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Cile prace

Cilem préce je vytvofit funkéni metodu analyzy mikrosatelitovych amplikonG pro smrk ztepily na bazi NGS
sekvenovani. Protokol vyuziva mikrosatelitové markery s inovativnim pristupem k analyze PCR amplikon(.
BéZné pouzivana detekce a separace amplikon( fragmentaéni analyzou v kapilare je nahrazena sekvenaci
amplikond pokrocilymi sekvenaénimi metodami.

Funkcnost vytvoreného protokolu bude ovérena na testovacim souboru DNA vzorkl smrku ztepilého.

Metodika

Soucasti diplomové prace bude resersni ¢ast, kde se diplomantka zaméfi na principy analyzy genetické infor-
mace s vyuzitim fragmentacnich technik a sekvenacnich postupl. Budou rozebrany doposud publikované
postupy generovani molekularnich dat u smrku ztepilého.

Jako vstup pro praktickou ¢ast prace budou pfipraveny vzorky DNA smrku ztepilého vyhovujici vstupnimi
parametry poZadavkim sekvenaéni laboratore.

Ve spolupréci se sekvenaéni laboratofi budou nastaveny selekéni parametry pro potencidlné vhodné mikro-
satelitové primery. S vyuzitim vybranych primer( budou pfipraveny reakéni smési a provedena amplifikace
pomoci PCR. Amplikonové produkty budou sekvenovany v laboratofi.

Ziskana data budou zpracovana a vyhodnocena, ocekdva se prubéznd adjustace experimetu na zakladé
charakteru prabéznych vystupd.

Funkénost findlné navrzeného genotypizacniho protokolu bude ovérena na testovacim souboru vzorkd smr-
ku ztepilého. Novy postup bude porovnan s technikou klasické fragmentacni separace pro smrk ztepily (Bi-
nova et al. 2020).
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Abstrakt

Diplomova préce fesi moznosti implementace metod sekvenovani nové generace
(NGS) do analyzy mikrosatelitovych markeri. Tyto moderni metody sekvenovani
genetické informace jsou zalozeny na sofistikovanéjSich a piesnéjSich postupech,
se zaméfenim na sekvenovani konkrétnich SSRs (Simple Sequence Repeats) / STRs
(Short Tandem Repeats) fragmenti DNA s vyuzitim platformy Illumina (Solexa).

V ramci prace byla navrzena a otestovana metodika modifikované analyzy
mikrosatelitovych amplikont smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.). Po n¢kolika
etapovém navrhovani primerti a optimalizovani multiplexd byly sestaveny sekvenaéni
knihovny. Vybrané knihovny byly sekvenovany a pted vlastni analyzou byla ovéfena
kvalita vystupnich dat. Funkénost navrzené metody byla otestovana na souboru dvanacti
vzorki smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) pochazejicich z riznych oblasti
Ceské republiky.

Pro ovéfeni funkCnosti a piesnosti nové navrzené metodiky byly vysledky
sekvenace porovnany s vysledky konvencni metody analyzy amplikoni, provedené
pomoci kapilarni elektroforézy, ktera se pro praci s kratkymi opakujicimi se repeticemi
nukleotidovych motivll (mikrosatelity) hojné pouziva. Diplomova prace odhaluje silné,
ale i slabé stranky spojené s aplika¢nim vyuzitim metod sekvenovani nové generace pro

analyzu mikrosatelitovych lokust a nabizi nové pohledy na tuto problematiku.

Kli¢ova slova: NGS sekvenovani, smrk ztepily, mikrosatelitové markery



Abstract

The diploma thesis addresses the possibilities of implementing new generation
sequencing (NGS) methods into the analysis of microsatellite markers. These methods of
sequencing genetic information are based on more sophisticated and accurate approaches,
focusing on sequencing specific SSRs (Simple Sequence Repeats) / STRs (Short Tandem
Repeats) DNA fragments using the lllumina platform (Solexa).

Within the work, the methodology of modified analysis of microsatellite amplicons of
Norway spruce (Picea abies (L.) H. Karst.) was designed and tested. After several steps
of primer design and multiplex optimization, sequencing libraries were assembled.
Selected libraries were sequenced, and the quality of the output data was verified before
the actual analysis. The functionality of the proposed method was tested on a set of twelve
samples of Norway spruce (Picea abies (L.) H. Karst.) originating from different areas of
the Czech Republic.

To verify the functionality and accuracy of the newly designed methodology, the results
of sequencing were compared with the results of the conventional method of amplicon
analysis performed by capillary electrophoresis, which is widely used to work with short
repetitive repeats of nucleotide motifs (microsatellites). The diploma thesis reveals the
strengths and weaknesses associated with the application of next-generation sequencing

methods for the analysis of microsatellite loci and offers new perspectives on this issue.

Keywords: NGS sequencing, Norway spruce, microsatellite markers
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Seznam pouzitych zkratek, symboli a vyrazi
A —adenin

ATP — adenosintrifosfat (nukleotid)

bp — pary bazi (Base pair)

C —cytosin

ddH20 — ultra Cista voda

DNA — deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

FLD — Fakulta lesnické a dfevarska

G — guanin

GTP — guanosintrifosfat (nukleotid)

IR — Inverted repeats

kbp — kilo paru bazi (odvozena jednotka) 1kbp=1*10° bp

LSC — Large single copy

LVS — lesni vegetacni stupen

Mbp — mega paru bazi (odvozen4 jednotka) 1Mbp=1*10° bp

mg — miligram (odvozena jednotka) 1mg= 1* 103g

mismatch — neshoda, nevhodné spojeni

ml —mililitr (odvozena jednotka) 1ml= 1* 102 |

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleic acid)
NDNA — jaderna DNA (Nuclear DNA)

NGS — Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)
nS — pocet jednotek Svedberga (odvozena jednotka) 1S=10"12 sekundy
PCR — polymerazova fetézova reakce

read, ready— ¢teni, DNA sekvence z daného fragmentu

RNA — ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

Rubisco (RuBisCo) — ribulosa — 1,5 — bisfosfat — karboxylasa/oxygenasa (enzym)



S-tfaze — faze bunécného cyklu mezi Gi fazi a G, fazi

SBS — Sequencing by Synthesis

SNP — Single nucleotide polymorphism

SSC — Small single copy

STR — Short Tandem Repeats

SSRs — Simple sequence repeats

T — thymin

tRNA — transferova ribonukleova kyselina (Transfer Ribonuleic acid)
U — uracil

pm — mikrometr (odvozena jednotka) 1 pm= 1* 10° m

pl — mikrolitr (odvozena jednotka) 1 pl=1* 10|



1 Uvod

V poslednich letech, vice nezli diive, citime potiebu hledat nové moznosti a cesty,
jak pfistupovat k lesnimu hospodafstvi. S gradujici zménou klimatu ptichazi nové vyzvy
a problémy, kter¢ je potieba piekonavat. Kirovcova kalamita je jeden z mnoha piiznakt
toho, ze smrkové monokultury Spatné odolavaji klimatické zmeéné. Smrk ztepily
(Picea abies (L.) H. Karst.) jakoZto naSe hlavni hospodaiska difevina ma a vzdy bude mit
v Ceskych lesich své misto. Je zcela ziejmé, ze bychom v lesnictvi méli usilovat
piedevsim 0 zvySovani udrzitelnosti hospodafeni, a to jak z hlediska ekologického, tak
I z hlediska ekonomického a socialné-politického. S tim souvisi i management genovych
zdroju, ktery je v naSich podminkach Easto pomérné opomijeny. Moznost odhalit
a spravn¢ interpretovat informace obsazené v genomech lesnich dfevin nam Vv lesnictvi
pfinasi fadu novych moznosti. Mizeme napiiklad efektivngji realizovat Slechtitelské
programy, identifikovat od sebe jednotlivé ekotypy druhti lesnich dievin anebo zakladat
a udrZovat porosty stabilnéjsi a odolngjsi vuci Skidctim a klimatickym zménam.

Existuje mnoho ptistupi a nastrojii pro analyzu genetické informace, nékteré jsou
robustnéjsi a jiné vice sofistikované. Mikrosatelitové markery jsou néstrojem, kterym lze
odhalit miru ptibuzenskych vazeb mezi zajmovymi jedinci. Bézné se vyuziva konvenéni
pfistup analyzy ziskanych mikrosatelitovych amplikont, a tim je délkova separace
fragmentli zaloZena na odliSné rychlosti jejich prostupu piisluSnym prostfedim, kterym
muze byt napiiklad agar6zovy gel ¢i tenka kapilara piistroje pro fragmentacni analyzu.
Tento piistup s sebou ovSem nese i ur¢ité nevyhody a limity. Informace o délce
fragment, a tedy i genotypizacni vysledky, mohou byt nekompatibilni mezi jednotlivymi
pracovisti, a to 1 v ptipad¢ striktniho dodrZzovani genotypizacniho protokolu. Divodem
muze byt naptiklad odli$na Sarze chemikalii pro sekvenacni piistroj ¢i jind laboratorni
teplota. Mnohdy vSak nejsou pficiny viibec ziejmé. Vysledky mohou byt také zkresleny
subjektivnim ovlivnénim hodnotitele pii genotypizovani. Analyza délkovou separaci také
neumoziuje odhalovat bodové mutace ¢i dal$i zmény v genetické informaci.

Moderni sekvenacni platformy jsou jiz natolik pokro¢ilé a postupné se snizuje jejich
cenova narocnost, ze se jejich vyuziti neomezuje pouze na humanni genetiku, ale mohou
byt rutinné vyuZzivany i v zemédé@lstvi a lesnictvi. Primarnim impulzem pro praci
na metod¢ analyzy mikrosatelith pomoci NGS byly zasadni potencialni pfinosy této

metody. Analyza neni omezena pouze na informaci o délce fragmentu, ale je znam
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charakter jednotlivych nukleotidli, coz umoziuje odhalovat i muta¢ni zmény nejenom
Vv repetitivnich oblastech, ale také v ohranicujicich sekvencich. Je taktéZz eliminovano

riziko subjektivniho vlivu hodnotitele a efekt riznych laboratornich podminek.
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2 Cile prace

Cilem této diplomové prace je vytvorit metodu analyzy mikrosatelitovych
amplikont na bazi NGS sekvenovani pro smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.).
Protokol by mél vyuzivat mikrosatelitové DNA fragmenty SSRs (Simple Sequence
Repeats) / STRs (Short Tandem Repeats) s inovativnim pfistupem k analyze PCR
amplikonti. Jde o nahrazeni konvenc¢niho pfistupu separace amplikonli pomoci
kapilarni elektroforézy novym pfistupem, a to sekvenaci amplikon pokrocilymi
metodami  sekvenovadni. Funkcénost vytvotfeného protokolu bude ovéfena
na testovacim souboru vzorki smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.).
Metodicka c¢ast bude provedena v kooperaci s externi spole¢nosti SEQme

(https://www.segme.eu). Novy postup a jeho funkcénost bude porovnan s technikou

klasické fragmentacéni separace pro smrk ztepily (Binova et. al 2020).
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3 Literarni reSerse

3.1 Rod Picea

Rod Picea, neboli smrk, je oproti jinym druhtim dievin pomérné¢ morfologicky
variabilni. Jeho vysokd morfologickd variabilita uvnitf rodu znamena zhorSené
rozliSovani a urovani jednotlivych druhi (Musil a Hdmernik 2003). Z tohoto divodu je
pro spolehlivé uréeni daného druhu, hybridu, popt. ekotypu nutné provadét genetické
analyzy.

Rod Picea je prirozené rozsifeny zejména v jehli¢natych lesich borealni
az temperatni kvétenné oblasti Severni polokoule. V Evropé se vyskytuji autochtonné
pouze 3 druhy jiz zminéného rodu, z toho v Ceské republice jen 1 druh, a to smrk ztepily
(Picea abies (L.) H. Karst.).

3.1.1 Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.)

Smrk ztepily (Picea abies (L.) H. Karst.) je nejpolymorfnéj§im taxonem z rodu
Picea, a to jak do interpopulacni, tak do intrapopulaéni variability. U smrku ztepilého lze
pozorovat Sirokou morfologickou variabilitu, zejména u tvaru koruny, SiSek a vétveni
(Musil & Hamernik, 2003).

Tabulka ¢. 1 znazornuje taxonomické zatazeni zajmového druhu dle biologické
systematiky.

Tabulka 1 - Taxonomické zaiazeni druhu (Picea abies (L.) H. Karst.)

Zakladni taxonomické kategorie
Taxony Latinsky nazev Cesky nizev
Rise Plantae Rostliny
Kmen Gymnospermae Nahosemenné
Oddéleni Pinophyta Jehli¢nany
Ttida Pinopsida Jehli¢naté
Rad Pinales Borovicotvaré
Celed Pinaceae Borovicovité
Rod Picea Smrk
Druh P. abies Smrk ztepily

Smrk ztepily je druhem boreélnich hor s Sirokou a roztrousenou oblasti rozsiteni.
Ptirozené se vyskytuje v horskych lesich. Avsak je vysoce tolerantni k riznosti podminek
stanoviSt, ve kterych se jeho populace vyskytujyi. Lze ho tedy najit ijako piimés
na stanovistich, kde nikdy nemutze dosahovat své klimaxu — chladnéjsi podmacena
stanovisté, luhy, stinnd udoli, rokliny a okraje raSelini$t. Klimaxové smriny jsou
v Ceské republice v oblasti oreofytika. Nad horni hranici lesa (1300-1400 m) se
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smrk ztepily dostava jednotlivé do pasma kosodievin, kde vytvaii horni hranici
stromovou. V nasSich podminkdch smrk ztepily roste nejvySe ve vyskach kolem
1550 m. n. m. na Snézce. Naopak nejnize ho mizeme najit sestoupeny az na 140 m. n. m.
v klimaticky inverznich soutéskach. Kde roste diky dostate¢né¢ koncentrovanému,
vlhkému a studenému vzduchu v kombinaci s ptdni vlhkosti. V takto nizSich polohach
by se smrk vyskytoval pfirozené jen ojedinéle, a to jako piimes zejména na raselinach,
v chladnéjsich roklinach nebo na podmacenych pudach.

Hojn€ bychom ho pfirozené¢ se vyskytujici nasli také v 700-1000 m v piimesi
s bukem lesnim (Fagus sylvatica L.), jedli bélokorou (Abies alba Mill.) a javorem klenem
(Acer pseudoplatanus L.).

Je citlivy na extrémné kontinentalni klima, jez se vyznacuje velkymi rozdily teploty
vzduchu, nizkymi thrny srdzek a malou oblacnosti. Je také citlivy na pozdni jarni
pfizemni mraziky. Jednotlivé klimatické ekotypy smrku se vyznacuji rtznymi
nachylnostmi k rozdilnym klimatickym podminkam (Obidowicz et al. 2004).

Jedna se o druh svétlomilny, ktery vSak v mladi snese mirny zastin. Jeho pozadavky
na kvalitu pidy jsou mirné, ale je velmi naro¢ny na ptidni vlhkost. Obecné lze fict, Ze
dosahuje svého optima na mirné vlhkych, stfedn¢ urodnych, a ne piilis kyselych padach.

Aktudlni rozsiteni tohoto druhu je znazornéno na obrazku ¢. 1.
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Obrazek 1 - Rozsifeni Smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) v Ceské republice, zdroj: Plant
Diversity Analysis and Synthesis Centre

Produkéni optimum smrku je vrozmezi 600-1000 m. n. m. Navzdory
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hospodaiskou dievinou s Sirokou Skalou upotiebeni (stavebni diivi, vldknina, rezonan¢ni
drevo, pryskyftice, borka) (Slavik 2004).

Je vsak dulezity i z hlediska mimoproduk¢nich funkcei lesa a funkei ekologickych
(ptidoochranna, vodoochranna, klimaticka, zdravotni). K mimoprodukénim funkcim lesa
nelze opomenout prifadit i funkci ekologicko-stabilizacni a funkci spolecenskou.
(Holusa a Holusova 2020).

V lesich Ceské republiky by se mél smrk vyskytovat p¥irozené pouze na 11,2 %,
nyni vSak zaujima 48,8 % plochy porostni piidy, doporuéena skladba je 36,5 %. I kdyz je
na nasem uzemi vice smrku, nez by bylo pfirozené, trend jeho vyskytu v poslednich letech
klesa. Pro srovnani od roku 2000 plocha porostni pidy jez zaujima smrk ztepily klesla
21397012 ha na 1 274 241 ha (rok 2020), coz je pokles o cca 4,7 %. Tento pokles je
kiirovcovou kalamitou (Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky 2021).

Vroce 2019 doslo opét kodchyleni od dlouhodobého teplotniho normalu
(z let 1981-2010), a to o +1,6 °C. Ve stejném roce bylo v Cesku evidovano 20,7 mil. m?
vytézeného kiirovcového diivi. (Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky 2020).

V roce 2020 byl teplotni normal ptekonan o +1,2 °C, z tohoto pohledu byl rok 2020
mén¢ extrémnéjsi nez rok 2019. Nejvice teplotné nadprumérny byl mésic unor (+4,6 °C),
naopak nejvice podprumérny byl kvéten (-2,1 °C). Rok 2020 byl zlomovy z hlediska
srazkovych uhrnt, které dosahly za posledni desetileti nevySe, a to na 764 mm. Bylo
dosazeno 112 % dlouhodobého normalu srazkové bilance. V roce 2020 bylo evidovano
cca 21,9 mil. m® vytézeného kiirovcového diivi, coz je rekordni hodnota. Oproti
minulému roku to znamena narist o 1,2 mil. m®. Na svédomi jej ma zejména lykozrout
smrkovy (Ips typohraphus), lykozrout leskly (Pityogenes chalcographus) a Iykozrout
seversky (Ips dupliatus) (Ministerstvo zemé&délstvi Ceské republiky 2021).
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3.1.2 Geneticka variabilita smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.)

Ekotyp je populace s ur¢itou dédiénou genetickou strukturou, kterou dlouhodobé
utvarelo prostiedi. Morfologie jednotlivych ekotypii se mezi sebou mirné lisi, at’ uz
ve tvaru koruny, vzhledu $iSek nebo vétveni. Na tizemi Ceské republiky rozeznavame
3 rizné ekotypy smrku ztepilého — ekotyp chlumni (forma acuminata), horsky (forma
europea) a vysokohorsky (forma obovata). Pfinakladani s ekotypy plati, Ze je ekologicky
i ekonomicky vyhodné a dulezité zachovavat genofondy piavodnich ekotypu
ptizptisobenych danému prostiedi (Cvrckova et al. 2011).

Proto by se informace o ptivodu 0siva, popt. semenacku jednotlivych dievin nemély
brat na lehkou vahu. Zejména pii nasledné obnové ¢i zakladdni novych porostt je dilezité
brat v potaz, z jakého prostiedi rodi¢ovské generace pochazely a v jakém prostiedi se tyto

generace vyvijely.
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3.2 Molekularné genetické nastroje

Deoxyribonukleova kyselina — DNA nese dédicnou informaci daného jedince.
Analyzou molekul DNA je mozné ziskat informace o genomu unikatnim pro kazdého
jedince. Kvuli ¢asové a financni ndkladnosti se ve vyzkumech v oboru molekularni
biologie se zamétenim na lesni dieviny bézn¢ neanalyzuje kompletni genom zajmovych
jedinca, ale spiSe se vyuziva riznych markert. ProtoZze geneticky marker je jakykoliv
viditelny znak ¢i jinak testovatelny fenotyp, pro ktery se alely na lokusech segreguji dle
pravidel, ktera popsal J. G. Mendel, bylo zprvu jejich pouziti u dfevin slozité. Dieviny
nemaji tak velké mnozstvi viditelnych Mendelovskych znaki, coz omezilo lesnicky
vyzkum. Ke zméné doSlo na pocatku 70. let 20. stoleti, kdy byly vyvinuty prvni
biochemické markery vhodné pro dieviny, a to terpenové a allozymové markery. Ty vSak
nebyly vhodné pro zkoumdni gend napii¢ genomem, kvili malému mnozstvi lokust,
proto byly rychle pfekonany molekularné genetickymi markery (White et al. 2007).

Molekularné genetické markery jsou predem vybrané riizné dlouhé useky DNA.
Molekularni marker je tedy pro dany experiment vhodné zvolena jednotka genetické
informace, ktera byla ziskdna analyzou DNA. MiiZe se jednat o fragment DNA o urcité
délce, znamou sekvenci, jeden opakujici se nukleotid apod. Markery nejsou jen zalezitosti
jaderné nDNA, ale také naptiklad mimojaderné (organelarni) DNA. U smrku nejcastéji
mitochondridlni mtDNA a chloroplastové cpDNA. Ve svych pracich se timto tématem
zabyvali naptiklad Jaramillo-Correa et al. 2003, ktefi tvrdi, Ze mimojaderna DNA je
uzitena jako zdroj haploidnich genetickych markerti, vhodnych ke zkoumani populacni
genetiky a biogeografie.

Nékteré vybrané typy analyz molekularné genetickych markeri jsou vypsany nize.
a) Metoda RFLP (Restriction Fragment Length Polymosphism)
b) Analyza fragmenti DNA s pouzitim PCR reakce
o Analyza celého genomu
= RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
= AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
= |SSRs (Inter Simple Sequence Repeats)
o Analyza konkrétnich ¢asti genomu
= ESTPs (Expressed Sequence Tagged Polymorphisms)
= SSRs (Simple Sequence Repeats) / STRs (Short Tandem Repeats)
= SNPs (Single Nucleotide Poylmorphisms)
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3.2.1 Mikrosatelitové molekularni markery

Mikrosatelity (1-10 nukleotidi) a minisatelity (>10 nukleotidd) jsou
podkategoriemi tandemovych repetic, které spolu s prevladajicimi rozptylenymi
repeticemi tvofi repetitivni oblasti genomu (Vieira et al. 2016).

Mikrosatelitové markery maji Siroké vyuziti, v nedavné dobé byl na jejich zakladé
sestaven protokol genotypizace lokusti uspéSné¢ aplikovany na 3 genotypy smrku
ztepilého v Ceské republice. Jedna se tedy mimo jiné o vhodny nastroj k vyhodnoceni

informaci ohledn¢ zdroje a ptivodu semen ¢i sazenic (Binova et al. 2020).

3.2.1.1 SSRs (Simple Sequence Repeats) / STRs (Short Tandem Repeats)

Tyto mikrosatelitové markery byly vyvinuty piivodné pro genetické mapovani
lidského genomu (Weber a May 1989; Litt a Luty 1989). Jedna se o kratké v tandemu se
opakujici sekvence dvou, tfi ¢i Ctyf nukleotidi. Pocet tandemovych repetic na daném
lokusu se muze lisit, a proto je tento typ markeri ¢asto velmi polymorfni.

SSRs markery byvaly nejrozsifenéj$im typem markerd mezi lety 1996-2016,
protoze jsou vysoce informativni, kodominantni, multialelové a zéaroven jsou
experimentalné reprodukovatelné a pienositelné mezi piibuznymi druhy (Mason 2015).

Pfi pouziti téchto markerti je nejprve potfeba vytvorit a otestovat genomovou
knihovnu osahujici mikrosatelitové sekvence. Testuji se klony SSR sekvenci, které musi
byt pfesné urceny, aby mohli byt navrzeny PCR primery pro amplifikaci SSR sekvenci
Z jednotlivych vzorki. Primery jsou navrZeny tak, aby byly specifické pro dany lokus
a druh. Délka primerti by méla byt 15-25 nukleotidd, je to optimalni pocet pro efektivni
nasedani primert.. Pro vétSinu druhil jiZz primery existuji a jsou dostupné v databazich,
veédeckych publikacich a genovych bankach (Selkoe a Toonen 2006).

Nedéavné studie ukazaly, ze nejjednodussi zpusob identifikace SSR lokusa je
zapomoci NGS (sekvenace genomu ¢i transkriptomu) (Zalapa et al. 2012). Jesté
donedavna se pouzivala Sangerova metoda sekvenovani s pouzitim genovych knihoven
obohacenych o sekvence mikrosatelitd. V dnesni dob¢ se tato metoda spiSe nahrazuje

metodou NGS.

DNA SSR markery byly jiz vytvofeny a otestovany pro mnoho druhii dfevin,
a to jak jaderné, tak organelarni markery. Pro smrk ztepily jich bylo v rtiznych studiich

pouzito nespocet. Jen mezi lety 2010-2015 v ¢lanku od Vieira et al. z roku 2016 bylo
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v databazi Web of Science (Web of Science™ Core Collection) nalezeno pod kli¢ovymi
slovy ,,.SSR markers, microsatellites” 933 unikatnich zédznamd o rostlinnych SSR

markerech. Poté jejich pocet klesal, pravdépodobné nastupem SNP markert.
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3.3 Sekvenovani prvni generace

Jiz pocatkem 70. let 20. stoleti biochemici Angli¢an Frederick Sanger a Americané
Walter Gilbert a Paul Berg pfisli s riznymi metodami sekvenovani DNA. Metody
sekvenace jsou postupy, diky kterym je mozné v urcitém tseku DNA analyzovat poradi
jednotlivych nukleotidt (adeninu, cytosinu, thyminu, guaninu). Nékteré ze sekvenacnich
metod jsou vhodné i pro nepfimou analyzu sekvenci RNA, kterd se nejdiive reverzni
transkripci pepiSe na DNA. Vezmeme-li v uvahu, Ze sekundarni struktura jaderné DNA
(tvar pravoto¢ivé dvousroubovice slozeny ze dvou komplementarnich polymernich
fetézct) byla popsana teprve v roce 1953 Britem Francisem Crickem, Ameri¢anem
Jamesem Watsonem a dnes méné znamym Angli¢anem Mauricem Wilkinsem, mizeme
Sangera, Gilberta a Berga pokladat za opravdové prukopniky sekvenacnich metod své
doby. Tito biochemici dokonce za sviij objev sekvena¢nich metod ziskali v roce 1980
Nobelovu cenu (Sturtevant a Morgan, 2001).

Diky rychle se rozvijejicim sekvenacnim metodam je tedy mozné zaméfit se
na zkoumani primarni struktury DNA ¢i RNA, tedy délky jednotlivych repetitivnich
usek ¢i v piipadé sekvenacnich metod nové generace i na konkrétni potadi jednotlivych
nukleotidd. Znalost potadi jednotlivych nukleotidi v sekvenci DNA nebo RNA se stala
neodmyslitelnou nejen pro biologicky vyzkum, ale i pro mnoho praktickych oborti, jako
napiiklad biotechnologii, virologii, forenzni biologii, diagnostiku v medicing atd.

Pouziti sekvenacnich metod miiZze byt na vice urovnich. Lze sekvenovat celé
genomy jednotlivych organismi, nebo se zamétit na dané chromozomy, klastry (veétsi

genové oblasti) ¢i jednotlivé geny (Pareek et al. 2011).
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3.3.1 Sangerova metoda

Zatimco Gilbertova metoda je zalozena na chemickych procesech, které zapiicini
rozpad DNA na specifické ¢asti jednotlivych nukleotidi, Sangerova metoda vyuziva ve
svij prospéch proces syntézy DNA. Zejména proces modifikované replikace DNA neboli
samozdvojeni. Jedna se o d&j, ktery se standartné odehrava pti mitoze bundk. Uelem
replikace je, aby se dédi¢na informace, ulozena v jadfe bun¢k, dostala pfi bunééném

dé€leni do vSech bunék dcefinych (Koolman a R6hm 2012).

Reakéni smés pro modifikovanou replikaci dle Sangera obsahuje:

- templatovou DNA,

- DNA polymerazu,

- specifické sekvenacni primery,

- deoxyrionukleotidtrifosfaty — dNTPSs (jednotlivé nukleotidy — dA, dC, dT, dG)

- dideoxyribonukleotidfosfaty — ddNPTs (fluorescenéné znacené — ddA, ddC,
ddT, ddG).

Déle smés obsahuje pufrovaci roztoky (ionty, stabilizatory). Tato reakéni smés

byvé oznacovano jako tzv. mastermix.

Vylepseny a modifikovany proces dle Sangera zacina tim, Ze na templatové
polymerdze, dNTPs a ddNTPs replikovana. Nukleotidy jsou zaclefiovany
do komplementarniho fetézce k ohrani¢enym tisekiim templatové DNA. Jelikoz ddNTPs
maji jinou chemickou strukturu nez dNTPS viz obrazek €. 2, tak se nahodné pfi replikaci

zaclenuji a ukoncuji reakci za vzniku fragmentti o rizné délce (Wang 2016).

Obriazek 2 - Chemicka struktura ddNTPs a dNTPs, pievzato z: OpenStax College™, upraveno

Dideoxynukleotid (ddNTP) Deoxynukleotid (dNTP)

OCHZ o baze OCH2 o baze
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Pomoci kapilarni elektroforézy je mozné seradit jednotlivé fragmenty dle délky.
ProtoZze ddNTPs jsou fluorescenéné znacené, je mozné za pomoci laseru odecist
konenou sekvenci. Data jsou pak vyhodnocovana pocitatovym softwarem
napt. GeneMarker od spole¢nosti SOFTGENETICS.

Jelikoz Sangerova metoda byla objevena v 70. letech 20. stoleti, bioinformatika
a biochemie nebyla jesté¢ tolik vyvinutd. Pivodni SangerGv protokol tedy zkoumal
ddNTPs oddélené ve étyfech zkumavkach, kdy kazda ze zkumavek byla pouze na jeden
nukleotid. Tim padem v kazdé ze 4 reakci vznikaly fragmenty koncici vzdy pouze jednou
bazi. Jednotlivé fragmenty vzniklé ve vSech Ctyfech zkumavkéch se pak setadili vedle
sebe na gelové elektroforéze, aby mohla byt odectena kone¢na sekvence.

Sangerovo sekvenovani ma vSak své limity. Za horni limit je povazovano vlakno
kolem délky 1000 paru bazi. Jak postupuji sekvenaéni reakce, pravdépodobnost ukonéeni
fetézce stoupd. S prodluzujici se sekvenci fetézce, nukleotidy lisici se o jeden par bazi
se hiie odd¢luji podle velikosti. Aby bylo mozné ptecist dlouhou sekvenci DNA, je nutné
ji Cist po sekceich, coz znamend velmi ¢asoveé narocnou préci pii ¢teni sérii piekryvajicich
se sekvenci. Na prvnich 15-40 bazich neni dobra kvalita sekvence, protoze se tam vaze
primer. Kvalita zaroven klesa mezi 700-900 pary bazi. Také mize zpiisobit biologické
zkresleni, pokud byl sekvenovany fragment DNA dfive klonovan, ¢ast sekvence
klonovaciho vektoru se muze dostat i do kone¢né sekvence. Dalsi nevyhodou pouziti této
metody miize byt omezena schopnost manipulovat a analyzovat alelové frekvence. Casto
pouhé objeveni heterozygotniho SNP v PCR produktu je tézké, natoz jakychkoliv jinych
bazi, které nejsou zastoupeny v poméru 1:1. OvSem nejvétsi nevyhodou Sangerovy
metody jsou vysoké naklady. Primérné vyzkumné laboratofe nemohou pokryt naklady
na sekvenovani projektl, které presahuji megabazové méftitko. Proto jsou vzorky casto
posilany do velkych genovych center (Men et al. 2008).

Proto je mimo jiné celkem slibné feSeni spojit Sangerovu metodu
se sekvenovanim nové generace. Samotné Sangerovo sekvenovani bude vSak vzdy
skvélym feSenim pro projekty, kde bude stacit piecist jen par kratkych sekci DNA
pro konkrétni projekt.
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3.3.2 Analyza fragmentii DNA

Analyza fragmentd genetické informace muze byt provadéna riznymi zptsoby. Jedna se
o konvenéni pfistup k analyze DNA. NejcCastéji se fragmenty analyzuji poté, co dojde
k namnozeni zajmovych usekii pomoci PCR. Fragmenty jsou casto fluorescencné
znaceny, a provede se tzv. elektroforeticka separace.

Elektroforeticka separace je metoda, pii které dochazi k separaci latek na zakladé
jejich odlisné pohyblivosti (rychlosti migrace) ve stejnosmérném elektrickém poli.
Protoze jsou nukleové kyseliny nabity zapornym nébojem (nesou fosfatovou skupinu),
tak se pohybuji ke kladné nabité elektrodé — anodé. Ve vétsin€ odbornych ¢lankl se
setkdvame s pouZitim gelové nebo kapilarni elektroforetické separace. Pfi pouZiti gelové
elektroforézy je jako médium pouzit néktery z geli (agardzovy, polyakrylamidovy).
Dlouhé fragmenty DNA se pohybuji k opacn¢ nabité elektrod¢ pomaleji, naopak kratké
fragmenty se pochybuji rychleji a za stejny Cas urazi delsi vzdalenost. Na obrazku ¢. 3
je zobrazena vana s gelem horizontalni elektroforézy.

Gelova elektroforéza se vétSinou pouziva k urceni toho, zda se mikrosatelitové
primery amplifikuji ¢i nikoliv. Déle lze diky této metod¢ urcit, zda jsou primery
polymorfni, ptfipadné je mozné tuto metodu pouzit ke zjisténi kvality DNA (Koolman
a Rohm, 2012).

Obrazek 3 - Horizontalni elektroforéza
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Vice sofistikovanou metodou je kapilarni elektroforéza neboli separace
jednotlivych fragmenti dle Sangera. Pii ni se nepouziva pouze DNA, ale pted samotnou
separaci je nutné zdjmové useky genetické informace amplifikovat pomoci PCR. Tato
metoda funguje na principu pohybu elektricky nabitych latek ve vodivém médiu. Kapilary
jsou naplnény elektrolytem ¢i gelem. Existuje vice metod kapilarni elektroforézy
Vv zavislosti na pouzitém pfistroji, médiu a separovanych ¢asticich (Wallingford a Ewing
1989).

Tato metoda se také Casto pouziva pro Sangerovo sekvenovani. vystupem pak
mohou byt délky jednotlivych fragmenti DNA v parech bazi. K vyhodnoceni dat
(genotypizaci) po sekvenovani DNA, se pouzivaji nejruzngj$i softwary
napt. GeneMarker®  (SOFTGENETICS) nebo GeneMapper®  (ThermoFisher
SCIENTIFIC).
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3.4 Sekvenovani nové generace — Next Generation Sequencing (NGS)

Mezi lety 2000 a 2010 doslo k rychlému vyvoji biochemickych a bioinformacnich
technologii. Tento fenomén znamenal rychly rist v DNA sekvenovani. Prace, ktera diive
se Sangerovym sekvenovanim trvala roky, ted’ mize byt hotova béhem nékolika tydnd.
Vyhodou téchto platforem je uréeni sekvenacnich dat zamplifikovanych
jednovldkennych DNA fragmentl bez pouziti klonovani. Dalsi vyhodou je redukce
sekvenacnich chyb. Naopak jednou z vyzev, které nové platformy pfinasi, mize byt
potieba vyvoje novych softwari a vice u¢innych algoritmt (Ansorge 2009).

V nasledujicich podkapitolach popisuji nékteré hojné vyuzivané platformy pro
sekvenovani DNA. Zejména se zamétuji na platformu Illumina, kterou jsem vyuzila
i Vv metodice této diplomové prace.

Platformy pro masivné paralelni sekvenovani DNA:

- Roche/454 FLX

- Illumina/Solexa Genome Analyzer

- Applied Biosystems SOLIiD™ System
- Helicos Heliscope™

- Pacific Biosciences instruments SMRT
- lon Torrent

- Oxford Nanopore

Kazda z platforem je svym zplsobem unikdtni, at’ uz pouzitim jin¢ho typu
pfistroje ¢1 diky jinému principu sekvenace, nicméné pii sekvenovani nové generace je
pouzivan typicky experimentalni postup pfi pouziti NGS viz nize dle knihy od Wang
(2016).

1. Zkoumana sekvence DNA/RNA

Nejprve je dilezité mit zdjmovy vzorek molekul DNA ¢i RNA, ktery je potieba
vyextrahovat ze z4jmovych organismil, coz se ve vétSing piipadi provadi izolaci
DNA nebo RNA.
2. Fragmentace

Vétsina piistroji pro NGS neumi pfimo pracovat s tak velikymi vzorky molekul,

a proto je potieba molekuly rozd€lit na mensi fragmenty. Toho lze docilit pomoci
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ruznych technik, nejcastéji je vyuzivana nebulizace, sonikace, akusticky stfih nebo
enzymatické oSetfeni.
3. Selekce dle velikosti

Z fragmentd se poté vybiraji useky o ur€itém velikostnim rozmezi, velikost
daného rozmezi je ur¢ena konkrétnim experimentem.
4. Navazani adapteri

Klicovym krokem pfi ptipravé DNA/RNA knihovny je navdzani adapteri ke
koncum fragment. U vétSiny experimenti s RNA, je reverzni transkripci RNA
piepsana na cDNA, a to jeSté pfed navazanim adapteri. Adaptéry jsou uméle
vytvorené sekvence obsahujici mnoho komponentt, které jsou dilezité pro urcité
¢asti sekvenacnich procest (univerzalni primerové sekvence, PCR primery, kotevni
sekvence, indexové sekvence). Pro kazdou z NGS platforem existuji specifické
adaptéry.
5. Imobilizace sekvenci na pevné podpore

K upevnéni adapteri a sekvenci DNA/RNA se pouzivana podpora lisi v zavislosti
na pouzitém pfistroji. Nékdy se pouzivaji agar6zové kulicky, jindy napi. flowcely
neboli reak¢ni komurky. Tento krok je unikatni pro jednotlivé NGS technologie.
6. Sekvenovani za pouziti NGS technologii

K samotné sekvenaci DNA knihoven riizné platformy vyuzivaji rGzné pfistupy
a ziskavaji sekvenacni signaly rizného plvodu. Vyuziva se kuptikladu optickych
signalti, které jsou bézné¢ zalozeny na piimé svételné emisi (454/Roche platforma),
nebo fluorescenci vytvorenou z modifikovanych nukleotidd, které na sobé maji
fluorescenéni znaceni (Illumina a Pacific Biosciences systems). Dale se pouZivaji
fyzikalné-chemické signdly, které se méti z fyzikalni ¢i chemické aktivity spojené
se sekvenacnim procesem, jako je uvolnéni H+ a kodominatni pH zmeéna pii pouziti
platformy lon Torrent systému, nebo naruSeni elektrického pole jako pii pouziti
Nanoporového sekvenovani.
7. Cteni sekvenci

Zpracovani takového objemu optickych ¢i fyzikalné-chemickych signalti vede

k dedukci jaka je tedy sekvence DNA fragmentt. Pro datovy vystup a uloZeni jsou
syrova data ve form¢ signali obvykle uloZena ve specifickych formatech pro dané
platformy. Piectené sekvence jsou obvykle pfevedeny do vice univerzalnich formata.

Bézné muze byt sekvence DNA ¢Etena pouze z jednoho konce DNA vzoru (single-

read sequencing), ale DNA Ize také ¢ist z obou koncii DNA fragmentu (pair-end
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sequencing). Mimo zdvojnasobeni koneéného poctu piectenych sekvenci je Cteni
z obou parovych koncit DNA (parové ready) vyhodnéjsi v usnadnéni nasledného
piifazeni k referen¢nimu genomu nebo sestaveni genomu.
8. Usporadani prectenych sekvenci

Diky tomu, ze DNA fragmenty jsou obvykle vybrany dle velikosti (bp),
je jejich ptiblizna délka znama, vysledna parova ¢teni a jejich vzajemna vzdalenost
poskytuji dalsi informace o tom, jak zarovnat ¢teni s referenénim genomem nebo jak

je sestavit do nového genomu.

Vétsina soucasnych platforem NGS umoznuje parové sekvenovani. Z vyse uvedeného
obecného experimentélniho pracovniho postupu NGS je ziejmé, Ze kromé vynalézavosti
ve vyvoji novych sekvenacnich schémat je uspéch NGS technologii pii dosahovani
extrémné vysokého vykonu pfi soucasné detekci milionti molekul DNA, zptsoben také
modernim inZenyrstvim a vypocetni technikou. Vyvoj moderni optiky, mikroskopie a
zobrazovacich technologii umoznuje sledovani sekvenacnich reakci ve vysokém
rozliseni, vysoké spolehlivosti a taktéz i rychlosti. Nékteré platformy NGS také spoléhaji
na desetileti pokroku v polovodi¢ovém priimyslu nebo na nové¢jsi, ale rychly vyvoj v
technologii nanopdrti (jako jsou platformy Ion Torret a Nanopore). Vysoce vykonna
vypocetni technika umoZznuje zpracovavat piivaly signald zaznamenané z miliont téchto

procest.

3.4.1 Platforma Illumina (Solexa)

Spolecnost Solexa vznikla vroce 1998. Diky sérii kreativnich diskuzi doslo
K podniceni napadu tykajicich se pouziti klonalnich poli a masivné paralelniho
sekvenovani kratkych ¢teni za pouziti pevné faze a sekvenovani pomoci reverzibilnich
terminatord — dnes oznaCované jako sekvenovani za pomoci syntézy (SBS). Toto se stalo
zakladem nového pfistupu k sekvenovani DNA. Spolecnost se velmi rychle vyvijela a
Vv roce 2006 pfedstavila genomovy analyzér, ktery zvladl osekvenovat 1 Gb dat najednou.
Spole¢nost Solexa byla koupena spolecnosti Illumina na zac¢atku roku 2007 (Illumina
2021).

Jedna se o jednu z nejrozsitengjSich platforem na svété. Hlavni vyhodou Illuminy
je cena za sekvenaci 1 milionu bazi (2-15 centit USD) a velky zisk dat za jeden béh (> 3
miliardy bp). 1 pres veskeré vyhody pouziti této platformy, ma lllumina jako jiné

platformy zalozené na detekci fluorescence, 1 fadu nevyhod, které snizuji jeji presnost,
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zejména nedostateCnou excitaci fluorescencniho barviva, vyrazné spektralni piekryti
nebo neefektivni sbér emisnich signalti (Metzker 2005).

Délka ¢teni (50-300 bp) zavisi na pouzitém ptistroji a zvolené délce éteni, stejné
tak jako cas bchu. V soucasné dobé Illumina nabizi 5 typii sekvenatoru viditelnych

na obrazku €. 4, lisici se svym zaméfenim.

S

iSeq 100 MiniSeq MiSeq Series © NextSeq 550 Series®  NextSeq 1000 & 2000

Obrazek 4 - Typy sekvenaénich pristroji nabizenych spoleénosti Illumina, zdroj: lllumina

Kompletni pracovni postup ptfi pouziti této platformy je pomémné komplexni

a slozity. Proto jsem vytvofila jednoduchou grafickou vizualizaci viz obrazek €. 5.

Generovani . =
E k'aS(n.‘ —>-A_ Datova analyza

o o o

Napojeni knihovny = ; |
na povrch reakéni 3 ; Primami analyza s —— Datova vizualizace
komarky "flow cell* h :
Stanoveni mnoZstvi DNA/RNA l ________________
v .
Fragmentace Amplifikace 4kanslova |  1-kanalova
DNA fragmentu technologie ' technologie
l l e,
) 5 ’ = 2-kanalova
Pfidan( adaptoru Vznik Klastra technologie

|
Stanoveni konecné verze knihovny

Sekvenacni
knihovna

Obrazek 5 - Grafické znazornéni pracovniho postupu Illumina, zdroj: lllumina, upraveno

Nize se pokusim vysvétlit jednotlivé kroky pracovniho postupu dle spole¢nosti

Hlumina.

1. Priprava knihovny
Nejprve je nutné ptipravit knihovnu, ve které jsou informace, které chceme
analyzovat. MiZe se jednat o DNA, RNA apod. Pro piipravu knihovny je tedy
nutné ziskat izolovanou zajmovou jednotku informace v ptipad¢ této prace

nDNA. Tato izolovana DNA musi byt v dostatecné kvalité¢ a 0 dostate¢né
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koncentraci. Poté se mlize pfistoupit i k namnozeni zajmového useku pomoci
PCR. Déle se pomoci piedem vybraného kitu vytvoii a optimalizuje knihovna.
Vhodny kit je vybran dle n¢kolika parametra. Dulezita je oblast vyzkumu,
pouziti dat, zajmovy druh, metoda analyzy a konkrétni typ pfistroje pro
sekvenovani. Pro uvedeni piikladu v této praci ndm jde o oblast lesnické
genetiky, pouziti pro populacni studie, metoda za pouziti mikrosatelitovych
amplikonu, uplatnéna na rostlinném druhu smrku ztepilém a typem piistroje
je Miseq.

Vytvofeni knihovny je zavislé na pouzitém kitu, a proto se jednotlivé
knihovny od sebe mohou lisit. Ve vétSin¢ pfipadi je nejprve zajmova
zhodnocena DNA fragmentovana na mens$i ¢asti. Poté jsou Kni piidany
adaptéry. Pfidani adaptérti je jednim zklicovych ¢&asti celého procesu
sekvenovani, protoze na adaptérech jsou zavislé nasledné kroky. Rizné typy
adaptért se pridavaji k obéma koncim fragmenti DNA. Na uplnych koncich
jednotlivych fragmenti jsou pfipojeny adaptéry P7 a PS5, které interaguji
s oligonukleotidy na povrchu reakéni komirky (flow cell), coz je zasadni
pro vytvaieni klastri. Dalsimi adaptéry jsou indexy 1 a 2, které jsou dilezité
pro multiplexovani. Indexy jsou unikatni kody, diky kterym je mozné smisit
vice vzorkl dohromady a stéle byt schopny urcit piivod sekvence. Poslednimi
adaptéry jsou Rd2 SP a Rd1 SP, tyto adaptéry umoziuji navazani primeru tak,
aby bylo mozné c¢teni zobou koncii fragmentl. Poslednim krokem po
piipojeni vSech adaptéru je sestaveni kompletni knihovny (Bronner a Quail
2019).

Generovani klastri

Generovani klastri probiha uz na samotné reak¢éni komturce — flowcell.
Reakéni komirka je sklenéna desticka s fluidnimi kandlky nebo Zlabky,
ve kterych se odehravaji veskeré sekvenacni chemické procesy. Kazdy typ
pfistroje pro sekvenaci pouziva unikatni reak¢éni komurku. Existuji varianty
komtrek, které maji na povrhu vzorovani, diky némuZ vznikaji pfedem
definované velikosti klastrii. Dalsi variantou jsou komurky bez vzorovani,

na nichz vznikaji ndhodné rozmisténé klastry.
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Samotny proces generovani klastri znamena klonovéani kazdého
fragmentu z knihovny do tisict identickych kopii. Cely proces vzniku klastra
1ze rozdélit na nasledujici kroky:

a) Knihovny hybridizuji k reakéni komiirce

Reakéni komtrka je pokryta oligonukleotidy, na které se diky adaptérim
pfipoji fragmenty DNA.
b) Amplifikace

Kazdy fragment je nasledné¢ amplifikovan neboli rozmnozen.
Jednovldkennné molekuly se ohybaji k povrchu komirky a diky
oligonukleotidiim a adaptérim dojde k pfipojeni i druhého konce fragmentu.
Timto se vytvofi tzv. most. Enzym polymeraza syntetizuje reverzni vlakno,
¢imz vznikne kopie fragmentu. Tento amplifikacni proces se opakuje
n¢kolikrat.

c) Vznik klastra

Jakmile je generovani klastri dokonceno, jsou na povrchu reakéni
komirky tisice identickych kopii fragmentid. Optimalizované klastrovani
urcuje kvalitu a kone¢ny vytézek dat. Aby bylo docileno optiméalni klastrové
hustoty, je nutné provést spravné zhodnoceni knihovny uz pfed samotnym

klastrovanim.

3. Sekvenovani

[llumina sekvenovani je zndmé pod pojmem sekvenovani dle syntézy (SBS).
Béhem tohoto sekvenovani jsou k DNA vldknu pfidany reagencie. Mimo jiné
se piidavaji 1 fluorescenéné znacené nukleotidy. Poté co se udélaji snimky
reakénich komtrek, kazdd z bazi DNA emituje svétlo o jiné intenzité a vlnové
délce. Diky tomu lze identifikovat jednotlivé nukleotidy a jejich potadi. Typ
chemickych procesti je zavisly na pouzitém sekvenac¢nim pfistroji. Existuji tii typy
(technologie) chemickych procestt sekvenovani: 4-kanalové, 2-kanalové,
1 kanalové. Nize v tabulce ¢. 2 je vidét, ktery sekvenacni pfistroj vyuziva, jaky

typ procesu pii sekvenovani.
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Tabulka 2 - Typy sekvenatori a na nich zavislé typy chemie sekvenovani,
zdroj: lllumina, upraveno

Sekvenator 4-kanalovy typ 2-kanalovy typ 1-kanalovy typ
iSeq 100 X
MiniSeq X

MiSeq Series X
NextSeq Series X

HiSeq Series X

HiSeq X X
NovaSeq X

a)

b)

4-kanalovy chemicky typ sekvenovani

Tento typ sekvenovani pouziva unikatni fluorescenéni znaceni pro
kazdy jednotlivy nukleotid. Adenin, cytosin, guanin a tymin jsou
nukleotidy, které jsou u toho typu sekvenovani kazdy znaden svoji
unikatni barvou. Béhem kazdého sekvenaéniho cyklu je nukleotidova baze
pfidana ke kazdému vldknu DNA z knihovny na reakéni komiirce.
Sekvenac¢ni pfistroj poté udéla Ctyfi snimky, kde zachyti v kazdém
intenzitu signdlu a vinovou délku. Kazdy z fluorescenéné€ znacenych
nukleotidii je emitovan pouze v ur€itém vlnovém rozmezi. Proto kazdy
z klastri se mtize objevit jen v jednom ze ¢tyi snimkd.
2-kanalovy chemicky typ sekvenovani

Tento typ sekvenovani pouziva pouze dvé barvy na fluorescenéni
znaceni — cCervenou a zelenou. Pfi tomto typu sekvenovéani kazdy
z nukleotidi emituje jinou intenzitu barev. Adenin emituje z50 %
cervenou a Z 50 % zelenou barvu, cytosin emituje ze 100 % cervenou
barvu, guanin je tmavy a neemituje zadnou intenzitu a tymin emituje
ze 100 % zelenou barvu. V kazdém cyklu se délaji pouze 2 snimky pro
rozeznani jednotlivych nukleotidia. Kdyz pak porovname ¢erveny a zeleny
snimek, adenin je viditelny na obou snimcich, cytosin je pouze
na ¢erveném, tymin je pouze na zeleném a guanin na Zadném snimku
viditelny neni. Intenzita kazdého nukleotidu je vynesena do korela¢niho

diagramu, kde na ose y je intenzita zelené¢ barvy a na ose X je intenzita
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cervené barvy. Na zadklad¢ diagramu lze nasledné urcit, o ktery ze Ctyt

nukleotidt se jedna.

1-kanalovy chemicky typ sekvenovani

Posledni typ sekvenovani vyuziva CMOS technologii
(komplementarni metal-oxid semikonduktor) K urc¢eni jednotlivych
nuleotidll. Stejné jako 2-kanalovy typ pouziva 2 snimky na jeden cyklus
sekvenovani. Rozdil je vSak vtom, Ze zarovei vyuZziva 2 chemickeé
procesy. Thymin je znacen permanentnim barvivem, které ztistava v obou
chemickych procesech i na obou snimcich. Adenin je znacCen tak, Ze je
vidét jen na prvnim snimku, béhem chemickych procesii se jeho zbarveni
zméni a na druhém snimku tak neni viditelny. Cytosin neni vidét na
prvnim snimku, ale diky zménam béhem chemickych procest je viditelny
na druhém snimku. Guanin neni znacen, a proto je vzdy neviditelny. Tento
typ sekvenovani je pouzit v kombinaci s CMOS technologii, coz je
technologie umoziujici zachytit intenzitu jako elektricky signal. Diky
analyze signdll na obou snimcich mohou byt nukleotidy spravné

identifikovany viz obrazek ¢. 6.

4-kanalovy typ 2-kandlovy typ 1-kanalovy typ

O
| 4
A G T C A G T C A G T C
Snimek 1| @ Snimek 1] g e Snimek 1 g ®
Snimek 2 O
Snimek 3 @] Snimek 2| @ @ | |Snimek2 C M ]

Snimek 4

Vysledek A |G | T |C

Vysledekl A G T C | vislede A G T C

Obrazek 6 - Typy sekvenaéni chemie — Illumina, zdroj: lllumina, upraveno
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4. Datova analyza

a)

b)

primarni analyza

Primarni analyza je analyza provaddéna v redlném case, uz
Vv prib¢hu sekvenovani, diky softwaru obsazeném Vv sekvenacnim pfiistroji.
Automaticky jsou generovana potadi nukleotida a skore kvality téchto dat.
Uréovani DNA sekvenci tzv. base-calling je provedeno uz v tomto kroku
datové analyzy. Vysledky tohoto urCovani jsou nejcastéji ulozeny
do standartniho FASTQ formatu. Kazdy FASTQ format obsahuje masivni
pocet readd, coz jsou hodnoty sekvenci fragmentd DNA ziskané ze
sekvenacni knihovny.
sekundarni analyza

Data o potradi nukleotidli z primarni analyzy jsou pouzity béhem
sekundarni analyzy, kdy jsou nové objevené sekvence pfifazeny
k referenénimu genomu. V této Casti analyzy dochazi také ke kontrole
kvality dat. Kontrola kvality dat (QC) zahrnuje zkoumani fady metrik
kvality ¢teni sekvence. Na zdklad€ vysledki QC dat jsou sekvenacni
soubory ptedzpracovany tak, aby byla odfiltrovana ¢teni s nizkou kvalitou
a také aby byly odstranény sekvence adaptérii nebo jiné uméle ptidané
sekvence (PCR primery). Nasleduje mapovani, kdy je mozné pfitadit
sekvence K referen¢nimu genomu. Existuje cela fada softwart, které
mohou byt pouzity napt. BaseSpace Sequence Hub, HiSeq Analysis
software, CASAVA, MiSeq Reporter.
Tercialni analyza

Pti vizualizaci dat, dochéazi ke zméné formatt dat, tak aby mohla

byt dale vice zkoumana a interpretovana.
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3.4.2 Roche/454 FLX

Tento sekvenator byl poprvé komercné piedstaven v roce 2005. Jedna se o prvni
systém na urovni sekvenovani nové generace. Pouzita technologie pii praci s timto
pfistrojem se nazyva pyrosekvenovani. Tento nazev vznikl diky pyrofosfatu, ktery
se uvolnuje pii replikaci DNA v okamzik, kdy polymeraza ptida nukleotid k ptivodnimu
vlaknu DNA. Pyrosekvenovani funguje na principu detekce DNA ve formé svétla. Kazdy
ze 4 typl nukleotidi tedy pii syntéze nového vlakna uvolni pyrofosfat, coz zplsobuje
chemickou reakci s enzymem zvanym luciferaza (Ansorge 2009).

Tento typ sekvenovani miZeme rozdélit na 4 kroky:

- Pfiprava knihovny

- Emulzni PCR

- Nacitani

- Pyrosekvenacni reakce

Ptiprava knihovny znamena vytvofeni velkého mnozstvi fragmentl zdjmové

DNA viz obrazek ¢. 7.

- = Ligace 5B e Genom fragmentovany
e — 4 nebulizaci
Selekce
(pouze e  vytvorena knihovna
izolovanych —> 3 jednovlakenné
AB 3 templatové DNA s
fragmentu) 3 3 adaptory
B
B
genomicka ) jednoviakenna
DNA templatova DNA

Obrazek 7 - Piiprava DNA knihovny, pievzato z (Mardis 2008), upraveno

Nejprve je tedy potieba z DNA udélat fragmenty. Toho lze docilit sonikaci
za pomoci vystaveni DNA vysokym zvukovym frekvencim, nebo pomoci nebulizace, coz
je protlaceni DNA malymi otvory. Dale se tyto fragmenty DNA spoji s adaptéry, coz jsou
kratké oligonukleotidy. Tyto adaptéry jsou piidany na 5° a 3¢ konce fragmentii DNA.

Abychom denaturovali dvouSroubovici DNA, je potieba ji vystavit vy$Sim teplotam.

Nakonec se hybridni molekuly DNA, amplifikuji pomoci polymerazové retézové reakce

(PCR).
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Emulzni PCR je jednim z typi PCR, které mohou byt pouzité pti sekvenovani
nové generace kreplikaci DNA sekvenci. Fragmenty DNA jsou inkubovany
s mikroskopickymi agar6zovymi kulickami, které jsou po svém obvodu pokryty
oligonukleotidy, jez jsou komplementarni, kjiz pfidanym adaptérim (v piipadé
technologie Roche/454 se jedna o 454-specifické adaptérové sekvence). Diky tomu kazdy
z fragmenti DNA je spojen s jednou kulickou (Mardis 2008).

Smés se nafedi, tak aby bylo jisté, Zze na kazdé kuli¢ce je pouze jedno vlakno
DNA. Poté je do smési pridan olej. Protoze tyto 2 tekutiny nejsou smisitelné, vznika
emulze. Emulze vytvaii micely, které jsou tak malé, ze udrzi pouze jednu agar6zovou
kulicku. Uvnitf téchto micel neni pouze jedna kulicka s jednim vldknem DNA, ale
zaroven veskeré PCR komponenty (polymeraza, dNTPs, primery a buffer). Kazda z micel
je jako mikroreaktor, kde se odehrava PCR. Diky tomu vznikaji tisice fragmenti DNA
amplifikovanych ke kulickam. Nova vldkna jsou syntetizovana véetné adaptért, takze
v kazdé micele diky adaptérim na kulicce se znovu a znovu napojuji dalsi nové
syntetizované fragmenty DNA. Reakce pokracuje v nékolika desitkach cykla, dokud
na jedné kulicce nevznikne diky polymeréaze né€kolik tisicii vldken stejné DNA. A toto se
déje na vSech agarézovych kulickach najednou. Namnozeni DNA je nutné provést
zejmeéna proto, abychom mohli kamerami vidét v dostatecné kvalité¢ emitované svétlo
(Metzker 2010).

Poté je nutné rozbit emulzi a tim uvolnit kuli¢ky, které se umisti do sekvena¢niho
¢ipu s velmi malymi jamkami, které jsou tak malé, Ze se do kazdé vejde pouze jedna
kulicka. Dulezité je DNA na téchto kulickach imobilizovat, protoze reagencie protékajici
dovnitf a vné z jednotlivych jamek mohou s sebou jednoduse odplavit DNA, ¢emuz je
potieba se vyhnout. Aby mohlo dojit k samotnému pyrosekvenovani pouZivaji se tyto
reagencie: enzymy (sulfuryldza, luciferdza, apyraza, adenosine fosfosulfat (APS),
polymezéara) a primery. Pocita¢ zacne pumpovat do jamek jednotlivé modifikované
nukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Tyto nukleotidy pumpuje postupné, vzdy pouze
jeden typ nukleotidu v daném case, pti¢emz po kazdém nukleotidu dojde k vymyti.

Mezitim se uvnitf jamek polymeraza a primer piipoji k jednovldkennému DNA
fragmentu, ktery je stale pfipojen ke kuli¢ce a zane syntéza komplementarniho vlakna
za pouziti modifikovanych nukleotidii, které dovnitt pumpuje pocita€. Jakmile pocitac
napumpuje nukleotid komplementarni k fragmentu, polymerdza ho napoji a uvolni
se pyrofosfat. Kdyz dojde k napojeni spravného nukleotidu, pocitac¢ detekuje svétlo,

protoze uvolnény pyrofosfat se v kombinaci s adenosin fosfosulfatem pteméni
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na molekulu adenosintrifosfatu (ATP). Dale diky enzymu luciferdiza a ATP dojde
k emitovani paprsku svétla. Pokud jde o nekomplementarni nukleotid, Zadné svétlo neni
detekovano, ale je nutné se tohoto nukleotidu zbavit, aby pozd¢ji nezkresloval vysledek.
To se déla za pouziti apyrazy, coz je enzym, ktery dokaze degradovat nukleotidy, a tak
dokaze odstranit pravé nezapojené nukleotidy. Pocita¢ ¢te miizkovym zplsobem
a dotvari si konecnou sekvenci dle intenzity detekovanych svételnych paprski a tim,

nacita potadi jednotlivych nukleotid (Zheng et al. 2011).

3.4.3 lon Torrent

V roce 2010 spolecnost DNA Electronics Ltd. vyvinula a uvedla na trh Ion Torrent
Systems Inc. V té dob¢ se jednalo 0 prvni stolni sekvenator a produkt, ktery vyuzival
technologii polovodic¢ového sekvenovani, jez bylo ve své dobé velmi rychlé, masivné
Skalovatelné, jednoduché a cenové dostupné. S ptibyvajicimi lety se tato technologie jesté
vice vyvijela. Oproti konkuren¢nim sekvenatorim funguje Ion Torrent na Uplné jiném
principu. Vyuziva tzv. CMOS technologii (komplementarni metal-oxid semikonduktor)
k vyrobé cipti. Obdobnou technologii vyuziva i Illumina u 1 kanalového typu
sekvenovani k uréeni jednotlivych nukleotidd.

Ion Torrent (nyni divize Life Technologies) vytvotila CMOS senzorovy ¢ip, ktery
dokaze provadét sbér dat nezbytnych pro sekvenacni chemii. Takové Eipy mohou
monitorovat miliony a potencialné 1 miliardy simultannich sekvenac¢nich reakci, pouze
tim, ze jsou soucasti pocita¢i podobného nastroje. Na rozdil od vSech ostatnich
sekvenacnich nastrojii, které jsou zavislé na rozsahlé instrumentaci pii sbéru dat,
nejcastéji prostfednictvim specialnich védeckych CCD kamer, je Ion Torrent vice
automatizovany.

Polovodi€ovy Cip je pokryty milidny jamek, které zachycuji chemické informace
z DNA sekvenovani a ptekladaji je do digitalnich informaci nebo potfadi nukleotidi. Cely
proces zacina tim, ze je DNA rozbita na miliony fragmentii. Kazdy fragment se napoji na
svou vlastni kuli¢ku a je kopirovan, dokud kompletné kulicku nepokryje. Tento proces
zahrnuje miliony kulicek s miliony kopii fragmentit DNA. Kazda z kulicek poté dosedne
do jedné z jamek na &ipu. Cip je zaplaven jednim ze étyf DNA nukleotidd. Jakmile se
k jednovlakennému DNA pripoji komplementarni nukleotid, uvolni se vodikovy iont.
Uvolnéni H" méni pH roztoku v jamce. Na dné jamek je vrstva citlivd na ionty, ktera

snima zménu pH a pfeménuje ji na napéti. Na zakladé napéti 1ze urcit ktery z nukleotida
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byl kvlaknu pfipojen. Kazdych par sekund se proces opakuje pokazdé s jinym
nukleotidem. (Merriman et al. 2012).

3.4.4 Pacific Biosciences instruments — Single molecule real time
(SMRTT™) sequencer

SMRT sekvenovani bylo vyvinuté spolecnosti Pacific Biosciences. NejveEtsi
vyhodou této platformy je moznost opravdu dlouhého cteni genetické informace
s vysokou pfesnosti. Jednd se o zcela odlisny koncept, kdy délka cteni dosahuje
az k 15 kb za velmi kratky ¢as (Rhoads a Au 2015).

SMRT sekvenator funguje na principu sekvenovani jednotlivych nukleotidi
Vv redlném Case s vyuzitim metody sekvenovani syntézou. Na rozdil od predeslych metody
nevyuziva zadny typ amplifikace. Sekvenovani se odehrava na sekvenacnim Cipu, ktery
obsahuje tisice malych (s objemem v fadech zeptolitri - 102! I) zespoda nasvicenych
jamek, ve kterych jsou vinovody nultého modu (zero-mode waveguides — ZMWSs). Tyto
vlnovody jsou tvofené z paladia a maji primér 100 nm. Nejsou ani schopné zachytit
fotony viditelného spektra. Zachycuji pouze elektromagneticky vliv. Po vytvoreni DNA
knihovny se do vzorku piidaji primery a polymeraza. Sekvenace DNA fragmentt probiha
pravé diky molekule DNA polymeréazy, kterd je imobilizovana na povrchu kazdého
vinovodu a syntetizuje komplementarni vlakno DNA. Béhem sekvenacni reakce je DNA
fragment polymerazou prodlouzen 0 fluorescen¢né zna¢ené dNTPS (stabilni nukleotidy).
Kazdy ze 4 nukleotiddl je znaden jinou barvou. Cteni a uréeni sekvence je mozné diky
emitovanému svételnému poli na zdkladé fluorescencni detekce nukleotidi. Emitované
svetelné signdly jsou zméteny v redlném Case. Fluorescencéni pulz se zastavi po vytvoreni
fosfodiesterové vazby, ktera zptisobuje uvolnéni fluoroforu, ktery difunduje pry¢ zZMW.
Urceni sekvence je mozné, diky nésledné inkorporaci znacenych nukleotidl a jejich
detekci (Pareek et al. 2011).

Tento typ sekvenovani ma 2 mozné mody. Pro vysoce presné ¢teni dlouhych
fragmentl (HiF1 reads) se pouZiva kruhové konsensualni sekvenovani. Dal§im mddem je
neptetrzit¢ dlouhé cteni, vhodné pro <¢teni co nejdelSich fragmentt/vzorka

(Eid et al., 2009).
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3.5 MoZnosti vyuZiti metod Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace nebo také Next-generation sequencing (NGS) je
masivné paralelni sekvenovani, které umoziuje ultra-vysokou pruchodnost,
Skalovatelnost a rychlost. Technologie NGS se pouzivaji k ur€eni potradi nukleotidli
Vv celych genomech nebo Vv cilenych oblastech DNA (A, G, T, C) nebo RNA (A, G, C, U).
Rozvoj NGS technologii znamenal revoluci v biologii a genetice, protoze umoznil
provadeét Sirokou Skalu biologickych studii a aplikaci na takové urovni, ktera diive nebyla
mozna. Produkce tak velkého mnozstvi ¢teni za relativné nizké naklady déla z NGS

platforem vyborny nastroj s Sirokym spektrem vyuziti.

Moznosti vyuZziti vyspélych NGS technologii je cela fada, nize uvadim pro piiklad

nékteré z nich (Metzker 2010).

studium lidského mikrobiomu
- rychlé sekvenovani celého genomu
- hloubkové sekvenovani dané cilené oblasti genomu
- identifikace novych patogent
- sekvenovani nadorovych vzorki pro studium vzacnych somatickych variant,
tumorovych subklonti a dalSich
- analyza epigenetickych faktor (napt. metylace DNA v celém genomu
nebo interakce DNA-protein)
- objevovani novych variant RNA, kvantifikace mRNA pro analyzu genové
exprese
Pouziti je zavislé na konkrétnich vlastnostech platforem. Illumina je vhodna
zejména pro resekvenovani lidskych genomt, protoZe za jeden béh sekvenovani je mozné
ziskat obrovsky objem vysoce kvalitnich dat. Pacific Biosciences je zase vhodny pro
sekvenovani dlouhych ¢teni za kratky cas (Quail et al. 2012). Porovnani nejznaméjsich

platforem je také v tabulce ¢. 3.
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Tabulka 3 - Porovnani sou¢asnych NGS platforem, prevzato z: (Wang 2016) a (Metzker 2010),

upraveno
HiSeq 2500 MiSeq lon lon PacBio RSII
(Hlumina) (Hlumina) Torrent Proton
PGM
reversibilni reversibilni uvolnéni uvolnéni vinovod
oddéleni oddéleni protoniia | protont a s nulovym
(terminace) (terminace) | zména pH | zména pH videm a
sekvenovani
jedné molekuly
fluorescence fluorescence | zména pH | zména pH | fluorescence
125-250 300 400 200 8500
1000 15 nad 2 10 0,366
prumérné mirn¢ drahé drahé velmi nejdrazsi
drahé
103 103 102 102 10?
zaména zaména inzercea | inzercea inzerce a
jednotlivého jednotlivého delece delece delece
nukleotidu nukleotidu
ano ano ano ano ne
50-1000 50-1000 100-1000 | 100-1000 1000
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3.6 Pristupy k datové analyze

3.6.1 Kontrola kvality dat

Kontrola kvality dat je pfi sekvenovani nové generace zasadni krok, ktery by nemé¢l
byt podcenovan. Vzorky mohou selhat z mnoha divodi. Kdyz v molekularni biologii
dojde ktomu, ze nebiologické faktory zpusobi zmény v datech produkovanych
Z experimentu, muze to vést k nepfesnym zavérim. Proto je potieba provadét kontrolu
kvality dat, aby byly pfipadné chyby odhaleny a napraveny co nejdiive. Existuje cela fada
pocitacovych néstroji urcenych pro kontrolu kvality dat jako naptiklad FastQC, které
bylo pouZito 1 V této praci. Diky FastQC je mozné si vytvofit pomérné piesny obrazek o
tom, do jaké miry odpovidaji ziskana data obecnym kvalitativnim standardim (Wang
2016).

Bohuzel datové vystupy ze sekvenovani jsou Castokrat rozptyleny do vice soubort,
které nejsou vzdy navzajem kompatibilni a porovnatelné. To znamend, ze po primarni
analyze jsou Casto vysledkem stovky ¢i tisice souborti, které je potieba dale upravovat
a ziskat z nich informace. Proto existuje nastroj zvany MultiQC, ktery dokéaze skenovat
vesSkeré adresare a analyzovat vSechny nalezené protokoly. Tento néstroj vytvaii jednotny
report shrnujici vS§echny informace na jednom misté. Diky tomu, Ze jsou vzorky Vv reportu

vedle sebe, je mozné si snaze v§imnou nepatrnych rozdilt u vy¢nivajicich vzorki.

3.6.1.1 FastQC

Ve zkratce je FastQC textovy format, obsahujici sekvence kazdého readu spolu se
skorem spolehlivosti uréeni pro kazdou z bazi. FastQC je dostupny jako samostatny Java
program s grafickym uZivatelskym rozhranim, ale je ho také moZno snadno pouzit
v ptikazovém tadku. FastQC je relativné rychlé a v ramci minut dokaze analyzovat
desitky miliént reada.

Tento program, krom¢ informaci o poctu readt a jejich kvalité¢, umi vizualizovat
informace o kvalit¢ a obsahu jednotlivych bazi v readech, délky readt, obsah k-mer a také
pfitomnost nejednoznacné urcenych bazi, nadmérné zastoupenych sekvenci a duplicit

(Andrews 2010).
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3.6.1.2 Kyvalita bazi

Kvalita bazi uddva miru vérohodnosti vysledku ¢teni bazi. Kvalita bazi je vyjadiena
pomoci Phred skoére (Q skore), které udava pravdépodobnost, ze dand baze je urena

sekvenatorem nespravné. Matematicky je vyjadiena:

Rovnice 1 — Phred skore
Q = —10 xlog;o(P)

P =10;¢

P je pravdépodobnost, Ze je dana baze nespravné urcena

Q Phred skore

Pokud existuje Sance 1 ze 100, Ze je baze $patné uréena, tak hodnota kvality se rovna:

Rovnice 2 - Phred skore priklad
q =—10+1log,,(0,01) = 20

Kvalita se standardné pohybuje od 0 do 40. Typicky hodnota kvality bazi klesa

v pozdéjsich cyklech sekvenovani (Eija Korpelainen et al. 2015).

3.6.1.3 Trimming

Do c¢estiny by se tento proces dal prelozit jako ofezavani nebo ostiihovani. Pokud
je kvalita bazi na koncich readii nizka, nejjednodussim feSenim je ofiznout konce na
danou délku nebo odiiznout z kazdého konce urcity pocet bazi. BohuZzel timto pfistupem
také odebereme sekvence o dobré kvalité. Nezalezi, zda ofiznuti zacne
ze 3 nebo 5° konce, baze je odfiznuta, pokud je jeji kvalita pod prahem, ktery
si definujeme (Eija Korpelainen et al. 2015).

3.6.1.4 Obsah GC

Obsah guaninu (G) a cytosinu (C) v readech by mél kopirovat normalni rozdéleni
a soustiedit se ve stejném obsahu GC jako u zdrojového genomu organismu. Neobvykly
tvar rozd€leni nebo velky posun od obsahu GC ve zdrojovém genomu miize znacit

kontaminaci knihovny.
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FastQC umi porovnavat obsah GC v zavislosti na pozici bazi, coz by mélo byt
Vv idedlni pfipad¢ vyjadieno jako vyrovnana linie v rovni obsahu GC zdrojového
organismu. Odlisny obsah GC na ur€ité pozici bazi znamena piitomnost nadmérné

zastoupenych sekvenci v knihovné.

3.6.2 Zarovnani readu dle reference

Poté, co jsou data ocCiSténa, je dal§im krokem zmapovani a pfifazeni readu
k referenénimu genomu. Pokud referenéni genom neni k dispozici, lze provést tzv.
de novo sestaveni. VétSina NGS aplikaci vyzaduje mapovani readi K referenénimu
genomu, jesté pred provedenim dalsich analyz (Wang 2016).

Pied rozmachem NGS metod se hojné pouzivaly algoritmy typu BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990), ktery porovnava sekvence
mezi sebou a identifikuje k nim podobné sekvence z databaze. Bohuzel tento typ
algoritmt neni vhodny pro simultdnni mapovani miliéont readti u NGS metod. Problémem
je, Ze jakykoliv genom, ze kterého NGS ¢te, se na mnoha mistech odchyluje od
referenéniho genomu, kvili polymorfismu a mutacim. Pravé proto musi jakykoliv
algoritmus vytvoteny pro praci s NGS daty, reagovat i na tyto odchylky. Dalsi komplikaci
je to, ze sekvenacni chyby jsou Casto nerozeznatelné od sekvenacnich odchylek, a tak
mohou byt snadno zaménény (Wang 2016).

Zmapované vysledky vytvofené algoritmy jsou obvykle uloZeny v textovych
formatech SAM (Sequence Alignment Map) (Li et al. 2009) nebo BAM (Binary
Alignment Map). BAM uklada stejna data jako SAM, akorat v komprimovaném binarnim

zobrazeni.
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4 Metodika

4.1 Navrh metodiky a metodické postupy analyzy genomové DNA

Koncep¢né tato prace vychazi z védecké studie De Barba a kolektivu, ktera byla
publikovana vroce 2017 v Casopise Molecular Ecology. Autofi vyvinuli metodu
ke genotypizaci DNA medvéda hnédého, pficemz se jim pfevodem fragmentacni analyzy
na vysokokapacitni sekvenovani (HTS) podafilo zvysit piesnost genotypizace a sniZzit
miru genotypizacniho netspéchu.

Cilem této prace bylo vytvofit obdobny genotypizacni protokol pro smrk ztepily
a vyvinout tak novou metodiku cilici pfimo na primarni sekvenéni strukturu amplikont
S potencidlem eliminace dalSich nevyhod fragmenta¢ni kapilarni analyzy. Data ziskana
uvedenou inovativni technologii jsou porovnavana s vystupy ziskané konven¢ni metodou

fragmentacni analyzy.

Sekvenace a c¢astecné 1 vyvoj genotypizaéniho protokolu byl provadén ve

spolupraci s externi genomickou spole¢nosti SEQme (www.segme.eu).

Aktivity Ize rozélenit do 5 fazi:

- Faze 0: Sbér a pfiprava vzorkl, izolace DNA, ovéfeni jeji kvality a
koncentrace

- Faze 1: Konverze mikrosatelitni analyzy pomoci fragmentaéni analyzy
na platformu NGS — vytvofeni primert a piiprava na vytvofeni sekvenacni
knihovny

- Faze 2: Konverze mikrosatelitni analyzy pomoci fragmentacni analyzy
na platformu NGS — ptiprava knihoven a sekvenovani

- Faze 3: Design a syntéza 36 oligonukleotidi pro PCR, STR profiling pro 24
primerQ

- Faze 4: Optimalizovani knihoven a analyza STR lokusii

48



4.2 Faze0

4.2.1 Zajmova populace a sbér vzorki

Pro tuto diplomovou praci byla pouzita izolovand DNA smrku ztepilého
(Picea abies (L.) H. Karst.). Material, ktery byl pouzit k izolaci genetické informace,
pochazel z odebranych jehlic 12 jedinct smrku ztepilého rostouciho na 4 geograficky
vzdalenych lokalitach — Frydlant, Boubin, Frydek-Mistek a Pelhiimov. Kazdou lokalitu
reprezentuji 3 vzorky. Na obrazku &. 8 jsou zobrazeny jednotlivé lokality na mapé Ceské
republiky.

Legenda

1 Frydiant

2 Boubin

3  Pelhfimov

4 Frydek - Mistek

50.5°N 4

49°N -

48.5°N- NN TN 100 km
Obrizek 8 - Lokality sbéru vzorki na mapé CR
Pocet vzorkii byl volen ptfedev§im s ohledem na finanéni narocnost vyvoje

metodiky, pficemz profil 12 jedinci jiz ma potencial poskytnout robustni informaci o

genetické variabilité. V tabulce €. 4 je vidét z jakych lokalit pochazi jednotlivé vzorky.
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Tabulka 4 - Znacdeni vzorki a jejich rozdéleni dle lokalit sbéru

Lokalita Identifika¢ni oznaceni Identifikace vzorku
vzorku FLD SEQme

sm 3 Al
Frydlant sm5 A2
sm9 A3
sm 32 Ad
Boubin o 33 AS
sm 40 A6
sm 86 AT
Frydek-Mistek sm 88 A8
sm 89 A9
sm 97 A10
Pelhfimov sm 99 All
sm 100 Al2

50




4.2.2 Priprava vzorkii a homogenizace

Po sbéru byly vzorky pfevezeny v uzaviratelnych saccich se silikagelem
a zamrazeny na teplotu -80 °C. Silikagel pohltil pfipadnou vlhkost a udrzel tak vzorky
Vv konstantnim prostfedi.

Jednotlivé vzorky jehli¢i v celkovém mnozstvi 80-100 mg byly vyndany
z mraziciho boxu a skalpelem nakrajeny na drobné fragmenty. Pfed krajenim kazdého
nového vzorku byly veskeré pouzité nastroje vycistény pomoci ethanolu, aby se predeslo
kontaminaci jednotlivych vzorki. Fragmenty byly vlozeny do nadepsanych
mikrozkumavek o objemu 2 ml. Do kazdé zkumavky byly pfidany 2 kovové drtici kulicky
ze slitiny karbidu wolframu a oceli.

Ptipravené vzorky byly vlozeny do konzole oscilaéniho mlynu MM400 (Retsch,
Haan, Germany). Celou takto ptipravenou konzoli bylo nutné ponofit do vany s kapalnym
dusikem, ktery vzorky Sokové zmrazil na teplotu cca -196 °C, tento krok zajistil zkiehnuti
rostlinného materiald, ktery se nasledné mohl 1épe nadrtit. Konzole se vzorky byla
umisténa zpét do oscilacniho mlynu a nasledné byl spuStén 3 minutovy program
s frekvenci 30 kmitd za 1 sekundu. Diky drticim kuli¢kam a mechanickému plisobeni
doslo k rozdrceni fragment jehli¢i na jemny prasek. Po skonceni drticiho programu byla
u vSech vzorki okularné zkontrolovana kvalita drceni. Pokud vzorek neobsahovat hrubé
¢asti, byla homogenizace UispéSnd, v opacném piipadé bylo nutné pfistoupit k opakovani

procesu drceni.

4.2.3 Extrakce a purifikace nDNA

Pro izolaci nDNA by pouzit izola¢ni kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Pti izolaci byly dodrzeny instrukce popsané v protokolu od vyrobce s jednou

malou modifikaci, a to s prodlouzenim inkubace vzorku pfi lyzacni fazi z 10 na 60 minut.
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4.2.4 Stanoveni kvality a koncentrace DNA

Za ucelem ovéreni kvality pro dalsi sekvenacni analyzy, byla zméfena
koncentrace a cCistota DNA. Pro spolecnost SEQme, se kterou jsme na analyze
spolupracovali byly pozadované vstupni parametry vzorki nasledovné:

- minimalni koncentrace: 25 ng/ul

- minimalni &istota vzorku:1,8-2,0

Méfeni a vyhodnoceni bylo provedeno na pfistroji NanoDrop (Thermo Fisher
SCIENTIFIC). Tento pfistroj funguje na principu spektrometrického vyhodnoceni z 1ul
kapky roztoku DNA/vzorek. Jako referenéni vzorek byl pouzit eluéni
buffer AE z izola¢niho kitu od spole¢nosti QIAGEN. Vzorek je povazovan za Cisty,
pokud pomérovy koeficient absorbance svétla pii ozafeni 0 vinovych délkach 260 nm
a 280 nm je v rozmezi od 1,7 do 1,9. V takovém piipad¢ mizeme mluvit o idealni stavu,
kdy koncentrace izolované DNA neni zneciSténa jinymi rezidui (proteiny, RNA apod.).
Cim vice se stanovena hodnota pomérového koeficientu lisi od hodnoty 1,8, tim vice je
pravdépodobné znecisténi vzorku. Dale byla sledovana spektralni kiivka a jeji prab¢h.

V grafu ¢. 1 je vidét optimalni prubéeh této kiivky u DNA a u proteinu.
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Graf 1 - Spektralni ki‘ivka DNA a proteinu (osa x znazoriiuje vinovou délku, osa y znazoriuje
optickou hustotu), pievzato z: (Rothman 2010)

Vysledky méfeni jsou uvedeny V kapitole vysledky v tabulce ¢. 17. Po zméfeni

byly vzorky uchovany v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

52



4.2.5 Kontrola kvality DNA

Pro kontrolu kvality DNA, jeZ byla zméfena spektrofotometricky, byla pouzita
metoda horizontalni gelové elektroforézy. Princip této metody spociva v tom, Ze latky
putuji riznou rychlosti v gelu ovlivnéném elektrickym polem. Jako médium byl pouzit
agar6zovy gel o koncentraci 0,73 %. Izolovana DNA byla nafedéna ultra Cistou vodou na
koncentraci 10 ng/pl.

Zdroj elektroforetické vany byl nastaven na napéti 70-110 V, proud 250 mA
a 35minutovy program. Na obrazku ¢. 9 je zobrazen pouzity pfistroj. Do krajnich jamek
byl napipetovan velikostni standard.

Snimek gelu je k nahlédnuti kapitole Vysledky.

Obrizek 9 — Kompletni soustava pro horizontalni gelovou elektroforézu
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4.3 Fazel

V prvni fazi spoluprace se spolecnosti SEQme probéhlo hledani repetitivnich
mikrosatelitovych oblasti v referencnim genomu smrku dostupném pies webové rozhrani
congenie.org (Nystedt et al. 2013). Celkem bylo navrZzeno, syntetizovano a otestovano 93
primerovych part pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusti. Primery nesly nazvy PA 1
az PA 93. Kazdy primerovy par byl vytvotfen se specifickou znackou (tzv. adaptérem)
umoziujici hromadnou PCR amplifikaci (tzv. multiplexing).

Amplifikace perspektivnich primerovych sekvenci byla ovéfovana na dodaném

vzorku sm 40.

4.3.1 Navrzeni a vytvoreni primert

Teplota faze annealingu (nasedani oligonukleotidi)) pro PCR — polymerazovou
fetézovou reakci (50°C, 55°C, 60°C) a koncentrace Mg2+ ionti byla optimalizovana
Vv singleplexové reakci U vzorku sm 40. Jako optimalni byla zvolena annealingova teplota
55°C a 2,5 mM koncentrace Mg2+ iontli. SloZzeni PCR reakce a teplotni profil jsou

uvedeny v tabulkach ¢. 5 a 6.
Tabulka 5 — SloZeni PCR reakce

Reakce ul

PCR buffer w/o MgCI2 (10x) 2,5

MgCI2 (25 mM) 2,5

dNTP‘s (10 mM) 0,5

DMSO 1,3

BSA 20 mg/ml 0,7

FastStart Taq Roche (5 U/pl) 0,4
DNA (10 ng/ul) 4

primery (kone¢na koncentrace) 4300 nM
H20 do celkového objemu 25 pl

Tabulka 6 — Program pro pribéh PCR reakce

Program Doba trvani Teplota Pocet opakovani
1. inicialni denaturace 5min 95°C 1x
2. denaturace 30s 95°C 35x
3. annealing 30s 55°C 35x
4. extenze 45s 72°C 35x
5. finalni extenze 7 min 72 °C 1x
6. uchovani 00 4°C 1x
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PCR reakce byly provedeny pro kazdy z primert zvlast. Jednalo se tedy
0 93 single reakci, provedenych na referencnim vzorku sm 40. Produkty jednotlivych
amplifikaci byly nasledné vizualizovany na agar6zovém gelu. Jelikoz se amplifikace
nezdatila u 27 primerovych parti, bylo do dalSich fazi zatazeno pouze 66 primerovych

parti, jejichz sekvence jsou uvedeny v ptiloze ¢. 1.

4.3.2 Vytvoreni a optimalizovani multiplexu

Primery uspésné Vv prvotnim singleplexovém testovani byly dale kompletovany do

smési na zakladé 3 navrzenych strategii poolingu neboli smichéni primerti do multiplext.

1. Ekvimolarni pooling nezohlediujici amplifika¢ni u¢innost.

Multiplex byl vytvofen na zakladé smési stejného latkového mnozZstvi
od kazdého z 66 amplifikujicich primerd — sekvence téchto primerd jsou
uvedeny v piiloze 1.

2. Pooling zohlediiujici amplifika¢ni ucinnost (primery s nejnizsi uc¢innosti byly
v poolu zastoupeny s 3x vétsi koncentraci, primery se stiedni uc¢innosti s 2x vetsi
koncentraci nez primery s nejvetsi ucinnosti).

3. Ekvimolarni pooling primerovych paru vZdy v ramci skupiny s podobnou
amplifika¢ni u¢innosti (pro jeden vzorek tedy pouzity 3 primerové pooly — low,

medium, high).

Pti pouziti vysoce multiplexni PCR je vzdy vyzvou celkova optimalizace reak¢nich
podminek, zejména koncentrace primert v dané smési. Proto byly testovany PCR reakce
se 3 vySe uvedenymi strategiemi poolingu v rtiznych koncentracich pro danou reakci.
Jako vychozi stav byla zvolena stejna koncentrace primerti jako pro singleplexovou
reakci — 300 nM zastoupeni kazdého jednotlivého primeru z 66 primerovych pard. Tato
koncentrace bohuzel vykazovala velmi silné inhibicni U¢inky pro samotnou PCR

S ptfevahou dimerl vznikajicich mezi primery.
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4.3.3 Analyza dat a vytvoreni sekvenacnich knihoven

Nasledné byly testovany pooly s findlni koncentraci jednotlivych primeri 100 nM
respektive 60 nM. Jako nejlépe amplifikovatelna byla reakce s koncentraci 100 nM.
S touto koncentraci bylo poté sekvenovano na ptistroji Miseq (Illumina) v usporadani 250
bazi ¢teni z obou konct, celkem vzniklo 5 knihoven — ekvimolarni pooling, pooling
s korekci primerti a primery, jez byly rozdéleny do 3 poolil dle amplifikacni G¢innosti
(low, medium, high).
Kontrola kvality dat, jez je pfi sekvenovani nové generace zasadnim krokem, byla
provedena pomoci nastroji FastQC (verze 0.11.5) (Andrews 2010) a MultiQC (verze 1.6)
(Ewels 2018). Hruba analyza sekvenci byla provedena pomoci dvou nezavislych postupt.
a) Ready R1 (forward) a R2 (reverse) byly demultiplexovany pomoci programu
fastx_barcode_spliter.pl (Gordon 2009) pomoci sekvenci primert jakoZto
barcodii. Poté bylo vypocitdno jednotlivé zastoupeni jednotlivych primert
z celkového poctu readd v knihovné. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 19
v kapitole Vysledky.

b) Ready R1 (forward) a R2 (reverse) byly spojeny pomoci programu fastq-join
a nasledn¢ rozdéleny na jednotlivé soubory dle primera s vyuzitim néstroje grep.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 20 v kapitole Vysledky.
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4.4 Faze?2

V dalsi fazi prace bylo hlavnim cilem rozdélit amplifikujici primery
z faze 1 do poola (knihoven) tak, aby byla amplifikace mikrosatelitovych fragmentt

a jejich nasledna sekvenace efektivnéjsi a rovnoméernéjsi.

4.4.1 Priprava knihoven na sekvenovani

Dle poctu readi osekvenovanych v ramci ekvimolarniho poolu (knihovny) ve fazi
1 (od primerovych part s nejvyssim poctem readti), bylo vybrano 5 primerovych poolt.
Z téchto poolu bylo za pomoci dvoustupiiové PCR vytvoteno 5 knihoven. Pro oba kroky
PCR byly pro vSechny knihovny zvoleny stejné podminky vychazejici z protokolu pro
Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen) viz tabulky ¢. 7 az 8. Prvni PCR byla u kazdé
z knihoven provedena zejména za Gi¢elem namnozeni zajmovych usekit DNA. Produkt 1.

PCR byl pak pouzit pro druhou PCR.
Tabulka 7 - SloZeni 1. PCR reakce

1. PCR

Reakce: ul
2x Type-it Multiplex PCR Master Mix 12,5
Q-Solution, 5x 2,5

DNA (10 ng/pl) 4

H20 3,5

10x primer mix 2,5
Dohromady 25,0

Tabulka 8 - Program pribéhu 1. PCR

1.PCR
Doba Pocet
Program trvani  Teplota opakovani
1. inicialni denaturace 5 min 95°C 1x
2. denaturace 30s 95°C 25x
3. annealing 90s 57°C 25X
4. extenze 30s 72 °C 25X
5. finalni extenze 90 min 60 °C 1x
6. uchovani o0 4°C 1x

Pfi druhé PCR byly pfidany tzv. indexy, které umoznuji smichani jednotlivych
primerti dohromady. Diky indexim je mozZné jednotlivé primery odliSit i V ramci
multiplexu. Slozeni 2 PCR reakce a program jejiho pribéhu je uvedeny v tabulce
¢.9a10.
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Tabulka 9 — SloZeni 2. PCR reakce

2. PCR

Reakce: ul
2x Type-it Multiplex PCR Master Mix 12,5
Q-Solution, 5x 2,5

Index 7 Fw primer 3,3

Index 7 Rv primer 3,3

templat 1. PCR 3,3
Dohromady 25,0

Tabulka 10 - Program pribéhu 2. PCR

2. PCR
Doba Pocet
Program trvani  Teplota opakovani
1. inicialni denaturace 5 min 95°C 1x
2. denaturace 30s 95°C 8x
3. annealing 30s 55°C 8x
4. extenze 45s 45°C 8x
5. finalni extenze 5 min 72 °C 1x
6. uchovani o 4°C 1x

Knihovny byly sestaveny na zékladé¢ vice strategii o riiznych poctech primerti:

a) dle amplifika¢ni WGcinnosti — knihovna ¢. 4 (25 primert), knihovna
¢. 5 (66 primert)

b) ekvimolarné — knihovna ¢. 2 (25 primert), knihovna €. 3 (66 primert)

c) ve dvou fazich - knihovna ¢. 1  nejprve vsingle reakci
(11 primerti po 6 poolech — dle amplifika¢ni Wdcinnosti), poté smichani

(66 primerti — ekvimolarné)
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V tabulce €. 11 je vidét slozeni prvni knihovny. V prvnim kroku bylo provedeno
6 nezavislych (pooly A-F) PCR reakci s 11 pary primeri (vysledna koncentrace kazdého
primeru v reakci byla 200 nM). Druhy krok byl proveden tak, ze pooly A-F byly smichany
ekvimolarné na zakladé koncentrace DNA a byla provedena PCR. Pouzité indexy pfi
druhé PCR byly N710/S521.

Tabulka 11 - Skladba primeri 1. knihovny
1. knihovna 6x_all

pool A poolB poolC poolD poolE  pool F

PA2 PA45 PA10 PA1 PA24 PA3l
PA 25 PA 47 PA 19 PA 18 PA 28 PA_37
PA 27 PA 48 PA38 PA22 PA30 PA43
PA3 PAD53 PA58 PA29 PA32 PAS
PA 64 PA 60 PA59 PA34 PAZ33 PAG62
PA 65 PAG6L PAG66 PA4l PA35 PAT7
PA 67 PA 71 PAS5 PA42 PA36 PAS83
PA 69 PA 72 PA9 PA 44 PAS5L PA_89
PA75 PAT79 PAO91 PAT70 PA54 PAJ9
PA 82 PAB84 PA9 PAT73 PAT74 PA92
PA 8 PA 87 PA97 PA9% PAO94 PA 93

V tabulce ¢. 12 je zobrazeno slozeni 2. knihovny, kde byla prvni PCR spusténa
s kazdym z pfedem vybranych potencialné nejlepsich 25 primerti 0 koncentraci 200 nM.
V druhé PCR byly primery znaceny indexy N711/S522.

Tabulka 12 - Skladba primeri 2. knihovny
2. knihovna 25x_equi

PA_10 PA_64 PA_88
PA 2 PA_65 PA 91
PA 25 PA_67 PA_95
PA 27 PA_69
PA 3 PA 71
PA_45 PA_72
PA_47 PA_75
PA_48 PA_79
PA 53 PA_82
PA_60 PA_84
PA 61 PA 87

V tabulce ¢. 13 je slozeni knihovny ¢. 3, kdy probéhla PCR opét s vyslednou
koncentraci kazdého z 66 primert v reakci 200 nM. A v druhé PCR byly primery znaceny
indexy N712/UDI6.
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Tabulka 13 - Skladba primeri 3. knihovny
3. knihovna 66_equi

PA1 PA3 PA42 PAG59 PAT72 PASS
PA 10 PA30 PA43 PAG60 PAT73 PA89
PA 18 PA31 PA44 PAGBL PAT74 PA9
PA19 PA32 PA45 PA62 PAT75 PA 9
PA2 PA33 PA47 PAGB4 PATT PAUOL
PA 22 PA34 PA48 PA65 PAT79 PA 92
PA24 PA35 PAS5 PAG66 PAS2 PAO93
PA25 PA36 PA5l PAG67 PAS3 PAOY9
PA 27 PA37 PA53 PA69 PAS84 PAOS
PA28 PA38 PA54 PAT0 PAS5 PA9
PA29 PA 41 PA58 PA7l PAS87 PA97

Pti prvni PCR byla u knihovny €. 4 pouZita vysledna koncentrace kazdého primeru
v reakci vrozsahu 100-300 nM dle amplifikaéni u¢innosti. Vybrané primery jsou

v tabulce ¢. 14. V druhé PCR byly primery znaceny indexy N714/UDI7.

Tabulka 14 - Skladba primeri 4. knihovny
4. knihovna 25x_corect

PA_10 PA_64 PA_88
PA 2 PA_65 PA 91
PA 25 PA_67 PA_95
PA_27 PA_69
PA 3 PA 71
PA_45 PA_72
PA_47 PA_75
PA_48 PA_79
PA 53 PA_82
PA_60 PA_84
PA 61 PA 87

V tabulce ¢. 15 je knihovna, kdy byla pro prvni PCR pouzita vysledna koncentrace
kazdého primeru v rozsahu 100-300 nM dle amplifika¢ni u¢innosti. Pro druhou PCR byly

primery znaceny indexy N715/UDI10.

Tabulka 15 - Skladba primeri 5. knihovny
5. knihovna 66x_corect

PA1 PA3 PA42 PA59 PAT72 PAS8
PA 10 PA 30 PA43 PA60 PA73 PA 89
PA 18 PA31 PA44 PA6L PAT74 PA9
PA19 PA32 PA45 PA62 PAT75 PA 9
PA2 PA33 PA47 PA64 PAT7 PAOL
PA22 PA34 PA48 PA65 PAT79 PA 92
PA24 PA35 PAS5 PAG66 PAS2 PAO93
PA25 PA36 PAS5l PAG67 PAB83 PA
PA 27 PA37 PA53 PAG69 PAB84 PAOY5
PA28 PA38 PA54 PAT70 PAB85 PA 9
PA29 PA 41 PA58 PA71 PAS87 PAO97
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4.4.2 Sekvenovani a kontrola kvality dat

Celkové bylo osekvenovano 3 093 174 parovych readi za ucelem multiplexni
amplifikace STR za pouziti specifickych primert. Sekvenovani probéhlo na piistroji
MiSeq (lllumina) v nastaveni 2x250 bp. Cip byl sdileny. Hruba datové analyza byla
provedena pomoci Basespace cloudového rozhrani (Illumina), které je soucasti
sekvenatoru.

U knihoven byla provedena kontrola kvality pomoci nastroji FastQC (verze 0.11.8)
(Andrews 2010) a MultiQC (verze 1.6) (Ewels 2018). V tabulce ¢. 16 je vidét velikost

kazdé z knihoven v parech bazi.

Tabulka 16 - Kontrola kvality a velikost knihoven (bp)

Cislo Nazev | Kvalita Velikost Kvalita
knihovny| vzorku vzorku | knihovny (bp) | knihovny
1 6x all prosel 356 prosel
2 25X_equi prosel 334 prosel
3 66 equi prosel 312 prosel
4 25x_corect| prosel 329 prosel
5 66x_corect| prosel 334 prosel

Nasledné byly knihovny zbaveny adaptérii za pomoci programu Trim Galore
(verze 0.5.0) (Krueger 2018). Ke spojeni readd v jednotlivych knihovnach byl pouzit
program fastg-join (verze 1.3.1) (Aronesty 2013). Spojené ready pro kazdou knihovnu
byly rozdéleny dle primerti pomoci nastroje Agrep (Wu a Mamber 1992) s moznosti
jedné chyby/jeden mismatch, a to jak pro forward (F), tak pro reverse (R) primer. Tyto
ready byly uloZzeny do textovych soubort dle jednotlivych primerovych part. Déle
se pracovalo pouze s ready obsahujicimi sekvence F i R primert — pocty readii je mozné

vidét v kapitole Vysledky.
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45 Faze3

45.1 Rozsireni poolu/knihovny €. 3

Na zaklad¢ naméfenych parametri a vize toho, jak by méla metodika dale
postupovat, byla vybrana knihovna €. 3, ktera byla vytvotena jako ekvimolarni multiplex
66 nejlepsich primer seti. Za ucelem rozsifeni funkcionality knihovny i1 na dalsi vzorky
nez 1 (SM 40), na kterém jsme knihovny testovali, bylo do knihovny piidano dalSich
18 primeri, které byly smichany ekvimolarné. Nove pridané primery byly doposud
uspesné pouzivany pro analyzu fragmentti pomoci kapilarni elektroforézy, a to i na smrku
ztepilém. Bylo tedy jiz ovéfeno, Ze tyto pfidané primery vykazuji vysokou variabilitu.
Diky ptidani téchto konkrétnich primerti bylo mozné propojit vystupy konvencni a nové
metody sekvenovani.

Ptiloha ¢. 2 obsahuje 18 nov¢ pridanych primert a jejich vlastnosti.
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46 Faze4d

4.6.1 Vybér SSR lokusi

Poté, co se ve fazi 3 nepodatilo s novym multiplexem dojit az do faze detailniho
vyhodnoceni, vyvstalo nékolik moznosti, jak v analyze pokrac¢ovat. Pti rozhodovani byla
brana v potaz zejména financ¢ni stranka celého procesu a ocekavany vysledek — analyza
SSR lokust. Dominantni primer Pt71936, ktery ve tfeti fazi obsadil pfiblizn¢ 93 %
sekvenacni kapacity, byl i s nékterymi dalSimi primery z dalSich fazi vytazen.

V ramci faze 4 byly vytvoreny dva nové soubory primerovych parti oznacovanych
jako varianta A a varianta B.

Varianta A obsahovala primerové sekvence, které byly vyuzivany v ramci
konvenéni metody fragmentacni analyzy a zaroven se ukazaly jako perspektivni ve tieti
fazi. Tato varianta byla postavena na 14 lokusech viz ptiloha ¢. 4.

Pro variantu B byly vybrany lokusy, které byly navrzeny v 1. fazi této prace
atestovany ve 2. fazi této prace. Konkrétné¢ z knihovny ¢. 1, ktera byla sestavena
ve 2 etapach — nejprve v single reakci (11 primert po 6 poolech — dle amplifika¢ni
ucinnosti), poté smichani (66 primerti — ekvimolarn¢€). Z této knihovny o Sesti poolech
(A, B, C, D, E, F) bylo vybrano 25 lokusii. Lokusy byly vybrany pouze z pooli
B, C, D aF. Tato varianta byla postavena na 25 lokusech viz ptiloha ¢. 5.

Oba tyto soubory primeri byly otestovany na 12 vzorcich smrku ztepilého (A1-Al2).
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4.6.2 Priprava knihoven

K ptipravé knihoven bylo pfistoupeno tak, Ze pro varianty A i B byla pfiprava
provedena v genetické laboratofi FLD, nasledné analyzy byly provedeny externi
genetickou laboratoti SEQme.

V laboratofi FLD doslo nejprve ke dvojfazové PCR u 12ti zajmovych vzorka
smrku ztepilého za ucelem namnoZeni zajmovych lokust. Prvni PCR reakce tedy
obsahovala i vybrané primery. Reakce probihala zvlast’ pro multiplex 1, multiplex 2
a pro primery z knihovny ¢. 1. Poté byly produkty 1. PCR pouzity ve 2. PCR, kdy se
piidaly do smési také indexy a adaptory.

Nasledné byla provedena kvantifikace pomoci fluorometru Quibit s vyuzitim
protokolu a kitu dSDNA BR Assay Kit (Invitrogen™),

M¢teni koncentrace pomoci fluorometru funguje na principu detekce
emitovaného svételného signalu z fluorescenéniho barviva, které se ptidavda do PCR
produktu (DNA nebo RNA). Fluorescen¢ni barvivo emituje svétlo pouze v piipade, ze
dojde k navazani barviva na cilenou molekulu (DNA ¢i RNA). Po zhodnoceni vysledkt
méteni koncentrace DNA, byly vzorky precistény.

PreciSténi bylo provedeno na paramagnetickych kuli€¢kach pomoci AMPure XP
pro PCR purifikaci (Becman Coulter, Inc). K ptecisténi paramagnetickym kulickami je
zapotiebi specialni magneticky stojan na zkumavky, 70% ethanol a voda bez obsahu
Stépicich enzymt. Nejprve bylo pfidano 1.8 pl AMPure XP na 1.0 pl vzorku. DNA
fragmenty se navazi na paramagnetické kulicky. Poté dojde diky magnetickému stojanu
k separaci fragmentl s kuliCkami od zbytku roztoku (kontaminanty). Dale je nutné
pomoci ethanolu vymyt kontaminanty ze vzorki. Na zavér dojde k vyplaveni DNA
fragmentll z magnetickych kulicek pomoci elu¢niho bufferu. Eluce probé&hla do objemu
40 pl.

Amplikony z jednotlivych variant ze stejného vzorku byly smichany do jednoho
poolu. V tomto piipadé se jednalo o 2x12 vzorkd (varianta A a varianta B). Vzorky
varianty A obsahovaly pool smichany z multiplexu 1 a multiplexu 2, neboli
14 amplikonti. Vzorky varianty B obsahovaly pool smichany z 25 amplikonti z ptivodni
knihovny ¢ 1.

Vzorky byly odeslany do externi genetické laboratofe SEQme, kde byla jejich
koncentrace opét pieméfena pomoci fluorometru, nicméné za pouziti jiného kitu Qubit

1X dsDNA high-Sensitivity Assay Kit (Invitrogen™),
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Dle vysledkti méfeni koncentraci obou variant nebylo vyhodné pokracovat
s variantou B, kterd vykazovala nevyhovujici vysledky. Dale se pokracovalo pouze
s variantou A, ktera vykazovala lepsi vysledky koncentrace amplikonti. Koncentrace jsou

uvedeny v piiloze ¢. 6.
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4.6.3 Paralelni sekvenovani

Sekvenovani z obou koncii probéhlo na piistroji Miseq (Illumina) Vv nastaveni
2x250 bp se sdilenym ¢ipem. Hruba datova analyza byla provedena pomoci Basespace
cloudového rozhrani (Illumina), které je soucasti sekvenatoru. Dalsi analyzy prob¢&hly ve

spolupraci s bioinformatiky ze spole¢nosti SEQme.

V prvnim kroku byla ovéfovdna ptitomnost repetitivnich oblasti pomoci
skriptovaciho jazyka Bash v ptikazovém tadku (Fox 2020). Sekvenacni data pro kazdy
vzorek byla rozdélena do jednotlivych souborl na zdkladé ptitomnosti sekvenci danych
primert (povolen jeden mismatch). V jednotlivych souborech byl nasledné hledan motiv
repetice. Tato data byla pouzita pouze pro zjisténi pfitomnosti/nepfitomnosti readd pro
dany primer par, néslednou vizualni kontrolu pfitomnosti/nepfitomnosti motivu repetice
a mnalezeni vhodnych kotevnich ,anchor“ - sekvenci nutnych pro vytvofeni
konfigura¢niho souboru pro spusténi programu STRait Razor verze 3.0 (Woerner et al.
2017).

Druhd faze analyzy byla provedena na trimovanych datech (program Trim
Galore, verze 1.18, Q > 25) (Krueger 2018). Vzhledem k tomu, ze nalezené SSR oblasti
jsou u vétsiny lokust prosekvenované v celé délce v prvnich readech, dalsi analyzy byly
pro zjednoduseni provadény jen na R1 souborech. Detekce SSR lokusii, odecet délek a
variant byly provedeny programem STRait Razor (Woerner, King a Budowle, 2017).
Extrakce dat pro jednotlivé lokusy byla provedena pomoci skriptovaciho jazyka Bash
(Fox 2020) a nasledné zaznamenana do tabulky ¢. 25 v kapitole Vysledky.

4.6.1 Kontrola kvality QC a analyza sekvenovanych amplikoni

U knihoven byla provedena kontrola kvality pomoci nastroji FastQC (verze 0.11.8)
(Andrews 2010) a MultiQC (verze 1.6) (Ewels 2018).

U vSech 12 vzorkd smrku ztepilého byla provedena bioinformatickd analyza
amplikonli a po ovéefeni zastoupenych sekvenci prevedena na udaj o celkové délce
amplikonu. Tato forma vyhodnoceni umozni pro odpovidajici vzorky porovnat ziskané
vystupy nové genotypizaéni platformy s vystupy klasické metody fragmentacni analyzy,
ktera byla realizovana dle metodiky pouzité ve védecké praci z roku 2020 od Binové
a kolektivu (Binova et al. 2020).
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5 Vysledky

Kapitola Vysledky je pro zvySeni piehlednosti strukturovana obdobné jako
Metodika, tedy roz¢lenéna na 5 fazi postupu. Obsahlejsi tabulky jsou vlozeny do ptiloh

na konci této prace.

5.1 Faze0

5.1.1 Kvalita a koncentrace DNA

V tabulce ¢. 17 jsou uvedeny vysledky méfeni na ptistroji NanoDrop (Thermo
Fisher SCIENTIFIC). Minimalni vstupni hodnoty pro sekvenovani splnily vSechny
vzorky, a to koncentraci minimalné 25 pl a pomérovy koeficient 260/280 v rozmezi 1,8-

2,0 pro cistotu.

Tabulka 17 - Vysledky méi‘eni koncentrace DNA a ¢istoty vzorkii, NanoDrop
(Thermo Fisher SCIENTIFIC)

Lokalita 'D;’E"Drk” R éor;‘;” C (ng/ul) | 260/280 | 260/230
sm 3 Al 63 187 | 194
Frydlant sm 5 A2 644 | 184 | 186
sm 9 A3 704 | 184 | 186
sm 32 Ad 269 | 186 | 228
Boubin sm 33 A5 424 | 18 | 208
sm 40 A6 523 | 183 | 2.86
sm 86 A7 397 | 189 | 183
Frydek — Mistek | _sm 88 A8 367 | 187 | 1.98
sm 89 A9 291 | 187 | 194
sm 97 AL0 37 188 | 241
Pelhfimov sm 99 ALl 208 | 184 | 194
sm 100 A12 484 | 188 | 213

Za ucelem ovéfeni vysledkl ze spektrofotometrického méfeni na pfistroji
NanoDrop byla provedena elektroforeticka separace na agar6zovém gelu. Na gelu byla
detekovédna pfitomnost DNA u vSech 12ti vzorkd, které na snimku maji podobnou
intenzitu UV svételného odrazu, coz potvrzuje spravnost predeslého méteni koncentrace.
Snimek byl pofizen pfistrojem s kamerou pro snimani fluorescencnich DNA gelti Azure

€200 (Azure Biosystems, Inc.). K nahlédnuti je jako obrazek ¢. 10.
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DNA extraction - needles

sm3 sm5 sm9 sm32 sm33 sm40 sm86 sm88 sm89 sm97 sm99 sm 100

Obrazek 10 - Vysledek elektroforetické separace DNA na agar6zovém gelu
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5.2 Fazel

5.2.1 Vytvoiené primery

Z navrzenych 93 primerovych parti byl referenni vzorek uspésné a silné
amplifikovan u 39 part primerd, u 9 primert prob¢hla amplifikace s niz$i u¢innosti. Slabé
se amplifikovalo 13 parG primertt a velmi slabé se amplifikovalo 5 para primert.
Z analyzy bylo vyfazeno 27 primerovych part, u kterych nebyl viditelny produkt
amplifikace na agaréozovém gelu. V tabulce ¢. 18 je znazornéna mira amplifikace u
jednotlivych primerti. Primerové pary, které byly pro dalsi analyzy vyfazeny jsou
podbarveny bilou barvou. Se zbylymi 66 primerovymi pary (zvyraznény V tabulce ¢. 18)

se pokracovalo v navazujicich analyzach.
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Tabulka 18 - U¢innost amplifikace u jednotlivych primeri

Primery Inte_n_zita Primery Inte_n_zita Primery Inte_n_zita
amplifikace amplifikace amplifikace

PA 1 +++ PA 35 +++ PA 67 +++
PA 2 +++ PA 36 ? PA 68
PA 3 + PA 37 + PA 69 +++
PA 4 PA_38 ++ PA 70 +++
PA 5 + PA 39 PA 71 +++
PA 6 PA 40 PA 72 +++
PA 8 PA 41 ++ PA 73 +++
PA 9 ++ PA 42 + PA 74 +++
PA 10 ++ PA 43 ++ PA 75 +++
PA 11 PA 44 ++ PA 76
PA 12 PA 45 +++ PA 77 +++
PA 13 PA 46 PA 78
PA 15 PA 47 +++ PA 79 +++
PA 17 PA 48 + PA 80
PA 18 +++ PA 49 PA 81
PA 19 + PA 50 PA 82 +++
PA 20 PA 51 +++ PA 83 +++
PA 21 PA 52 PA 84 +++
PA 22 e PA 53 +++ PA 85 +
PA 23 PA 54 ++ PA 86
PA 24 ? PA 56 PA_87 +
PA 25 +++ PA 57 PA 88 +++
PA 26 PA 58 +++ PA 89 +
PA 27 +++ PA 59 +++ PA 90 +++
PA 28 + PA 60 + PA 91 +++
PA 29 +++ PA 61 +++ PA 92 +
PA 30 ? PA 62 ? PA 93 +++
PA 31 S PA 63 PA 94 +++
PA 32 + PA 64 ? PA 95 +++
PA 33 +++ PA 65 +++ PA 96 +++
PA 34 ++ PA 66 +++ PA 97 +++

+++ vysoka ucinnost (39 primerit), ++ stfedni i¢innost (9 primertt), + mala

ucinnost (13 primertt), ? velmi mala ucinnost (5 primera)

a) nefunk¢éni: 27 primerovych part

b) velmi slabé amplifikujici: 5 primerovych para

c) slabé amplifikujici: 13 primerovych part

d) stifedné amplifikujici: 9 primerovych part

e) silné amplifikujici: 39 primerovych part
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Na mikrosatelitni oblasti byl rozptyl v poctu sekvenci pti amplifikaci multiplexem
sestavenym z vSech amplifikujicich primerd ze skupin b) - e) (66 primerovych part)
vyrazné¢ vyssi, nez se oCekavalo. Tento velky rozptyl je pravdépodobné zpusobeny
vyskytem jinych nez cilovych sekvenci v daném amplikonu napt. sekvence neobsahujici
repetice, sekvence vyrazn€ kratsi, nez by mély byt nebo sekvence s jinymi repeticemi.
Sekvence s repeticemi, tak jak bychom je ocCekavali, se ve vétsi mife vyskytuji mezi
sekvencemi s délkou, jez odpovida teoretické délce navrzeného amplikonu. Nejlépe
Z hlediska rozptylu sekvenci vysel multiplex o 9ti stfedn¢ amplifikujicich primerech
ze skupiny d) sttedn¢é amplifikujicich. Tato uspésnost pravdépodobné vychazi z nizsiho
poétu primerd v multiplexu. V tabulce ¢. 19 je mozné jednotlivé rozptyly v poctu

sekvenci pro dany primer vidét. Barvy podbarveni jsou stejné jako u predeslé tabulky:

zelena — vysoka uc¢innost (39 primertl), modra — stfedni ucinnost (9 primera), ¢ervena

mald uc¢innost (13 primerti) a velmi mala ucinnost (5 primert).

Tabulka 19 - Vypo¢itané jednotlivé zastoupeni amplikont obsahujicich primerové sekvence
(forward a reverse readii)z celkového poctu readii v poolech.

ready R1 (forward)/ready R2 (reverse)
pooly 1 2 3 4 5
correction equimolar high medium low
celkem 596 651 524 237 243 345 48 538 97715
nesparovano 30915 34735 18 658 1903 5224
primer pocet pocet pocet pocet pocet motiv
PA_1 15/29 690/638 610/648 0/0 0/0 (ATAC)1w0
PA_2 69/36 9572/7635 4297/2937 0/0 0/0 (ATAC)13
PA_18 1/13 73/118 73/151 0/0 0/0 (TATC)u
PA_22 3/72 345/390 185/193 0/0 0/0 (ATAC)11
PA_25 1137/97 14532/13954 9517/8631 0/0 0/0 (TCAC)1w0
PA_27 3/91 124/26134 63/10052 0/1 0/1 (ATAC)14
PA 29 8/7 166/389 190/245 0/0 0/0 (TATC)1o
PA 33 5/0 82/18 32/15 0/0 0/0 (TATC)1o
PA 35 1/18 4/63 19/47 0/0 0/0 (ATAC)1w0
PA 45 3/8519 23/7270 69/3651 0/0 0/0 (TACA)12
PA 47 87/4 5068/29 3043/30 0/0 0/0 (ATAC)10
PA_51 4/9 93/49 198/75 0/0 0/0 (ATAC)10
PA_53 78/73 4594/4593 3108/3221 0/0 0/0 (TATC)13
PA_58 28/74 1122/1133 1302/1267 0/0 0/0 (ATAC)14
PA_59 3/5 1640/1320 262/198 0/0 0/0 (TGTA)12
PA_61 222/1094 1438/3422 3689/3957 0/0 0/0 (TATC)u1
PA_65 725/741 13730/12585 19697/17980 0/0 0/0 (CATA)11
PA_66 13/304 697/1033 638/675 0/0 0/0 (TGTA)10
PA_67 465/130 48235/19630 16650/7588 0/0 0/0 (ATAC)10
PA_69 104/149 9636/9200 2568/1534 0/0 0/0 (TATC)13
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PA_70 14117 12/99 3/78 0/0 0/0 (ATAC)u1
PA 71 1/12 103/2213 128/1716 0/0 0/0 (CATA)u
PA 72 227117 7149/578 4978/1106 0/0 0/0 (ATAC)10
PA 73 10/3 81/50 61/121 0/0 0/0 (CATA)u
PA_74 10/4 13/65 4113 0/0 0/0 (CATA)1s
PA 75 181/196 41702/39661 | 22863/21931 0/0 0/0 (TACA)10
PA 77 3R 33/11 112/13 0/0 0/0 (ATAC)is
PA_79 1/94 36/4786 56/3548 0/0 0/0 (ATAC)u
PA 82 1044/1599 | 161577/166797 | 105286/106310 0/0 1/2 (TACA)u
PA_83 0/0 20/0 21/0 0/0 0/0 (ATAC)1s
PA 84 21/31 2060/1531 1681/853 0/0 0/0 (ATAC)14
PA_88 460/458 24425/25007 | 19487/19672 0/0 0/1 (TTTA)u
PA_90 3/4 1245/1249 1225/1203 0/0 0/0 (GATA)10
PA 91 28123 1481/1460 780/779 0/0 0/0 (TATC)10
PA 93 1/2 48/15 13/6 0/0 0/0 (TATC)10
PA_94 1/0 63/15 89/5 0/0 0/0 (TAGA)u
PA 95 414 1154/1105 1612/1518 0/0 0/0 (CATA)w0
PA_96 1/3 20/252 141774 0/0 0/0 (TAAA)10
PA_97 132/5 1200/29 59/58 0/0 0/0 (ATAC)12
PA_9 2312 13/1 0/0 1771/1228 0/0 (AATA)10
PA_10 0/2323 1/1756 0/0 2857/6295 0/0 (TACA)12
PA 31 15/2 15/1 0/0 4758/4695 0/0 (TATC)13
PA_34 22/42 20/136 0/0 4703/13907 0/0 (ATAC)w0
PA_38 0/159 2/1170 0/0 9/648 0/0 (CATA)u
PA 41 85/45 87/92 0/0 15211/13075 0/0 (CATA)u
PA 43 416 0/9 01 3445/3273 0/1 (CATA)u
PA 44 401/4 33712 0/0 13816/917 0/0 (TACA)is
PA 54 2077 13/78 0/0 60/74 0/0 (TATC)2
PA 3 320308/0 120298/0 3/0 2/0 70454/0 | (CATA)wo
PA 5 12/25 4n 0/0 0/0 17/11 (CATA)w0
PA_19 763/437 518/857 0/0 0/0 84/24 (CATA)1z
PA 24 3971/4132 39/41 0/0 0/0 685/776 | (ATAC)w
PA_28 168/39 47/0 0/0 0/0 41/9 (ATAC)10
PA._30 381/11 63/9 0/0 0/0 2813 (GATA)10
PA_32 90/51 38/24 0/0 0/0 27/12 (ATAC)14
PA_36 79/23 4413 0/0 0/0 713 (ATAC)1w0
PA 37 98/607 0/26 0/0 0/0 34/135 (TACA)w0
PA 42 160/1840 417/175 0/0 0/0 4/556 (TATC)1o
PA 48 1678/1392 261/2470 01 0/0 357/268 | (ATAC)is
PA_60 194/181349 2216926 01 01 49/15141 | (ATAC)wo
PA 62 95/2 39/0 0/0 0/0 6/1 (TATC)1o
26399/28221
PA_64 4 2240/105555 0/4 1/4 3217/61986 | (TCTA)u
PA_85 5614/1388 1115/35 0/0 0/0 549/290 | (ATAC)u
PA 87 199558/72 9568/17 2/0 2/0 16843/16 | (ATAC)w
PA_89 28120 3n 0/0 0/0 3/5 (ATAC)10
PA_92 472/13 12/3 0/0 0/0 85/8 (TACA)1a
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5.2.2 Multiplexni PCR a vytvoreni sekvenaé¢nich knihoven

Po optimalizaci PCR podminek byla provedena multiplexni PCR s naslednym
vytvoienim 5 sekvenacnich knihoven. Kazda z knihoven byla pomoci pfistroje Miseq
(IMlumina) uspésné osekvenovana piiblizné¢ 500 000 ready na jeden vzorek. Primarni
datova analyza byla zaméfena na vyhledani ptedpoklddanych repetic ve vzorcich.
Bohuzel bylo ve vzorcich nalezeno vyrazné méné repetitivnich oblasti,
nez se predpokladalo.

Tabulka ¢. 20 znazornuje vypocitané zastoupeni amplikont obsahujici
primerové sekvence V 5 variantach pooli pro oba ready spojené pomoci fastq-join

(Aronesty, 2013).

Tabulka 20 - Vypo¢itané jednotlivé zastoupeni amplikoni obsahujicich primerové sekvence z
celkového poctu readii v poolech. Oba ready spojeny.

R1 + R2 ready spojené (fastg-join)
1 2 3 4 5
pooly correction | equimolar high meduim | low

primer | pocet pocet pocet pocet pocet
PA 1 34 586 556 0 0
PA 2 54 9119 3641 0 0
PA 18 7 102 141 0 0
PA 22 46 287 168 0 0
PA 25 882 10 837 6 830 0 0
PA 27 55 19 037 7 067 0 0
PA 29 10 315 194 0 0
PA 33 3 60 26 0 0
PA 35 15 48 42 0 0
PA 45 6 465 5462 2639 0 0
PA 47 60 3483 1974 0 0
PA 51 4 77 140 0 0
PA 53 45 3 263 2074 0 0
PA 58 23 943 1090 0 0
PA 59 5 904 170 0 0
PA 61 808 2535 2218 0 0
PA 65 577 10 786 14 930 0 0
PA_66 230 920 621 0 0
PA 67 312 35 060 11 576 0 0
PA 69 133 8 037 2137 0 0
PA 70 25 97 64 0 0
PA 71 12 1637 1413 0 0
PA 72 104 3872 2 446 0 0
PA 73 10 83 109 0 0
PA 74 11 51 10 0 0
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PA 75| 137 30100 | 17250 0 0
PA 77 5 29 72 0 0
PA 79| 43 2314 1680 0 0
PA 82| 1342 | 149006 | 93830 0 1
PA 83 0 13 15 0 0
PA 84| 17 1441 991 0 0
PA 88| 130 10457 | 7035 0 0
PA 90 4 856 802 0 0
PA 91| 21 1293 686 0 0
PA 93 2 29 15 0 0
PA 94 1 60 63 0 0
PA 95 5 1032 1370 0 0
PA 96 2 167 510 0 0
PA 97| 93 883 54 0 0
PA 9 18 10 0 1501 0
PA 10| 1058 1307 0 5 344 0
PA 31| 13 8 0 3692 0
PA 34| 36 93 0 8631 0
PA 38| 124 894 0 503 0
PA 41| T2 118 0 11 964 0
PA 43 1 2 0 1069 0
PA 44| 225 172 0 7672 0
PA 54| 57 62 0 46 0
PA 3 | 221851 | 92266 1 1 50 926
PA 5 21 2 0 0 18
PA 19| 569 719 0 0 52
PA 24| 3453 40 0 0 653
PA 28| 120 31 0 0 25
PA 30| 265 58 0 0 20
PA 32| 113 47 0 0 24
PA 36| 50 30 0 0 5
PA 37| 425 22 0 0 94
PA 42| 1526 443 0 0 454
PA 48| 2066 2 042 0 0 465
PA 60| 130122 | 5312 1 0 11 326
PA 62| 67 23 0 0 5
PA 64| 223911 | 86492 1 3 49 274
PA 85| 3988 838 0 0 487
PA 87| 138381 | 7243 1 1 12 134
PA 89| 36 4 0 0 5
PA 92| 131 8 0 0 33

Sekvenacni analyza ukézala, Ze hloubkové sekvenovani metodou NGS muize do znacné
miry kompenzovat optimalizaci multiplexni PCR, nicméné ne do takové miry,

aby multiplex nemusel byt optimalizovan vubec.
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Pro vyladéni multiplexu je zapotiebi hlubsi analyza dat a ur¢it, ¢i porovnat:
- procenta mapujicich a nemapujicich sekvenci a jejich délkovou distribuci
- procenta sekvenci s ocCekavanou repetici Vv souborech mapujicich
se sekvencich a nemapujicich se sekvencich
- korelace mezi poctem sekvenci na oblast, procenty mapujicich se sekvenci,
sekvenci s o¢ekavanou repetici, délkovymi distribucemi jednotlivych skupin
a uspésnosti amplifikace
Na zakladé¢ téchto vystupti by bylo mozné vysledovat trendy, které by pomohly Iépe
sestavit multiplex, popt. multiplexy o nizsi plexité, nez je celkovy pocet ,,pouzitelnych*

primer setu.
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5.3 Faze2

5.3.1 Sekvenovani

U ¢yt paru primerd (PA_3, PA_44,PA_64 aPA_87) se nepodaftilo detekovat zadné
nebo dostate¢né mnozstvi readi obsahujici odpovidajici kombinace F a R primerd (v
tabulce ¢. 21 jsou tyto primery pteSkrtnuné). U Etyf primert byly zjiStény interakce
s jinymi R primery. U vSech variant poolovani (knihoven) byla ovéfena ptitomnost
pozadovaného repetitivniho motivu a nasledné pfitomnost samotné repetice. Lokusy byly
rozdéleny dle obsahujiciho motivu a repetice na 4 podskupiny. Pokud obsahovali oboji
(YY) jsou v tabulce ¢. 21 zvyraznény zelené, pokud obsahovali pouze motiv bez repetice
(YIN) jsou zvyraznény modie a lokusy neobsahujici motiv ani repetici (N/N) jsou
oznaceny svétle ¢ervené. Rudé jsou oznaceny lokusy, kde nebyly pfitomny zadné ready.
Tabulka ¢. 21 znazorfuje pfitomnost pozadovaného repetitivniho motivu a pifitomnost

ptipadné repetice pro pool €. 1 - 6x all (knihovna €. 1). Fialové jsou podbarveny domnélé

artefakty.
Tabulka 21 - Repetice a vyskyt lokusi — pool 1 (6x all)
Pozadovany Pozadovany
Lokus motiv F+R | Repetice | Vyskyt | Lokus motiv F+R | Repetice | Vyskyt
PA_10| TACA 57 | PA_74| CATA |19319( 7 5610
8 5565
PA 77| ATAC | 4169 10 4140
PA 79| ATAC 399 6 69
PA_ 25| TCAC 12 13
= PA 85| ATAC 41
- 17 25
PA 89| ATAC 525 8 523
2 4 102
PA 27| ATAC 29 5 3 lonol AATA | 1459 026
6 5 - 5 429
4 4
PA 28| ATAC 1874 GATA 280 8
7 230
PA 96| TAAA | 1342 4 852
PA 31| TATC 6017 6 45 - 5 450
7 1058 |PA 97| ATAC 448 5 446
PA 1| ATAC 5491
PA 19| CATA 1
PA 33| TATC 1 805 =
- 10 21 | PA 2| ATAC 860
11 22 |PA 29| TATC 7888
237 |PA 34| ATAC 436
PA_36 | ATAC 927
676 |PA_35| ATAC 649
PA_37 | TACA 3289 7 39 |PA_41| CATA 2028




9 517 |PA 65| CATA | 23045
PA38| CATA | 66 8 64 |PA83| ATAC | 4352
4 632 |PA 84| ATAC | 626
PA42| TATC | 738 =
- 9 106 [PA83] TTTA | 1969
5 732 |[PA 95| CATA | 83844
PA43| CATA |[2817| 9 773 |PA_18| TATC | 21785
7 PA24| ATA 2
228 139 [PA_ c
P e 14 | 37 |PA3| cATA 1
6 177 [PA30] GATA 1
PA 45| TACA | 363 [N PA 32| ATAC | 61
12 | 168 [PA 51| ATAC | 4285
PA47T| ATAC | 245 | 7 244 |PA53| TATC | 7569
11 4 |pasal TATC | 163
PA48| ATAC | 72 =
- 12 68 |PA59| TGTA | 292
5 187 |[PA 61| TATC | 16065
PAS5 | CATA | 266 =
- 11 79 |PA66] TGTA | 613
10 41 |pA69| TATC | 326
PAGO| TACA | 81 =
- 13 38 |PA_75| TACA | o716
12 21 |PA82| TACA | 10504
PAT0| ATAC | 1801 =
- 13 | 1774 [PA 91| TATC | 647
PA7L| CATA | 155 | 13 71 |PA92| TACA | 51
10 10 [pAa93| TATC | 18
PAT2| ATAC | 318 =
- 11 | 168 |[PA 94| TAGA | 1545
7 173
PA73| CATA | 325
- 9 151
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5.3.2 Kontrola kvality QC

Z tabulky ¢. 22 je mozno vidét, Zze obsah GC se pohybuje mezi 30-43 %, coz je
povazovano jako niz$i hodnota. Ideélni je obsah guaninu a cytosinu mezi 40-50 %, kdy
maji tyto dvé nukleotidové baze silnéjsi vodikovou vazbu a pomahaji se stabilitou
primert. V tabulkach ¢. 23 (podrobnéji v tabulce ¢. 22) je také mozné vidét primérnou

délku sekvence, celkovy pocet readt, ptipadné procentudlni vyjadieni podilu duplicitnich

readt a modult, které sekvenovanim neprosly.

Tabulka 22 -Vysledky sekvenace a kontroly kvality knihoven (R1, R2)

Duplicitni GC Délka neproslo Pocet

Nazev vzorku ready (%) (%) (bp) % readu
6x-all_R1 91,0% 34% 199 36% 318 184
6x-all _R2 86,2% 34% 198 45% 318 184
2-25x-equi_R1 92,6% 38% 171 45% 315 768
2-25x-equi_R2 88,5% 37% 169 45% 315 768
3-66x-equi_R1 92,3% 40% 160 45% 247 265
3-66x-equi_R2 85,4% 40% 160 45% 247 265
4-25x-corect_R1 92,8% 32% 174 45% 289 783
4-25x-corect_R2 87,6% 31% 171 45% 289 783
5-66x-corect_R1 94,8% 43% 171 45% 375587
5-66x-corect_R2 91,1% 43% 171 45% 375587

Knihovna ¢. 1 (rozdéleni do 6 skupin po 11 parech primert) se ukazala jako nejlepsi

softwaru Samtools (verze 0.1.19-44428cd) (Wysoker et al. 2009).

varianta. Kontrola poCti repetitivnich oblasti byla u kazdého primerového paru
provedena pomoci nastroje agrep (Wu a Mamber 1992). Pro lepsi orientaci byly
jednotlivé soubory pro knihovnu 1 roztiizeny dle délek spojenych readu viz tabulka ¢. 23.

Déle bylo provedeno mapovani readi. Mapované ready byly déle zpracovany pomoci

Tabulka 23 — Vysledky sekvenace a kontroly kvality knihoven

Cislo Nazev GC Primérna Celkovy Parové
knihovny | vzorku | obsah % | délka (bp) pocet readi ready
1 6x _all 34 199 636 368 2x 318 184
2 25x_equi 38 170 631 536 2x 315 768
3 66 _equi 40 160 494 530 2x 247 265
4 25x_corect 32 173 579 566 2x 289 783
5 66x_corect 43 171 751 174 2x 375 587
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5.4 Faze3

Ackoliv se knihovna €. 1 (rozdéleni do 6 skupin po 11 parech primerti) ukdzala jako
nejlepsi varianta po analyzach ve 2. fazi metodiky, pro dalsi analyzy byla nahrazena
knihovnou €. 3. Tim, ze Vv této fazi bylo potieba rozsitit multiplex o 18 primer sett, které
byly poolovany ekvimolarng, pristoupilo se kpouziti knihovny ¢.3, tedy
k ekvimolarnimu poolovani. Vysledky kontroly kvality a sekvenovani u knihovny ¢. 1 a
knihovny ¢. 3 nebyly vyrazné odlisné, proto byla zvolena knihovna ¢. 3.

Bohuzel, jeden z nové pfidanych primertt (Pt71936) se ukazal jako vysoce
dominantni primer a ~93 % veskerych ziskanych dat se vztahuje k tomuto primeru. Diky
tomu nebylo dosazeno dostatecného sekvena¢niho vystupu pro provedeni pilotni
populaéni analyzy. V pfiloze ¢. 3 jsou uvedeny vysledky sekvenovani, kde jsou vidét u
primeru Pt71936 vysoké podty readi na dané vzorky (oznadeno &ervend). Zluté jsou
podbarveny nové¢ piidané primery. Podbarveni zelenou, modrou a oranzovou barvou
kopiruje oznaceni primerd dle toho, zda u nich v 2. fazi byly ¢i nebyly nalezeny repetitivni
useky piipadné v jakém poctu.

V principu se opét potvrdilo, Ze metoda NGS je velice informativni pro studium
mikrosatelitll, repetice a SNP v ptesahujicich oblastech jsou velice piesné detekovatelné,
bohuzel vSak v tomto ptfipad¢ analyza ztroskotdva na vyladéni multiplexu PCR.
Mikrosatelity v jednotlivych vzorcich a pro jednotlivé lokusy jsou detekovatelné, ale ne

S pokrytim, dostate¢nym pro populaéni analyzu.
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5.5 Faze4

5.5.1 Priprava knihoven

Vysledky z méfeni koncentrace piecisténych amplikont vSech vzorkd pomoci
fluorometru jsou uvedeny Vv ptiloze ¢. 6. Zelené je podbarveny pool obsahujici produkty
2 reakénich multiplexd, a to multiplexu 1 (primerové sekvence pro lokusy EATC1EOQ3,
SpAG2, paGB3, WS00716.F13) a multiplexu 2 (s primerovymi sekvencemi PA33,
PA_28, PA 56, WS0019.F22, WS0073.H08, PAAC23, PAAC3, WS0092.A19,
WS0023.B03, EATC1D02A), které po poolovani obsahuji primersety Kk varianté A,
naopak modfe jsou podbarveny pooly, které¢ byly pouZity ve varianté B. Z vysledkil
vyplyva, Ze koncentrace u varianty A je celkové vyssi oproti varianté¢ B. To znamena,
ze amplifikace u varianty B, neprob¢hla tak, jak by pro sekvenovani bylo potfeba, a tak
nemelo smysl ve varianté B dale pokracovat.

Dle vysledki kontroly kvality je spolehlivost uréeni baze >99,7%.
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5.5.2 Analyza sekvenovanych amplikoni

V prvni fazi analyzy SSR lokusi byla ovéfena pfitomnost oc¢ekavanych
repetitivnich oblasti za pomoci skriptovaciho jazyka Bash (Fox 2020). Pro pét lokusu
(EATC1EO03, WS0073.H08, PAAC23, WS0023.B03, WS0019.F22) nebyla detekovana
zadna, nebo témér zadna, data, a to u vSech dvanacti vzorki. Tyto lokusy byly z
nasledujicich analyz vytazeny. Dale vyhodnoceni pokracovalo s deviti zbyvajicimi
lokusy. V tabulce ¢. 24 je seznam lokusu a jejich stav po sekvenovani, zda byl lokus

vyfazen, ptipadné zda byla pro dany lokus pfitomna repetice.

Tabulka 24 — Jednotlivé lokusy a jejich stav po sekvenovani

Jednotka . Sekvenacni Repetice
repetice Nazev lokusu data piitomna
AT paGB3 OK
TC SpAG2 OK
GA WS00716.F13 OK
TCA EATC1D02A OK
TCG Pa_28 OK
AC WS0092.A19 OK
CGG Pa_33 OK
AGGTG PA 56 OK
vyfazeno PAAC3 OK ne
vyfazeno EATCI1EQ3 - -
vytazeno | WS0073.HO8 - -
vyfazeno PAAC23 - -
vytazeno | WS0023.B03 - -
vyrazeno | WS0019.F22 - -

Odecet délek lokust byl proveden programem STR8rzr (Woerner et al. 2017), kdy
pro stanoveni délek je potieba najit tzv. ohranicujici sekvence (anchor) na 5° i 3° koncich.
U 2 lokust byl problém tyto oblasti jasn¢ urcit (EATC1DO02A, PAAC3). U lokusu
EATC1DO02 byla hledana repetice TCA, ale v datech byly ptitomné i SNP TCC, a to i
repetitivné viz obrazek €. 11. Neocekavana repetice TCC byla nakonec zahrnuta do délky

repetice tohoto lokusu.
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Obrazek 11 - Lokus EATC1DO02A, vzorek Al a neoéekavana repetice TCC

U lokusu PAAC3 nebyl nalezen oc¢ekavany motiv CA, nicméné u vzorku Al, A2

a A10 byla nalezena repetice jiného motivu, a to GT viz obrazek ¢. 12. Jelikoz nebyla

nalezena ocekavana repetice, byl tento lokus z dal$ich analyz vytazen.
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E8GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTQN
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

TGTGTGTEG
TGTGTGTGT
W BEGTGTGTGTGTGTGTG

Obrazek 12 - Lokus PAAC3 vzorek Al, neo¢ekavana repetice GT

Po vyfazeni lokusti, u kterych neprobéhla amplifikace nebo nebyla nalezena
repetice, pokracovalo vyhodnoceni zbyvajicich osmi lokusi.

Dalsi faze analyzy byla provedena na trimovanych datech v programu Trim
Galore verze 1.18 (Krueger 2018) opét byly hledany SSR lokusy a zaznamenany jejich
délky pomoci programu STRait Razor (Woerner et al. 2017). Vzhledem k tomu, Ze jsou
SSR oblasti u vétSiny lokusti prosekvenované v celé délce v R1 readech, byly dalsi
analyzy pro zjednoduSeni provadény pouze na R1 readech.

Délky fragmentt a pocty reada pro kazdy z 12 vzorku, byly zaneseny do tabulky
&. 25 nize. Zluté jsou podbarveny homozygotni lokusy a rudé jsou podbarvené lokusy

a vzorky, kde neexistuji data z NGS kvuli $patné amplifikaci.
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Tabulka 25 - Polet readii a délky lokusi dle NGS

D ID Lokusy Lokusy
Pocet readu Pocet readu
SEQme | FLD JEAT2A a|EAT2A b paGB3_a | paGB3_b
Al sm 3 87 87 2386 12 12 230
A2 sm5 87 87 4766 14 20 139/28
A3 sm 9 108 108 1538 18 18 122
A4 sm 32 81 81 4670 14 14 27
A5 sm 33 81 81 49 12 12 612
A6 sm 40 81 84 4205/3359 12 18 460/56
A7 sm 86 75 78 3927/5196 12 12 781
A8 sm 88 75 81 1850/2445 12 12 173
A9 sm 89 66 90 2584/1659 20 20 39
Al0 sm 97 108 108 3871 14 14 240
All sm 99 72 105 3018/1453 16 16 111
Al2 sm 100 78 93 2598/2081 14 18 76/28
ID ID Lokusy Podet readu Lokusy Pocet readu
SEQme | FLD |SpAG2 a|SpAG2_ b WSF13_a|WSF13_ b
Al sm 3 37 37 15 38 38 112
A2 sm 5 27 31 56/25 32 46 5927/1917
A3 sm 9 25 33 74/52 38 38 58
A4 sm 32 29 39 19/16 38 38 3045
A5 sm 33 19 33 71/76 26 38 9721/4680
A6 sm 40 29 31 69/48 40 40 2296
A7 sm 86 25 29 13/9 26 30 14227/10908
A8 sm 88 29 29 14 26 26 4454
A9 sm 89 31 33 19/15 26 26 45
Al10 sm 97 29 35 58/36 30 36 9366/5581
All sm 99 17 29 67/64 44 46 332/185
Al2 | sm 100 31 33 25/11 36 40 15/46
ID Lokusy 5 i Lokusy 5 .
SEI(E)me FLD | pAs3a | PAss b | et o 08 a | pazg p | ocetread
Al sm 3 18 18 7453 18 21 14/14
A2 sm 5 18 18 6616 18 21 2/14
A3 sm 9 18 18 6198 12 12 14
A4 sm 32 18 18 3284 18 18 5
A5 sm 33 18 18 4399 18 21 12/4
A6 sm 40 18 21 2466/2703 _I
A7 sm 86 18 18 2055 18 21 7/1
A8 sm 88 18 18 4430 1/7
A9 sm 89 18 18 3858 19
A10 sm 97 18 18 3116 0
All sm 99 18 18 6288 16
Al2 sm 100 18 18 2526 0
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ID ID Lokusy . . Lokusy 5 .
Pocet readu Pocet readu
SEQme | FLD |WSA19 a|WSA19 b PA 56_a | PA 56 b

Al sm 3 24 38 25/557 15 15 287

A2 sm5 24 30 1022/925 15 20 20897/19111
A3 sm9 26 30 590/641 15 20 12546/12339
Al sm 32 24 30 15/480 15 20 10727/12000
A5 sm 33 24 24 1402 15 20 14273/14184
A6 sm 40 24 24 1061 15 15 15724
A7 sm 86 22 30 417/660 15 15 10112
A8 sm 88 24 24 1681 15 15 272

A9 sm 89 24 30 534/513 15 20 17338/14038
Al0 sm 97 24 24 87 15 20 162/24357
All sm 99 24 36 717/408 15 20 93/15513
Al2 sm 100 24 36 25/616 15 20 106/14580
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5.5.3 Konven¢ni Fragmentaéni analyza

U stejnych vzorkl a primera byla provedena i kapilarni elektroforetickd separace
neboli fragmentacni analyza. Toto sekvenovani bylo provedeno v ramci jiného vyzkumu,
avsak vysledky byly pro tuto praci zaptjceny za ucelem porovnani s vysledky NGS.
Genotypizace byla provedena nezavislou osobou v software GeneMarker®
(SOFTGENETICS). Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 26 niZe.

Zluté jsou podbarveni homozygotni jedinci, bile jsou podbarveni heterozygotni
jedinci a rudé¢ lokusy, které nebyly amplifikovany (0) nebo k nim neexistuji data
k porovnani z NGS (NA).

Tabulka 26 - Vysledky genotypizovani osmi vzorka po fragmenta¢ni analyze

Piedpokladana délka jednotlivych alel (a, b) danych lokusu (bp)

IDSEQme |IDFLD | EAT2A a | EAT2A b | paGB3 a | paGB3 b | SpAG2 a | SpAG2 b | WSF13 a | WSF13 b
Al sm 3 87 87 12 12 37 37 38 38
A2 sm5 87 87 14 20 27 31 32 46
A3 sm9 108 108 18 18 25 33 38 38
A4 sm 32 81 81 _ 29 39 38 38
AS sm 33 81 81 12 12 19 33 26 38
A6 sm 40 81 84 12 18 29 31 40 40
AT sm 86 75 78 12 12 25 29 26 30
a8 | smes | RN R o O O
A9 sm 89 66 90 20 20 31 33 26 26
Al0 sm 97 108 108 14 14 29 35 30 36
All sm 99 72 105 16 16 17 29 44 46
Al2 sm 100 78 93 14 18 31 33 36 40

IDSEQme |IDFLD| PA33 a | PA33 b | PA28 a | PA28 b | WSA19 a | WSA19 b | PAS6_a | pa 56 b
Al sm 3 18 18 18 21 24 38 15 15
A2 sm5 18 18 18 21 24 30 15 20
A3 sm 9 18 18 12 12 26 30 15 20
A4 sm 32 18 18 18 18 24 30 15 20
A5 sm 33 18 18 18 21 24 24 15 20
Ab sm 40 18 21 _ 24 24 15 15
A7 sm 86 18 18 18 21 22 30 15 15
A8 sm 88 18 18 18 21 24 24 15 15
A9 sm 89 18 18 21 21 24 30 15 20
A10 sm 97 18 18 o4 o4 15 20
All sm 99 18 18 24 36 15 20
A12 smi0 | 18 1 24 36 15 20
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5.6 Porovnani vysledkii metod sekvenovani

U obou metod doslo na nékterych lokusech a vzorcich ke $patné amplifikaci, proto
nektera data nemohou byt relevantné porovnana. U NGS se to tyka zejména lokusu PA28,
kde chybi data pro vzorky: A6, A10 a A12. Obdobny problém nastal i u dat z konvenc¢ni
fragmentacni analyzy, kdy diky Spatné amplifikaci chybi data pro lokusy paGB3 (vzorek
A4), PA28 (vzorky A6 a A10). U vzorku A8 nedoslo u lokusi EAT2A, paGB3, SpAG2 a
WSF13 k amplifikaci. V tabulce ¢. 27 jsou tyto ptipady oznaceny rudym podbarvenim.
Jedna se o tzv. nulové alely. U ostatnich lokust a vzorkt probéhla amplifikace v poradku.

V tabulce ¢. 27 jsou vysledky sekvenovani pro obé metody pro kazdy z lokust
na kazdém vzorku. Co se tyka urceni genotypu, tak obé¢ metody u vSech lokusii urcily
shodné zda se jednd o homozygotniho ¢i heterozygotniho jedince. Lokus s nejvice
homozygoty se ukazal jako PA33, kde pouze vzorek A6 se dle obou metod jevi jako
heterozygot. Jedna se tedy o jeden znejméné polymorfnich markerd. Naopak lokus
SpAG2 se jevi jako homozygot pouze u 2 vzorki, a to Al a A8. U vzorku A8 pro tento
konkrétni lokus neexistuji data z konvenéni metody sekvenovani, ale data mohou byt
pravé diky NGS doplnéna.

Délky lokust se u jednotlivych metod nelisi, ale v ramci vyrovnanosti délek napftic
vzorky pro dany lokus, se jevi jako nejlepsi lokusy PA28 a PA56.

U zbylych lokust to vypadd, ze doSlo k expanzi mikrosatelitnich repetici tim, ze
DNA polymeraza tzv. sklouzavala pfi replikaci repetitivnich sekvenci. Jde o pomérné
Casty jev pii pouziti konvencni metody fragmentacni analyzy Bohuzel k této odchylce
doslo 1 u NGS metody, coz je pravdépodobné zplsobeno chybou pii preistovani
amplikon®i pomoci magnetickych kulic¢ek.

Minimalni odchylky v ramci jednotek parti bazi mohou byt pficteny genotypizacni
nepiesnosti pi1 hodnoceni dat z fragmentacni analyzy. Z tohoto hlediska dopadly nejlépe
lokusy (SpAG2, WS00.F13, PA33, paGB3 a WS00.A19) naproti tomu hife dopadly
lokusy (EAT2A, PA_28 a PA_56).
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Tabulka 27 - Porovnani délek lokusii u NGS a konven¢ni metody sekvenovani

88

ID Konvencni metoda NGS Konven¢ni metoda NGS
SEQme |[EAT2A_a|EAT2A b |EAT2A_a|EAT2A b | paGB3_ a|paGB3_b | paGB3 a | paGB3_b
Al 87 87 87 87 12 12 12 12
A2 87 87 87 87 14 20 14 20
A3 108 108 108 108 18 18 18 18
Ad 81 81 81 s [ - 14
A5 81 81 81 81 12 12 12 12
A6 81 84 81 84 12 18 12 18
A7 75 78 75 78 12 12 12 12
A9 66 90 66 90 20 20 20 20
A10 108 108 108 108 14 14 14 14
All 72 105 72 105 16 16 16 16
Al12 78 93 78 93 14 18 14 18

ID Konvencni metoda NGS Konvenéni metoda NGS
SEQme | SpAG2_a | SpAG2_b | SpAG2_a | SpAG2_b [ WSF13_a|WSF13_b | WSF13_a|WSF13 b
Al 37 37 37 37 38 38 38 38
A2 27 31 27 31 32 46 32 46
A3 25 33 25 33 38 38 38 38
Ad 29 39 29 39 38 38 38 38
A5 19 33 19 33 26 38 26 38
A6 29 31 29 31 40 40 40 40
A7 25 29 25 29 26 30 26 30
A9 31 33 31 33 26 26 26 26
A10 29 35 29 35 30 36 30 36
All 17 29 17 29 44 46 44 46
Al12 31 33 31 33 36 40 36 40

ID Konvencni metoda NGS Konven¢ni metoda NGS
SEQme | pA33 a | PA33 b | PA33 a | PA33 b | PA28 a | PA28 b | PA28 a | PA28 b
Al 18 18 18 18 18 21 18 21
A2 18 18 18 18 18 21 18 21
A3 18 18 18 18 12 12 12 12
Ad 18 18 18 18 18 18 18 18
A5 18 18 18 18 18 21 18 21
A7 18 18 18 18 18 21 18 21
A8 18 18 18 18 18 21 18 21
A9 18 18 18 18 21 21 21 21
A10 18 18 18 18
All 18 18 18 18 21 21 21 21
Al12 18 18 18 18



ID Konvené¢ni metoda NGS Konvencni metoda NGS
SEQme [\WSA19 a|WSA19 b [WSA19 a|WSA19 b| PA 56 a | PA_ 56 b | PA_ 56 a | PA 56 b
Al 24 38 24 38 15 15 15 15
A2 24 30 24 30 15 20 15 20
A3 26 30 26 30 15 20 15 20
Ad 24 30 24 30 15 20 15 20
A5 24 24 24 24 15 20 15 20
A6 24 24 24 24 15 15 15 15
A7 22 30 22 30 15 15 15 15
A8 24 24 24 24 15 15 15 15
A9 24 30 24 30 15 20 15 20
A10 24 24 24 24 15 20 15 20
All 24 36 24 36 15 20 15 20
Al12 24 36 24 36 15 20 15 20
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6 Diskuse

Navrzeni primerovych pard bylo prvnim z mnoha krokd provedenych v ramci
vytvateni protokolu v této diplomové praci. V prvni fazi se podatfilo navrhnout,
syntetizovat a otestovat 93 primerovych part pro amplifikaci mikrosatelitovych lokusti.
Z nich se amplifikovalo v dostatené mife 66 primerovych pari. Nedostate¢na
amplifikace mohla byt zpiisobena neoptiméalnimi podminkami PCR reakce u nékterych
z primerd jako v publikacich od autord Hodgetts et al. (2001) nebo Rajora et al. (2001),
nebo také rozdily v nekodujicich tsecich referenéniho genomu popsaného v publikaci od
Nystedt et al. (2013). Se stejnym problémem rozdilti v tsecich se setkali i Bernhardsson
et al. (2020). V idealnim piipadé¢ by se mely amplifikovat vsechny primery jako
u vyzkumu od Besnard et al. (2003).

Dals$im krokem bylo primery smisit v multiplex. Na zakladé kombinace parametrt
molarity a miry amplifikace, bylo vytvofeno 5 variant poola, které byly pomoci piistroje
Miseq (Illumina) uspésné sekvenovany. Analyza byla zaméfena na vyhledani
predpokladanych repetic ve vzorcich. Bohuzel bylo ve vzorcich nalezeno vyrazné méné
repetitivnich oblasti, nez se predpokladalo. Nejlépe z hlediska zastoupeni amplikont
obsahujicich primerové sekvence z celkového poctu readt dopadl pool 2 - zohledijici
amplifikacni u¢innost. Strategie smiseni na zaklad¢ ekvimolarity se ukazala vhodna spise
pro béhy zahrnujici vice druht, jako napiiklad u Muller et al. (2019), ktefi zkoumali
strategie poolingu pro NGS u 13 druht bakterii.

V dalsi fazi bylo potieba multiplex optimalizovat tak, aby byl vyrovnany a mohl
byt pouzit na Sir§i spektrum vzorku. Proto byly sestaveny sekvenaéni knihovny
na zaklad¢ vice strategii (molarity a amplifika¢ni u¢innost) o riznych poétech primert.
Jako nejlepsi varianta se ukazala knihovna ¢. 1 (rozdéleni do 6 skupin po 11 parech
primert), kterd méla nejvétsi celkovy pocet readll S prumérnou délkou 199 bp.

Ve 3 fazi bylo potreba knihovnu rozsitit o markery, které jsou u zajmové druhu
Siroce pouzivané a pouZili je 1 Binova et al. 2020, ve svém vyzkumu SSR markert
na ruznych ekotypech smrku ztepilého. Nové piidanych 18 primert bylo poolovano
ekvimolarné, a proto musela byt pouzita knihovna ¢. 3, ktera byla vytvofena jako
ekvimolarni multiplex 66 nejlepSich primerd. Diky pfidani téchto konkrétnich primert
bylo mozné propojit vystupy konvenéni metody separace a nové metody sekvenovani.

Ve 4 fazi prace byl znovu optimalizovan multiplex a ve findlni knihovné tedy bylo

sekvenovano 14 mikrosatelitovych amplikond. Do finalnich analyz se dostalo
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8 mikrosatelitovych amplikonil. Sekvenovanim nebylo mozno detekovat témér 43 %
zajmovych lokusi, oproti tomu se kolektivu Yang et al. (2019) na jiném zajmovém druhu
nepodaftilo detekovat témét 20 % z4jmovych lokust.

Vysledky sekvenovani souboru primeri ze 4. faze této prace byly porovnany
s vysledky konvenc¢ni separace fragmenti pomoci kapilarni elektroforézy.

Problémt, které mohou zkreslit vyhodnoceni dat, mlize byt cela fada. Naptiklad
chyby pii ptipravé knihovny nebo nespravné zarovnani readu K referen¢nimu genomu,
jak pise ve své knize Wang (2016).

Dale je vhodné pouzivat algoritmy a nastroje, které umi zlepsit citlivost
a specifi¢nost detekce SNP a ur¢eni genotypu z NGS dat jako v ptipad¢ této prace STRait
Razor (Woerner et al. 2017), Bash (Fox 2020), fastQC (Andrews 2010), Trim Galore
(Krueger 2018), SAMtools (Li et al. 2009) a dalsi.

Jednim z problémd, ktery ovlivnil vysledky genotypovani u NGS je vyskyt nulovych
alel, o kterém pisi i Tibihika et al. (2019) nebo Vartia et al. (2016). Nulové alely mohou
vznikat jako vysledek skluzu artefaktu pti PCR reakci, tim padem vznikaji u v§ech metod
zavislyjch na PCR produktech tzn. jak u pokrocilych sekvenacnich metod, tak
u konven¢nich metod separace.

Velkym problémem konvencnich metod separace, zalozenych na kapilarni
elektroforéze je, Ze genotypizacni data jsou pfimo zavisla na dané platforme. Tomuto
se lze elegantné¢ vyhnout pomoci sekvenacni metody, kterd poskytuje pfistup piimo
k mikrosatelitovym tusekam. Genotypy jsou vtomto piipadé determinovany
pomoci diskrétnich dat, jez nepodléhaji zménam v zavislosti na specifickych podminkach
platforem. De Barba et al. (2017) ve své praci zminuji, Ze genotypy vzniklé v rtiznych
laboratofich na riznych platformach, mohou byt ptimo porovnavany, a to bez nutnosti
kalibrace. Tato skutec¢nost usnadnuje vyménu dat i pro zahrani¢ni programy genetického
monitoringu a vytvoteni spole¢né genetické databaze ve velkém geografickém métitku.

Béhem poslednich let doSlo k vyvoji SSR markeri a genotypizace vcetné
bioinformatiky. Mikrosatelity vSak maji stale své limity, napfiklad nejsou vhodné pro
nemodelové druhy, pro které neexistuji sekvenacni data, jak ve svém vyzkumu poukazuji
Guichoux et al. (2011). Pouziti metod sekvenovani nové generace k ziskani sekvenaénich
dat a identifikaci SSR markert teprve zacina a jevi se mimofadn¢ slibné. Existuje fada
studii zabyvajici se technickymi a analytickymi aspekty SSR sekvenovani, pficemz bylo
vyvinuto nékolik bioinformatickych pfistupii od autorGt Hoogenboom et al. (2017),
Suez etal. (2016), Zhan et al. (2017) a Barbian et al. (2018), které byly testovany riznymi
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laboratornimi  protokoly a spole¢né¢ prozkoumaly cetné problémy technickych
a analytickych vyhod SSR sekvenovani oproti konvenénim metodam. Kromé toho se
laboratorni metody pro amplifikaci mikrosatelitnich markert a také analytické ptistupy
k pfevodu nezpracovanych sekvenci na kodominantni genotypy mezi studiemi vyrazné
lisi. Z tohoto diivodu je pro potencialni uzivatele pomérné obtizné identifikovat jasnou
cestu k nastaveni nového ptistupu SSR sekvenovani pro nové zajmové druhy.

Suez et al. (2016) popsali metodu pro genotypovani mikrosatelitti dat z NGS. Tato
metoda stoji na teoretickém parametrickém modelu pro genotypy a klade si za cil nalézt
optimalizované parametry. Bohuzel metoda ma nékteré nevyhody spojené
S parametrickym modelem a jeho schopnosti spravné simulovat rezim dat. Metoda miize
vyvolat zkresleni a je velmi naro¢na na vypocetni naklady. Oproti tomu Zhan etal. (2017)
vyvinuli software MEGASAT, jez umoziuje rychlou konverzi DNA sekvenacnich dat
zvysoce multiplexovanych a  poolovanych  mikrosatelitovych  amplikont
na multilokusové genotypy.

JelikozZ jsou metody sekvenovani nové generace mnohem ptesnéjsi a pokrocilejsi
nez konvenéné pouzivané metody, lze pfedpokladat, ze odchylky pfi porovnavani
vysledkti metod jsou zpusobené i chybou pii genotypizaci. Pokud bychom se bavili
0 idedlnim poctu variant repetic, tak musime brat v potaz ploidii zkoumaného organismu,
Vv piipad¢ smrku se jedna o diploidni organismus, ktery ma maximalné dvé varianty
repetic v pfipadé¢ heterozygota a jednu variantu v ptipadé homozygota. Tato polyploidie
byla pravdépodobné zplisobena expanzi mikrosatelitnich repetici. Volbou nové metody
sekvenovani bylo predpokladano, Ze tento problém nebude nastavat, ale ukazalo se,

ze pii pouziti NGS praveé proces genotypizace muze vysledky zkreslit.
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[ Zavér

Vyuziti metod sekvenovani nové generace neni v biologickém a lesnickém
odborném prostiedi nijak neobvyklé. Dokonce vyzkumy s pouzitim téchto metod byly
mnohokrat zaméfeny na rod Picea.

Ackoliv existuji studie o mife genetické diverzity u smrku ztepilého (Picea abies (L.)
H. Karst.) (Maghuly et al., 2006; Bernhardsson et al., 2020; Binova et al., 2020), stale
postradame detailni informace o trovnich polymorfismu nukleotidl a nerovnovaze vazeb
V tzv. nongenic oblastech. Nicmén¢ diky tomu, Ze je dostupny referenéni genom smrku
(Nystedt et al., 2013), je mozné provadét celou fadu resekvenovani genomu jehli¢nant,
a to i smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.). Je znamo, Ze genomy jehli¢nant jsou
velké 20-40 Gb a maji vysoky obsah repetitivnich oblasti, a proto je seskupeni genomu
Casto rozdéleno do mnoha relativné kratkych sekci. Navic z ocekdvané velikosti genomu
chybi v referen¢nich genomech velké fragmenty (Bernhardsson et al. 2020).

V poslednich desetiletich se neobycejné rychle vyvinuly metody sekvenovani nové
generace (NGS), coz vedlo k poklesu nakladlii na megabazi (Mb). Tento rozvoj mél vliv
na narist zajmu 0 sekvenovani genomi. Tyto nové technologie a metody usnadnily,
zrychlily a vylep$ily mnoho vyzkumt z oblasti biologie jako napiiklad transkriptomiku,
genovou anotaci, identifikaci RNA stfihu a dalsi.

Sekvenace a genotypizace jednoho vzorku pomoci NGS platforem, véetné primarni
analyzy dat, se cenové pohybuje viceméné na srovnatelné urovni jako pii pouziti
fragmentacéni analyzy. Metoda NGS byla vybrana, protoze bylo ptedpokladano, ze oproti
konven¢nim separa¢nim metodam, miize pfinést nepomérné vice informaci a odstranit
subjektivni chyby, jez vznikaji pf1 genotypizaci.

Nicméné s NGS platformami je spjata vys$si chybovost, protoze jsou citliveéjsi
na kvalitu vstupnich parametrti. Délky Cteni jsou ve srovnani s konvenénimi metodami
NGS dat se piimo spoléha na ptesné urc¢eni SNP a genotypt (Nielsen et al. 2011).

I pres ne€kolik etap navrhovani, optimalizovani a testovani primerd a multiplexi,
se vV posledni fazi této diplomové prace podafilo vytvofit funkéni mikrosatelitovy
multiplex. Diky pfidani primert pouzivanych jiz diive ve vyzkumech
vyuzivajicich konven¢nich metod (Binova et al. 20