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CIELE PRACE
Ciele zahrnuju:

e Vypracovanie literarnej reserse na zadané téma

e Analyza Oxford Nanopore sekvenacnych dat (ONT) vybranych zastupcov rodu
Musa spp. aidentifikacia chromozomalnych prestavieb dvoma rozdielnymi
bioinformatickymi pristupmi

1. Mapovanie jednotlivych ONT ¢itani na referenénii gendmova sekvenciu
bandnovnika a identifikacia potencialnych prestavieb (translokacii)

2. Zostavenie dlhych kontigov (tzv. ,,draft assemblies*) z ONT dat pomocou
dostupnych programov ain silico identifikacia chromozomalnych
prestavieb v zostavenych kontigoch

e Porovnanie pristupu pre de novo identifikdciu satelitnej DNA (tandemovo

opakujucich sa repeticii) v dlhych ONT ¢itaniach a v zostavenych kontigoch



1 UVOD

Bananovnik (Musa spp.) je jednokli¢nolistova trvala rastlina patriaca medzi hlavné
vyvozné komodity viacerych rozvojovych krajin. Je predpokladané, ze na vzniku
kultivarov sa pomocou hybridizacie podiel'aju Styri hlavné druhy: Musa acuminata, Musa
Balbisiana, Musa schizocarpa a druhy Australimusa. To viedlo aj k prechodu od
divokych k jedlym jedincom a vzniku triploidov z jedlych diploidov. Pévod jedlych
kultivarov sa vSak vdaka neddvnym vyskumom zdd ovela zloZitejsi ako bolo
predpokladané. Boli charakterizované velké Strukturdlne prestavby vo forme
recipronych translokécii, rozSirenych v kultivovanej zdrodoc¢nej plazme. Zlozitost
gendmov a identifikdcia velkych chromozomdlnych translokécii je zakladom pre

rozlastenie evolucnej historie bananovnikov a podporu genetickych stadii.

V poslednych rokoch st sekvena¢né technologie s dlhymi ¢itaniami na vzostupe. Maju
prislub ziskania kompletnejSich gendémovych zostdv jednoduchSou cestou ako
predchadzajice generacie. Jednou z tychto platforiem ponuka firma Oxford Nanopore
Technologies. Vyvinula novi metodu DNA/RNA sekvenovania, ktora pouziva nanopory
a ako jedina pontka sekvenovanie v redlnom case. Dokaze vyprodukovat az 20 Gb
sekvenacnych dat, ale stale sa ukazuje ako pomerne chybova. Analyza vel’kého mnozstva
udajov generovanych sekvenacnymi technoldégiami dlhych ¢itani je komplexny, viac
stupnovy proces, ktory je vypoCtovo narocny a Casto vyzaduje odbornost’ v oblasti

bioinformatiky.

Teoreticka Cast’ tejto prace obsahuje informdcie o druhoch bananovnika a jeho gendm.
Nasledne sa zameriava prave na metédu Oxford Nanopore, jej vyznam a zaklady

spracovania pomocou bioinformatickych nastrojov.

Navizujuca praktickd Cast’ sa sustred'uje na vytvorenie cesty, ktora by mohla viest’
k identifikacii velkych chromozomalnych translokédcii pomocou dat ziskanych

prostrednictvom nanoporov.



2 SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Bananovnik

Banany su zékladnou potravinou pre miliony l'udi v rozvojovych zemiach sveta.
Pochadzaju z juhovychodnej Azie a zdpadu Tichomoria, kde sa ich diploidny predkovia
stale vyskytuju vo vol'nej prirode. Uvazuje sa, Ze banany boli prevezené z Indonézie na
Madagaskar okolo roku 500 n.1. a nasledne do Afriky. V dobe prichodu Portugalcov v 14-
15. storo€i uz boli zname na zdpadnom pobreZi Afriky. Priblizne v 16. storoci ich prave

Portugalci doviezli do Dominikanskej republiky (Robinson & Satco, 2010).

Na rozdiel od inych typov ovocia st bandny dostupné pocas celého roka, teSia sa
vel'kej popularite hlavne v Indii a Afrike aj vdaka nizkej cene niektorych typov.
Vyuzivaju sa na r6zne ucely, najmi v juznej Indii. Takmer kazda cCast’ rastliny je
pouzitelna (Rekha &, 2016). Exportny obchod s dezertnymi bananmi zacal koncom 19.

storocia a jeho rozvoz urychlilo zavedenie chladenia zasielky (Robinson & Satco, 2010).

Banany su pestované v tropickych az subtropickych oblastiach sveta a poc¢as minulého
storo¢ia nabrali na popularite ako 'ahko dostupné a vyzivné ovocie v supermarketoch
vyspelych krajin. St heterogénnym produktom, odrody bananov pestovanych na miestnu
spotrebu sa casto lisSia od odrdd pre vyvoz. Tradicnym vyvoznym druhom povodom
z Jamajky (polovica 19.storocia) bol Gros Michel (Musa gendom AAA). Tieto kultivary
zaCala v 20. storo¢i decimovat’ fusari6za (znama aj ako Panamskéa choroba) a ohrozuje aj
kultivary Cavendish, ktorymi bola postupne nahradena odroda Gros Michel. Kultivary
Cavendish st v sucasnosti zodpovedné za priblizne 45% vSetkej produkcie (Paggi
& Spreen, 2003; Ploetz, 2015). V roku 2019 bola na ¢ele produkcie bananov India s 30,4
miliénmi ton. Po nej nasledovala Cina (11,6 miliénov ton), Indonézia (7,2 miliénov ton),
Brazilia (6,8 miliénov ton) a Ekvador (6,5 miliénov ton) (Acevedo & Carrillo ef al.,

2021).

NajdolezitejSie typy jedlych bananov pochadzaju z hybridizacie dvoch druhov (Obr.
1): Musa acuminata (gendém A) a Musa balbisiana (gendém B), ktoré maji korene
v juhovychodnej Azii. Niektoré kultivary vsak mohli vzniknat hybridizaciou s Musa
schizocarpa (gendom S) a aspoil jeden filipinsky klon mdzZe pochadzat zo starovekej

hybridizacie Musa balbisiana a Musa textilis (gendm T) (Robinson & Satco, 2010).



2.1.1 Taxonomia

Musaceae (rad Zingiberales) je Cel'ad’ kvitnlicich rastlin pozostavajicich z 3 druhov:
Musa, Musella a Ensete. Banan je pojem zahriiajici mnoho hybridov rodu Musa, napr.
plantainy a dezertné banany (Borrell et al., 2019). Rodové meno Musa je odvodené
z arabského slova mouz, v preklade prst (finger). NajstarSiu ,,vedecku® klasifikaciu
bananov vytvoril Linnaeus v roku 1783, tym ze vSetkym dezertnym bananom dal nazov
Musa sapientium a plantajnom, s vy$$im obsahom Skrobu, Musa paradisiaca. Tieto
nazvy sa v dneSnej taxonomickej klasifikaciu uz nepouzivaji a nemozno ich preto pouzit’
na rozliSenie medzi bananmi a plantajnami. S modernou metoédou klasifikacie prisiel

Simmonds a Shepherd (1955) (Robinson & Sauco, 2010).

Rod Musa sa deli do Styroch pomocnych taxonomickych sekcii (Obr. 2). Callimusa
a Australimusa s poctom chromozémov 2n = 20 alebo 2n = 18, Eumusa a Rhodochlymys

s poc¢tom chromozomov 2n = 22. (Rekha &, 2016).

Sekcia Eumusa je geograficky najrozsirenejSia a obsahuje dva hlavné druhy : Musa
acuminata a Musa balbisiana, ktorych hybridizécia viedla k vzniku velkej vacsiny
kultivarov jedlych bananov a plantajnov. Musa acuminata sa dalej deli na osem
poddruhov: banksii, burmannica, burmannicoides, malaccensis, microcarpa, truncata,
siamea a zebrina. Musa balbisiana je menej diverzifikovana. Kultivary moézu byt
diploidné alebo polyploidné a prevazna ¢ast’ vznikla kombindciou gendmov M.acuminata
oznaCovand ako genom A a M. balbisiana (gendom B).Typickymi zastupcami jedlych
typov bananov st diploidné a triploidné kultivary s gendmovym zlozenim AA, AB, AAB
alebo ABB (Obr.1). Existuja aj tetraploidné banany, ktoré sa avSak v prirode nevyskytuju
a pochéadzaju zo slachtitel'skych programov (Robinson & Satico, 2019).

Musa acuminata Musa balbisiana
AA BB
Y
Cultivars AA —>» AB
 J
AAA AAB ABB

Obr. 1 Vzt'ahy krizenia jedlych bananov (MacBryde, 2009)
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Rad - Zingiberales ( Scitamineae)

L

Celad’ - Musaceae

l

Rod - Musa (n = 9/10/11)

Australimusa Callimusa Rhodoclamys Eumusa
2n=20 2n=20 2n=22 2n=22
(vlikna, ovocie) (okrasne) (okrasne) (ovocie, vlaknina)

!

M.acuminata (AA,30-40 Spp & sub Spp) , M.balbisiana (BB)

Kultivary s genomickymi skupinami - AA, AAA, AB, AAB,
ABB & synteticke tetraploidy - AAAA, AAAB, ABBB, AABB

Obr. 2 Taxonomicka klasifikacia Musaceae (prevzaté a prelozené z Simmonds, 1962)

Australimusa ma pat’ az Sest’ druhov, ale najdolezitejSie s M. textilis a d’alSia skupina
jedlych bananov, oznacovanych ako Fe’i. M. textilis je rozsireny zvacsa v juhovychodnej
Azii a vyrabaju sa z neho pevné prirodné vldkna zname ako Manilské konope. Kultivary
typu Fe’i vznikli nezéavisle na jedlych typov zo sekcie Eumusa. Charakterizované su ich
vzpriamenymi trsmi, ruzovo-cervenou az fialovou Supkou a syto Zltou alebo oranzovou
duzinou. Vyskytuju sa najmé na ostrovoch v Tichomori a vd¢Sina z nich ma vysoky obsah

beta-karoténu (prekurzora vitaminu A) (Ploetz et al., 2007).

Sekcia Rhodochlymus zahtna plané €leny okrasného charakteru evolu¢ne pribuzné
sekcii  Eumusa. Vyznacuji sa Stihlym vzrastom a vzpriamenym stkvetim
s pestrofarebnymi metlinami. Callimusa pozostava z rastlin s okrasnym vyznamov bez
jedlého plodu. Tieto dve sekcie rastil najmé na Bornee a okolitych ostrovoch (Mohandas

& Ravishankar, 2016).



Obr. 3 Morfoldgia bananovnika (Musa spp.) (upravené a prevzaté z MacBryde, 2009)

2.1.2 Morfologia

Bananovniky su vel'ké bylinné trvalky. Ich vzhl'ad sa podoba stromu (Obr. 3). Komer¢ne
pestované typy dosahuji vysku medzi 2 az 5 metrami, ale jeden divoky druh (Musa
ingens) moze dosiahnut’ vysku az 16 metrov. ,,Nepravy kmen* je zvany pseudostem
(neprava stonka) a tvoria ho spojené listové posvy. Koruna je tvorena ruzicou z vel'mi

dlhych, velkych az eliptickych listov (Karamura & Karamura, 1995).

Banan je jednokli¢nolista rastlina s podzemnou castou zvanou sympddium, bezne
nazyvanou korm. Korm podporuje sériu listov, ktorych poSvy tvoria pseudostem. Prvé
listy vyhonku su Supinaté, nasleduju kopijovité listy a neskér vo vyvoji vznikaju
laminarové listy. Na vyhonky méze byt’ vytvorenych 30-50 alebo viac listov, ale v jednom
okamihu je pritomnych len 10-14 Zivych listov. Zvyc€ajne trvd 7 az 14 dni, kym vzide

jeden list (Turner et al., 2007).

Banany maji kompletné sukvetie: samicie kvety, sam¢i pupenec a neutrdlne kvety,
ktoré sa nevyvijaju do plodov a opadavaju pocas dozrievania plodov. Vyvoj bandnovnika

zahfna 2 hlavné fazy: vegetativna a reproduk¢nd (Stover & Simmonds, 1987).

Vegetativna faza je charakterizovand vznikom listov a reproduk¢nd vznikom kvetov
(Stover & Simmonds, 1987). 6 az viac mesiacov po vysadbe sa na vrchole pseudostonky
objavi stkvetie a pokracuje postupne v predlzovani a dozrievani. Plody sa zvycCajne

stacaji smerom k zemi (Turner ef al., 2007).
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Obr. 4 Morfologicka charakteristika nadzemnej ¢asti bananovnika (prevzaté a prelozené z Guo et
al.,2021).

2.1.3 Genom bananovnika

Evoluéne zmrazené, geneticky sterilné celosvetovo zndme ovocie banan zostalo
nepoznacené zelenou revoluciou a aj v dneSnej dobe vyskumnici ¢elia prekazkam pre
jeho odrodové zlepsSenie. Do éry genomiky vstipilo v poslednych 10tych rokoch vd’aka
dekodovaniu genomu dvojitého haploidu planého genotypu Musa acuminata *Pahang’.
Hoci bananovnik patri k rastlindm s mensim genémom (1C ~ 550 — 750 Mb), jeho geném
sa ukéazal ako komplexny a jeho dekddovanim s pomocou hybridnych sekvena¢nych

stratégii bola odhalena cela rada génov a transkripénych faktorov (Dash & Rai, 2016).

Historicky bananovniky zazili mnoho pandemickych bakteridlnych, plesiovych
a virusovych ochoreni a mnozstvu abiotického stresu, o znifilo niektoré komeréné
plantdZze aj malych farmarov. Dekddovanie gendému dodalo impulz k pochopeniu
mnozstvu génov podielajucich sa na odolnosti vo¢i chorobdm ainym faktorom

ovplyviiujicich Zivot bananovnikov (Dash & Rai, 2016).

Ako bolo zmienené vysSie, predpoklada sa, Ze 4 genetické skupiny sa podiel’ajii na
vzniku kultivarov, hlavne intra a interSpecifickou hybridizdciou s réznym mnoZstvom
prispevku ato: Musa acuminata (A), balbisiana( B), schizocarpa (S) a druhy
Australimusa (T). PoCas domestikacie doslom k dvom udalostiam. Prechod z divokych

k jedlym diploidom a vznik triploidov z jedlych diploidov (Martin et al., 2020). Procesy



polyploidie a hybridizdcie viedli k vzniku mnohych diploidnych, triploidnych
a tetraploidnych klonov réznou kombindciou genémov A a B (AA, AB, AAA, AAB,
ABB, AABB, AAAB, ABBB) (Davey et al., 2013). Medzidruhové hybridizécia,
respektive hybridizacia rozdielnych poddruhov viedla k vzniku bezsemennych,
partenokarickych jedlych typov bandnovnikov. Na vzniku véac¢Siny jedlych triploidnych
AAA bananov sa podielali tri r6zne poddruhy M. acuminata (malaccensis, banksii
a zebrina), ktoré sa liSia Struktirou svojich gendémov — pritomnosti velkych

chromozomalnych prestavieb (Martin ef al., 2020; Simonikova et al. 2020).

2.1.3.1 Verzie genomu

Hoci sa velkost’ gendmu Musa acuminata pohybuje okolo 600 megabaz (Mb) (Cizkova
etal.,2015), a je tak dva/trikrat vacsi ako genom Arabidopsis (150 Mb), stéle je omnoho
mensi nez obilniny (napriklad pSenica, napriklad 1C ~ 17 000 Mb) a vyznacuje sa
komplexnym genémom. Preto bol pripraveny dvojity haploid sekvenovaného genotypu
M. acuminata spp. malaccensis, ktory bol nésledne pouzity pre celogendmové

sekvenovanie (D’Hont et al., 2012).

Prva verzia (V1) bola zostavena pre dvojity haploid DH- Pahang M. acuminata v roku
2012 timom vyskumnikov v rdmci Global Musa Genomics Consortium (D’Hont et al.,
2012). Genom bol sekvenovany kombinaciou technologii Sanger, Illumina a 454.
Zostavené kontigy boli nasledne ukotvené riedkou genetickou mapou do dlhych
chromozémovo Specifickych scaffoldov. Prva verzia celogendémovej sekvencie
predstavovala asi 63% odhadovanej velkosti gendmu M. acuminata spp. malaccensis

(Wang et al., 2012).

V roku 2016 bola publikovand druha verzia, ktora pridala tzv. mate pair Illumina
sekvencie, opticki mapu s nizkou kompletnost'ou a hustej$iu geneticki mapu. V nej bola
navrhnutd zostava s 11 chromozdémami zahfnajiicimi 76% odhadovanej velkosti genomu.

Tretia verzia nebola zdiel'ana s vedeckou komunitou (Martin et al., 2016).

Verzia 4 vznikla pomocou sekvenacnej platformy Oxfor Nanopore (ONT; Oxford
Nanopore Technologies). V porovnani s predchddzajlicimi verziami sa kompletnost’
zostavenia vyrazne zlepSila. Kontig N50, definujici kvalitu zostavenia z hladiska
spojitosti, prechadza z desiatok kbp (28 a 43 kbp pre V1 a V2) k 32 Mbp. Kumulativna

velkost’ je blizsie k odhadovanej vel'kosti gendému (Belser et al., 2021).
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Obr. 5: Strukturélne variacie gendmu, ktoré mozu nastat’ u polyploidov. Dva pary homologickych
chromozémov Al a Bl s identickym poradim génov, kde moze nastat’ reciproka translokacia
(chromozoémové preskupenie bez straty), nereciproka translokacia (oblast podobna PAV
s absenciou B1 homolégu a duplikacia Al) a translokacny heterozygot (mdze vzniknat
hybridizaciou medzi jedincom s fixnou reciprokou translokaciou a jedincom bez tejto
transloka¢nej udalost) (Schiessl ef al., 2019)

2.1.3.2 Genomicka Strukturalna variacia

Genomicka Strukturdlna variacia zahfna vSetky varianty DNA sekvencie, v ktorej su
sekvencné bloky vicsie ako 1 kb prenesené do iného gendémového kontextu. Tieto
prenosy mdézu mat’ rozny nasledok: sekvencny blok moze byt presunuty do nového
lokusu (translokacia), méze byt zmenena jeho orientacia z 5-3' na 3'-5' v rovnakom
mieste (inverzia), stratit’ sa (delécia) a skopirovat’ sa do nového lokusu (duplikécia)

(Nussbaum et al., 2004).

Translokacie a inverzie menia genomicky kontext a neovplyviuju pocet kopii
pritomnej sekvencie, delécie a duplikdcie mézu zmenit’ pocet kopii génov obsiahnutych
v danom sekven¢nom bloku. Tieto zmeny mézu viest’ k individualnej variacii v pocte
kopii génu — varidcia poctu kopii (CNV). Ak gén ¢i jeho oblast’ u niektorych jedincov
v porovnani s ostatnymi chyba, nazyvame to varianty pritomnosti a nepritomnosti (PAV)

(Schiessl et al., 2019).

Polyploidy maju vysoky podiel sekvenénej homoldgie medzi roznymi subgendémami,
vd’aka ¢omu ovela pravdepodobnejSie podlahni chromozémovym prestavbam
(Cifuentes et al., 2010). Tieto preskupenia najCastejSie zahffnaji reciprocni
a nerecipro¢nu translokaciu (Obr 5.), ale aj delécie a duplikacie. VSetky vznikaja
vymenou medzi nehomolégnymi chromozémami pocas meidzy (Xiong et al., 2011).
Reciprocné translokdcie st charakterizované vymenou materidlu  medzi

nehomologickymi chromozémami, zvycajne nevedu k zisku alebo strate genetického



materidlu. Nerecipro¢nd translokédcia zahfiia jednosmerny prenos génov z jedného

chromozému na iny nehomologicky chromozém (Schiessl et al., 2019).

2.1.3.3

Skupiny druhov a poddruhov bananovnikov, ktoré sa liSia v Strukture svojich gendémov

DIlhé chromozomalne translokacie

boli prvykrat navrhnuté Shepherdom (1999) vd’aka analyze parovanie chromozdémov
pocas meidzy. Na zaklade konfiguracii parovania chromozémov v intersubspecifickych
prirastkov bola navrhnuta pritomnost’ deviatich az desiatich translokacii v M. acuminata
distribuovanych v siedmich transloka¢nych skupinach liSiacich sa jednou az Styrmi
translokaciami (Shepherd, 1999). Neskor boli tieto skupiny potvrdené a bliZSie
charakterizované pomocou sekvenacnych technolégii druhej generacie a farbenim
chromozdémov metddou oligo painting FISH (Baurens ef al., 2019; Martin et al., 2020;
Simonikova et al., 2019). Takto boli identifikované a popisané chromozomélne

prestavby, dlhé translokacie, ktorymi sa dané skupiny (Obr. 6) navrhnuté Shepherdom

vzéajomne liSia.
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Obr. 6: Geografické rozlozenie hlavnych druhov a poddruhov Musa savisiacich

s translokovanymi chromozdémovymi Strukturami (Martin et al., 2020)



Zakladnou je skupina sa popisuje ako ,Standardna“. Translokdcia medzi
chromozémami 1 a 4 zodpoveda skupine ,,Severo-malayska®, pritomnost translokécii -
1/9 a 2/8 je typicka pre skupinu ,,Severna 1%, translokécia 7/8 v skupine oznacovanej ako
»Severna 2 a translokécia 3/8 je typicka ,,Javskej skupine. Nové poznatky tykajice sa
chromozémov naznacuju, ze dalSia skupina nazyvana ako ,,Vychodna Afrika® ma
translokaciu zahfiajicu chromozom 9 a jeden zo Styroch: 5, 6, 10 alebo 11. Posledna
skupina ,Malayan Highland“ naznafuje, ze ma reciprocni translokdciu medzi
chromozémom 1 a/alebo 4 a dalSim chromozémom. Bola hypotetizovana eSte jedna
skupina s translokaciou 1/7 ale vychadza len z jedného Strukturne heterozygotného

kultivaru (Shepherd, 1999; Martin et al., 2020).

2.2 Sekvenovanie

Prva kompletna sekvencia nukleovych kyselin molekuly, bola ziskand Holley et al. v roku
1965 purifikovanim tRNA a pouzitim ribonukledz (Pevsner, 2015). Velkym mil'nikom
v historii sekvenovania bolo vyvinutie stratégie primerove] extenzie pre sekvenciu
nukleotidov DNA v 70-tych rokoch minulého storo¢ia Ray Wuom (Wu, 1970). To sa stalo
zékladom Sangerovho sekvenovania, metddy, ktora dominovala sekvenovaniu DNA
dekady. Projekt sekvenovania 'udského genoému (2001) a nasledné projekty zamerané na
skiimanie rozmanitosti a funk¢nosti gendému spustil pokrok v metdédach sekvenovania
DNA. Nastupila doba masivnych paralelizovanych vysokovykonnych pristupov,

znamych ako sekvenovanie novej generacie (NGS) (Glenn, 2011).

Platforma  Sekvemitor VAKladyna Pocetéitani ~ Vykon ~ Max. dilikﬂ Priemerné trvanie
sekv.platformu za beh za beh citania behu
Sanger ABI3730x1 $100,000 96 100 kbp 1000 bp 2-3 hours
454 GSFLX $450,000 1,000,000 700 mpb 1000 bp 24 hours
Hlumina HiSeq 3000 $750,000 300,000,000° 150 gbp’ 250 bp 4 days
Hlumina NextSeq500 $250,000 400,000,000 120 gbp® 150 bp 30 hours
Illumina MiSeq $100,000 25,000,000 15 gbp? 300 bp 24 hours
lon Torrent Proton 11 $224,000 330,000,000 66 gbp 200 bp 4 hours
lon Torrent PGM 318 $50,000 5,000,000 2gbp 400 bp 7 hours
PacBio RS I $700,000 50,000 400 mbp 54 kbp 3 hours
Nanopore MinlON $1.000 80,000° 490 mbp* 150 kbp na'

! Odhaduje sa pre vysoki kvalitu ¢itania, jednotlivé ¢itania mozu byt dlhsie.
“ Jednoduché ¢itanie v jednom prubw, schopné pair-end behu
3 Vystup pre pair-end beh (v pripade HiSeq jeden pruh).

* Doba chodu stroja sa zvyCajne prispdsobuje potrebe hibky sekvenovania, napriklad 48-hodinovy
chod.

Obr. 7: Porovnanie vystupu vybranych sekvencnych platforiem (Bleidorn, 2016).
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V evoluénych stadiach sa zacalo pouzivat’ 454 pyrosekvenovanie s vysokym poctom
&itani, ktorych dizka bola porovnatelna s tymi zo Sangera, ¢iZze priblizne 1 000 bp. S eite
vacsim poctom vystupov dosahujicim az niekolko miliard preitani na jeden beh
poskytuje Illumina, doteraz pouzivand metdda zalozend na sekvenovani reverzibilného
ukonéenia (Bentley et al., 2008). DiZka &itania je vsak vyrazne kratia, v najnoviej
generacii strojov [llumina sa pohybuje okolo 2x300 bp (Obr. 7). AvSak kvalita Citania je
vysoka (Hu et al., 2021).

2.2.1 Metody sekvenovania tretej generacie

Kratko po vyvinuti NGS metod nastipila Tretia generacia sekvenovania (TGS). Prisli
s jednomolekulovym sekvenovanim (single-molecule sequencing, SMS) bez potreby
amplifikacie vzorku a poskytujice sekvenovanie v redlnom case (Schadt et al., 2010).
Prvii SMS technologiu uviedol na trh Helicos Biosciences, podobajucu sa na [lluminu ale
bez mostikovej amplifikdcie. Tato metdda sa ukdzala ako pomerne pomald, draha

a s kratkymi ¢itaniami (cca 32 bp) (Pushkarev et al., 2009).

Za pravua prvia metddu TGS sa povazuje metoda ,,single-molecule real- time* (SMRT)
od Pacific Biosciences (PacBio) zroku 2011 (Eid et al., 2009). Dalsia vyznamna
technologia bola predstavend vroku 2014 Oxford Nanopore Technologies (ONT)
vyuzivajica sekvenovanie s nanopormi (Jain et al, 2016). Okrem toho, Zze TGS
nepotrebuju PCR amplifikaciu a sekvenovanie prebieha v realnom Case, tieto dve metody

produkuju dlhé Citania, Co sposobilo revoluciu v genomike (Sedlazeck et al., 2018).

2.3 Sekvenovanie pomocou Nanoporov

Sekvenovanie prostrednictvom nanoporov sa zaklad4 na biologickej membrane, kde sa
nachadza nanopor, obklopenej elektrolytickym roztokom (Varongchayakul et al., 2018).
Cez membranu sa aplikuje napitie indukujice elektrické pole, ktoré pohaia castice (Chen
et al., 2004). Molekula DNA alebo RNA sa zachyti na nanopore a postupne nim
prechadza. Vnutri poru molekula obmedzuje tok i6nov, ¢o je brané ako pokles idbnového
pradu. Velkost” ionového pradu sa meni na zéklade roznych faktorov, ako je napriklad
chemické zloZenie, vel'kost’ a geometria. Tieto zmeny mozno nasnimat’ a potencidlne tak
identifikovat’ rozne molekuly (Si & Aksimentiev, 2017). Presnost ONT sekvenovania je
oproti metodam NGS relativne nizka, dizka &itania poskytovana elektrickou detekciou je
vel’kd, ked’ze spolieha na fyzikalny proces translokacie nukleovej kyseliny (Gong et al.,

2019). Citania dosahuji hodnoty presahujuce 150kb (Jain ez al., 2016).
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Sekvenovanie s dlhym ¢itanim je vel'mi dobre aplikovatel'né na vytvorenie dlhych
kontigov, ¢i dokonca na zostavenie Uplnych gendémov, s minimalnou pripravou vzorky
a pomerne nizkych nékladov. To =zapriCinilo stupajicu popularitu prave tychto
sekvencnych platforiem. Platforma ,nanopore zalozenda na Oxford Nanopore
Technologies sa tak stdva Siroko pouziteInym néstrojom s velkou skalou aplikacii (de
Koning et al., 2020). Tento dopyt viedol k rychlemu pokroku, ¢o prinieslo podstatné
zlepsenie v dizke apresnosti ¢&itania. Taktiez si vyziadal rozsiahly vyvoj
experimentalnych a bioinformatikych metod pre tplné vyuzitie dlhych ¢itani na skimanie
genomov ale aj transkriptomov, epigendmov a epitranskriptomov. Hlavna oblast’ vyuzitia
sa vztahuje na zostavovanie gendmu, detekcie transkriptov v plnej dizke a modifikacii
baz. Pouziva sa aj v SpecializovanejSich oblastiach, ako je napriklad rychla klinicka

diagnostika (Wang et al., 2021).

ONT vyvinuli prvé dostupné zariadenie na sekvenovanie prostrednictvom nanoporov
zvané MinlON. Tento sekvenator ma velkost’ malého mobilného telefonu a umoznuje
zapojenie do pocitata pomocou USB (Obr. 8) . Prvé MinlONy boli distribuované do
vybranych laboratorii pocas roku 2014 pre beta-testovanie (Feng et al., 2015). Okrem
tohoto prenosného zariadenia ONT pontikaju aj flexibilny stolny sekvenator GridION, na
ktorom bezi 5 MinlON ardzne verzie modelu PromethION, vhodné pre priame

sekvenovanie DNA a RNA vo velkom meradle (Bleidorn, 2016).

2.3.1 Vyvoj metody nanopore

Sekvenovanie retazcov DNA prostrednictvom nanoporov bolo velkou technickou
vyzvou a vyvijalo sa viac ako 25 rokov. Povodny koncept sa objavil uz v 80 rokoch
minulého storocia (Bayley, 2015). Prvy nanopor, ktory dokazal detegovat’ blokady
i6nového pradu homopolymérmi RNA aj DNA bol nanopor a pridruZzeny motoricky
protein 1,4 — 8a- hemolyzin, pochadzajiici z membranového kanala Staphylococcus
aureus s priemerom 1,4 nm az 2,4 nm. (Meller et al., 2000) Uprava divokého typu a-
hemolyzinového proteinu umoznila rozliSenie Styroch DNA bazii (A, T, C, G) na

olihonukleotidovych molekulach (Stoddart et al., 2009).

V 90 rokoch bola prvykrat pozorovand translokacia nukleovych kyselin cez nanopory,
taktiez sa vyvinulo stochastické snimanie a doSlo k vyrieSeniu Struktiry proteinového
nanopéru s vysokym rozliSenim (Bayley, 2015). ZlepSenie pomeru signalu k Sumu sa

dosiahlo za¢lenenim procesnych enzymov pre spomalenie translokacie DNA cez
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Obr. 8:. MinlON zariadenie pripojené do notebooku. (https://nanoporetech.com)

nanop6ory (Hornblower et al., 2007). Konkrétne phi29 DNA polymeraza dosahuje
vynikajlci vykon v tejto oblasti (Lieberman et al., 2010).

Demonstracia pokroku vo vyvoji bola ukézana vo februari 2012, kedy dve procesné
skupiny prezentovali zaznamy i6novych prudov pre jednovlaknové molekuly DNA, ktoré
mohli byt rozdelené na signaly z jednotlivych nukteotidov. A to s kombinaciou phi29
DNA polymerazu a nanopor (a- hemolyzin a MspA) (Cherf et al., 2012; Manrao et al.,
2012). Este v tomto mesiaci ONT oznamila prvy sekvenator s technolégiou pouzivajucou
nanopory — MinlON (Obr. 8) (Mason & Elemento, 2012). Zariadenie vySlo pre vybranych

pouzivatel'ov v roku 2014 a komercializovalo sa v roku 2015 (Jain ef al., 2016).

2.3.2 Princip ,,nanopore* sekvenacnej technolégie

Technoldgia sekvenovania pomocou nanoporov a jej mozné aplikacie vo vyskume presli
vyznamnym rastom od vydania prvého sekvenatora MinlON (Jain et al., 2016).
Technologia je zaloZena na proteinovom pore v nanorozmere (nanopor) sliziacom ako
biosenzor (Obr. 9). Tento poér je vloZzeny do polymérovej odolnej membrany
s elektrolytickym roztokom. V roztoku je aplikované konStantné napétie pre vytvorenie
i6nového prudu skrz nanopor tak, aby zdporne nabité jednovldknové molekuly DNA

alebo RNA boli hnané cez nanopdr zo zéporne nabitej ,,cis“ strany na kladne nabita
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Obr. 9: Princip technologie nanopér: Flow cell (prietokova bunka) MinlON s 512 kanalmi a 4
nanopormi v kazdom kanali — 2 048 nanopdrov celkovo. Kazdy nanopor je v jamke na
polymérnej membrane. Kazdy kanal je spojeny so samostatnou elektrodou v senzorovom ¢ipe.
Ten je riadeny a merany podla ,,application-specific integration circuit (ASIC) (Wang et al.,
2021).

Htrans® stranu. Rychlost’ tohto prenosu je riadena motorickym proteinom, ktory postupne
posuva molekulu nukleovej kyseliny cez nanopdr. Nastava k zmenam v idnovom prude,
¢o zodpoveda nukleotidovej sekvencii pritomnej v snimacej oblasti a pomocou
vypoctovych algoritmov dochddza k dekoddovaniu. Tieto algoritmy umoZnuju

sekvenovanie jednotlivych molekul v realnom Case (Wang et al., 2021).

Motoricky protein sa vyznacuje aj helikazovou aktivitou, vd’aka ktorej umoznuje
rozvinut’ dvojvlaknové molekuly DNA alebo RNA-DNA do jednovlaknovych molekl,
pre prechod nanop6rom (Wang et al., 2021).

2.3.2.1 Stochaistické snimanie

Pri snimani je jeden proteinovy nanopor umiestneny v lipidovej dvojvstve a monitoruje
sa i6novy prud prechadzajuci nim. Molekuly analytu viazuce sa na upravené miesta
v pore, sa deteguju prechodnymi zmenami prudu, zvycajne poklesom. Tieto zmeny sa
prejavuji ako blokady stvorcovych vin a ich frekcencia uréuje koncentraciu analytu.
Informécie o identite st obsiahnuté v priemernom trvani blokéad, ich amplitude a d’alSim

charakteristikdm ako je zvySenie Sumu prudu (Bayley, 2015).
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current flow

Obr. 10: Snimanie s a-hemolyzinom

Signaly pribuznych analytov sa liSia. Vyhodou stochaistického snimania je, ze
stvisiace analyty mozno rozpoznat’ a zaroven rozlisit’ jedinym detekénym prvkom, Co je

zékladom tejto sekvenovacej metddy (Bayley, 2015).

2.3.2.2 Analyza nukleovych Kkyselin s proteinovymi nanopormi

V roku 1996 sa zistilo, Ze kratke nukleové kyseliny je mozno translokovat cez o-
hemolyzin (Obr. 10) vplyvom potencialu. Viacero skupin vedcov skiimalo interakcie
DNA a RNA s pormi a ziskali dolezité vysledky. Vyplynulo, Ze jednovlaknové (single
strand, ss) ale nie dvojvlakové (double strand, ds) nukleové kyseliny moézu byt
translokované (Kasianowicz et al., 1996). Zistilo sa aj to, ze sa da ur¢it’ smer vstupu

(najskor 5" alebo 3") (Wang et al., 2004).

Napriek viacerym zisteniam nedoslo k pokroku v samotnom sekvenovani takmer 10
rokov. Stimuldciu pokroku zna¢nou mierou zapri€¢inil 1 000 Genome Project, zacaty
vroku 2004 spojenim zamerania fyzikov na translokdciu a biochemikov na
rozpoznavanie molekul, ¢o sa prejavilo pri skimani stochaistického snimania (Bayley,

2015).

Priprava sekvencnej kniznice prebieha tak, Ze sa na jeden koniec molekuly liguje
vlasenkovy adaptér a na druhy sa liguje motoricky protein. Motoricky protein pohana
molekulu DNA cez nanopér a zaroven ju disociuje dsDNA na ssDNA (Obr. 11). Vlakna
molekuly vSak nie st Uplne oddelené, spaja ich vlasenkovy adaptér. V idedlnom pripade
pérom prechddza jeden retazec, za nim nasleduje vlasenkovy adaptér a potom druhy
retazec. Takto je mozné vytvorit konsenzudlnu sekvenciu pre sekvenovanu dsDNA

(Ashton et al., 2015).
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Obr. 11: Priechod dsDNA cez nanop6r (Schneider & Dekker, 2012)

DiZka nanopérového tunela a rychlost procesu zapridifiuje pritomnost viacerych
nukleotidov v pore. ZvyCajne sa zaznamena signal prekryvajucich sa 5-mérov, takze
cloudovy softvér MinKNOW potrebuje rozli§it 4° mozné stavy idénového pradu pre
vSetky mozné 5-méry pre vygenerovanie surovej sekvencie. Preto nie je prekvapenim, Ze
pre vytvorené Citania je urcitd chybovost, v roku 2016 pohybujica sa v rozmedzi 25-
40%. dalej sa vystup publikovanych §tidii pohyboval od 90 do 490 Mbp za 48 hodin.
Priemern4 diZka ¢itania je okolo 6 kbp, maximalna 150 kbp (Ashton e al., 2015; Laver
et al., 2015; Quick et al., 2015).

2.4 Analyza dat

Bioinformatickd analyza dat ONT sa neustdle zlepSuje. Mnohé analyzy pre ONT sa
zameriavaju na efektivnejSie vyuZitie signalu ziskaného z i6nového prudu pre ucely ako
je ,.basecalling, detekcia modifikécii a ,,data polishing®. Dalej s vytvorené néstroje na
opravu chyb, zostavenie (assembly) kontigov (aj scaffoldov) a zarovnanie (alignment)
sekvencii. ONT zariadenia nevyzaduju ,high-end* vypoctovi techniku alebo pokrocilé
zrucnosti pre zdkladné spracovanie udajov, takze si mnohé laboratoria sami moZzu spustit’

zber udajov (Wang et al., 2021).
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MinKNOW je operacny softvér pouzivany pre ovladanie ONT zariadeni nastavenim
parametrov sekvencie a sledovanej vzorky. Spravuje ziskavanie udajov, analyzu
v redlnom case, vykondva lokalny ,,base calling* a vystup uklada v binarnych suboroch
vo formate fast5S pre ulozenie metaudajov. Format fastS organizuje udaje vnorenym
sposobom, ¢im umoziuje pristup k informaciadm bez potreby navigécie cez stibor udajov

(Ip, 2015).

2.4.1 ,,Base calling*
Volanie baz (base calling) dekoduje aktudlny signal na nukleotidovi sekvenciu a je
rozhodujuce pre presnost’ udajov a detekciu modifikacii. Vyvoj tejto metddy presiel

Styrmi fazami:

1. Zakladné¢ volanie aktudlnych udajov s HMM (hidden Markov model)
v pociato¢nom S§tadiu a vyuzitie neurénovej siete koncom roka 2016

2. Zakladné volanie z nespracovanych aktualnych tdajov v 2017

3. Pouzitie flip-flop modelu pre identifikaciu jednotlivych nukleotidov v 2018

4. Tréning prispdsobenych modelov pre zakladné volanie v 2019

ONT vyvinula nové volanie baz ako softvér (Nanonet, Scrappie a Flappie). Tie boli
nasledne implementované do dostupnych softvérovych balikov, najznamejsSie st Guppy
a Albacore. Vyvoj Albacore bol ukonceny v prospech Guppy, ktory je rychlejsi (Wang et
al.,2021).

2.4.2 Detegovanie DNA a RNA modifikacii
ONT umoznuje detekciu niektorych modifikdcii DNA a RNA odliSenim ich sucasnych

posunov od posunov baz nemodifikovanych. Bolo vyvinutych niekol’ko néstrojov pre tlito
detekciu modifikacii. Prvym nastrojom bol Nanoraw pre identifikdciu modifikacii DNA
5mC, 6mA a N4- metylcytozin. Dalej nasledoval vyvoj viacerych nastrojov pre iné mozné
modifikacie. Napriklad Nanopolish s SmC a mCaller pre SmC a 6mA (Stolber et al.,
2016).

2.4.3 Oprava chyb

Priemerna presnost’ sekvenovania ONT sa stale zlepSuje, ale urcité ¢itania alebo ¢itané
fragmenty stale vykazuju chybovost a nizku presnost. Oprava chyb sa pouZiva pred

naslednou analyzou dat (napr. zostavenie genému) pre lepsSiu citlivost’ a kvalitu
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vysledkov. Pouzivaju sa 2 typy algoritmov: autokorekcia a hybridnd korekcia (Fu et

al.,2019; Lima et al., 2020).

Autokorecia vyuziva pristup zalozeny na grafoch pre vytvorenie konsenzudlnych
sekvencii s roznymi molekulami s rovnakym pdvodom (napriklad Canu). Hybridna
korekcia pouziva vysoko presné kratke Citania pre opravu dlhych citani zaloZzenych na
zarovnani (alignment). LepSou stratégiou sa vidi hybridna korekcia, ktord méze znizit
chybovost’ dlhého Citania na troven 1-4%, zatial' Co auto-korekcia znizuje chybovost’ na

3-6% (Fu et al.,2019; Lima et al., 2020).

2.4.3.1 Zarovnanie (alignment) pre dlhé ¢itanie

Pre rieSenie chybovosti dlhych ¢itani boli vyvinuté zarovnavacie nastroje. Vel'mi skoré
zarovnavace boli vyvinuté pre maly pocet dlhych ¢itani (napriklad BLAST) (Altschul et
al., 1990). Avsak aj v tejto oblasti dochadza k vyraznému pokroku. Vyvoj bol pdvodne
motivovany hlavne sekvenovanim PacBio a vzniknuté nastroje sa testovali aj na ONT
udajoch. Prvy zarovnavac pre ONT bol vyvinuty v roku 2016 — GraphMap (Sovi¢ et al.,
2016).

Pomocou pristupu ,,seed-chain-align* bol vytvoreny minimap2, tak aby zodpovedal
zvysujicej sa dizke ¢itania ONT. Ukézalo sa, Ze prave minimap2 bezi ovel'a rychlejsie
ako iné zarovnavace pre dlhé ¢itania bez znizenia presnosti. Zhromazd’uje minimalizatory
referenénych sekvencii aindexuje ich do haSovacej tabulky, kIicom je hash
minimalizatora a hodnotou je zoznam umiestnenych képii minimalizatora. Potom

minimap2 pre kazda sekvenciu hl'ada presné zhody s referenciou (Li, 2016).

2.43.1.1 SAM format

Format ,,Sequence Alignment/Map* je urceny pre efektivne uchovanie informécii zo
sekvenéného zarovnania. Pozostava z hlavicky zainajicou znakom ,,@ a Casti so
zarovnanim. VSetky riadky st oddelené tabulatorom a kazdy ma 11 povinnych poli (Li ef

al., 2009).

Pole CIGAR je definované ako Sifrované zarovnanie dané operaciami: ,,M* pre
zhodu/nestlad, ,,I* pre insert, ,,D* pre vymazanie, ,,N* pre vynechané baze, ,,S* pre soft-
clipping (mikké orezavanie), ,,H* pre hard-clipping (tvrdé orezévanie) a ,,P* pre vypli

(Li et al., 2009).
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2.4.3.2 Struktirne variacie (SV) a opakujuce sa oblasti

Ak je dostupny referenény gendom, udaje z ONT mozno pouzit’ pre Stadium genomovych
udajov Specifickych pre vzorku a to vratane SV a haplotypov, s presnostou vicsou ako
iné techniky. Bolo vyvinutych viacero nastrojov na detekciu SV, napriklad NanoSV
a Sniffles. Taktiez sa vyvinuli ndstroje pre repetetivne genomové oblasti ako je TLDR.

Tieto nastroje bezia dobre hlavne pre data z vzoriek 'udskej DNA (Gong et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1

Spracované data boli ziskané

Sekvenaéné data

izolaciou gendémovej DNA, pripravou kniznice

a sekvenovanim za pomoci platformy Oxford Nanopore v Centre Struktrurnej a funkénej

genomiky rastlin, Ustave experimentélnej botaniky (UEB) AV CR, v. v. i. a CR Han4

v Olomouci.

V diplomovej praci sa pracovalo s 2 zastupcami zo sekcie Callimusa (coccinea

a beccarii), 2 zastupcami Australimusa (textilis a maclayi), 2 zastupcami Rhodochlamys

(ornata a laterita) a 1 kultivar Ensete. Zo sekcie Eumusa bolo zastupcov najviac a to 12.

Medzi nimi bolo viacero kultivarou M. acuminata, 1 zastupcu M. balbisiana a triploidné

hybridy: AAA a AAB (Tab. 1).

Tab. 1: Analyzovani zastupcovia Musa spp.

ITC | Rod Druh/ Poddruh / Néazov Sekcia 2C Pocet
Skupina Podskupina | polozky (r9) chromo-
zOmov
0249 | Musa acuminata burmanni- Calcutta 4 Eumusa 1,226 | 2n=2x=22
ccoides
0728 | Musa acuminata zebrina Maia Oa Eumusa 1,325 | 2n=2x=22
0806 | Musa acuminata banksii Banksii Eumusa 2n=2x=22
0248 | Musa balbisiana Singapuri Eumusa 1,153 | 2n=2x=22
0145 | Musa AAA EAHB Nshika Eumusa 1,935 | 2n=3x=33
0575 | Musa AAA Red/Green Red Dacca Eumusa 1,836 | 2n=3x=33
Red
1482 | Musa AAA Cavendish Poyo Eumusa 1,8 2n=3x=33
0022 | Musa AAB Plantain Mulolou Eumusa 1,7 2n=3x=33
0642 | Musa AAB Plantain Harton Tigre Eumusa 1,7 2n=3x=33
1132 | Musa AAB Plantain 3 Hands Eumusa 1,786 | 2n=3x=33
Planty
0370 | Musa ornata Musa ornata Rhodochlamys 1,9 2n=2x=22
1575 | Musa laterita Musa laterita Rhodochlamys 1,315 | 2n=2x=22
0539 | Musa textilis Musa textilis Australimusa 1,435 | 2n=2x=22
0614 | Musa maclayi Musa maclayi | Australimusa 1,476 | 2n=2x=22
type Hung Si
1716 | Musa Fe’i Australimusa 2,2 2n=3x=33
1070 | Musa beccarii beccarii Musa beccarii | Callimusa 1,561 | 2n=2x=18
0287 | Musa coccinea Musa coccinea | Callimusa 1,442 | 2n=2x=20
1387 | Ensete | ventricosum Ensete ventricosum 1,210 | 2n=2x=18
ventricosum
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Ako referencnd gendomova sekvencia bola pouzitd celogenomova sekvencia
dihaploidného druhu s pristupovym ndzvom DH- Pahang (verzia 4; Belser ef al.,2021).

Je to divoka rastlina patriaca k poddruhu Musa acuminata spp. malaccensis.

3.2 Bioinformaticka analyza
Pouzité bioinformatické programy boli spustené pomocou serveru samsom Centra
Strukturnej a funkénej genomiky rastlin, patriace k virtudlnej organizacii MetaCentrum

(MetaVO). Prikazy boli zadané cez prikazovy riadok Ubuntu 22.04.2 LTS.

3.2.1 Volanie bazii (base calling)
Pouzit¢ data boli komprimované pomocou programu Gzip, vo forme ’.tar.gz’

a dekompresnuté prikazom:
tar -xvzf fast5_pass.tar.gz

¢o tento subor rozbalilo v podrobnom reZime ( -v), takze sa pri rozbal'ovani subory
vytladili do prikazového riadku a uloZili do nového priecinku. Tento prie¢inok bol plny
len FASTS suborov s oznaCenim ,,pass® a aj po hlbSej analyze sa neukéazalo, Zze by

obsahovala stibory s oznacenim ,,fail*.

Na takto rozbalenych jednotlivych behoch ONT pre rozne kultivary bananovnikov sa
spustil Guppy basecaller, pomocou skriptu poskytnut¢ho UEB a upraveného pre
jednotlivé behy (priklad vid’ Priloha 1). Vypocet prebehol na serveroch MetaCentra
a behy sa liSili v potrebnom cCase na spracovanie, pohybujuceho sa od 30 minat k 40
hodinam. Vysledné subory boli vo formate FQ a komprimované s Gzip. Jednotlivé behy

boli spojené do jedného subor s prikazom cat.

Ziskané data boli analyzované s programom NanoPlot- subor néstrojov Specidlne
vytvoreny na vizualizaciu a spracovanie sekvenacnych tidajov dlhych ¢itani od Oxford
Nanopore a Pacific Biosciences. Tento nastroj poskytuje komplexny Statisticky sthrn
idajov o celkovom poéte &itani, rozloZeni dizok ¢itania a podobne (De Coster et al.,

2018).

3.2.2 Zostavenie kontigov (assembly)

Okrem prace s prvotnymi datami prebehlo zostavenie dlhych kontigov z ONT dat. Pre
tato pracu bol pouzity Flye de novo assembler (verzia 2.8), vhodny pre Citania zo

sekvenovania metdédami ONT a PacBio. Balik predstavuje kompletni pipeline, berie
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surové ONT ¢itania ako vstup a vystupom st dlhsSie zostavené kontigy, s vysSou kvalitou

sekvencie (Kolmogorov et al., 2019).
Balik bol spusteny prikazom:

flye --nano-raw vstup.fq.gz --out-dir vystupny_adresar --genome-size

XYZm --min-overlap 3000 --threads 42
kde:

--nano-raw urcuje vstupné udaje, ktor¢ ma Flye pouZit’ na zostavenie genomu.
V tomto pripade ide o data generované ONT sekvenitorom a neboli nijako

spracovane,
--out-dir udava cestu do adresara, kde sa ulozia vystupné udaje,
--genome-size zaddva odhadovanu velkost’ zostavovaného genomu,

--min-overlap nastavuje minimalnu dlzku prekrytia medzi dvoma Citaniami,
ktoré Flye pouzije na zostavenie genomu. Pouzivalo sa nastavenie pre minimalne

prekrytie 3 000 parov baz (defaultné nastavenie je 5 000 parov bazii),
--threads urcuje pocet vlakien (alebo jadier CPU), nastavilo sa na 42 vlakien.

Pre zostavenie pomocou Flye bol napisany skript, prisposobeny pre skimany kultivar,

ktoré sa nasledne spustili na serveroch MetaCentra (priklad v Prilohe 2).

3.2.3 Sekven¢né zarovnanie a identifikacia translokacii

Jednym z hlavnych cielov prace je najst’ cestu, ktora by umoznila najdenie velkych
chromozomalnych translokéacii v gendémoch bananovnika. Sprvu bolo zvaZované
rozbehnit’ cestu pouZivajicu nastroj NanoSV. Po viacerych pokusoch a uUpravach sa
ukéazala ako netcinnd. Jednym z dovodov netspechu je zrejme skutocnost, Ze tento
program uz nie je aktualizovany a prioritne vyhl'adava jednonukleotidové polymorfizmy
(SNP). Preto sa navrhla nova cesta pracujica s formatom SAM a ndstroj SAMtools

(Danecek et al., 2021).

Pre sekvencné zarovnanie bol pouZity vSestranny program Minimap2 verzia 2.24, ktory
slizi na zarovnanie pre mapovanie DNA oproti velkej referencnej databaze (Li, 2016).

Spustil sa prikazom:
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minimap2 -ax map-ont M _acuminata_pahang v4.fasta assembly.fasta >

assembly.sam

pre ONT genomické Citania (-ax map-ont) zostavené pomocou Flye (assembly. fasta)
s referenénym gendmom DH-Pahang verzia 4 (M_acuminata_pahang_v4.fasta). Ako

vystupny format sa zvolil SAM (assembly.sam) — mapa zarovnania sekvencii.

SAM je format ponukajici viacero moznosti skimania. Okrem prvotného mapovania
zahfiia aj informdcie o sekunddrne mapovanych sekvenciach, ich bodov zlomu
(breakpoints) a reprezentécii v referencii. Po skimani pomocou r6znych skriptov sa doslo
k zaveru, Ze by bolo dobré zamerat’ sa na tie mapované sekvencie, ktoré na zaciatku ich
popisu s CIGAR obsahuja ,soft-clipping® (méikké orezavanie). To mdze pomodct

k identifikacii Struktirnych variacii. Bol spusteny SAMtools prikaz:

samtools view assembly.sam | awk 'BEGIN  {FS="\t";OFS="\t"}
{soft=0;for(i=12;i<=NF;i++){if(substr($i,2)=="S"){soft+=substr($i,1,le
ngth($i)-1)}}; if($1e!="*" && soft/length($10)<=0.1){print $0}}' | cat

header.sam - | samtools view -bS > softclipped.bam
kde:

view zobrazuje a konvertuje sibory SAM/BAM/CRAM,

BEGIN {FS="\t";OFS="\t"} nastavuje oddel'ovace vstupnych a vystupnych
poli na tabulatory,

{soft = @; for (i=12;i <= NF; i++) {if(substr ($i,2) == "S") {
soft += substr ($i, 1, length ($i) -1)}} vypocita celkovia
dizku ,,soft-clipped* bézii v zarovnanom kontigu,

if($10!="*" && soft/length($10)<=0.1) odfiltruje kontigy s vysokym

podielom ,,soft-clipped* bazii — viac ako 10% z celkovej dizky ¢itania,
{print $0}} vytlac¢i cely riadok siboru SAM pre kvalifikované kontigy,

| cat header.sam - | prenesie vystup predchadzajiceho prikazu do cat, ¢o

zretazi subor hlavicky SAM (header.sam) s filtrovanymi idajmi

samtools view -h prenesie zretazené daje SAM do zobrazenia SAM Tools,

ktor¢ ich skonvertuje do formatu SAM a zoradi vystup podl'a genomovej pozicie.

Dalsim krokom je vyfiltrovanie len tych kontigov (pripadne scaffoldov), ktoré

presahujt uréita dizku. Mi sme si zvolili minimalnu dizku 1 000 kb s prikazom:
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samtools view -h softclipped.sam | awk 'length($1@) > 1000000 || $0 ~
/™@/' | samtools view -h - > softclippedilMb.sam

Na dvoch skagobnych poddruhoch sa testovala diZka, ktora bude vhodnejsie — 100 kb
a 1 000 kb. Ako vhodnejsia sa ukézala dizka 1 000 kb, s ktorou sa pracovalo dalej.

Vyfiltrované data sa pomocou samtools fasta konvertuju na FASTA format a znovu
sa pouzije Minimap2, tentokrat vSak s novo vzniknutym FASTA stiborom. Referenény

gendm zostava rovnaky:

minimap2 -ax map-ont M_acuminata_pahang v4.fasta softclippediMb.fasta

> softclipped_Musa.sam

Vzniknuty SAM je zaujimavy tym, Ze mend kontigov a scaffoldov sa mo6Zzu opakovat’
ale lisit’ primarne namapovanym chromozémom. Zo SAM sekvenci sme vybrali tie, ktoré
dosahovali pozadovanu dizku. V naSej praci sme vybrali minimalnu dizku 30 kb
(samtools view -h softclipped_Musa.sam | awk 'length($10) > 30000 || $0
~ /"@/' | samtools view -h - > softclipped Musa_3@kb.sam) a tato vlastnost’

stboru bola vyuzita a pomocou prikazu:

Samtools view -h softclipped Musa_30kb.sam | awk 'BEGIN
{FS="\t";0FS="\t"} ($1=="@SQ" && ! seen [$2] ++) {print} ($1!="@SQ")
{if( $1 == last contig && $3! = 1last _chrom) print last line $0;
last _contig = $1; last chrom = $3; 1last line = $0"\n"}' >

translokovane_kontigy.sam

sa vybrali prave tie riadky zo suboru, ktoré mali rovnaké meno ale liSia sa namapovanym

chromozomom.

- Zabezpecuje, zZe novy subor bude mat’ rovnaku hlavicku so samtools view -h,
awk manipuluje vstupnymi textovymi tdajmi na zdklade Specificky podmienok,
ktoré sa definuji v jednoduchych tivodzovkach,

- "BEGIN{FS="\t";OFS="\t"}: definuje  oddelova¢  vstupného  (FS)
a vystupného (OFS) pola ako tabulator,

- ($1="@SQ" && !seen[$2]++){print}: kontroluje, ¢i prvé pole vstupnych udajov
je »@SQ* a ¢i druhé pole nebolo videné predtym. Ak je podmienka pravdiva,
vytla¢i vstupny riadok. Tento prikaz extrahuje riadky hlavicky s informaciami
o referen¢nej sekvencii,

- ($1!'="@SQ"): kontroluje ¢i prvé pole vstupnych tidajov nie je ,,@SQ*,
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{if($1==1last_contig && $3!=last_chrom) print 1last_line $0;
last_contig=$1; last_chrom=$3; last line=$0"\n"}: zabezpecuje, Cisa
prvé pole vstupnych udajov rovna last _contig a tretie pole sa nerovna last chrom.
Ak je podmienka pravdiva, vypise sa posledny riadok nasledovany aktualnym
riadkom ($0). Premenna last line sa aktualizuje tak, aby obsahovala aktudlny
riadok pre d’alSie porovnanie a premenné last contig a last chrom tak, aby
obsahovali aktualne hodnoty pre d’alSie porovnanie. Tento prikaz zmeni poradie
zarovnani v suibore SAM tak, aby vSetky zarovnania pre rovnaku referenén

sekvenciu boli zoskupené.

Zo vzniknutého stiboru boli d’alej vybrané mena kontigov, pripadne scaffoldov, do

textového stiboru. Vykonal tak prikaz:

awk '{print $1}' translokovane_kontigy.sam| sort -u > names.txt

Pomocou mien kotigov sa z povodného FASTA stiboru (assembly.fasta) vytiahnu celé

sekvencie zostavenych kontigov so skriptom napisanym v programovacom jazyku

python
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Obr. 12

(Obr. 12). Pouzita verzia pythonu bola python/3.6.2.

import re
# naCitanie nazvov kontigov, ktoré chceme vybrat
with open('names.txt', 'r') as f:
names = [line.strip() for line in f]
# Otvorenie vstupného sidboru FASTA a vystupného suboru
with open('assembly.fasta’, 'r') as ft, open('translocations.fasta’, 'w') as out_file:
current_name = None
current_seq = []
# Iteracia kazdého riadku v sibore
for line in f:
# Skontroluj, ¢i je riadok riadkom hlavicky
if line.startswith('>"):
# Extrahuj nazov sekvencie z riadku hlavicky
seq_name = re.findall(r'~>(\s+)", line)[@]

# Skontroluj, €i sa ma aktualna sekvencia zapisat do vystupného siboru
if current_name in names:

out_file.write(f'>{current_name}\n")

out file.write(''.join(current seq) + "\n")

# Obnov informacie o aktualnej sekvencii
current_name = seq_name
current_seq = []

else:
# Pripoj aktualny riadok k aktualnej sekvencii
current_seq.append(line.strip())

# skontroluj, ¢i sa md konecna sekvencia zapisat do vystupného sidboru
if current name in names:

out_file.write(f’>{current_name}\n")

out file.write('’.join(current seq) + '\n")

: Kod pre ziskanie DNA sekvencii
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1 import re

2 # Otvor SAM a vystupny sdbor

3 with open("trasnloc.sam”, "r") as sam_file, open("output_table.x1lxs", "w") as output_file:
4 # Hlavicka tabulky

5 output_file.write("Contig\tChromosome\tstart Position\tBreakpoint\tLength\tIdentity\n")
6 # Zretazenie

7 for line in sam_file:

8 # Preskoc hlavicku "@" (header)

9 if line.startswith("@"):

10 continue

11 # Rozdel riadok

12 fields = line.strip().split("\t")

13 # Extrakcia: contig name, chromosome name, starting position, a identity
14 contig name = fields[o]

15 chromosome_name = fields[2]

16 start_pos = int(fields[3])

17 # vypocet diZky namapovaného kontigu

18 cigar = fields[5]

19 contig length = @

20 for count, op in re.findall("(\d+)([MIDNSHP=X])", cigar):
21 if op in "MDN=X":

22 contig_length += int(count)

23 # Najdi breakpoint (bod zlomu)

24 breakpoint = start_pos + contig_length - 1

25 # Extrakcia identity

26 identity = None

27 for tag in fields[11:]:

28 if tag.startswith("nm:i:"):

29 identity = 1 - (int(tag[5:]) / contig_length)

30 # Formatuj vystup ako tabulku

31 row = "[IE{PE{INENE{ I\ E{}\n" . format(contig_name, chromosome_name, start pos, breakpoint, contig length, identity)
32 output_file.write(row)

Obr. 13: Kéd pre extrakciu informacii zo siboru SAM

Kod sa napokon spustil v prikazovom riadku: python script.py

3.2.4 Ziskanie informacii o translokaciach

Dal§im krokom prace bolo zistit’ informacie ohl'adom kontigov a scaffoldov, ktoré boli
najdené pomocou opisanej cesty. Pre tuto ulohu bol napisany skript v jazyku Python (Obr.
13), ktory zo suboru SAM vytiahne data tykajice sa danych usekov. Zacielilo sa na meno
useku, jeho dizku, chromozom, kde sa tsek namapoval, bod zlomu, kde translokacia

mohla nastat’ a identitu.

3.3 Vizualizacia translokacii

Vysledky ziskané opisanou cestou boli vizualizované s pomocou webovych aplikacii D-
Genies. Tento nastroj vytvara Dot plot pre velké gendomy. Bodové grafy (Dot Plot) sa
bezne pouZivaji na vizudlne porovnanie dvoch suborov sekvencii. Prezentuji
Strukturdlne variacie, akymi su translokacie, inverzie a delécie I'ahko zrozumitelnym
sposobom. Rozdiely v podobnosti predstavuju pomocou variabilnej hrubky, tvaru alebo

farieb Ciary (Cabbanetes & Klopp, 2018).

D-Genies vyuziva minimap2 a dokaze vytvorit' len bodové grafy pre nukleové

sekvencie. Obmedzuje spotrebu pamite a skracuje Cas rozdelenim sekvencnych dotazov
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— chromozémov, na 10 casti (V nasom pripade 11 chromozémov — 11 casti). Webova

aplikdcia je pristupna cez webovy prehliada¢ (Cabbanetes & Klopp, 2018).

Pouzili sme rezim ,,New alignment (Obr. 14) mézu byt subory dotazu aj ciel'ového
suboru FASTA nahrané z lokdlneho pocitaca a vo formate gzip (Cabbanetes & Klopp,
2018). Ako dotaz sa zobral FASTA vysledny subor a ako referencia bola pouzita

gendmova sekvencia DH-Pahang.

Vytvorenu cestu (pipeline) v zjednodusenej forme sme znazornili na Obrazku 15.

C, D-GENIES Run

Launch map analysis

Name of your job

E-mail name@example.com

We will send you results by mai

New alignment Plot alignment Batch alignments

Target fasta Local ~ —4 This instance configuration
Can be gzipped. Must end with . fz, . fasta, .fna, .fa.gz, .fasta.gz O .fna.gz » Uploaded file size is limited to 1.2 cis.
« When uncompressed, the size of each file is
Query fasta Local v 4 limited to:
Can be gzipped. Mustend with . fa, .fasta, .fna, .fa.gz, .fasta.gz OF .fna.gz @ 1o civinalvs all mode.
o 3.4 GiB else.
Aligner ® Minimap2v2.24 @ O Mashmap v2.0 @ « Computation wall times are set to (hh:mm:ss):
o 02:00:00 for preparation step,
Options o 92:00:00 for align step.

Repeatedness © O Few repeats @ O Some repeats @ ® Many repeats ©

For large genomes keep the "Repeatedness” parameter set to "Many repeats”. If not your job may be killed because
of time limit or memory limit crossing.

Load example ‘

Obr.14: D-Genies webovy nastroj (obrazok webovej stranky https://dgenies.toulouse.inra.fr/run)
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Obr. 15: Vytvorena cesta (pipeline) pre vizualizacie translokacii ziskanych z assembly ONT dat
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3.3 Lokalizacia translokacii u jednotlivych ONT C¢itani
Pre jednotlivé ONT c¢itania sa skusala rovnaka cesta na datach ziskanych z volania bazii.
Vysledky nedosahovali rovnakych kvalit ako to bolo u dat, ktoré boli sekvencne

zarovnané s nastrojom Flye.

Pre vsetky kultivary sa preto najskor vyskusala vytvorend cesta s assembly a jej
vysledky sa aplikovali na ¢itania. Prvym krokom bolo sekven¢né zarovanie s minimap?2,
kde ako referencia boli pouzité vysledné¢ kontigy, na ktoré sa mapoval stbor

s jednotlivymi ONT ¢itaniami a to s prikazom:

minimap2 -ax map-ont translokovane kontigy.fasta ONT_citania.fq.gz >

alignment.sam

Zo vzniknutého stiboru sa vybrali namapované Citania, ktoré presahovali priemernt
diZku ¢itania skimaného kultivaru (napr. 10 kb) pomocou vyssie popisaného prikazu :
samtools view -h alignment.sam | awk 'length($10) > 10000 || $0 ~ /7@/'

| samtools view -h - > alignment_10kb.sam

Tento subor sa dalej preformatoval na FASTA : samtools fasta

alignment_10kb.sam > alignment_10kb.fasta

Takto sa ziskali len tie Citania, ktoré suvisia so skimanymi kontigmi a maja urcita dlzku.
Po tprave sa namapovali na referenc¢nu genomickt sekvenciu s minimapom: minimap2
-ax map-ont referencny_genom.fasta alignment_10kb.fasta >

translokovane_citania.sam

aznova sa vybrali len namapované &itania, ktoré dosahovali aspoit priemernt dizku
¢itania dan¢ho kultivaru. SAM sa konvertoval na BAM, triedil so samtools sort
a indexoval so samtools index. Oba siibory boli stiahnuté, a spolu so SAM suborom
translokovanych kontigov ziskanych cestou so sekvenénym zarovnanim (Obr. 15)
a referenénym genomom FASTA boli nacitané do integracného genomického prehliadacu

IGV.

IGV je vizualiza¢ny néstroj umoziujici intuitivne skimanie réznorodych rozsiahlych
stiborov genomovych udajov na pocita¢i v redlnom case. Efektivne vyuZiva formaty
stiborov, vrealnom case ich skima ato pri minimdlnej spotrebe zdrojov pocitaca

(Robinson et al., 2011).
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza sekvenacnych dat

Pre analyzu sekven¢nych udajov bol pouzity nastroj NanoPlot, ktory poskytuje

komplexny prehlad o ich kvalite a dizke (Tab. 2). Priemerna dizka ¢itania bola stanovena

na cca 10 199 bazii a kvalitu 12,96. Zaujimavé bolo, ze u viacerych kultivarov, ktoré mali

priemernt dizku ¢itania okolo 5 500 bazii, sa zvySovala kvalita a celkovy podet &itani.

Nedalo by sa vSak uvazit, Ze so znizujicou sa priemernou dlzkou cCitania by stipala

kvalita a naopak. Minimalnu priemernd dizku mal kultivar M. maclayi s 5 255,4 (Obr.

16A) a naopak, kultivar M. beccarii mal priemer okolo 15 830,7 (Obr. 16B). Najmenej

bazii bolo sekvenovanych pre M. ornata (Obr. 16C) zo sekcie Rhodochlamys s 6smymi

miliardami. Najviac bazii sa sekvenovalo pre triploid (AAB) 3 Hands Planty (Obr. 16D)

s vySe 75 miliardami.

Tab. 2: Statistika udajov ziskanych s NanoPlot

Priemerna diZka &itania 10 198,73 minimum 52554

maximum 15 830,7

Priemerna kvalita ¢itania 12,965 minimum 12,5

maximum 13,7

Stredna dlZka &itania 8 871,7 minimum 3103

maximum 14 232

Stredna kvalita ¢itania 12,83 minimum 12,4

maximum 13,6

Priemerny pocet ¢itani 2964 112,85 minimum 800 218

maximum 13 709 551

Priemerna N50 dizka 14 083,95 minimum 7653
Citania

maximum 21 496

STDEYV dlzka ¢itania 7 989,85 minimum 3943

maximum 12 875

Priemerny pocet bazii 24 671 265 549 minimum 8 832 549 817

maximum 75941883 372
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Obr. 16: Histogramy zndzorfiujuce rozlozenie ONT ¢itani pre: A) Musa maclay (ITC 0614) B)
Musa beccarii (ITC 1070) C) Musa ornata (ITC 0370) D) Musa 3 Hands Plenty (ITC 1132)

4.2  Vizualizacia translokacii s assembly

4.2.1 Druhy zo sekcie Eumusa

Translokacie boli vizualizované pomocou webovej stranky D-Genies. Ako vstup si berie
FASTA subor s kontigmi, ktoré boli vysledkom opisanej cesty a FASTA referenéného
gendému (Musa acuminata DH-Pahang V4). Pre zlepSenie prehl’'adnosti boli v niektorych
pripadoch z gendmu vybrané chromozoémy, na ktorych sa lokalizovala pravdepodobna
translokécia alebo sa pouZil cely referenény geném s 11 chromozémami. Cesta sa sktiSala
na dvoch poddruhoch zo sekcie Eumusa: Calcutta 4 (ITC 0249) a Singapuri (ITC 0248).
Nasledujtce strany zobrazuji vysledky pre vybrané druhy z analyzovanych zastupcov vo
webovej aplikacii D-Genies. Vysledky pre vSetky skiimané druhy su dostupné v prilohach
k diplomovej praci, v podobe Dot plot-u pre vSetky skimané kultivary (Priloha 7).
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Obr. 17: Vizualizacia translokacie identifikovanej u Musa balbisiana Singapuri (ITC 0248) s D-
Genies

U M. balbisiana sa podl'a dostupnych informacii (Baurens et al., 2019) nachadza jedna
vel’ka reciproka translokacia medzi chromozémom 1 a 3. Z tohto druhu (skupiny) sa
skimal kultivar Singapuri a podarilo sa najst’ kontig s ¢islom 2274, ktory tejto
translokacii odpoveda (Obr. 17). Useky mali vel'mi dobri kvalitu a presahovali dizky 100
kb.

V ¢lanku z roku 2020 Simonikova et al. uvadza pre poddruh Calcutta 4 (ITC 0249)
dve velké translokacie. Translokacie medzi chromozémom 1 a 9 a medzi chromozémom
2 a 8. Boli identifikované 2 scaffoldy a 2 kontigy (Obr. 19), z ¢oho prave 2 scaffoldy
vizualizaciou zodpovedali translokdciam. Potvrdila sa vymena tusekov medzi
chromozémami 2 a8 ale nepodarilo sa identifikovat velku translokdciu medzi
chromozémami 1 a 9. To mohlo nastat’ vd’aka velkom rozdiele vo velkosti gendému

referencie (500 Mb) a skimaného poddruhu (600 Mb).
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Obr. 18: Vizualizacia identifikovanych isekoch v M. acuminata burmanniccoides Calcutta 4 (ITC
0249) pomocou D-Genies

Podarilo sa vSak identifikovat' translokdciu chromozému 1 s chromozémom 11
a vizualizaciou aj s chromozémom 5 (Obr. 18). Kedze tato prestavba nebola dosial
v gendéme M. acuminata Calcutta 4 objavena ani s farbenim chromozémov (Simonikova
et al., 2020) ani s vyuzitim mate-pairs [llumina sekvena¢nych dat, je otdzkou, ¢i vysoko

chybové ONT ¢itania neviedli k zostaveniu hybridného scaffoldu.

Dalej sa dentifikovali translokacie medzi chromozémom 2 a6 (contig 169)

a chromozomami 1, 3 a 5 (contig_4212). Tieto dve prestavby nevykazuju velku identitu.
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Pre M. acuminata spp. zebrina kultivar Maia Oa je poddruhovo S$pecificka reciprocny
centromerickd translokacia medzi chromozoémami 3 a8 abola identifikovana aj
Simonikova et al. (2020). V tejto praci sa viak nepodarilo ju vizualizovat. Zaujimavé je,
ze nebola identifikovana ani Dupouy et al. (2019) s pouzitim sekvenovania parovych

kniznic pomocou technologie Illumina (pristupom mate-pairs).

Identifikovana bola translokacia medzi chromozémami 9, 2 a 1 (kontig 1136; Obr.
19), av kontig 1583 bola spomocou vytvorenej pipeliny identifikovana kratka

translokacia medzi chromozdémami 4/ 2 a 8/5 (Obr. 19).
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Obr. 19: Vizualizécia identifikovanych translokacii pre M. acuminata spp. zebrina s D-Genies
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4.2.2 Polyploidy zo sekcie Eumusa

V préci sa skimali niekol'ké kultivary zo sekcie Eumusa. U 6smych z nich je potvrdena
polyploidia, pocet ich chromozémov v somatickych bunkach nie je teda 22 ale 33. Su to:
Mulolou (ITC 0022), Nyamwihogora (ITC 0086), Nshika (ITC 0145), Intama (ITC
0153), Red Dacca (ITC 0575), Harton Tigre (ITC 0642), 3 Hands Planty (ITC 1132) a
Poyo (ITC 1482). Vsetci tito zastupcovia boli zaroven analyzovani tiez pomocou oligo
paintig FISH, kolegami v Centre §trukturnej a funkénej genomiky rastlin, UEB AB CR

v Olomouci ( Berankova & Hiibova, nepublikované).

U zastupcov bandnovnikov africkej vysoCiny (Nyamwihogora, Nshika a Intama) oligo
painting FISH potvrdil pritomnost’ centromerickej recipro¢nej translokédcie medzi
chromozémy 3 a 8. Tuto reciproni centromerickt translokaciu 3/8 sa nam nepodarilo
presne lokalizovat’, podobne ako u druhu M. acuminata spp. zebrina. Vizualizacia pre M.
Nshika obsahuje kontig 889, ktory primdrne ukazuje slabSiu translokdciu medzi

chromozémami 3 a 4 (Obr. 20). Dalej sa ukazali mozné translokacie 1/5, 2/10, 7/9 a medzi
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Obr. 20: Vizualizécia translokacii M. Nshika (ITC 0145) pomocou D-Genies: 3/4 ¢ervenou, 1/5
modrou, 2/10 zelenou, 7/9 ruzovou, 7/8/9 fialovou
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chromozémami 7, 8 a 9. Vykazuji vSak priemern kvalitu a overenie ich pravdivosti

vyzaduje hlbsie skimanie.

U zastupcov plantajnov s gendmovym zlozenim AAB (Mulolou, Harton Tigre a 3
Hands Planty) oligo painting FISH potvrdila pritomnost’ translokdcie medzi
chromozémami 1 a 3, ktord je Specificka pre druh M. balbisiana (B geném). Skiimanie
druhu Mulou ukézalo viacero kontigov, na ktorych sa moze nachadza translokacia (Obr.
21). NaSla sa moZnd translokacia medzi chromozémami 6/7, 6/3. Nepodarilo sa

identifikovat’ prave B- genomovo Specifickl translokdciu medzi chromozémami 1 a 3.
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Obr. 21: Vizualizécia identifikovanych usekoch Musa Mulolou (ITC 0022) pomocou D-Genies:
6/7 Cervenou, 6/3 modrou
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Obr. 22: : Vizualizacia identifikovanych usekoch Musa AAB 3 Hands Planty (ITC 1132) pomocou
D-Genies: translokacia 1/3 ¢ervenou a 3/8 modrou

Pre druh M. AAB 3 Hands Planty (ITC 1132) sa podarilo tuto translokdciu

vizualizovat(Obr. 22). Okrem toho sa naSla moznd prestavba medzi chromozémom 3 a 8.

Painting FISH pre druh Red Dacca (ITC 0575) ukézal, Ze obsahuje reciprocnii
centromericktl translokaciu 3/8, translokaciu medzi chromozémami 9/6 a Strukturu
zahfiiajicu translokéciu medzi 1/7. Nam sa podarila identifikdcia prestavby medzi
chromozémami 3 a 8, s identitou 25% na chromozéme 3 (Obr. 23). Dalej sa podarila najst’
translokacia 1/7 s identitou 25% pre chromozom 7. Mozné identifikované prestavby

pomocou DGenies su 8/10; 4/5/10/11; 10/11; 5/1.
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Obr. 23 Vizualizacia translokacii M. Red Dacca (ITC 0575) pomocou DGenies: 3/8 Eervenou,
1/7 modrou, 8/10 zelenou, 4/5/10/11 fialovou, 10/11 ruzovou a 5/1 oranZovou

4.2.3 Plané druhy zo sekcie Australimusa
Zo sekcie Australimusa boli skimané 3 druhy, dva diploidy M. fextilis, M. maclayi typu
Hung si ajeden jedly triploid zéastupca Fe’i bananovnikov. U triploidu Fe’i sme

lokalizovali translokacie medzi chromozéomami 2, 3 a5; 11 a5; 2 a4;medzi

chromozdémami 10/6/5 (Obr. 24).

Podra farbenia chromozémov Fe’i, bananovnik obsahuje ndsobné translokdcie medzi
chromozémami: 1/11; 8/9/2/4; 8/9/7; 11/7/9 (Berankova & Hftibova, nepublikované).
Nam sa nepodarilo identifikovat’ tieto translokacie, ale identifikovali sme iné typy, kde

mnohé z nich obsahovali len kratke translokované useky niektorych chromozémov.
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Obr. 24: Vizualizacia identifikovanych isekoch Musa Fe'i (ITC 1716) pomocou D-Genies: 2/3/5
¢ervenou, 11/5 modrou, 2/4 zelenou a 10/6/5 fialovou
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Obr. 25: Porovnanie M. beccarii (2n = 18) oproti M. acuminata DH Pahang (2n = 22) v D-Genies
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4.2.4 Plané druhy zo sekcie Callimusa

Skumané druhy zo sekcie Callimusa maji najmensi pocet chromozémov. Musa beccarii

ma zakladny pocet chromozdémov 2n = 18. Wang et al. (2023) publikoval celkogenémovi

sekvenciu druhu M. beccarii, z ktorej je zrejmé, Ze gendém tohto druhu je voci referencnej

sekvencii M. acuminata DH Pahang zna¢ne prestaveny (Obr. 25). V nasej studii, kde pre

identifikdciu dlhych chromozomalnych prestavieb bola vyuzita Ciastocnd assembly

zostavena z ONT sekvenanych dat, sa podarilo identifikovat’ tieto chromozomalne

prestavby: 5/3; 10/7; 11/3; 11/7; 10/9/6; 9/8; 9/2; 11/3 (Obr. 26).
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Obr. 27: Vizualizacia identifikovanych tisekoch Musa coccinea (ITC 0287) pomocou D-Genies:
5/9 Cervenou, 7/8/9 fialovou, 3/11 modrou a 9/8 zelenou

Z chromozomalnych prestavieb, ktoré boli najdené¢ pomocou farbenia chromozémov
a ktoré odpovedaju translokaciam objavenym celogendémovej sekvencii M. beccarii
(Wang et al., 2023), sa nam podarilo ndjst’ tieto translokécie: 11/3; 9/8; 6/1; 11/2/3; 9/2
all/3.

Druh M. coccinea zatial nemda Ziadne publikované translokéacie. V praci sme
identifikovali tieto mozné translokacie: 5/9, 7/8/9, 3/11, 9/8 a inzerciu kratkeho useku
chromozéomu 8 do chromozému 9 (Obr. 27). Ziadna ztychto chromozomalnych
prestavieb neodpoveda translokéaciam identifikovanym pomocou farbenia chromozémov

(Berankova & Hiibova, nepublikované).
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4.2.4 Druhy sekcie Rhodochlamys

Rhodochlamys obsahuje niekol'’ko okrasnych jedincov. V praci sa hl'adali translokdcie na
2 druhoch : M. ornata aM. laterita. Pre M. laterita (ITC 1575) boli s farbenim
chromozémov objavené chromozomalne prestavby 3/1; 2/8; 5/3/1 a 8/7,(Berankova &
Hiibova, nepublikované). Nam sa podarilo zobrazit’ translokaciu medzi chromozémami
2/8/3 a pomerne vel'ké prestavby medzi chromozémami 5/3/4; 8 a 1 (Obr. 28), ktoré su
s najvac¢sou pravdepodobnostou vysledko hybridného scaffoldingu pri zostavované

Ciasto¢nej assembly s vyuzitim vysoko chybovych ONT ¢itani.
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Obr. 28: Vizualizécia identifikovanych tsekoch Musa laterita (ITC 1575) pomocou D-Genies:
2/8/3 Cervenou, 5/3/4 modrou a 1/8 fialovou
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4.2.5 Druh z rodu Ensete

Ensete patria spolu s bananovnikmi Musa do ¢el'ade Musaceae. Podobne ako M. beccarii
mensi pocet chromozémov — 2n = 18. To znova mozno vidiet vo vyslednom obrazku
z lokalizacie translokécii. Nasli sme mozné prestavby medzi chromozémami: 10/6;
10/9/8/7; 4/3/8; 10/6/5; 11/4; 7/9; 9/10 a4/3 (Obr. 29). Translokacie medzi
chromozémami 10 a 6; 4/3/8 al1l/4 su potvrdené, ako zo zrovnania celkovych
referenénych gendémov druhov M. acuminata DH Pahang a E. glaucum (Wang et al.,

2022), tak z farbenia chromozémov druhu E. ventricosum (Berankovd & Htibova,

nepublikované).
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Obr. 29: Vizualizacia identifikovanych tsekoch Ensete ventricosum (ITC 1387) pomocou D-
Genies: 4/3 Sedou, 9/10 slabo modrou, 7/9 oranzovou, 11/4 ruzovou, 5/6/10 fialovou, 8/4/3
zelenou, 10/9/8/7 tmavo modrou a 6/10 ¢ervenou
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4.3 Vizualizacia translokacii u jednotlivych ONT c¢itani

Pre vizualizaciu translokécii z ONT ¢itani bola najskor testovana rovnaka cesta, ako pre
zostavené kontigy. Avsak vysledky neboli dostaCujuce aich vizualizicia nebola
prehl'adna (Obr. 30), preto sa ¢itania namapovali na skimané kontigy, ktoré vznikli
z cesty zostavujucej assembly, vizualizovanej vyssie. Pre zobrazenie vysledkov bola
pouzitd aplikdcia IGV, kde sa zobrazili identifikované body zlomu podla tabulky

zostavenej pomocou skriptu v programovacom jazyku python.
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Obr. 30: Pokus o vytvorenie Dot plotu so vstupnymi datami ONT ¢itani, upravenych podla
vytvorenej pipeline pre assembly, pre M. balbisiana Singapuri (ITC 0248)
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Potvrdila sa identifikdcia translokacie 1/3 u M. balbisiana Singapuri (Tab. 3)
s ¢itaniami ONT. Zaciato¢na baza na chromozome 1 je 998 756 (Obr. 31) a bod zlomu
2 973 621 (Obr. 32).
Tab. 3: Tabul’ka moznych bodov zlomu, za¢iatoénych pozicii, dizky Gisekov a identity pre

identifikované translokacie pre M. balbisiana Singapuri (ITC 0248), zvyraznena je zaciatocna
pozicia na chromozéme 1 a bod zlomu

T

c

c

@mapované ONT é’itan@

B

A A
nnon

===
nnnnn

===

=== ===

Nazov Chro-  Zaciatona Breakpoint Dizka Identita
mozoém  pozicia
contig_2274 chrO1 998 756 1364 195 365 440 0,586
contig_2274 chrO1 2480 884 2718 084 237 201 0,809
contig_2274 chrO1 2718718 2918 344 199 627 0,749
contig_2274 chrO1 1959 796 2 136 486 176 691 0,825
contig_2274 chrO1 1561 659 1697 489 135831 0,759
contig_2274 chrO1 1 368 818 1481 586 112 769 0,775
contig_2274 chrO1 2138 442 2235992 97 551 0,794
contig_2274 chr01 902 506 998 643 96 138 0,716
contig_2274 chr01 2923576 2973 621 50 046 0,864
contig_2274 chr03 35752 612 36 097 409 344 798 0,727
contig_2274 chr03 36 138 014 36 393 486 255 473 0,716
contig_2274  chr03 36 138 014 36 393 486 255 473 0,716
contig_2274  chr03 37 140 888 37 310 759 169 872 0,805
contig_2274 chr03 35507 824 35642 559 134 736 0,722
contig_2274 chr03 36 405 157 36 502 427 97 271 0,864
contig_2274 chr03 36 504 616 36 679 668 175 053 0,434
contig_2274 chr03 35 299 508 35 390 449 90 942 0,780
contig_2274 chr03 35 684 372 35 749 528 65 157 0,799
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Obr. 31: Identifikacia zaciatocnej pozicie translokacie 1/3 M. balbisiana Singapuri (ITC 0248) na
chromozéme 1
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Obr. 32: Identifikacia bodu zlomu translokacie 1/3 M. balbisiana Singapuri (ITC 0248) na
chromozome 1 s ONT ¢itaniami, zobrazena v IGV

Pre druh M. acuminata burmanniccoides Calcutta 4 bola uspeSne potvrdena
translokacia 2/8 pomocou IGV vizualizacie namapovanych ¢itani na kontigy (Obr. 33).
Pre translokaciu 1/11 sa potvrdila mozna translokacia 1/11 nédjdenym zaciatkom na
chromozéme 1 a bodom zlomu na chromozéme 11. Bod zlomu na chromozéme 1 sa

nenasiel na predpokladanom mieste (Tab. 4).

Tab. 4: Tabulka moznych bodov zlomu, zagiatoénych pozicii, dizky tsekov a identity pre

identifikované translokacie pre M. acuminata burmanniccoide Calcutta 4 (ITC 0249)

Kontig Chro- Zadiatoéna Bod zlomu Dizka Identita
mozom  pozicia
contig_169 chr02 1 946 453 2 066 857 120 405 0,576
contig_169 chr06 18 324 112 18 419 413 95 302 0,360
contig_4212 chr01 21386 719 21514172 127 454 0,474
contig_4212 chr01 21190929 21 326 289 135 361 0,387
contig_4212 chr03 28 369 634 28 518 700 149 067 0,481
contig_4212 chr05 6 297 094 6 472 507 175414 0,891
scaffold_9311 chr01 7682 374 7901 302 218 929 0,862
scaffold 9311 chr01 7 491 627 7677084 185 458 0,898
scaffold 9311 chril 7377 117 7 581 506 204 390 0,807
scaffold 9311 chril 7377 117 7 581 506 204 390 0,807
scaffold_9703 chr02 32 133 044 32 869 108 736 065 0,876
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Tab. 4: PokraGovanie tabulky moznych bodov zlomu, zaGiatoénych pozicii, dizky tGsekov a

identity pre identifikované translokacie pre M. acuminata burmanniccoide Calcutta 4 (ITC 0249)

Kontig Chro- Zadiatocna Bod zlomu Dizka Identita
mozom  pozicia
scaffold 9703 = chr02 33 362 626 33573610 210 985 0,761
scaffold_9703 | chr02 33573604 33731115 157 512 0,822
scaffold_9703 | chr02 33573 604 33731115 157 512 0,822
scaffold_9703 | chr08 44 263 395 45 045 148 781 754 0,908
scaffold 9703  chr08 43861173 44 051 073 189 901 0,842
scaffold 9703 | chr08 43861173 44 051 073 189 901 0,842
scaffold 9703  chr08 44 149 979 44 263 398 113 420 0,505
Bod zlomu
T i z assembly
e g i ~
" T Bod zlomu
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, i —— i z ONT C¢itani
Bod zlomu
i ' . - z assembly
Bod zlomu
z ONT ¢itani
iy I IR O [T

Obr. 33: Vizualizacia bodu zlomu translokacie 2/8 na chromozéme 2 (A) a 8 (translokacia 2/8)

pre M. acuminata burmanniccoides Calcutta 4 s ONT ¢itaniami v IGV
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Tab. 5: Tabulka moznych bodov zlomu, zadiatoénych pozicii, dizky usekov a identity pre

identifikované translokacie pre M. acuminata zebrina Maia Oa (ITC 0728)

Nazov Chro-  Zatiato&na pozicia Breakpoint Dizka Identita
mozom
contig_1136 chr01 41635119 41 740 330 105 212 0,167
contig_1136 chr01 41635119 41 740 330 105 212 0,167
contig_1136 chr01 41 603 796 41 633 889 30 094 0,464
contig_1136 chr09 47 481 316 47 580 682 99 367 0,869
contig_1136 chr09 46 923 041 46 987 862 64 822 0,862
contig_1136 chr09 47 445511 47 480973 35 463 0,225
contig_1583  chr02 34 619 128 34 791 027 171900 0,706
contig_1583  chr02 34 619 128 34 791 027 171900 0,706
contig_1583 chr04 652 864 821 330 168 467 0,910
contig_1583 chr04 518 269 650 259 131991 0,890
contig_8151 chr05 45 030 707 45 057 154 26 448 0,728
contig_8151 chr05 46 431 806 46 440 870 9 065 -1,719
contig_8151 chr08 51 191 506 51 209 159 17 654 -0,890

Pre druh M. acuminata zebrina Maia Oa (ITC 0728) sme lokalizovali body zlomu (Tab. 5) pre
moznu translokaciu 5/8. Podarilo sa najst aj zodpovedajuce ¢itania, ktoré nasledne boli

vizualizované uspesne v IGV (Obr. 34).

Vysledky pre ostatné skiimané kultivary sa nachddzaju v zlozke IGV v prilohe 6. Zlozky
obsahuji obrazky stiahnuté z IGV, nie celé subory BAM, kvoli ich vel’kosti (nickol’ko GB). Dalej
obsahuji tabul’ky s moznymi bodmi zlomu. Pre ilustraciu bola vybrand len 1 ilustracia pre

kultivar.

710

v L}
amE ! Bod zlomu
z ONT C¢itani

Obr. 34: Bod zlomu translokacie 5/8 na chromozome 8 u druhu M. acuminata zebrina Maia Oa
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5 DISKUSIA

Sekvenovanie metédou Oxford Nanopore mdze poskytovat velmi dlhé citania
prekonavajuce problémy s pouzitim kratkych citani. Dokéaze charakterizovat’ aj dlhé
Strukturne varianty a vysoko repetetivne oblasti. ONT ¢itania sa daju pouzit’ efektivne na
zostavenie de novo gendémov, kde ich dizka pomaha generovaniu dlhych a savislych
kontigov. Dalsiu metodu poskytujiice dlhé &itania je PacBio sekvenovanie (Eid ef al.,
2009). Oproti ONT sekvenovaniu, ktoré generuje sekvenicie s relativne vysokym poctom
chyb (u rastlin okolo 14% chybnych bazii v jednotlivych ¢itaniach), najnovsi pristup
PacBio HiFi generuje sekvenacné Ccitania s vysokou kvalitou — kvalitou Illumina
sekvenovania (99,9% presnost’). Nedavno priSla firma Oxford Nanopore Technologies
s novou verziou sekvenacnej flow-celly, ktora je v kombinacii s novym kitom pripravy
ONT sekvenac¢nych kniznic schopna (v pripade l'udskej DNA) generovat sekvencie

s vysokou kvalitou (>94%; https://nanoporetech.com). Vzhladom k tomu, Ze v nasej

praci sa data vyuzité pre identifikaciu translokacii a ich breakpointov zacali generovat’
pred viac nez 1,5 rokom, boli vyuzité vtedy dostupné kity pre ONT sekvenovanie.
Generované ONT ¢itania mali tak relativne vysokt mieru chybovosti. ONT bola zvolena

pre ziskanie sekvencii vd’aka svojej rychlej dostupnosti, finan¢nej aj ¢asove;j.

V ramci diplomovej prace boli porovnané dva metodické pristupy s cielom
identifikacie translokacnych miest - bodov zlomov, sprevadzajucich evoliaciu
karytotypov pri ¢el'adi Musaceae. Na tento ucel bola vytvorena bioinformaticka pipeline,
ktora umozinuje identifikovat’ dlhé chromozoémové prestavby (dlhSie ako 30 kb) v
dostupnych ONT datach. Vytvorena pipleine bola aplikovana ako na identifikaciu dlhych
Struktarnych prestavieb v jednotlivych ONT pocetnych, tak v na ¢iastocne zostavenych
genomovych sekvenciach z vygenerovanych ONT dat — v dlhych kontigoch a
scaffoldoch. Vsetky skiimané druhy boli zaroven analyzované metddou oligo painting
FISH, ktord umoZnuje identifikdciu velkych chromozémovych translokacii — voci

referencnému gendmu M. acuminata DH Pahang.

Bolo zistené, Ze priame mapovanie surovych ONT sekvenaénych ¢itani na referencny
genom M. acuminata DH Pahang neumoZnilo jednozna¢nt identifikdciu ONT Ccitania
nesucich bod zlomu a nie je tak moZné tento priamy pristup vyuzit' na identifikdciu dlhych

chromozomalnych prestavieb, a ani pre charakterizdciu bodu zlomu u zndmych
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Strukturdlnych prestavieb (zistenych napr. malovanim chromozémov). Pri¢inou je s
najvacsou pravdepodobnost'ou vysoka chybovost’ analyzovanych ONT ¢itania. Ako bolo
spomenuté vyssie, od aprila toho roku je dostupnd nova sekvenacna flow cell, ktord v
kombindcii s novou generaciou kitov pre pripravu ONT kniznic moze poskytovat ONT
Citanie bliziace sa kvalite illumina sekvenovania. Vzhl'adom na to, ze rastlinné druhy
obsahuju vysoké percento metylovanych oblasti, a navySe obsahujii velké mnozstvo
roznych typov metylacii, s ktorymi si ONT technolégie nevedia do velkej miery poradit,
nedd sa predpokladat’, ze by novéa generacia ONT sekvenovania u rastlin poviedla k
skokovému zlepSeniu kvality ONT Ccitanii. Alternativu by tak mohla predstavovat
aplikacia PacBio HiFi sekvenovania, ktoré by malo byt’ od aprila-mdja toho roku cenovo
dostupne;jsia, a to vd’aka vyvoju nového stroja (PacBio Revio), ktory umoziuje generovat’
15 x vicsi objem dat za kratSiu dobu (360 Gb HiFi sekvena¢nych citanie za den)

(https://www.pacb.com/revio/).

Druhy metodicky pristup bol preto zaloZzeny na identifikacii dlhych Struktirnych
prestavieb v ¢iastoCnych assembly vytvorenych z ONT dat. Predpokladali sme, Ze aj
mnozstvo ONT dat, zodpovedajuce asi 15 x pokrytiu genému, povedie k zostaveniu
dlhych kontigov ¢i scaffoldov, v ktorych by sa potencialne dlhé gendémové prestavby dali
lepSie identifikovat. NavySe, v rdmci procesu assembly z ONT dat dochadza tiez k
vylepSeniu kvality sekvencii u vyslednych kontigov, ¢o by viedlo k lepSiemu percentu
namapovanych sekvencii (kontigov a scaffoldov) na referencnej sekvencii M. acuminata

DH Pahang.

Oba dva predpoklady sa potvrdili - vysledna kvalita sekvencii v assembly dosahovala
96% a ziskané kontigy boli mnohonasobne presahujuce N50 ONT Ccitania. NajlepSie
vysledky boli dosiahnuté pri analyze diploidnych druhov, ktoré boli blizko pribuzné
(pochédzali z rovnakej sekcie) referenecnému gendmu M. acuminata DH Pahang. AvSak
aj tu nastal problém s identifikaciou translokacie pochddzajucej z centromérnych oblasti
(translokécia 3/8 u druhu M. acuminata zebrina). Tato reciprokd centromericka
translokacia nebola jednoznacne identifikovana. NajpravdepodobnejSou pri¢inou je
jednak relativne nizke pokrytie ONT Ccitani (cca 15 x) a predovSetkym lokalizacia
traslokacného bodu zlomu v centromerickej oblasti chromozomov, ktoré su
najvariabilnejSimi oblastami gendmov. V pripade centromérov, s to obvykle zlozité
oblasti, ktoré¢ obsahuji velké mnoZstvo réznych typov repetitivnych DNA sekvencii,

niekedy tandemovo repetetivneho charakteru, a je tak vel'mi tazké presne identifikovat’

50



kolinearne sekvencie z inych druhov ¢i poddruhov a identifikovat’ Strukturne zmeny v
tychto genomovych oblastiach. Pritomnost’ bodu zlomu v centromerickej oblasti bola tiez
pri¢inou netspechu identifikdcie reciprokej cetromerickej translokacie medzi
chromozémom 3 a 8 aj u triploidnych jedlych bananovnikov Vychodoafrickej vysociny
(Nyamwihogora, Nshika a Intama). Tato centromerickd translokacia nebola
identifikovand ani v praci Dupouy et al. (2019) s pouzitim sekvenovania parovych

kniznic pomocou technologie Illumina (pristupom mate-pairs).

Medzi dalSie analyzované triploidné klony patrili zastupcovia tzv. plantain
bananovnikov, ¢o su alotriploidné klony s gendmom AAB. U vSetkych troch
analyzovanych druhov bola pomocou metdody malovania chromozémov objavena len
jedna dlhéd translokdcia medzi chromozémami 1 a 3, Specificka pre B-subgenome
(Simonikova et al. 2019 & 2020). Vzhladom k tomu, 6e tieto genémy obsahuju tri
vzajomne divergované subgendmy, a zostavenie (assembly) Ciastocnych ONT dat u
klonov Mulolou a Harton Tigre viedlo k vytvoreniu vel'mi fragmentovanej assembly,
ktoré znemoznila zostavenie dlhych kontigov obsahujicich dany bod zlomu. Oproti tomu,
pre klon 3 Hand Planty bolo ziskané mnohonasobne vicSie mnozstvo ONT C¢itani (13
709 551 c¢itani), ktoré umoznilo zostaenie kvalitnejSej a viac kompletnej assembly.
Mapovanie kontigov a scaffoldov ziskanych zostavenim ONT dat klonu 3 Hand Planty
umoznilo identifikovat’ kontigy nesuce translokaciu 1/3 a 3/1. Tento priklad ukazuje, ze
pri vysoko hetozygotnych rastlinnych druhoch, ako je prevazna ¢ast’ nami Studovanych
zastupcov bananovnika, je relativne nizke (10 — 15 x coverage) sekvenacné prekrytie
ONT datami nepouzitelné na jednoznacnu identifikaciu dlhych Struktirnych zmien v

gendme. DalSou moznou bariérou braniacou identifikécii, je rozdielna velkost’ gendmu.

Pre prekonanie tychto problémov pre dobru identifikdciu prestavieb u vysoko
heterozygotnych alebo polyploidnych druhov rastlin by bolo potreba viacerych krokov.
Vytvorit' lepSiu a hlavne kvalitnejSiu assembly, Cize pracovat s vySSim pokrytim
sekvenacnych dat, alebo vyuZit’ niZSie pokrytie (10 — 15 x) sekvena¢nymi datami dlhych
¢itani s vysokou kvalitou. To by sa mohlo dosiahnut’ pouzitim PacBio Hifi ¢itania,
pripadne zaclenenim Hi-C dat’ pre zostavenie dlhych scaffoldov, a overenie spravneho
zostavenia chromozomalnych sekvencii by sa dalo dosiahnut’ vyuZitim Bionano

optického mapovania (Belser ef al. 2021).
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Zaujimavym pripadom, dokladajucim uz vySSie spominané, je M. beccarii (sekcia
Callimus, ITC 1070), druh s najvicSim gendémom. V naSich datach mal najvacsiu
priemerna dizku &itania a jeho assembly malo tak lepsiu dizku kontigov. Aj ked ONT
data mali menSie pokrytie ( 10x menej ¢itani), vysokd miera homozygotnosti viedla k
zostaveniu kvalitnejSich a dlhSich kontigov/scaffoldov a tym padom aj k zvySeniu

pravdepodobnosti identifikacie chromozomalnych prestavieb.

Pomocou nasho in silico pristupu pre identifikaciu gendmovych prestavieb v assembly
Studovanych zastupcov bananovnika sa ndm tiez podarilo identifikovat’ moZzné doposial’
neodhalené translokécie. Tieto prestavby nemuseli byt identifikované s farbenim
chromozoémov, kvoli nizkemu rozliSeniu fluorescencnej in situ hybridizacie. Ich
spravnost’ by bolo vhodné potvrdit’ alebo vyvratit’ s vyuzitim d’alSich komplexnych
metodickych pristupov, vySSie spomenutych — najlepSie vytvorenim tzv. chromosome-

scale assembly:.

Vseobecne sa da povedat’, Ze vysledky naSej prace ukazuja, Ze aj s relativne nizkym
pokrytim vysoko chybovych ONT ¢itani (10 — 15 x ) mozno u vysoko homozygotnych
druhov vyuzit’ pre relativne kvalitné assembly, v ktorej sa daju identifikovat’ dlhé
gendmove prestavby, a vieme urcit’ priblizne aj bod zlomu — presnost’ identifikacie bodu
zlomu zavisi od homolégie s referen¢nou genémovou sekvenciou. Cim fylogeneticky
identifikdcia budov =zlomu. Oproti tomu, pri vysoko heterozygotnych alebo
polyploidnych rastlinnych druhoch, vyuzitie rovnakého pokrytia ONT datami, na 1C
alebo 1Cx genoém, viedlo k zosadeniu fragmentovanej assembly a nemoznosti
identifikacie dlhych genémovych prestavieb, ¢i identifikacii bodu zlomu. Dal§im,
vSeobecny problém predstavuji gendomové prestavby, ktoré nastali vo vysoko
variabilnych centromerickych oblastiach chromozémov. Opit, nezdvislé vytvorenie
kvalitnych chromosome-scale assembly umozni jednozna¢nt identifikédciu vsetkych
dlhych chromozomélnych prestavieb v ramci Sirokého spektra pribuznych rastlinnych

druhov.

52



6 ZAVER

Diplomova praca je zamerand na identifikdciu chromozomalnych translokécii v rode
Musa spp. pomocou sekvencii ziskanych sekvena¢nou metédou Oxford Nanopore.
Literarna reser§ je zamerana na oblast’ bananovnikov, ich geném, sekvena¢ni metdédu
ONT a bioinformatickil analyzu vzniknutych dat. Prakticka cast pojedndva o ceste
(pipeline), ktora umoZiuje spracovanie ONT dat aich pouZitiu k identifikacii
chromozomalnych translokacii vyskytujacich sa v Musa spp.. Ziskané data umoznuju

vizualizaciu v DGenies.

Cielom experimentalne casti bolo vytvorenie cesty umoZziujucej identifikaciu
chromozomalnych prestavieb, presnejSie bodov zlomu, pomocou ONT C¢itani a ich

assembly.

U sekvenacnych dat najskor prebehlo volanie baz (basecalling) na serveroch Centra
Struktarnej a funk¢nej genomiky rastlin, ktoré su sucastou MetaCentra, kde prebiehali aj
nasledne pouzité prikazy. Vytvorili sme assembly pre vybrané kultivary a nasledne ich
pouzili pre mapovanie na referencnu genémovu sekvenciu M. acuminata spp.
malaccensis (klon DH Pahang, verzia 4). Namapované assembly kontigy boli spracované
pomocou série prikazov pouzivajicich nastroj SAMtools. Vysledné vybrané kontigy boli
znova mapované na referenciu a upravené, aby mali aspoi minimalnu dizku 30 kb. Pre
vizualizaciu ziskanych kontigov bol vytvoreny skript pre extrakciu sekvencii a tie boli
nasledne vlozené spolu s referencnou sekvenciou do webového nastroja DGenies. Ten

vytvoril Dot plot, znazorniujuci identifikované translokacie.

Tato cesta bola vyskuSana aj na ONT C¢itaniach, u ktorych prebehlo len volanie baz,
a nedosiahla poZadovanych vysledkov. Ukazalo sa, Ze samostatné Citania na tato pracu
nie st vhodné, a ze vytvorenie assembly je dolezitym krokom v identifikacii translokacii
pomocou ONT sekvenovania. Citania sme napriek tomu vyuzili pre vizualiziciu bodov
zlomu v IGV. Najskor sme ¢itania namapovali na podozrivé kontigy ziskané z assembly,
upravili ich so SAMtools a namapovali na referenciu. Potom sa vybrali len tie Citania,
ktoré presahovali priemernu dizku ¢itania stanoventi s NanoPlot. Pre orientaciu v IGV sa
pouzili tabul’ky vytvorené so skriptom, ktory extrahoval dolezité informacie zo SAM

stboru obsahujiiceho kontigy vykazujtice translokaciu.
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Vytvorena cesta sa ukdzala ako pomerne G¢innd, a pri kvalitnej assembly dokaze
identifikovat’ translokécie v genéme. ONT vSak stile robia problémy vysoko variabilné
oblasti s pritomnost'ou tandemovo repetetivnej DNA — napr. centromerické oblasti,
ktorym nedokdzeme identifikovat chromozomalne prestavby. Nové, doposial
neidentifikované chromozomalne prestavby, ktoré sa pouzitim nasej novo vytvorenej
programovovej pipeline podarilo identifikovat’, bude potreba dalej potvrdit pomocou

d’alsich metod alebo vylepsenia vstupnych dat.
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8 POUZITE SKRATKY

BAM Binary File Format (binarna verzia SAM suboru)

bp par bazii

GB  Giga Byte

FISH Fluorescence in situ hybridization (Fluorescen¢na in situ hybridizécia)
ONT Oxford Nanopore Technologies

SAM Sequence Alignment Map (mapa sekvenéného zarovnania)

SNP single nucleotide polymorfism
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9  PRILOHY
e-Priloha: Simona Martikanova diplomova préca.zip:

o Priloha 1: ukazka skriptu pre basecalling

o Priloha 2: ukazka skriptu pre Flye

o Priloha 3: skript pre ziskanie DNA sekvencii vo FASTA formate zo SAM

o Priloha 4: skript pre ziskanie informacii (body zlou, dizka, ...) o sibore
s moznymi translokdciami v tabulkovej forme

o Priloha 5: Nanoplot.xlxs — tabulka s vysledkami pre NanoPlot skimanych
druhov

o Priloha 6: zlozky 0022, 0145, 0248, 0249, 0287, 0370, 0539, 0575, 0614, 0642,
0728, 0806, 1070, 1132, 1387, 1482, 1575, 1716 obsahujuce: zlozka IGV s
obrazkami lokalizovanych bodov zlomu pre vybrant translokaciu, tabulku

vysledkov ziskanu s Prilohou 4

Priloha 7 — Vizualizacia translokacii s assembly pre sekciu Eumusa — Dgenies Dot
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o Vizualizacia translokécii s assembly pre plané druhy sekcie Callimusa
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o Vizualizacia translokacii s assembly pre Ensete
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