., 2013).
Durch Brechen der Assemblierung an von REAPR identifizierten, fehlerhaften Positio-
nen, wurden mehr scaffolds mit unveränderter Gesamtlänge aber deutlich kleinerem
N50 erhalten (Tabelle A4). Weiterhin sinkt die Anzahl der Lücken leicht, während deren
Gesamtlänge sich etwas erhöht (Tabelle A4).

2.3 Diskussion

2.3.1 Datengrundlage

Die Sequenzierung der sechs Bibliotheken erzeugte mit insgesamt mehr als 72-facher co-
verage ausreichend Daten für eine de novo Assemblierung. Die theoretische coverage von
72,6× der Rohdaten ist nur dann ähnlich zur tatsächlichen coverage der Assemblierung,
wenn keine systematischen Fehler während der Erstellung der Bibliothek entstanden
sind. Die Differenz der Gesamtlängen aller reads vor und nach der Filterung ist gering
(0,7%). Dies ist ein indirekter Hinweis für geringe Adaperkontamination der Biblio-
theken. Von einer Qualitäts- und Duplikatfilterung wurde abgesehen, da die Rohdaten
laut FastQC Berichten bereits sehr gute Qualität und geringe Duplizierung aufwiesen.
Das Vorhandensein von überrepräsentierten 7-meren nach der Filterung lässt sich auf
zu kurze Teile von Adaptern zurückführen, die nicht eindeutig identifiziert und somit
auch nicht entfernt werden konnten. Diese überrepräsentierten 7-mere stellen für eine
DBG Assemblierung nur dann ein Problem dar, wenn k‘s dieser Größenordnung (oder
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kleiner) verwendet werden. Da in der späteren Assemblierung die minimale Länge von
k = 63 sehr viel größer ist und eine statistisch signifikante Überrepräsentierung und keine
durchgehende Adapterkontamination vorliegt, sollten k-mere mit Teilen von Adaptern
bereits vor der Graphkonstruktion als niedrigfrequente, fehlerhafte k-mere entfernt wer-
den. Werden k-mere mit geringer Adapterkontamination nicht vor der Assemblierung
entfernt, sollten diese während der Graphkonstruktion Blasen oder Sporen bilden und
durch Vereinfachung des Graphen entfernt werden. Da das minimale k sehr viel größer
ist, als die Länge der überrepräsentierten 7-mere, überwiegt der genomische (nichtarti-
fizielle) Anteil der adapterkontaminierten k-mere, weshalb eine fälschliche Verknüpfung
von k−1-meren aufgrund dieser 7-mere prinzipiell ausgeschlossen ist.

Die Überprüfung auf mögliche Kontaminationen ergab geringe Anteile von reads, die
mehrmals und auf mehrere Genome gemappt werden konnten. Dies ist ein Hinweis auf
ähnliche Reapeats im Genom von Radix auricularia, wie in Mensch, Maus und F. he-
patica. Da der Großteil jedoch keine Treffer auf den zur Verfügung gestellten Genomen
erzielen konnte, kann man von keiner systematischen Kontamination der getesteten mög-
lichen Quellen ausgehen.

2.3.2 Genomassemblierung

Die Entfernung von kurzen contigs bzw. scaffolds nach Assemblierungsschritten ist eine
häufig eingesetzte Methode, um kollabierte repetitive Bereiche zu entfernen, die nicht mit
komplexeren Bereichen verbunden sind. Die Annahme hinter dieser Methode ist, dass ab
der Anhäufung einer bestimmten Menge von Varianten ein repetitives Element nicht in
ein sondern mehre Teile der Assemblierung kollabiert. An den Grenzen zu Hochkomplex-
bereichen unterscheiden sich die Nukleotidsequenz so zu Repeatmonomeren im Inneren
des gesamten repeats. Die Wahrscheinlichkeit den Beginn eines repeats an eine Hochkom-
plexregion zu knüpfen ist bereits durch Bibliotheken mit kurzer insert size relativ hoch.
Sobald jedoch keine mate pair Information für physisch entferntere Repeatmonomere
vorhanden ist, können diese contigs kollabierter Repeatfragmente nicht mit längeren
contigs verknüpft werden. Durch die niedrigere coverage, mit der mate pair Bibliotheken
sequenziert werden, können für bestimmte Regionen per Zufall keine reads vorliegen. Zu
Beginn wurden noch contigs bzw. scaffolds mit Längen < 500 bp entfernt, um im scaf-
folding mit SSPACE und L_RNA_scaffolder die Möglichkeit für Verknüpfungen nicht zu
sehr zu reduzieren. Vor dem Lückenfüllen mit GapFiller wurde die Minimallänge der
scaffolds auf 1 kb erhöht, um in Hinblick auf eine strukturelle Annotation letztendlich
möglichst kontinuierlich assemblierte Bereiche zu verwenden.

Die große Differenz von über 500Mb Gesamtlänge zwischen Platanus conigs und
Platanus scaffolds (Tabelle 2.1) lässt sich durch das Verbinden von mindestens zwei
contigs bei einer Überlappung von mindestens 32 bp begründen, welches automatisch
im scaffolding von Platanus ausgeführt wird. Durch große Überlappungen von contigs,
erfolgt ein massiver Kollaps von Bereichen der Assemblierung. Zwischen diesen beiden
Schritten wurde keine manuelle Längenfilterung vorgenommen. Vermutlich wurden im
Graphen verschiedene repetitive Bereiche stark fragmentiert rekonstruiert. Dies kann an
ähnlichen Reapeats mit einer gewissen Nukleotiddiversität liegen und durch das Verei-
nigen von drei Individuen in eine DNA-Probe zur Erstellung der Bibliotheken verstärkt
sein. Einerseits können Graphkonstruktionsabbrüche aufgrund der Diversität in repeats
entstanden sein, andererseits könnten beispielsweise repeats mit leichten Unterschieden
zwischen den Indiduen in separaten contigs vorliegen. Durch mehrfache Evidenz für Ver-
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knüpfung durch mate pairs könnten diese Fragmente übereinander gelagert und so weiter
kollabiert sein. Natürlich lässt sich ein fehlerhaftes Vereinigen zweier contigs nicht ka-
tegorisch ausschließen. Die generelle Diskrepanz zwischen geschätzter Genomgröße und
Gesamtlänge der finalen Assemblierung wird in Abschnitt 2.3.3, S. 39 diskutiert.

Ein scaffolding durch Transkriptomcontigs mit Hilfe von Sequenzdaten anderer Ar-
ten — in diesem Fall MOTUs — durchzuführen, setzt Orthologie der Gene voraus. Wenn
artfremde Transkripte für ein scaffolding verwendet werden, wird Sequenzähnlichkeit für
die Erstellung von Alignments verwendet, ohne die exakte Anordung der Exons im zu
scaffoldenden Genom zu kennen. Es wird angenommen, dass bei hoher Sequenzähnlich-
keit die Konservierung eines Gens über Arten hinweg besteht und Orthologie zwischen
dem Transkript zugrundeliegenden Gen und dem Gen der Assemblierung vorliegt. Da
die Orthologie von Genen in diesem Fall durch Spleißing berücksichtigende Alignments
inferiert wurde, mussten die Transkriptomcontigs gefiltert werden, um falsch-positive
Verknüpfungen durch zu MOTU2, 3 und 5 zu vermeiden. Das scaffolding mit orhtologen
Transkripten wurde entsprechend der Reihenfolge der Verwandtschaft der MOTUs aus-
geführt. Näher verwandte MOTUs sollten generell weniger Sequenzunterschied aufweisen
(sowohl punktuell (z. B. SNPs) als auch strukturell (z. B. Inversionen)), als zu weiter
Entfernten. Deshalb ist es verlässlicher zunächst mit zum Genom ähnlicheren Transkrip-
tomcontigs ein scaffolding auszuführen und später unsicherere Verknüpfungen durch ent-
ferntere Verwandte einzubeziehen. Durch das sequenzielle scaffolding, also die Trennung
der einzelnen Transkriptomassemblierungen, werden Konflikte zwischen den MOTUs ver-
mieden und es wird zuerst der näher verandten MOTU vertraut. Das häufige Entfernen
von Transkriptomcontigs während der Filterung ist einerseits auf die Qualität der RNA-
Sequenzen zurückzuführen. Besonders die 454 reads (MOTU4 und 3) können durch ihre
speziellen Fehler (Homopolymere) zu Problemen während der Transkriptomassemblie-
rung, aber auch während dem Alignment mit dem Genom führen. Andererseits können
Fehler während der Assemblierung und dem mate pair scaffolding des Genoms nicht aus-
geschlossen werden. Weiterhin können auch biologische Unterschiede für das Entfernen
von Transkriptomcontigs verantwortlich sein. Beispielsweise könnten auch Unterschiede
innerhalb von MOTU4 vorhanden sein, die contigs nur teilweise erlauben auf der Geno-
massemblierung in korrekter Reihenfolge und Orientierung zu alignieren. Das Entfernen
von Transkriptpmcontigs im letzten Filterungsschritt (relative Alignmentlänge ≥ 80 %)
trifft speziell MOTU2 und 3, die phylogenetisch am weitesten von MOTU4 entfernt sind.
Deshalb sind für MOTU2 und 3 vermutlich nur kurze Alignments entstanden, die diesen
Schritt nicht passierten. Nichtsdestotrotz konnten insgesamt 352 neue Verknüpfungen
gefunden werden. Die Anzahl der neuen Verknüpfungen hängt auch von Anzahl und
Länge der gefilterten Transkriptomcontigs ab. So beinhaltet die gefilterte Transkripto-
massemblierung von MOTU4 mit über 14 k contigs und 10Mb Gesamtlänge eher wenig
Information, weshalb mit dieser vermutlich nur wenig (49) neue Verknüpfungen gefun-
den wurden. Im Gegensatz sind nach der Filterung von MOTU5 noch über 45 k contigs
mit einer Gesamtlänge von etwa 31Mb vorhanden, mit denen 232 neue Verknüpfungen
geschlossen wurden.

2.3.3 Coverage und insert size

Die durch das mapping der reads erhaltenen Coverage- und Insert-sizeverteilungen lassen
sich folgendermaßen interpretieren. Repeats kollabieren häufig bei der Assemblierung mit
kurzen Sequenzen. Das bedeutet, dass im Verhältnis mehr nicht-repititive Genomsequenz
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in der Assemblierung vorhanden ist. Sind zusätzlich die repeats in vielen verschiede-
nen Kopieanzahlen vorhanden, sieht man in einer Coverageverteilung pro Position zwar
einen langes, flaches Ende mit sehr hohen Coveragewerten, jedoch hauptsächlich eine
Verteilung um einen Maximalwert (hier 72×), die aus komplexen Bereichen des Genoms
stammt.

Häufiges mapping eines reads kann durch repetitive Bereiche im Genom erklärt wer-
den, weshalb es nicht verwundert, dass ein Teil der Mappingqualität gleich 0 ist (Ab-
bildung A3). Kollabierte repeats sind häufig an den Enden von assemblierten contigs
zu finden. Teilweise können selbst Monomere dieser repeats nicht komplett assembliert
werden, weshalb dort reads nur zum Teil mappen (Abbildung A4).

Die Akkumulation von sehr kleinen insert sizes der mate pair Bibliotheken (Ab-
bildung 2.2B) ist ebenfalls auf die Anwesenheit von kollabierten repeats zurückführen.
Stammen Readpaare aus einem sich häufig wiederholenden Monomer, werden im map-
ping auf kollabierte repeats beide reads auf dem kollabierten Bereich aligniert. Obwohl
im Genom der Abstand entsprechend der konstruierten insert size ist, werden nun we-
sentlich kleinere Werte für die Distanz zwischen den reads eines Paares erhalten. Mit
anderen Worten: für mate pairs, die einen oder keinen read außerhalb eines repeats be-
sitzten, also einen repeat nicht überspannen, werden bei kollabierten repeats kleinere
insert sizes erhalten, als es tatsächlich der Fall ist. Ein weiterer Hinweis für kollabierte
repeats ist die erhöhte mittlere coverage der mate pair Bibliotheken (Tabelle A3), die
von jenen reads kommt, die in kollabierte repeats alignieren und so den Mittelwert leicht
nach oben verschieben.

Vereint man die bereits diskutierten Ergebnisse, konnten nahezu alle reads auf die
finale Assemblierung durch mapping aligniert werden. An den Enden von contigs sind
partielle mappings häufiger und es wurden Akkumulationen von sehr kleinen insert sizes
und erhöhte mittlere coverage der mate pair Bibliotheken gefunden. Fügt man die Co-
verageverteilung entlang der contigs in scaffolds hinzu (Abbildung 2.3), sind bereits
ohne Annotation von repeats valide Hinweise auf kollabierte repeats vorhanden. Die ho-
he Mappingrate der reads legt nahe, dass der Großteil der repeats in der Assemblierung,
wenn auch kollabiert, vorhanden ist. Das Übereinstimmen der Genomgrößenmessung
mit Durchflusszytometire und der Schätzung mittels coverage des mappings impliziert
einerseits eine gleichmäßige coverage der Bibliotheken, aber andererseits auch, dass die
Differenz zwischen geschätzter Genomgröße und Gesamtlänge der Assemblierung haupt-
sächlich an kollabierten repeats liegt. Somit ist zu vermuten, dass der Großteil, der in
der Assemblierung fehlenden 700Mb, kollabiert in contigs bzw. scaffolds vorliegt. Ne-
ben den in den Chromosomenarmen enthaltenen repeats sind Zentromere und Telomere
häufig nicht oder unvollständig assembliert. Die Anzahl dieser Regionen hängt vom Ka-
ryotyp ab, der im Fall von Radix auricularia bei 1N = 17 (Garbar & Korniushin, 2003)
liegt. Der Grad der Fragmentierung wird zwar zum Teil auch vom Karyotyp beeinflusst,
weil Heterochromatin schlechter sequenziert, aber vor allem assembliert werden kann.
Gleichzeitig sind diese Bereiche zusätzliche Stellen, die am ehesten kollabieren. Jedes
Chromosom besitzt fünf dieser Stellen, ein Zentromer und vier Telomere. Dies ergibt
insgesamt 85 Stellen im Genom, deren Gesamtlänge nicht bekannt ist. Trotz kollabierter
repeats ist eine relativ hohe Kontinuität der Assemblierung vorhanden, die besonders bei
einer strukturellen Annotation von Vorteil sein wird.
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Abbildung 2.3: Coverage in contigs. Coverage entlang von kontinuierlichen, eindeutigen Teilen
(contigs) der scaffolds. Ausreißer der Boxplots sind nicht dargestellt. Die rote Linie markiert die am
häufigsten vorliegende coverage von 72× (Abbildung 2.2A). Quelle: Schell et al. (2017)

2.3.4 Heterozygotie

Die Heterozygotie der für das assembly sequenzierten Individuen aus der Inzuchtlinie
weisen zu anderen dokumentierten Mollusken eine vergleichbar geringe Heterozygotie
auf (Abbildung 5.5, Tabelle A23). Außerdem ist die Heterozygotie der Inzuchtlinie deut-
lich unter Werten von B. glabrata und L. stagnalis als auch individuell resequenzierten
Individuen der Gattung Radix (Unterabschnitt 5.3.3, Abbildung 5.5, Tabelle A23). Diese
Werte wurden eigens, basierend auf k-mer Frequenzverteilungen (Unterabschnitt 5.1.3)
erhoben. Insbesondere hervorzuheben ist die Heterozygotie des resequenzierten MO-
TU4 Individuums, die mit 0,76% mehr als doppelt so groß wie die der sequenzierten
Individuen der Inzuchtlinie ist (MOTU4 entspricht R. auricularia). Damit wurde die
Heterozygotie vor der Sequenzierung gesenkt, wie es bereits in vergleichbaren Studien zu
Molluskengenomen geschehen ist (Zhang et al., 2012; Wang et al., 2017). Die geringe He-
terozygotie verringert mögliche Fehler, die während der Assemblierung entstehen können.
Die Reduzierung der Heterozygotie vor der Sequenzierung ist eine effektive Möglichkeit,
eine Fehlerquelle biologischen Ursprungs zu beeinflussen. Der Repeatgehalt als weitere
große Fehlerquelle für Assemblierungen kann beispielsweise nicht beeinflusst werden.

2.3.5 Assemblierungsevaluation

Die Evaluation der Genomassemblierung ergab — im Vergleich zu anderen Assemb-
lierungen von Molluskengenomen (Tabelle 1.3) — relativ geringe Fragmentierung bzw.
vergleichbar hohe Kontinuität bei geringem Anteil von Lücken. Die Suche nach Kern-
Orthologen ergab nahezu Vollständigkeit des gesuchten Sets. Fehlende BUSCOs sind zu-
nächst nicht unbedingt ein Hinweis auf das Fehlen von essenziellen Genen. Da die Ortho-
logensets mit bekannten Genomen erstellt werden, ist es nicht ausgeschlossen, dass eine
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evtl. vorhandene hohe Diversität eines Gens nicht in das zur Suche verwendete Modell
einfließt. Gerade im Fall der Mollusken, ist es möglich, dass bestimmte Genfamilien mit
einem für Eukaryoten allgemein angepassten Modell nicht gefunden werden.

Es entspricht den Erwartungen, dass die Anzahl der scaffolds steigt und deren N50
gleichzeitig sinkt, wenn ein assembly an mehreren, durch REAPR bestimmten, Positio-
nen aufgebrochen wird. Die Erhöhung der Gesamtlänge der Assemblierung hängt mit
der Erhöhung der Gesamtlänge der Lücken zusammen (beides steigt um 2Mb). REAPR
bricht Lücken auf und verändert deren Länge, falls FCD oder coverage auffällig sind.
Dadurch kann eine Veränderung der Gesamtlänge der Lücken erklärt werden. Die Ver-
ringerung der Anzahl der Lücken wiederum ist durch Auflösen von durch scaffolding
verbundenen contigs zu erklären, bei denen REAPR ebenfalls Fehler festgestellt hat. Da
der zugrundeliegende FCD-Fehler die Abweichung der beobachteten von der erwarte-
ten FCD ist, bedeuten kleine Werte keine oder geringe Abweichung. Treten FCDs unter
dem bestimmten Schwellenwert in Verbindung mit „perfekter“ und einzigartiger coverage
auf, werden diese Positionen von REAPR als fehlerfrei bezeichnet. Der vergleichbar klei-
ne FCD-Schwellenwert ist demnach ein positives Qualitätskriterium der R. auricularia
Assemblierung.

REAPR ist sehr stringent bei der Detektion von Fehlern. Der Großteil von REAPR detek-
tierten Fehlern sind über Lücken hinweg, also Scaffoldingfehler, welche vermutlich von
sich widersprechenden mate pairs stammen. Berücksichtigt man die Datengrundlage,
kann ein Teil der durch REAPR identifizierten Fehler erklärt werden. Die Sequenzierung
wurde mit DNA von drei diploiden Individuen ausgeführt. Hunt et al. (2013) beschreiben
selbst, dass die Evaluierung von di- oder polyploiden Genomen herausfordernd ist. Mög-
lich ist, dass ein nicht zu vernachlässigender Teil der „Fehler“ durch Widersprüche der
reads aus verschiedenen Individuen entsteht. Während Assembler und Scaffolder über
geringfügige Unstimmigkeiten hinwegsehen, werden in REAPR alle Positionen mit „per-
fekt“ gemappten Fragmenten auf Fehler untersucht. Einerseits können durch SNPs oder
Indels wahrscheinlich teilweise keine „perfekten“ mappings von reads ausgeführt werden.
Andererseits könnten „perfekt“ gemappte reads echte biologische Variation enthalten, die
REAPR aber als Fehler detektiert. Zusammenfassend kann man vermuten, dass besonders
in diesem Fall die Rate falsch-positiver „Fehler“ erhöht ist. Unter diesem Gesichtspunkt
ist ein Anteil von 76,5% fehlerfreien Positionen und die genomweite Anzahl von 4.947
„Fehlern“ positiver zu bewerten.

2.4 Fazit
Mit Radix auricularia wurde die erste Süßwassermolluskengenomassemblierung publi-
ziert. Davison et al. (2016) verwenden zwar die Genomassemblierung der Süßwasser-
schnecke Lymnaea stagnalis, beschreiben aber nicht die Assemblierung als solche. Werte
der Kontinuität, Grad der Fragmentierung, Anteil von Lücken und Vollständigkeit in Be-
zug auf Kern-Orthologe ist vergleichbar mit Genomassemblierungen anderer Mollusken
und lässt gute Ergebnisse einer strukturellen Annotation erwarten. Weiterhin wird diese
hochqualitative Genomassemblierung die Basis für neue Einblicke in die Biodiversität
von (Süßwasser-) Mollusken im Allgemeinen und Radix im Speziellen geben.



Kapitel 3

Annotation
von Radix auricularia

In diesem Kapitel wird die strukturelle Annotation der Genomassemblierung von Radix
auricularia beschriebenen, wie sie in Schell et al. (2017) publiziert wurde.

Eine strukturelle Annotation ermöglicht maßgeblich den Zugang zu biologischer Infor-
mation auf einer Genomassemblierung. Um die Lage der Gene verlässlich zu bestimmen,
werden einerseits Transkriptom- und Proteinsequenzen als Evidenz auf dem assembly
aligniert und andererseits Modelle (teils mit Evidenz trainiert) für die Vorhersage von
Genen verwendet. Um Fehler während des Alignments und der Genvorhersage zu mi-
nimieren, werden repetitive Elemente zuvor mit einer Repeatbibliothek maskiert. Eine
Repeatbibliothek sollte für das zu annotierende de novo assembly angefertigt werden, um
bislang unbekannte repeats zu berücksichtigen. Zugleich ist die Aufnahme von bekann-
ten Repeatsequenzen von nah verwandten Taxa hilfreich. Im Fall von Radix auricularia
waren zum Zeitpunkt der Annotation im näheren taxonomischen Umfeld keine Repeat-
bibliotheken vorhanden, weshalb basierend auf dem assembly und den reads eine solche
Bibliothek angefertigt wurde. Nach dem Abschluss dieser sogenannten Berechnungsphase
wird die Annotationsphase eingeleitet. In dieser Phase wird versucht die durch Vorher-
sage und Alignment identifizieren Bereiche in einer Annotation zu vereinen. Je stärker
die Vorhersagen und Evidenzalignments übereinstimmen, desto eher wird ein Gen an-
notiert. Ein Maß für die Übereinstimmung zwischen Evidenz und Annotation stellt die
AED dar, welche bei hoher Übereinstimmung niedrig ist. Neben der Evaluation der AED
kann zur Qualitätskontrolle der Annotation eine Suche nach Kern-Orthologen im anno-
tierten Proteinset herangezogen werden, da das Vorhandensein von Kern-Orthologen im
assembly keine Garantie für deren Annotation ist.

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Repeatbibliothek

Da die strukturelle Annotation auf Regionen mit hoher Komplexität fokussiert werden
soll, müssen repeats zuverlässig annotiert und maskiert werden. Hierfür ist eine Biblio-
thek von im Genom vorhandenen repeats nötig. Im Fall von Mollusken bzw. R. auri-
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cularia ist eine solche Bibliothek nicht vorhanden und muss separat erstellt werden. Es
wurden zwei Ansätze gewählt, deren Ergebnisse anschließend kombiniert wurden.

Ein gewählter Ansatz für die Erstellung einer Repeatbibliothek beinhaltet zufälli-
ges Auswählen einer bestimmten Anzahl von reads mit dnaPipeTE 1.2 (Goubert et al.,
2015). Wie empfohlen, wurden zunächst alle mitochondrialen sowie reverse reads von
dieser Analyse ausgeschlossen. Um die ideale coverage der Stichprobengröße zu finden,
mit der zuverlässig repeats und möglichst wenig im Genom einfach vorliegende Bereiche
gefunden werden, wurde für 30 verschiedene coverages zwischen 0,0001 und 0,7 bei einer
geschätzten Genomgröße von 1,3Gb jeweils zwei Stichproben gezogen. Abgesehen von
Standardeinstellungen wurde die minimale Contiglänge von 200 auf 50 bp gesenkt. Nach
Begutachtung der N50 Verteilung wurde die coverage 0,025 als optimale Stichprobengrö-
ße gewählt und 50 Wiederholungen mit den oben genannten Einstellungen ausgeführt.

Alle gefilterten reads wurden mittels BWA mem und den Optionen -t 80 -k 25 -a
-y 26 -c 1000000000 (abgesehen von Standardeinstellungen) ungepaart auf contigs aus
dnaPipeTE gemappt, um nicht-repetitive Bereiche zu identifizieren. Anschließend wur-
de mit samtools 1.3 mpileup die positionsweise coverage berechnet. Alle contigs mit
einem Median der coverage kleiner als das 90%-Quantil (94×) der positionsweisen Co-
verageverteilung (Abbildung 2.2A) wurden nicht in der Repeatbibliothek aufgenommen.

RepeatModeler 1.0.4 (Smit & Hubley, 2015) wurde verwendet, um mit Standarde-
instellungen Repeatfamilien sowohl in der finalen Genomassemblierung als auch in den
contigs aus dnaPipeTE mit erhöhter coverage zu suchen. Die Sequenzen aller identifizier-
ten Repeatfamilien wurden anschließend als Repeatbibliothek verwendet.

Um weiterhin auszuschließen, dass mögliche proteinkodierende Bereiche fälschlicher-
weise maskiert werden, wurde eine Proteindatenbank ohne Repeatproteine aus der Swiss-
Prot Datenbank (The UniProt Consortium, 2015, Stand 11.05.2016) und allen Repeat-
sequenzen der Repbase Datenbank (Bao et al., 2015, Stand 11.05.2016) erstellt. Zuerst
wurden die Repeatsequenzen der Repbase in der Swiss-Prot Datenbank mittels blastx
2.3.0+ (Camacho et al., 2009) und einem maximalen e-value von 10-11 gesucht, um Pro-
teine aus repeats zu identifizieren. Daraufhin wurden Proteinsequenzen mit Treffern von
Repeatsequenzen, die in einem Alignment mindestens 20 bp erreichten, entfernt und so
eine Datenbank ohne Repeatproteine erstellt.

Es wurden lokale Sequenzähnlichkeiten zwischen den Sequenzen der mit dem assemb-
ly identifizierten Repeatfamilien und der erstellten Datenbank ohne Repeatproteine mit-
tels blastx und einem maximalen e-value von 10-11 gesucht, um später keine Teile der
Assemblierung zu maskieren, die bekannte Proteine der Swiss-Prot enthalten. Sequen-
zen von Repeatfamilien mit derartigen Proteintreffern wurden von der Repeatbibliothek
entfernt.

3.1.2 Annotation

Die Annotation der Genomassemblierung wurde mittels MAKER2 2.31.8 (Cantarel et al.,
2008; Holt & Yandell, 2011, nachfolgend MAKER) und MPICH2 (http://www.mpich.org/)
durchgeführt, automatisiert und parallelisiert. Es wurden drei Iterationen ausgeführt,
wobei die Genmodelle zwischen den Iterationen basierend auf den Ergebnissen der vor-
herigen Iteration trainiert wurden. Eine Übersicht der einzelnen Schritte und die einge-
flossenen Daten sind in Abbildung 3.1 zu sehen.

http://www.mpich.org/
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Abbildung 3.1: Annotationsschritte. Die abgerundeten Kästen geben die einzelnen Schritte der
Annotation an, wobei die drei MAKER Iterationen unterstrichen und mit römischen Zahlen dargestellt
sind. Abgerundete unterbrochene Kästen (CEGMA, BUSCO, Augustus, MAKER) stellen Schritte dar, in
denen die Genomassemblierung verwendet wurde. Die Erstellung der Repeatbibliothek mit
RepeatModeler aus der Assemblierung und dnaPipeTE aus den reads wird durch eine leicht
abweichende unterbrochene Umrandung dargestellt. Die verwendete Software ist jeweils in einer
nichtproportionalen Schriftart (monospace) angegeben. Verwendete Datensets sind in nicht
abgerundeten Kästen mit unterbrochener Umrandung abgebildet.
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In der ersten Iteration wurden folgende Daten eingegeben:
Genvorhersagemodelle

• Augustus Artmodell. Dieses Modell wurde durch den Augustus Webserver (Stan-
ke et al., 2004, http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/training/
create) kreiert, in dem die Genomassemblierung, die Transkriptomcontigs von
MOTU4 und die von BUSCO 1.2 (Simão et al., 2015) stammende Annotation im
gff Format (s. Genomassemblierung von Radix auricularia, S. 27) eingegeben wur-
den.

• SNAP Modell.Mittels CEGMA 2.5 (Parra et al., 2007) wurde nach Kern-Orthologen
in der Genomassemblierung gesucht (Ergebnisse s. Tabelle A5). Aus der Annotati-
on von CEGMA wurde ein SNAP 2006-07-28 (Korf, 2004) Modell angefertigt, indem
das MAKER beiliegende Skript cegma2zff, als auch die SNAP Skripte fathom (fathom
genome.ann genome.dna -categorize 1000 && fathom -export
1000 -plus uni.ann uni.dna), forge (forge export.ann export.dna) und
hmm-assembler.pl verwendet wurden.

• GeneMark Modell. Mittels GeneMark-ES suite 4.32 (Lomsadze et al., 2005)
wurde ein weiteres Modell durch ein Selbst-Training (--ES) basierend auf der Ge-
nomassemblierung erstellt.

Datenbanken und Evidenzen
• Genomassemblierung (Kapitel 2)
• Arteigene ESTs. Transkriptomcontigs von MOTU4 (s. 2.1.5, S. 31)
• Alternative ESTs. Transkriptomcontigs von MOTU2, 3 und 5 (s. 2.1.5, S. 31)
• Swiss-Prot Datenbank (Stand 23.05.2016)
• Repeatbibliothek

Optionen (Auswahl)
• est2genome deaktiviert
• protein2genome deaktiviert
• Minimallänge für Proteine > 10 Aminosäuren

Zwischen den Iterationen wurden folgende Schritte ausgeführt:
• Erstellung einer gff Datei für das gesamte assembly mit MAKERs gff3_merge.
• Training des SNAP Modells mit der gff Datei der vorherigen MAKER Iteration.

Konvertierung der kompletten gff Datei mit MAKERs maker2zff, um anschließend
das Training wie oben beschrieben auszuführen.

• Training des Augustus Artmodells. Mit SNAPs zff2gff3.pl (zff2gff3.pl
genome.ann | perl -plne ’s/\t(\S+)$/\t\.\t$1/’) wurde die für SNAP er-
stellte zff Datei in gff3 Format konvertiert. Diese zff Datei basiert auf der
vorherigen MAKER Iteration, weshalb die vorherigen MAKER Iteration in das anschlie-
ßende Augustus Training ebenfalls indirekt einfließt. Das Training des Augustus
Artmodells erfolgte mit autoAug.pl von Augustus 3.2.2 (Stanke et al., 2006).
In autoAug.pl wurden die Genomassemblierung, das zuvor trainierte Augustus
Artmodell, die Transkriptomcontigs von MOTU4 und die aus SNAPs fathom /
zff2gff3.pl resultierende gff3 Datei eingegeben. Das Skript autoAug.pl wurde
mit den Optionen -v --useexisting abgesehen von Standardeinstellungen aus-
geführt.

Das Training in Augustus verläuft in mehreren Schritten. Entweder erfolgt eine Aus-
führung von Anfang bis Ende automatisch, allerdings werden in diesem Modus von

http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/training/create
http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/training/create
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Augustus erstellte und parallel prozessierbare Skripte sequenziell ausgeführt
(--singleCPU). Im Fall der vorliegenden Daten für R. auricularia wurden in jedem Trai-
ning in zwei verschiedenen Schritten 20 verschiedene Skripte durch Augustus erstellt,
wobei jedes Skript mehrere Stunden benötigte bis die entsprechenden Ergebnisse berech-
net wurden. Bei einer Annotation eines Nichtmodellorganismus ist es ratsam mehrere
Einstellungen einer Annotationspipeline zu testen, wodurch aber die hier beschriebenen
Engstellen eine sehr viel höhere Berechnungszeit hervorrufen würden. Die Ergebnisse der
Annotationen mit alternativen Einstellungen werden nicht gezeigt. Die Alternative ist
Augustus die parallel prozessierbaren Skripte erstellen zu lassen und diese dann manuell
und parallel zu starten. Anschließend muss wiederum manuell Augustus gestartet wer-
den, um das Training fortzusetzen. Um die Dauer des Trainings so gering wie möglich
zu halten, wurde mit autoautoAug eigens ein Skript entwickelt, welches es ermöglicht
die von Augustus erstellten Skripte parallel auszuführen und anschließend das Training
automatisch fortzusetzen.

Die zweite und dritte MAKER Iteration unterscheiden sich von der Ersten folgendermaßen:
Genvorhersagemodelle

• Trainiertes SNAP Modell basierend auf vorheriger MAKER Iteration und nicht
basierend auf der Annotation von CEGMA.

• Trainiertes Augustus Artmodell. Neben unveränderten ESTs von MOTU4 ist
dieses Modell von der vorherigen MAKER Annotation beeinflusst anstelle von BUSCO.

Optionen (Auswahl)
• Minimallänge für Proteine > 30 Aminosäuren

3.1.3 Annotationsevaluation
Die von MAKER annotierten Proteine wurden auf Vollständigkeit in Bezug auf Kern-
Orthologe analysiert. Erstens wurde mit BUSCO (Simão et al., 2015) nach Genen gesucht,
die im Set für Metazoa enthalten sind (N = 843) und mit dem bereits im assembly nach
Kern-Orthologen gesucht wurde. Es wurde zweitens mit HaMStR 13.2.6 (Ebersberger
et al., 2009) nach 1.031 evolutionär konservierten Genen gesucht, die auf die Aufspal-
tung von Tieren und Pilzen zurückgehen. HaMStR wurde mit den Optionen -strict,
-checkcoorthologsref und -hitlimit = 5 gestartet. Die für die HaMStR Suche not-
wendigen HMM-Modelle sind im Paket von HaMStR enthalten. HaMStR wurde nicht aus-
schließlich für die Überprüfung auf Vollständigkeit entwickelt, kann aber in Verbindung
mit dem erwähnten konservierten Genset ähnliche Aussagen wie z. B. BUSCO treffen.
Drittens wurde mit DOGMA 3.0 (Dohmen et al., 2016) nach 1.535 in Eukaryoten kon-
servierten Domänenarrangements gesucht. Hierfür wurde zunächst mit PfamScan 1.6
(Finn et al., 2016, https://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/pfamscan/) in Verbindung mit
dem Referenzset pfam31 nach den entsprechenden Domänen gesucht, um anschließend
die Statistiken mit DOGMA zu berechnen.

3.1.4 Orthologievorhersage und Analyse auf Anreicherung von GO terms
Für die Einschätzung von Ähnlichkeit der annotierten Proteine zu bekannten Proteinen,
wurde eine Suche nach lokaler Sequenzähnlichkeit mittels blastp und einem maximalen
e-value von 10-10 in der Swiss-Prot Datenbank (Stand 11.05.2016) für sechs Proteinsets
von Mollusken (inklusive Radix) ausgeführt.

https://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/pfamscan/
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Es wurden mittels OrthoFinder 0.7.1 (Emms & Kelly, 2015) Orthogruppen aus den
Proteinsequenzen der sechs Mollusken und von 16 weiteren Spiralia außerhalb der Mol-
lusken (Tabelle A6) gebildet, ohne Standardeinstellungen zu verändern. Die funktionale
Annotation für alle Proteinsets mit GO (Gene Ontology) terms wurde mit
InterProScan 5 (Jones et al., 2014) und dessen Standardeinstellungen durchgeführt.
Um die Referenzliste für die GO Anreicherungsanalyse zu erstellen, wurde eine schritt-
weise Methode gewählt, die in GO Annotation für so viele Orthogruppen wie möglich
resultiert. Da der Fokus auf R. auricularia liegt, wurden alle GO Annotationen von
R. auricularia auf die entsprechenden Orthogruppen übertragen. Nachfolgend wurden
in phylogenetischer Reihenfolge (näher verwandte zuerst; s. Tabelle A6 von oben nach
unten) GO Annotationen von einer Art nach der anderen hinzugefügt, bis allen Or-
thogruppen, so weit möglich, GO terms zugewiesen wurden. Die Anreicherungsanalyse
basierte auf dieser Referenzliste im Vergleich zu einem Testset aus Orthogruppen be-
stimmter Sets von Arten. Der statistische Test auf Anreicherung wurde in topGO (Alexa
& Rahnenfuhrer, 2016), einem Bioconducktor Paket für R (R Core Team, 2008) durch-
geführt. Es wurde auf Anreicherung von GO terms in privaten Proteinen von Radix und
Proteinen, die in allen Mollusken außer Radix gefunden wurden, getestet. Es wurde ein
„Exater Test nach Fisher“ angewendet, mittels Falscherkennungsrate (FDR) korrigiert
und für q-Werte kleiner 0,05 gefiltert.

3.2 Ergebnisse

3.2.1 Repeatbibliothek

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie und des mappings lagen zum Zeitpunkt der
stichprobenartigen Assemblierung mit dnaPipeTE noch nicht vor. Da jedoch nach ei-
ner bestimmten Stichprobengröße gesucht wird, ist die hier angegebene Genomgröße
von 1,3Gb irrelevant, solang für alle Ziehungen der Stichproben die selbe Genomgröße
verwendet wird.

Mit dnaPipeTE wurde aus 499.530.440 reads mit einer Gesamtlänge von knapp 58Gb
zufällig Stichproben gezogen. Die N50 Verteilung der 30 verschiedenen coverages zur
Identifizierung der optimalen Stichprobengröße ist in Abbildung A6 zu sehen. Der maxi-
male N50 der coverge 0,0075 wurde nicht als optimale Stichprobengröße angesehen, weil
die Stichproben sehr klein sind und große Variation zu erwarten ist. Außerdem werden
die erhaltenen contigs später gefiltert, um nicht-repetitive Bereiche zu entfernen. Die
50-fache Stichprobenerstellung resultierte in 734.889 contigs mit einer Gesamtlänge von
110.811.062 bp.

Die coveragebasierte Filterung entfernte 669.284 der dnaPipeTE contigs mit einer Ge-
samtlänge von 78.314.604 bp. Die restlichen 65.605 contigs (32.496.458 bp Gesamtlänge)
passierten diese Filter.

Das Ergebnis der Suche nach Repeatfamilien und deren Vereinigung aus zwei Suchen
(Genomassemblierung und dnaPipeTE contigs mit hoher coverage) waren 1.216 Sequen-
zen mit einer Gesamtlänge von 1.111.662 bp.

Es wurden sechs Sequenzen von Repeatfamilien von der finalen Repeatbibliothek
entfernt, da diese Treffer mit der erstellten repeatproteinfreien Proteindatenbank erziel-
ten. Letztendlich besteht die für die Annotation verwendete Repeatbibliothek aus 1.210
Sequenzen mit einer Gesamtlänge von 1.101.332 bp und einem N50 von 1.492 bp.
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Abbildung 3.2: Klassifizierte Repeatfamilien. Die gezeigten Ergebnisse wurden durch
RepeatModeler auf Basis der Genomassemblierung und den contigs aus zufällig gezogenen reads
berechnet. Die y-Achsen sind verschieden skaliert. Quelle: Schell et al. (2017)

In RepeatModeler werden Repeatfamilien klassifiziert, falls sie eindeutig Sequenzen be-
kannter repeats zugeordnet werden können. Der größte Anteil von Sequenzen der Re-
peatbibliothek konnte nicht klassifiziert werden (Abbildung 3.2).

3.2.2 Annotation

Durch RepeatMasker wurden in MAKER 367,14Mb der scaffolds als repeats annotiert. Dies
entspricht über 40% der Assemblierung und etwa 23% der geschätzten Genomgröße. An-
notierte repeats sind häufiger an Enden von contigs, also vor und nach durch scaffolding
entstandenen Lücken, als auch an den Enden von scaffolds zu finden (Abbildung A7).
Die Annotation resultierte nach drei MAKER Iterationen in 17.338 proteinkodierenden Ge-
nen, deren Proteine Längen zwischen 31 und 9.660AA mit einem Median von 332AA
besitzen und insgesamt 7.968.643AA enthalten. Die Gene an sich sind zwischen 141 und
127.541 bp lang und summieren sich zu 201Mb auf, was etwa 12,5% der geschätzten
Genomgröße von 1,6Gb entspricht. Diese Gene beinhalten 147.195 Exons mit durch-
schnittlich 8,5 Exons pro Gen. Die Exonlängen reichen von 3 bis 10.740 bp mit einem
Median von 171,9 bp und einer Gesamtlänge von 25Mb, was etwa 1,6% der geschätzten
Genomgröße von 1,6Gb entspricht.

Als Maß für die Kongruenz zwischen Annotation und Evidenz durch Alignments gibt
MAKER die AED pro Gen an. Vergleicht man die AED-Verteilungen der Iterationen, sieht
man einen geringeren Median als auch geringere Varianz insbesondere im Vergleich zur
Annotation nach der ersten Iteration (Abbildung A8). Die AED-Verteilung der finalen
Annotation (Abbildung 3.3) zeigt, dass häufiger kleine AEDs erhaltenen wurden. Dies
wiederum spricht für eine große Übereinstimmung zwischen Annotion und alignierter
Evidenz.
Die Anzahl annotierter Gene ist im Vergleich zu anderen annotierten Mollusken ge-
ring (Tabelle 1.3). Jedoch wurde die Vollständigkeit des Proteinsets der Annotation mit
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Abbildung 3.3: AED-Verteilung der dritten MAKER Iterationen. Ausreißer sind im Boxplot nicht
dargestellt.

BUSCO auf 92,8% (komplette und fragmentierte BUSCOs), mit HaMStR auf 93,7% und mit
DOGMA auf 86,8% beziffert. Wie in Abschnitt 3.1 (S. 43) erwähnt, wurde lediglich die
Suche mit HaMStR ausgeführt und ein zwischen Pilzen und Tieren konserviertes Genset
für die Überprüfung der Vollständigkeit herangezogen. Die Annotation von R. auricu-
laria ist laut DOGMA im Vergleich zu anderen annotierten Mollusken ähnlich in ihrer
Vollständigkeit (Tabelle 1.3).

3.2.3 Orthologievorhersage und Analyse auf Anreicherung von GO terms

In Tabelle A7 sind die Anteile von annotierten Proteinen mit Ähnlichkeit zu Swiss-Prot
Einträgen von sechs Mollusken zu sehen. Mit etwa 70% hat Radix auricularia einen zu
anderen Mollusken vergleichbaren Anteil des annotierten Proteinsets mit Ähnlichkeit zu
manuell kuratierten Proteinen.

Die Ergebnisse der Orthologievorhersage und der funktionalen Annotation von Pro-
teinsequenzen 22 verschiedener Spiralia sind in Tabelle A6 zu sehen. Für 1.481 Gene
(1.458 unzugeordnete Sequenzen und 23 Sequenzen aus 5 artspezifischen Orthogruppen)
von Radix wurden Orthologe weder in den anderen Mollusken noch in den Spiralia au-
ßerhalb der Mollusken gefunden. Von den 1.463 privaten Radix Orthogruppen wurden
286 funktional annotiert. In diesen privaten Radix Genen wurden 17 GO terms als signi-
fikant angereichert identifiziert, die unter anderem nucleoside transmembrane transport,
carbohydrate metabolic process und chitin catabolic process beinhalten (Tabelle A8). In
allen Orthogruppen, die alle fünf Mollusken außer Radix enthalten, wurden fünf GO
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Abbildung 3.4: Orthologievorhersage. Quelle: Schell et al. (2017). A: Anzahl der Sequenzen einer
Art in Orthogruppen. Der Anteil von Orthogruppen ist die Anzahl von Orthogruppen mit
entsprechend vielen verschiedenen Proteinsequenzen einer Art in Relation zu der Anzahl der
Orthogruppen, die diese Art beinhalten. Die x-Achse ist logarithmiert. B: Korrelation zwischen
Anzahl der Proteinsequenzen pro Art und dem relativen Anteil von Orthogruppen mit nur einer
Sequenz dieser Art. Der Anteil von Orthogruppen ist relativ zu der Anzahl von Orthogruppen, die
diese Art beinhalten.

terms als signifikant angereichert befunden, wobei G-protein coupled receptor signaling
pathway der markanteste ist (Tabelle A9).

Um den Unterschied zwischen annotierten Genen näher zu betrachten, wurde der
Anteil von Orthogruppen, mit nur einer Sequenz pro Art extrahiert. Dieser ist unter
den untersuchten Mollusken bei Radix am höchsten (Abbildung 3.4A). Weiterhin be-
steht eine negative Korrelation (R2 = 0, 77; p = 0, 02) zwischen der Anzahl annotierter
Proteinsequenzen pro Art und dem Anteil von Orthogruppen mit nur einer Sequenz pro
Art (Abbildung 3.4B).

3.3 Diskussion

3.3.1 Repeatgehalt

Die Kombination aus stark erhöhter coverage (Abbildung 2.3) und häufiger Annotation
von repeats an den Enden von contigs (Abbildung A7) ist typisch für kollabierte repeats
und bestätigt somit die Vermutung basierend einzig auf den Ergebnissen der coverage
Verteilung. Da nahezu alle reads zurückgemappt werden konnten und keine Anzeichen für
eine extreme Schwankung der coverage vorhanden sind (Kongruenz zwischen gemessener
und durch coverage geschätzte Genomgröße), kann man vermuten, dass durch scaffol-
ding entstandene Lücken im assembly (58,45Mb) als auch der im assembly fehlende Teil
des Genoms (692,74Mb) größtenteils repeats sind, die im assembly kollabiert vorliegen.
Insgesamt würde sich so der genomweite Repeatgehalt auf 1.118,33Mb summieren, was
knapp 70% der geschätzten Genomgröße entsprechen würde. Der annotierte Repeatge-
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halt der Assemblierung von R. auricularia ist vergleichbar mit dem anderer Mollusken
(Tabelle A10).

3.3.2 Annotation

Ein positives Qualitätsmerkmal ist die Verteilung der AEDs mit zum Großteil kleinen
Werten (Abbildung 3.3). Da die AED hier die Abweichung von Evidenzalignments ge-
genüber dem entsprechenden annotierten Gen angibt, wird gezeigt, dass annotierte Gene
häufig nur geringfügig von Evidenzalignments abweichen. Verursacht könnte dies z. B.
durch Transkripte sein, die die Modelle sehr gut auf den Organismus trainieren und
gleichzeitig eindeutige, fehlerarme Alignments mit der Genomsequenz bilden.

Für die gute Qualität der Annotation spricht weiterhin der hohe Anteil von Kern-
Orthologen, die mit BUSCO und HaMStR gefunden wurden, da der Anteil ersten hoch
und zweitens sehr ähnlich ist. Es wurde mit zwei unabhängigen Suchen nach Kern-
Orthologen ein ähnliches Ergebnis erhalten. Der Unterschied im Anteil gefundener Kern-
Orhtologen zwischen BUSCO und HaMStR kann durch die Stichprobengröße (NBUSCO = 843;
NHaMStR = 1.031), aber auch durch Variation der Gene beeinflusst sein. Bei stark abge-
wandelter Form kann ein in Radix vorhandes Gen nicht mehr durch ein orthologes Gen
identifiziert werden. Der Unterschied von gefundenen BUSCOs im assembly (94,6%) und
in Proteinen der Annotation (92,8%) ist mit 1,8% relativ gering. Für den Großteil der
BUSCOs liegen demnach Modelle und Evidenzen vor, die zu deren Annotation geführt ha-
ben. Für die nicht annotierten BUSCOs ist es denkbar, dass keine eindeutigen Modelle bzw.
Evidenzen vorliegen, auch wenn die Annotation von BUSCO initial in das Augustus Art-
modell eingeflossen ist. Auch die Suche nach konservierten Domänen mit DOGMA erreichte
einen relativ hohen Wert. Für das Fehlen von Orthologen gibt es mehrere Erklärungen.
Erstens können technische Fehler während der Assemblierung oder der Annotation da-
für verantwortlich sein. Zweitens ist es möglich, dass sich Gene in Radix oder sogar in
Mollusken generell von den Sequenzen oder Modellen, mit denen Kern-Orthologe gesucht
werden, so stark unterscheiden, dass eine Identifizierung nicht mehr möglich ist. Drittens
könnte das Kern-Orthologen-Set nicht spezifisch genug für das untersuchte Proteinset
sein. Bei dem Verlust bestimmter Gene in einer bestimmten Gruppe würde nach Genen
gesucht werden, die nicht vorhanden sind. Da nur Informationen bekannter Genome in
die Erstellung dieser Kern-Orthologen-Sets einfließen können, ist die Auswahl der Kern-
Orthologen zwar für diese bekannten Genome, aber möglicherweise nicht für die gesamte
Gruppe, für die dieses Orthologenset erstellt wird, repräsentativ. Beispielsweise könnten
Pfam-Domänen, die mit DOGMA gesucht werden, in Radix nicht gefunden werden, weil
eventuell die zugrundeliegenden Modelle nicht universell genug sind.

3.3.3 Orthologievorhersage und Analyse auf Anreicherung von GO terms

Die funktionale Annotation von allen Radix Genen (Tabelle A6) war signifikant erfolg-
reicher als die funktionale Annotation von privaten Radix Genen (Chi-Quadrat-Test,
p < 2, 2 ·10−16; R Core Team, 2016). Eine funktionale Annotation eines Radix Gens oh-
ne, dass für dieses Gen Orthologe in den ausgewählten Spiralia gefunden wurden, ist über
Taxa möglich, die nicht in der Orthologievorhersage verwendet wurden (z. B. Bakterien,
Insekten). Andererseits können Fehler der Orthogruppenbildung nicht ausgeschlossen
werden. So könnte es beispielsweise sein, dass ein Radix Gen fälschlicherweise nicht mit
einem funktional annotierten Gen von C. elegans gruppiert wird, aber in InterProScan
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eine Annotation über dieses Gen von C. elegans zustande kommt. Die wesentlich ge-
ringere Annotationsrate von privaten Radix Genen ist jedoch ein Hinweis auf geringe
falsch-positive Annotationen, da erwarteterweise bislang unbekannte Gene auch nicht in
Datenbanken für funktionale Annotation anzutreffen sind. Die geringe Annotationsrate
von privaten Radix Genen ist in Zusammenhang mit der Analyse auf Anreicherung von
GO terms kritisch zu betrachten, da diese Annotationen möglicherweise nicht repräsen-
tativ für private Radix Gene sind.

Eine Erklärung für das häufige Auftreten von Orthogruppen mit mehr als einer Se-
quenz von untersuchten Mollusken außer Radix könnten einerseits Genduplikationen in
bestimmten Arten außerhalb von Radix sein. Andererseits können einzelne Kopien mehr-
fach vorliegender Gene in Radix durch natürlichen Genverlust fehlen. Aber auch techni-
sche Artefakte, wie der Kollaps von ähnlichen genomischen Bereichen im assembly, ist
denkbar. Jedoch konnte diese Vermutung durch Betrachtung der coverage in Genen nicht
bestätigt werden (Abbildung A9). Lediglich 143 Gene zeigten einen mindestens doppelt
so hohen Median der coverage als erwartet. Außerdem könnte die Fragmentierung der
Gene in Radix durch den Einsatz von umfangreichen Transkriptomassemblierungen ge-
ringer als in den anderen untersuchten Mollusken sein. Somit würden die Fragmente
eines Gens als mehre Gene annotiert sein. Wenn in die Orthologievorhersage auch we-
niger fragmentierte Gene eingegeben werden, würden die Teile eines orthologen Gens
idealerweise in eine Orthogruppe mit dem kompletten Gen fallen, da unter anderem
Sequenzähnlichkeit berücksichtigt wird. In dem mit der Sanger-Methode sequenzierten
Genom von Lottia gigantea sind, wie in Radix auch, relativ viele Orthogruppen mit nur
einer Sequenz dieser Art. Da auch die Kontinuität und Qualiät der Assemblierung selbst
über den Erfolg der Annotation entscheidet, ist die Vergleichbarkeit der Annotationen
zwischen R. auricularia und L. gigantea ein positives Merkmal.

Die Analyse auf Anreicherung von GO terms ergab u. a. die Überrepräsentation von
G-protein coupled receptor signaling pathway außerhalb von Radix. G-Protein Rezep-
toren sind in Reaktionen gegenüber Hormonen, Neurotransmittern und Umwelteinflüs-
sen involviert (Rosenbaum et al., 2009). Der Verlust dieser Gene könnte zu geringerer
Sentitivität gegenüber derartigen Stimuli in Radix führen. Ob die reduzierte Anzahl
von G-Protein Rezeptor Stoffwechselwegkomponenten biologisch hervorgerufen oder ein
Produkt von technischer und/oder analytischer Limitierung ist, kann mit den vorliegen-
den Daten nicht abschließend geklärt werden. Membranproteine im allgemeinen besitzen
generell höhere Diversität als lösliche Proteine (Sojo et al., 2016). Deshalb liegt die Hy-
pothese nahe, dass diese Proteine in Radix stark modifiziert vorliegen und aus diesem
Grund nicht identifiziert werden konnten. Eine signifikante Expansion der G-Protein
Rezeptor Superfamilie wurde auch in Capitella teleta gefunden (Simakov et al., 2013).
Zwar ist diese Art im Set von Spiralia zur Annotation von Orthogruppen enthalten,
jedoch wurde keine Orthogruppe der Referenzliste mit C. teleta annotiert, da in der
vorliegenden Analyse keine Sequenz dieser Art mit InterProScan annotiert wurde.

3.4 Fazit

Mit dem Einsatz einer speziell angefertigten Repeatbibliothek konnten etwa 40% der
Assemblierung als repetitive Elemente annotiert werden. Dieser Anteil ist im Bereich
anderer Mollusken. Die Anzahl von annotierten proteinkodierenden Genen ist in Radix
auricularia geringer als in anderen Mollusken. Möglicherweise ist die Annotation der
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Gene durch den Einsatz von Transkriptomen mehrer MOTUs und Stadien weniger frag-
mentiert. In Bezug auf AED-Verteilung, Kern-Orthologe und Orthogruppenbildung mit
Proteinen anderer Mollusken kann die Annotation von R. auricularia als eine durchaus
solide Basis für nachfolgende biologische Analysen angesehen werden.



Kapitel 4

Strukturelle Annotation
mit beobachteten Peptidsequenzen

Die Ergebnisse der nachfolgenden Analysen wurden bisher nicht publiziert. Folgende
Datensätze wurden verwendet:

• R. auricularia Genomassemblierung und Annotation (Kapitel 2 und 3; Schell
et al., 2017)

• De novo Peptidsequenzen und Peptidsequenzen aus einer Datenbanksuche erhoben
von Projektpartnern des ISAS in Dortmund

Der Erfolg von Genvorhersage durch Modelle und Annotation über Evidenzen hängt
neben der Qualität der Assemblierung maßgeblich von sowohl Umfang als auch Qualität
der Evidenzen an sich ab, die für das Training der Modelle eingesetzt werden und mit
denen Validierung von Vorhersagen durch Alignments auf der Genomsequenz geschieht.
Neben Transkriptomdaten werden als Evidenzen Proteinsequenzen für diese Aufgabe
eingesetzt. Da Proteine im Vergleich zu Transkripten bei entfernter verwandten Arten
konservierter sind, ist es möglich Proteindatenbanken mit Sequenzen verschiedenster Ta-
xa einzusetzen. Trotzdem ist es möglich die Spezifität von Genvorhersagemodellen und
Annotation zu erhöhen, indem man vermehrt Proteinsequenzen der zu annotierenden
Art einsetzt. Besonders im Fall von Annotationen wenig untersuchter Taxa wird durch
Erhebung artspezifischer Sequenzdaten die Wahrscheinlichkeit erhöht Gene zu annotie-
ren, die in einer stark abgewandelten Form oder ausschließlich in dieser Gruppe vorliegen.
Die Sequenzierung von Peptiden fügt neben der Information für Trainings von Genvor-
hersagemodellen auch Evidenz der Translation hinzu. Die Annotation von Genen kann
so über mehrere Ebenen bestätigt werden: Genvorhersage (theoretische Wahrscheinlich-
keit), Transkripte (Transkription wurde tatsächlich beobachtet), Proteine (Translation
wurde tatsächlich beobachtet).

Ein Ansatz zur Gewinnung von spezifischen Aminosäuresequenzen ist die Sequenzie-
rung mittels Flüssigchromatographie Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS). Der
Einsatz dieser Peptidsequenzen zur Unterstützung von strukturellen Annotationen von
Genomassemblierungen wurde bereits in verschiedensten Taxa eingesetzt, z. B. eukaryo-
tische Bakterien (Mycoplasma pneumoniae; Jaffe et al., 2004), Cyanobakterien (Syn-
echocystis sp.; Ishino et al., 2007), Arabidopsis thaliana (Castellana et al., 2008), Ne-
matoden (Pristionchus pacificus; Borchert et al., 2010) und Stechmücken (Anopheles
stephensi; Prasad et al., 2017).

55
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In dem vorliegenden Projekt soll die Annotation der R. auricularia Genomassemblie-
rung (Kapitel 2) mit Peptidsequenzen verbessert werden. Die Peptidsequenzen wurden
mittels Massenspektrometrie (LC-MS/MS) von Projektpartnern des ISAS in Dortmund
aus Individuen der selben Inzuchtlinie erhoben, aus der die Sequenzdaten für die Geno-
massemblierung stammen. Aus diesem Grund kann biologische Variabilität tendenziell
weniger verantwortlich für Alignmentprobleme sein. Auf die Methoden der Peptidsequen-
zierung und einer Datenbanksuche wird nachfolgend nur kurz eingegangen, da es erstens
die Leistungen von Projektpartnern darstellt und zweitens derartige Details nicht we-
sentlich zur Beantwortung der gestellten Fragen beitragen. Dennoch müssen prinzipielle
methodische Vor- und Nachteile genannt werden.

Wie auch bei DNA-Sequenzierung kann eine Kontamination durch Operatoren (z. B.
Keratin), Reagenzien (z. B. Trypsin) oder Mikroorganismen nicht gänzlich vermieden
werden, weshalb während der Messungen über Ausschlusslisten bekannte Kontaminatio-
nen ignoriert werden können (Hodge et al., 2013). Die Proteine wurden aus Muskelgewebe
des Fußes und auch aus kompletten Individuen isoliert. In Muskelgewebe befinden sich
wenige Proteine, die überrepräsentiert vorliegen (z. B. Aktin, Myosin oder Proteine der
mitochondrialen Atmungskette). Weiterhin ist der Fuß von Radix ein verhältnismäßig
großes Organ, weshalb bei der Extraktion von Proteinen aus kompletten Individuen auch
vermehrt muskeltypische Proteine enthalten sein sollten. Aufgrund dieser Überrepräsen-
tierung wurden bereits während der Massenspektrometrie häufig gemessene Peptide ver-
worfen. Die de novo Sequenzierung erfolgt über Massen der Aminosäuren. Aus diesem
Grund können Aminosäuren oder deren Kombinationen mit identischen Massen nicht
unterschieden werden (z. B. Leucin und Isoleucin). Werden gemessene Spektren in einer
Datenbank gesucht, so können diese Kombinationsmöglichkeiten zum Teil berücksichtigt
werden.

4.1 Material und Methoden

Um die Minimalläge eines Peptides zu bestimmen, mit der eine eindeutige Zuordnung
möglich ist, wurden die relativen Häufigkeiten der einzigartigen k-mere der annotierten
Proteinsequenzen mit Längen zwischen 4 und 30 Aminosäuren (AA) berechnet.

Um ein Hauptproblem bei der Identifizierung von Aminosäuren gleicher Massen zu
berücksichtigen, wurden von allen de novo Peptidsequenzen mit mindestens einem Leucin
alle möglichen Kombinationen dieses Peptids (Donor-Peptid) erstellt, wobei die Positio-
nen mit Leucin artifiziell durch Isoleucin ersetzt wurden. Im daraus resultierenden Set
der „LI-Peptide“ sind neben unveränderten Sequenzen (ohne Leucin) auch mehrfache
Kombinationen artifiziell veränderter Sequenzen vorhanden, wodurch die Gesamtzahl
der LI-Peptide gegenüber der de novo Peptide steigt.

Für die Validierung von Ergebnissen der Analysen basierend auf den beobachte-
ten Peptidsequenzen wurde ein „artifizielles Peptidset“ erstellt, indem mit einem eigens
geschriebenen Perl Skript zufällig eine Sequenz der annotierten Proteine gezogen wur-
de (Donor-Protein), zweitens eine zufällige Länge des zu extrahierenden Peptids aus
der beobachteten Längenverteilung der de novo Peptide gezogen wurde und drittens
eine zufällige Startposition innerhalb der gezogenen Proteinsequenz festgelegt wurde.
Anschließend wurden diese „artifiziellen Peptide“ in gleicher Weise prozessiert, in der
Leucin gegen Isoleucin der de novo Peptide substituiert wurde.
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4.1.1 Erstellung der „Datenbankpeptide“

Dieser Abschnitt ist nur der Vollständigkeit halber enthalten und stellt keine Eigenleis-
tung dar.

Spektren, die keinen Treffer gegen Proteinsequenzen der initial annotierten Gene
erzielten, wurden auf der Genomsequenz gesucht. Hierfür wurde die Genomassemblierung
von R. auricularia in 5 kb Stücke geteilt, wobei 250 bp Überlappung zugelassen wurden.
Das fragmentierte assembly wurde durch Mascot (Version 2.5.1, Martix Science) mit
allen sechs Leserahmen automatisch in Aminosäuren übersetzt. Nachfolgend werden die
Treffer aus der genomweiten Suche als „Datenbankpeptide“ bezeichnet.

4.1.2 De novo Peptide im annotierten Proteom

Die Suche nach de novo und artifiziellen Peptiden im annotierten Proteom von R. au-
ricularia wurde mit EMBOSS‘ Smith-Waterman (ESW) 6.5.7.0 (Rice et al., 2000) durch-
geführt. Die Berechnung der ESW Alignments wurde mit einem speziell angefertigten
Perl Skript (multiple_emboss_water.pl) durch Parallelisierung beschleunigt und die
Ergebnisse automatisch in eine blast-ähnliche tabulatorgetrennte Tabelle umformatiert.

Die Ergebnisse wurden gefiltert, indem Alignmentlängen ≥ 7 AA, höchster score
und Identität ≥ 90 % pro LI-Peptid passierten. Mehrfache Treffer eines Peptides mit
identischem score und Identität passierten ebenfalls die Filterung.

4.1.3 De novo Peptide in der Genomassemblierung

Alle de novo und artifiziellen Peptide wurden durch tblastn 2.3.0+ (Camacho et al.,
2009) mit dem assembly aligniert. Einen anschließenden Filter passierten nur blast
Treffer eines LI-Peptids mit einer Alignmentlänge ≥ 7 AA, bestem bit score und einer
Identität ≥ 90 %. Mehrfache Treffer eines de novo Peptides mit identischem bit score
und Identität wurden zugelassen.

4.1.4 Peptidgruppen außerhalb annotierter Gene

Alle tblastn Treffer von de novo Peptiden gegen das assembly, die nicht mit einem
annotierten Gen überlappen, wurden mittels bedtools 2.24.0 (Quinlan & Hall, 2010)
extrahiert. Die Gruppierung von Peptidalignments außerhalb von annotierten Genen er-
folgte durch die Bestimmung einer maximalen Distanz zwischen zwei Alignments und
dem Vereinigen zu einer Gruppe (cluster) entsprechend dieser Distanz. Dazu wurden
die Treffer außerhalb von Genen mit bedtools shuffle zufällig in Bereichen der Ge-
nomassemblierung verteilt, in den keine Lücken (gaps) oder annotierte Gene enthalten
sind. Anschließend wurde die kürzeste Distanz zwischen zwei zufällig platzierten, be-
nachbarten und nicht überlappenden Alignments gespeichert. Die zufällige Verteilung
von Alignments wurde 1.000-fach wiederholt und das 5%-Quantil dieser zufälligen Di-
stanzverteilung als Schwellenwert für die Definition eines clusters verwendet. Alle Pep-
tidalignments (de novo und Datenbank) außerhalb von annotierten Genen wurden mit
bedtools merge gruppiert, wenn die Distanz zwischen mindestens zwei benachbarten
Alignments gleich oder kleiner dem Schwellenwert (5%-Quantil) ist.
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4.1.5 Annotation mit zusätzlichen Peptidsequenzen
Die erhaltenen Treffer der tblastn Suche von de novo Peptiden gegen die Genomassem-
blierung von R. auricularia, als auch die Treffer einer Datenbanksuche von sequenzier-
ten Peptiden gegen das übersetzte assembly wurden in das gff Format konvertiert und
als Hinweise (hints) in einem Augustus Training verwendet. Die Hinweise der Peptide
wurden mit Hinweisen von arteigenen ESTs eines vorhergehenden Augustus Trainings
kombiniert. Die kombinierten Hinweise im gff Format (--hints), eine von Augustus
automatisch gefilterte Alignmentdatei (psl Format) aus dem oben erwähnten vorheri-
gen Training (--estali), die Annotation der dritten MAKER Iteration im gff Format
(s. Kapitel 3) und natürlich die fasta Datei der Genomassemblierung wurden in ein
erneutes Augustus Training eingegeben. Insgesamt wurden zwei verschiedene Trainings
durchgeführt. Eines mit stärkerer Gewichtung von vorhergesagten Exons, die mit Prote-
inevidenz unterstützt werden, aber ohne die Vorhersage von Exons ohne Proteinevidenz
zu benachteiligen. Ein zweites Training wurde mit den selben Hinweisen ausgeführt,
jedoch ohne die Gewichtung von Standardparametern zu verändern.

Anschließend wurden zwei unabhängige MAKER Iteration (eine mit gewichteten Hin-
weisen und eine mit ungewichteten Hinweisen) entsprechend der bereits vorhandenen
Annotation (s. Kapitel 3) ausgeführt. Die erneuten Annotationen unterscheiden sich von
der ursprünglichen Annotation zum einen dadurch, dass das ein mit (gewichteten oder
ungewichteten) Hinweisen erstellte Augustus Modell verwendet wurde und zum anderen,
dass die Proteindatenbank von Swiss-Prot um die de novo- und Datenbankpeptidsequen-
zen erweitert wurde.

Um einen Vergleich der Kongruenz zwischen Evidenz und Annotation zu erhalten,
wurden die AED-Werte von Genen der neuen Annotationen extrahiert und deren Ver-
teilungen für bestimmte Gruppen, wie z. B. alle Gene oder Gene ohne Überlappung mit
Genen der ursprünglichen Annotation berechnet.

Um weiterhin einen Vergleich zur Annotation ohne Hinweise bezüglich der Vollstän-
digkeit gefundener Kern-Orthologen zu erhalten, wurde mit HaMStR in den Peptidsets
der beiden MAKER Annotationen mit Hinweisen in gleicher Weise gesucht, wie es in der
Annotation ohne Hinweise beschrieben ist (Unterabschnitt 3.1.3).

Nach den MAKER Annotationen wurden die Koordinaten der Gene und Exons in bed
Format konvertiert und mittels bedtools überprüft, wie viele Gene und Exons, aber
auch wie viel Gen- und Exonraum der gewichteten und ungewichteten Annotation mit
der ursprünglichen Annotation ohne zusätzliche Peptide überlappen. Weiterhin wurde
auch die Anzahl von Peptidtreffern und clustern in den Genen bzw. Exons der neuen
Annotationen mit bedtools bestimmt.

4.2 Ergebnisse

Insgesamt wurden 19.229 Peptide mit einer Falscherkennungsrate (FDR) von 0,01%
durch eine Datenbanksuche („Datenbankpeptide“) identifiziert und weitere 45.983 de
novo sequenziert. Die Längenverteilung der de novo und artifiziellen Peptide ist in Ab-
bildung A10 gezeigt. Durch die artifizielle Substituierung von Leucin zu Isoleucin bein-
halten das de novo und das artifizielle LI-Peptidset entsprechend 196.338 und 117.234
Sequenzen (Tabelle A11).

Die k-mer Analyse der aus MAKER resultierenden Proteine zeigt, dass ab einer Länge
von k = 7 AA mehr als 95% aller 7-mere einzigartig sind (Abbildung A11). Deshalb wur-
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den Sequenzen kleiner als 7AA vom de novo Peptidset (15.227 / 7,8%) und artifiziellen
Set (7.621 / 6,5%) ausgeschlossen (Tabelle A11).

Nach der Filterung der artifiziellen Peptide waren noch 93 (0,4%) verschiedene Pep-
tide mit artifiziell substituiertem Leucin vorhandenen („falsche LI-Peptide“). Die Treffer
von de novo Peptiden verteilen sich über 9.187 (53,0%) von 17.338 verschiedenen Prote-
insequenzen annotierter Gene. Treffer von artifiziell erzeugten Peptidsequenzen wurden
in 15.395 (88,8%) verschiedenen aller annotierten Genen erzeugt. Wenn man berücksich-
tigt, dass nur von 16.086 Genen artifiziell Peptide gezogen wurden, beläuft sich der Anteil
auf 95,7%. Der korrekte Ursprung eines zufällig gezogenen Peptids wurde in 36.045 Fäl-
len (98,2%) mit einem gefiltertem Treffer erhalten. Die Ergebnisse der Suche mit ESW
im Proteom sind in Tabelle A12 zu finden.

In 613 Fällen (5,2%) wurden nach der Filterung tblastn Treffer von artifiziellen
Peptiden erhalten, die mindestens ein artifiziell substituiertes Leucin enthalten („falsche
LI-Peptide“). In 3.826 von 17.338 annotierten Genen (22,1%) wurden Treffer von min-
destens einem de novo Peptid und in 10.763 (61,9%) Treffer von mindestens einem arti-
fiziellen Peptid gefunden. Mit mindestens einem Treffer wurden weiterhin 8.214 (5,6%)
verschiedene annotierte Exons mit de novo Peptiden und 14.311 (9,7%) Exons mit ar-
tifiziellen Peptiden identifiziert. Ergebnisse der Suche von Peptiden im Genom mittels
tblastn sind in Tabelle A13 aufgelistet.

Die gesamte Anzahl von zugeordneten Peptiden beläuft sich auf 41.473 (22,9%)
aller de novo Peptide und 37.306 (34,0%) aller artifiziellen Peptide, die mit mindestens
einer der beiden Suchmethoden (ESW / tblastn) gefunden wurden. Betrachtet man in
diesem Zusammenhang nur die Donor-Peptide, so werden 35.944 (87,0%) des de novo
Peptidsets und 36.623 (88,8%) des artifiziellen Peptidsets mittels annotierter Gene oder
im assembly gefunden. Im Umkehrschluss konnten 5.391 (13,0%) aller de novo Peptide
weder im Genom noch im Proteom zugeordnet werden. Ergebnisse von zugeordneten
Peptiden können in Tabelle A14 eingesehen werden.

Die Anzahl aller identifizierten Gene in mindestens einer der drei Suchmethoden
(ESW, tblastn, Datenbank) beläuft sich auf 11.293 (65,1%) aller 17.338 annotierten
Gene. Mit der Kombination aus ESW und tblastn wurden 9.303 (53,7%) verschiedene
Gene mit de novo Peptiden und 15.461 (89,2%) mit artifiziellen Peptiden identifiziert.
Diese Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Zusammenfassend erhält man bei der Suche von Peptiden mit ESW im Proteom insge-
samt mehr Treffer als bei der Suche mit tblastn im Genom (87% vs. 37%). Weiterhin
ist die Anzahl von gefilterten Treffern von Peptiden mit falscher LI-Substitution bei der
Suche mit ESW im Proteom niedriger als bei der Suche mit tblastn im Genom (0,4%
vs. 5,2%). Generell ist der Unterschied in der Anzahl der Treffer zwischen de novo und
artifiziellen Peptiden bei beiden Suchmethoden eher gering. Ein deutlicher Unterschied
zwischen den beiden Peptidsets ist die höhere Anzahl von identifizierten Genen mit den
artifiziellen Peptiden.

Die Analyse der Datenbank Peptide zeigt, dass 13.973 (72,7%) außerhalb von anno-
tierten Genen liegen. Weiterhin wurden von 2.404 (5,8%) de novo Peptiden 2.653 Treffer
außerhalb annotierter Gene erzeugt. Im Vergleich dazu erzeugten die artifiziellen Peptide
922 Treffer im intergenischen Bereich. Durch die zufällige Verteilung von Treffern wurde
die maximale Distanz zur Gruppierung von de novo und Datenbank Treffern mit 335 bp
bestimmt. Resultierend erhält man 3.134 cluster von denen 1.429 sowohl mindestens ein
de novo als auch ein Datenbankt Treffer enthalten. Es wurden 1.705 cluster geformt, die



60 Kapitel 4. Strukturelle Annotation mit beobachteten Peptidsequenzen

Tabelle 4.1: Identifizierte Gene. Anzahl und relativer Anteil von Genen (falls nicht anders
angegeben) mit mindestens einenem Treffer mindestens einer Suchmethode. Ausgenommen ist die
Datenbanksuche, die mindestens zwei unabhängige Treffer für die Identifikation eines Genes
benötigt.

De novo Artifiziell

ESW

Proteine 9.187 53,0a 15.395 88,8a

tblastn

annotierte Gene 3.826 22,1a 10.763 61,9a

annotierte Exons 8.214 5,6b 14.311 9,7b

Datenbank 8.386 48,4a —
ESW + tblastn 9.303 53,7a 15.461 89,2a

ESW + tblastn + Datenbank 11.293 65,1a —
a Von 17.338 annotierten proteinkodierenden Genen.
b Von 147.195 annotierten Exons proteinkodierender Gene.

nur aus Treffern von Datenbank Peptiden bestehen. Cluster, die ausschließlich Treffer
von de novo Peptiden beinhalten, wurden nicht gebildet. Von allen 3.812 intergenischen
Treffern ungruppierter Peptide stammen 3.554 von Datenbank- und 258 von de novo
Peptiden. Die Ergebnisse der Gruppierung sind in Tabelle A15 zusammengefasst.

Die Anzahl der Gene als auch der Exons ist gegenüber der Annotation ohne Hinweise
in der gewichteten und ungewichteten Annotation gestiegen. Gleichzeitig ist jedoch die
Größe des gesamten Gen- und Exonraumes in beiden neuen Annotationen gesunken.
Die Anzahl als auch die Gesamtlänge von Genen bzw. Exons, die mit der Annotation
ohne Hinweise überlappen, ist in beiden neuen Annotationen mit Hinweisen relativ groß.
Daraus folgt, dass die Anzahl und Gesamtlänge von „verfehlten“ Genen bzw. Exons der
Annotation ohne Hinweise klein ist. Gleichzeitig ist die Anzahl und Gesamtlänge von
„neuen“ Genen bzw. Exons ebenfalls gering. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse und
deren Überlappung mit der Annotation ohne Hinweise ist in Tabelle A16 zu finden.

Die Anzahl von gefundenen Kern-Orthologen mit HaMStR beläuft sich für die unge-
wichtete Annotation mit Hinweisen auf 967 (93,8%) und die Gewichtete auf 961 (93,2%).
Die Anzahl identischer Kern-Orthologen, die auch in der Annotation ohne Hinweise ge-
funden wurden, beläuft sich auf 952 bzw. 947 entsprechend für die ungewichtete und die
gewichtete Annotation mit Hinweisen. Eine Zusammenfassung der HaMStR Ergebnisse
ist in Tabelle A17 zu sehen.

Die AED ist in den neuen Annotationen mit Hinweisen gegenüber der Annotation
ohne Hinweise gestiegen, wie die Verteilungen zeigen (Abbildung 4.1 links). AEDs von
Genen der Annotation ohne Hinweise ohne Überlappung mit Genen der Annotationen
mit Hinweisen sind generell höher im Vergleich zu der Verteilung von AED-Werten aller
Gene (Abbildung 4.1 mitte). Die selbe Beobachtung wurde für Gene der Annotationen
mit Hinweisen erhalten, die keine Überlappung mit Genen der Annotation ohne Hinweise
besitzen, allerdings sind die AED-Werte noch stärker erhöht als bei den „verfehlten“
Genen (Abbildung 4.1 rechts).



4.3. Diskussion 61

O
hn

e 
H

in
we

is
e

U
ng

ew
ic

ht
et

G
ew

ic
ht

et

Ve
rfe

hl
t i

n 
U

ng
ew

ic
ht

et

Ve
rfe

hl
t i

n 
G

ew
ic

ht
et

N
eu

 in
 U

ng
ew

ic
ht

et

N
eu

 in
 G

ew
ic

ht
et

Verfehlte GeneAlle Gene Neue Gene
1,0

0,5

0,0

A
ED

Abbildung 4.1: AED-Verteilungen. Alle Gene: Die Verteilungen der Annotation edit distance
(AED) aller Gene der drei Annotationen. Verfehlte Gene: AED-Verteilungen der Gene aus der
Annotation ohne Hinweise, die nicht mit mindestens einem Gen der jeweiligen Annotation mit
Hinweisen überlappen. Neue Gene: Die Verteilungen von AED-Werten von Genen der Annotationen
mit Hinweisen ohne Überlappung zu Genen der Annotation ohne Hinweise.

4.3 Diskussion

Die Suche von kurzen Peptidsequenzen ist herausfordernd, da unter einer bestimmten
Länge einer Sequenz keine eindeutige Zuordnung mehr erfolgen kann. Deshalb wurde
eine Minimallänge mittels einer k-mer Analyse auf 7AA festgelegt. Die Zugrundeliegen-
de Annahme ist, dass das Proteom der annotierten Gene repräsentativ für das wahre
Proteom ist. Zum einen kann deshalb Peptiden, aber auch Alignments kleiner als 7AA
nicht vertraut werden.

Die Suche der Peptidsequenzen erzielte wesentlich bessere Ergebnisse mit ESW in den
Aminosäuresequenzen der annotierten Gene als mit tblastn im Genom. Eine mögliche
Erklärung ist die Schwierigkeit der Suche von relativ kurzen Sequenzen mit blast gene-
rell. So wurde in einer vorangegangenen Analyse blastp für die Suche nach Peptiden in
Proteinsequenzen der annotierten Gene verwendet (Daten nicht gezeigt). Zwar wurden
nach der Filterung der blastp Treffer für nahezu alle artifiziellen Peptide erhalten, jedoch
stammten nur 0,5% davon vom Ursprung des jeweiligen Peptids. Mögliche Ursachen für
Fehler wurden im Vorfeld untersucht. Beispielsweise ist der Parameter -word_size für
blastp, mit dem initiale Treffer detektiert werden, standardmäßig auf 3 eingestellt. Mit
höherer word_size würde man aber insgesamt deutlich weniger Treffer für verschiedene
Peptide erhalten. Eine zweite mögliche Erklärung könnten schlechte e-values sein. Selbst
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bei einem perfekten Alignment über die gesamte Länge eines Peptids würden relativ
schlechte Bewertungen vergeben, da die Sequenzlänge der zu suchenden Sequenz in die
Bewertung einfließt. Je kürzer eine zu suchende Sequenz ist, desto höher ist die Wahr-
scheinlichkeit, sie per Zufall in einer Datenbank zu finden. Der standardmäßige e-value
Grenzwert von 10 wurde aber für die Suche mit blastp auf 1.000.000 erhöht, um mög-
lichst alle Treffer zu erhalten. Für die Suche von Peptiden im Genom mit tblastn könnte
weiterhin die Übersetzung der Datenbank (Genomsequenz) hinzukommen. Außerdem ist
die blast Datenbank im Verhältnis zu den Peptiden sehr groß, wodurch Chancen für zu-
fällige Treffer einer kurzen Sequenz erhöht werden. Die Alignments von tblastn werden
letztendlich auch wie in blastp zwischen Proteinsequenzen erstellt. Abschließend kann
über die genannten Hypothesen hinaus nicht eindeutig geklärt werden, warum blastp,
aber auch tblastn wesentlich schlechter kurze und auch perfekt passende Sequenzen
(artifizielles Peptidset) nicht korrekt zuordnen können.

Die Anfertigung eines artifiziellen Peptidsets wurde veranlasst, um einen methodi-
schen Vergleich zu erhalten, inwiefern sich Peptide ohne Sequenzierfehler und Varianten
bei bestimmten Analysen verhalten. Weiterhin wurde im de novo als auch im artifiziellen
Peptidset für folgendes, häufiges Problem korrigiert. Die Massen von Leucin und Isoleu-
cin sind identisch und können mit der Sequenziermethode der Peptide nicht differenziert
werden. Es treten noch weitere derartiger Probleme bei der Sequenzierung von Peptiden
basierend auf Massen auf, wie z. B. identische Massen von Aminosäuren und Aminosäu-
rekombinationen. Für die Kombination aus Aminosäuren identischer Massen wurde nicht
korrigiert, da von Analysen ohne die artifizielle Substitution von Leuchin und Isoleucin
(Daten nicht gezeigt) eine hohe Zuordnungsrate von Peptiden erzielt wurde. Davon abge-
sehen können auch Fehler während der Sequenzierung, wie etwa Massenverschiebungen
auftreten.

Für die Anfertigung des LI-Peptidsets spricht die geringe Anzahl von Treffern artifi-
zieller Peptide mit LI-Substitution. Eine Substituierung im Falle der artifiziellen Peptide
ist immer „falsch“ und entspricht nicht dem extrahierten Peptid. Natürlich ist es mög-
lich, dass es das Peptid mit mindestens einer dieser Substitutionen tatsächlich existiert
und es auch korrekt aligniert wurde, jedoch werden nur sehr wenige dieser Treffer nach
der Filterung beibehalten. Durch die Einführung aller möglichen Substitutionskombina-
tionen von Leucin zu Isoleucin wird zwar das Peptidset künstlich sehr stark Vergrößert,
jedoch werden spätestens durch die Filterung von Treffern Peptide herausgefiltert, deren
Substitutionskombination in R. auricularia nicht existiert bzw. gefunden wurde. Aus
diesem Grund ist der relative Anteil von Peptiden mit mindestens einem Treffer für LI-
Peptide in beiden Suchen (ESW / tblastn) niedrig. Wenn man davon ausgeht, dass nur
eine Substitutionskombination pro Peptid korrekt ist, ist die Anzahl von verschiedenen
Peptidtreffern der LI-Peptide (Donor-Peptide) aussagekräftiger.

Eine Möglichkeit zur Verbesserung des artifiziellen Peptidsets besteht darin, alle
Isoleucin-Positionen durch Leucin zu ersetzen. Damit wären im Vergleich zu den de
novo Peptiden ähnlichere Voraussetzungen für das artifizielle Set geschaffen. Mit diesem
Ansatz könnte man noch genauer die Unterschiede zwischen de novo und artifiziellem
Set betrachten. Auf der anderen Seite kann durch die Generierung von perfekt passenden
Peptiden die Leistung von Suchmethoden genauer bewertet werden, da die prominenteste
Fehlerquelle die Kürze der Sequenzen darstellt.

Die Identifizierungsrate von annotierten Genen mit Peptiden und drei verschiedenen
Suchmethoden ist mit etwa zwei Dritteln geringer als die der artifiziellen Peptide mit
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zwei verschiedenen Suchmethoden. Zu berücksichtigen ist allerdings, dass die artifiziellen
Peptide zufällig von allen annotierten Genen gezogen wurden. Die Annotation ohne Hin-
weise erfolgte u. a. mit Transkripten aus Embryonen. Die beobachteten Peptide stammen
von adulten Individuen, hauptsächlich aus Muskelgewebe des Fußes. Demnach sind in
Proben isolierter Proteine einerseits nicht alle Gene exprimiert, da beispielsweise einige
Proteine nur in bestimmten Stadien, Geweben oder unter sehr speziellen Bedingungen
vorhanden sein müssen. Andererseits ist durch die Isolierung von Proteinen aus Muskel-
gewebe ein Überschuss von bestimmten Proteinen vorhanden (Aktin, Myosin, Teile der
Atmungskette). Mit einer speziellen Filterung während der Sequenzierung wurden Pep-
tidsequenzen verworfen, die schon häufig beobachtet wurden. Auch aus diesem Grund ist
die Anzahl der Peptidsequenzen nicht sehr hoch. Nichtsdestotrotz konnten zwei Drittel
aller annotierten Gene mit mindestens einer der drei Suchmethoden identifiziert werden.
Dies ist eine beidseitige Bestätigung von sequenzierten Peptiden und der Annotation
ohne Hinweise.

Eine Identifizierung von Genen durch tblastn Treffer im Genom wurde auch zuge-
lassen, wenn diese im Bereich annotierter Introns eines Gens liegen. Die Annotation und
die Platzierung der Intron-Exon-Grenzen ist von den zugrundeliegenden Daten beein-
flusst. Es ist anzunehmen, dass ESTs, Proteinsequenzen und Modelle nicht vollständig
bzw. fehlerfrei sind. Die Anzahl von Genen, die nur über Introntreffer der tblastn Suche
identifiziert wurden, beläuft sich insgesamt auf nur 56 (0,5% aller identifizierten Gene;
Tabelle 4.1). Demnach wurde die Identifikation von Genen zum Großteil über Exons,
aber insbesondere über deren Proteine realisiert. Die Identifizierung von Genen über
Introns hat deshalb keinen wesentlichen Einfluss auf die Gesamtheit aller identifizierten
Gene.

Weiterhin ist der Großteil von de novo Peptidtreffern im assembly bereits in annotier-
ten Bereichen proteinkodierender Gene (sowohl in Annotationen mit und ohne Hinweise).
Dies ist eine Bestätigung der bestehenden Annotation, aber gleichzeitig lässt es vermu-
ten, dass eine Annotation mit diesen Hinweisen aus Treffern außerhalb annotierter Gene
keine wesentlichen Veränderungen hervorrufen kann.

Zwar steigt die Anzahl von Genen und Exons in den Annotationen mit Hinweisen
gegenüber der Annotation ohne Hinweise, gleichzeitig überlappt ein Großteil der Gene
und Exons (und deren Raum) von Annotationen mit und ohne Hinweisen. Zu beobachten
ist, dass häufiger mehr als ein Gen einer Annotation mit Hinweisen mit einem Gen der
Annotation ohne Hinweise überlappt („in 3. Runde“ vs. „von 3. Runde“; Tabelle A16).

Die geringen Unterschiede zwischen den Annotationen spiegeln sich ebenfalls in der
Suche nach Kern-Orthologen wieder. Gegenüber der Annotation ohne Hinweise blieb
die Anzahl von gefundenen Kern-Orthologen in den Annotationen mit Hinweisen etwa
unverändert. Weiterhin ist die Anzahl von identischen Kern-Orthologen zur Annotation
ohne Hinweise sehr groß. In den Annotationen mit Hinweisen wurden demnach kaum
andere Kern-Orthologe Gene gefunden als ohne Hinweise.

Neben der steigenden Anzahl von Genen und Exons bei Einsatz von Hinweisen wäh-
rend der Annotation, sinkt die Größe des Gen- und Exonraumes gegenüber der Annotati-
on ohne Hinweise. Eine Erklärung könnte eine spezifischere Annotation sein. Zusätzliche
Evidenz in Form von Peptiden könnte falsch positiv annotierte Bereiche entfernen und
die Fehler in der Annotation verringern. Andererseits könnten viele kleine Treffer Mo-
delle als auch die Annotation insofern stören, dass häufiger Widersprüche entstehen und
demnach auch die Fehlerrate steigt statt sinkt. Letztere Hypothese wird durch die Ver-
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teilungen von AED-Werten gestützt. In den Annotationen mit Hinweisen sind häufiger
Gene, die weniger Kongruenz mit Evidenzen besitzen als Gene in der Annotation ohne
Hinweise. Hinzu kommt, dass sowohl Gene die mit Hinweisen nicht mehr annotiert wur-
den („verfehlte“ Gene), als auch Gene die nur durch die Zugabe von Hinweisen annotiert
wurden („neue“ Gene) eher schlecht durch Evidenz gestützt werden.

Die erhöhte Rate von Treffern der Datenbank- gegenüber de novo Peptiden außerhalb
von Genen (Tabelle A15) ist durch die Erstellung des Datenbankpeptidsets zu erklären.
Demnach wurden nur Peptide im übersetzten Genom gesucht, die zuvor nicht im Pro-
teom der Annotation ohne Hinweise gefunden wurden. Vor diesem Hintergrund ist der
Anteil von 72,7% aller Datenbanktreffer außerhalb von annotieren Genen eher gering.
Datenbanktreffer in annotierten Genen sind deshalb mögliche Limitierungen der Such-
methoden. Eventuell können bestimmte Peptide durch eine genomweite Suche besser
zugeordnet werden, als im Proteom der Annotation. Unter Berücksichtigung der FDR
von 0,01% sollten Alignmentfehler stark minimiert sein. Eine genaue Beurteilung dieses
Sachverhaltes ist jedoch nicht möglich, da die Datenbanksuche keine Eigenleistung ist
und von Projektpartnern durchgeführt wurde.

In Annotationen mit zusätzlichen Hinweisen wird erreicht, dass gegenüber der Anno-
tation ohne Hinweise wesentlich mehr Datenbankpeptidtreffer (+200 % in Exons), etwas
mehr Treffer von de novo Peptiden (ca. +3 %) und etwa ein Drittel aller cluster annotiert
werden. Die Aufgabe der Annotation mit Hinweisen — die Häufigere Annotation von
Hinweisen bzw. clustern — wird demnach erfüllt. Zu berücksichtigen ist die höhere An-
zahl von Datenbankpeptidtreffern gegenüber den Treffern von de novo Peptiden außer-
halb annotierter Gene ohne Hinweise (Tabelle A15). Datenbankpeptide werden deshalb
das Modell von Augustus stärker beeinflussen als de novo Peptide, weshalb Erstere letzt-
endlich häufiger annotiert werden und Letztere nur geringfügige Erhöhung von Treffern
in Annotationen mit Hinweisen erzielen. Gleiches gilt für die cluster, die auch aufgrund
der Menge von Datenbankpeptiden außerhalb von annotierten Genen ohne Hinweise nur
selten de novo Peptide enthalten (nur 17,7% aller Treffer in clustern stammen von de
novo Peptiden).

4.4 Fazit

Die erhobenen Peptidsequenzen verhalten sich im wesentlichen nicht schlechter als simu-
lierte (artifizielle) Peptide aus dem Proteom der Annotation. Die de novo Peptide erzielen
im Vergleich zu den artifiziellen Peptiden realtiv hohe Trefferraten im Proteom als auch
im Genom. Durch die Suche von de novo Peptiden mit ESW im Proteom, tblastn im Ge-
nom und einer zusätzlichen Datenbanksuche konnten insgesamt etwa zwei Drittel aller
annotierten Gene mit mindestens einer der Suchmethoden identifiziert werden. Dies und
die Tatsache, dass im Genom weniger als 6% aller de novo Peptide außerhalb der An-
notation ohne Hinweise Treffer erzeugen, untermauert die hohe Qualität der Annotation
und der de novo Peptide selbst. Dennoch sind Letztere durch ihre Länge und methodische
Probleme limitiert. Gleichzeitig werden die Voraussetzungen für eine drastische Verän-
derung der Annotation nicht erfüllt. Auch wenn sich die Anzahl der Gene und Exons
und deren Raum gegenüber der Annotation ohne Hinweise steigt, sind die Annotationen
mit Hinweisen fragmentierter (Tabelle A16). Insgesamt sinkt die Kongruenz mit Eviden-
zen in den Annotationen mit Hinweisen (Abbildung 4.1 links) und „verfehlte“ als auch
„neue“ Gene sind vergleichsweise wenig kongruent mit Evidenzen (Abbildung 4.1 mitte
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und rechts). Weiterhin sind Überlappungen zwischen den Annotationen mit Hinweisen
zur Annotation ohne Hinweise relativ hoch. Eine große Übereinstimmung zwischen den
Annotationen mit und ohne Hinweise wurde auch in der Suche nach Kern-Orthologen
beobachtet.

Prinzipiell ist der vermehrte Einsatz von Evidenz hilfreich, um Modelle zu trainieren
und zu annotieren. In diesem Fall wurden neben längeren Transkriptomcontigs und ma-
nuell kuratierten Proteinsequenzen auch kurze Peptidsequenzen verwendet. Zwar stam-
men diese Peptidsequenzen von Individuen der selben Inzuchtlinie, von denen auch die
Sequenzdaten für die Genomassemblierung erhoben wurden, jedoch ist selbst bei inge-
züchteten Individuen Variabilität von Proteinen nicht kategorisch ausgeschlossen. Wei-
terhin wird es durch sehr viele kurze Sequenzen schwieriger ein eindeutiges Modell zu
trainieren, wenn Peptide sich möglicherweise widersprüchlich verhalten. Begründet mit
geringerer Fragmentierung, besserer AED-Verteilung und nahezu unveränderten gefun-
denen Kern-Orthologen sollte die Annotation ohne Hinweise in diesem Fall positiver
bewertet werden. Die bestehende Annotation ist wahrscheinlich durch den Einsatz von
Transkriptomen verschiedener MOTUs und Stadien bereits umfangreich, was durch die
hohe Anzahl von Treffern von Peptiden in bereits annotierten Genen bestätigt wird.
Auch aus diesem Grund war eine maßgebliche Veränderung der Annotation nicht zu
erwarten.





Kapitel 5

Vergleichende Genomik
innerhalb der Gattung Radix

Evolution wirkt auf der Basis von genetischer Variation. Das Verständnis von Diversität
zwischen genetisch nahe verwandten Arten gibt Aufschluss über grundlegende evolu-
tionäre Mechanismen, wie Phylogenie, Artbildung und Selektion. Genetische Variation
entsteht durch spontane Mutationen während der Replikation oder durch unkorrigierte
Schädigungen der DNA (Ellegren & Galtier, 2016). Die Mutation und deren verursach-
te Diversität bleibt nur sichtbar, wenn die Variante an die nächste Generation vererbt
wird. Sehr schädliche oder fitnesssenkende Mutationen sind deshalb nicht in kompletten
Populationen sichtbar, können aber in einzelnen Individuen auftreten. Ist andererseits
ein unvariables Allel überlebensnotwendig, werden nur genau diese Individuen überle-
ben und Nachkommen produzieren, die genau dieses Allel tragen. Dieser Vorgang wird
als purifizierende Selektion bezeichnet. Zwischen diesen beiden Extremen können alle
Abstufungen des Selektionsdruckes Allelfrequenzen beeinflussen. Ein Sonderfall stellen
neutral evolvierende Gene dar, die durch zufällige genetische Drift ihre Frequenz verän-
dern. Zusätzlich zu Selektion bestimmt die effektive Populationsgröße (Ne), wie schnell
Allele mit identischem selektivem Hintergrund in einer Population verloren gehen oder
fixiert werden. Neutral evolvierende Gene sollten in einer unendlich großen Populati-
on in einer zufälligen intermediären Allelfrequenz vorliegen. Zusätzlich zu gerichteter
Selektion existiert balancierende Selektion, die eine bestimmte Allelfrequenz auf einem
intermediärem Niveau hält (Hurst, 2009).

Genomweite genetische Diversität variiert stark zwischen Arten der Metazoa und
erhöht sich mit der Anzahl der Nachkommen in identischen Zeiteinheiten (Romiguier
et al., 2014). Diversität variiert weiterhin innerhalb des Genoms zwischen Exons, Introns
und intergenischen Regionen (Ellegren & Galtier, 2016). Um ein funktionales Protein
zur Verfügung stellen zu können, ist eine drastische Abweichung der Aminosäuresequenz
und auch der porteinkodierenden Nukleotidsequenz zwischen Individuen, Populationen
oder nahe verwandten Arten selten. Aufgrund der Redundanz des genetischen Codes
können jedoch mehr Unterschiede in kodierender DNA vorhanden sein. In Introns und
intergenischen Regionen kann die Nukleotiddiversität, abhängig von der Gendichte und
der Rekombinationsrate, sehr viel höher sein (Ellegren & Galtier, 2016).

Geringe morphologische Differenzierung und große phänotypische Plastizität verhin-
dern eine Artabgrenzung basierend auf äußeren Merkmalen innerhalb der Gattung Radix,
weshalb häufig mit verschiedenen genetischen Markern die Verwandtschaftsverhältnisse
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lokal untersucht werden (Pfenninger et al., 2006; Schniebs et al., 2013; Bolotov et al.,
2014; Lawton et al., 2015; Vinarski et al., 2016). Derartige Studien bestärken die Verläss-
lichkeit von DNA-Barcoding gegenüber morphologischer Merkmale zur Identifizierung
verschiedener Radix Arten und finden teilweise zuvor unbekannte genetische Linien. Die
Definition von fünf genetisch differenzierten Gruppen (MOTUs) in Europa durch Pfen-
ninger et al. (2006) hat eine Grundlage für die objektive Gruppierung von Individuen in
der Gattung Radix geschaffen. Andererseits werden nukleäre und/oder mitochondriale
Barcodes verwendet, um phylogenetische Signale zu erhalten. Wie repräsentativ diese
Marker für die Radix MOTUs sind, ist bislang nicht bekannt. Allerdings sind Artbaum
und Genbäume nicht zwingend kongruent. Des Weiteren können mitochondriale Mar-
ker allein unvollständig und nicht repräsentativ sein. Etwa im Fall von Populationen,
die sich zwar nukleär von anderen Populationen unterscheiden, aber durch sogenanntes
mitochondrial capture einen ähnlicheren Mitotypen besitzen Patel et al. (2015).

Eine genomweite Analyse annotierter Gene birgt das Potential, repräsentative Er-
gebnisse für phylogenetische Verwandtschaft innerhalb der Gattung Radix zu erzeugen.
Zusätzlich können Spuren positiver Selektion gesucht und evtl. Gene mit essenziellen
Funktionen für bestimmte Nischen identifiziert werden.

5.1 Material und Methoden

Das Ziel dieser Studie zu vergleichender Genomik ist eine auf Genen basierte a) Analyse
auf positive Selektion, b) Berechnung der Gentopologiehäufigkeiten und c) phylogeneti-
sche Rekonstruktion eines Artbaumes bzw. Netzwerkes. Für jedes dieser Ziele wird ein
„Multiple Sequence Alignment“ (MSA) pro Gen mit den Sequenzen der MOTUs benö-
tigt. Nachfolgend wird dargestellt, wie über read mapping gegen eine Referenzsequenz
(Genomassemblierung) MSAs erstellt und die oben aufgezählten Analysen durchgeführt
wurden. Ein Überblick der einzelnen Schritte ist in Abbildung 5.1 zu sehen.

5.1.1 Individuen und Sequenzierung
Es wurden von jeder der fünf definierten MOTUs jeweils ein Individuum für die folgenden
Analysen ausgewählt. Für MOTU2 und MOTU3 wurden möglichst „reine“ Individuen
aus Patel et al. (2015) gewählt, die keine Mischung der nukleären Gruppen erkennen
ließen und mit dem Mitotyp übereinstimmten. Die Sammlung der Individuen erfolgte
2005 bzw. 2011 in Polen, Frankreich und Spanien. Die DNA wurde aus in Ethanol kon-
serviertem Gewebe mittels des „DNeasy Blood & Tissue Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden)
isoliert. Die Konzentration genomischer DNA wurde mit einem „Qubit 1.0 Fluorometer“
in Verbindung mit dem „dsDNA BR Assay Kit“ (Invitrogen, ThermoFisher) gemessen.
Die Fragmentierung der isolierten DNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (1,4%
Agarose, 1 µl DNA-Lösung der Isolation, 1 µl Ladepuffer, 6,9V·cm−1, 30min) mit Lei-
terfragmenten zwischen 23,130 bp und 100 bp überprüft. Für jedes Individuum wurde
eine paired end Bibliothek mit einer insert size von 300 bp konstruiert. Die reads wurden
mit der Illumina HiSeq 4000 Technologie in Längen von 2 × 150 bp sequenziert (Abbil-
dung 5.1A). Die Konstruktion der Bibliotheken und die Sequenzierung wurde durch das
Beijing Genomics Institute, Hong Kong realisiert.
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5.1.2 Datenvorbehandlung
Alle Rohdaten wurden mittels autotrim 0.3 (Waldvogel et al., 2018) in Verbindung
mit Trimmomatic 0.36 (Bolger et al., 2014) und FastQC 0.11.3 (Andrews, 2010) nach
(Teilen von) Adaptern, Qualiätswerten und überrepräsentierten 7-meren gefiltert (Ab-
bildung 5.1B). Für alle individuellen Datensätze wurden in Trimmomatic eine manuell
erstellte Adapterdatei (adapter.fa) und bestimmte Optionen („trimmer“) angewen-
det (ILLUMINACLIP:<adapter.fa>:2:30:10:8:true SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:50
TOPHRED33).

5.1.3 Heterozygotie
Die Heterozygotie der individuellen gefilterten Readsets wurde k-mer basiert durch-
geführt. Hierfür wurde die Häufigkeit aller verschiedenen kanonischen (beide Strän-
ge) 19-mere mit Jellyfish 2.0.0 (Marçais & Kingsford, 2011) ermittelt. Die von
Jellyfish erstellten Histogramme wurden durch GenomeScope (Vurture et al., 2017)
u. a. bezüglich Heterozygotie analysiert.

5.1.4 Rekonstruktion von Nukleotidsequenzen aus einem mapping
Die Rekonstruktion einer Nukleotidsequenz eines Gens aus einem individuellen Readset
wird in der vorliegenden Analyse durch mapping gegen die Radix auricularia Genomas-
semblierung realisiert. Anschließend werden in Bereichen annotierter Gene platzierte
reads für die Lokalisierung von Varianten zur Referenz herangezogen, um Nukleotidse-
quenzen der annotierten Gene für die sequenzierten Individuen zu erhalten.

Für die Ableitung von Konsensussequenzen aus den mappings wird folgendermaßen
vorgegangen (Abbildung 5.1C–F). Für jede Position der Referenz wird festgestellt, ob
eine Variante basierend auf dem mapping vorliegt. Wenn dem so ist, wird diese Variante
eingefügt und somit ein Set von scaffolds erstellt, dass basierend auf dem mapping ver-
ändert wurde. Das Einfügen von Varianten bezieht nur eine variantenbeinhaltende Datei
und nicht das gesamte mapping ein. Das bedeutet, dass Positionen ohne Unterschiede
zur Referenz übernommen werden. Besonders bei niedriger coverage des mappings an
einer Position kann man jedoch keine Aussage treffen, ob sich an dieser Stelle eine Vari-
ante befindet oder nicht. Aus diesem Grund wurden basierend auf den mappings jeweils
ein individuelles Set von scaffolds erstellt, welches an Positionen zu niedriger oder zu
hoher mapping coverage hart maskiert wurde. Anschließend wurden die Varianten des
mappings in das entsprechende individuell maskierte Set von scaffolds eingefügt. Auf
diese Weise wird sichergestellt, dass — neben den Varianten — Positionen mit erwar-
teter coverage von der Referenz übernommen werden und unsichere Positionen in der
Konsensussequenz hart maskiert sind. Die Maskierung muss in diesem Fall vor dem Ein-
fügen der Varianten geschehen, da sonst die Koordinaten der zu maskierenden Bereiche
aufgrund von Indels nicht mehr übereinstimmen. Das Ergebnis ist ein Set von scaffolds,
jeweils basierend auf dem individuellen mapping, wobei Postionen aus der Referenz nur
übernommen wurden, wenn ausreichende coverage vorhanden ist und Varianten an den
entsprechenden Stellen eingefügt wurden.

Nach der Erstellung individueller Scaffoldsets ist die Extraktion der Gen-MSAs für
die eingangs erwähnten Analysen notwendig (Abbildung 5.1G und H). Aufgrund von
eingefügten Indels, sind die Koordinaten der Annotation der Referenz nicht auf indivi-
duelle scaffolds übertragbar. Um Bereiche annotierter Gene zu extrahieren, wurde für
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Abbildung 5.1: Übersicht der durchgeführten Analyseschritte. In grauen Kästen im Hintergund
ist der Analyseschritt und die verwendete Software angegeben. In mit Pfeilen verbundenen weißen
Kästen sind die Zwischenergebnisse der einzelnen Schritte dargestellt. Die unterste Ebene stellt die
primären Ergebnisse der Analyse dar.
A: Zu prozessierende Rohdaten, die bis Ebene (F) je Individuum analysiert wurden (hier
exemplarisch MOTU5).
B: Qualitäts- und Adapterfilterung der Rohdaten.
C: Mapping der gefilterten reads gegen die R. auricularia Referenzassemblierung (R). Die
Annotation der Referenz ist in schwarz dargestellt (hier zwei Exons eines Gens).
D: Lokalisierung der Varianten (schwarze Punkte) basierend auf dem mapping (C).
E: Maskierung (N) der Referenzscaffolds entsprechend der individuellen mappings (C). Links ist die
Maskierung nur in annotierter CDS und rechts in kompletten Genen abgebildet.
F: Einfügen der Varianten (D) in die individuell maskierten scaffolds (E).
G: „Multiple Sequence Alignment“ (MSA) der Referenz (R) und der individuell maskierten und
variantenbeinhaltenden scaffolds der MOTUs 1–5 (1–5).
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Abbildung 5.1: Übersicht der durchgeführten Analyseschritte. Fortsetzung.
H: Übertragung der Koordinaten der Annotation basierend auf dem Referenzscaffold (R) und die
Extraktion der CDS- (links) und Gen-MSAs (rechts).
I: Realignierung der in (H) extrahierten MSAs. Dargestellt durch die Verschiebung von Lücken
(gaps, schwarzer Kasten mit Pfeil).
J: Ausschluss von CDS-MSA-Blöcken mit Maskierung oder Lücken.
K: Berechnung einer Modell-gemittelten (ungewurzelten) Phylogenie aus dem Gen-MSA (I, rechts).
Primäre Ergebnisse: Die Suche nach Spuren positiver Selektion (links) wurde für jedes Gen separat
ausgeführt und basierend auf dem entsprechenden CDS-MSA (J) sowie Gen-Phylogenie (K)
resultiert die Analyse in einer Gen-Liste für jede MOTU. Die Bestimmung der Topologiehäufigkeiten
(mitte) durch Wurzelung und Sortierung der Äste aller Genphylogenien. Berechnung eines
Artbaumes und eines Netzwerks basierend auf Phylogenien aller Gene (rechts).
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jeden scaffold ein MSA mit der Referenz und den entsprechenden individuellen scaffolds
erstellt. Anschließend wurden über die im MSA enthaltene Referenz die Koordinaten
der Annotation übertragen und Alignmentblöcke, die den Genen entsprechen, extra-
hiert. Diese Gen-MSAs enthielten nur die Sequenzen der untersuchten Individuen, aber
nicht die Sequenz der Referenz. Da die Erstellung von scaffold MSAs nicht mit höchs-
ter Präzision erfolgen kann, wurden die extrahierten Gen-MSAs mit einem genaueren
Algorithmus realigniert (Abbildung 5.1I).

Mapping

Die gefilterten, gepaarten als auch ungepaarten reads wurden mit Hilfe von NextGenMap
0.5.0 (Sedlazeck et al., 2013) separat und für jedes Individuum einzeln in Verbindung
mit den Optionen --very-sensitive und --affine gegen die Radix auricularia Geno-
massemblierung (Referenzsequenz) gemappt (Abbildung 5.1C). Anschließend wurden die
Ergebnisse durch samtools 1.3 (Li et al., 2009) view von sam in bam Format konvertiert.
Um die Information von ungepaarten reads in folgende Analysen einzubeziehen, wurden
die beiden resultierenden bam Dateinen mit gepaarten bzw. ungepaarten reads durch
samtools vereinigt (merge) und nach Position sortiert (sort). Qualitätsberichte der
mappings wurden darauffolgend mit Qualimap 2.2 (Okonechnikov et al., 2016) bamqc
erstellt. In jedes individuelle Datenset wurde mit Picard 2.9.0-1-gf5b9f50-SNAPSHOT
(http://broadinstitute.github.io/picard/) eine „read group“ eingefügt (AddOrRep
laceReadGroups). Die „read group“ ist für die anschließende Markierung von Duplika-
ten nötig, die ebenfalls mit Picard realisiert wurde (MarkDuplicatesWithMateCigar
MINIMUM_DISTANCE=300).

Maskierung und Bestimmung von Varianten

Für die Erstellung der individuellen Sets von scaffolds wurden folgende Schritte durchge-
führt. Die coverage für jede Position wurde mit bedtools 2.26.0 (Quinlan & Hall, 2010)
genomecov bestimmt und Bereiche mit coverage unter 5× und über 100× wurden für
alle fünf Datensätze im bedgraph Format gespeichert. Mit der strukturellen Annotation
der Gene (inklusive Introns) und CDS der R. auricularia Assemblierung im bed Format
und den zuvor beschriebenen individuellen Coveragebereichen wurden mittels bedtools
intersect überlappende Bereiche in Genen bzw. CDS extrahiert. Die resultierenden
Überlappungen wurden mit bedools maskfasta hart in der Referenzsequenz maskiert,
so dass für jedes der fünf Individuuen zwei, aufgrund des mappings, verschieden mas-
kierte fasta Dateien erstellt wurden (Abbildung 5.1E). Jede der fasta Dateien wurde
mit samtools faidx indiziert und gleichfalls wurde jeweils ein „sequence dictionary“
mit Picard CreateSequenceDictionary angelegt.

Die prozessierten bam Dateien jedes Individuums wurden mit Picard BuildBamIndex
oder samtools index indiziert. Anschließend wurden die Varianten in Regionen anno-
tierter Gene der Referenz mit GATK 3.7-0-gcfedb67 (McKenna et al., 2010) Haplotype
Caller bestimmt (Abbildung 5.1D). Während der Bestimmung von Varianten wurde
„downsampling“ deaktiviert (-dt NONE) und die Anzahl der Allele wurde annotiert
(-nda). Varianten mit coverage unter 5× und über 100× wurden mit vcfutils.pl
varFilter (-d 5 -D 100) von allen Variantensets entfernt. Die Anzahl der Varianten
wurde durch bcftools 1.3.1 stats bestimmt.

http://broadinstitute.github.io/picard/
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Die entsprechend der coverage maskierten scaffolds der Referenz und die gefilterten Va-
rianten wurden in GATK FastaAlternateReferenceMaker eingegeben, um individuelle
Scaffoldsets zu erhalten (Abbildung 5.1F). Die scaffolds wurden anschließend entspre-
chend der individuellen IDs umbenannt und scaffolds ohne annotierte Gene bzw. mRNA
wurden verworfen. Nun sind pro Individuum zwei, der coverage entsprechend, verschie-
den maskierte Scaffoldsets erstellt worden: mit Maskierung in Bereichen von Exons und
Introns sowie mit Maskierung nur in Bereichen von Exons.

Extraktion der Gen-MSAs

Um Indels zu berücksichtigen, wurden alle fünf variantenbeinhaltenden scaffolds bei-
der (verschieden maskierter) Sets mit dem entsprechenden scaffold der Referenz ali-
gniert (Abbildung 5.1G). Diese MSAs wurden mit MAFFT 7.310 (Katoh & Standley,
2013) und der Optionen --auto durchgeführt. Aus den MSAs der scaffolds wurden
die Alignments der Gene (inklusive Inrons) bzw. der CDS der fünf Individuen (oh-
ne Referenz) extrahiert (Abbildung 5.1H). Hierfür wurden die Koordinaten der Gen-
und CDS-Annotation anhand der Referenz für das Scaffoldalignment mit einem spe-
ziell angefertigten Perl Skript angepasst. Anschließend wurde mit gffread 0.9.8c
(http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/gff.shtml) aus den Scaffoldalignments
mit den angepassten gff Dateien die Alignments der Gene bzw. CDS extrahiert. Resul-
tierend wurde für jedes annotierte Gen jeweils ein MSA des kompletten Gens und ein
MSA der CDS erstellt, wobei jedes Alignment nur die Sequenzen der fünf Individuen
enthält und nicht die Referenz. Alle MSAs wurden mit dem L-INS-i Algorithmus von
MAFFT realigniert (Abbildung 5.1I).

Neben den Gen- und CDS-MSAs wurde ein Alignment der kompletten mitochon-
diralen Genome aller fünf Individuen angefertigt. Im Unterschied zu den Gen- und
CDS-MSAs wurden Varianten im gesamten mt-Genom bestimmt und nur Bereiche mit
coverage kleiner als 5× maskiert. Nach Einfügen der Varianten in die fünf individu-
ell maskierten Referenz mt-Genome wurde direkt ein Alignment mit MAFFT L-INS-i
durchgeführt.

5.1.5 Alignmentfilterung und phylogenetische Rekonstruktionen

Die Gen-MSAs, die in die Analyse auf positive Selektion einflossen, wurden zuvor ge-
filtert, um ungeeignete MSA-Blöcke (mindestens eine Sequenz besitzt eine Lücke (gap)
oder ein „N“) auszuschließen (Abbildung 5.1J). Genauer gesagt, wurden die MSAs der
CDSs mit Gblocks 0.91b (Castresana, 2000) gefiltert. Zuvor wurden alle maskierten
Bereiche der L-INS-i CDS-MSAs durch die entsprechende Anzahl an gaps („-“) ersetzt,
um Alignmentblöcke zu entfernen, die in mindestens einer Sequenz eine coverage außer-
halb des definierten Rahmens besitzen. Abgesehen von Standardeinstellungen wurden
Gblocks diese MSAs als Codons (-t=c) übergeben. Gefilterte Alignments der CDS mit
Längen kürzer als 90 bp wurden von nachfolgenden Analysen ausgeschlossen.

In MSAs der Gene (inklusive Introns) wurden maskierte Bereiche durch die ent-
sprechende Anzahl an Fragezeichen („?“) ersetzt, um in den nachfolgenden Schritten zu
berücksichtigen, dass für diese Position keine Beobachtung vorhanden ist — im Gegen-
satz zu „N“, das impliziert, dass alle vier Nukleotide gleichzeitig beobachtet wurden. Das
statistisch am besten geeignetste Nukleotidsubstitutionsmodell jedes Gen-MSAs wurde
mit jModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012) auf Basis des BIC (-BIC) aus 203 Sub-

http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/gff.shtml
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stititionsmodellen (-s 203) gewählt, wobei Modelle mit ungleichen Nukleotidfrequenzen
(-f) und Modelle mit Anteilen invariabler Positionen (-i) eingeschlossen wurden. Zu-
gleich wurde in jModelTest die modell-gemittelte Phylogenie für jedes Gen-MSA (-a)
mit PHYML 3.0 20130103 (Guindon & Gascuel, 2003) berechnet (Abbildung 5.1K). Das
mt-Genom-MSA wurde in gleicher Weise mit jModelTest prozessiert.

Aus allen Genbäumen wurde ein ungewurzelter Artbaum mit ASTRAL 4.11.1 (Mi-
rarab & Warnow, 2015; Sayyari & Mirarab, 2016) und der Option „exact“ (-x) abgelei-
tet. Außerdem wurde eine („extended majority rule“) Konsensuspyhylogenie aus allen
Genbäumen mit PHYLIP 3.696 (Felsenstein, 1989) consense berechnet. Gleichfalls wur-
de ein ungewurzeltes phylogenetisches Netzwerk (ConsensusNetwork) mit SplitsTree4
(Huson & Bryant, 2006) aus den Topologien der Genbäume berechnet (Threshold=0.07;
EdgeWeights=count). Die Anzahl verschiedener Topologien wurde ermittelt, indem die
Gentopologien mit ETE 3.0.0b36 (Huerta-Cepas et al., 2016) auf MOTU4 gewurzelt, die
Äste sortiert (ete3 mod --src_tree_list M1-5.topos --outgroup M4 --sort_bran
ches) und die eingefügten Astlängen sowie Annotationen entfernt wurden. Die Topologie
der mitochondrialen Genome wurde ebenfalls mit dieser Methode durch ETE 3 ermittelt.

5.1.6 Detektion positiver Selektion

Spuren positiver Selektion wurden mit codeml’s „branch-site model A“ (model = 2;
NSsites = 2) aus PAML 4.9d (Yang, 2007) gesucht. Für diese Analyse wurde das
Gblocks gefilterte CDS-MSA und die auf dem Gen-MSA beruhende, ungewurzelte To-
pologie aus jModelTest/PHYML jedes Gens verwendet. Weiterhin wurden für jedes Gen
10 Berechnungen durchgeführt: Jede der fünf MOTUs wurde in den Vordergrund geho-
ben und für jeden Vordergrund wurde jeweils eine Berechnung mit fixiertem (ω = 1;
Nullhypothese) und mit geschätztem Omega ausgeführt. Neben weiteren Ergebnissen
wurden die beiden Likelihood-Werte jedes Gens mit einem speziell angefertigten Perl
Skript extrahiert und anschließend mit einem Likelihood-Ratio-Test auf Signifikanz ge-
prüft. Die resultierenden p-Werte wurden mittels Falscherkennungsrate (False Discovery
Rate; FDR) für multiples Testen in R (R Core Team, 2016) korrigiert.

5.1.7 Anreicherung von GO terms

Insgesamt wurden 16.039 Proteinsequenzen, deren Orthologie zu annotierten Protei-
nen der Referenz vorhergesagt wurde, in InterProScan 5.25-64.0 (Jones et al., 2014)
eingegeben, um eine funktionale Annotation vorzunehmen. Eine Anreicherungsanalyse
wurde in TopGO (Alexa & Rahnenfuhrer, 2016), einem Bioconductor Paket für R 3.4.1
(R Core Team, 2016), durchgeführt. Es wurde auf signifikante Anreicherung von GO
terms in Proteinen mit ähnlicher evolutionärer Geschichte (gleiche Topologie) und in al-
len Genen mit Spuren positiver Selektion für MOTUs 1–5 getestet. Auf Signifikanz wurde
mit einem „Exaken Test nach Fisher“ geprüft und anschließend durch Bestimmung der
FDR für multiples Testen korrigiert und abschließend q-Werte kleiner 0,05 als signifi-
kant definiert. Die verschiedenen Topologien wurden auf Anreicherung in den Kategorien
„biologische Prozesse“ (BP), „zelluläre Komponenten“ (CC; Cellular Component) sowie
„molekulare Funktion“ (MF) und Anreicherung in Genen mit Spuren positiver Selektion
in der Kategorie BP getestet.
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5.2 Ergebnisse

Mengen zwischen 10,8 und 30,5 µg DNA wurden durch Isolation gewonnen. Die Gel-
elektrophorese zeigte leichte Degradierung für alle Proben. Die Anzahl der Readpaare in
den Rohdaten beläuft sich auf 91.425.606, 90.966.720, 88.865.845, 83.956.143, 81.497.942
entsprechend für MOTU1 bis MOTU5. Der GC-Gehalt ist für alle Datensätze zwischen
37 und 38%. Zwischen 91 und 98% der kompletten Readpaare passierten die Qualitäts-
filterung. Die Berechnung der Heterozygotie basierend auf k-meren konnte für MOTU3
nicht erfolgen, da das Modell von GenomeScope nicht auf die beobachteten Daten ange-
nähert werden konnte. Für MOTUs 1, 2, 4 und 5 wurden entsprechend folgende rela-
tive Heterzygotiewerte erhalten: 2,15, 1,33, 0,76 und 0,67. Die Mappingraten sind laut
Qualimap-Bericht 97,07% in MOTU4 und etwa 81% in den MOTUs 1, 2, 3 als auch 5
(Tabelle A18). Von etwa 200Mb annotiertem Genraum in der Referenz wurde jeweils
mehr als 50% in den scaffolds der nicht-Referenz MOTUs (1, 2, 3, 5) maskiert. Für
MOTU4 ist der relativ zum gesamten Genraum maskierte Anteil mit 10,8% deutlich ge-
ringer. In allen Individuen wurde zum Großteil aufgrund zu niedriger coverage maskiert:
≥ 90 % für nicht-Referenz MOTUs und 87% für MOTU4. In den nicht-Referenz MOTUs
wurde einerseits mehr als die Hälfte des Genraums (inklusive Introns) maskiert. Im Ge-
gensatz dazu wurden in den selben Individuen nur etwa 9% der als CDS annotierten
Bereiche maskiert und davon wiederum mehr als 80% aufgrund zu niedriger coverage
(Tabelle A18). Ein Anteil von etwa 2% der CDS des MOTU4 Individuums musste mas-
kiert und davon 66% aufgrund von coverage unter 5×. Ein Überblick der coverage pro
Position genomweit, in Genen und in annotierter CDS für die MOTUs 1–5 ist im oberen
Teil der Abbildung 5.2 zusammgefasst. Die Grafik verdeutlicht, dass für alle MOTUs
(außer MOTU4) die genomweite coverage und die coverage in Genen oft sehr niedrig ist.
Die Coverageverteilung innerhalb annotierter CDS hingegen ist für MOTUs 1, 2, 3 und 5
ähnlicher zu MOTU4 — nichtsdestotrotz sind Positionen mit coverage unter 5× häufiger
in nicht-Referenz MOTUs. Zusätzlich ist der Anteil von Positionen mit einer coverage
von 0× in MOTUs 1, 2, 3 und 5 genomweit, in annotierten Genen und in annotierter
CDS deutlich höher, als in MOTU4 (Tabelle A19).

Die Anzahl der Varianten ist in nicht-Referenz MOTUs jeweils wesentlich höher
(komplette Gene: 2,5M, CDS: 800 k) als in MOTU4 (komplette Gene: 250 k, CDS: 27 k).
Weiterhin ist auffällig, dass von allen SNPs in Genen etwa ein Drittel und von allen
Indels in Genen nur etwa 5% in annotierter CDS liegt. Für MOTU4 liegen die Werte
mit entsprechend 12% und 3% niedriger. Im Umkehrschluss liegt der Großteil aller
Varianten in Introns (zwei Drittel aller SNPs und fast alle Indels).

Die Extraktion der CDS-MSAs aus den scaffolds erfolgte für alle 17.338 in der Refe-
renz annotierten Gene. In 62 Fällen beinhalteten die extrahierten Alignments nur Lücken
(gaps), weshalb für diese Gene eine Realignierung mit MAFFT L-INS-i nicht möglich
und demnach auch keine weiteren Analysen möglich waren. Von 17.276 CDS-MSAs
passierten 16.056 (92,6%) die Filterung mit Gblocks. Der Median der relativen Län-
ge pro gefiltertem CDS-MSA zum entsprechenden Ungefilterten beträgt 95% für MSAs
≥ 90 bp (Abbildung A12), wohingegen herausgefilterte MSAs (< 90 bp) hauptsächlich
Alignmentlücken und „N“s aufgrund der Maskierung enthalten.

In allen nachfolgenden Analysen wurden nur Gene verwendet, für die sowohl Gen- als
auch filterpassiertes CDS-MSA erhalten wurde. Für 17 Gen-MSAs, dessen entsprechnde
CDS-MSAs die Filterung passierten, konnte mittels jModelTest/PHYML keine Phylogenie
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Abbildung 5.2: Coverage und Mappingqualität. Oben: Relativer Anteil von Positionen in
Abhängigkeit der coverage des mappings genomweit, in annotierten Genen inkl. Introns und in
annotierter CDS. Die x-Achse ist jeweils logarithmiert. Die Werte für eine coverage von 0× sind in
Tabelle A19 zu sehen. Datenpunkte sind bis zu einer coverage von 100× eingetragen. Die
gestrichelten Linien markieren die untere und obere Grenze für die Maskierung bzw. Bestimmung
der Varianten. Unten: Relativer Anteil von Alignments in Abhängigkeit der Mappingqualität
genomweit, in annotierten Genen und in annotierter CDS.
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Abbildung 5.3: Verwandtschaft der MOTUs. A: Mit ASTRAL bzw. PHYLIP consense
abgeleiteter Artbaum von 16.039 Genbäumen. Beide Programme berechnen nur Längen interner
Äste. Längen endständiger Äste haben keine Bedeutung. Die Werte über internen Ästen wurden
durch ASTRAL berechnet und beziffern die Unterstützung der vier Gruppen an dem Ast
(„quadripatiton“) und dienen als Koaleszenseinheiten als direktes Maß für die Menge an Konflikt in
den Genbäumen. Unter den internen Ästen ist die Häufigkeit der vorhandenen Bipartitionen (in der
Abbildung nach links) in allen 16.039 Genbäumen von PHYLIP consense angegeben.
B: Konsensusnetzwerk von 16.039 Genbaumtopologien. Die Berechnung erfolgte in SplitsTree4
mit einem Schwellenwert von 7%.

berechnet werden, da diese nur Lücken enthielten. Entsprechend wurden ASTRAL, PHYLIP,
SplitsTree4 und der „branch-site“ Test (PAML) mit einem Set von 16.039 Genen (92,5%
von allen 17.338 in der Referenz annotierten Genen) ausgeführt.

Die Topologien von ASTRAL und PHYLIP sind identisch (Abbildung 5.3A). In beiden
Programmen werden ungewurzelte Bäume und nur Werte für interne Äste berechnet.
Das mit SplitsTree4 berechnete phylogenetische Netzwerk ist in Abbildung 5.3B zu
sehen und zeigt grundsätzlich die gleichen Verwandtschaftsverhältnisse, wie ASTRAL und
PHYLIP: MOTU2 und 3 bilden eine monophyletische Gruppe zu der sich MOTU1 pa-
raphyletisch verhält. Weiterhin sind MOTU4 und 5 als Monophylum paraphyletisch zu
MOTU1. Durch die Quantifizierung konnten insgesamt 26 verschiedene Gentopologien
beobachtet werden, wobei 20 davon jeweils weniger als 5% aller Topologien ausmachen
(Abbildung 5.4). Die häufigsten sechs Gentopologien repräsentieren zusammen knapp
80% aller Topologien und die häufigste Topologie wurde in mehr als einem Drittel
(35,3%) aller analysierten Gene beobachtet (Tabelle A20). Die Topologie der mito-
chondrialen Genome entspricht der zweithäufigsten Gentopologie (II, Abbildung 5.4,
Tabelle A20).

Für 17 Gen-MSAs, dessen entsprechnde CDS-MSAs die Filterung passierten, konnte
mittels jModelTest/PHYML keine Phylogenie berechnet werden, da diese nur Lücken ent-
hielten. Entsprechend wurde der „branch-site“ Test für 16.039 Gene (92,5% von allen
17.338 in der Referenz annotierten Genen) ausgeführt, für die ein gefiltertes CDS-MSA
und eine jModelTest/PHYML Phylogenie erstellt werden konnte. Nach FDR Korrektur
der p-Werte wurden insgesamt 678 verschiedene positiv selektierte Gene identifiziert. Die
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Abbildung 5.4: Anzahl verschiedener beobachteter Gentopologien. Die häufigsten sechs
Topologien (I–VI) sind rechts abgebildet. Alle 20 Topologien, die jeweils weniger als 5% aller
Topologien ausmachten, wurden gruppiert. Topologie II entspricht der mitochondrialen Topologie.

Anzahl verschiedener positiv selektierter Gene pro MOTU sind 119, 107, 92, 319 und 157
entsprechend für MOTU1 bis MOTU5. Die meisten identischen Gene mit identifizierten
Spuren positiver Selektion in mindestens zwei MOTUs wurden zwischen MOTU4 und
MOTU5 gefunden (N = 22; Abbildung A13). Weiterhin wurden drei verschiedene Gene
in allen fünf MOTUs als positiv selektiert detektiert. Von diesen drei Genen wurde eines
mit den GO terms „extracellular matrix structural constituent“ (GO:0005201; MF) und
„collagen trimer“ (GO:0005581; CC) annotiert, ein weiteres erhielt die GO Annotati-
on „membrane“ (GO:0016020; CC) und eines konnte nicht funktional annotiert werden.
Insgesamt konnten von 16.039 untersuchten Genen 9.039 (56,4%) durch InterProScan
funktional annotiert werden. Alle signifikant angereicherten GO terms von positiv selek-
tierten Genen der untersuchten MOTUs sind in Tabelle A21 aufgelistet.

Für die Topoligiegruppen I–VI (Abbildung 5.4) sind in den Kategorien BP, CC und
MF entspechend 45, 15 und 58 verschiedene GO terms signifikant angereichert. In den
Kategorie BP sind drei und in der Kategorie MF vier verschiedene GO terms in jeweils
zwei Topologiegruppen signifikant angereichert. Eine detaillierte Auflistung der GO IDs
ist in Tabelle A22 zu finden.

5.3 Diskussion

5.3.1 Methodik — Orthologie durch mapping

Als generelle Methode werden in dieser Analyse letztendlich Sequenzen der Gene bzw.
der CDS von Individuen basierend auf einem mapping zu einer Referenz (R. auricularia)
extrahiert. Das mapping der reads zur Referenz und die Übertragung der Annotation der
Referenz auf die Datensätze der einzelnen Individuen setzt Orthologie der in der Referenz
annotierten Gene zu den Genen der Individuen voraus (abgesehen von korrekter Platzie-

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005201
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005581
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016020
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rung der reads). Zum anderen werden nur Gene betrachtet, die durch die Annotation in
der Referenz vorhanden sind. Mit den vorliegenden Daten und der vorgestellten Metho-
de wurde ein vollständigerer Einblick in die Genome der fünf Radix MOTUs ermöglicht,
als durch bloße Betrachtung der CDS. Das erfolgreichere mapping in annotierter CDS
kann durch geringe Mutationsrate im Vergleich zu nichtkodierenden Bereichen erklärt
werden, die auf Erhalt der Funktion des entsprechenden Gens beruht. Außerdem sind in
Bereichen von Introns mit erfolgreichem mapping deutlich mehr Varianten, insbesondere
Indels, zu finden, als in annotierter CDS. Um die Funktion des Gens zu gewährleisten,
können nicht beliebig Nukleotide substituiert, eingefügt oder entfernt werden. In Introns
und intergenischen Bereichen können sich hingegen evolutionär neutrale Mutationen an-
häufen und erhalten bleiben. Aus diesem Grund ist die Nukleotiddiversität bei nahe
verwandten Individuen in kodierenden Bereichen normalerweise niedriger als außerhalb.

5.3.2 Datengrundlage

Alle DNA-Isolationen erzeugten eine ausreichende Menge für die Herstellung von jeweils
einer Illumina paired end Bibliothek, trotz der langen Lagerungszeit in Ethanol. Die Qua-
lität der isolierten DNA erfüllte ebenfalls die Kriterien für eine möglichst gleichmäßige
Sequenziertiefe.

Bei einer angenommenen Genomgröße von 1,6Gb (R. auricularia) werden erwartete
Coveragewerte der ungefilterten reads zwischen 13× und 17× erreicht. Der GC-Gehalt
der R. auricularia Genomassemblierung liegt bei 36%. Somit befindet sich der GC-
Gehalt der Rohdaten im erwarteten Rahmen. In der nachfolgenden Filterung werden in
den MOTUs 1, 2, 4 und 5 nur etwas mehr als 1% der gepaarten Information verworfen.
Im Datensatz von MOTU3 sind nach der Filterung über 8% weniger gepaarte reads vor-
handen. Davon ist vom Großteil der aufgelösten Paare (88,7%) ein read (singleton) nach
der Filterung erhalten geblieben. Das Verhältnis zwischen forward und reverse single-
tons ist vergleichbar zu den Datensätzen der anderen MOTUs. Das erhöhte Entfernen
von reads in der Filterung von MOTU3 ist deshalb auf generell niedrigere Qualität der
Rohdaten zurückzuführen (Abbildung A14). Durch Filterung der reads aller Individu-
en mit identischen Qualitätsschwellenwerten, werden demzufolge in MOTU3 mehr reads
entfernt. Die Unterscheidung in minimalen und maximalen phred scores der reads ist ver-
mutlich auf unabhängiges Bearbeiten der Proben und unterschiedliche Filterung seitens
der Sequenzierungseinrichtung zurckzuführen. Insgesamt spricht der geringe Verlust von
Rohdaten durch die Filterung für deren hohe Qualität.

5.3.3 Heterozygotie

Für die k-mer basierte Berechnung der Heterozygotie wurde k = 19 gewählt. Die Emp-
fehlung für GenomeScope beträgt k = 21 (Vurture et al., 2017). Das Zählen von etwas
kürzeren k-meren verkürzt die Berechnungsdauer. Die Genauigkeit in Hinsicht auf De-
tektion einzigartiger k-mere sollte dennoch nur wenig durch die minimale Verringerung
von k beeinflusst sein. Die erfolglose Annäherung des GenomScope Modells an das 19-mer
Histogramm von MOTU3 ist eventuell auf die oben dargestellte geringere coverage auf-
grund niedrigerer Gesamtqualität der Bibliothek zurückzuführen. Da keine der indivi-
duellen Resequenzierungen die empfohlene minimal notwendige coverage von 25× (in
Supplementary Note 2 sogar 50×; Vurture et al., 2017) erfüllt, kann man davon aus-
gehen, dass für MOTU3 die coverage für eine Annäherung des Modells zu gering war.
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Abbildung 5.5: Heterozygotie in Mollusken. Die Quellen sind in Tabelle A23 zu finden. Die
Werte von Radix auricularia basieren auf einer für das assembly verwendeten Bibliothek. Die Werte
von MOTU1, 2, 4 und 5 wurden aus den reads der individuellen Resequenzierungen berechnet.

Dies wird durch die von GenomeScope erstellten Graphen unterstützt, die für MOTU3
einen Peak bei etwa 10× zeigt und für die restlichen, erfolgreich angenäherten MOTUs
(teilweise deutlich) über 10× liegt (s. URLs in Tabelle A23). Bei zu geringer coverage
können fehlerhafte und korrekte k-mere nicht mehr ausreichend unterschieden werden.
Weiterhin ist eine zuverlässige Annäherung schwieriger, wenn die Verteilung flacher ist,
also die Unterschiede zwischen Maxima und Minima der Verteilung gering sind. Die Min-
destwerte für „Model Fit“ von GenomeScope lagen für die erfolgreichen Annäherungen
bei mindestens 93,8%. Für die Ermittlung von repräsentativeren Werten müssten Biblio-
theken mit höherer coverage erstellt werden. Die beobachteten Heterozygotien liegen für
Mollusken in einem erwarteten Bereich, schwanken aber deutlich zwischen den MOTUs
(Abbildung 5.5, Tabelle A23). Erhöhte Heterozygotie, wie in MOTU1 und 2, könnte
eine Folge von momentan hohem Genfluss und effektiver Hybridisierung zwischen diffe-
renzierten Populationen einer MOTU, aber auch zwischen verschiedenen MOTUs, wie
zwischen MOTU2 und 3 (Patel et al., 2015), sein. Vergleichsweise geringere Herterozygo-
tie (MOTU4 und 5) könnte auf verringerten Genfluss und voranschreitende reproduktive
Isolation zurückzuführen sein.
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5.3.4 Mapping

Das mapping der gefilterten reads zeigt wesentliche Unterschiede zwischen den nicht-
Referenz MOTUs (1, 2, 3 und 5) und MOTU4 in Mappingraten, korrekt gemappten
Readpaaren, markierten Duplikaten, coverage und Mappingqualität (Tabelle A18). Die
Unterschiede liegen hauptsächlich außerhalb von kodierenden Bereichen (Introns und in-
tergenisch). Dies zeigen einerseits die Coverageverteilungen in Abbildung 5.2 und gleich-
zeitig die daraus resultierenden Maskierungen. Während MOTU4 genomweit, in anno-
tierten Genen und in annotierter CDS stets eine Verteilung um eine bestimmte coverage
aufweist, sind für nicht-Referenz MOTUs genomweit und in annotierten Genen etwa
die Hälfte bzw. mehr als ein Drittel der Referenzpositionen nicht durch Readalignments
abgedeckt (Tabelle A19). Dennoch werden in der Coverageverteilung innerhalb anno-
tierter Gene bereits feine Unterschiede der nicht-Referenz MOTUs deutlich (z. B. ist für
MOTU5 der Ansatz einer Verteilung im selben Coveragebereich von MOTU4 zu sehen).
In annotierter CDS sind die Verteilungen untereinander noch ähnlicher. Trotzdem sind
auch hier wieder in den nicht-Referenz MOTUs wesentlich mehr Position der Referenz
nicht oder nur gering durch Readalignments abgedeckt, als in MOTU4 (Abbildung 5.2,
Tabelle A19). Da keine Anzeichen von systematischen Fehlern bei der Sequenzierung der
reads erkennbar sind, kann man behaupten, dass reads aus Introns und intergenischen
Bereichen zwar in den Readsets der Individuen vorhanden sein sollten, aber eine zu ho-
he Nukleotiddiversität zur Referenz vorhanden ist, um eine verlässliche Platzierung der
reads zu erhalten. NextGenMap (NGM) zeigt alle reads mit Identität kleiner als 0,65 zur
Referenz als nicht gemappt an. Dieser Wert wurde nicht verändert und lässt die Schluss-
folgerung zu, dass die Nukleotiddiversität in Introns und intergenischen Bereichen für
nicht-Referenz MOTUs häufig größer als 35% ist. Weiterhin werden durch eine unver-
änderte Standardeinstellung alle reads als nicht gemappt angezeigt, die mit weniger als
50% ihrer Länge zur Referenz alignieren. Bei hoher Nukleotiddiversität ist es zu erwar-
ten, dass reads (z. B. an Intron- oder Exongrenzen) auch aus diesem Grund als nicht
gemappt angezeigt werden. Demnach ist im Nachfolgenden wichtig, dass von einer map-
ping coverage und nicht von Sequenziertiefe der Bibliothek gesprochen wird. Ein weiterer
Hinweis bietet die Betrachtung der Mappingqualität im unteren Teil der Abbildung 5.2.
Hohe Werte werden genomweit und selbst in Genen für nicht-Referenz MOTUs selten
erreicht. Die Alignmentwertung (Mappingqualität, MQ) wird von NGM folgendermaßen
berechnet: MQ = 60 · (ASb − ASs)/ASb, wobei ASb die Alignmentwertung des besten
Alignments und ASs die Alignmentwertung des zweitbesten Alignments ist. Für reads,
die an mehreren Orten mit identischer MQ platziert werden, wählt NGM eine zufällige
Position und setzt MQ gleich 0. Das bedeutet, dass Alignments mit MQ = 0 nur dann
zustande kommen, wenn reads aus repetitiven Bereichen stammen. Auf der anderen Seite
werden Alignments mit MQ = 60 nur dann erreicht, wenn nur ein Alignment für NGM in
Frage kommt. Da bei MQs ungleich 0 und ungleich 60 immer eine gewisse Differenz zum
zweitbesten Alignment besteht, entsteht bei Betrachtung der nicht-Referenz MOTUs be-
sonders ab Werten von 50 aufwärts keine gleichmäßige Verteilung bis 60 (Abbildung 5.2).
Niedrige MQs (> 0) können deshalb vermutlich auch auf erhöhte Nukleotiddiversität
(selbst in MOTU4) zurückgeführt werden. Natürlich können Assemblierungsfehler der
Referenz, aber auch Alignmentfehler nicht komplett ausgeschlossen werden. Der hohe
Anteil von einzigartig gemappten reads für MOTU4 im Gegensatz zu nicht-Referenz
MOTUs untermauert die Beobachtungen zur Nukleotiddiversität basierend auf der co-
verage. Zusammenfassend kann man behaupten, dass das mapping in annotierter CDS
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gute Ergebnisse erzielt hat. Das mapping in Introns ist zwar auf den ersten Blick deut-
lich schlechter als in CDS, dennoch werden mindestens vier mal mehr Nukleotide in
Genen nicht maskiert als es in annotierter CDS der Fall ist (in MOTU4 über sieben-
fach und MOTU5 sogar über achtfach mehr). Da im mapping Bereiche mit geringerer
Nukleotiddiveristät betrachtet werden, kann man prinzipiell auch Readalignments au-
ßerhalb annotierter CDS vertrauen. Durch mehr Nukleotidinformation aus Introns wird
letztendlich vollständigere Information über das entsprechende Gen erhalten, als es nur
durch CDS möglich wäre (in allen Genen insgesamt zwischen 67 und 176Mb mehr).
Zusätzlich werden mit Introns Bereiche in die phylogenetische Rekonstruktion einbezo-
gen, die zwar in einer bestimmten Weise mit dem gesamten Gen evolvieren, aber keiner
Selektion unterliegen. Somit wird repräsentativere phylogenetische Information über die
Gene erhalten.

5.3.5 Extraktion der Konsensussequenzen

Die Anzahl der Varianten ist, wie zu erwarten, aufgrund neutraler Mutationen generell
in Introns höher. Da eine MOTU als Populationsnetzwerk zu betrachten ist, sollte die
Diversität in einer MOTU geringer sein als zwischen den MOTUs. Aus diesem Grund sind
sowohl Mappingraten und Anzahl der Varianten in MOTU4 (selbe MOTU wie Referenz)
niedriger, als in den nicht-Referenz MOTUs. Umgekehrt sind MQs aus diesem Grund
für MOTU4 höher.

In der vorliegenden Analyse wurde jeder mit proteinkodierenden Genen annotierter
scaffold zweimal aligniert. Zugrunde liegt die Annahme, dass besonders MSAs von langen
scaffolds genauer werden, wenn sich weniger Bereiche unterscheiden. In den CDS-MSAs
wird in Introns weder maskiert noch werden Varianten eingefügt. Dies sollte Fehler in
CDS-Alignments als besonders wichtige Grundlage für die spätere Analyse auf positive
Selektion möglichst verringern. Andererseits ist der beschriebene Zugewinn von Sequenz-
information der Introns gerade für phylogenetische Rekonstruktionen interessant. Zwar
sind Introns im entsprechenden Gen gelinkt, evolvieren aber dennoch ungerichteter als
dessen Exons. Eine Phylogenie basierend auf Genen inklusive Introns sollte repräsenta-
tiver sein als bei einer Beschränkung auf Exons allein.

Nur eine sehr geringe Anzahl (62) von Genen wurde bereits vor der Filterung der
CDS-MSAs nicht zurückgewonnen. Dass trotzdem Gene nicht extrahiert werden konn-
ten, liegt vermutlich an Alignmentfehlern während dem scaffold-MSA. Eine Begründung
könnten Gene mit relativ langer CDS, aber geringer coverage auf kurzen scaffolds sein.
Dadurch würden viele (zusammenhängende) Bereiche maskiert werden und wenige (kur-
ze) intergenische Bereiche und Introns blieben als „MSA-Anker“ unverändert. Wenn
das Verhältnis zwischen Länge des Gens und Länge des scaffolds gegen 1 geht, kön-
nen bei niedriger coverage (und damit mehr Maskierung) häufiger Fehler während der
Berechnung des MSAs geschehen. Weiterhin wird durch lange maskierte Bereiche das
scaffold-MSA erschwert, was wiederum die Extraktion von unkorrekten MSA-Blöcken
zur Folge haben kann. Jedoch bestätigt die verhältnismäßig geringe Anzahl von nicht
extrahierten Genen, dass die Methode diesbezüglich nur in Ausnahmen fehleranfällig ist.

Die Filterung der CDS-MSAs durch Gblocks verdeutlicht die guten Mappingergeb-
nisse in annotierter CDS. Zum einen können nur 7% der realignierten CDS-MSAs die
Filterung nicht passieren. Zum anderen wird von herausgefilterten CDS-MSAs größten-
teils die gesamte Länge verworfen (Abbildung A12, rechts). Im Gegensatz dazu stehen
die hohe Anzahl der CDS-MSAs, die die Filterung passierten und die Tatsache, dass
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von diesen Alignments kaum Information in Form von MSA-Blöcken entfernt wurde
(Abbildung A12, links). Die Gene, die also die CDS-MSA Filterung überlebten, wa-
ren größtenteils schon zuvor von guter Qualität. Dies stützt ebenfalls die beschriebene
Vorgehensweise.

Da in Gen-MSAs zuvor längere Bereiche in Introns maskiert wurden, schrumpft die
Länge der unveränderten „MSA-Anker“ für die Alignments gegenüber den CDS-MSAs.
Nichtsdestotrotz können nur für sehr wenige Gen-MSAs (17) keine Phylogenie berechnet
werden. Die Fälle in denen kein Gen-MSA zurückgewonnen werden konnte, ist entspre-
chend der 62 nicht erhaltenen CDS-MSAs zu erklären.

Insgesamt stellt das zu untersuchende Gen-Set aus 16.039 Genen (92,5% aller an-
notierten Gene) mit jeweils gefiltertem CDS-MSA und Phylogenie aus Gen-MSA einen
umfassenden Datensatz dar, der geeignet ist, um die vorliegenden Individuen der fünf
MOTUs genomweit zu untersuchen.

5.3.6 Phylogenierekonstruktion

Eine Phylogenie kann nur dann verlässlich für ein MSA berechnet werden, wenn ein zu
den Daten passendes Substitutionsmodell verwendet wird. Für die Berechnung der Gen-
phylogenien wurde in jModelTest für alle Modelle ein „Maximum Likelihood“ Baum
berechnet, aus denen anschließend eine gewichtete Konsensusphylogenie mit den ent-
sprechenden statistischen Bewertungen konstruiert wurde. Diese Methode erlaubt eine
genauere Abschätzung einer Phylogenie anhand eines MSAs gegenüber der Verwendung
eines einzigen (möglicherweise schlecht passenden) Substitutionsmodells für alle Gen-
MSAs.

Die Topologien von ASTRAL und PHYLIP consense sind trotz verschiedener Ansätze
zur Berechnung identisch. ASTRAL betrachtet alle Quartetts der Genbäume und PHYLIP
consense quantifiziert wie häufig eine Bifurkation in allen Genbäumen unterstützt wird.
Das durch SplitsTree4 berechnete Netzwerk ist in der Topologie kongruent zu den ab-
geleiteten Artbäumen von ASTRAL und PHYLIP consense. SplitsTree4 berechnet be-
ruhend auf der Anzahl verschiedener Genbaumtopologien ein Netzwerk. Die Vielzahl an
Verzweigungen im Innern des Netzwerks verdeutlicht grafisch die vorhandenen Konflikte
der Gentopologien. Da mit verschiedenen Methoden zur Rekonstruktion von Artbäumen
vergleichbare Topologien erhalten wurden, kann man große Konflikte innerhalb der Gen-
bäume zunächst nicht erkennen. Bei Betrachtung der von ASTRAL und PHYLIP consense
vergebenen Unterstützung der internen Äste (Abbildung 5.3A) fällt jedoch auf, dass zwar
eine (Art-) Topologie aufgrund der vorliegenden Genbäume am wahrscheinlichsten ist,
jedoch diese (Art-) Topologie bzw. deren Bifurkationen nicht durch den Großteil der
Genbäume unterstützt werden. Dies bedeutet, dass zwar ein Teil der Genbäume ähnli-
che Topologien zeigen, sich andere jedoch unterscheiden. Verdeutlicht wird dies durch
das Zählen verschieder Gentopologien, die zuvor alle auf MOTU4 gewurzelt wurden und
deren Äste sortiert wurden. Das Wurzeln der Bäume auf MOTU4 wurde aufgrund der
phylogenetischen Analyse in Feldmeyer et al. (2015) vorgenommen, die R. auricularia
als basales Taxon innerhalb der Gattung zeigt. Da letztendlich alle Genbäume iden-
tisch gewurzelt und sortiert werden, sollte die Auswahl einer anderen MOTU als Wurzel
und/oder anderes Sortieren keinen Einfluss auf die absoluten Anzahlen verschiedener
Topologien haben, solang es konsistent über alle Topologien durchgeführt wird. Die be-
reits in ASTRAL, PHYLIP consense und SplitsTree4 beobachteten Konflikte innerhalb
der Gentopologien werden durch die hohe Anzahl von selten beobachteten Topologi-
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en unterstützt (20 von 26 mit einem jeweiligen Anteil < 5 %). Die häufigste Topolo-
gie (I, Abbildung 5.4) entspricht den Ergebnissen von ASTRAL, PHYLIP consense und
SplitsTree4, bildet aber mit etwa einem Drittel Gesamtanteil keineswegs eine absolute
Mehrheit. Zugrundeliegende Prozesse könnten Genfluss bzw. Hybridisierung zwischen
den MOTUs und daraus folgendes „incomplete linage sorting“ (ILS) sein.

Betrachtet man die Ergebnisse aller Genbaumanalysen gemeinsam, wird deutlich,
dass Gene im Genus Radix (in den untersuchten Radix MOTUs) nicht mehrheitlich
nach einem bestimmten Muster in einem Verwandtschaftsverhältnis stehen. Begründen
lässt sich dies zum Teil mit der Populationsstruktur. Einerseits ist bekannt, dass MOTU2
und MOTU3 in den Pyrenäen hybridisieren (Patel et al., 2015). Weiterhin kann Hybri-
disierung zwischen den anderen MOTUs nicht ausgeschlossen werden. Außerdem werden
Individuen passiv durch Wasservögel verbreitet (Pfenninger et al., 2011; van Leeuwen
& van der Velde, 2012). Dadurch wird Genfluss über große Distanzen möglich, die für
Individuen einer Population nicht überwindbar wären. Die Folge ist keine Korrelati-
on zwischen paarweisen FSTs und paarweisen geographischen Distanzen („isolation by
distance“, IBD) und eine geringe nukleäre Differenzierung auch von entfernten Popula-
tionen entlang von Routen der Zugvögel innerhalb Europas (Pfenninger et al., 2011).
Setzt man voraus, dass Genfluss zwischen den MOTUs herrscht, gleichzeitig aber keine
vollständige reproduktive Isolation zwischen den MOTUs vorhanden und demzufolge die
Artbildung nicht abgeschlossen ist, so könnte man das beobachtete Muster durch eine
Kombination aus niederfrequenter effektiver Migration aus differenzierten Populationen
und anschließender Hybridisierung erklären. Andererseits können die MOTUs groben
Verbreitungsgebieten und mehr oder weniger spezialisierten ökologischen Nischen zuge-
ordnet werden. Die genetische Grundlage für die Anpassung an eine Nische wird durch
Selektion favorisiert. Aus diesem Grund ist es möglich, dass einige bestimmte Gene kom-
plett verschiedene Verwandtschaftsverhältnisse zeigen, als der größere Teil des Genoms,
der möglicherweise zwischen den MOTUs universeller bzw. unabhängiger von Umwelt-
faktoren austauschbar ist. Genfluss und Hybridisierung ohne IBD Muster können so die
beobachteten Gentopologiehäufigkeiten und das daraus ableitbare ILS bestimmter Gene
erklären.

5.3.7 Funktionale Annotation

Der Erfolg einer funktionalen Annotation ist wahrscheinlicher, wenn vollständigere Pro-
teinsequenzen vorliegen. Weiterhin ist die Voraussetzung für die gesamte Analyse, dass
orthologe Gene durch mapping identifiziert werden können. Deshalb wurden nicht die
generierten Sequenzen der einzelnen Individuen funktional annotiert, sondern deren Or-
thologe des Referenzgenoms, da die Sequenzen der Referenz verglichen mit den extra-
hierten Sequenzen der MOTUs am vollständigsten sind und demnach leichter funktional
zu annotieren sein sollten. Der relativ geringe Anteil funktional annotierter Gene lässt
sich durch die beschriebene Wissenslücke der Biodiversität in Mollusken erklären (Ab-
schnitt 1.5). Die funktionale Annotation erfolgt aufgrund von Sequenzähnlichkeit zu
manuell kuratierten Datenbanken als auch HMMs von Pfam-Domänen (Quevillon et al.,
2005). Die Vollständigkeit und die Universalität dieser Datenbanken und/oder Modelle
beruht auf Proteinen deren Sequenz und Funktion bekannt sind. Entsprechend unterre-
präsentierte Taxa, wie es für Mollusken der Fall ist, werden demzufolge auch in derartigen
Datenbanksuchen weniger Treffer erzielen. Die Möglichkeit falsch positiv annotierter Ge-
ne in der Referenz kann in diesem Umfang kaum eine Rolle spielen, da AEDs, HaMStR
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und DOGMA prinzipiell eine hochqualitative bzw. vollständige Annotation bestätigen und
signifikant weniger private Radix Gene funktional annotiert wurden, als es basierend auf
der funktionalen Annotation aller Radix Gene zu erwarten wäre (Kapitel 3). Die geringe
funktionale Annotationsrate von 56,4% verringert die Aussagekraft darauf basierender
Analysen auf Anreicherung von GO terms.

5.3.8 Detektion positiver Selektion

Die PAML Analyse ergab, dass jede untersuchte MOTU nahezu einzigartige Sets an Genen
mit Spuren positiver Selektion besitzt. Dies ist ein Hinweis auf eine zunehmende spe-
zielle Anpassung der verschiedenen MOTUs an bestimmte Bedingungen, wie etwa Um-
weltfaktoren. In allen MOTUs wurden drei identische Gene als positiv selektiert identifi-
ziert. Zwei davon konnten im weitesten Sinne mit Funktionen der Zellstruktur annotiert
werden. Einerseits sind Kollagentypen durch hochkonservierte Bereiche ausgezeichnet
(Mazzorana et al., 1993), was wiederum die Identifizierung und funktionale Annotati-
on vereinfachen sollte. Andererseits sind alle drei GO terms in einem ähnlichen Gebiet
angesiedelt. Aufgrund der selektierten GO terms könnte man spekulieren, dass alle MO-
TUs besonders die Stützfunktion und Zusammenhalt der Zellen auch durch das Gewebe
selbst realisieren müssen, da kein Skelett vorhanden ist. Eine erhöhte Anpassungsfä-
higkeit in diesem Punkt könnte positiven Einfluss auf die Fitness unter verschiedenen
Umweltbedingungen hervorrufen. Beispielsweise könnten unterschiedliche Fließgeschwin-
digkeiten oder Substrate mit verschiedenen Formen der Zellstruktur für Anheftung zur
Nahrungsaufnahme oder zur Abwehr von Predatoren in Verbindung stehen.

5.3.9 Anreicherung von GO terms

Interessanterweise liegt eine signifikante Anreicherung des GO terms „G-protein coupled
receptor signaling pathway“ in Genen mit Spuren positiver Selektion der MOTUs 2, 4
und 5 vor. Diese Genfamilie wurde in Spiralia als signifikant expandiert gefunden (Si-
makov et al., 2013). Der identische GO term liegt signifikant angereichert in orthologen
Genen von Mollusken exklusive Radix auricularia (MOTU4) vor (Schell et al., 2017).
Der Unterschied der Anreicherungen besteht in der Betrachtung von orthologen Mol-
luskengenen zu positiv selektierten Genen in bestimmten MOTUs der Gattung Radix.
G-Protein Rezeptoren sind in Reaktionen auf Hormone, Neurotransmitter und Umwelt-
stimuli involviert (Rosenbaum et al., 2009). Eine positive Selektion von Genen dieser
Familie könnte erhöhte Fitness durch verbesserte Kommunikation zwischen Individu-
en, effektiveres Aufspüren von Nahrung oder evtl. auch von Prädatoren erlauben. Die
Analyse von GO terms der Gene in den Topologiegruppen ergab zwar signifikante Anrei-
cherung diverser Funktionen, jedoch ist es nicht gelungen die angereicherten Funktionen
mit einem biologischen Hintergrund etwa aus der Ökologie zu verknüpfen.

5.4 Fazit und Ausblick
Die eingesetzte Methode zur Erstellung von Gensequenzen aus einem mapping indi-
vidueller Resequenzierungen konnte trotz der hohen Nukleotiddiversität zwischen den
MOTUs und der Radix auricularia Genomassemblierung (Referenz) den Großteil der
Gene zurückgewinnen. Vorausgesetzt ist die Annahme von Orthologie zwischen den an-
notierten Genen der Referenz und den reads der Individuen, die aus Genen mit ähnli-
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chen Sequenzen stammen. Die Rekonstruktion der Genphylogenien konnte keine absolute
Mehrheit einer Topologie zeigen. Damit ist eine genomweite Abgrenzung der MOTUs
nicht möglich. Die Ursachen sind vermutlich in der Populationsstruktur (Hybridisierung,
Verbreitung durch Wasservögel) und einem daraus resultierendem „incomplete linage
sorting“ zu finden.

Für die untersuchten MOTUs wurden jeweils nahezu private Sets von Genen mit Spu-
ren positiver Selektion identifiziert. Dies sind möglicherweise Signale von unterschied-
lichen Selektionsdrücken in den verschiedenen Habitaten der MOTUs. Drei Gene, die
in allen untersuchten MOTUs Spuren positiver Selektion aufweisen, konnten durch eine
funktionale Annotation im weitesten Sinne mit der Zellstruktur in Verbindung gebracht
werden. Eine Analyse der GO terms in positiv selektierten Genen je MOTU resultierte
u. a. in einer signifikanten Anreicherung der G-Protein Rezeptoren und deren Stoffwech-
selwegen in den MOTUs 2, 4 und 5. Dieser GO term wurde bereits in den Spiralia
als signifikant expandiert nachgewiesen. Über mögliche Ursachen der Anhäufung von
Funktionen in positiv selektierten Genen kann jedoch nur spekuliert werden.

Theoretisch wäre es möglich nach unannotierten Genen oder zumindest CDS in der
Referenz zu suchen, indem man z. B. nach Bereichen mit ähnlicher Coverageverteilung
zu annotierer CDS sucht. Auf diese Weise könnte man orthologe Gene in der Referenz
detektieren.

Mapping, MSA und Variantenbestimmung sind selbstverständlich nicht fehlerfrei.
Des Weiteren werden nur Gene betrachtet, die in der Referenz annotiert sind. Eine
unabhängigere Methode könnte de novo Assemblierungen der fünf (bzw. vier ohne MO-
TU4) Genome beinhalten. Mit einer untereinander vergleichbaren Annotation würde
man vermutlich ein vollständigeres Set von Genen pro Individuum erhalten. Daraufhin
würde eine orthologe Gruppierung der erhaltenen Sequenzen evtl. verlässlicher sein als
eine Orthologievorhersage basierend auf dem mapping von relativ kurzen Sequenzen.
Mit den vorliegenden Daten wären höchstfragmentierte de novo Assemblierungen der
Individuen zu erwarten, da die Sequenziertiefen für ein de novo assembly deutlich zu
gering sind und weiterhin z. B. keine mate pair Bibliotheken vorliegen. Eine kontinu-
ierliche Assemblierung ist jedoch Grundvoraussetzung für eine erfolgreiche Annotation
(Abschnitt 1.4). Die funktionale Annotation als auch die Analyse auf Anreicherung von
GO terms (z. B. Anreicherung in Topologiegruppen) könnte ebenfalls durch voneinander
unabhängig generierten und möglicherweise vollständigeren Sequenzen profitieren.
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Synthese

Aufgrund der fundamentalen Bedeutung von Genomsequenzen für die Analyse biologi-
scher Eigenschaften in Individuen und Populationen basiert die vorliegende Arbeit im
Wesentlichen auf DNA- und Proteinsequenzen. Die dargestellten Untersuchungen liefern
wesentliche und grundlegende Beiträge zum Verständnis von Biodiversität in Mollusken
und speziell in der Süßwasserschneckengattung Radix. Trotz der Bedeutung von Mollus-
ken sind Genomassemblierungen und Annotationen in Relation zu der Anzahl beschrie-
bener Arten gegenüber anderer Tierklassen deutlich unterrepräsentiert (Schell et al.,
2017). Die Anzahl verfügbarer Genomassemblierungen der Mollusken beläuft sich auf
lediglich 29, wovon wiederum nur 21 (exkl. L. stagnalis; Davison et al., 2016) annotiert
wurden (Tabelle 1.3). Die bis heute umfangreichste und veröffentlichte Präsentation von
verfügbaren Molluskengenomassemblierungen allein stellt bereits einen relevanten Ein-
blick in die aktuelle genomische Datenverfügbarkeit dar (Tabelle 1.3). In Verbindung
mit eigens berechneten bzw. zitierten Kennwerten ist es möglich die Qualität dieser
Genomassemblierungen und deren Annotationen zu bewerten.

6.1 Assemblierung

Die geringe Anzahl assemblierter Genome von (Süßwasser-) Mollusken bzw. Gastropo-
den vergrößert den Wert jeder Assemblierung in diesem Phylum. Mit der ersten pu-
blizierten Genomassemblierung eines Süßwassermollusken birgt Radix auricularia einen
immensen Zuwachs an genomischer Information. Der erwartet hohe Repeatgehalt und
die hohe Heterozygotie waren zunächst nicht die idealen Voraussetzungen für eine quali-
tativ hochwertige Assemblierung. Allerdings konnte die Heterozygotie durch Inzucht der
Individuen vor der Sequenzierung deutlich reduziert werden, wodurch Fehler während
der Assemblierung verringert wurden. Durch die Entwicklung einer speziell für die erho-
benen Daten erstellte Assemblierungspipeline, die zusätzlich bereits bestehende Daten
(Assemblierungen von RNA-seq reads, insbesondere von Embryonen) integriert, konnte
ein kontinuierliches, akkurates und ein bezüglich Kern-Orthologen vollsändiges assembly
erhalten werden. Die beobachtete Diskrepanz zwischen Gesamtlänge der Assemblierung
und geschätzter Genomgröße konnte durch mapping der reads auf die Assemblierung
zum Großteil durch kollabierte repeats erklärt werden.
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6.2 Annotation
Die strukturelle und funktionale Annotation von Genen fügt umfangreiche biologische
Information zu der erhaltenen Assemblierung hinzu. Die hohe Qualität kann durch ver-
schiedene Kriterien bemessen werden. Die Annotation edit distance (AED) gibt mit dem
geringen Median von 0,21 eine hohe Kongruenz zwischen Evidenz und Annotation an.
In der Annotation konnten mit verschiedener Software 92,8% bzw. 93,7% der Kern-
Orhtologen identifiziert werden. Außerdem wurden 86,8% eukaryotischer Proteindomä-
nenarrangements im Proteinset der Annotation lokalisiert.

Weiterhin sind die Gene in R. auricularia ähnlich kontinuierlich annotiert, wie es in
Lottia gigantea der Fall ist. L. gigantea gilt in Bezug auf Kontinuität der Assemblierung
und deren Annotation als herausragend unter den Mollusken, da das Genom mit der
Sanger-Methode sequenziert wurde. Die dadurch erhaltene Kontinuität und Genauigkeit
der L. gigantea Genomassemblierung beeinflusst positiv die Qualität der Annotation.
Durch den hohen Repeatgehalt und die hohe Heterozygotie in Mollusken konnte ein
möglichst kontinuierliches assembly nicht für alle sequenzierten und annotierten Arten
erreicht werden. Dies spiegelt sich dementsprechend in der erhöhten Fragmentierung der
Annotation anderer Mollusken wider.

6.3 Strukturelle Annotation mit beobachteten
Peptidsequenzen

Die Annotation und deren hohe Qualität wird weiterhin durch Peptidsequenzen un-
termauert, die durch Spektren aus Flüssigchromatographie in Kombination mit der
Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) Analysen de novo und durch eine Daten-
banksuche erstellt wurden. Die durch LC-MS/MS erhobenen Peptidsequenzen wurden
durch Projektpartner des ISAS in Dortmund erstellt. Einerseits wurde durch die Kombi-
nation verschiedener Suchmethoden Proteinevidenz für etwa zwei Drittel aller annotier-
ten Gene mit mindestens einer Peptidsequenz erhalten. Andererseits wurden nur 5,8%
aller de novo Peptide außerhalb der bestehenden Annotation verortet. Da die Anzahl
verschiedener translatierter Gene u. a. vom Entwicklungsstand und den Umweltfakto-
ren abhängig ist, kann man eine hohe Kongruenz zwischen der bestehenden Annotation
und den Peptidsequenzen schlussfolgern. Die nicht durch Peptidsequenzen identifizierten
Gene könnten entweder durch Evidenz aus embryonalen Transkripten annotiert worden
sein oder es wurde zufällig keine Peptidsequenz für diese Gene aufgrund zu geringer
Anzahl sequenzierter Peptide erstellt.

6.4 Vergleichende Genomik
Durch mitochondriales Barcoding ist eine klare Abgrenzung innerhalb der Gattung Ra-
dix in sogenannte MOTUs möglich (Pfenninger et al., 2006). In dieser Arbeit sollte durch
individuelle Resequenzierung fünf verschiedener MOTUs, u. a. die Verwandtschaftsver-
hältnisse auf genomischer Ebene überprüft werden. Falls eine klare Abgrenzungen der
MOTUs durch das gesamte Genom unterstützt wird, sollte ein Großteil der Gene identi-
sche Topologien aufweisen. Die Analyse dieser Gentopologien basierend auf diesen indivi-
duellen Resequenzierungen ergab jedoch keine klare Mehrheit einer Topologie. Außerdem
wurde der Großteil der verschiedenen Topologien nur in geringer Anzahl gefunden. In
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Verbindung mit relativ hoher Heterozygotie, die zwischen den MOTUs schwankt, kann
man von erhöhtem Genfluss und effektiver Hybridisierung zwischen den MOTUs ausge-
hen. Hybridisierung wurde bereits in der Gattung Radix beschrieben (Patel et al., 2015).
Zusätzlich kann die Verbreitung über Zugvögel (Pfenninger et al., 2011; van Leeuwen &
van der Velde, 2012) diesen Effekt selbst bei geographisch weit entfernten Populationen
hervorrufen. Das Ergebnis von effektiver Migration, effektivem Genfluss und Hybridi-
sierung könnte für verschiedene Gene unterschiedliche Varianten von „incomplete linage
sorting“ hervorrufen und dadurch ein unklares Bild der genetischen Verwandtschaftsver-
hältnisse innerhalb der Gattung Radix hinterlassen.

Durch eine Analyse auf positive Selektion konnte beobachtet werden, dass in den
verschiedenen MOTUs verschiedene Gene signifikant diese Spuren tragen. Dies könnte
durch unterschiedliche und spezielle Anpassung an bestimmte Umwelteinflüsse der MO-
TUs hervorgerufen worden sein. In allen MOTUs wurden drei identische Gene als positiv
selektiert detektiert. Die funktionale Annotation legt nahe, dass diese Gene mit der Zell-
struktur in Verbindung stehen. Man könnte aufgrund dieser GO terms spekulieren, dass
ein Zusammenhang zwischen verschiedenen Anforderungen an bestimmte Habitate (z. B.
Fließgeschwindigkeit, Substrat) und der Zellstruktur besteht.

Die Analyse auf signifikante Anreicherung von Funktionen bestimmter Gene (GO
terms) konnte sowohl in den privaten positiv selektierten Genen als auch in den Genen
der Topologiegruppen keine eindeutig interpretierbaren Ergebnisse liefern. Lediglich der
GO term „G-protein coupled receptor signaling pathway“, der in den Spiralia als expan-
diert beschrieben wurde (Simakov et al., 2013), lag ebenfalls signifikant angereichert in
den positiv selektierten Genen von MOTU2, 4 und 5 vor. Jedoch kann man über die
Ursache der positiven Selektion und der signifikanten Anreicherung nur spekulieren.

6.5 Methodische Synthese

Über die biologischen Ergebnisse hinaus sind die entwickelten Methoden universell ein-
setzbar und insbesondere für genomische Studien an Nichtmodellorganismen von Re-
levanz. Die Integration möglichst vieler vorhandenen Daten ist besonders von Vorteil,
wenn insgesamt wenig über das Genom eines zu untersuchenden Organismus bekannt
ist.

Assembly: Während der Assemblierung des R. auricularia Genoms wurden nicht nur
die genomischen reads verwendet, sonder zusätzlich contigs assemblierter Tran-
skriptome aus dem Genus Radix. Die Filterung dieser Transkriptomcontigs ent-
sprechend der Alignierung auf der Genomassemblierung und deren Einsatz für ein
phylogenetisch begründetes scaffolding bietet die Möglichkeit die Kontinuität einer
Assemblierung zu erhöhen. Die Filterung der Transkripte wurde durch ein speziell
angefertigtes Skript realisiert, welches Reihenfolge als auch Orientierung auf einem
scaffold und die Summe aller Teilalignments eines contigs betrachtet.

Annotation: Im Fall der strukturellen Annotation mit MAKER wurden neben den Er-
gebnissen von CEGMA ebenfalls die Ergebnisse von BUSCO für das Training initialer
Modelle verwendet. Dadurch kann eine spezifischere Annotation in Nichtmodellor-
ganismen erfolgen, falls nicht bereits trainierte Modelle für die zu untersuchende
Art vorliegen. Außerdem wurden in der MAKER Pipeline ebenfalls alle vorliegen-
den Transkriptomassemblierungen aus dem Genus Radix eingebunden. Dadurch
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wurden beispielsweise die Informationen embryonaler Gene nicht verworfen, die
lediglich in der Schwesternart R. balthica erhoben wurden.
Neben dem Ausbau der Annotationspipeline und der Integration vieler vorhan-
dener Daten, wurde das Training des Augustus Artmodells in Form eines eigens
entwickelten Wrapper-Skriptes (autoautoAug) automatisiert. Der zeitliche Umfang
des Trainings hängt u. a. von der Länge der zugrundeliegenden Assemblierung ab.
Das entwickelte Skript ermöglicht die Kombination von Parallelisierung und au-
tomatischer Ausführung aller Schritte eines Trainings in Augustus. Dadurch wird
eine zeitliche Verkürzung des Trainings um ein Vielfaches erhalten, wodurch wie-
derum die gesamte Annotation beschleunigt wird.

Vergleichende Genomik: Für die Analyse auf positive Selektion mit PAML werden Nu-
kleotidsequenzen von Genen benötigt. Für die Erstellung dieser Sequenzen musste
eine spezielle Pipeline entwickelt werden. Für die genomweite Untersuchung können
reads aus individuellen Sequenzierungen durch mapping auf einer Referenzsequenz
platziert werden. Allerdings gestaltet sich die Extraktion von Konsensussequenzen
aus einem mapping schwierig, insbesondere wenn eine ungleichförmige oder/und
niedrige coverage vorliegt. Die vorgestellte Methode zur Erstellung von fasta Da-
teien aus einem mapping berücksichtigt dabei Abweichungen der coverage über
oder unter bestimmte Schwellenwerte. Zusätzlich können je nach eingesetzter Soft-
ware für die Bestimmung der Varianten auch Indels bzw. heterozygote Positionen
einbezogen werden. Diese für dieses Projekt entwickelte Methode eröffnet neue
Möglichkeiten individuelle Resequenzierungen mit sequenzbasierten Analysen zu-
verlässig zu untersuchen.

6.6 Ausblick

Mit aktuell verfügbaren Methoden könnte die Datengrundlage für das assembly des Radix
auricularia Genoms verbessert werden. Die Limitierungen der kurzen Illumina Sequen-
zen, die für die Assemblierung herangezogen wurden, könnten durch lange Sequenzen
(Pacific Biosciences (PacBio), Oxford Nanopore Technologie (ONT)) oder alternative
Verfahren wie 10x Chromium, „optical mapping“ oder Hi-C überwunden werden. Aller-
dings benötigen all diese Methoden sehr hochmolekulare DNA und sind teilweise sehr
kostenintensiv. Nicht nur die Sequenzierung des Genoms kann von langen Leselängen
während der Sequenzierung profitieren. Transkriptome, die mit PacBio oder ONT se-
quenziert werden, könnten häufiger komplette Transkripte oder Spleißvarianten bein-
halten, die wiederum die strukturelle Annotation der Assemblierung verbessern sollten.
Für die vergleichende Genomik wurden Resequenzierungen verschiedener Radix MOTUs
auf das assmbly des R. auricularia Genoms mittels mapping platziert. Durch die hohe
Nukleotiddiversität außerhalb von Exons bzw. Genen könnte man durch de novo As-
semblierungen aller resequenzierten Radix Genome die Analysen über bestimmte Gene
hinaus auf nahezu beliebige Bereiche, wie z. B. repetitive Elemente oder sogar bestimmte
Chromosomen ausdehnen. Bei entsprechend kontinuierlichen Referenzsequenzen könnte
auch die Resequenzierung mit langen Sequenzen erfolgen, um neben lokalen Varianten
auch strukturelle Variationen zu detektieren.
Für die Genomsequenzierung im Bereich der Mollusken gibt es noch erhöhten Bedarf, um
einen Einblick in die Biodiversität dieses artenreichen Phylums zu erhalten. Einerseits
wurden bisher nur sehr wenige Genome von Süßwassermollusken sequenziert und assem-
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bliert. Andererseits wurde bis heute keine Genomsequenz eines terrestrischen Weichtiers
publiziert. Gerade die genomische Grundlage für die Besiedelung extrem verschiedener
Habitate birgt große Möglichkeiten das Verständnis von Evolution zu vertiefen. Zusätz-
lich würden u. a. Studien bezüglich Artbildung, Artabgrenzung, Hybridisierung und
Populationsstruktur von der umfassenden Datengrundlage, die Genome bieten, profitie-
ren.

In Zukunft wird die technische Herausforderung Genome zu assemblieren vermutlich
immer mehr in den Hintergrund rücken. Erstens ist die Entwicklung der Sequenzier-
techniken in den letzten Jahren extrem vorangeschritten. So wurde die Geschwindigkeit
der Sequenzierung sowie die Länge und Fehlerrate der Sequenzen verbessert. Zu Be-
ginn dieses Radix Genomprojektes (Juli 2014) war es nicht denkbar Sequenzdaten mit
PacBio oder ONT für dieses oder andere Genomprojekte in Prof. Pfenningers Gruppe
erstellen zu lassen. Jetzt — etwa vier Jahre später — liegen nicht nur diese Daten für
Radix vor, sondern es existieren arbeitsgruppenintern bereits unveröffentlichte, auf die-
sen Daten basierende Genomsequenzen anderer Arten, die zum Teil schon als Grundlage
für weiterführende Analysen dienen. Zweitens wird ein assembly deutlich vereinfacht,
wenn die Länge der Sequenzen hoch und deren Fehlerrate niedrig ist. Die Assemblierung
von Genomen, wie sie heute angewendet wird, ist nur ein technisches Hilfsmittel, dass
die Limitierungen der heute eingesetzten Sequenziertechniken teilweise zu kompensieren
versucht. Deshalb sollte die Lösung in Zukunft die weitere Entwicklung von Techniken
bezüglich DNA-Isolation und Sequenzierung beinhalten. Möglicherweise wird es sogar
eines Tages eine Sequenziertechnik geben, die es ermöglicht Chromosomen beliebiger
Länger kontinuierlich und fehlerfrei abzulesen (z. B. Weiterentwicklungen des „single
molecule sequencing“ durch PacBio oder ONT).

Mit aktuellen und zukünftigen Methoden ist bzw. wird eine genaue und umfassende
Untersuchung von Genomen möglich. Davon profitiert im Kontext dieser Arbeit natürlich
Radix als Genus und die Mollusken allgemein. Allerdings ist es nicht zu vernachlässigen,
dass die hier angewendeten Methoden universell einsetzbar sind und dadurch die gesamte
Biodiversitätsforschung unterstützen bzw. Analysen bestimmter Bereiche erst ermöglicht
werden.
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Anhang

Tabellen

Tabelle A1: Erzeugte Rohdaten. Bibliotheken mit den insert sizes 250, 500 und 800 bp wurden
mit Readlängen von 125 bp (HiSeq 2500) und mate pair Bibliotheken mit Readlängen von 100 bp
(HiSeq 2000) sequenziert. Quelle: Schell et al. (2017)

Insert size [bp] Anzahl der
reads

Anzahl der
Nukleotide GC-Gehalt [%] Theoretische

coverage
250 289.883.600 36.235.450.000 39 23
500 197.642.448 24.705.306.000 36 15
800 157.503.550 19.687.943.750 36 12

2.000 168.299.780 16.829.978.000 39 11
5.000 135.963.092 13.596.309.200 39 8
10.000 51.079.540 5.107.954.000 41 3

Gesamt 1.000.372.010 116.162.940.950 38 73

Tabelle A2: Transkriptomfilterung und -scaffolding. Die obere Zeile jeder Zelle gibt zuerst die
Anzahl der Transkriptomcontigs und danach deren Gesamtlänge in Mb an. Die untere Zeile jeder
Zelle gibt den relativen Anteil der contigs bzw. deren Gesamtlänge zu der entsprechenden
Meta-Transkritomassemblierung in Prozent an. Quelle: Schell et al. (2017)

MOTU4 MOTU5 MOTU2 MOTU3 Gesamt

Meta-
Trankriptom-
assemblierung

22.798 / 16,3 145.687 / 75,2 91.728 / 101,4 34.418 / 27,9 294.631 / 220,8

Gemappt mit
BLAT

22.108 / 16,0
97,0 / 98,3

116.566 / 66,6
80,0 / 88,5

74.411 / 95,6
81,1 / 94,3

30.686 / 26,4
92,9 / 94,3

243.771 / 204,5
82,7 / 92,6

Reihenfolge /
Orientierung

15.250 / 10,6
66,9 / 65,3

92.183 / 50,2
63,3 / 66,7

42.636 / 45,3
46,5 / 44,7

20.809 / 17,2
60,5 / 61,3

170.878 / 123,3
58,0 / 55,8

Relative
Alignment-
länge ≥ 80 %

14.687 / 10,4
64,4 / 63,6

45.672 / 31,2
31,3 / 41,5

16.584 / 22,2
18,1 / 21,9

8.864 / 7,6
26,8 / 27,1

85.807 / 71,4
29,1 / 32,3

Verknüpfungen
durch
L_RNA_scaffolder

49 232 71 352

99
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Tabelle A3: Mappings der mate pair Bibliotheken. Die erwarteten coverages wurden aus der
Anzahl der Nukleotide der gefilterten reads jeder Bibliothek und der geschätzten Genomgröße von
1,6 Gb berechnet. Quelle: Schell et al. (2017)

Insert size [kb] Mappingrate [%] Beide gepaart [%] Coverage
Mittlere Erwartete

2 98,42 97,88 17,27 10,51
5 98,62 98,04 14,01 8,49
10 98,28 97,67 5,24 3,19

Tabelle A4: REAPR Korrektur. Statistiken der Assemblierung im Original (O) und der Korrektur
(K) durch REAPR (vor und nach dem Brechen an identifizierten fehlerhaften Positionen). Alle Werte
außer die Anzahl und Gesamtlänge der Lücken beziehen sich auf scaffolds ≥ 1 kb.

Original Korrigiert Veränderung (O/K)

Anzahl scaffolds 4.823 11.475 2,4
Gesamtlänge [Mb] 912 909 1,0
Längster scaffold [Mb] 2,97 1,95 0,7
N50 [kb] 579 250 0,4
Anzahl Lücken 93.330 86.924 0,9
Gesamtlänge Lücken [Mb] 58 61 1,1

Tabelle A5: CEGMA Ergebnisse. Statistiken der Vollständigkeit des Genomes basierend auf 248
CEGs. Diese Ergebnisse basieren auf dem selektierten Genset von Genis Parra. Prots: Anzahl von
248 im Genom vorhandenen ultra-konservierten CEGs; %Vollständigkeit: prozentualer Anteil von
vorhandenen 248 ultra-konservierten CEGs; Total: Gesamte Anzahl von vorhandenen CEGs inklusive
vermeintlicher Orthologe; Durchschnitt: durchschnittliche Anzahl von Orthologen pro CEG; %Ortho:
prozentualer Anteil von detektierten CEGs mit mehr als einem Orthologen. Quelle: Schell et al.
(2017)

#Prots %Vollständigkeit #Total Durchschnitt %Ortho

Komplett 152 61,29 165 1,09 8,55
Gruppe 1 36 54,55 40 1,11 11,11
Gruppe 2 36 64,29 40 1,11 11,11
Gruppe 3 33 54,10 36 1,09 9,09
Gruppe 4 47 72,31 49 1,04 4,26

Partiell 233 93,95 328 1,41 32,62
Gruppe 1 58 87,88 72 1,24 22,41
Gruppe 2 54 96,43 82 1,52 37,04
Gruppe 3 58 95,08 84 1,45 41,38
Gruppe 4 63 96,92 90 1,43 30,16
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Tabelle A7: Ähnlichkeit zu Swiss-Prot Einträgen. Stand 11.05.2016; blastp e-value < 10−10.
Quelle: Schell et al. (2017)

Art Annotierte Proteine Proteine ähnlich zu
Swiss-Prot Anteil [%]

Octopus bimaculoides 23.994 19.217 80,1
Aplysia californica 27.591 19.920 72,2
Radix auricularia 17.338 12.207 70,4
Crassostrea gigas 45.406 30.917 68,1
Biomphalaria glabrata 36.675 24.422 66,6
Lottia gigantea 23.822 13.950 58,6

Tabelle A8: Signifikant angereicherte GO terms in Radix spezifischen Orthogruppen und
unzugeordneten Genen von Radix. FDR < 5%. Quelle: Schell et al. (2017)

GO term Annotiert Signifikant Erwartet q-Wert

Nucleoside transmembrane transport 15 6 0,29 2,10e−7
Glycolytic process 41 6 0,79 0,000.12
Microtubule-based movement 138 10 2,66 0,000.33
Carbohydrate metabolic process 399 18 7,7 0,001.72
Tubulin complex assembly 4 2 0,08 0,002.16
Post-chaperonin tubulin folding pathway 4 2 0,08 0,002.16
Cilium or flagellum-dependent cell motility 15 3 0,29 0,002.71
Neurotransmitter transport 59 5 1,14 0,005.46
transport 1.617 42 31,19 0,005.94
Sulfate transport 13 2 0,25 0,025.1
cGMP biosynthetic process 14 2 0,27 0,028.91
Peptidyl-glutamic acid carboxylation 2 1 0,04 0,038.2
Inositol trisphosphate metabolic process 2 1 0,04 0,038.2
Clathrin coat assembly 2 1 0,04 0,038.2
glutamine biosynthetic process 2 1 0,04 0,038.2
Clathrin-mediated endocytosis 2 1 0,04 0,038.2
Chitin metabolic process 134 6 2,58 0,045

Tabelle A9: Signifikant angereicherte GO terms in Orthogruppen die alle fünf Mollusken
außer Radix enthalten. FDR < 5%. Quelle: Schell et al. (2017)

GO term Annotiert Signifikant Erwartet q-Wert

Meiotic prophase I 1 1 0 0,001.3
Synaptonemal complex assembly 2 1 0 0,002.7
Actin ubiquitination 3 1 0 0,004
Carbohydrate transport 9 1 0,01 0,011.9
G-protein coupled receptor signaling pathway 457 3 0,61 0,020.6
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Tabelle A10: Repeatgehalt in Mollusken. Anteil identifizierter repeats in Genomassemblierungen
von Mollusken. Basierend auf der geschätzten Genomgröße von R. auricularia wurden 22,9% als
repeats annotiert und genomweit der Repeatgehalt auf 70% geschätzt.

Art Repeatgehalt [%] Quelle

Modiolus philippinarum 62,0 Sun et al. (2017)
Bathymodiolus platifrons 47,9 Sun et al. (2017)
Biomphalaria glabrata 44,8 Adema et al. (2017)
Aplysia californica 43,7 Murgarella et al. (2016)
Radix auricularia 40,3 Schell et al. (2017)
Patinopecten yessoensis 38,9 Wang et al. (2017)
Crassostrea gigas 36,1 Zhang et al. (2012)
Mytilus galloprovincialis 36,1 Murgarella et al. (2016)
Haliotis discus hannai 30,8 Nam et al. (2017)
Ruditapes philippinarum 26,4 Mun et al. (2017)
Lottia gigantea 21 Simakov et al. (2013)

22,5 Murgarella et al. (2016)
22,3 Nam et al. (2017)

Pinctada fucata 1.0 9,7 Takeuchi et al. (2012)

Tabelle A11: Beobachtete Rohdaten und artifizell erzeugte Peptide. Die erste Spalte je
Peptidset gibt die absolute Anzahl von Sequenzen an. Falls möglich, ist in der jeweils zweiten Spalte
je Peptidset der relative Wert in Prozent angegeben. Entweder zu den darüberliegenden nicht
eingerückten Kategorien oder separat angegeben.

De novo Artifiziell

Peptide 45.983 45.983
aus verschiedenen Proteinen — 16.086 92,8a
≥ 7AA 41.335 89,9 41.227 89,7

LI-Peptide 196.338 117.234
≥ 7AA 181.111 92,2 109.613 93,5

a Von 17.338 annotierten proteinkodierenden Genen.
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Tabelle A12: Suche von Peptiden mit ESW im Proteom. Alle Werte beziehen sich auf die
Anzahl der Treffer nach der Filterung. Die beiden Spalten je Peptidset geben den absoluten und den
relativen Wert in Prozent an.

De novo Artifiziell

Alle LI-Peptide 44.977 43.153
Einzigartige LI-Peptide 39.539 21,8a 36.716 33,5a

vom Ursprung — 36.045 98,2b

einzigartige (Donor-)Peptide 35.900 86,9c 36.623 88,8c

Nur einzigartige substituierte LI-Peptide1 34.747 87,9b 22.994 62,6b

Einzigartige falsche LI-Peptide2 — 93 0,4d

In verschiedenen Proteinen 9.187 53,0e 15.395 88,8e

1 Nur Peptide mit mindestens einer LI-Substitution.
2 Artifizelle Peptide mit LI-Substitutionen, die nach der Filterung vorhanden sind.
a Von LI-Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).
b Von ESW Treffern einzigartiger LI-Peptide.
c Von Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).
d Von ESW Treffern einzigartiger substituierter LI-Peptide.
e Von 17.338 annotierten proteinkodierenden Genen.

Tabelle A13: Suche von Peptiden mit tblastn im Genom. Alle Werte beziehen sich auf die
Anzahl der Treffer nach der Filterung. Die beiden Spalten je Peptidset geben den absoluten und den
relativen Wert in Prozent an.

De novo Artifiziell

Alle LI-Peptide 16.609 18.880
Einzigartige LI-Peptide 15.654 8,6a 17.021 15,5a

einzigartige (Donor-)Peptide 15.179 36,7b 16.682 40,5b

Nur einzigartige substituierte LI-Peptide1 13.639 87,1c 11.687 68,7c

Einzigartige falsche LI-Peptide2 — 613 5,2d

In verschiedenen annotierten Genen 3.826 22,1e 10.763 61,9e

In verschiedenen annotierten Exons 8.214 5,6f 14.311 9,7f

1 Nur Peptide mit mindestens einer LI-Substitution.
2 Artifizelle Peptide mit LI-Substitutionen, die nach der Filterung vorhanden sind.
a Von LI-Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).
b Von Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).
c Von tblastn Treffern einzigartiger LI-Peptide.
d Von tblastn Treffern einzigartiger substituierter LI-Peptide.
e Von 17.338 annotierten proteinkodierenden Genen.
f Von 147.195 annotierten Exons proteinkodierender Gene.
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Tabelle A14: Zugeordnete Peptide. Ein Peptid gilt als zugeordnet, wenn es in mindestens einer
der beiden Suchen (ESW im Proteom und tblastn im Genom) den Filter passierte.

De novo Artifiziell

Zugeordnete LI-Peptide 41.473 22,9a 37.306 34,0a

Unzugeordnete LI-Peptide 139.638 77,1a 72.307 66,0a

Zugeordnete Peptide 35.944 87,0b 36.623 88,8b

Unzugeordnete Peptide 5.391 13,0b 4.604 11,2b

a Von LI-Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).
b Von Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).

Tabelle A15: Gruppierung von Peptiden. Mindestens zwei Datenbank und / oder de novo
Peptide wurden bei Treffern in einer nicht zufälligen Distanz im assembly in cluster gruppiert.

Anzahl

Datenbank Peptide (FDR 0,01%) 19.229
außerhalb von Genen 13.973a

Treffer außerhalb von Genen 2.653
einzigartige De novo Peptide 2.404b

Cluster 3.133
nur de novo 0
gemischt 1.429
nur Datenbank 1.704

Ungruppierte Peptide 3.812
de novo 258
Datenbank 3.554

a 72,7% von Datenbank Peptiden.
b 5,8% von Peptiden ≥ 7AA (Tabelle A11).
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Tabelle A16: Annotationen mit Hinweisen. Die erste Spalte „Ohne Hinweise“ bezieht sich auf
die ursprüngliche Annotation ohne zusätzliche Hinweise von Peptidsequenzen. Die Spalten
„Ungewichtet“ und „Gewichtet“ stellen die Ergebnisse der Annotationen mit zusätzlichen
Peptidsequenzen dar, wobei die jeweils erste Spalte den absoluten Wert und die jeweils zweite Spalte
die prozentuale Veränderung gegenüber der ursprünglichen Annotation ohne zusätzlichen
Peptidsequenzen angibt.

Ohne
Hinweise Ungewichtet Gewichtet

Gene 17.338 18.107 4,4 19.029 9,8
in 3. Runde1 17.241 17.927
von 3. Runde2 16.741 16.808
neu3 866 1.102
verfehlt4 597 530

Exons 147.195 157.349 6,9 152.873 3,9
in 3. Runde1 123.023 121.000
von 3. Runde2 122.489 120.517
neu3 34.326 31.873
verfehlt4 24.706 26.678

Genraum [Mb] 200,6 194,6 −3, 0 184,7 −7, 9
Überlappung 151,2 145,7
neu3 43,4 39,0
verfehlt4 49,4 54,9

Exonraum [Mb] 25,3 25,1 −0, 7 24,9 −1, 6
Überlappung 21,2 21,0
neu3 3,9 3,9
verfehlt4 4,1 4,3

1 Neue Annotion mit Überlappung zu Annotation ohne Hinweise.
2 Annotation ohne Hinweise mit Überlappung zu neuen Annotion.
3 Neue Annotation ohne Überlappung mit Annotation ohne Hinweise.
4 Annotation ohne Hinweise ohne Überlappung mit neuen Annotation.

Tabelle A17: HaMStR Ergebnisse. Die erste Spalte „Ohne Hinweise“ bezieht sich auf die
ursprüngliche Annotation ohne zusätzliche Hinweise von Peptidsequenzen. Die Spalten
„Ungewichtet“ und „Gewichtet“ stellen die Ergebnisse der Annotationen mit zusätzlichen
Peptidsequenzen dar, wobei die jeweils erste Spalte den absoluten Wert und die jeweils zweite Spalte
den prozentualen Wert aller gesuchten 1.031 Kern-Orthologen angibt.

Ohne
Hinweise Ungewichtet Gewichtet

Kern-Orthologe 966 967 93,8 961 93,2
Identisch1 952 92,3 947 91,9

1 Zur Annotation ohne Hinweise.
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Tabelle A18: Übersicht resequenzierter Individuen. Verschiedene Daten der exemplarisch für die
MOTUs untersuchten Individuen. #: Anzahl

MOTU1 MOTU2 MOTU3 MOTU4 MOTU5

Population/Individuum PL30b ORN4 GNL6 LYC1 PBX2
Land Polen Spanien Spanien Frankreich Frankreich

Ort Bredynki Orísoain Gironella Layrac Prat-
Bonrepaux

Geografische Breite 53,897 42,60583 42,03833 44,13583 43,02694
Geografische Länge 21,047 -1,60500 1,88000 0,66611 1,01861
Sammeldatum 23.08.2005 27.05.2011 24.05.2011 02.06.2011 31.05.2011

DNA isoliert [µg] 24,4 13,7 11,1 10,8 13,9

#rohe Readpaare 91.425.606 68.590.633 88.865.845 83.956.143 81.497.942
GC [%] 37 37 38 38 37
Erwartete mapping coverage der
Rohdaten 17,1 12,9 16,7 15,7 15,3

#getrimmte Readpaare 90.112.938 67.755.581 81.451.950 82.966.636 80.473.118
#getrimmte ungepaarte reads 1.294.463 826.388 6.581.677 979.156 1.013.911

Davon Vorwärts 993.425 664.172 5.067.623 763.867 794.038
Davon Rückwärts 301.038 162.216 1.514.054 215.289 219.873

Heterozygotie [%] 2,15 1,33 — 0,76 0,67

Mappingrate [%] 80,89 81,16 81,77 97,07 80,55
#gemappte reads (beide
gepaart) [% von gemappten reads] 86,57 87,19 84,28 98,00 87,54

#markierte Duplikate 4.254.900 3.867.640 5.903.126 666.902 4.254.900

Hart maskierte bp der Gene inkl.
Introns [%] 53,2 55,7 55,2 10,8 53,0

< 5× von maskierten bp [%] 93,0 94,9 93,8 86,5 93,8
> 100× von maskierten bp [%] 7,0 5,1 6,2 13,5 6,2

Hart maskierte bp der CDS [%] 9,1 9,8 9,5 2,2 9,2
< 5× von maskierten bp [%] 82,1 90,5 85,7 65,7 86,6
> 100× von maskierten bp [%] 17,9 9,5 14,3 34,3 13,4

Gefilterte Varianten in Genen inkl. Introns
#totale Varianten 2.703.086 2.440.132 2.514.792 250.184 2.760.223
#SNPs 2.354.200 2.140.289 2.203.485 208.503 2.401.839
#Indels 356.058 302.741 315.792 41.763 359.674
#Multiallelische Positionen 22.036 9.256 1.4137 275 3.954
#Multiallelische SNP Positionen 9.235 4.394 6.446 104 1.858

Gefilterte Varianten in CDS
#totale Varianten 817.548 802.581 812.863 26.981 798.258
#SNPs 801.218 786.784 796.631 25.907 781.875
#Indels 17.051 16.231 16.882 1.078 16.623
#Multiallelische Positionen 4.411 2.453 3.595 28 1.094
#Multiallelische SNP Positionen 3.446 1.920 2.763 23 813

#positiv selektierte Gene 119 107 92 319 157
#MOTU-spezifische positiv
selektierte Gene 87 76 62 260 105

#signifikant angereicherte GO terms
in positiv selektierten Genen 7 4 6 17 7
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Tabelle A19: Ohne coverage. Absolute Anzahl und relativer Anteil von Positionen mit einer
mapping coverage von 0 für das gesamte Genom, annotierte Gene und annotierte CDS der MOTUs
1–5.

Genom Gene CDS

MOTU1 425.840.453 46,8 70.878.307 35,3 1.048.557 4,4
MOTU2 434.009.427 47,7 72.619.889 36,2 1.100.863 4,6
MOTU3 431.200.801 47,4 72.050.794 35,9 1.068.802 4,5
MOTU4 97.568.128 10,7 11.914.033 5,9 157.166 0,7
MOTU5 424.601.910 46,7 70.477.868 35,1 1.113.607 4,7

Tabelle A20: Topologiehäufigkeiten. Häufigkeiten der Topologien I–VI (Abbildung 5.4).

Topologie Häufigkeit Anteil von allen Topologien [%]

I 5.667 35,3
II 2.031 12,7
III 1.833 11,4
IV 1.230 7,7
V 1.051 6,6
VI 892 5,6
< 5 % N = 20 3.335 20,8

Tabelle A21: Angereicherte GO terms der positiv selektierten Gene. Signifikant angereicherte
GO terms der Kategorie „biologische Prozesse“ in Genen mit Spuren positiver Selektion der fünf
untersuchten MOTUs.

MOTU GO ID GO term q-Wert

1 GO:0007018 microtubule-based movement 0,003.7
GO:0090307 mitotic spindle assembly 0,009.3
GO:0023052 signaling 0,018.4
GO:0006269 DNA replication, synthesis of RNA primer 0,027.7
GO:0006423 cysteinyl-tRNA aminoacylation 0,027.7
GO:0006388 tRNA splicing, via endonucleolytic cleavage and ligation 0,045.7
GO:0006891 intra-Golgi vesicle-mediated transport 0,045.7

2 GO:0045132 meiotic chromosome segregation 0,009.3
GO:0007186 G-protein coupled receptor signaling pathway 0,014.6
GO:0006508 proteolysis 0,020.6
GO:0006030 chitin metabolic process 0,046.8

3 GO:0006537 glutamate biosynthetic process 0,007.3
GO:0042026 protein refolding 0,007.3
GO:0030148 sphingolipid biosynthetic process 0,014.5
GO:0045944 positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 0,021.7
GO:0006814 sodium ion transport 0,022.3
GO:0006415 translational termination 0,035.9

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007018
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0090307
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0023052
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006269
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006423
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006388
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006891
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045132
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007186
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006508
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006030
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006537
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042026
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030148
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045944
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006814
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006415
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Tabelle A21: Angereicherte GO terms der positiv selektierten Gene. Fortsetzung.

MOTU GO ID GO term q-Wert

4 GO:0007186 G-protein coupled receptor signaling pathway 0,003.6
GO:0035023 regulation of Rho protein signal transduction 0,019.2
GO:0042632 cholesterol homeostasis 0,020.6
GO:0007040 lysosome organization 0,020.6
GO:0032008 positive regulation of TOR signaling 0,020.6
GO:0009448 gamma-aminobutyric acid metabolic process 0,020.6
GO:0019510 S-adenosylhomocysteine catabolic process 0,020.6
GO:0001919 regulation of receptor recycling 0,020.6
GO:0000103 sulfate assimilation 0,020.6
GO:0032439 endosome localization 0,020.6
GO:0071230 cellular response to amino acid stimulus 0,020.6
GO:0006814 sodium ion transport 0,027.5
GO:0015689 molybdate ion transport 0,040.9
GO:0035999 tetrahydrofolate interconversion 0,040.9
GO:0043410 positive regulation of MAPK cascade 0,040.9
GO:0048268 clathrin coat assembly 0,040.9
GO:0006813 potassium ion transport 0,048.6

5 GO:0006814 sodium ion transport 0,005.4
GO:0060964 regulation of gene silencing by miRNA 0,011.3
GO:0048312 intracellular distribution of mitochondria 0,011.3
GO:0034755 iron ion transmembrane transport 0,022.5
GO:0007186 G-protein coupled receptor signaling pathway 0,029.7
GO:0006024 glycosaminoglycan biosynthetic process 0,033.6
GO:0006207 ‘de novo’ pyrimidine nucleobase biosynthetic process 0,044.6

Tabelle A22: Angereicherte GO terms der Topologien. Signifikant angereicherte GO terms in
den Kategorien „biologische Prozesse“ (BP), „zelluläre Komponenten“ (CC; Cellular Component)
und „molekulare Funktion“ (MF) für die Topologien I–VI (Abbildung 5.4).

Topologie Biologische Prozesse Zelluläre Komponenten Molekulare Funktion
GO ID q-Wert GO ID q-Wert GO ID q-Wert

I GO:0016579 0,001.5 GO:0005634 0,000.12 GO:0005515 5,20e−5
GO:0006355 0,003 GO:0005694 0,002.42 GO:0005488 7,20e−5
GO:0035556 0,007.8 GO:0005643 0,036.65 GO:0005524 0,002.4
GO:0035023 0,012.6 GO:0004435 0,003.4
GO:0070588 0,013.2 GO:0036459 0,005.5
GO:0006511 0,014.8 GO:0008083 0,009.9
GO:0006265 0,021.1 GO:0008270 0,011.1
GO:0006468 0,025.5 GO:0005089 0,015.3
GO:0051056 0,032.4 GO:0003682 0,020.8
GO:0007154 0,037.4 GO:0008536 0,020.8

GO:0005242 0,022.6
GO:0005096 0,026.9
GO:0004386 0,027.6
GO:0003700 0,029.1
GO:0003777 0,030.5
GO:0003677 0,033.1
GO:0008017 0,041.7

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007186
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035023
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042632
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007040
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0032008
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009448
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019510
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0001919
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000103
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0032439
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071230
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006814
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015689
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035999
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043410
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048268
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006813
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006814
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060964
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0048312
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034755
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007186
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006024
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006207
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016579
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005634
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005515
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006355
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005694
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005488
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035556
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005643
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005524
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035023
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004435
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070588
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0036459
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006511
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008083
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006265
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008270
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006468
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005089
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051056
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003682
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007154
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008536
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005242
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005096
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004386
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003700
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003777
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008017
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Tabelle A22: Angereicherte GO terms der Topologien. Fortsetzung.

Topologie Biologische Prozesse Zelluläre Komponenten Molekulare Funktion
GO ID q-Wert GO ID q-Wert GO ID q-Wert

I GO:0018024 0,042.7
GO:0016887 0,044
GO:0004843 0,047.7

II GO:0006096 0,003.1 GO:0000922 0,012 GO:0005524 0,008.1
GO:0007020 0,021.4 GO:0000220 0,016 GO:0003712 0,016.5
GO:0006511 0,030.1 GO:0019773 0,017 GO:0051920 0,017.3
GO:0034314 0,033 GO:0005885 0,031 GO:0005247 0,017.3
GO:0006821 0,033.1 GO:0004618 0,017.3
GO:0015031 0,043.7 GO:0043015 0,020.1
GO:0006189 0,047 GO:0004672 0,030.4
GO:0017009 0,047 GO:0016614 0,031.4
GO:0007064 0,047 GO:0008374 0,045.2
GO:0006024 0,047 GO:0005125 0,045.3

GO:0004602 0,049.7

III GO:0071805 0,013 GO:0042555 0,015 GO:0008271 0,012
GO:0008272 0,019 GO:0005783 0,036 GO:0008410 0,012
GO:0006820 0,02 GO:0005267 0,012
GO:0006479 0,021 GO:0008168 0,012
GO:0006270 0,027 GO:0008519 0,017
GO:0006171 0,035 GO:0003678 0,024
GO:0042128 0,035 GO:0004016 0,033
GO:0042254 0,037 GO:0004003 0,047

GO:0046983 0,049

IV GO:0006334 0,000.17 GO:0000786 0,001.6 GO:0003676 7,4e−20
GO:0055114 0,001.64 GO:0042765 0,010.8 GO:0020037 0,018
GO:0007160 0,003.57 GO:0016887 0,021
GO:0016255 0,004.18 GO:0003993 0,023
GO:0000723 0,022.99 GO:0005507 0,044
GO:0009190 0,030.54
GO:0045454 0,037.52

V GO:0016180 0,004.4 GO:0008290 0,005 GO:0030429 0,004.1
GO:0007094 0,004.5 GO:0032039 0,005 GO:0030145 0,011.7
GO:0051016 0,004.5 GO:0005840 0,042 GO:0050661 0,020.7
GO:0009435 0,008.5 GO:0005741 0,044 GO:0003735 0,030.4
GO:0045454 0,013.6 GO:0016757 0,035.5
GO:0006413 0,015 GO:0008417 0,036
GO:0006412 0,035 GO:0005506 0,049.2

GO:0003743 0,049.3

VI GO:0000387 0,004.7 GO:0004332 0,001.2
GO:0006298 0,004.7 GO:0030983 0,004
GO:0016998 0,010.5 GO:0003796 0,008.9
GO:0009253 0,024.3 GO:0016715 0,009.3
GO:0008152 0,036.7 GO:0030170 0,017.8
GO:0006096 0,044 GO:0008107 0,023.7

GO:0003677 0,035.6
GO:0016831 0,041.8
GO:0004602 0,046.5

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0018024
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016887
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004843
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006096
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000922
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005524
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007020
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000220
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003712
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006511
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0019773
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051920
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0034314
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005885
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005247
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006821
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004618
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015031
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0043015
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006189
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004672
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0017009
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016614
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007064
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008374
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006024
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005125
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004602
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071805
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042555
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008271
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008272
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005783
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008410
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006820
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005267
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006479
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008168
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006270
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008519
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006171
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003678
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042128
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004016
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042254
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004003
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0046983
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006334
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000786
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0055114
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042765
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0020037
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007160
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016887
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016255
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003993
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000723
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005507
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009190
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045454
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016180
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008290
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030429
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007094
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0032039
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030145
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0051016
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005840
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050661
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009435
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005741
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003735
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045454
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016757
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006413
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008417
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006412
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005506
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003743
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000387
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004332
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006298
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030983
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016998
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003796
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009253
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016715
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008152
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030170
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006096
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008107
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016831
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004602
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Tabelle A23: Heterozygotie. Relative Werte der Heterozygotie wurden entweder den zitierten
Referenzen entnommen oder selbst berechnet. Für die Erstellung der k-mer Verteilung wurden die
reads der folgenden Zugangsnummern verwendet: B. glabrata SRR4301462, SRR4301463,
SRR4301464, SRR4301603; L. stagnalis ERR1193656, ERR1193657, ERR1193658, ERR1193659.
Die Berechnung der Heterozygotie ist in den Abschnitten 2.1.7 und 5.1.3 beschrieben.

Art Heterozygotie [%] Quelle

Octopus bimaculoides 0,08 Albertin et al. (2015)
Bathymodiolus platifrons 1,24 Sun et al. (2017)
Modiolus philippinarum 2,02 Sun et al. (2017)
Argopecten irradians 0,9 Du Xuedi et al. (2017)
Chlamys farreri 1,4 Jiao et al. (2014)
Biomphalaria glabrata 1,4 GenomeScope

http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=dXjGdvre9OLgfoZP5PEF

Lymnaea stagnalis 0,88 GenomeScope
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=y4RdkXeoiXIMNnJwrTgE

Radix auricularia (assembly)
0,197 Mapping
0,284 GenomeScope

http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=fM8BwZwRuziy8EMLLvPL

Individuelle Resequenzierung
MOTU1 2,15 GenomeScope

http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=xap0DeYujvVrgYDeDt1G

MOTU2 1,33 GenomeScope
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=ly6f3ivFkFCFmcrGOfKG

MOTU3 — GenomeScope
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=6eRXkESpqgNP7pdtf5Wv

MOTU4 0,756 GenomeScope
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=UWx0OQZHdeuxOkCsPOi5

MOTU5 0,665 GenomeScope
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=7AmZGAFAxAiOJ4125FTh

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4301462
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4301463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4301464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR4301603
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERR1193656
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERR1193657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERR1193658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERR1193659
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=dXjGdvre9OLgfoZP5PEF
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=y4RdkXeoiXIMNnJwrTgE
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=fM8BwZwRuziy8EMLLvPL
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=xap0DeYujvVrgYDeDt1G
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=ly6f3ivFkFCFmcrGOfKG
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=6eRXkESpqgNP7pdtf5Wv
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=UWx0OQZHdeuxOkCsPOi5
http://qb.cshl.edu/genomescope/analysis.php?code=7AmZGAFAxAiOJ4125FTh
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Abbildung A1: Ergebnis der Kontaminationsanalyse. Alle gefilterten reads wurden mit
FastqSreen gegen Genome verschiedener möglicher Kontaminationen gemappt. Quelle: Schell
et al. (2017)
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Abbildung A2: Filterung der Transkriptomcontigs. Dargestellt sind die Verteilungen der
relativen Alignmentlängen je contig der einzelnen MOTUs, nachdem contigs mit fehlerhafter
Reihenfolge oder Orientierung der Exons entfernt wurden. Die rote Linie markiert den Schwellenwert
der für das transkrptbasierte scaffolding in L_RNA_scaffolder verwendeten contigs von 80%.
Quelle: Schell et al. (2017)
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Abbildung A3: Verteilung der Mappingqualität von primären Alignments. Eine
Mappingqualität von 0 wird vergeben, wenn reads mehrfach gemappt werden können. Quelle: Schell
et al. (2017)
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Abbildung A4: Partiell gemappte reads. Anzahl in kontinuierlichen Teilen von scaffolds
(contigs). Quelle: Schell et al. (2017)
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Abbildung A5: FCD Rate. Der durch REAPR bestimmter FCD Schwellenwert zur Differenzierung
zwischen fehlerhaften und fehlerfreien Positionen liegt bei 0,39.
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Abbildung A6: Zufälliges ziehen von Stichproben aus reads. Die verbundenen Kreise zeigen die
N50 Verteilung von Assemblierungen bei 30 verschiedenen Stichprobengrößen. Der Boxplot zeigt die
N50 Verteilung der 50 Wiederholungen bei der final gewählten Strichproben coverage von 0,025.
Die x-Achse ist logarithmiert. Quelle: Schell et al. (2017)
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Abbildung A7: Annotierte repeats. Positionen entlang von contigs in scaffolds, die als repeats
annotiert wurden. Quelle: Schell et al. (2017)
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Abbildung A8: AED-Verteilungen der drei MAKER Iterationen.
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Abbildung A9: Median der coverage in Genen. In lediglich 143 Genen ist der Median
mindestens doppelt so hoch wie erwartet. Die erwartete coverage ist 72× (Abbildung 2.2) und die
x-Achse ist logarithmiert.
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Abbildung A10: Längenverteilung der Peptidsets.
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Abbildung A11: Einzigartige k-mere. Ab einer Länge von k = 7 AA sind mehr als 95% der
k-mere einzigartig und ab k = 26 AA mehr als 99%.

≥90bp
N=16.056

<90bp
N=1.220 

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

A
nt

ei
l n

ac
h 

Fi
lte

ru
ng

Alignment Länge nach Filterung

Abbildung A12: Gblocks Filterung. Verteilung der relativen Länge der Gblocks gefilterten
CDS-MSAs zu der Länge vor der Filterung. Alignments mit Längen < 90 bp wurden von
nachfolgenden Analysen ausgeschlossen.
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Abbildung A13: Positiv selektierte Gene. Insgesamt wurde für 678 verschiedene Gene in allen
untersuchten MOTUs Spuren positiver Selektion detektiert. Das Diagramm wurde online erstellt
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
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Abbildung A14: Sequenzqualität. Durchschnittliche Sequenzqualität der ungefilterten forward
(F) und reverse (R) reads der untersuchten Individuen.
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