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1 Uvod

1.1 Adaptivni radiace u neotropickych cichlid

Hlavni naplni mé prace je osekvenovani genomu jihoamerické cichlidy Crenicichla
semifasciata technologii Oxford Nanopore. Ziskané asembly (sestava genomu) poslouzi
jako referen¢ni genom pii zpracovani sekvenacnich dat v ramci projektu mého Skolitele,
ktery se zabyva studiem evolu¢nich mechanismili paralelni speciace dvou druhovych hejn
cichlid rodu Crenicichla z povodi Rio de la Plata. Sestaveny genom bude dale zpracovavan
moji kolegyni Bc. Danielou Kotalovou, ktera se zaméfi na jeho vylep$eni pomoci kombinace

dataseti z dalSich sekvenac¢nich platforem.

Cichlidy jsou obecné znamé jako jedna z druhové nejbohatSich celedi nejen
sladkovodnich ryb, ale obratlovei vibec; VsouCasnosti se jejich celkova diverzita
odhaduje na vice nez 2200 druht (Berra 2001; Eschmeyer et al. 2020). Koblmiiller (2011)
dokonce uvadi, ze vcetné¢ dosud nepopsanych taxonti mize ¢eled’ zahrnovat az 3000 druhii.
Nejen diky zminéné druhové pestrosti, ale téz jejich morfologické diverzité (obvykle
souvisejici S potravni specializaci) a variabilnim vzorcim chovéni (hlavné epigamického —
dvofeni, pafeni, péfe o potomstvo) jsou cichlidy castym piedmétem evoluénich
I etologickych studii. Zvlasté cichlidy ve velkych africkych jezerech jsou povazovany
za presveédCivy dikaz sympatrické speciace u zvifat ve spojeni s jejich adaptivni radiaci

(Kocher 2004; Koblmiiller et al. 2011; Salzburger and Meyer 2004; Salzburger et al. 2014).

Z hlediska geografie se cichlidy vyskytuji pfedevsim v tropickych a subtropickych
regionech Afriky vcetné Madagaskaru, Indie a Stfedni a Jizni Ameriky; jejich rozsifeni
Ize tedy oznacit jako gondwanské (Smith and Chakrabarty 2004; obr. 1). Obyvaji nejen
jezera a pomalu tekouci feky, ale existuji i druhy, které se adaptovaly na Zivot v rychleji
tekoucich vodach (Kullander 1999; Nelson et al. 2016). Vétsina druht cichlid ptedstavuje
zastupce o velikosti do 20 cm, avSak nekteré neotropické druhy rodu Cichla mohou méfit
i jeden metr (Nelson et al. 2016). Tvar téla je velmi rtznorody v zavislosti na habitatu
daného druhu a zahrnuje nejriiznéjsi formy od protahle Stikovité az po diskovitou. Jednim
ze znaku odliSujicich cichlidy od ostatnich celedi je faryngealni Celistni aparat (pfeménény
ctvrty zaberni oblouk) obvykle nesouci ozubeni napomahajici zpracovani potravy (Rice and

Lobel 2003; Mabuchi et al. 2007).



Obrazek 1: Geografické rozsiteni ¢eledi Cichlidae; pievzato z Berra (2001)

Vétsina praci dokladujicich adaptivni radiace u cichlid se zamétuje na prostredi
velkych africkych jezer, ktera diky velké rozloze a hloubkové zonaci nabizeji nespocet
relativné stabilnich (v kratkodobém meéfitku) habitatli podminujicich druhovou riznorodost.
M¢éné pravdépodobnou se donedavna jevila vyznamnéjsi diverzifikace v mélkém prostiedi
podhorskych neotropickych fek s vyraznou sezonni dynamikou a relativné chudou nabidkou
ekologickych nik. Recentni prace, na kterych se ve velké mite podilel nas vyzkumny tym
vSak prokazaly, Ze 1 vtomto prosttedi miZe dochazet krychlé speciaci, coz bylo
dokumentovano naptf. u rodu Herichthys (Pérez-Miranda et al. 2018) a hlavné pak
Crenicichla (Pialek et al. 2012; 2019a; Rican et al. 2021).

Dvé vyse zminéna druhova hejna rodu Crenicichla z povodi La Plata byla objevena
teprve nedavno v Rio Iguazu, levostranného piitoku Parand (Pialek et al. 2010; 2012; 2015;
2019a; 2019b) a Rio Uruguay (de Lucena 2007; Lucenda and Kullander 1992). V obou
fekach se vyskytuje nékolik syntopicky Zijicich ekologickych forem (popsanych
Vv soucasnosti jako druhy), které se v zavislosti na pfijimané potravé vyrazné odliSuji svou
morfologii a jsou si navzajem blizce ptibuzné (v ramci kazdé teky). Pro zjednoduseni
muzeme Ctyti hlavni ekomorfy popsat napt. jako rybozrava, Snekozrava, vSezrava a pyskata.
Ob¢ druhové skupiny zijici v hydrologicky oddélenych castech povodi La Plata si navzajem
ale geneticky pfibuzné nejsou (Pialek et al. 2012). Podobnost analogickych morfologickych
druhti z obou skupin je ptesto velmi vyrazna (obr. 2), a proto zacala byt nasim tymem
studovana jako dal$i z moznych modelovych piikladi paralelni diverzifikace (Burress et al.
2018; 2022).



Pro odhaleni detailnich evolu¢nich mechanismu byly v rdmci projektu mého Skolitele
osekvenovany celé genomy vice nez 400 jedincli obou druhovych skupin. Pro zpracovani
téchto sekvenacnich dat je ale potfeba mit k dispozici dostate¢né blizky (kongenericky)
genom, jaky ale zatim nebyl publikovan. Jeho osekvenovani se proto stalo hlavnim cilem
moji bakalafské prace. Pro sekvenaci jsme vybrali druh Crenicichla semifasciata, ktery
je z fylogenetického hlediska podobné blizky obéma druhovym skupinam, vyskytuje

se ve stejném povodi a podafilo se od néj ziskat zivy exemplaf pochdzejici z odchytu
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Obrazek 2: Morfologické typy vyskytujici se ve druhovych hejnech rodu Crenicichla v povodi Rio de la Plata;
prevzato z Burress et al. (2022)

1.2 DNA - od objevu struktury az k jejimu sekvenovani

Uvazovat o sekvenovani pomérné velkého genomu v prostfedi malého vyzkumného
tymu a ¢asovém ramci bakalaiského studia by bylo donedavna povazovano za pouhé sci-fi.
Ptekotny vyvoj sekvenacnich technologii v uplynulych letech ale odkryva moznosti diive
netuSené, a je proto na misté si historii sekvenovani DNA trochu pftiblizit, véetné vysvétleni

zakladnich pojma.



Molekula DNA predstavuje jeden ze zakladnich stavebnich genetickych kamend
ajevni ulozena veSkera geneticka informace u bunéfnych organismu. Poprvé byla
izolovana z bilych krvinek J. F. Miescherem roku 1869. Jedna se o deoxyribonukleovou
kyselinu, makromolekulu sloZzenou z jednotek zvanych nukleotidy tvofenych dusikatou bazi,
jednoduchym sacharidem a fosfatovou skupinou. Dusikaté baze mohou byt dvojiho
druhu, a to pyrimidinové (C-cytosin, T-thymin) a purinové (A-adenin, G-guanin). Vysledky
prvnich analyz konformace DNA ukéazaly, Ze se jednd o dvouSroubovici (tzv. duplex) —
dvé dlouhd polynukleotidovd vldkna (primarni struktura DNA), navzdjem spojena
vodikovymi mistky mezi jednotlivymi bazemi nukleotidi. Zahadu fetézci DNA vyfteSila
roku 1953 dvojice z Cavendishovy laboratofe experimentalni fyziky University
of Cambridge — James Watson a Francis Crick (Watson and Crick 1953).

Pii spojovani vlaken DNA do duplexu plati princip komplementarity, podle kterého
se v disledku zaujmuti energeticky nejvyhodnéjsi konformace adenin paruje s thyminem
a cytosin spolu s guaninem (Chargaff 1950). Komplementarita je uplatiiovana pti replikaci
(zkopirovani) molekuly DNA v bunice pied rozdélenim na dvé buiiky dcefinné a analogicky
princip se uplatiiuje in vitro i v nékterych platformach sekvenovani DNA (tzv. sekvenovani

syntézou; Hu et al. 2021).

V soucasnosti rozliSujeme tii generace sekvenovani. Dvé nejstarsi klasicke, ale tehdy
enormné prilomové metody mizeme zatadit do skupiny sekvenovani prvni generace (FGS,
First Generation Sequencing). Vznikly téméf soucasné v 70. letech minulého stoleti. O jednu
Z nich se zaslouzil Maxam-Gilbert (Maxam and Gilbert 1977), kdy podle Munshi (2012)
je tato metoda nazyvana jako chemické sekvenovani ¢i jako analyza putovnich bodd.
Jednovlaknova molekula je znacena pouze na jednom svém konci radioaktivnim izotopem
fosforu, reakce se uskutecnuje ve ¢tyfech zkumavkach, kdy vkazdé zvlast dochazi
ke $tépeni jen v misté danych bazi (Maxam and Gilbert 1977). Dle Heather a Chain (2016)
se jednalo o prvni rozSifenou metodu, tudiz s jeji publikaci miizeme datovat i vznik prvni
generace sekvenovani. Vyhodou této metody byla pomérné velkd presnost, moznost
sekvenovat fragmenty od jejich prvniho nukleotidu nebo také podobna intenzita prouzkua
na gelu nezavisla na jejich délce. Naopak nevyhodou bylo pouzivéani toxickych a agresivnich

reagencii (hydrazin) a jejich vysoka teplota pii degradaci (Maxam and Gilbert 1977).

O zavedeni druhé z metod prvni generace se ve Velké Britanii zaslouzil Frederick
Sanger a jeho tym (Sanger et al. 1977) objevem sekvenovani S vyuzitim terminace fetézct

znaCenymi dideoxynukleotidy. Tato metoda, dle objevitele nazyvana Sangerova (ale téz
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dideoxynukleotidova nebo enzymova), umoznila Cteni fetézci DNA o délce az 1000 bazi.
Diky své jednoduchosti a pfesnosti se stala na mnoho let viceméné jedinou pouzivanou
metodou sekvenovani. Je pouzivana dodnes, i kdyz lehce modifikovand, coby zlaty standard
na poli molekularni biologie. Sangerova technika se uplatnila v ramci prilomového
sekvenovani genomu bakteriofaga phiX174 (zhruba 5000 bazi DNA), bakterii (velikost
genomu nékolik Mb), az po nejruznéjsi eukaryotické genomy (Heather and Chain 2016),
véetné¢ legendarniho procesu sekvenovani lidského genomu — Human Genome Project
(Lander et al. 2001) dokonéeného roku 2003.

1.3 Sekvenovani dalSich generaci — NGS

Pti sekvenovani vétSich genomi se zacala projevovat technickd omezeni sekvenatorti
dana ptedevsim jejich malou kapacitou, tj. ¢asova naro¢nost a vysoka cena sekvenované
baze. Tyto limitace mé¢ly za dusledek vyvoj sekvenacnich technik nové generace (zkratka
NGS, Next Generation Sequencing), jejichZ cilem bylo sekvenovani co nejvice zrychlit
a zlevnit, a to prostiednictvim simultanniho sekvenovani obrovského mnozstvi (napft. desitky
mil.) rdznych fragmenti DNA zachycenych soucasné na jediném sekvenanim elementu
(¢ipu, desti¢ce, bunce). Pravé proto je moznd vhodnéjSim oznacenim novych generaci
sekvenatort alternativné pouZzivana zkratka MPS, masivné paralelni sekvenovani (Massive
Parallel Sequencing). K nejbouflivéjsimu vyvoji novych technologii pravdépodobné doslo
v letech 2004-2006. Jednotlivé platformy zalozené na velmi rtznorodych chemickych
I fyzikalnich principech (Hu et al. 2021; Mardis 2013; piehled na obr. 3), coz se odrazi

Vv rozdilné cené, délce a chybovosti produkovanych sekvenci (Metzker 2009).

V ramci MPS technologii mizeme dale rozliSit dvé rtizné generace sekvenacnich
platforem (z hlediska historie tedy generaci druhou a tieti). Druhé generaci (SGS, Second
Generation Sequencing) se také piezdiva technologie ,kratkych ¢teni® (angl. short reads).
Produkované sekvence jsou totiz pomérné kratké, jejich délka se pohybuje v rozmezi 50-800
bazi (v soucasnosti vzhledem k dominanci platformy Illumina spiSe 100-450 bazi), na druhé
stran¢ vykazuji sekvence velmi malou chybovost, vétSinou < 1 % (Hu et al. 2021).
Vyznamnym omezenim této generace platforem je nemoznost ur€eni sekvenované baze
na zaklad¢ signalu zjediné molekuly, a proto sekvenacni postupy vzdy zahrnuji PCR
amplifikaci DNA templatu provadénou bud’ béhem pfipravy sekvenacni knihovny nebo

v sekvendtoru samotném (pfipadné¢ oboji). Proces sekvenovani je v disledku tohoto

wvewr

et al. 2019; Mccombie et al. 2019).



Nejnovéji zavadeéna treti generace sekvenatorti (TGS, Third Generation Sequencing)
je charakterizovana ¢tenim sekvence DNA jedné jediné molekuly (proto téz ,single-
molecule technologies™), coz jednak odstrafiuje potiebu piedchozi PCR amplifikace,
ale hlavn¢ nabizi moznost sekvenovani extrémné dlouhych tseki DNA (vyjimecné
az miliony bazi). Detekce pfislusné sekvence na zdklad¢ signalu zjediné molekuly
ale s sebou na druhé stran¢ piinasi zna¢nou chybovost pohybujici se nyni v rozmezi zhruba
5-15 % (Lin et al. 2021). Na sekvena¢nim trhu v soucasnosti dominuji dva konkurenti této
tieti generace: PacBio od spolecnosti Pacific Biosciences a platforma Oxford Nanopore
Technologies (dale jen ONT) od stejnojmenné spolec¢nosti (Rhoads and Au 2015; Hu et al.
2021).
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sekvenovani
FGS
First generation

g g
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q ing

Druha generace
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Obrazek 3: Piehled sekvenagnich platforem. Clenéni podle generace sekvenovéani: FGS, NGS, SGS, TGS. Zluté
zvyraznéni — platforma vyuZita v predkladané praci. Seda vypli — platformy, které se jiz nevyuzivaji a nejsou komerénd
dostupné.; ptevzato a upraveno z Pistoupilova (2020)

1.4 Sekvenovani na platformé Oxford Nanopore Technologies (ONT)

Jak jiz zndzvu vypovida, ONT a jejich zafizeni jsou zalozeny pravé na technologii
nanop6ri. Ackoliv byl koncept prichodu molekuly skrz nanopér navrzen jiz v roce 1989
(Deamer et al. 2016) a prvotni experimenty provedeny roku 1993 (Kasianowicz et al. 1996),
prvni komer¢ni produkt na principu nanopérového sekvenovani se objevil na trhu az roku
2015 praveé od ONT — zatizeni MinlON umoziujici sekvenaci v realném case (Bayley 2014).
Puvodni inspiraci pro tuto technologii byly iontové kanaly biomolekul, které fidi téméf
vSechny bunécné procesy (Bayley 2014; Lin et al. 2021).
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Snahy ONT o pievrat na poli védy a biologické analyzy mtzeme datovat k roku
2005, kdy byla spolecnost zalozena; popis principu nanoporu jako biosenzoru zminil
profesor Bayley z Oxfordské univerzity (jeden ze zakladateld ONT) dokonce jiz o Ctyfi roky
diive (Howorka et al. 2001). Od svého zalozeni prodé€lala spolecnost vyznamny Vyvoj
a vytvorila n¢kolik typi zatizeni, kterd jsou schopna sekvenovat v nejriznéjsich prostredich,
bez vynaloZzeni velkych finan¢nich prostfedki na pfistroje 1 reagencie, s rychlym
zpracovanim vzork a moznosti zobrazovat vysledky v realném case. Dostupné publikace
ukazuji, ze byly pfistroje pouzity pfiiidentifikaci nejen virovych patogend, monitorovani
eboly, Zivotniho prostfedi, haplotypovani, ale napiiklad i pfi vyzkumu tykajiciho se vird

SARS-Cov2 (https://nanoporetech.com/).

1.4.1.1 Princip nanopoéru

Nanopoér je otvor velmi malych rozmért (jak nazev napovida v fadu nanometri)
slouzici k priichodu molekul bunéénou membranou. Dle plivodu rozeznavame pory
biologické nebo uméle pripravené, syntetické — zalozené na bazi silikonu (Lin et al. 2021).
Podstatou biologického péru je proteinovy transmembranovy kanal (vel. 1 nm = 100 000
mensi nez lidsky vlas) zanoteny v lipidové dvojvrstvé vyskytujici se v kazdé zivé bunice.
Patii mezi n¢ naptiklad draslikové kandly udrzujici aktivitu v srde¢nich myocytech nebo
proteinovy por tvoreny a-hemolysinem (a-HL), ktery je produkovany lidskym patogenem
Staphylococcus aureus jako endotoxin (Lin et al. 2021). Pravé nanopéry o-HL zanotené
do elektro-rezistentni lipidové membrany pouziva ONT. Béhem let prosly znaénou obménou
a vyvojem. Poslednim pfedstavenym prototypem je nanopér oznacovany jako R10.3, avSak
jeho piesné slozené neni znamé, jelikoz ho ONT doposud neodhalilo (Wang et al. 2021;

Oxford Nanopore Technologies)

V sekvenacni buiice jsou nanopory umistény v elektricky rezistentni membrané, ktera
separuje dvé komory vyplnéné elektrolytem. Mezi komory je ptivedeno elektrické napéti,
které je hnaci silou pro translokaci elektricky nabitych biomolekul skrze por. Béhem
prichodu nanopdérem zpusobuji jednotlivé baze (v ptipadé DNA) rtiznou zménu hustoty
elektrického naboje uvnitt péru (v fadu stovek pikoampért), kterd je prostfednictvim
citlivého snimace detekovdna a zaznamenana. Modulace proudu jednotlivymi nukleotidy
odpovida jejich vlastnostem jako jsou naboj, struktura a konformace (Lu et al. 2016; Deamer
et al. 2016), obr. 4).
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Obrazek 4: Princip sekvenovani na platformé Oxford Nanopore; pfevzato z Wang et al. (2021)

1.4.2 Sekvenator MinlON

Prvnim ze sekvenatoru tieti generace uvedenych na trh byl pfistroj MinlON. Kromé
tohoto prvenstvi se diky svym rozmérim 10,5 x 2,3 x 3,3 cm a hmotnosti 87 ¢
(https://nanoporetech.com/) pysni rovnéz titulem nejmensiho sekvena¢niho aparatu na svété
(Lu et al. 2016). Ptistroj vykazuje zna¢nou odolnost a mize byt pouzivany jak v laboratofi,
tak v terénnim vyzkumu. Sekvenator MinlON byl v ramci reklamnich kampani dokonce
uspésné provozovan ve vesmiru (Castro-Wallace et al. 2017) nebo v Suchych tdolich v
Antarktidé (Johnson et al. 2017). Tento systém umoznuje nejen ¢teni sekvenci DNA, ale
potencial ma i v oblasti analyzy RNA, iontl, proteinti nebo i 1é¢iv a polymertu (Feng et al.
2015). Dalsi benefit ptedstavuje zanedbatelna pofizovaci cena a zaroven nizka cena
detekované baze. Diky sekvenovani vredlném case poskytuje okamzity pfistup
k vysledkim, coz je vyhodné kupiikladu pii identifikaci patogenti, stanoveni rezistence

k antibiotikim aj. (https://nanoporetech.com/).

(24

Jadrem systému je sekvenacni burika (,,flowcell*) s 512 méficimi kanaly v membrané
a celkové 2048 nanopory (Jain et al. 2016). Na kazdy kanal jsou tak napojeny Ctyfi
nanopory, avsak aktivni je v kazdém case pouze jeden z nich. Kazdy nanopdér ma napojeni
na vlastni elektrodu. Pokud dojde k ,,zablokovani* poru prichodem vice molekul DNA
zasebou a ztrat¢ jeho funkénosti, bude v dal§im Casovém cyklu (standardné 1.5 hod.)
nahrazen dal§im pdérem ze Ctvefice. Primérna rychlost priichodu molekul DNA nanopory

je 400 bazi za sekundu. Pfistroj ma uvadénou max. sekvenaéni kapacitu az 50 Gb (v praxi
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spise 10 az 20 Gb) béhem 72 hodin (Lin et al. 2021). Délka produkovanych sekvenci se,
v zavislosti na kvalit¢ sekvenovaného templatu, bézn¢ pohybuje v desitkach az stovkach

kilobazi, vyjimecn¢ az jednotkach megabazi (https://nanoporetech.com/).

K ovladani sekvenatoru je firmou ONT dodavan fidici software MinKNOW spolu
S vestavénym programem (,,basecallerem®, viz dale) Guppy, ktery umoziiuje online
pfevadéni snimanych elektrickych charakteristik na sekvence DNA. Program nema nijak
zvlast velké ndroky na hardware pouzivaného fidicitho pocitace (velmi doporucovany
jerychly SSD disk) a muze byt provozovan pod libovolnym opera¢nim systémem
(Windows, Mac, Linux). Ridici PC je propojen se sekvenatorem prostiednictvim bé&zné

pouzivaného portu USB 3.0 (https://nanoporetech.com/).

Vlastnimu sekvenovani ptedchazi Gprava izolované DNA do formy tzv. sekvenaéni
knihovny, cozZ je smés fragmenti DNA s pfipojenymi adaptéry (technickd DNA zajist'ujici
priachod sekvenatorem) a dalSich potfebnych komponent. Pfipravena knihovna
se bezprostiedné pred zahajenim sekvenace nanasi do ptislusného portu v sekvenacni buiice.
Dulezité je dbat na rychlost nanaseni knihovny, jelikoz je velmi snadné S jejim roztokem
zanést i vzduchové bubliny, ktery by mély za nasledek poSkozeni nanopoéri v daném misté
avyznamné snizeni sekvenacni kapacity (Karamitros and Magiorkinis 2018;

https://nanoporetech.com/).

1.5 Bioinformatické zpracovani ziskanych sekvenci

Nedilnou soucasti prace s genomickymi daty je jejich zpracovani. Vzhledem
k obrovskému objemu generovanych dat probihaji analyzy téméf vyhradné prostfednictvim
vykonnych vypocetnich klastri umoznujicich paralelni zapojeni velkého poctu procesorii
a vyhrazeni rozsahlé operacni paméti. PouZivané expertni bioinformatické postupy vyzaduji
znalost prace v piikazovych fadcich unixového prostiedi a nezbytnou soucasti je prace také
znalost programovaci terminologie a schopnost nachazet pro jednotlivé projekty specificka

feSeni (Wang et al. 2015; 2021).

V piipadé mé prace zabyvajici se de novo sekvenovanim a slozenim genomu cichlidy
C. semifasciata zahrnovaly bioinformatické analyzy zejména pievod elektrickych
charakteristik zaznamenanych sekvendtorem Nanopore na sekvence DNA, jejich upravu
a kvalitativni filtraci, dale sestaveni sekvenci do delsich celkil na zdklad¢ rozpoznani jejich
vzajemnych pifekryvl (vlastni asemblovani genomu) a v posledni fazi taktéZ vyhodnoceni

vzniklych sestav.



1.5.1 Basecalling

Bioinformaticky proces, pfi kterém jsou primarni data ze sekvenatoru ve formé
elektrickych charakteristik zaznamenanych pii prichodu molekul DNA nanopdrem
prevadéna na sekvence, se v anglictin€ nazyva tézko pielozitelnym vyrazem ,,basecalling*
(,,volani bazi“). Primérni data jsou sekvenatorem ukladéna ve formatu FASTS (modifikace
formatu pouzivaného v obecné informatice HDFS5, Hierarchical Data Format) a vzhledem
ke tvaru proudovych kiivek se jim rovnéz tika ,squiggles” (,klikyhaky*). K pfevodu
na sekvence se pouziva program Guppy pracujici na bazi samoucicich neuronovych siti
vyvijeny piimo spole¢nosti ONT, ktery se srostoucim poznanim a mnozstvim
osekvenovanych templati neustale zdokonaluje. Velkou vyhodou je, Ze se primarni data daji
s ptichodem nové¢jsi verze software opétovné ,,basecallovat™ a snizit tak vyznamné jejich

chybovost (Senol Cali et al. 2018; Wick et al. 2019).

1.5.2 Sestaveni genomu a jeho vyhodnoceni

Jiz pti vlastnim ,,basecallingu se provadi filtrace sekvenci na urcitou minimalni
kvalitu (pravdépodobnost spravného piecteni bazi v sekvenci). Dalsi upravy pak zahrnuji
odstranéni sekvenacnich adaptéra (useky technické DNA pfipojené pfi ptipravé knihovny),
odfiltrovani pftili§ kratkych sekvenci, spojeni vSech ziskanych sekvenci do jediného souboru

a ptipadné i znahodnéni jejich potadi v souboru (Senol Cali et al. 2018; Wick et al. 2019).

Pti vytvafeni vlastniho asembly (sestavy) genomu dochazi ke spojovani sekvenci
na zéklad¢ definice jejich piekryvu €i pozice. Nejbliz§im vysSim celkem je tzv. ,,contig*
(z anglického contiguous, souvisly), coz je konsenzualni sestava piekryvajicich se usekl
DNA. Jesté vyssim celkem je pak ,,scaffold, coz je sestava nepiekryvajicich se contigl,
u kterych ale zname jejich pfibliznou vzajemnou polohu a orientaci. Scaffold tedy z definice

obsahuje tzv. ,,gapy* (mezery), tj. useky neosekvenovanych bazi (Wee et al. 2019).

Kvalitu ziskané sestavy genomu je mozno hodnotit na zakladé nékolika parametrt.
Cisté technické hodnoceni zahrnuje posouzeni délky ziskanych scaffoldii; ¢im mensi pocet
co nejdelSich scaffoldii asembly obsahuje, tedy ¢im mén¢ je genom fragmentovan, tim lépe.
Pro toto zhodnoceni je nejcastéji pouzivana metrika N50, kterd vyjadiuje minimalni délku
scaffoldli ve kterych (a delSich) je sestavena prave polovina osekvenovanych bazi (Simao et

al. 2015; Lu et al. 2016; Seppey et al. 2019)

Z biologického hlediska se kvalita asembly vyhodnocuje nejcastéji stanovenim tzv.
kompletnosti BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs). Tento

bioinformaticky ndastroj ve spojeni s databazi vyhledavda v analyzované sestavé
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predpokladanou mnozinu ortolognich genti, univerzalnich pro danou linii organismi, a je tak
hodnovérnym méfitkem kompletnosti pfinejmensim kodujici Casti genomu (ortologni geny
jsou geny ziskané od spole¢ného piedka danych organismu, které si zachovavaji stejnou

funkci v prubéhu evoluce; (Simao et al. 2015; Seppey et al. 2019; Yang et al. 2021).

1.6 Cile prace
Hlavnimi cili moji bakalai'ské prace tedy bylo:

1. Osekvenovat a sestavit genom cichlidy Crenicichla semifasciata pomoci
platformy Oxford Nanopore za téelem ziskani referen¢niho genomu pro nas
béZici projekt.

2. Vyhodnotit vliv objemu vstupnich sekvenci na kvalitu vytvafenych sestav

genomi a navrhnout optimalni hloubku sekvenace.
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2 Materialy a metody

2.1 Odbér krve z kaudalni cévy a izolace genomové DNA

Kvalita genomového sestaveni je primarn¢ zavisla na kvalité vzorku DNA. Jelikoz
dochazi k postupné fragmentaci DNA po odbéru vzorku z organismu, je nutné pouzit
pro izolaci tkan Cerstvou, ktera umozni sekvenovat delsi tseky (Jain et al. 2016; Permenter et
al. 2015). Faktorem pro snadné&jsi sestaveni sekvenci jsou pravé dlouhé tuseky v délce
ne¢kolika desitek nebo stovek tisic bazi. Tkan jako je krev ma vyssi obsah DNA
nez napiiklad vzorek ploutve. Co se ty¢e rybich erytrocytt je krev vyhodnou variantou,
narozdil od lidskych erytrocytt, jelikoz jsou jaderné (Stoskopf 1993; de Lannoy et al.
2017). Na zaklad¢ téchto skutecnosti byla jako material pro sekvenaci vybrana pravé krev.

Obvykle se provadi punkce v oblasti zaber, srdce nebo kaudalni cévy (obr. 5).
Pouzité materialy

e Injekéni stiikacka
e 1,5 ml zkumavky Eppendorf DNA LoBind
e Lyzac¢ni pufr z kitu QIAGEN (katalogové ¢islo: 67563)

Postup odbéru krve

K odbéru jsem zvolila ocasni cévu, jehlu jsem zavedla pod thlem zhruba 45 °,
odhadem ve vzdalenosti 1 cm kaudalné za fitni ploutvi. Celkem bylo odebrano necelych
700 ul krve. Krev jsem ihned rozpipetovala do plastovych zkumavek Eppendorf

obsahujicich lyza¢ni pufr.

Gill vessel

Caudal
arteria/vein

Cardiac
ventricle

Obrazek 5: Metody odbéru krve u ryby, pfevzato z (Narayan et al. 2021)

Vzhledem k charakteru experimentu a sekvenacni techniky ONT umoznujici Cist

vlakna délky az 2 Gb, bylo hlavnim pozadavkem izolace ziskat co nejdelsi a nejkvalitngjsi
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fragmenty DNA. Izola¢ni kit MagAttract HMW DNA Mini Kit od firmy QIAGEN byl
zvolen proto, Ze je schopny izolovat molekuly DNA o délce min. n¢kolik desitek tisic bazi
(HMW = high molecular weigth). Pouzity kit vyuziva princip separace na magnetickych
kulickach. Tato metoda poskytuje vysoké vytézky kvalitni DNA diky Setrnému postupu
izolace aextrahovana DNA je tak zvlast vhodna pro TGS sekvenovani

(https://nanoporetech.com/).
Pouzité materialy

e MagAttract HMW DNA Mini Kit QIAGEN, katalogové ¢islo:67563
e Qubit Fluorometr (Invitrogen)
e E-gel (Invitrogen)

e Bé&zné laboratorni vybaveni
Postup izolace genomové DNA

Ke smésim odebrané krve s lyza¢nim pufrem jsem do kazdé zkumavky ptidala
proteinasu K (20 ul), RNazu A (4 ul) a AL Buffer (150 ul). Po dikladném promichani
se piipravené zkumavky lyzovaly pii pokojové teplot¢ (dale pouze RT) 30 min.
Po zcentrifugovani  jsem  dovzorki  pfidala  suspenzi  magnetickych  kuli¢ek
MagAttract G (15 ul) a MB Buffer (280 nl). Vzorky jsem ponechala inkubovat (3 min, RT)
a dala na magneticky stojanek za G¢elem vytvorfeni pelety doprovazené naslednym odsatim
supernatantu. V dalsim kroku jsem piidala PE Buffer (700 ul) a zkumavky umistila
na tiepacku. Promyti pomoci PE Buffer jsem jesté jednou zopakovala. Peletu jsem poté
na magnetickém stojanku promyla PCR vodou (700 ul) a po opétovném vytvofeni pelety
supernatant opét odsala. Tento krok s promytim a odsatim jsem jesté jednou zopakovala.
Zavérem jsem pridala AE Buffer (100 ul) apo inkubaci jsem extrakt HMW DNA
(supernatant) pienesla do Cisté plastové zkumavky. Na zakladé ovéfeni kontroly kvality
a kvantity ziskané DNA jsme vybrali vzorky vhodné k sekvenovani (Qubit fluorometr

a agarozovy gel).

2.2 Priprava sekvenacni knihovny

Celkova ptiprava sekvenacni knihovny pozlstava z krokd opravy DNA s pfipravou
jejich konct (Casova narocnost zhruba 35 min) a ligace adaptérd (30 min). Pro tvorbu

knihovny je doporuceno pouzit alespon 1 pg (pfipadn¢ 100-200 fmol) HMW DNA.
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Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Prehled jednotlivych komponent obsaZzenych v ligaénim kitu SQK-LSK110

ZKkratka Reagencie ZKkratka Reagencie
DCS DNA Control Strand SBIlI Sequencing Buffer Il

AMX-F Adapter Mix F EB Elution Buffer
LNB Ligation Buffer LBII Loading Beads Il
SFB S Fragment Buffer LS Loading Solution

e AMPure magnetické kulicky

o NEBNext FFPE Reapir Mix

e NEBNext End repair/ dA-tailing Module
e NEBNext Quick Ligation Module

e Voda bez nukleazové aktivity

e 1,5 ml zkumavky Eppendorf DNA LoBind

e Bé&zné laboratorni vybaveni

2.2.1 Oprava DNA a priprava koncii

Material byl pouzit na zakladé¢ standardniho protokolu v kitu Ligation Sequencing Kit
(SQK-LSK110; tab. 1), Oxford Nanopore Technologies. DNA jsem natedila PCR vodou
na doporuc¢enou koncentraci. 1 pg genomové DNA jsem pienesla do LoBind zkumavky
(dale jen zkumavka) a posléze pridala 49 ul vody. V tenkosténné 0,2 ml zkumavce jsem
smichala nasledujici reagencie (tab. 2), smés jemné promichala pipetovanim (se $pickou

Tabulka 2: Reagencie potiebné na opravu DNA a pfipravu § vetsim  vstupnim otvorem P1000,

koncti obsazené v kitu SQK-LSK110

kvuli fragmentaci DNA) a stocila.

Reagencie Objem (ul)

DCS 1 Pomoci termocykléru byla smés
DNA . ar inkubovana pti 20°C po dobu

NEBNext FFPE DNA Repair Buffer 3,5
NEBNext FFPE DNA Repair Mix 2 Smin a nasledovné vystavena
Ultra Il End-prep reaction buffer 3,5 65 °C, také 5 min, kvuli inaktivaci
Ultra Il End-prep enzyme mix 3 pouzitych enzymil. vzorek

Celkovy objem 60

opravené DNA jsem pienesla
do|¢isté zkumavky a piidala 60 pl resuspendovanych kulicek AMPure. Zkumavku jsem opét
promichala proklepanim a vlozila na 5 min na hula rotator, poté pfenesla na magneticky
stojanek a vzniklou peletu promyla 200 pl Cerstvé pripraveného 70 % ethanolu. Promyvani

ethanolem jsem jeSt€¢ jednou zopakovala. Vzorek jsem kratce stoCila, premistila
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na magneticky stojanek a odpipetovala zbytek supernatantu ze dna zkumavky. Peletu jsem
suSila ca. 30 s (pfi delsSim suSeni muze peleta vyschnout, coz by meélo za nasledek
fragmentaci DNA). Peletu jsem promyla 61 ul PCR vody, zkumavku umistila na magneticky
stojanek a eluat opatrn¢ odpipetovala do Ccisté zkumavky. 1 pl eludtu byl odebran
pro zméteni kvality a koncentrace DNA pomoci Qubit fluorometru. V tomto okamziku je
pfed nasledujicim krokem ligace adaptéri mozno vzorek uchovat, nejlépe pouze pies noc,

Vv chladniéce pii teploté 4 °C a dal$i den pokracovat v experimentu.

2.2.2 Ligace adaptérii a preciSténi knihovny

Material byl pouzit na zaklad¢ standardniho protokolu v kitu Ligation Sequencing Kit
(SQK-LSK110; tab. 1), Oxford Nanopore Technologies. Paklize chceme obohatit DNA
fragmenty delsi nebo rovnajici se 3 kb, pouzijeme Buffer LFB, pro zachovani kratSich délek
se pouziva SFB. Ja jsem pro charakter mého experimentu zvolila LFB. Nejprve jsem

ve zkumavce smichala reagencie
Tabulka 3: Reagencie potiebné na ligaci adaptéri obsazené

v kitu SQK-LSK110 kitu (tab. 3), spolu s AMPure kulickami
Reagencie Objem (ml) | vézajicimi ~ DNA (40  ul)
Vzorek DNA z ptedchoziho kroku 60 a inkubovala po dobu 5 min na hula
Quick T : SEI A Ligase ig rotatoru, prenesla na magneticky
AMX-F 5 stojanek. K promyti kuli¢ek jsem

Celkovy objem 100

pouzila 250 ul LFB, ponechala je
vytvofit peletu a opét odstranila supernatant. PredeSly krok byl jesté¢ jednou zopakovan.
Nasledovalo suSeni vzorku (30 s) a promyti EB (15 pl) s inkubaci v termocykléru (10 min,
37 °C; regenerace dlouhych fragmentil). Po ponechani zkumavky na magnetickém stojanku
a vytvofeni pelety jsem extrakt obsahujici DNA knihovnu pienesla (15 ul) do cisté

zkumavky a zbyly 1 pl jsem pouzila na zméfeni pomoci fluorometru Qubit.

2.3 Sekvenovani na platformé Oxford Nanopore pristrojem MinION
2.3.1 Naneseni vzorku na sekvenaéni bunku
Pouzité materialy
e Flow Cell Priming Kit (obsahuje Flush Buffer [FB] a Flush Tether [FLT])

e B¢&Zné laboratorni vybaveni

Nejprve jsem piipravila tzv. priming mix (30 pl Buffer FLT napipetovano pfimo

do zkumavky FB). V této fazi jsem si pfipravila piistroj MinlON, kdy je pted kazdou
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sekvenaci nutné do pfistroje umistit kompatibilni sekvena¢ni bunku (flowcell) a poznamenat

si jeji typ. K naneseni knihovny je nutné oteviit kryt tzv. priming portu, kam se bude

Tabulka 4:Reagencie potiebné k dokonéeni naneseni smési na ~ Pripravena knihovna nanaset.

sekvenacni desticku obsazené v kitu SQK-LSK110 . ., .
Pipetovanim jsem nanesla 800 pl

Reagencie Objem (ml) | priming mixu do sekvenaéni bunky
SBlI 37,5 res rimin ort V nové

LBII 255 P priming — port.
DNA knihovna 12 zkumavce jsem si  pfipravila
Celkovy objem 75 knihovnu smichanim vyse

zminénych reagencii (tab 4). K dokonceni aktivace sekvenaéni buiiky jsem do priming portu

nanesla dalsich 200 pl priming mixu a do pfislusného vzorkovaciho portu knihovnu (75 pl).

2.3.2 Ovladani sekvenatoru MinlON

Sekvenator MinlON se ovladd nejcastéji z osobniho pocitate prostirednictvim
aplikace MinKNOW (Ip et al. 2015), pomoci které jsem nastavovala parametry sekvenace
aspoustéla ptistroj. Vyhodou tohoto software je moznost monitorovat sekvenacni béh
Vv realném Case a Vv kterémkoli okamziku jej pterusit. Tato alternativa se vyuziva hlavné pii
neuspokojivych vysledcich (maly vytézek nebo kratké sekvence) zaznamenanych béhem
prvnich nékolika hodin procesu. V tom piipadé je optimdlni strategii sekvenacni bch
zastavit, sekvenac¢ni bunku oSetfit promyvacim kitem (EXP-WSHO003 nebo nové&jsim EXP-
WSHO004) a provést naneseni nové knihovny (nebo optimalniho mnozstvi té stavajici).
Beéhem sekvenovani totiz dochazi k postupné degradaci nanopérit a sekvenaéni kapacita
buiiky se tak postupné nevratné sniZzuje; po ca. 72 hodinach sekvena¢niho béhu dochazi
K jejimu Gplnému vycerpani (zadné funkéni nanopoéry). VEasné pieruseni sekvenace tak
umozni vyuZzit nevyCerpanou kapacitu sekvena¢ni buniky pro novy experiment. Diky této
moznosti jsme provedli celkem 16 experimentti (sekvenacnich b&hd) s vyuzitim 8 ks
sekvenacénich bunék, z toho 6 ks typu FLO-MIN106 a 2 ks nové¢jsiho typu FLO-MIN111
(tab. 5).
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Tabulka 5: Prehled jednotlivych sekvenaénich experimenti

Sekv. béh 1D Datum startu| Doba béhu [hh:mm] | Sekv. burika - typ | Sekv. burika - ID Knihovna Kit pro pfipravu lzolat Poznamka
1 Pilot00 20.12.2019 72:00 FLO-MIN106 FAL27071 LIBOO SQK-LSK109 1-0 expired 12/2019
2 Adel01 25.2.2021 48:00 FLO-MIN111 FAP16694 LIBO1 SQK-LSK110 1-1 new
3 Adel02 3.3.2021 52:16 FLO-MIN106 FAL27129 LIBO2 SQK-LSK110 1-1+1-2 expired 12/2019
4 Adel03 5.3.2021 69:12 FLO-MIN106 FAL26934 LIBO3 SQK-LSK110 1-4 expired 12/2019
5 Adel04 8.3.2021 67:20 FLO-MIN111 FAP15580 LIBO4 SQK-LSK110 1-5+1-6 new
6 Adel05 11.3.2021 14:24 FLO-MIN106 FAL27129 LIBOS SQK-LSK110 2-5 washed
7 Adel06 12.3.2021 72:01 FLO-MIN106 FAL27129 LIBOS - restart SQK-LSK110 2-5 restarted
8 Adel07 19.3.2021 24:06 FLO-MIN106 FAP33242 LIBO6 SQK-LSK110 2-5 new
9 Adel08 20.3.2021 27:21 FLO-MIN106 FAP33242 LIBOG - restart SQK-LSK110 2-5 restarted
10 Adel09 21.3.2021 16:41 FLO-MIN106 FAP51522 LIBO7 SQK-LSK110 2-3 new
11 Adel10 22.3.2021 20:17 FLO-MIN106 FAP51522 LIBO8 SQK-LSK110 2-11 washed
12 Adel11 23.3.2021 49:26 FLO-MIN106 FAP33242 LIBOS SQK-LSK110 2-4 washed
13 Adel12 25.3.2021 19:24 FLO-MIN106 FAP54211 LIBOS SQK-LSK110 2-4 new
14 Adel13 26.3.2021 2:48 FLO-MIN106 FAP54211 LIB10O SQK-LSK110 2-11 washed
15 Adel14 26.3.2021 66:21 FLO-MIN106 FAP54211 LIB10+LIB11 SQK-LSK110 2-11 no wash, library added
16 Adel15 29.3.2021 23:26 FLO-MIN111 FAP15580 LiB11 SQK-LSK110 2-11 washed
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2.4 Bioinformaticka analyza

Zpracovani sekvenacnich dat bylo vzhledem k jejich objemu a naro¢nosti analyz
provadéno v prosttedi Ceské Narodni  Gridové Infrastruktury — Metacentrum
(https://www.metacentrum.cz/cs/), jehoz kapacita je pfistupna zdarma vSem akademickym
pracovnikim a studentim ¢lend sdruzeni CESNET (https://www.cesnet.cz/). Veskeré

operace a analyzy byly provadény v operac¢nim systému Linux.

2.4.1 Basecalling

Primérni data ze sekvendtoru Nanopore MinlON ve formatu FASTS zahrnujici
zaznamy elektrickych charakteristik jednotlivych fragmenti DNA byly pievadény
do podoby sekvenci ve formatu FAST5 v procesu zvaném basecalling s pouzitim programu
Guppy v4.4.1. Format FASTQ obsahuje mimo vlastni sekvence jednotlivych bazi (A, C, G,
T) pro kazdou pievedenou bazi i vyjadieni kvalitativniho skore (Q-score), které vyjadiuje
pravdépodobnost, s jakou byla kazda jednotliva baze osekvenovana. Béhem tohoto procesu
byly odfiltrovany sekvence s Q-score mensim nez 7, coz odpovida pravdépodobnosti

spravného precteni baze ca. 80 %. Program byl spoustén s nasledujicimi parametry:

guppy basecaller \
-1 nanopore runs/AdelOl/fast5 \
-s basecalling results/AdelOl \
-c dna r9.4.1 450bps hac.cfg \
--gscore filtering --min gscore 7 \

vétSina ostatnich parametrt se tykad nastaveni grafické karty

-x 'auto' -g 0 --compress_ fastqg \
--calib detect --chunk size 1000 --num callers 2 --chunks per runner 300\
--chunks per caller 1000 --gpu runners per device 4
# -1,-s = soubory vstupnich a vystupnich dat v&etné cesty
# -c = konfigurac¢ni soubor definujici typ sekvenac¢ni bunky, kit pro
# pripravu knihovny a model pro basecalling (hac = model High
# Accuracy)
# —--gscore filtering = zapnuti procesu filtrovéni na zé&kladé Q-skoére
# --min gscore 7 = minimalni poZadované skére
#
#

optimalizovaného pro analyzu na vypocetnich strojich v Metacentru

Vzhledem k vypocetni naro€nosti procesu, ktery je zaloZen na neuronovych sitich a vyuziva

grafické procesory, byl basecalling provadén zvlast pro data z kazdého sekvenacniho
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experimentu (pfipadné byla v nékterych piipadech data z experimentu jesté dale rozdélena

na n¢kolik ¢asti).

2.4.2 Uprava a filtrace ziskanych dat
Vystupni soubory z jednotlivych sekvenacnich béht (obsahujici sekvence ve formatu
FASTQ) byly v ptipadé rozdéleni na nékolik ¢asti slou¢eny do jediného souboru linuxovym

ptikazem cat.

K vyhodnoceni hlavnich technickych parametrit vystupnich soubord byl pouzit
softwarovy balik Seqkit (Shen et al. 2016) pro analyzu a upravu genomovych dat. Zakladni
statistiky (N50, pocet sekvenci, poCet bazi atd.) byly zjistény prostiednictvim ptikazu:

segkit stats -a *.fastg.gz

Soucasti ziskanych sekvenci DNA jsou i sekvence tzv. adaptér, coz jsou useky technické
DNA nezbytné pro priib¢h sekvenaéniho procesu a pripojené k templatu v prubéhu piipravy
DNA knihovny. Nékteré asemblery (programy pro sestaveni genomu) véetné mnou
pouzivaného programu Flye zajisti v prvnich krocich analyz jejich automatickou detekci
a odstranéni. Alternativni cestou je jejich odstranéni prostfednictvim specializovanych
programu jest¢ pred vlastnim procesem sestaveni genomu. Tuto cestu jsem zvolila i ja a to
Z nasledujicich divoda: 1) Parametry pro nalezeni sekvence adaptéru (napt. jak dlouhé
useky koncli sekvenci prochézet, jaké sekvence hledat a sjakou podobnosti) a jejich
odstranéni je mozné piesné¢ a podrobné definovat a zvolit pfisnéjs§i podminky neZ nabizi
asembler (tj. vzhledem k vysoké chybovosti ¢teni na platformé Nanopore odstranit i méné
podobné sekvence); 2) Jednim ze znamych artefakti Nanopore sekvenovani je tvorba tzv.
chimerickych sekvenci DNA vzniklych spojenim dvou riznych fragmenti DNA a jejich
osekvenovani coby fragmentu jediného. Tyto chiméry se ale daji ve vétSiné ptipadl odhalit
diky ptitomnosti adaptéru uprostied ziskané sekvence a specializované programy umoziuji
vV tom pfipad€ adaptér odstranit a sekvenci v tomto misté rozdélit na dvé (nedochézi tak

ke ztraté prectenych dat).

Pro odstranéni adaptéru jsem pouzivala program Porechop

(https://github.com/rrwick/Porechop) spoustény s nasledujicimi parametry:

porechop-runner.py \
-1 AdelOl hac7.fastg.gz \
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-0 AdelOl hac7 trim.fastqg.gz \
--format fastg.gz \

--end _size 200 \

--end_ threshold 60

-i,-0 = nazev vstupniho a vystupniho souboru

--format = pouzZivany datovy format

-—end _size = délka tuUseku (v bazich), ve kterém bude na zacatku a konci
sekvence adaptér hledéan

--end threshold = min. percentudlni podobnost sekvence, aby byla
povazovana za adaptér

odstranéni adaptért uprostred sekvence a Jjejl rozdéleni na dvé je

H H= FH FH H= H FH H

zajisténo v defaultnim nastaveni

Soubory se sekvencemi zjednotlivych experimenti byly po odstranéni adaptért
spojeny do jediného datasetu pomoci linuxového piikazu cat. Vzhledem ke skuteénosti,
ze jednotlivé sekvenacéni béhy poskytly v zavislosti na zdatilosti experimentu sekvence rizné
kvality (tj. predevSim rtzné pramérné délky N50) a tato heterogenita by neumoznila
porovnavat vysledna asembly ziskana z jednotlivych ¢asti datasetu (viz dale), bylo poradi

sekvenci ve slou¢eném souboru zndhodnéno pomoci programu Seqkit:

seqgkit shuffle all trim.fastqg.gz > all trim random.fastqg.gz

2.4.3 Sestavovani genomu z rizné velkych dataseti

Mimo vlastniho sestaveni kvalitniho genomu cichlidy druhu C. semifasciata bylo
dalS$im cilem moji prace i zkoumani vlivu velikosti vstupnich dat na kvalitu sestaveného
genomu. Z datasetu s odstranénymi adaptéry jsem odfiltrovala sekvence krats$i nez 1000 bazi

(pro sestavovani genomu neuZitecné, pouze zvysuji vypocetni naroky) pomoci programu

Seqkit:

segkit seq -m 1000 -w 0 all trim random.fastq.gz > \

all trim random minl000.fastqg.gz

# -m = minim&dlni délka filtrovanych sekvenci
# -w 0 = kazda sekvence bude v souboru umisténa na jedinou tradku bez

# zalamovani na urc¢itou definovanou S$irku

Vysledny objem sekvenacnich dat ¢inil po odstranéni adaptérti a odfiltrovani kratkych
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sekvenci celkem ca. 86.5 Gb; vzhledem k ptedpokladané velikosti genomu C. semifasciata

ca. 850-900 Mb jsme tak celkem studovany genom osekvenovali v praméru stokrat (tzv.

hloubka ¢teni = 100x).

Pro zkoumani zavislosti kvality sestaveného genomu na objemu vstupnich dat jsme
celkovy dataset rozdélili jednoduchym “odkrajovanim” rtizné¢ velkych ¢asti vzdy od zacatku
datasetu prostfednictvim linuxového piikazu head. Ziskali jsme tak deset rizné velkych

datasetl odpovidajicich hloubce ¢teni 10x, 20x, 30X ... 100x.

Pro vlastni sestavovani genomu jsem pouzila program Flye (Kolmogorov et al.
2020), coz je de novo asembler uréeny pro vytvareni genomu z dlouhych neamplifikovanych
sekvenci s vysokou chybovosti (tj. sekvenci ziskanych z TGS platforem Oxford Nanopore a
Pacific Biosciences). Vybér asembleru byl proveden na zaklad¢ vysledkd tymové kolegyné
D. Kotalové, ktera se mj. zabyva porovndnim jednotlivych asemblerti pro dlouhé sekvence;
program Flye v tomto srovnani nabizel nejkvalitngjsi sestavené genomy z hlediska délky
sestavenych scaffoldi (N50) i kompletnosti genomu (BUSCO), a navic oproti jinym
programiim vyZaduje nejmensi vypocetni zdroje (hlavné procesorovy cas, misto na disku

a velikost operacni paméti).

Asembler Flye byl spoustén s nésledujicimi parametry:

flye --nano-raw all trim minl000 random coveragelO.fastg.gz \
--out-dir assembly coveragelO repl \

—-—-threads 16 --iterations 1

--nano-raw = vstupni data z platformy Nanopore, data pouzita bez
predbéZného ¢isténi (odstranéni sekvenacénich chyb)

--out-dir = ndzev adresdfe pro ulozZeni vysledkul

--iterations 1 = asembler provede jedenkrat rovnéz vycisténi (tzv.

#

#

#

# —--threads = pocet CPU pouzitych pro vypocet

#

# polishing) vysledné sestavy genomu; proces ¢isténi je mozZné iterativné
#

opakovat

Vzhledem ktomu, ze proces sestavovani genomu je z¢asti ovlivnén nahodnymi faktory
(napt. volba potadi sekvenci pro zapojeni do sestavy), vysledna asembly vytvarena
ze stejnych datasetli se 1 pfi pouziti stejnych programovych parametrti li§i. Proto bylo

sestaveni genomu provedeno celkem tfikrat pro kazdy dataset.

21



2.4.4 Zhodnoceni ziskanych genomovych assembly

Kvalita ziskanych sestav genomil byla zhodnocena jednak z technického hlediska,
t]. predevsim jaka byla délka a pocet vyslednych scaffoldi, a dale z hlediska kompletnosti
genomu posuzované na zakladé vyhledavani univerzalnich ortolognich gent programovym

prostiedkem BUSCO.

Technické statistiky kazdé sestavy genomu (N50, primérna délka, pocet sekvenci,

mnozstvi gapt ad.) byly ziskany pomoci programu Segkit:

segkit stats -a *.fastqg.gz

Analyza kompletnosti genomu prostfednictvim BUSCO byla spousténa piikazem:

busco -i assembly coveragel(O repl.fas \
-1 actinopterygii odbl0 \
-0 busco_covl0 repl \
-m genome

Kompletnost byla odhadovdna na zakladé¢ porovnani s databazi ortolognich geni

univerzalnich pro tfidu paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) obsahujici celkem 3640 gentl.
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3 Vysledky

3.1 Sekvenovani a uprava ziskanych dat

Ze¢ dvou opakovanych odbéri krve ze zvoleného exemplare cichlidy C. semifasciata
jsem extrahovala dostate¢né mnozstvi DNA pro veskeré sekvenacni experimenty. Celkem
jsem provedla 16 izolaci a vysledna koncentrace DNA se pohybovala mezi 35 a 240 ng/ul.
Kvalita extrahované DNA byla odhadnuta prostfednictvim elektroforézy na agar6zovém
gelu. U Sesti vzorkd jsem zaznamenala vyznamnou degradaci (fragmentaci) DNA, a proto
jsem je vyiadila z dal$iho zpracovani. Zbyvajicich 10 vzorkd vykazovalo vysokou kvalitu
(kompaktni Gzky prouzek na gelu) a hruby odhad primérné délky ziskanych fragmentit DNA
se u nich pohyboval mezi 20 a 40 kb. Tyto izolaty jsem pouzila pro pfipravu celkem
12 sekvenaénich knihoven s vyuzitim ligacnich kitd Nanopore SQK-LSK109 a SQK-
LSK110.

Celkem jsem provedla 16 sekvenacnich experimentl (sekvenacnich b&éhti) na pristroji
Nanopore MinlON; jednotlivé experimenty se li§ily hlavné pouzitou knihovnou, typem
sekvenacni buiiky a jeji kapacitou (n¢které byly pouzity opakovan¢) a délkou sekvenacniho
béhu (tab. 6). Tabelované udaje (N50, pocet ziskanych sekvenci a bazi) jsou zalozené
na odhadu ziskaném tzv. rychlym basecallingem; ovladaci program sekvenatoru MinKNOW
ve spojeni simplementovanym basecallerem Guppy totiZ nabizi moznost basecallingu

Vv rychlém modu (model Fast) online jiz v prab&éhu sekvenace.

Tabulka 6: Pfehled vysledkl sekvena¢nich b&éht

Sekv. béh ID Celkovy vytézek [Gb] | Pocet sekvenci | N50 [b]
1 Pilot00 14,53 12 050 000 1090
2 Adel01 3,53 526 860 | 18400
3 Adel02 11,27 1680000 | 19600
4 Adel03 21,18 14580000 | 6600
5 Adel04 5,88 4 390 000 3660
6 Adel05 4,23 588370 | 15840
7 Adel06 1,71 248 350 | 14500
8 Adel07 9,57 1400000 [ 16930
9 Adel08 3,13 503430 | 14370
10 Adel09 9,36 4 040 000 4380
11 Adel10 3,12 492 870 | 28190
12 Adelll 7,05 1100000 | 17010
13 Adel12 5,67 732790 | 19250
14 Adel13 0,26 28560 | 20800
15 Adel14 0,63 57950 | 21970
16 Adel15 1,75 194300 | 16190
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Tyto ptedbézné vysledky slouzi hlavné pro analytické ucely — diky jejich vyhodnoceni
mohou byt online upraveny parametry sekvena¢niho béhu nebo experiment preruSen.
Celkem bylo na zaklad¢ téchto dat osekvenovano 42.6 mil. fragmenti DNA obsahujicich

102.9 mld. bazi.

Finélni basecalling byl provadén v programu Guppy s modelem ,,High Accuracy®.
V této fazi jsme datovy soubor taktéz rozsifili o sekvenacni data ziskana ze stejného jedince
a na stejném typu sekvenatoru u komercni firmy SeqMe v roce 2019 (jeden sekvenacni béh,
ca. 1.1 mil. sekvenci obsahujicich 10.2 mld. bazi). Po basecallingu a odstranéni adaptért
obsahoval datovy soubor celkem 40.5 mil. sekvenci a 97.7 mld. bazi (N50 = 12.1 kb),
po odfiltrovani sekvenci kratSich nez 1000 bazi pak 13.5 mil. sekvenci a 86.5 mld. bazi (N50
= 14.9 kb). Pfed vytvorenim deseti finalnich datasetd (pro hloubku ¢teni 10x, 20x, ... 100x)
bylo provedeno znahodnéni pofadi sekvenci a jeho vysledek zkontrolovan graficky

v programu MS Excel (vzorkovana kazda 1000. sekvence; obr. 6).

Délka sekvence (baze)

mimwuwwwm

Délka sekvence (baze)

y c 13455,

Délka sekvence (baze)

13455,

Poradi sekvence v souboru

Obrazek 6: Délka sekvenci v datovych souborech, zobrazena kazda tisici sekvence. Ptipad a) predstavuje dataset po
provedeni basecallingu a po odstranéni adaptéri, b) tentyz dataset po odfiltrovani sekvenci krat$ich neZ tisic bazi; c)
kompletni dataset se zndhodnénym potadim sekvenci.
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3.2 Sestavovani genomi asemblerem Flye a jejich zhodnoceni

Pro kazdy z deseti dataseti jsem provedla celkem tfikrat sestaveni genomu
v asembleru Flye vcetné¢ jednoho nasledného precisténi (polishing) ziskané sestavy
vestavénym programem Minimap (Li 2018). V zavislosti na objemu vstupnich dat
a pridéleném vypocetnim stroji v akademické siti Metacentrum trvalo jedno sestaveni

genomu jeden az Ctyfi dny.

Ziskana asembly obsahovala 1302 az 1841 sestavenych sekvenci (scaffoldd
a contigl) s maximalni délkou 10.2 az 32.1 Mb, celkova velikost genomu se pohybovala
v rozmezi 797.0 az 806.7 Mb a délka sekvenci vyjadiena metrikou N50 byla 2.1 az 12.3 Mb
(tab. 7).

Kompletnost genomt posouzena prostfednictvim vyhledavani 3640 ortolognich genti

z databaze BUSCO pro tfidu Actinopterygii se pohybovala v rozmezi 91,8 az 96.7 %
(tab. 7).

Porovndme-li vysledna asembly v zavislosti na objemu vstupnich dat, zjistime
ze vV rozmezi hloubky c¢teni 10x az 40x technicka kvalita sestav reprezentovana metrikou
N50 vyznamné roste (prodluzuje se primérna i maximalni délka scaffoldl), v rozmezi 50x
az 100x uz ale zjevn¢ doslo k saturaci dostatecné velkym pokrytim a kvalita genomu kolisa
(n€kdy i velmi vyznamng), pravdépodobné vlivem nahodnych faktord (obr. 7). Rovnéz jsem
zaznamenala kolisani kvality mezi jednotlivymi asembly pro stejny dataset (nejvyznamné;ji
Vv piipadé pokryti 70x, 40x, 80x a 50x; obr. 7). Podobnou zavislost vykazuje i kompletnost
genomu BUSCO, kterd nejprve strmé roste az po pokryti 40x a nasledné slabé kolisa.
V tomto piipadé jsou ale rozdily ve stanovené kompletnosti pro opakovana asembly téhoz

datasetu minimalni (obr. 8).
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Tabulka 7: Vysledna asembly pro jednotlivé datasety

Sestava genomu |Coverage| N50[b] |Kompletnost|Pocet sekvenci|Celkova délka [b]| Primérna délka [b] | Max. délka [b]|Pocet gapt
flye_cov10_repl.fas 10 2 154 245 91,8% 1814 797 034 637 439 380 10183 263 4100
flye_cov10_rep2.fas 10 2146 191 91,8% 1822 797 243 396 437 565 10 183 230 4100
flye_cov10_rep3.fas 10 2154 760 91,8% 1841 797 239 137 433 047 10 186 047 4100
flye_cov20_repl.fas 20 7471963 95,8% 1543 801 224742 519 264 27 185 656 4200
flye_cov20_rep2.fas 20 7014 117 95,6% 1552 801072675 516 155 27 693 467 4100
flye_cov20_rep3.fas 20 7 446 699 95,7% 1540 801518424 520 467 25968 678 4100
flye_cov30_repl.fas 30 7 601276 96,4% 1560 804 001 773 515 386 27 709 516 4300
flye_cov30_rep2.fas 30 7 599 554 96,4% 1552 803 590 768 517778 27 708 464 4900
flye_cov30_rep3.fas 30 7 488 884 96,4% 1575 803 673 925 510 269 27 683 906 4500
flye_cov40_repl.fas 40 7 966 696 96,7% 1607 803 668 395 500 105 31371307 3300
flye_cov40_rep2.fas 40 9 839 883 96,7% 1657 803 626 013 484 989 31394 988 3400
flye_cov40_rep3.fas 40 9354 322 96,7% 1597 803 086 111 502 872 31395638 3700
flye_cov50_repl.fas 50 9068 141 96,5% 1529 805 484 092 526 805 24 053 513 3300
flye_cov50_rep2.fas 50 10 084 633 96,5% 1547 805 268 129 520535 24 053 527 3400
flye_cov50_rep3.fas 50 9363 819 96,6% 1542 804 436 600 521 684 26 843 367 3100
flye_cov60_repl.fas 60 7 752198 96,4% 1343 804 249 057 598 845 25616 789 3300
flye_cov60_rep2.fas 60 7 541 353 96,4% 1365 804 838 023 589 625 26 785 982 3400
flye_cov60_rep3.fas 60 7 496 068 96,5% 1344 804 823 645 598 827 25628 439 3300
flye_cov70_repl.fas 70 12 306 868 96,6% 1375 805 877 042 586 092 29121771 3200
flye_cov70_rep2.fas 70 9562 327 96,6% 1391 805961 543 579412 29111381 3200
flye_cov70_rep3.fas 70 10084 514 96,6% 1355 805 867 489 594 736 29092 656 3400
flye_cov80_repl.fas 80 12 069 785 96,6% 1303 806 691 148 619 103 32105741 2900
flye_cov80_rep2.fas 80 12 006 414 96,6% 1302 806 480 162 619416 28349418 3000
flye_cov80_rep3.fas 80 10 655 181 96,6% 1325 805988 795 608 293 26 682 950 2 800
flye_cov90_repl.fas 90 9194 033 96,2% 1381 806 078 189 583 692 31452 975 3 000
flye_cov90_rep2.fas 90 8616 285 96,2% 1396 805490 074 576 999 26 685417 3200
flye_cov90_rep3.fas 90 9087 745 96,3% 1388 806 288 880 580900 26980 723 3200

flye_cov100_repl.fas 100 8980 240 96,6% 1360 805241104 592 089 28 035310 3000
flye_cov100_rep2.fas 100 8576 802 96,6% 1352 806 272 141 596 355 28 046 705 2700
flye_cov100_rep3.fas 100 8576 890 96,6% 1367 806 421 366 589921 27 569 165 2700
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Obrazek 7: Zavislost délky sekvenci na hloubce sekvenovani
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4 Diskuse

Bouflivy vyvoj v oblasti sekvenac¢nich technologii, jehoz jsme v posledni dobé¢
svédky umoznuje biologiim feSit nové a stale slozit€jsi ulohy, navic s vynaloZzenim stale
nizsich nakladt. Zatimco jes$t¢ na zaCatku tohoto stoleti bylo osekvenovani nezndmého
zivocisného nebo rostlinného genomu vétSinou predmétem mnohaletého usili nékolika
védeckych tymi a podminéné shromazdénim astronomickych finanénich prosttedka (Anon.
2004), snastupem novych platforem masivné paralelniho sekvenovani (MPS)
a bioinformatickych technologii se vytvoreni zakladniho asembly stfedn¢ velkého genomu
stalo v podstaté rutinni zalezitosti. V dnesni dob¢ tak mohou i mensi védecké tymy vytvofit,
zpracovat a vyuzit celogenomova data pro feSeni svych vyzkumnych otazek. Zatimco druha
generace MPS, charakteristickd produkovanim kratkych sekvenci DNA (max. né€kolik set
bazi), umoznovala v nemodifikované formé ,,pouze“ rychle a levné resekvenovat jedince
druhd sjiz pfeétenym genomem, tfeti generace sekvenatord vyznamné posouva obor
celogenomového sekvenovani do difive neprobadanych oblasti. Sekvenatory platforem
Oxford Nanopore a Pacific Biosciences umozZiiujici souvislé ¢teni sekvenci o délce bézné
statisict a v n¢kterych ptipadech dokonce az nékolika milioni bézi, a to konkrétné 2 272 580
bazi (https://nanoporetech.com/). nabizeji nastroj pro ,,rozlusténi® téch nejkomplexnéjsich

oblasti genomil jako jsou napf. Gseky repetetivni DNA (Collins et al. 2003; Anon. 2004).

V piipadé¢ sekvenovani referenéniho genomu cichlidy jihoamerického rodu
Crenicichla nezbytného pro na$ vyzkumny projekt zabyvajici se studiem mechanismi
paralelni diverzifikace dvou druhovych hejn tohoto rodu z povodi Rio de la Plata (Pialek et
al. 2012; Burress et al. 2022) se tak sekvenovani na platformé Nanopore pfirozené stalo nasi
prvni volbou. Cena nejmensiho ze systémiu této platformy, pfistroje MinlON, je ve srovnani
S ostatnimi existujicimi platformami az neuvétitelné nizka (ca. 1000 USD, v ptipadé ndkupu
vétsiho mnozstvi sekvenacnich kitli i méné, https://nanoporetech.com/) a jeho pofizeni je tak
mozné i Z rozpoctu téch nejmensich projektld bez nutnosti shanéni a schvalovani investi¢nich
prostredkid. Jako nejmensi sekvenator platformy nabizi ale pfistroj i nejmensi sekvenacni
kapacitu, v soucasnosti primérné 10 Gb na jednu sekvenacni buniku typu FLO-MIN106/111,
coz pii sekvenovani stfedné velkého genomu (v piipadé cichlidy ca. 1 Gb) znamena nutnost
provést vice nez jeden sekvenacni béh (https://nanoporetech.com/). Do jaké hloubky je ale
potieba sekvenovat, abychom mohli ze ziskanych sekvenci sestavit kvalitni genom? Obecné
plati, ze kvalita vysledného asembly roste s mnozstvim osekvenovanych bazi a vétsi

mnozstvi sekvenci znamend 1 Sanci detekovat vét§i mnozstvi hodnovérnych oblasti jejich
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prekryvu, coz vede K prodlouzeni vyslednych scaffoldt a contigii. Je potieba ale vzit v potaz
I nezanedbatelné finan¢ni naklady, pfedev§im cenu spotiebniho materidlu pro sekvenovani
(sekvenacni bunky, kity pro izolaci HMW DNA, kity pro upravu DNA, kity pro pfipravu
knihovny a doprovodné chemikalie a plasty), ktera ¢ini ca. 1200 az 1500 USD na jeden
experiment. Rovnéz stale je$té podcenované naklady na bioinformatické zpracovani
aulozeni dat s vétSim poctem experimentii vyrazné stoupaji; navic vypocetni Cas vétSiny
analyz roste s objemem vstupnich dat strméji nez linedrn€. Pocet sekvenacnich béhu
je tak pti sekvenovani genomu de novo zcela jist¢ potieba optimalizovat. Proto jsem
si stanovila jako dalsi cil mé bakaiské prace, mimo vytvofeni kvalitniho asembly
referen¢niho genomu, zjiSténi zavislosti kvality ziskaného asembly na objemu vstupnich
sekvenacnich dat (Ouzounis and Valencia 2003; Wang et al. 2021; Wee et al. 2019; Pereira
et al. 2020; Wang et al. 2020).

Ze vsech sekvenaénich experimenti provedenych v na$i laboratofi (plus jednoho
sekvenovani téhoz vzorku u komeréni firmy) jsem po zakladni upravé a filtraci dat ziskala
soubor sekvenci s maximalni délkou 387 kb a N50 ca. 14.9 kb. Celkovy pocet
osekvenovanych bazi ¢inil téméf 87 Gb a predstavoval tak pfiblizné 100x velikost
analyzované¢ho genomu. Vysledné asembly sestavené v programu Flye vykazovalo
po technické strance velmi uspokojivé parametry, nejzdarilejsi sestava se skladala z 1375
scaffolda (>1000 bazi), nejdelsi scaffold obsahoval 29.1 Mb a N50=12.3 Mb (Tab.).
Vezmeme-li do uvahy, Ze pocet chromozoému je u studovaného druhu C. semifasciata
46 (Feldberg a Bertollo 1985), tedy 24 par, a pfi sestavovani genomu dochazi ke tvorbé
haploidniho konsensu, tak pii odhadované velikosti genomu 850 Mb je hypoteticka
prumérna délka jednoho chromozému ca. 35.4 Mb. Muzeme tedy fici, ze nejdelsi scaffoldy

naseho asembly velikostné odpovidaji vyznamnym ¢astem celych chromozéomai.

Pii sestavovani genomu jsme se snazili v co nejvétsi moZné mife zabranit
arteficialnimu spojovani nesouvisejicich useki genomu (konzervativni volbou parametrii
pfislusnych programi, striktnim odstraiiovanim sekvenci podobnych adaptériim atd.). Piesto
je potieba technické vyhodnoceni jednotlivych asembly z hlediska délkovych metrik brat
s urCitou rezervou, nebot’ se nejedna o kontrolu spravnosti jejich sestaveni. Vyjimku tvofi
mitochondrialni genom, jehoz sekvenci lze i u neznamého organismu pomérné snadno
zkontrolovat (u nasSich sestav s pozitivnim vysledkem; L. Pialek pers. comm.), ale vzhledem
k jeho nepatrné délce ca. 17 kb nelze z uspéSného sestaveni vyvozovat zadné zavery.
Vhodnéjsi predstavu o kvalité vysledné sestavy z biologického hlediska proto nabizi nastroj

BUSCO analyzujici pfitomnost ortolognich genti univerzalnich pro urcitou linii organismu
29



(Seppey et al. 2019; Simao et al. 2015). V nasem pfipad¢ databaze pro tiidu
paprskoploutvych ryb obsahovala 3640 ortolognich geniti a zjisténa kompletnost sestavenych
genomui dosahovala 96.7 % (tab. 7). Tyto hodnoty jsou piekvapivé vysoké, nebot’ nase
sestavy vznikly pouze na zakladé dlouhych sekvenci z platformy Nanopore vyznacujici
se vysokou chybovosti (navic hodnota 100 % je pravdépodobné nedosazitelnd vzhledem
k mozné ztraté/prevzeti funkce jinym genem v evoluci pfislusného organismu). Pro srovnani
jsem analyzovala kompletnost rovnéz u publikovaného a anotovaného genomu africké
cichlidy  Oreochromis niloticus  (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/;  txid8128
[Organism:exp]), ktery je bezesporu jednim z velmi kvalitnich zvefejnénych genomu

nemodelovych organismt a vysledna kompletnost byla jen nepatrné€ vyssi, 98.6 %.

Zajimavé zjisténi pfineslo zkoumani vlivu objemu vstupnich sekvenacnich dat
na kvalitu sestaveného genomu. Jak technickd kvalita, tak kompletnost genomu nejprve
strm¢ rostla az do velikosti datasetu odpovidajicimu hloubce ¢teni ca 40x (tab. 7), pti dalsim
zvétSovani datasetu nad 50x ale dochazelo ke stagnaci a kolisani sledovanych parametri
(v ptipadé N50 i velmi vyznamnému) mezi genomy sestavenymi z jednotlivych datasetl
(obr. 7 a obr. 8). Z praktického hlediska se tak jevi uzite¢né sekvenovat kvalitativné podobné
izolaty DNA na platformé Nanopore pouze do hloubky ca. 60x. K dalsimu zlepseni kvality
vysledného asembly vedou patrné€ jiné cesty, napf. izolace vyznamné delSich fragmenti
DNA s pouzitim specialnich technik nebo tzv. hybridni asemblovani, pfi kterém jsou
kombinovana data ze dvou a vice riznych sekvena¢nich platforem (Tanaka et al. 2020;
Wallberg et al. 2019; Ma et al. 2019). V ptipadé sekvenci Nanopore se jako vhodné ke
kombinovani jevi napt. kratké a ptesné (a relativné velmi levné) sekvence z platformy druhé

generace [llumina, coz dokazuji i pfedbézné vysledky moji tymové kolegyné D. Kotalové.
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5 Zavér

V predkladané praci bylo nutné k vyfeSeni evolucni otazky tykajici se dvou
nepiibuznych druhovych hejn rodu Crenicichla vytvoieni referenéniho genomu, ktery
se podafilo sestavit. Vyhodnotila jsem také vliv objemu vstupnich sekvenci na kvalitu
vytvarenych sestav genomu a navrhla hloubku sekvenace. Ve své magisterské praci bych se
chtéla zaméfit na sekvenaci transkriptomu stejného jedince s cilem zdokonalit a anotovat

sestaveny genom.
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