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ABSTRAKT

Rozvoj v oblasti sekvenacnich technologii umoznil studovat organizaci a strukturu
genomd, sestavovat celogenomové sekvence organizmu charakteristickych velkym obsahem
DNA a identifikovat jednonukleotidové mutace. V dneSni dobé muzeme sekvenacni
technologie rozd¢lit do tfi generaci dle jejich povahy a vystupu, ktery poskytuji, pfi¢emz tu
nejnovejsi treti generaci predstavuji metody, které umoznuji sekvenovani dlouhych molekul.
Hlavni ptfednosti sekvenacnich technologii tfeti generace je skuteCnost, ze poskytuji Cteni
dlouha az nékolik desitek kilobazi. Mezi metody tfeti generace patii sekvenacni metoda od
spole¢nosti PacBio — ,,Sekvenovani jedné molekuly v redlném case (SMRT) a Oxford

Nanopore sekvenovani od spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies (ONT).

Metoda ONT je zaloZena na technologii nanoporti a obecné lze konstatovat, Ze
produkuje sekvenaéni ¢teni, ktera jsou v priméru dlouha 25-50 kb, s frakci ¢teni dlouhych az
nékolik stovek bazi. ONT sekvenaéni data maji Siroké uplatnéni, ale nejrozsifenéjsi je jejich
vyuziti pro de novo sestavovani genomu a pro determinaci dlouhych repetitivnich oblasti.
Dulezitym krokem vedoucim k ziskani dlouhych ¢teni je izolace kvalitni vysokomolekularni
DNA. Neékteré rostlinné druhy obsahuji vysoké mnozstvi polysacharidii nebo rozli€nych
sekundarnich metabolitl a izolace vysokomolekularni DNA je tak obtizna.

Cilem této bakalarské prace byla izolace vysokomolekularni DNA z cizrny berani
(Cicer arietinum), ktera se vyznacuje vyssi pritomnosti polysacharidi. Izolace byla provedena
pomoci dvou pfistupt, za pouziti komeréné dostupného kitu a klasickou metodou zaloZenou na
CTAB nebo MATAB izolaci. Izolace bunécnych jader cizrny nasledovand izolaci
vysokomolekularni DNA pomoci komeréné dostupného kitu (Nanobind Plant Nuclei Big DNA
Kit) se ukazala jako neuspés$nd, kdy po deproteinaci jader nedoSlo k navazani DNA na
magnetické disky. Uspésna byla izolace DNA pomoci klasického pfistupu zalozeného na
izolact DNA pomoci CTAB metody. Metoda byla provadéna za pouziti
lyofilizovaného/Cerstvého rostlinného materidlu a byly testovany riizné druhy pufri. DNA
1zolovana z Cerstvého vstupniho materialu byla kvalitnéjs$i a vSechny pufry vedly k ziskani
DNA o téméf stejné velikosti. Ziskané fragmenty mély délku ~ 48-194 kb. K sekvenovani byly
vybrany vzorky izolované ze dvou genotypu cizrny, které byly izolovany z ¢erstvého vstupniho
materialu za pouziti pufru MATAB. Ackoliv sekvenovani probihalo na pritokovych
komiirkach, které na zacatku obsahovaly pouze cca 800 aktivnich nanopérti, podatilo se ovéfit,
ze DNA meéla dostatecnou kvalitu a pfi sekvenovani nedochazelo k rychlé degradaci/ucpavani
nanop6ru. Také se podafilo ziskat sekvence s délkou ¢teni N50 ~ 14-17 kb, kdy nejdelsi
prectené sekvence mély délku ~ 112-559 kb.
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SUMMARY

The development in the field of sequencing technologies has made it possible to study
the organization and structure of genomes, assemble whole-genome sequences of organisms
characteristic for large content of DNA, and identify single-nucleotide mutations. Nowadays,
sequencing technologies can be divided into three generations according to their nature and the
output they provide, with the latest third generation featuring methods that allow sequencing of
long molecules. The main advantage of third-generation sequencing technologies is that they
provide reading lenghts up to several tens of kilobases long. Third-generation methods include
the PacBio sequencing method — " Single molecule real time sequencing " (SMRT) and Oxford

Nanopore sequencing from Oxford Nanopore Technologies (ONT).

The ONT method is based on the nanopore technology and generally produces
sequencing read lenghts that are on average 25-50 kb long, with read lenghts fractions up to
several hundred bases long. ONT sequencing data are widely used, but most widely used for de
novo genome assemblies and for determining long repetitive regions. An important step in
obtaining long reads is the isolation of high-quality, high-molecular weight DNA. Some plant
species contain high levels of polysaccharides or diverse secondary metabolites, and isolating

high-molecular weight DNA is then difficult.

The aim of this bachelor thesis was to isolate high-molecular weight DNA from
chickpea (Cicer arietinum), which is characterised by a higher presence of polysaccharides.
The isolation was done using two approaches, using a commercially available kit and a classic
method based on CTAB or MATAB isolation. The isolation of chickpea cell nuclei followed
by the isolation of high-molecular weight DNA using a commercially available kit (Nanobind
Plant Nuclei Big DNA Kit) proved to be unsuccessful, with no DNA binding to magnetic disks
after deproteination of the nuclei. DNA isolation was successful applying a classical approach
based on DNA isolation using the CTAB method. The method was performed using
lyophilised/fresh plant material and various types of buffers were tested. The DNA isolated
from the fresh input material was of better quality, and all the buffers resulted in DNA of nearly
the same size. The obtained fragments were ~ 48-194 kb in length. For sequencing, samples
isolated from two chickpea genotypes were selected and they were isolated from fresh input
material using the MATAB buffer. Although sequencing took place on flow cells that initially
contained only about 800 active nanopores, it was possible to verify that the DNA was of
sufficient quality and the sequencing did not result in rapid degradation/clogging of the
nanopores. It was able to obtain sequences with a read length N50 ~ 14-17 kb, when the longest

read sequences were ~ 112-559 kb.
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1 Uvod

Rozvoj v genomice nastal diky sekvenacnim technologiim, které se v posledni dob¢
extrémné rozvinuly. Jednd se o metody, které umoziuji urcit piesné potradi nukleotid
v molekule nukleové kyseliny. Sekvenacni technologie se déli do tii generaci dle jejich povahy
a vystupu, ktery poskytuji, pficemz tu nejnovéjsi treti generaci piedstavuji metody, které
umoziuji sekvenovani dlouhych molekul bez jejich ptredeslé amplifikace a jejich hlavni
ptrednosti je, ze poskytuji dlouha ¢teni. Mezi metody tfeti generace patii sekvenacni metoda od
spolecnosti PacBio — ,,Sekvenovani jedné molekuly v redlném case (SMRT) a Oxford

Nanopore sekvenovani od spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies (ONT).

Oxford Nanopore sekvenovani vyuziva k determinaci nukleotidi v fetézci DNA
technologii nanopdr a nevyuziva procesu syntézy DNA. Oxford Nanopore sekvenovani se
diky svym vlastnostem velice ¢asto vyuziva ke zkoumani velkych sekvenaénich zmén jako jsou
inzerce, delece, duplikace, inverze a translokace. Také se diky svym dlouhym ¢tenim, ktera
pteklenou celé¢ zkoumané oblasti, vyuziva k identifikaci struktury a velikosti mnohych
repetitivnich segmentd. DalSim vyuzitim je de novo sestavovani prokaryotickych

a eukaryotickych genomii.

K dosazeni kvalitnich vysledkii pomoci technologii sekvenovani dlouhych molekul
a pro ziskani dlouhych ¢teni je dillezitym krokem izolace kvalitni vysokomolekuldrni DNA,
kterd je u rostlin obtizné izolovatelnd z divodu vysokého obsahu sekundarnich metabolit

rostlinnych bun¢k a také kviili pfitomnosti pevnych bunéénych stén.



2 Cile prace

Vypracovani literarni reserse.

Izolace vysokomolekularni DNA u vybranych rostlinnych druhi.

Ptiprava sekvenacnich knihoven dlouhych fragment a Oxford Nanopore sekvenovani.

Zakladni analyza sekvenacnich dat dostupnymi programy (posouzeni kvality a kvantity

dat).



3 Literarni prehled

3.1 Struktura jadernych genomii rostlin

Rostlinny genom obsahuje veskery geneticky materidl organismu, ktery je uloZen
V jadfe a mimojadernych organelach, v pifipad¢ rostlin v mitochondriich a chloroplastech.
Rostlinné genomy jsou charakteristické vysokou variabilitou z hlediska struktury,
komplexnosti, heterozygotnosti a velikosti genomu. V mnoha ptipadech velikost genomu, tedy
celkovy pocet parti bazi DNA piitomny v jedné kopii haploidniho genomu (1C hodnota),
neodrazi komplexnost rostlin, a to zejména vysSich rostlin. Tento fenomén je zndmy jako
paradox C-hodnoty, nebo diive také jako zahada hodnoty C (Thomas, 1971; Gregory, 2001).
Velikosti jadernych genomi vyssich rostlin se 1i$i vice nez dva tisickrat. Nejvetsi i nejmensi
jaderné genomy byly identifikovany u krytosemennych rostlin. Dosud nejmensi objeveny
genom ma rostlina Genlisea tuberosa (61 Mb) a naopak extrémné velky genom byl objeven
u rostliny Paris japonica (148,852 Mb) (Pellicer et al., 2010; Fleischmann et al., 2014).

Jaderny genom obsahuje koédujici DNA, ktera je reprezentovdna geny a nekodujici
DNA, ktera je z velké ¢asti sloZzena z repetitivnich sekvenci DNA. Pocet kodujicich geni je
relativné podobny u vsSech eukaryot, i kdyz se do uréité miry mize lisit a to predevSim
v souvislosti s polyploidii. Polyploidie (duplikace celého genomu — WGD) je oznadeni pro
ptitomnost nékolika identickych (autopolyploidie) nebo rozdilnych (allopolyploidie) kopii
chromozomovych sad v jednom sloZzeném genomu (Devos et al., 2002). Polyploidie je bézna
predevsim u kvetoucich rostlin a kapradorostd, ale jen vzacné se vyskytuje u nahosemennych
rostlin a mechorostl (Van Straalen et al., 2011). Pti nepfitomnosti polyploidie je repetitivni

DNA bezpochyby hlavni pfi¢inou zodpovédnou za paradox C-hodnoty.

Repetitivni DNA reprezentuji sekvence, které se v genomu opakuji stokrat az tisickrat
a tvori velkou ¢ast vSech genomi (Devos et al., 2002). Z hlediska uspotadani repetitivnich
jednotek se repetitivni DNA déli na dvé kategorie: tandemové repetice a rozptylené mobilni

elementy.

Mobilni elementy zahrnuji predevsim rizné typy DNA transpozonti a retrotranspozontl.
LTR ("long terminal repeat”’) retrotranspozony jsou nejcastéji se vyskytujici elementy ve vétsing
rostlinnych genoml a jsou distribuovany po celych chromozomech. Transponovatelné
elementy mohou indukovat piestavby genomu a to pomoci transpozice, inzerce, delece,
chromozomalnich zlomt a ektopické rekombinace (Bennetzen, 2002). DNA transpozony
mohou slouzit také jako templaty pfi reparaci dvouvlaknovych zlomia (DSB) DNA (Vu et al.,

2015; Schubert a Vu, 2016). Proto maji rostlinné genomy vyvinuty obranny mechanismus
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slouzici k epigenetickému umlceni aktivity transponovatelnych elementi pomoci RNA

interference nebo pomoci methylace DNA (Hollister a Gaut, 2009; Roessler et al., 2018).

Tandemové repetice se vyznacuji uporadanim repetitivnich jednotek tésné za sebou
(v tandemu) a mezi jejich typické zastupce patii tzv. satelitni DNA, ale také napt. mikrosatelity.
Satelitni DNA vytvaii dlouhé oblasti opakujicich se monomernich sekvenci, které se nachézi
piredevsim v centromerickych a telomerickych oblastech, ale mizeme je najit také
v intersticidlnich oblastech chromozomul. Tyto repetice mohou tvofit podstatnou ¢ast
rostlinného genomu (u nékterych druht rostlin vice nez 30 %; Olea europaea, Frittilaria)
a Casto jsou také druhové specifické (Melters et al., 2013; Barghini et al., 2014; Garrido-Ramos,
2015; Kelly et al., 2015). Povahu tandemové repetice maji také geny kodujici ribozomalni RNA
(5S a45S rRNA geny). Oproti transponovatelnym elementim se tandemové repetice nachazeji
na specifickych mistech v genomu, na diskrétnich lokusech chromozomii. Oba lokusy rDNA
slouzi jako uziteéné fylogenetické a cytogenetické markery a zejména 35S rDNA se bézné
pouziva jako model pro zkoumani procesi homogenizace a epigenetické genové regulace

(Kovaiik et al., 2008; Zozomova-Lihova et al., 2014, Navratilova et al. 2022).

3.1.1 Metody studia genomii

Varianty na urovni DNA (v kodujicich a nekodujicich oblastech) sekvenci se pohybuji
V rozmezi zmén jednoho nukleotidu (tzv. SNP, " single nucleotide polymorphism”) az po velké,
nékolik megabazi dlouhé, mikroskopicky viditelné chromozomalni piestavby. K jejich detekci
lze vyuzit riznych genetickych metod a néstroji v zavislosti na typu genomovych zmén

(Gasperskaja a Kucinskas, 2017).

K 1identifikaci jednonukleotidovych zmén se vyuzivaji vyhradné¢ metody zaloZené na
sekvenovani, v dneSni dob& pifedevsim na novych sekvenacnich technologiich (napt. [llumina
sekvenovani), zatimco k identifikaci dlouhych chromozomalnich pietaveb se kromé
sekvenacnich technologii daji vyuzit také metody cytogenetické. Tyto jsou zaloZeny na
vizualizaci specifickych usekit na chromozomech, ¢i v jadrech, a jejich analyze svételnou,

respektive fluorescencni ¢i konfokalni mikroskopii.

Mezi cytogenetické metody patii tzv. pruhovaci techniky, jako naptf. G-banding
a R-banding. Jsou to zpusoby, které umoziuji identifikaci delece, duplikace nebo piestavby
genomického materidlu na zdkladé¢ jedné buiky pomoci specifického prouzkovani
chromozomt (Comings, 1975, 1978; Latt, 1977). G- i R-banding preferencné barvi
euchromatin, ktery obsahuje velké mnozstvi gend. Pii G-bandingu neboli Giemsa bandingu

dochdzi nejprve k enzymatickému ptedplisobeni trypsinem. Jedna se o proteolyticky enzym,
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ktery natravi chromozomové proteiny. Nasledné dochazi k barveni Giemsou. Po obarveni lze
pozorovat vznik pruhi, kdy tmavé pruhy jsou bohaté na adenin a thymin a svétlé pruhy na
cytosin a guanin (Dutrillaux et al., 1972). R-banding neboli reverzni banding je inverzni vuci
G-bandingu. Chromozomy jsou vystaveny specifickym vliviim (inkubaci v horkém SSC pufru),
aby doslo k denaturaci DNA (piedevsim oblasti bohatych na AT-pary) a nasledn¢ dochazi
k barveni Giemsou. Dojde ke vzniku pruht, které jsou opac¢né k pruhtim G-bandingu, jelikoz
zdenaturované oblasti se barvi méné. Kde jsou tedy G-pruhy svétlé, jsou R-pruhy tmavé
a naopak (Verma a Lubs, 1975). Tyto techniky se Casto vyuzivaly hlavné pfi identifikaci
chromozomalnich zmén v karyotypech ¢loveka a jinych piibuznych druhd, u rostlin v§ak maji
nizké uplatnéni. Obecné lze fici, ze pruhovaci techniky se provadi na metafaznich
chromozomech a maji spiSe nizké rozliSeni, kdy neni mozné spolehlivé potvrdit

submikroskopické chromozomové aberace.

Pokrok v cytogenetické analyze chromozomalnich zmén pfinesla aplikace tzv.
molekularni cytogenetiky, kterd je zalozena na pfipravé znaCenych tusekll genomu
a jejich nasledné hybridizaci na chromozomy ¢i intaktni jadra. Technika vyuziva fluorescenéni
in situ hybridizaci (FISH) se sondami jednokopiovymi nebo repetitivnimi a umoziiuje mnohem
presnéjsi strukturni analyzu jednotlivych lokust nejen na chromozomech, ale i v interfaznich
jadrech (Liehr et al., 2009; Gelmann et al., 2013). I pfes nedavny znac¢ny rozvoj tzv.
chromozomalniho malovani ("chromosome painting”; Jiang, 2019) u rostlinnych druhd — tato
technika neumoznuje identifikaci pfesnych mist translokacnich udalosti, nebo identifikaci
jinych typt chromozomalnich ptestaveb, napf. inverzi (Bishop, 2010; Strachan et al., 2011;
Simonikova et al., 2020; Zhao et al., 2021).

Oproti metodam molekularni cytogenetiky, které se vyuZivaji pro identifikaci delSich
strukturnich zmén v genomu, celogenomové (re)sekvenovani se vyuziva pro identifikaci vSech
typd variant v genomové DNA (jednonukleotidové zmény, ale také delsi inzerce a delece,
respektive transolace; Gasperskaja a Kucinskas, 2017). Pro identifikaci dlouhych strukturnich
zmén v genomech je tak mozné vyuzit sekvenovani dlouhych molekul (PacBio/SMRT
sekvenovani nebo Oxford Nanopore sekvenovani), které v posledni dobé prosly rychlym

vyvojem (Jung et al., 2019).

3.2 Pocatky sekvenovani
V roce 1953 Watson a Crick publikovali kli¢ovy ¢lanek odhalujici strukturu dvojité
Sroubovice DNA (Watson a Crick, 1953). Ve svoji praci zdiraznili jeji roli pfi uchovani

genetické informace a také duleZitost determinace nukleotidovych bazi v fetézci DNA. Ve
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stejném roce byly také sekvenovany prvni biologické molekuly. Pomoci metody separacni
chromatografie byly sekvenovany dva fetézce inzulinového proteinu (Sanger a Thompson,
1953a; 1953b). Proteiny byly sekvenovany diive nez nukleové kyseliny, ale mnoho principt
zustalo stejnych, coz pripravilo cestu k modernimu sekvenovani DNA. Sekvenovani proteint
slouzi k uréeni potradi nukleovych kyselin v polynukleotidovém fetézci a dochézi k ziskani
sekvence DNA. Diky sekvencim je mozné urcit, jaky typ genetické informace nese dany

segment DNA (Heather a Chain, 2016).

Ribonukleova kyselina (RNA) byla poprvé sekvenovana v roce 1965 a jednalo se
0 76 béazi dlouhou alaninovou tRNA z kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Casovy rozestup
mezi sekvenovanim RNA a DNA (deoxynukleova kyselina) byl dan dostupnosti metod §tépeni
fragmentd RNA, které byly vypracovany ve 40. letech 20. stoleti (Holley et al., 1965). Mezi
objevem dvousroubovice DNA (1953) a prvnim sekvenovanim DNA (1968) uplynulo patnact
let (Hutchinson, 2007). Prvnimi sekvenovanymi molekulami DNA byly 12 bazi dlouhé
komplementarni konce faga lambda (Wu a Kaiser, 1968). V roce 1975 Sanger a Coulson
vynalezli ,,plus a minus* metodu k sekvenovani DNA a pouzili ji k determinaci dvou kratkych
oblasti jednovlaknové DNA faga ¢X174. Za pouZiti této metody Sanger sestavil 5368 bazi
velky genom faga ¢X174, coz byl také prvni sekvenovany genom (Sanger a Coulson, 1975).

Moderni sekvenovani DNA zacalo v roce 1977 s rozvojem chemické metody Maxama
a Gilberta a dideoxy metody Sangera, Nicklena a Coulsona a také s prvni kompletni sekvenci
DNA (fag ¢X174), kterd prokdzala, ze sekvence DNA poskytuje informace o genetické
organizaci. Maxam-Gilbertova metoda byla prvni technika, ktera byla Siroce vyuzivana.
Nicméné hlavnim pralomem, ktery zménil pokrok v sekvenovani DNA, byla tzv. dideoxy
terminacni reakce, Casto nazyvana také jako Sangerova metoda (Sanger a Nicklen, 1977).
Sangerovo sekvenovani se stalo diky své pfesnosti, robustnosti a snadnému pouZiti nejbéznéji
pouzivanou technologii sekvenovani DNA, a v nasledujicich letech dochazelo k jeho
vylepSovani (Heather, 2016). Metody sekvenovani prvni generace produkovaly ¢teni o néco

kratsi, nez je jedna kilobaze (Staden, 1979).

3.2.1 Maxam-Gilbertova metoda

Maxam a Gilbert vyvinuli novou techniku pro sekvenovani DNA. Proces urcuje
nukleotidovou sekvenci pomoci radioaktivné znacené molekuly DNA a to tak, Ze ji specificky
S$tépi v mistech vyskytu adeninu, guaninu, cytosinu nebo thyminu, pomoci chemickych Cinitelt.
DNA molekuly mohou byt jednovlaknové i dvouvlaknové a musi byt zna¢ené bud’ na 3' nebo

na 5' konci pomoci radioaktivniho fosforu (*2P). Specifické $tépeni v kazdé bazi vede
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k produkci sady radioaktivné zna¢enych fragmenti, prodluzujicich se od zna¢eného konce vzdy
0 jeden nukleotid (Maxam a Gilbert, 1977). Provedenim polyakrylamidové elektroforézy
dochazi k determinaci délek vzniklych fragmentti. Autoradiograf gelu odhali vzorec pruht, ze

kterého mtze byt piimo determinovana sekvence (Obrazek 1) (Heather a Chain, 2016).
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Obrazek 1: Schéma Maxam-Gilbertova sekvenovani. Pfevzato a upraveno z: Dorado et al., 2019.

Tato metoda umoziovala sekvenovani asi 100 bazi z konct jakéhokoliv radioaktivné
(termindln¢) znaceného fragmentu DNA. I kdyz byla tato metoda mnoho let popularni, zlepSeni
Sangerovy metody terminace fetézce vedlo k jejimu upadnuti do pozadi a to hlavné kvuli

sloZitosti a pouzivani nebezpecnych chemikalii (Heather a Chain, 2016).

3.2.2 Sangerovo sekvenovani

Na pocatku 80. let 20. stoleti bylo sekvenovéni provadéno pomoci piivodni Sangerovy
metody, kterd zahrnovala Ctyfi sekvenacni reakce. Reakce probihaly ve Etyfech odd€lenych
zkumavkach za pouziti radioaktivné znacenych primerti a produkty byly nasledné naneseny na
polyakrylamidovy gel ve ¢tyfech oddélenych fadach. V roce 1985 Smith a Hood syntetizovali
fluorescencni DNA primery a pouzili je k ¢aste¢né automatizaci Sangerova sekvenovani (Smith
etal., 1985; Smith et al., 1986). V této metod¢ se pouzivaly Ctyfi barviva, rozlisitelna dle jejich
emisniho spektra fluorescence. Tato barviva byla kovalentné navazana k oligonukleotidovym
primerim a zapojena do rozdilnych reakci dideoxy extenzi. Produkty byly pak spolecné

naneseny na polyakrylamidovy gel a ke ¢teni sekvence se vyuzival fluorescencni (Forstertiv)
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rezonan¢ni pienos energie (FRET ="Forster resonance energy transfer’). V roce 1987 Prober
popsal novy pfistup zalozeny na ¢tyfech ukoncujicich dideoxynukleotidech, kdy kazdy nesl
fluorescenéni barvivo s jingym emisnim spektrem (Prober et al., 1987). Rtzné fluorescenéni
signaly umoznily, aby reakce mohla probihat v jedné zkumavce. V roce 1986 se spolecnost
Applied Biosystems (zalozena v roce 1981) zacala soustiedit na nukleové kyseliny a piedstavila
prvni komer¢né dostupny automatizovany DNA sekvenator (ABI 370A), ktery vyuzival
dideoxy terminacni reakce a nasledné analyzy pomoci kapilarni elektroforézy. Skenovaci
systém umoznil sekvenovani né¢kolika vzorkl najednou pomoci automatické identifikace bazi

(tzv. "base-calling”) na pocitaci (Tabor a Richardson, 1987).

Pokroky Sangerovy metody byly také urychleny diky celogenomovému sekvena¢nimu
projektu ¢lovéka — Human Genome Project (HGP), jehoz cilem byla produkce genetickych
map, fyzickych map a pfedevs§im sestaveni kompletni sekvence lidskych chromozomt (Giani
etal., 2019). Kompletni sekvence byla publikovana po 13 letech v roce 2003. Samotny projekt
vyuzival novéj$i dideoxy sekvenatory, které umoznovaly simultanni sekvenovani stovek

vzorki (Obrazek 2) (Smith, 1986; Ansorge, 2009).

Obrovsky pokrok sekvenacnich technologii vedl také k prudkému rozvoji analyz
organizace a struktury rostlinnych genomt. Prvni sekvenovani a sestavovani celogenomovych
sekvenci vyuzivalo ptivodni metodu Sangerova sekvenovani, ktera byla casové i pracovné
narocna. Nukleotidova sekvence prvniho kompletniho rostlinného genomu byla publikovana
v roce 2000 a jednalo se o genom Arabidopsis thaliana. Arabidopsis thaliana byla prvnim
rostlinnym druhem urenym k de novo sekvenovani genomu, jelikoz byla vhodnym
modelovym organismem k vyzkumu rostlin a méla maly genom (125 megabazi) (Arabidopsis
Genom Initiative, 2000). Do konce roku 2020 bylo sekvenovano a publikovano 1031 genomu
od 788 riiznych druhti rostlin (v€etné poddruhtl) a toto ¢islo neustale stoupd. Kromé genomu
Arabidopsis thaliana bylo Sangerovo sekvenovani vyuzito pro sestaveni celogenomovych
sekvenci genomu ryze (Oryza sativa), vinné révy (Vitis vinifera), kukufice (Zea mays) ¢i
bananovniku (Musa spp.) (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002; Jaillon et al., 2007; Schnable et
al., 2009; D‘hont et al., 2012).
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Obrazek 2: Prib¢h Sangerova sekvenovani. 1. Reakce vyzaduje templat DNA, primery, DNA polymerazu,
deoxynukleotidy (ANTP-dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a rizné fluorescenéné znacené dideoxynukleotidy (ddNTP-
ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP), které jsou pfitomné jen v nizkych koncentracich. 2. Polymeraza katalyzuje
elongaci feté¢zce DNA, pomoci ndhodné inkorporace pritomnych nukleotidti. Navazanim fluorescenén¢ znaceného
ddNTP, dojde k terminaci fetézce (dideoxynukleotidy neobsahuji 3'hydroxylovou skupinu, potiebnou k vytvoieni
fosfodiesterové vazby s dalsim nukleotidem). Dochazi ke generovani fragmenta DNA riznych délek, které jsou
zna¢ené raznymi fluorofory. 3. ZnaCené DNA fragmenty jsou separovany na zakladé molekulové hmotnosti
pomoci kapilarni gelové elektroforézy a jejich fluorescence je detekovana pomoci fluorescencniho detektoru
a laseru. 4. Vznikly chromatogram je tvofen na zakladé detekovanych pikd fluorescence, které odpovidaji
fluorescenéné zna¢enym ddNTP inkorporovanych v jednotlivych fazich do fetézce DNA. Pievzato a upraveno
Z: Let’s Talk Science, 2022.

3.3 Metody sekvenovani druhé generace

Termin ,,sekvenovéani druhé generace™ (SGS) oznacuje sekvenacni technologie, které
jsou druhou generaci po ptivodnich Sangerovych metodach. Vyvoj mnohych technologii druhé
generace spustila potieba vyssi vykonnosti k sekvenovani velkych genomil a pozadavek na

niz$i naklady (Slatko et al., 2018).

VétSina pfistupi SGS se opird o pfipravu knihovny s pouZitim nativni nebo
amplifikované DNA. V klasickém protokolu jsou po fragmentaci DNA a selekci velikosti
fragmentll navazany adaptéry na konce kazdého fragmentu. Poté zpravidla nasleduje krok
amplifikace DNA. Vyslednd knihovna je nanesena na pratokovou komirku a sekvenovana
Vv reakci masivné paralelniho sekvenovani (Head et al., 2014). Sekvenacni metody druhé
generace mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich kategorii, a to na sekvenovani hybridizaci

(SBH) a sekvenovani syntézou (SBS).



Sekvenovani hybridizaci je nad€jna alternativa klasickych pfistupt sekvenovani DNA
(Hannenhalli et al., 1996). SBH je zalozeno na pouziti DNA ¢ipu (nebo DNA array), ktery
obsahuje pevny pocet sond. Jednovldknovy fragment cilové DNA hybridizuje se sondou
(kratky k-nukleotidovy fragment nebo k-tice) pokud je fetézec cilové DNA k sondé
komplementarni. V klasickém schématu SBH experimentu &ip umisti viechny 4% sondy o délce
k. Hybridizaci DNA fragmentu s timto ¢ipem mize byt neznama cilova DNA testovana a je

uréeno sestaveni vSech jejich k-tic, tedy jeji spektrum (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Schéma sekvenovani hybridizaci. Pro sekvenovani dané baze jsou na DNA cCipu pfitomny ctyfi
oligonukleotidy. Oligonukleotidy se li§i pouze v centralni pozici, kde se nachazi v§echny ¢tyfi mozné nukleotidy
(A, C, G aT). Genotypové udaje kazdé baze jsou ziskany diferencialni hybridizaci genomové DNA na kazdou ze
¢yt sond. Prevzato a upraveno z: Cutler et al., 2001.

SBH poskytuje informace o k-ticich pfitomnych v cilové DNA, ale neposkytuje
informace o pozicich téchto k-tic. Coz vytvati problém pii rekonstrukei cilové DNA z téchto
dat (Zhang et al., 2002). Hlavni problém nastava, kdyz n€kolik sekvenci ma stejné spektrum.
Potom neexistuje zpusob, jak determinovat skuteénou sekvenci (Pe'er et al., 2002). Nové
vyvinuté metody SBH pouzivaji ligaci DNA (Drmanac et al., 2002). SOLiD sekvenovani
vyuziva sekvenovéani ligaci, ve kterém dochdzi ke cteni sekvence templdtu DNA

komplementarnim vazanim sond na vznikajici fetézec.

Metody SBS jsou dalsim vyvojem Sangerova sekvenovani, ale bez vyuziti dideoxy
terminatori. Metody se od pfistupu Sangerova sekvenovani 1i§i hlavné v tom, ze vyuzivaji
mnohem krats§i ¢teni. SBS metody vyuZivaji masivné paralelni sekvenovani, kdy dochézi
k sekvenaci milioni az miliard kratkych sekvenci DNA (50-300 nukleotidi) a nasledné se

ziskava cilova sekvence na zaklad¢ identifikace konsensualni sekvence. Na prvni pohled se tyto
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metody mohou zdat drahé, ale reakce probihaji paralelné v objemech nanolitrt, pikolitrti nebo
zeptolitru, a proto cena za osekvenovanou bazi je adekvatné nizsi (Slatko et al, 2018). Béznou
strategii SBS metod je pouziti enzymi, napt. DNA polymerazy nebo ligazy k paralelnimu
prodluzovani mnoha fetézcti DNA. Nukleotidy nebo kratké oligonukleotidy jsou poskytovany
bud’ jednou za cas, nebo jsou modifikovany pomoci identifika¢nich znacek, aby mohlo
dochazet k determinaci typu baze inkorporovaného nukleotidu nebo oligonukleotidu béhem
extenze (Fuller et al., 2009). Mezi SBS metody patii 454 pyrosekvenovani, Ion Torrent

a [llumina sekvenovani (Ambardar et al., 2016).

3.3.1 454 pyrosekvenovani
Prvni z masivné paralelnich metod, kterd se stala komeréné dostupnou byla vyvinuta
spoleCnosti 454 Life Sciences a pouziva radikadlné jiny pfistup, nez je terminace fetézce

(Margulies et al., 2005; Slatko et al., 2019).

Je zaloZena na technice pyrosekvenovani (Nyrén et al., 1993; Ronaghi et al., 1996), kdy
pyrosekvenacni technologie 454 spociva v cyklickém proudéni nukleotidovych cinidel
(opakovan¢ proudici T, A, C nebo G) pies pikotitracni desti¢ku (“picotiter plate” — PTP).
Desticka se skladda z ptiblizné jednoho milionu jamek a kazd4 jamka obsahuje nanejvys jednu
kulicku nesouci kopii jedinecného jednovlaknového fragmentu DNA, ktery ma byt sekvenovan
(Slatko et al., 2019). Pokud je pfitomny nukleotid komplementarni k templatovému vlaknu
V jamce, je pritomné vlakno DNA v jamce rozsifeno o dal$i nukleotid pomoci polymerazy.
Tento krok ma za nésledek reakci, kterd generuje pozorovatelny svételny signdl, ktery je

zaznamenan kamerou (Obrazek 4) (Margulies et al., 2005).
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Obrazek 4: Schéma 454 pyrosekvenovani. DNA templat je fragmentovan, dojde k opravé vzniklych konct
a k ligaci adaptéru. Nasleduje klonalni amplifikace emulzni PCR. Po amplifikaci jsou kuli¢ky vloZeny do jamek
pikotritracni desticky spole¢né se sekvenaénimi enzymy. Pikotitra¢ni desti¢ka funguje jako pritokova komurka,
kde probiha opakované pyrosekvenovani. Inkorporace nukleotidi vede k uvolnéni pyrofosfatu (PP;)
a k luminiscenci lokalizované v jamce. Pievzato a upraveno z: Voelkerding et al., 2009.

Jednotlivé nukleotidy nejsou znacené, misto toho dochazi ke ¢teni sekvence pomoci
detekce zableskli chemiluminiscence. Chemiluminiscenci generuje enzym sulfuryldza, ktery je
z molekuly pyrofosfatu uvolnén pokazdé, kdy DNA polymerdza ptidd deoxynukleotid na
3' konec rostouciho fetézce. Zablesk chemiluminiscence tedy signalizuje Gspé$né zkopirovani
jedné pozice v molekule templatu. Pokud by byly pfidany vSechny Ctyii deoxynukleotidy
najednou, zablesky svétla by byly viditelné neustéale a nedoslo by k ziskani uzitecné sekvenacéni
informace. Z tohoto diivodu je kazdy deoxynukleotid pfidavan samostatné, jeden po druhém.
Do reakéni smési se dale pifidavda enzym nukleotiddza. Pokud deoxynukleotid neni
inkorporovan do polynukleotidu, dojde pomoci tohoto enzymu k jeho rychlé degradaci predtim,
nez je pridan dalsi. Tento proces umoziiuje sledovani potadi, v jakém jsou deoxynukleotidy

inkorporovany do rostouciho fetézce.

454 pyrosekvenovani poskytuje primérnou délku cteni 700 bp s ptesnosti 99,997 %
(Liuetal., 2012). 454 sekvenatory se piestaly pouzivat v roce 2013, i kdyZ potiebné slouceniny
jsou stale dostupné u nékolika dodavateld (Slatko et al.,2019).
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3.3.2 lon Torrent
lon Torrent technologie pfimo pievadi nukleotidovou sekvenci na digitalni informace
pomoci polovodicového Cipu. U jinych metod sekvenovani se uziva detekce nepiima pomoci

laserovy skenerti, CCD kamer nebo zdroje svétla (Rothberg et al., 2011).

Sekvencni reakce Ion Torrent je provadéna ve velkém mnozstvi jamek, které pokryvaji
polovodicovy Cip. Polovodi¢ovy cCip obsahuje miliony pixeld, které preménuji chemické
informace na sekvenacni informace. Pro zahdjeni procesu je DNA fragmentovana na
fragmenty, které jsou vazany k adaptérim. Fragmenty DNA jsou piipojeny ke kulickam diky
komplementarnim sekvencim na kulickach a adaptérech. Fragmenty jsou poté na kuli¢kach
amplifikovany pomoci emulzni PCR (emPCR). Tento proces umoziuje, aby kazd4 z miliont
kulicek méla vice kopii jedné sekvence DNA. Kulicky se pak pielévaji pies ¢ip obsahujici
jamky tak, Ze pouze jedna kulicka muize vstoupit do kazdé jamky. KdyZz poté sekvenacni €inidla,
ktera obsahuji vzdy pouze jeden ze 4 nukleotidt, protékaji pies jamky a dojde k inkorporaci
piislusného nukleotidu, uvolni se vodikovy iont (Slatko et al., 2019). Tim se zméni pH roztoku,
které muze byt zaznamenano dopliikovym (komplementarnim) polovodi¢em na bazi kovu
a oxidu (CMOS - ‘complementary metal-oxide semiconductor’) a iontové selektivnim

tranzistorem s efektem pole (ISFET), ktery funguje podobné jako pH metr (Obrazek 5).
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Obrazek 5: Schématické znazornéni jedné jamky lon Torrent sekvenacniho Cipu. V jamce je uloZena kulicka, ktera
obsahuje templat DNA. Kdyz dojde k inkorporaci nukleotidu dojde k uvolnéni protonu (H) a zméni se pH jamky
(ApH). Snimaci vrstva detekuje tuto zménu néboji (AQ) a prevadi chemicky signdl na digitalni signal
(AV). Ptevzato a upraveno z: Juarez P., 2017.

Zmeéna pH detekovéana senzorem je nedokonale umérna poctu detekovanych nukleotidd,
coz zpusobuje omezenou piesnost pii méfeni homopolymeri (Goodwin et al., 2016). Dlouhé
homopolymerni fetézce stejného nukleotidu jsou tedy obtizné rozeznatelné a sekvenovani je
zde nachylné k chybam, jelikoz repetice budou inkorporovany v jednom kole, a to povede
K vzniku vyssiho elektronického signalu kvili uvolnéni velkého poétu vodikovych ionti. Pokud

nedojde k inkorporaci zadného nukleotidu nedochazi ke zméné pH (Slatko et al., 2019).

lon Torrent platforma nabizi nékolik druhu ¢ipt, kdy vykonnost téchto Cipti se pohybuje
od ~ 50 Mb do 15 Gb a kdy doba jednoho béhu se 1isi od 2 az po 7 hodin, takze je rychlejsi nez
vétsina ostatnich soucasnych platforem (Goodwin et al., 2016). Sekvenovani se provadi
Vv realném case s Cteci délkou 200 nukleotidi. Technika dale pracuje za nizkych nakladi, jelikoz
nevyzaduje modifikované baze a vyuziva jediny polymerazovy enzym k elongaci fetézce

(Meldrum et al., 2011).
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3.3.3 Mlumina

Technologie [llumina je hlavnim zastupcem sekvenovani druhé generace (Slatko et al.,
2019). lllumina dominuje v odvétvi sekvenovani s kratkym ¢tenim diky své nizké chybovosti
(pfesnost je > 99,5 %), kompatibilité napti¢ platformami a Siroké Skale platforem (Bentley et
al.,2008). Sada dostupnych pfistroji saha od MiniSeq s nizkou vykonnosti az po NovaSeq

s ultra vysokou vykonnosti.

Pouze platformy Illumina umoznuji sekvenovani parovych koncii, a to diky tzv.
mustkové amplifikaci DNA fragmentii (Obrazek 6). Sekvenovani parovych koncti umoziuje
sekvenovani fragmentti z obou konct, coz vede k ziskani vyssiho poctu ¢teni (vysSimu pokryti
na genom, tzv. ‘coverage’) a dat oproti platformam, u kterych dochazi k sekvenovani pouze

z jednoho konce.
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Obrazek 6: Schéma Illumina sekvenovani. 1. krokem je fragmentace DNA a vétSinou nasledna selekce fragmentt
vhodnych délek. 2. krokem je ligace adaptérd k obéma koncim fragmentu DNA. 3. krokem je hybridizace DNA
fragmentii s komplementarnim oligonukleotidem, ktery je kovalentné navazany na povrch priatokové destic¢ky.
Druhy konec kazdé jednovlaknové DNA hybridizuje se sousedicim komplementarnim oligonukleotidem.
Nasledné dochazi k amplifikaci fragmentti mistkovou PCR. V dal§im kole PCR je templatovy fetézec a nové
nasyntetizovany komplementarni fetézec denaturovan, aby mohla zacit dalsi amplifikace. Po n¢kolika kolech
amplifikace dojde ke generovani miliont klastri v kazdém pruhu pritokové desticky. Nasledné je desticka
pfipravena k sekvenovani syntézou pomoci reverzibilnich terminatort, které jsou znacené. Pfevzato a upraveno z:
Biomarker Technologies, 2022.

Proces Illumina sekvenovani se sklada ze Ctyt kroka, kterym piedchazi extrakce DNA
(Goodwin et al., 2016). Prvnim krokem je ptiprava DNA knihovny. DNA knihovna je

zpracovany materidl vzorku, ktery slouZzi jako vstupni material pro sekvena¢ni metody. Ptiprava
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knihovny zahrnuje ndhodnou fragmentaci genomové DNA, bud’ mechanicky — pomoci
sonikace nebo nebulizace, nebo s vyuzitim nahodnych enzymatickych metod k ziskani
fragmentl pozadované délky. Nasledn¢ dochdzi k navazani oligonukleotidovych sekvencnich

adaptéra k obéma konctim DNA fragmentt.

Druhym krokem je amplifikace ,,shluka (klastri). Pfipravend knihovna DNA je
nanesena na amplifikacni desticku a DNA fragmenty se vazou na primery na jejim povrchu.
Neznacené nukleotidové baze a DNA polymeraza jsou piidany k zahdjeni mustkové

amplifikace za pouziti primert komplementarnich k sekvencim adaptért.

Ttetim krokem je sekvenovani syntézou a analyza obrazu. Primery, DNA polymeraza
a fluorescencné¢ znacené nukleotidy jsou ptidany do amplifikacni desticky. Kazdy nukleotid
obsahuje reverzibilni termindtor, ktery zastavuje syntézu DNA, aby zabranil n¢kolikandsobné
inkorporaci v jednom kole syntézy (Illumina, 2022). Terminatorové molekuly blokuji
ribézovou 3'-OH skupinu nukleotidu a tim zabranuji dal§imu prodluzovani fetézce (Brown,
2016). Pouze jedna baze je zaclenéna v kazdém kole. Kazdy ze ¢tyt nukleotidii ma kromé
termindtorové molekuly 1 specifickou znacku, kterd je excitovdna pomoci laserti, aby doslo
K emitaci svétla charakteristické vinové délky. Po kazdém kole je fluorescence detekovana
pomoci kamery a pocita¢ zaznamenava, kterd baze byla inkorporovéna (Illumina, 2022).
Jakmile dojde k identifikaci inkorporovaného nukleotidu, dochazi k odpojeni terminatorové
molekuly a fluoroforu, takze zlstane standardni nukleotid. Néasledné¢ mlze probéhnout dalsi
kolo syntézy (Brown, 2016). Poslednim krokem je postsekvenaéni zpracovani a analyza dat
(Illumina, 2022).

V sekvenovani parovych koncii jsou generovany dvé kratka cteni z opacnych koncil,
obvykle ~ 500 bp dlouhého fragmentu. Z kazdého fragmentu DNA Ize tedy sekvenovat celkem
50-300 bazi dlouhy produkt, v zavislosti na zvoleném typu sekvenacniho kitu a pouZitém

ptistroji (Tabulka 1) (Erguner et al., 2015).

Tabulka 1: Typy sekvenatort spole¢nosti [llumina. Pfevzato a upraveno z: [llumina, 2022.

NextSeq NextSeq

Typsckventoru  iSeq  MiniSeq MiSeq 550  1000a | ore>ed
Series 2000

Maximalni

vitézek [Gb] 12 75 15 120 360 6000

Maximalni délka

o 2 x 150 2 x 150 2 x 300 2 x 150 2 x 150 2 x 250
¢teni [bp]
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3.4 Sekvenovani dlouhych molekul

Metody tieti generace se v soucasné dob¢ aktivné vyvijeji. Nukleotidové sekvence jsou
sekvenovany na urovni jedné molekuly, na rozdil od stavajicich metod, které vyzaduji rozbiti
dlouhych vldken DNA na malé fragmenty. Misto sekvenovani amplifikovaného templatu,
dochazi k sekvenovani jediného templatu DNA, coz vede k minimalnimu pouziti
biochemickych latek a k miniaturizaci celého procesu do nanoméfitka a k eliminaci chyb

vlivem PCR (Dewey et al., 2012; Heather a Chain, 2016).

Prvni technologie tfeti generace byla komercializovana spolecnosti Helicos
BioSciences a pracovala podobnym zplsobem jako Illumina, ale bez jakékoliv miistkové
amplifikace. Pfestoze se jednalo o relativné ndkladnou a pomalou technologii (produkujici
relativné kratka cteni) byla to prvni technologie, kterd umoznila sekvenovani DNA bez
predchozi amplifikace a tim omezila vznik souvisejicich chyb a odchylek (Schadt et al, 2010;
Pareek et al., 2011). Proces byl zalozen na sekvenovani jedné molekuly pomoci cyklické
inkorporace terminatorovych nukleotida (Pushkarev et al., 2009). Spole¢nost Helicos vyhlasila
bankrot pocatkem roku 2012 a vedeni v sekvenovani tfeti generace prevzaly jiné spolecnosti

(GenomeWeb, 2012).

Dostupné sekvencéni platformy treti generace jsou ,,Sekvenovani jedné molekuly
Vv realném case* ("Single Molecule Real-Time’, SMRT) od spole¢nosti Pacific Biosciences
(PacBio) a sekvenacni platforma Oxford Nanopore Technologies (ONT), které generuji ¢teni
obvykle dlouha nékolik desitek kilobazi (maximalné 150 kb pro PacBio, a 2,3 Mb pro ONT)
(Dewey et al., 2012; Payne et al., 2019).

3.4.1 PacBio sekvenovani

Oproti sekvenovani druhé generace, sekvenovani PacBio/SMRT piekonava predev§im
délku cteni, a to bez nutnosti PCR amplifikace. Templatem je dvouvldknova molekula DNA
s naligovanymi vlasenkovymi adaptéry, které vytvareji uzavieny kruh, coZ umoziiuje
opakované sekvenovani uméle vytvofené kruhové DNA (Travers et al, 2010). Zakladem
PacBio/SMRT sekvenovani je nepferusend templatem fizena syntéza provadéna DNA

polymerazou za pouziti ¢ty rizné fluorescenéné znacenych nukleotid (Obrazek 7) (Eid et al.,
2009).
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Obrazek 7: Schéma SMRT/PacBio sekvenovani. DNA je ligovana s adaptéry za vzniku kruhové molekuly.
Templat a polymeraza jsou imobilizovany na dné komurky a jsou piidany fluorescencné znacené dNTP. DNA
polymeraza syntetizuje novy fetézec a inkorporované fluorescenéné znacené dNTP jsou ozafeny svételnym
pulzem a dojde k excitaci fluoroforu. Emitované svétlo z fluoroforu je detekovano kamerou. Sekvence DNA je
determinovana emisi fluorescnece, kterd se méni a je zaznamenavana v kazdé ZMW, kdy kazda barva odpovida

uréité bazi DNA. Pfevzato a upraveno z: Logsdon et al., 2020.

Fluorescencné znacené nukleotidy maji u SMRT sekvenovani molekulu barviva
vazanou na fosfatovy fetézec nukleotidu, a ne k bazi, jak je tomu u ostatnich metod
vyuzivajicich fluorescen¢ni znaceni bazi. Pii inkorporaci nukleotidu pak dochazi
k ptfirozenému Stépeni fosfatového fetézce DNA polymerazou a uvolnéni molekuly barviva

z nukleotidu. Po uvolnéni se molekula barviva rychle rozptyli a zanecha zcela pfirozeny fetézec
DNA (Schadt et al., 2010).

Sekvenovani probiha v pratokové komitrce se 150 000 pikolitrovymi jamkami. V kazdé
této jamce (oznacCované také jako “zero-mode waveguides’, ZMW) je jedna molekula DNA
polymerazy ukotvena ke spodnimu sklenénému povrchu diky interakci biotin-streptavidin,

v celkovém objemu ~ 20 zeptolitrl, kdy 1ze snadno detekovat aktivitu DNA polymerdzy pfi
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inkorporaci jednotlivych nukleotidt (Schadt et al., 2010; Mardis, 2013). Nukleotidy (kazdy typ
je oznaceny jinym fluoroforem) jsou na priutokovou komiirku naneseny v pozadované
koncentraci, kdy pii replikatnim procesu dochazi pii zaclenéni fluorescenéné znaceného
nukleotidu k uvolnéni fluorescenéniho signalu a vyzateni barevného svétla. Sekvenacni ptistroj
detekuje tyto zablesky, jejichz barvy odpovidaji identité bazi, v realném case. Po inkorporaci
se signal okamzité vrati na vychozi hodnotu a proces se opakuje, pficemz DNA polymeraza

nadale inkorporuje nékolik bazi za sekundu (Schadt et al., 2010).

Sekvenovani SMRT produkuje v priiméru obvykle ~ 10 kb dlouhé ¢teni, s tim, ze délky
nékterych ¢teni se mohou blizit az k 100 kbp (Chin et al., 2016). Relativné vysoka mira
chybovosti pivodniho PacBio/SMRT sekvenovani se pohybuje kolem 15 % a je zptisobena tim,
ze v aktivnim misté enzymu zistavaji nékteré nukleotidy dostate¢né dlouho, aby doslo k jejich

detekci, ale nakonec nedochdzi k jejich inkorporaci do vldkna DNA (Mardis, 2013).

V nedavné dobé pfislo PacBio s dal§im vylepSenim technologie SMRT, tzv. HiFi
sekvenovanim neboli CCS (“circular consensus sequencing”’). Tato metoda generuje vysoce
pfesné sekvenacni data a umozituje dlouhd c¢teni s primérnymi délkami 10-25 kb s ptesnosti
vEtsi nez 99,5 % (Hon et al., 2020). Templatem je kruhova molekula, na kterou naseda
polymeraza, ktera opakované ¢te fragmenty DNA. Ziskana data jsou pak porovnana a je
identifikovana findlni sekvence DNA. Dochazi tak k ziskdni vysSi pfesnosti, ktera je

srovnatelna s presnosti Illumina sekvenovani (PacBio, 2022).

3.4.2 Oxford Nanopore sekvenovani

Dalsi technologii sekvenovani dlouhych ¢teni je Oxford Nanopore sekvenovani, které
bylo vyvinuto spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies (ONT; https://nanoporetech.com/).
Prvni komer¢né dostupny sekvenator MinlON vyuzival k samotnému sekvenovani technologii
nanop6rt. Pozdé&ji predstavené sekvenatory spole¢nosti ONT jsou GridION a PromethION,
které¢ umoziuji paralelni sekvenovani az 48 pratokovych cel, a také Flongle sekvenator, coZ je
mens$i adaptér (velikosti flash klicenky) umoznujici provadéni menSich experimentt

(Tabulka 2).
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Tabulka 2: Porovnani sekvenatorti od spole¢nosti ONT. Prevzato a upraveno z: Oxford Nanopore Technologies,
2022.

MinlON GridlION PromethlON PromethlON PromethlON
Mk1B/1C Mkl 2/2 Solo 24 48

Délka &teni Zavisla na kvalité vstupni DNA. Obecné, prumérna délka cteni

~ 35-50 kb.
Povc’et cerzl na 1 5 2 24 48
zarizeni
Pocet kanalu 512 512 2675 2675 2675
na celu
Mozné 10-30-50 10-30-50  100-200-300 100-200-300 100-200-300
vystupy [Gb]

Nanopore sekvenovani umoznuje uzivatelim sekvenovani ultra dlouhych molekul
DNA nebo RNA v realném case. Oxford Nanopore sekvenovani na rozdil od jinych metod
nevyuziva zobrazovaci zafizeni k detekci nukleotidli, coz umoznilo zmenSeni celého
sekvenanciho systému. Cena zafizeni je také o dost niz§i v porovnani s ostatnimi masivné
paralelnimi sekvenatory. Vyzvou v ¢tecich délkach zde neni samotna sekvenac¢ni technologie,
ale pfedevsim potieba extrémné kvalitni vysokomolekularni (HMW) DNA k ptipravé knihovny

(Jain et al., 2018).

Pti ONT sekvenovani dochdzi k aplikaci proudu na nanopor pro fizeni iontového toku.
Kazda molekula vstupujici do poéru naruSuje tok iontd, a proto indukuje charakteristickou
a méfitelnou zménu proudu. Pied sekvenovanim dochézi k pfipraveé sekvenaéni knihovny. Pti
jeji ptiprave je na konec fetézce DNA ligovan vedouci adaptér, na kterém se nachdzi motorovy
Jeho funkci je udrZeni bazi na misté tak dlouho, aby mohlo dojit k jejich elektronické
identifikaci. Funkci motorového proteinu je rozplétani dvouvldknové molekuly tak, aby

nanopérem prochazel jeden neporuseny fetézec DNA (Obrazek 8).
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Obrazek 8: Schéma ONT. Nanopdry jsou zakotveny v syntetické membrané uvnitf pritokové cely. Motorovy
protein rozpléta dvouvlaknovou DNA a fidi jeji translokaci pfes nanopdr. Na membranu je aplikovano napéti, coz
pohani negativné nabité vlakno DNA ptes nanopdr. Prichod jednotlivych bazi pfes nanopér zplisobuje zménu
proudu, kterd je méfena pomoci senzoru, ktery je integrovany uvniti pritokové cely. Pfevzato a upraveno
z: MedGadget, 2022.

Motorovy protein dale spolecné s elektrickym proudem pohani negativné nabitou
jednovldknovou molekulu DNA pies por kontrolovanou rychlosti. U DNA se rychlost pohybuje
kolem 450 bp za sekundu a u RNA kolem 70 bp za sekundu. Soucasti systému je nanoporovy
senzor, ktery byl navrZen tak, aby se jeho z(iZena ¢ast nachdzela uvnitf nanoporu. Pti prichodu
DNA nanopoérem senzor ¢te kombinace nukleotidl, které vytvareji charakteristické zmény
proudu iontd — zménu napéti, jelikoz jednotlivé baze blokuji pritok iontd specifickym
zpusobem. Jakmile fetézec kompletné projde nanopdrem, tak se por stava dostupnym pro
analyzu dal§iho fetézce. Oxford Nanopore sekvenovani také umoziuje sekvenovani obou
vlaken dvouvldknové molekuly DNA pomoci vlasenkového adaptéru. Vldsenkovy adaptér
kovalentné ptipojuje jedno vlakno k druhému, takze nejdiive dojde k prichodu jednoho vlakna
nanoporem a proces se pak opakuje pro komplementarni vldkno. Toto umoznuje zptesnéni
analyzy (Jain et al., 2016). Jedina prutokova cela obsahuje az 2 048 nanopori, které jsou
kontrolovany ve skupinach po 512 nanoporech pomoci specifickych senzorit ASIC

("Application specific integrated circuit sensors”).

Hlavni nevyhodou nanopérového sekvenovani, stejné jako u vétSiny metod s ¢tenim
dlouhych molekul, je relativné vysoky podil chyb oproti sekvenovani s kratkymi ¢tecimi

délkami. Soucasna chybovost se pohybuje od 5 % do 20 % na zakladé typu analyzovanych
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molekul a metod ptipravy knihovny. Chyby zahrnuji jak inzerce, tak delece (Rang et al., 2018).
Na rozdil od SMRT sekvenovani (PacBio) to vypada, ze u Nanopore sekvenovani se nachazeji
systematické chyby (abnormalni kolisani proudu nebo nespravné translace ziskanych
elektrickych signali do sekvence DNA), takze oprava chyb vétSinou vyzaduje piidatné
sekvenovani s kratkymi ¢tecimi délkami. Aktivni vyvoj v této oblasti vSak vede ke zlepSeni

téchto problému (Jain et al., 2018).

Novinkou ONT, ktera ma byt dostupna od poloviny kvétna tohoto roku (2022), je
kombinace nového typu pritokové komurky (napt. MinlON R10.4.1) a nového typu ligacniho
kitu (Kit 14). Diky této novince bude i ONT technologie poskytovat dlouha sekvenacni ¢teni
s kvalitou vice nez 99 %, a bude tak ¢init alternativu pro vySe zminéné HiFi cteni technologie

PacBio (Oxford Nanopore Technologies, 2022).

3.5 Vyuziti Oxford Nanopore sekvenovani pro analyzu rostlinnych genomi
Sekvenovani, ktera generuji  kratké ¢teni, jsou vhodna K identifikaci
jednonukleotidovych variant (SNV, "single nucleotide variants”) a malych inzerci a deleci (tzv.
indelt), ale nejsou vhodna K rychlé detekci dlouhych genomovych piestaveb (Mahmoud et al.,
2019). Mezi delsi strukturni varianty (SV) patii inzerce, delece, duplikace, inverze nebo
translokace, které postihuji > 50 bp (Mills et al., 2011). Sekvenac¢ni technologie dlouhych ¢teni
tak predstavuji velmi uZiteCny ndstroj k identifikaci takto dlouhych strukturnich zmén

(Mitsuhashi a Matsumoto, 2020; Sakamoto et al., 2020).

ONT sekvenovani déale umoznuje identifikaci struktury a velikosti mnohych
repetitivnich oblasti v genomech, jelikoZ dlouha Eteni snaze preklenou segmenty repetitivni
DNA a je tak mozna piesna determinace délky, sloZeni a poctu repetic. Pfedevsim je tak mozné
ziskat detailnéjsi informace o organizaci a struktute dlouhych oblasti tandemoveé usporadanych
repetic, jako jsou napft. geny kodujici rDNA, predevsim 45S rRNA geny, jejichZ jedna jednotka
je dlouha nékolik kilobazi a je sloZzena z dlouhého mezerniku, 18S, 5,8S a 26S rRNA gend,
které jsou vzijemné oddéleny kratkymi transkribovanymi mezerniky (ITS1 a ITS2), nebo
dalSich typd tzv. satelitni DNA. Nedavné studie vyuzivajici dlouhych sekvenacnich cteni,
respektive kombinaci dlouhych sekvenaénich ¢éteni s informaci z Bionano optické mapy, tak
poskytly prvni uceleny obraz toho, jak jsou jednotlivé opakujici se jednotky organizovany

v ramci dlouhych tandemové uspofadanych oblasti na chromozomech (Kapustova et al., 2019;

Belser et al., 2021; Vondrak et al., 2021; Navratilova et al., 2022).

Kromé urceni velikosti a uspotadani repetitivnich jednotek se sekvenovani pomoci

nanoport také vyuziva k detekci epigenetickych modifikaci nativni DNA. Detekce modifikaci,
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jako je metylace DNA, je umoznéna schopnosti platformy sekvenovat nativni nukleové
kyseliny bez nutnosti pouziti specialnich chemikalii, které mohou poSkozovat DNA
(Flusberg et al., 2010). Sekvenovani umoziuje rozliSeni mezi 5-methylcytosinem
a 5-hydroxymethylcytosinem nebo detekci N®-methyladenosinu (Rand et al., 2017; Simpson et
al., 2017; Sun et al., 2019). Podobn¢é mohou byt detekovany rizné modifikace bazi pfitomné
v nativnich RNA molekulach, jelikoz modifikované DNA a RNA baze vedou
k charakteristickym zménam v profilech proudu pii prichodu nanopérem a ztéchto zmén

muzou byt nasledné modifikace detekovany (Garade et al., 2018).

Dalsim dulezitym vyuzitim Oxford Nanopore sekvenovani je de novo sestavovani
prokaryotickych a eukaryotickych genomu (Dijk et al., 2018). Zejména u polyploidnich
organismil s komplexnimi genomy, jako je napt. pSenice (alohexapolyploidni druh), a u regionti
s nizkou komplexitou umoziuji dlouhd cteni spravné sestavovani sekvenacnich &teni do
dlouhych kontinualnich contigi (Schmidt et al., 2017; Schmid et al., 2018; Genova et al., 2019;
Kapustova et al., 2019; Shin et al., 2019; Wang et al., 2019; Belser et al., 2021; Mascher et al.,
2021; Bredeson et al., 2022). ONT bylo vyuzito k sekvenovani malych prokaryotnich genomd,
napt. genomu bakterie Escherichia coli, stejné jako k sekvenovani velkych a repetitivnich
rostlinnych a Zivo¢isnych genomi (Loman et al., 2015). Piiklady zahrnuji lidsky genom
a rostlinné genomy v rozsahu od malého ~ 119.5 Mbp genomu Arabidopsis thaliana, stfednich
genomu Musa spp. (523 Mbp) a Solanum pennellii (1-1,2 Gb) az po velky 2,53 Gbp genom od
Chrysanthemum nankingense (Schmidt et al., 2017; Jain et al., 2018; Michael et al., 2018; Song
et al., 2018; Belser et al., 2021). Dlouha ¢teni generovana pomoci ONT pritokovych komurek
jsou uziteCna pii ovéfovani sestavenych heterozygotnich genomt. Wang et al. (2020)
sekvenovali a sestavili vysoce heterozygotni genom blahovi¢niku (Eucalyptus), za pouziti

kombinace dlouhych ¢teni generovanych z ONT a z dat kratkych ¢teni od Illuminy.

3.6 Piiprava vysokomolekularni DNA

Pro ziskani dlouhych sekvenaénich ¢teni pomoci Oxford Nanopore sekvenovani (stejné
jako pro PacBio/SMRT technologii) je potifeba izolace neporusené a velmi Cisté
vysokomolekularni DNA (HMW DNA, "high-molecular weight DNA”"). Obecné je izolace
HMW DNA z zivoc¢iSnych tkani relativné jednoducha. Naproti tomu izolace HMW DNA
zZ rostlinnych materidlii je povazovéna za obtiZznou, ¢astecné kvili pevnym bunéénym sténdm
a také diky vysokému obsahu metabolitl rostlinnych bunck. Existuji rizné metody izolace
DNA, které jsou zaloZené na rtiznych ptistupech. Obecné by se mélo pii izolact HMW DNA

vyhybat metodam extrakce DNA za pouziti centrifugacnich kolonek, které jsou hojné

23



vyuzivany komercénimi kity pro izolaci genomové DNA, jelikoz tyto metody maji tendenci
lamat DNA na fragmenty o velikosti < 8 kb. Vyssi GspéSnost byla ziskana pomoci metod
zalozenych na purifikaci pomoci magnetickych kuli¢ek, avsak i pii této metodé¢ muze dojit
k ziskani DNA s primérnou délkou < 30 kb. Obecné nejvic Gspésné metody byvaji ty, které
jsou zalozené na extrakci pomoci CTAB (cetyltrimethylammonium bromid) pufru v kombinaci
s navijenim DNA na sklenény hacek. Tyto piistupy poskytuji excelentni kvalitu DNA o vysoké
molekuldrni hmotnosti, ale Casto vyzaduji vétSi mnozstvi rostlinného materialu, nez kity
zalozené na magnetickych kulickach (Jung et al., 2019). Dalsi metoda, kterou je mozné vyuzit
pro izolaci vysokomolekuldrni DNA, je zaloZena na izolaci jader a jejich dal§im pteciSténi. Tato
metoda se ptivodné pouzivala napt. pro izolaci HMW DNA vhodné pro klonovani dlouhych
inzert (u rostlin pfedev§im do vektoru BAC — ’bacterial artificial chromosome”) a vytvaieni

genomovych knihoven.

Kvalita HMW DNA — urceni celistvosti/neporusenosti izolovaného vzorku DNA se
provadi pomoci separace na pulzni gelové elektroforéze. Standardni agarézova gelova
elektroforéza se obecné nedoporucuje, jelikoz nedochazi k dostatecnému rozdéleni molekul
DNA vétsich nez 10 kb. Bézné se vyuziva pulzni elektroforéza nebo CHEF (“contour-clamped
homogeneous electric field” = ,,upnuté” homogenni elektrické pole) a doporucuje se také
TapeStation nebo fragmentacni analyzatory ve spojeni s kity analyzujicimi HMW DNA (Jung
etal., 2019).

DalSimi velmi dalezitymi charakteristikami HMW DNA je jeji Cistota — predevSim
piitomnost proteint, ktera je nezadouci. Kvalita se stanovuje velmi &asto pomoci NanoDrop ™
spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific) a pro ptipravu knihoven pro sekvenovani
dlouhych c¢teni se doporucuje pouzit pouze takovou DNA, kterd mé pti absorbanci 260 nm /
280 nm (Cistotu DNA) hodnotu ~ 1,8. Hodnotu absorbance miize ovliviiovat pH vzorku,
pfitomnost proteind, fenolu nebo polyfenolickych metabolith nebo dalSich necistot, které
absorbuji svétlo v blizkosti 280 nm. Absorbance pii 260 nm / 230 nm se vyuzZiva jako
sekundarni ukazatel ¢istoty DNA a méla by byt vyssi nez hodnota pro A260/280, tedy vétsinou
by se u Cist¢ DNA méla pohybovat v rozmezi hodnot 2,0-2,2. Pokud je pomér mensi, je
zpusoben pritomnosti latek, které absorbuji svétlo pii 230 nm — 270 nm, napt. EDTA, fenol ¢i

TRIzol.

Vysoce kvalitni HMW DNA pak miiZe byt pouzita pro pfipravu sekvenacnich knihoven
a nasledné pro samotné sekvenovani pomoci technologii dlouhych ¢teni — ONT i PacBio. ONT

poskytuje rizné kity a protokoly k pifipraveé sekvenacni knihovny a jsou optimalizovany pro
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velky rozsah pfistupd. ONT nabizi tfi moZnosti piipravy sekvenacni knihovny: Rapid
Sequencing kit, Ligation Sequencing kit a VoITRAX. U vSech tfi ptistupti dochazi k upraveni
koncti DNA fragment a k navazani specifickych adaptéra na tyto konce, které zajisti samotny

prubéh sekvenovani — navedeni a prichod skrze nanopdr (Oxford Nanopore Technologies,
2022).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

V praktické casti bakalafské prace byly pouzity 4 genotypy cizrny berani (Cicer
arietinum), které byly vypéstovany ze semen a uchovany ve skleniku. Semena vSech genotypt
byla ziskana z Mezinarodniho vyzkumného institutu plodin semiaridnich tropti (International

Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics, ICRISAT) sidlicim v Patancheru, Indie.

Tabulka 3: PouZité genotypy cizrny berani.

Rod Druh Typ Kéd genotypu Pocet chromozomu
Cicer arietinum Kabuli 2n =2x =16
Cicer arietinum Kabuli ICC 8261 2n=2x=16
Cicer arietinum Desi ICC 1882 2n=2x=16
Cicer arietinum Desi ICC 283 2n=2x=16

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

- B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3148)
- Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 114405)
- CTAB (Sigma-Aldrich, kat.¢. 8.14119)

- Destilovana voda

- EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)

- Ethanol (Lach-ner, kat. ¢. 20025)

- Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751)
- Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G5516)

- Gold Agarose (SeaKem, kat. ¢. 50150)

- H3BOgz (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B7660)

- HCI (Lach-ner, kat. ¢. 10033)

- Chloroform (PENTA, kat. ¢. 17110)

- Isopropanol (Carl Roth, kat. €. 6752.3)

- lzoamylalkohol (Lach-ner, kat. ¢. 20035)

- Lambda PFG Ladder (BioLabs, kat. ¢. N0341S)

-  MATAB (Sigma-Aldrich, kat.¢. M7635)

- Midrange PFG Marker (BioLabs, kat. ¢. N0342S)
- NaCl (Lach-ner, kat. ¢. 30093)

- PMSF (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 78830)

- PVP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P0930)

- Sacharéza (Lach-ner, kat. ¢. 40135)

- Tekuty dusik

- Tris-base (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8524)

- Triton X (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X100)

- Xylene cyanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 335940)
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Pouzité soupravy
- AMPure XP bead (Beckman Coulter, A63881)

- Ligation Sequencing Kit (Oxford Nanopore technologies, SQK-LSK110)

- Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kit (Circulomics, NB-900-801-01)

- NEBNext Companion Module for Oxford Nanopore Technologies (BioLabs, E7180S)
- Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Q32853)

Pouzité roztoky a jejich priprava

Tris-HCI:

Rozpustit 12,1 g 1M Tris-base v malém mnozstvi destilované vody. Upravit pH pfidanim
pozadovaného mnoZzstvi 15% HCL a doplnit destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml.

0,5M EDTA:

Rozpustit 18,61 g EDTA v 80 ml destilované vody a béhem rozpousténi upravovat pH pomoci
NaOH. Doplnit destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml.

5M NaCl:
Rozpustit 29,22 g NaCl ve 100 ml destilované vody.
2x CTAB:

Rozpustit 2 g CTABU V destilované vodé (v 50 ml) za stalého michani a zahfivani roztoku.

Jakmile je CTAB dobie rozpustén a zchlazen na pokojovou teplotu, pfidat 10 ml 1M roztoku
Tris-HCI, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 4M roztoku NaCl. Doplnit destilovanou vodou na
celkovy objem 100 ml.

2x CTAB-PVP:

Rozpustit 2 g CTABU vV destilované vodé (v 20 ml) za stalého michani a zahfivani roztoku.
Rozpustit 2 g PVP v destilované vodé (v 20 ml) za stalého michani a zahfivani roztoku. Jakmile
je CTAB a PVP dobfte rozpusténo a zchlazeno na pokojovou teplotu, slit dohromady a piidat
10 ml 1M roztoku Tris-HCI, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 5M roztoku NaCl. Doplnit
destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml.

2X MATAB:

Rozpustit 2 g MATABU V destilované vodé (v 50 ml) za stalého michani a zahfivani roztoku.

Jakmile je MATAB dobie rozpustén a zchlazen na pokojovou teplotu, ptidat 10 ml 1M roztoku
Tris-HCI, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 4M roztoku NaCl. Doplnit destilovanou vodou na
celkovy objem 100 ml.

2x MATAB-PVP:

Rozpustit 2 g MATABU V destilované vodé (v 20 ml) za stalého michani a zahfivani roztoku.
Rozpustit 2 g PVP v destilované vod¢ (v 20 ml) za stalého michani a zahtivani roztoku. Jakmile
je MATAB a PVP dobfe rozpusténo a zchlazeno na pokojovou teplotu, slit dohromady a ptidat
10 ml 1M roztoku Tris-HCI, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 5M roztoku NaCl. Doplnit
destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml.
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TE pufr:

Smichat 1 ml 1M roztoku Tris-HCI s 200 ul 0,5M roztoku EDTA a doplnit destilovanou vodou
na celkovy objem 100 ml.

Chloroform:izoamylalkohol (24:1):

Smichat 96 ml chloroformu s 4 ml izoamylalkoholu.

70% Ethanol:

Smichat 36,46 ml 96% ethanolu s 13,54 ml destilované vody.
1M sacharoza:

Rozpustit 68,48 g sacharozy ve 200 ml destilované vody.

1x H pufr:

Smichat 30 ml 10x HB, 150 ml 1M sachar6zy, 1,5 ml Tritonu a 5,22 ml PMSF. Doplnit
destilovanou vodou na celkovy objem 300 ml.

5x TBE puftr:
54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5M EDTA rozpustit v destilované vodé a

doplnit destilovanou vodou na celkovy objem 1 1.

0,05x TBE pufr:

Smichat 10 ml 5x TBE pufru s 990 ml destilované vody.
6x STOP C:

Smichat 2 ml 0,5M roztoku EDTA, 1 ml 10% SDS, 4,3 ml 99,9% glycerolu s 5 mg
bromfenolové modii a 5 mg xylene cyanolu. Rozpustit a doplnit destilovanou vodou na celkovy
objem 10 ml.

TC pufr:

Do 90 ml destilované vody ptidat 5 ml 1M Tris-HCI (pH 7,5), 3, 75 ml 2M NacCl, 600 ul 1M
roztoku MgClz2a 100 pl 0,1M roztoku CaClz. Doplnit destilovanou vodou do celkového objemu
100 ml.

4.3 Seznam pouzitych piistroju a zarizeni

- Analytické vahy (Sartorius)

- Centrifuga CR3i (Thermo Electron Corporation)

- Centrifuga MINI (Labnet)

- Centrifuga STAR 60 (VWR)

- Digestot (Merci)

- DynaMag™.-2 (Thermo Fisher Scientific)

- Elektroforeticka komurka k pulzni elektroforéze (Bio-Rad)
- Fluorometr Qubit 3 (Thermo Fisher Scientific)
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Hlubokomrazici mrazék (Thermo Scientific)

HulaMixér™ Sample Mixer (Thermo Fisher Scientific)
Chladici zatizeni k pulzni elektroforéze (Bio-Rad)

Injekéni stiikacky Micro-Fine Plus 0,5 ml (Becton Dickinson)
Inkubacni tiepacka C24 (New Brunswick Scientific)
Inkubator Incucell V55 (BMT Medical Technology s.r.0.)
Lyofilizator CoolSafe (LaboGene)

Magneticka michacka (IKA)

MikrovInna trouba EMN (Zanussi 2015)

Orbitalni tfepacka DuoMax 1030 (Heidolph)

Oscilaéni mlyn MM 301 (Retsch)

Pratokova cela (Oxford Nanopore Technologies)

Pulzni gelova elektroforéza s pumpou (Bio-Rad)

Sekvenator MinlON Mk1B (Oxford Nanopore Technologies)
Spektrofotometr NanoDrop ND — 1000 (Thermo Fisher Scientific)
Termocycler C1000 Touch (Bio-Rad)

Thermomixer C (Eppendorf)

UV transiluminator InGenius (Syngene)
Vodni lazenn SM 30 (Grant)

Vortex (Heidolph)

Vyrobnik ledu MF 26 (Scotsman)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 TIzolace vysokomolekularni (HMW) DNA cizrny berani

Pro ziskani vysoce kvalitni vysokomolekularni DNA cizrny bylo vyuZito dvou piistupti:

1) izolace jader nésledovana izolaci HMW DNA pomoci komeréné dostupného kitu Nanobind

Plant Nuclei Big DNA Kit (Circulomics), vyuzivajicim magnetické disky; 2) klasicky ptistup

zaloZeny na izolaci DNA pomoci CTAB metody.

Cilem praktické ¢asti bylo zjistit, zda oba protokoly poskytnou srovnatelné vysledky

z hlediska kvality (délka fragmentl a ¢istota HMW DNA) a kvantity vyizolované HMW DNA.

Pro prvni pokusy izolace HMW DNA byly vyuZzity nové lyofilizované listy cizrny

a v pripadé, ze pouzity protokol poskytl pozitivni vysledky, byla metoda pouzita na Cerstvy
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rostlinny material homogenizovany v tekutém dusiku.

4.4.2 1zolace vysokomolekularni DNA pomoci Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kitu
Pted samotnym pouzitim Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kitu je nutné vyizolovat
bunécna jadra, ktera jsou vstupnim materidlem pro izolaci vysokomolekuldrni DNA pomoci

Nanobind teréika.

1. Izolace bunéénvch jader cizrny

0,5 g lyofilizovanych listi cizrny bylo zhomogenizovano pomoci oscila¢éniho mlynu
(7 min, 27 Hz). Homogenizovany rostlinny material byl pfenesen do kadinky s 35 ml pufru H,
kterd byla umisténa na ledu. Smés byla opatrn¢, ale disledné promichana a nasledné
inkubovana 5 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci byly ze smési odstranény hrubé necistoty
(vetsi kusy rostlinnych pletiv) ptefiltrovanim pies nylonové sitko (Miracloth, s velikosti pora
48 pm) do novych sterilnich kyvet. Po vyvazeni kyvetek (pfidanim ledového pufru H) byla
smés centrifugovana 15 minut pii 200 g, 4 °C, za pouziti pomalého brzdéni (level 2) tak, aby
byly ze vzorku eliminovany intaktni bunky a bunééné zbytky. Supernatant byl nasledn¢ opatrné
vylit (nebo odpipetovan), aby nedoslo k utrhnuti peletu. K peletu bylo opatrné napipetovano
35 ml vychlazeného pufru H, a smés byla zhomogenizovdna — opatrnym promichanim,
pomalym otd¢enim kyvety. Dle potieby byl pfedesly krok opakovan (pfiblizné 4x), s cilem
ziskat pelet svétlé barvy, coz indikuje odstranéni prevazné casti plastidové DNA. Nasledné byl
pelet resuspendovan v 20 ml ledového TC pufru. Roztok byl centrifugovan 5 minut piti 400 g,
4 °C (pomalé brzdeéni). Supernatant byl opatrn€ odstranén a peletka bunécnych jader byla
vyuzita pro izolaci HWM DNA s vyuZitim Nanobind ter¢ik (Nanobind Plant Nuclei Big DNA

Kit od firmy Circulomics; viz niZe).

2. lzolace HMW DNA z vyizolovanych jader cizrny kitem Nanobind Plant Nuclei Big DNA

Kit (Circulomics)

Ke vzorku izolovanych jader cizrny bylo pfidano 80 pl pufru PL1 a 30 ul pufru CS.
Smés byla opatrné promichdna pipetou se zastfizenou Spickou a inkubovana v termomixéru pti
55 °C, po dobu 15 minut, za stdlého michani (900 rpm). Pro odstranéni RNA, bylo ke vzorku
ptidano 20 ul RNasy A a vzorek byl inkubovan 3 minuty pti pokojové teploté. Po inkubaci
s RNasou byl vzorek centrifugovan 5 minut pti 16 000 g za pokojové teploty. Supernatant byl
piepipetovan do nové sterilni mikrozkumavky (typ Eppendorf), kam byly ptidany Nanobind
disky a 120 pl isopropanolu. Vzorek byl promichan opatrnym pievracenim mikrozkumavky
a umistén na HulaMixér na 20 minut k inkubaci pfi pokojové teploté. Mikrozkumavka se

vzorkem byla nésledné umisténa do magnetického stojanku a byl odstranén supernatant.
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Ke vzorku bylo ptidano 500 pl pufru PW1 a vzorek byl promichan obracenim mikrozkumavky,
umistén na magneticky stojanek a supernatant byl opét odpipetovan. Tento krok byl opakovan
a zkumavka byla kratce centrifugovana k odstranéni zbytkového supernatantu. Ke vzorku bylo
nasledné ptidano 150 pl pufru EB+ a nésledovala inkubace pii pokojové teploté po dobu
10 minut. Takto ziskana DNA byla pfepipetovana do nové mikrozkumavky. Pro kontrolu

vyizolované DNA byla provedena pulzni elektroforéza.

4.4.3 1Izolace vysokomolekularni DNA pomoci CTAB a MATAB

Vysokomolekularni DNA byla izolovana z listii cizrny berani (Cicer arietinum), které
byly lyofilizované nebo cCerstvé, a izolace byla provadéna za pouziti Ctyf rdznych pufri
(MATAB, MATAB-PVP, CTAB a CTAB-PVP) ke zjisténi, jaky postup vede k ziskani

nejkvalitnéjsi vysokomolekularni DNA.

Izolace byla provedena dle nasledujiciho postupu:

Bylo navézeno 0,5 g lyofilizovaného rostlinného materidlu nebo 6 g cerstvého
(zamrazeného) rostlinného materidlu. Lyofilizovany rostlinny materidl byl homogenizovan
pomoci oscilaéniho mlynu (7 minut, 27 Hz) a Cerstvy rostlinny material byl homogenizovan

pomoci tekutého dusiku a tfeci misky s tlou¢kem.

Podrceny rostlinny material byl nasledné ptidan do kadinky s 15 ml 2x MATAB/
2X MATAB-PVP (nebo 2x CTAB/2x CTAB-PVP) pufru, 300 pl B-merkaptoethanolu a opatrné
homogenizovan michanim na ledu. Homogenizovany roztok byl pielit do falkony a inkubovan

ve vodni 1azni 30 minut pfi 65 °C, za obCasného promichani obracenim falkony.

Po inkubaci byl pfidan stejny objem (15 ml) smési chloroform:izoamylalkohol (24:1),
roztok byl opatrné promichan obracenim falkony a centrifugovan 10 minut pii 4 000 g, 4 °C.
Po centrifugaci byla vodni faze (horni) odebrana do nové falkony a byl ptfidan stejny objem
smési chloroform:izoamylalkoholu (24:1). Roztok byl opatrné promichdn obracenim falkony
a opét centrifugovan 10 minut pti 4 000 g, 4 °C. Tento krok byl opakovan, dokud nebylo

rozhrani Cisté.

Po dosazeni pozadované Cistoty byla odebrana vodni faze po 1 ml do novych 2ml
mikrozkumavek a kvodni fazi byl pfidin 1 ml smési chloroform:izoamylalkoholu
(24:1). Roztok byl opét centrifugovan 10 minut pii 4 000 g, 4 °C. Tento krok byl opét opakovan,

dokud nebylo rozhrani ¢isté.

Po dosazeni pozadované Ccistoty rozhrani dvou fazi, byla vodni faze ze vSech

mikrozkumavek piepipetovina do nové 12ml zkumavky a po sténé bylo pfidano
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0,6 objemu isopropanolu. Po promichani roztoku pieklapénim zkumavky byla pozorovana
srazejici se DNA, ktera byla bud'to namotédna na sklenénou klicku, anebo centrifugovana
3 minuty pii 1500 g, 4 °C, aby doslo k usazeni vysrazené DNA na dn¢ zkumavky. Supernatant
byl po centrifugaci vylit a pelet byl oplachnut v 70% ledovém ethanolu (2 x 5 minut, pfi
pokojové teplot¢).

Po oschnuti byl pelet ptfes noc rozpoustén v TE pufru (pH 8) na tiepacce pii pokojové
teploté. Objem pufru byl zvolen dle velikosti peletu (obvykle 200-500 pl).

Kvalita a kvantita vyizolované DNA byla zkontrolovana pomoci spektrofotometru

NanoDrop, fluorometru Qubit a pulzni gelové elektroforézy.

4.4.4 Pulzni gelova elektroforéza
Kvalita a kvantita vyizolované HMW DNA pomoci dvou riiznych pfistupti byla
zkontrolovana pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE), jelikoz umoziuje separaci molekul

DNA vétSich nez 15 kb.

Piiprava 1.2% agardzového gelu v 0,05x TBE pufru:

Do Erlenmeyerovy baiky bylo navazeno 3,6 g agardzy s nizkym bodem tani (Gold
Agarose). Ve sklenéném valci bylo odméfeno 300 ml 0,05x TBE pufru a pufr byl nasledné pfilit
do banky k agardze. Roztok byl krouzivymi pohyby promichan a vlozen do mikrovinné trouby,
kde byl ohfivan, dokud nedoslo k varu a k tplnému rozpusténi agarézy v TBE pufru. Barika
byla opatrné vyjmuta z mikrovinné trouby a chlazena pod tekouci vodou, dokud roztok nemél
pozadovanou teplotu. Do pfipravené nalévaci vany s hiebinkem byl nasledné pielit rozehtaty
agar tak, aby doSlo ke vzniku co nejmensiho mnozstvi bublinek. Piipadné vzniklé bublinky
byly odstranény Spickou od pipety. Po 30 minutich gel zatuhnul a byl vloZen do
elektroforetické vanicky naplnéné 0,05x TBE pufrem. 5 pl vzorkit DNA bylo smichano s 5 pl
STOP-C. Do prvni a posledni jamky byl vloZzen marker molekulové hmotnosti (Midrange PFG
Marker, Lambda PFG Ladder) a do ostatnich jamek bylo naneseno 10 pl smési vzorkd s 5 pl
STOP-C. Program PFGE byl nasledujici: proud 6 V; doba ptepnuti (tzv. "switch time”) 1-50 s;
uhel 120°; a celkova doba b&hu separace 14 hodin pii 14 °C. Po ukonleni elektroforetické
separace byl gel vlozen do ethidium bromidu na 20 minut, poté oplachnut v destilované vodée

a vizualizovan pomoci transiluminatoru.
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4,45 Priprava HMW DNA pro piipravu sekvenaénich knihoven na Oxford Nanopore
sekvenovani
Na zéklad¢ vysledkt z PFGE bylo zjisténo, Ze vyizolovana vysokomolekularni DNA
byla piili§ dlouha, a tak byla provedena fragmentace pomalym pietahovanim pies injek¢éni
stiikacku Micro-fine plus (Becton Dickinson). Podle PFGE byla DNA cizrny pfes stiikacku
pretazena 15-20krat. Poté byla piecisténa pomoci AMPure XP kulicek (Beckman Coulter)

a opét analyzovana pomoci PFGE.

Piecisténi HMW DNA pomoci AMPure XP kulicek:

Ke 160 pl vzorku vyizolované HMW DNA cizrny bylo pfidéno ustfizenou $pickou
160 pl magnetickych kulicek AMPure XP (Beckman Coulter). Mikrozkumavky se vzorky byly
nasledné vlozeny do HulaMixéru a inkubovany 10 minut pii pokojové teploté, za stalého
michéni. Po inkubaci byly mikrozkumavky umistény na magneticky stojanek a tfikrat promyty
1 ml 70% ledového ethanolu. Po odpipetovani ethanolu bylo ke kulickam s navdzanou DNA
cizrny pridano 200 pl TE pufru, roztok byl jemné promichan poklepanim na zkumavky, nebo
pomalym pipetovanim ustfizenou Spickou. Nasledn€¢ byly mikrozkumavky inkubovany
30 minut pii 37 °C, kdy doslo k separaci DNA z kuli¢ek. Po inkubaci byly mikrozkumavky
opét vloZeny na magneticky stojanek a vzorek (supernatant s pieciSténou DNA) zbaveny
kuli¢ek byl napipetovan do novych mikrozkumavek. Ke kontrole velikosti fragmentii byla

nasledné provedena pulzni gelova elektroforéza.

4.4.6 Priprava sekvenaéni knihovny

Sekvenacni knihovna byla pfipravena ze tifi vzorkli vyizolované vysokomolekularni
DNA a to z genotypu ICC 8261 (fragmentace 15x), ICC 8261 (fragmentace 20x) a z genotypu
ICC 1882 (fragmentace 15x). Pfiprava sekvenacni knihovny byla provadéna za pouZiti

liga¢niho sekvenacniho Kitu (Ligation Sequencing Kit, Oxford Nanopore Technologies).

Piiprava vzorkt HMW DNA k pfipravé sekvenacéni knihovny:

Koncentrace vzorki byla nejprve stanovena za pouziti Qubit™ dsDNA BR Assay kitu
a vyhodnocena na fluorometru Qubit. Dle zméfené koncentrace DNA byl vypocitdn objem
DNA potiebny pro reakci (2500 ng DNA/reakce). Objem DNA byl nasledné¢ doplnén
destilovanou vodou na pozadovany objem 47 pl. VSechny potfebné komponenty z kitu byly

pfipraveny dle instrukei vyrobce.

DNA CS (DCS) byl rozmrazen pti pokojové teploté, centrifugovan, promichan
pipetovanim a umistén na led. Ostatni €inidla byla také umisténa na led. Reakéni mix byl
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pfipraven na ledu do tenkosténné PCR zkumavky dle Tabulky 4.

Tabulka 4: Ptiprava reakéniho mixu k opravé DNA a ptipravé koncl fragmentii DNA.

Cinidlo Objem [pl]
DNA CS 1

DNA + H.0 47
NEBNext FFPE DNA Repair Buffer 3,5
NEBNext FFPE DNA Repair Mix 2

Ultra 1l End-prep reaction buffer 3,5

Ultra Il End-prep enzyme mix 3

Celkem 60

Ptipraveny reak¢ni mix byl jemné promichéan a kratce centrifugovan. Vzorek byl vlozen
do termocykleru a inkubovan 5 minut pti 20 °C a nasledné 5 minut pti 65 °C, aby doslo k opravé
DNA a k ptipravé koncli fragmentli DNA, aby na n¢ v dal§im kroku mohly byt navdzany
adaptéry.

Adapter Mix F (AMX-F) a Quick T4 Ligase byly kratce centrifugovany a umistény na
led. Ligation Buffer (LNB) byl rozmrazen pii pokojové teploté, kratce centrifugovan
a promichan pipetovanim. Po rozmrazeni a promichani byl okamzité umistén na led. Elution
Buffer (EB) byl rozmrazen pii pokojové teploté, vortexovan, kratce centrifugovan a nasledné
umistén na led. K zachovani fragmenti DNA o velikosti 3 kb nebo vétsi byl pouzit a rozmrazen
za pokojové teploty Long Fragment Buffer (LFB). Nasledné byl vortexovan, kratce
centrifugovan a umistén na led. V nové mikrozkumavce byl z pfipravenych ¢inidel pfipraven
reakéni mix 2, aby mohlo dojit k navazani adaptérti k pfipravenym konciim fragmenti DNA
(Tabulka 5).
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Tabulka 5: Pfiprava reak¢niho mixu k navazani adaptérii na pfipravené konce.

Cinidlo Objem [pl]
Vzorek DNA z ptedeslého kroku 60

Ligation Buffer (LNB) 25
NEBNext Quick T4 DNA ligase 10

Adapter Mix F (AMX-F) 5

Celkem 100

Pfipraveny mix byl promichan, kratce centrifugovan a nasledné inkubovan ptiblizné

8 minut pii pokojové teploté.

Precdisténi vzorku pomoci AMPure XP kulicek:

Po inkubaci bylo k smési pfidano 150 pl resuspendovanych AMPure XP kulicek
K odstranéni fragmenti DNA nevhodnych délek. Smés s kulickami byla inkubovéana na
HulaMixéru 5 minut pfi pokojové teploté, aby doSlo k navazani DNA. Po inkubaci
a centrifugaci byl vzorek umistén na magneticky stojanek a byl odpipetovan supernatant.
Nésledné byly kulicky promyty pfidanim 250 pl Long Fragment Buffer (LFB), ktery slouzi
k zachovani fragmentt DNA o velikosti 3 kb nebo vétsi, a resuspendovany. Po stoceni byla
mikrozkumavka vradcena na magneticky stojanek, aby doSlo k vzniku peletu a mohl byt
odpipetovan supernatant, ve kterém zistaly fragmenty DNA nevhodnych délek. Cely tento krok
byl opakovén jesté jednou. Po odpipetovani supernatantu byl vzorek stocen a opét umistén na
magneticky stojanek, aby mohl byt odpipetovan zbytkovy supernatant. Pelet byl suSen
30 sekund a nasledn¢ odebran z magnetického stojanku a resuspendovan v 15 ul Elution Buffer
(EB). Vzorek byl kratce centrifugovan a néasledn¢ inkubovan 10 minut pti 37 °C, aby doslo
K uvolnéni fragmentt DNA z kuli¢ek do EB pufru. Nasledné byl vzorek opét vlozen do
magnetického stojanku a 15 pl eludtu s DNA bylo odebrdno a napipetovano do nové
mikrozkumavky. Kulicky byly vyhozeny. Ke kvantifikaci vzorku byl pouzit 1 pl vzorku

a mnoZzstvi DNA bylo stanoveno pomoci fluorometru Qubit.

Priprava sekvenacéni knihovny a jeji naneseni na pratokovou komurku:

Sequencing Buffer 11 (SBII), Loading Beads Il (LBII), Flush Tether (FLT) byly
rozpustény za pokojové teploty, vortexovany a centrifugovany. K pfipraveni tzv. priming mixu

pro pritokovou komurku bylo pfidano 30 pl FLT pufru ptimo do zkumavky s FB pufrem.
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Sekvenator MinlON byl otevien a byla do néj vlozena priitokovd komurka (viz
Obrazek 9). Byl otevien kryt Priming portu a k odstranéni pfipadnych bublin bylo z Priming
portu odsato par mikrolitrii roztoku nastavenim automatické pipety (pro objem 1000 pl) na
200 pl, vlozenim $picky do Priming portu a upravovanim jejiho objemu. Objem byl upravovan,

dokud se ve Spicce neobjevilo malé mnozstvi kapaliny.

Obrazek 9: Vlozeni priutokové komtrky do sekvenatoru MinlON. Pfevzato z: Oxford Nanopore Technologies,
2022.

Dle stanovené koncentrace vzorku DNA pomoci fluorometru Qubit byl vypocitan
potfebny objem DNA pro samotné sekvenovani — tak aby se ve vzorku nachéazelo 650 ng DNA
v celkovém objemu 12 ul. Pfes Priming port bylo do prutokové komirky naneseno 800 pl
pfedem pfipraveného priming mixu a béhem nasledujicich péti minut byla pfipravena

sekvenacni knihovna dle Tabulky 6.

Tabulka 6: Ptiprava sekvenacni knihovny.

Cinidlo Objem [pl]
Sequencing Buffer 11 (SBII) 37,5
Loading Beads Il (LBII) 25,5

DNA knihovna 12

Celkem 75

Po ptipravé sekvenacni knihovny byl otevien SpotON sample port cover a do Priming
portu bylo naneseno zbylych 200 ul priming mixu. Jednotlivé ¢asti pritokové komirky jsou
ukdzany na Obrazku 10. Nasledné bylo po kapkach naneseno 75 pl sekvenacni knihovny do
SpotON sample portu. SpotON sample cover a Priming port byly pak uzavieny a bylo uzavieno

také viko sekvenatoru MinlON, ktery byl nasledné pfipraven k sekvenovani.
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Obrazek 10: Casti pritokové komirky k sekvenatoru MinION. Pievzato a upraveno z: Oxford Nanopore
Technologies, 2022.
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5 Vysledky

Cilem experimentalni Casti bakalarské prace byla optimalizace protokolu slouziciho
k izolaci vysokomolekularni DNA z rostlin, ktera je potiebna pro Oxford Nanopore
sekvenovani. Vysokomolekularni DNA byla izolovana z cizrny berani (Cicer Arietinum) za
pouziti dvou raznych pfistupt. Prvnim pfistupem byla izolace jader a nasledna izolace
vysokomolekularni DNA za pouziti komeréné dostupného kitu Nanobind Plant Nuclei Big
DNA Kit (Circulomics) vyuzivajicim magnetické disky. A druhym piistupem byl klasicky
ptistup za pouziti CTAB (MATAB) metody. Vysledky izolace byly kontrolovany pomoci
pulzni elektroforézy a ziskanda HMW DNA byla nasledné pouzita k piipravé sekvenacni
knihovny pro Oxford Nanopore sekvenovani. Nasledné bylo provedeno samotné sekvenovani

jako dikaz, ze dany postup funguje.

5.1 Izolace HMW DNA pomoci Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kitu
Vyizolovand DNA pomoci komeréné dostupného kitu byla podrobena pulzni
elektroforéze. Elektroforetogram gelu ukdzal, Ze ptistup za vyuziti Nanobind Plant Nuclei Big
DNA Kitu byl netispésny — nedoslo ke vzniku produktu. Izolace jader, ktera predchéazela izolaci
HMW DNA pomoci kitu byla uspésna, doslo ke vzniku peletky. Nedoslo tedy k navazani DNA
na disky. I pfesto, Zze pokus s Cerstvé lyofilizovanym materidlem byl netispé$ny, proces byl
opakovan i s Cerstvym rostlinnym materidlem homogenizovanym za pouziti tekutého dusiku.

Bohuzel i tento pokus nebyl Gispésny, nedoslo tedy k navazani DNA na magnetické disky.

5.2 Izolace HMW DNA pomoci klasické CTAB metody

Izolace HMW DNA za pouziti klasické metody CTAB byla nejprve optimalizovana na
lyofilizovaném vstupnim materidlu, ktery byl homogenizovan pomoci oscilacniho mlynu.
Cilem bylo porovnat, ktery pufr poskytne lepsi vytéznost a kvalitu vysokomolekuldrni DNA,
aby nésledné tento pufr mohl byt vyuzit k izolaci za pouziti Cerstvého vstupniho materidlu.
Uspésnost izolace HMW DNA z lyofilizovaného rostlinného materidlu byla zkontrolovana
pomoci PFGE. Vysledek pulzni elektroforézy ukazal, Ze izolace DNA byla v tomto ptipadé
uspésna a bylo zjisténo, ze vSechny testované pufry (MATAB, MATAB-PVP, CTAB,
CTAB-PVP) poskytly DNA o stejné (velmi podobné) velikosti (viz Obrazek 11). Jelikoz se
ukdzalo, Ze pouzity postup funguje, tak byl proces opakovéan pro Cerstvy rostlinny material,
ktery byl homogenizovan pomoci tekutého dusiku. Vysledky pulzni elektroforézy
porovnavajici izolace HMW DNA za pouziti lyofilizovaného nebo cCerstvého rostlinného

materialu a za pouZiti riznych pufri mizeme vidét na Obrazku 11.
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Obrazek 11: Pulzni gelova elektroforéza vyizolované DNA cizrny berani.

Legenda:

1) Lambda PFG Ladder; 2) DNA izolovana pomoci MATAB pufru z lyofilizovanych listt
cizrny berani; 3) DNA izolovana pomoci CTAB pufru z lyofilizovanych listi cizrny berani; 4)
DNA izolovana pomoci CTAB-PVP pufru z lyofilizovanych listi cizrny berani; 5) DNA
izolovana pomoci MATAB-PVP pufru z lyofilizovanych listi cizrny berani; 6) a 7) DNA
izolovana pomoci MATAB pufru z Cerstvych listi cizrny berani; 8) DNA izolovana pomoci
CTAB pufru z lyofilizovanych listii cizrny berani; 9) DNA izolovana pomoci CTAB-PVP pufru
z lyofilizovanych listil cizrny berani, genotypu ICC 8261; 10) DNA izolovana pomoci CTAB
pufru z lyofilizovanych listd cizrny berani, genotypu ICC 8261; 11) DNA izolovana pomoci
MATAB-PVP pufru z lyofilizovanych listii cizrny berani, genotypu ICC 8261; 12) a 13) DNA
izolovana pomoci MATAB pufru z erstvych listl cizrny berani, genotypu ICC 8261; 14) a 15)
DNA izolovana pomoci MATAB pufru z ¢erstvych listl cizrny berani, genotypu ICC 1882; 16)
a 17) DNA izolovand pomoci MATAB pufru z Cerstvych listl cizrny berani, genotypu
ICC 283; 18) Midrange PFG Marker.
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Elektroforetogram pulzni elektroforézy ukézal, ze izolace HMW DNA probéhla

v poiadku u obou postupt, ale k ziskani viditelné kvalitnéjsi vysokomolekuldrni DNA vede

izolace z Cerstvého vstupniho materialu. Kvalita vyizolované DNA byla také zkontrolovana

pomoci spektrofotometru NanoDrop a fluorometru Qubit (Tabulka 7). VSechny vzorky DNA

mély pomér A260/A280 vyssi nez 1,8 (takze nebyly kontaminované proteiny). Vzorky

izolované z Cerstvého materidlu mély vyssi koncentraci DNA nez vzorky z lyofilizovaného

materidlu. U vSech vzorkl byl pomér A260/230 vyssi nez 1,8.

Tabulka 7: Namétené hodnoty vzorkid DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop a fluorometru Qubit.

NanoDrop Qubit
Vstupni
Genotyp . Pufr Koncentrace Koncentrace
material A260/A280 A260/A230
[ng/pl] [ng/pl]
- Lyofilizovany MATAB 1 864,3 2,18 2,37 61,8
- Lyofilizovany CTAB 1730,6 2,16 2,35 138
CTAB-
- Lyofilizovany 22731 2,21 2,22 177
PVP
MATAB-
- Lyofilizovany 1875,8 2,15 2,13 80,4
PVP
- Cerstvy MATAB 49675 2,15 2,09 208
- Cerstvy MATAB 3800, 2 2,14 2,19 112
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Tabulka 7 (pokracovani): Namétené hodnoty vzorkd DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop a fluorometru

Qubit.

NanoDrop Qubit
Vstupni
Genotyp teridl Pufr Koncentrace Koncentrace
materia A260/A280 A260/A230
[ng/pl] [ng/pl]
ICC CTAB-
Lyofilizovany 2600,0 2,06 1,99 238
8261 PVP
ICC
Lyofilizovany CTAB 5743,6 2,19 2,35 195
8261
ICC MATAB-
Lyofilizovany 62754 1,90 2,00 240
8261 PVP
ICC .
Cerstvy MATAB 3585,3 2,12 2,18 140
8261
ICC .
Cerstvy MATAB 3391,3 2,12 2,19 244
8261
ICC .
Cerstvy MATAB 4230,0 2,11 2,14 122
1882
ICC .
Cerstvy MATAB 43121 2,12 2,13 141
1882
ICC 283 éerstvy MATAB 5633,5 2,19 2,17 204
ICC 283 éerstvy MATAB 6 061,3 2,16 2,18 150

Vysledky analyzy velikostit HMW DNA cizrny berani ukdzaly, ze ziskand DNA je pfili$
dlouhd pro ONT sekvenovani a mohla by tak zpisobit velmi rychlé ucpavani nanoport
a negativné tak ovlivnit vytéznost sekvenacni reakce. V predkladané bakaléatské praci nebylo
vyuzito specidlniho kitu pro piipravu extrémné dlouhych Cteni, a proto byla provedena
fragmentace HMW DNA a jeji nasledné precisténi. Ke kontrole, zda fragmentace vedla
k ziskani fragmenti DNA optimalnich délek pro ptipravu ONT sekvenaéni knihovny, byla opét
provedena pulzni elektroforéza (Obrazek 12), kterd ukazala, ze ,,jemna* fragmentace DNA

vedla k ziskani HMW DNA vhodné pro ONT sekvenovani, kdy pfevazna vétSina fragmentt
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mela délku 4897 kb, jak je patrné z Obrazku 12.

Cmoeoesses

339,5kb 339,5 kb
291,0 kb 291,0 kb
2425 kb 2425 kb
194,0 kb 194,0 kb
1455 kb 145,5 kb
97,0 kb ' 97,0 kb
48,5 kb n 1 48,5 kb
15,0 kb 15,0 kb

Obrazek 12: Pulzni gelova elektroforéza DNA cizrny berani po fragmentaci a pfecisténi.

Legenda: 1) Midrange PFG Marker; 2) Lambda PFG Ladder; 3) a 4) DNA izolovana pomoci
MATAB pufru z Cerstvych listl cizrny berani; 5) a 6) DNA izolovana pomoci MATAB pufru
z Cerstvych listl cizrny berani, genotypu ICC 8261; 7) a 8) DNA izolovana pomoci MATAB
pufru z Cerstvych listl cizrny berani, genotypu ICC 1882; 9) a 10) DNA izolovana pomoci
MATAB pufru z ¢erstvych listi cizrny berani, genotypu ICC 283; 11) Midrange PFG Marker;
12) Lambda PFG Ladder.

5.3 Oxford Nanopore sekvenovani

HMW DNA byla nasledné pouZita pro pfipravu sekvenacnich knihoven a samotné ONT
sekvenovani. Cilem sekvenace bylo zjistit, zda je ziskana DNA (Cistota a délka fragmenti
DNA) vhodnd pro Oxford Nanopore sekvenovani a zda DNA neobsahuje nékteré jiné
sekundarni metabolity, které by mohly negativné ovlivnit pribéh sekvenovani, napt. vysokou

rychlosti ucpavani pora.

Na zakladé¢ vysledki analyzy kvality a velikosti vyizolované DNA cizrny berani byly

pro ptipravu sekvenacni knihovny a nasledné Oxford Nanopore sekvenovani vybrany tfi vzorky
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DNA, izolované z genotypti ICC 8261 (2x) a ICC 1882. Jednalo se o vzorky izolované
Z Cerstvého vstupniho materialu za pouziti pufru MATAB. K ptipraveé sekvenacni knihovny byl
vyuzit liga¢ni kit (Ligation Sequencing Kit, Oxford Nanopore Technologies), ktery je
optimalizovan pro dlouhé cteni. K sekvenovani byly vyuzity sekvenacni komitrky, které
obsahovaly ~ 400-800 aktivnich nanop6r. Sekvenovani probihalo 48 hodin pro vzorek
s genotypem ICC 1882 a 1 den 22 hodin pro vzorky s genotypem ICC 8261. Analyza ziskanych
¢teni byla provedena pomoci programu Nanoplot. Shrnuti dat ziskanych ze sekvenovani vzorku
cizrny genotypu ICC 1882 miizeme vidét v Tabulce 8 a shrnuti dat pro vzorky cizrny genotypu

ICC 8261 v Tabulce 9. Histogramy znazornujici rozlozeni ONT ¢teni mizeme vidét na
Obrazku 13.

Tabulka 8: Statistika sekvenovani genotypu ICC 1882.

ICC 1882 Fail Pass
Primérna délka ¢teni 4 958,9 bazi 6 492,0 bazi
Primeérna kvalita ¢teni 6,8 11,1
Pocet ¢teni 82911 349 538
N50 délky ¢teni 14 232 bazi 17 047 bazi
Nejdelsi ¢teni 112 004 bazi 129 431 bazi
Celkem bazi 411 149 928 2269 184 919

Tabulka 9: Statistika sekvenovani genotypu ICC 8261.

ICC 8261 Fail Pass
Primérna délka Cteni 5242,3 bazi 7 197,0 bazi
Primeérna kvalita ¢teni 6,7 11,0
Pocet Cteni 166 700 650 783
N50 délky ¢teni 13 881 bazi 16 191 bazi
Nejdelsi ¢teni 559 039 bazi 121 183 bazi
Celkem bazi 873 899 453 4 683 654 001
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Obrazek 13: Histogramy znazornujici rozloZzeni ONT ¢teni.

Legenda: A. Histogram pro vzorek DNA cizrny berani genotypu ICC 1882 (fail); B. Histogram
pro vzorek DNA cizrny berani genotypu ICC 1882 (pass); C. Histogram pro vzorek DNA cizrny
berani genotypu ICC 8261 (fail); D. Histogram pro vzorek DNA cizrny berani genotypu
ICC 8261 (pass).
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6 Diskuse

Oxford Nanopore sekvenovani je technika sekvenovani dlouhych molekul, kterd mtize
produkovat ultra-dlouha ¢teni, ktera prekonavaji problémy spojené s pouzitim kratkych ¢teni,
jako je charakterizace dlouhych strukturnich variant a vysoce repetitivnich oblasti. ONT
identifikuje baze a modifikace nativni DNA a RNA pomoci detekce zmén signalii iontového

proudu, které charakteristicky odpovidaji kazdému nukleotidu prochazejicimu pies nanopor.

Hlavni oblasti, ve které se ONT sekvenovani uplatiiuje je de novo sestavovani genomd,
kde dlouhd cteni usnadnuji generovani dlouhych, souvislych contigti. Teoreticky ONT
sekvenovani miize produkovat neomezené dlouhé sekvenacni Cteni, prakticky je vSak délka
¢teni omezena délkou vyizolovanych DNA fragmenti. Izolace HMW DNA je relativné rutinni
pro bakterie a sav¢éi bunééné kultury, nicméné u rostlin pfitomnost bunéénych stén, které se
skladaji z polysacharidi a ligninu a Siroky rozptyl specializovanych metabolitl, zahrnujicich
fenoly, terpeny, alkaloidy a flavonoidy, muze stézovat a branit izolaci vysoce-kvalitni
nebo/a vysokomolekularni DNA. Pfitomnost téchto latek v rostlinnych pletivech, které se
pouzivaji pro izolaci mize negativné ovlivnit nejen délku vyizolovanych fragmentt, ale
predevsim kvalitu DNA, ktera je nutnd pro samotné sekvenovani pomoci nanop6rt. Pokud jsou
tyto latky pfitomny béhem piipravy sekvenaéni knihovny nebo sekvenovani, tyto necistoty
¢asto vedou k rychlé degradaci nanopor a mohou negativné ovlivnit vynos sekvenacni reakce

(Healey et al., 2014).

U rostlin se pro izolaci vysokomolekularni DNA nejcastéji vyuziva metod zaloZenych
na izolaci jader a jejich nasledném uchovani v agar6zovych bloccich, kde je jaderna DNA
deproteinizovana s cilem ziskat HMW DNA. Tento pfistup se diive pouzival napf. pro izolaci
DNA pro piipravu knihoven dlouhych inzertd (napt. Peterson et al., 2000; Ming et al., 2001;
Lin et al., 2011; Figueira et al., 2012; Zhang et al., 2016). Velmi ¢asto vyuzivanou metodou
1izolace HMW DNA pro sekvenacni technologie tieti generace je modifikovanad CTAB extrakce
nasledovana dal§im ptecisténim pies kolonu nebo pomoci magnetickych kulic¢ek (Belser et al.,
2018; Deschamps et al., 2018; Michael et al., 2018). Vyhodou tohoto pfiistupu izolace
vysokomolekularni DNA z rostlin je pouziti extrakéniho pufru CTAB (nebo jeho alternativy
MATAB), ktery usnadiuje separaci polysacharidit z DNA (Saghai-Maroof et al., 1984). Dalsi
vyhodou je ziskani vét§iho mnoZstvi DNA z relativné malého vstupniho materidlu v porovnani

s ptistupem zalozeném na izolaci jader.

V praktické casti bakalaiské prace byla vysokomolekularni DNA vhodna pro Oxford

Nanopore sekvenovani (a SMRT/PacBio sekvenovani) izolovdna pomoci jednoduchého
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protokolu zalozeného na CTAB metod¢. Vétsina extrakénich metod DNA z listd rostlin je
provadéna ptivodni CTAB metodou (Doyle a Doyle, 1973). Od zavedeni CTAB metody bylo
publikovano mnoho raznych modifikaci této metody. Protokol pouzity v bakalaiské praci byl
puvodné vytvoten pro izolaci HMW DNA z rostlinnych druhtl, které obsahuji vysoky podil
ptedevsim polyfenolickych sekundarnich metabolitti (bananovnik a yam), u kterych bylo velmi
omezené podateéni mnozstvi DNA (Hiibova, nepublikovano). Uspé$nost této jednoduché
izolace vysoce kvalitni HMW DNA pro ONT sekvenovani byla prokdzana i v ptipadé cizrny
berani, rostlinného druhu, ktery obsahuje vysoky podil polysacharidi. Nejlepsi vysledky
z hlediska délky vyizolovanych fragmentli byly ziskany nejSetrnéjSim protokolem, tedy
homogenizaci ¢erstvého rostlinného materidlu v tekutém dusiku a nasledném navinuti DNA na
sklenény hacek. V nékterych ptipadech, napt. pfi malém vstupnim mnozstvi materialu nebo
u rostlinnych druhti, které se vyznacuji malymi velikostmi genom, se nemusi vzdy podafit
namotat vysrazenou HMW DNA na sklenény hacek. V takovém piipad¢ je tedy mozné
vysrazenou DNA centrifugovat pfi nizkych otackach. Timto postupem je sice ziskana HMW
DNA obecné krat$i nez v ptfipadé namotavani na sklenény héacek, ale stale z hlediska délek

fragmentl i kvality vhodnd pro sekvenovani tfeti generace.

Dalsim problematickym krokem, ktery je spojen s pfitomnosti riiznych sekundarnich
metaboliti je vyuziti latek, které zajisti jejich inhibici — napt. B-merkaptoethanol, PVP nebo
Triton. K odstranéni (zmirnéni) problému spojenych s fenoly a polysacharidy byl protokol
modifikovan za pouziti PVP a vysokych koncentraci soli K izolaci genomové DNA. Bylo
zjisténo, ze piidavek PVP k zavedené metod¢€ ne vzdy ovliviiuje efektivitu protokolu. PVP tedy
neni vyzadovano k zabranéni fenolické oxidace a to pravdépodobné diky ptitomnosti

B-merkaptoethanolu a centrifugaci po inkubaci pti 65 °C (Healey et al., 2014).

Naopak izolace HMW DNA z cizrny berani pomoci izolace jader a nasledné izolace
HMW DNA pomoci komeréné dostupného kitu Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kit
(Circulomics), vyuzivajicim magnetické disky, byla netspésna. Ackoliv se v prvnim kroku
podafilo vyizolovat buné¢na jadra, ve druhém kroku — izolaci HMW DNA pomoci Nanobind
kitu se vSak po deproteinaci jader nepodafilo navazat DNA na magnetické disky, coz bylo
s nejveétsi pravdépodobnosti  zplisobeno pfitomnosti sekundarnich metaboliti nebo
polysacharidi, které znemoznily vytvofit optimalni prostiedi pro navazani DNA na magnetické
disky. Podobné, Vaillancourt a Buell (2019) testovali rizné extrakéni metody pro izolaci HMW
DNA a jedna z nich byla izolace za pouziti Nanobind kitu. U rostliny S. tuberosum provedli
uspésnou extrakci bunéénych jader dle protokolu Workmana et al. (2018). Jadra byla nasledné

vyuzita jako vstupni materidl pro Nanobind kit a nadsledn¢ k Oxford Nanopore sekvenovani.
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Proces byl uspésny a doSlo k ziskdni primérné hodnoty N50 42,5 kb. Stejny postup byl
nasledné pouzit k izolaci DNA z L. angustifolia, cozZ je druh znamy pro produkci sekundarnich
metabolitl, ale izolace byla neuspésnd. Pravdépodobné tedy pouziti Nanobind kitu je vhodné
u rostlin s niz§im obsahem sekundarnich metabolitd, ale je obtizné jeho vyuziti k izolaci HMW
DNA z rostlin, které obsahuji velké mnozstvi sekundarnich metaboliti a polysacharidii. Tuto
skutecnost podporuji nejen dalsi negativni pokusy vyizolovat HMW DNA z jinych rostlinnych
druhli, zahrnujicich napf. rtizné genotypy bananovniku, yam ¢i Cirok, které probihaly
v laboratofi Skoliciho pracovisté, ale predevsim fakt, ze v publikovanych pracich, ve kterych
byla izolovana rostlinnd DNA pro ONT sekvenovani, nebylo vyuzito Nanobind kitu, ale
tradi¢nich pfistupt (napt. Belser et al., 2021; Bibi et al., 2021; Mascher et al., 2021; Vondrak
et al., 2021; Bredeson et al., 2022; Kawash et al., 2022; Miao et al., 2021).

Vzhledem k tomu, Ze pro ONT sekvenovani bylo pouzito standardnich kitli pro pfipravu
sekvenacnich knihoven, byla vyizolovana DNA z Cerstvého rostlinného materialu na zakladé
PFGE vyhodnocena jako pfilis§ dlouhd, coz by mohlo vést k rychlému ucpavani nanopért. Pied
samotnou piipravou ONT knihoven byla HMW DNA tedy jemné fragmentovana. Ziskané
fragmenty mély velikost kolem 48-97 kb, kdy optimalni velikost fragmenti HMW DNA je
> 50 kb (Mayjonade et al., 2016). K piipravé sekvenaéni knihovny a k naslednému sekvenovani
byly vybrany dva genotypy a to ICC 1882 a ICC 8261, které byly izolovany z Cerstvého
rostlinného materidlu (homogenizace tekutym dusikem) za pouziti MATAB pufru.
K sekvenovani byly vybrany sekvenacni komirky, které obsahovaly mensi pocet aktivnich
pért (~ 400-800), ¢emuz odpovidal i vynos sekvenace. Ptfi samotné sekvenaci nedochazelo
k rychlé¢ degradaci nanopori a pro oba genotypy byly ziskany sekvence s délkou cCteni

N50 ~ 14-17 kb, kdy nejdelsi piectené sekvence mély délku ~ 112-559 kb.

Sekvenacni data potvrdila, Ze rychly protokol vyuzivajici CTAB/MATAB izolace DNA
je vhodny pro ziskani vysokomolekularni DNA vhodné pro Oxford Nanopore sekvenovani
u rostlinnych druht s vysokym obsahem polysacharidi. Navic velikost vyizolovanych
fragmentl naznacuje vyuziti protokolu pro sekvenovani extrémné dlouhych sekvenci pomoci

Oxford Nanopore technologie.
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7 Zavér

V ramci bakalafské prace se podafilo optimalizovat protokol k izolaci
vysokomolekularni DNA z cizrny berani (Cicer arietinum) pro Oxford Nanopore sekvenovani.
HMW DNA je potfebné pro ziskani dlouhych ¢teni pomoci sekvenacnich technologii treti

generace, ale jeji izolace z rostlin byva ¢asto obtizna.

Izolace HMW DNA byla provadéna dvéma postupy, kdy pouze jeden byl uspésny.
Izolace bunécnych jader a nésledna izolace vysokomolekuldrni DNA pomoci komeréné
dostupného kitu (Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kit, Circulomics) nebyla uspésna — nedoslo
k navazani DNA na disky. Pouziti rychlé CTAB metody, ktera byla za ucelem ziskani HMW
DNA pro ONT technologie z rostlin s vysokym pomérem polyfenolickych sekundarnich
metabolitii vyuzivana v laboratofi skolitele, bylo tspé$né i pro cizrnu berani a vedlo K ziskani

kvalitni vysokomolekularni DNA.

Izolace byla provadéna jak z lyofilizovaného, tak z ¢erstvého rostlinného materialu za
pouziti riznych pufri (MATAB, MATAB-PVP, CTAB, CTAB-PVP). Bylo zjisténo, ze
k =ziskdni kvalitnéjsi HMW DNA vede izolace =z cCerstvého vstupniho materidlu,
homogenizovaného tekutym dusikem. Volba pufru méla minimalni vliv na kvalitu ziskané
DNA — vSechny pufry vedly k ziskani téméft stejné dlouhych molekul DNA (~ 48-194 kb). Po
jemné fragmentaci a pfeciSténi doslo k ziskani fragmentl o velikosti ~ 48-97 kb, které¢ byly

vyuzity pro ptipravu sekvenacnich knihoven a nésledné Oxford Nanopore sekvenovani.

K piipravé sekvenacni knihovny a k Oxford Nanopore sekvenovani byly vybrany
vzorky izolované ze dvou genotypu cizrny berani, které byly izolovany z ¢erstvého rostlinného
materidlu  za pouziti MATAB pufru. Pii sekvenovani nedochézelo k rychlému
ucpavani/degradaci pord a sSekvenacni data potvrdila, Ze izolaci doSlo k ziskéani
vysokomolekularni DNA, kterda méla dostateCnou kvalitu. Podafilo se ziskat sekvence

s délkou ¢teni N50 ~ 14-17 kb, kdy nejdelsi piectené sekvence mély délku ~ 112-559 kb.
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