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Abstract 

High-throughput short-read sequencing has transformed molecular biology, enabling 

applications from population-scale genomics to routine clinical diagnostics. However, its 

inherent read length limitation prevents accurate resolution of complex genomic regions such 

as repetitive elements and structural variants. Moreover, PCR amplification, integral to short-

read workflows, erases native epigenetic modifications, necessitating separate, costly 

experiments to recover this information. Finally, because data analysis can only begin after 

sequencing completes, turnaround times are extended from hours to days. 

Long-read sequencing addresses each of these limitations directly. It generates reads tens to 

hundreds of kilobases in length that span complex genomic regions, eliminates PCR 

amplification to preserve native base modifications, and streams data in real time, allowing 

parallel analysis of the generated data. Recent advances in Nanopore chemistry, coupled with 

the rapid evolution of AI-driven basecalling models, have elevated raw read accuracy to exceed 

98%, steadily closing the gap with short-read platforms. 

This thesis leverages contemporary Nanopore sequencing to resolve complex genomic 

architecture across three major subfields of genomics. The central objective is to demonstrate 

that Nanopore sequencing, alongside short-read sequencing, serves as a powerful genomic 

instrument capable of delivering highly contiguous, well-annotated assemblies and novel 

frameworks that harness its full capabilities. 

It comprises three aims. 1) Using Nanopore sequencing at the whole-genome level to produce 

highly contiguous assemblies with better annotations and develop novel frameworks for 

uncovering complex regions of the genome; 2) Using Nanopore sequencing at the whole-

metagenome level to produce highly contiguous metagenome-assembled genomes (MAGs) 

from environmental samples and develop a novel algorithm capable of capturing antimicrobial 

resistance genes (ARGs) directly from the sequencing data; 3) Develop a novel application 

utilising the real-time data generation advantage offered by Nanopore sequencing to capture 

the microbial composition by selectively targeting the universal phylogenetic marker. 

Workflows, analysis and results presented in this thesis demonstrate the current standing of 

Nanopore sequencing and further emphasise its claim to resolve the complex regions of the 

genome. This thesis establishes Nanopore sequencing not as a niche tool for specialised 

applications but as a unified genomic instrument. The work conducted in this thesis, with 

improved validation, can be extended to clinical and environmental settings. 
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सार 

उ�-उ�ादन दर शॉटर्-रीड अनुक्रमण ने आणिवक जीविवज्ञान में क्रांितकारी प�रवतर्न िकया है, िजससे 

जनसं�ा-�रीय जीनोिम� से लेकर िनयिमत नैदािनक परीक्षणो ंतक अनेक अनुप्रयोग संभव हुए हैं। 

हालांिक, इसकी अंतिनर्िहत रीड-लंबाई सीमा जिटल जीनोिमक के्षत्रो,ं जैसे पुनरावृ� त�ो ं और 

संरचना�क वै�रएंट्स, का सटीक िव�ेषण करने में बाधा उ�� करती है। इसके अित�र�, शॉटर्-रीड 

वकर् फ़्लो में अिनवायर् पीसीआर प्रवधर्न मूल एिपजेनेिटक संशोधनो ंको िमटा देता है, िजससे इस जानकारी 

को पुनः  प्रा� करने के िलए अलग और महंगे प्रयोग करने पड़ते हैं। अंततः , �ोिंक डेटा िव�ेषण 

अनुक्रमण पूणर् होने के बाद ही आरंभ हो सकता है, प�रणाम प्रा� करने में कई घंटो ंसे लेकर कई िदनो ं

तक का अित�र� समय लग जाता है। 

लॉन्ग-रीड अनुक्रमण इन सभी सीमाओ ंका प्र�क्ष समाधान प्र�ुत करता है। यह दिसयो ंसे लेकर सैकड़ो ं

िकलोबेस लंबाई तक की रीड उ�� करता है, जो जिटल जीनोिमक के्षत्रो ंको पूणर् रूप से आ�ािदत 

कर सकती हैं। यह पीसीआर प्रवधर्न की आव�कता को समा� करता है, िजससे मूल बेस संशोधन 

सुरिक्षत रहते हैं, और यह वा�िवक समय में डेटा �� ीम करता है, िजससे उ�� डेटा का समानांतर 

िव�ेषण संभव हो पाता है। नैनोपोर रसायन में हािलया प्रगित तथा कृित्रम बु�द्धम�ा आधा�रत बेसकॉिलंग 

मॉडलो ंके तीव्र िवकास ने असंसािधत रीड की सटीकता को 98% से अिधक तक पहँुचा िदया है, िजससे 

शॉटर्-रीड �ेटफॉमर् के साथ का अंतर लगातार कम हो रहा है। 

यह शोध-प्रबंध जीनोिम� के तीन प्रमुख उप-के्षत्रो ंमें जिटल जीनोिमक संरचना को समझने के िलए 

समकालीन नैनोपोर अनुक्रमण का उपयोग करता है। इसका कें द्रीय उदे्द� यह प्रदिशर्त करना है िक 

नैनोपोर अनुक्रमण, लघु-रीड अनुक्रमण के साथ-साथ, एक श��शाली जीनोिमक उपकरण के रूप में 

कायर् करता है, जो अ�िधक सतत, सु�ा�ाियत असेंबली और इसकी पूणर् क्षमताओ ंका उपयोग करने 

वाले नवीन ढाँचे प्रदान करने में सक्षम है। 

इस शोधप्रबंध में तीन प्रमुख ल� समािहत हैं। पहला ल� स�ूणर् जीनोम �र पर नैनोपोर अनुक्रमण 

का उपयोग कर अ�िधक सतत असेंबली तैयार करना, बेहतर एनोटेशन प्रदान करना तथा जीनोम के 

जिटल के्षत्रो ंकी पहचान के िलए नवीन ढाँचे िवकिसत करना है। दूसरा ल� स�ूणर् मेटाजीनोम �र पर 

नैनोपोर अनुक्रमण का उपयोग कर पयार्वरणीय नमूनो ंसे अ�िधक सतत मेटाजीनोम-असेंब� जीनोम 

तैयार करना तथा अनुक्रमण डेटा से सीधे प्रितजैिवक प्रितरोध जीन की पहचान करने में सक्षम एक नवीन 

ए�ो�रद्म िवकिसत करना है। तीसरा ल� नैनोपोर अनुक्रमण द्वारा उपल� वा�िवक समय डेटा-
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उ�ादन के लाभ का उपयोग करते हुए एक नवीन अनुप्रयोग िवकिसत करना है, जो सावर्भौिमक 

वंशिवकासीय माकर् र को लिक्षत कर सू�जीव संरचना को शीघ्रता से पहचान सके। 

इस शोधप्रबंध में प्र�ुत वकर् फ़्लो, िव�ेषण और प�रणाम नैनोपोर अनुक्रमण की वतर्मान ��ित को 

दशार्ते हैं तथा जीनोम के जिटल के्षत्रो ंको हल करने की इसकी क्षमता को और अिधक पु� करते हैं। यह 

शोधप्रबंध नैनोपोर अनुक्रमण को िकसी िविश� अनुप्रयोग तक सीिमत उपकरण के रूप में नही,ं ब�� 

एक एकीकृत जीनोिमक साधन के रूप में �ािपत करता है। इस शोधप्रबंध में िकया गया कायर्, उपयु� 

और सुदृढ़ प्रमाणीकरण के साथ, नैदािनक तथा पयार्वरणीय के्षत्रो ंमें भी िव�ा�रत िकया जा सकता है। 
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