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ABSTRAKT 

Rozvoj v oblasti sekvenačních technologií umožnil studovat organizaci a strukturu 

genomů, sestavovat celogenomové sekvence organizmů charakteristických velkým obsahem 

DNA a identifikovat jednonukleotidové mutace. V dnešní době můžeme sekvenační 

technologie rozdělit do tří generací dle jejich povahy a výstupu, který poskytují, přičemž tu 

nejnovější třetí generaci představují metody, které umožňují sekvenování dlouhých molekul. 

Hlavní předností sekvenačních technologií třetí generace je skutečnost, že poskytují čtení 

dlouhá až několik desítek kilobází. Mezi metody třetí generace patří sekvenační metoda od 

společnosti PacBio – „Sekvenování jedné molekuly v reálném čase“ (SMRT) a Oxford 

Nanopore sekvenování od společnosti Oxford Nanopore Technologies (ONT).  

 Metoda ONT je založena na technologii nanopórů a obecně lze konstatovat, že 

produkuje sekvenační čtení, která jsou v průměru dlouhá 25–50 kb, s frakcí čtení dlouhých až 

několik stovek bází. ONT sekvenační data mají široké uplatnění, ale nejrozšířenější je jejich 

využití pro de novo sestavování genomů a pro determinaci dlouhých repetitivních oblastí. 

Důležitým krokem vedoucím k získání dlouhých čtení je izolace kvalitní vysokomolekulární 

DNA. Některé rostlinné druhy obsahují vysoké množství polysacharidů nebo rozličných 

sekundárních metabolitů a izolace vysokomolekulární DNA je tak obtížná.  

Cílem této bakalářské práce byla izolace vysokomolekulární DNA z cizrny beraní 

(Cicer arietinum), která se vyznačuje vyšší přítomností polysacharidů. Izolace byla provedena 

pomocí dvou přístupů, za použití komerčně dostupného kitu a klasickou metodou založenou na 

CTAB nebo MATAB izolaci. Izolace buněčných jader cizrny následovaná izolací 

vysokomolekulární DNA pomocí komerčně dostupného kitu (Nanobind Plant Nuclei Big DNA 

Kit) se ukázala jako neúspěšná, kdy po deproteinaci jader nedošlo k navázání DNA na 

magnetické disky. Úspěšná byla izolace DNA pomocí klasického přístupu založeného na 

izolaci DNA pomocí CTAB metody. Metoda byla prováděna za použití 

lyofilizovaného/čerstvého rostlinného materiálu a byly testovány různé druhy pufrů. DNA 

izolovaná z čerstvého vstupního materiálu byla kvalitnější a všechny pufry vedly k získání 

DNA o téměř stejné velikosti. Získané fragmenty měly délku ~ 48–194 kb. K sekvenování byly 

vybrány vzorky izolované ze dvou genotypů cizrny, které byly izolovány z čerstvého vstupního 

materiálu za použití pufru MATAB. Ačkoliv sekvenování probíhalo na průtokových 

komůrkách, které na začátku obsahovaly pouze cca 800 aktivních nanopórů, podařilo se ověřit, 

že DNA měla dostatečnou kvalitu a při sekvenování nedocházelo k rychlé degradaci/ucpávání 

nanopórů. Také se podařilo získat sekvence s délkou čtení N50 ~ 14–17 kb, kdy nejdelší 

přečtené sekvence měly 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 Úvod 

Rozvoj v genomice nastal díky sekvenačním technologiím, které se v poslední době 

extrémně rozvinuly. Jedná se o metody, které umožňují určit přesné pořadí nukleotidů  

v molekule nukleové kyseliny. Sekvenační technologie se dělí do tří generací dle jejich povahy 

a výstupu, který poskytují, přičemž tu nejnovější třetí generaci představují metody, které 

umožňují sekvenování dlouhých molekul bez jejich předešlé amplifikace a jejich hlavní 

předností je, že poskytují dlouhá čtení. Mezi metody třetí generace patří sekvenační metoda od 

společnosti PacBio – „Sekvenování jedné molekuly v reálném čase“ (SMRT) a Oxford 

Nanopore sekvenování od společnosti Oxford Nanopore Technologies (ONT).  

Oxford Nanopore sekvenování využívá k determinaci nukleotidů v řetězci DNA 

technologii nanopórů a nevyužívá procesu syntézy DNA. Oxford Nanopore sekvenování se 

díky svým vlastnostem velice často využívá ke zkoumání velkých sekvenačních změn jako jsou 

inzerce, delece, duplikace, inverze a translokace. Také se díky svým dlouhým čtením, která 

překlenou celé zkoumané oblasti, využívá k identifikaci struktury a velikosti mnohých 

repetitivních segmentů. Dalším využitím je de novo sestavování prokaryotických  

a eukaryotických genomů.  

K dosažení kvalitních výsledků pomocí technologií sekvenování dlouhých molekul  

a pro získání dlouhých čtení je důležitým krokem izolace kvalitní vysokomolekulární DNA, 

která je u rostlin obtížně izolovatelná z důvodu vysokého obsahu sekundárních metabolitů 

rostlinných buněk a také kvůli přítomnosti pevných buněčných stěn. 
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2 Cíle práce 

Vypracování literární rešerše. 

 

Izolace vysokomolekulární DNA u vybraných rostlinných druhů. 

 

Příprava sekvenačních knihoven dlouhých fragmentů a Oxford Nanopore sekvenování. 

 

Základní analýza sekvenačních dat dostupnými programy (posouzení kvality a kvantity 

dat).  
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3 Literární přehled 

3.1 Struktura jaderných genomů rostlin 

Rostlinný genom obsahuje veškerý genetický materiál organismu, který je uložen  

v jádře a mimojaderných organelách, v případě rostlin v mitochondriích a chloroplastech. 

Rostlinné genomy jsou charakteristické vysokou variabilitou z hlediska struktury, 

komplexnosti, heterozygotnosti a velikosti genomu. V mnoha případech velikost genomu, tedy 

celkový počet párů bází DNA přítomný v jedné kopii haploidního genomu (1C hodnota), 

neodráží komplexnost rostlin, a to zejména vyšších rostlin. Tento fenomén je známý jako 

paradox C-hodnoty, nebo dříve také jako záhada hodnoty C (Thomas, 1971; Gregory, 2001). 

Velikosti jaderných genomů vyšších rostlin se liší více než dva tisíckrát. Největší i nejmenší 

jaderné genomy byly identifikovány u krytosemenných rostlin. Dosud nejmenší objevený 

genom má rostlina Genlisea tuberosa (61 Mb) a naopak extrémně velký genom byl objeven  

u rostliny Paris japonica (148,852 Mb) (Pellicer et al., 2010; Fleischmann et al., 2014). 

Jaderný genom obsahuje kódující DNA, která je reprezentována geny a nekódující 

DNA, která je z velké části složena z repetitivních sekvencí DNA. Počet kódujících genů je 

relativně podobný u všech eukaryot, i když se do určité míry může lišit a to především 

v souvislosti s polyploidií. Polyploidie (duplikace celého genomu – WGD) je označení pro 

přítomnost několika identických (autopolyploidie) nebo rozdílných (allopolyploidie) kopií 

chromozomových sad v jednom složeném genomu (Devos et al., 2002). Polyploidie je běžná 

především u kvetoucích rostlin a kapraďorostů, ale jen vzácně se vyskytuje u nahosemenných 

rostlin a mechorostů (Van Straalen et al., 2011). Při nepřítomnosti polyploidie je repetitivní 

DNA bezpochyby hlavní příčinou zodpovědnou za paradox C-hodnoty.  

Repetitivní DNA reprezentují sekvence, které se v genomu opakují stokrát až tisíckrát 

a tvoří velkou část všech genomů (Devos et al., 2002). Z hlediska uspořádání repetitivních 

jednotek se repetitivní DNA dělí na dvě kategorie: tandemové repetice a rozptýlené mobilní 

elementy.  

Mobilní elementy zahrnují především různé typy DNA transpozonů a retrotranspozonů. 

LTR (´long terminal repeat´) retrotranspozony jsou nejčastěji se vyskytující elementy ve většině 

rostlinných genomů a jsou distribuovány po celých chromozomech. Transponovatelné 

elementy mohou indukovat přestavby genomu a to pomocí transpozice, inzerce, delece, 

chromozomálních zlomů a ektopické rekombinace (Bennetzen, 2002). DNA transpozony 

mohou sloužit také jako templáty při reparaci dvouvláknových zlomů (DSB) DNA (Vu et al., 

2015; Schubert a Vu, 2016). Proto mají rostlinné genomy vyvinutý obranný mechanismus 
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sloužící k epigenetickému umlčení aktivity transponovatelných elementů pomocí RNA 

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

Tandemové repetice se vyznačují upořádáním repetitivních jednotek těsně za sebou  

(v tandemu) a mezi jejich typické zástupce patří tzv.  satelitní DNA, ale také např. mikrosatelity. 

Satelitní DNA vytváří dlouhé oblasti opakujících se monomerních sekvencí, které se nachází 

především v centromerických a telomerických oblastech, ale můžeme je najít také  

v intersticiálních oblastech chromozomů. Tyto repetice mohou tvořit podstatnou část 

rostlinného genomu (u některých druhů rostlin více než 30 %; Olea europaea, Frittilaria)  

a často jsou také druhově specifické (Melters et al., 2013; Barghini et al., 2014; Garrido-Ramos, 

2015; Kelly et al., 2015). Povahu tandemové repetice mají také geny kódující ribozomální RNA 

(5S a 45S rRNA geny). Oproti transponovatelným elementům se tandemové repetice nacházejí 

na specifických místech v genomu, na diskrétních lokusech chromozomů. Oba lokusy rDNA 

slouží jako užitečné fylogenetické a cytogenetické markery a zejména 35S rDNA se běžně 

používá jako model pro zkoumání procesů homogenizace a epigenetické genové regulace 

(Kovařík et al., 2008; Zozomová-Lihová et al., 2014, Navrátilová et al. 2022).  

3.1.1 Metody studia genomů 

Varianty na úrovni DNA (v kódujících a nekódujících oblastech) sekvencí se pohybují 

v rozmezí změn jednoho nukleotidu (tzv. SNP, ´ single nucleotide polymorphism´) až po velké, 

několik megabází dlouhé, mikroskopicky viditelné chromozomální přestavby. K jejich detekci 

lze využít různých genetických metod a nástrojů v závislosti na typu genomových změn 

(Gasperskaja a Kučinskas, 2017). 

K identifikaci jednonukleotidových změn se využívají výhradně metody založené na 

sekvenování, v dnešní době především na nových sekvenačních technologiích (např. Illumina 

sekvenování), zatímco k identifikaci dlouhých chromozomálních přetaveb se kromě 

sekvenačních technologií dají využít také metody cytogenetické. Tyto jsou založeny na 

vizualizaci specifických úseků na chromozomech, či v jádrech, a jejich analýze světelnou, 

respektive fluorescenční či konfokální mikroskopií.  

Mezi cytogenetické metody patří tzv. pruhovací techniky, jako např. G-banding  

a R-banding. Jsou to způsoby, které umožňují identifikaci delece, duplikace nebo přestavby 

genomického materiálu na základě jedné buňky pomocí specifického proužkování 

chromozomů (Comings, 1975, 1978; Latt, 1977). G- i R-banding preferenčně barví 

euchromatin, který obsahuje velké množství genů. Při G-bandingu neboli Giemsa bandingu 

dochází nejprve k enzymatickému předpůsobení trypsinem. Jedná se o proteolytický enzym, 
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který natráví chromozomové proteiny. Následně dochází k barvení Giemsou. Po obarvení lze 

pozorovat vznik pruhů, kdy tmavé pruhy jsou bohaté na adenin a thymin a světlé pruhy na 

cytosin a guanin (Dutrillaux et al., 1972). R-banding neboli reverzní banding je inverzní vůči  

G-bandingu. Chromozomy jsou vystaveny specifickým vlivům (inkubaci v horkém SSC pufru), 

aby došlo k denaturaci DNA (především oblastí bohatých na AT-páry) a následně dochází  

k barvení Giemsou. Dojde ke vzniku pruhů, které jsou opačné k pruhům G-bandingu, jelikož 

zdenaturované oblasti se barví méně. Kde jsou tedy G-pruhy světlé, jsou R-pruhy tmavé  

a naopak (Verma a Lubs, 1975).  Tyto techniky se často využívaly hlavně při identifikaci 

chromozomálních změn v karyotypech člověka a jiných příbuzných druhů, u rostlin však mají 

nízké uplatnění. Obecně lze říci, že pruhovací techniky se provádí na metafázních 

chromozomech a mají spíše nízké rozlišení, kdy není možné spolehlivě potvrdit 

submikroskopické chromozomové aberace.  

Pokrok v cytogenetické analýze chromozomálních změn přinesla aplikace tzv. 

molekulární cytogenetiky, která je založena na přípravě značených úseků genomu  

a jejich následné hybridizaci na chromozomy či intaktní jádra. Technika využívá fluorescenční 

in situ hybridizaci (FISH) se sondami jednokopiovými nebo repetitivními a umožňuje mnohem 

přesnější strukturní analýzu jednotlivých lokusů nejen na chromozomech, ale i v interfázních 

jádrech (Liehr et al., 2009; Gelmann et al., 2013). I přes nedávný značný rozvoj tzv. 

chromozomálního malování (´chromosome painting´; Jiang, 2019) u rostlinných druhů – tato 

technika neumožňuje identifikaci přesných míst translokačních událostí, nebo identifikaci 

jiných typů chromozomálních přestaveb, např. inverzí (Bishop, 2010; Strachan et al., 2011; 

Šimoníková et al., 2020; Zhao et al., 2021). 

Oproti metodám molekulární cytogenetiky, které se využívají pro identifikaci delších 

strukturních změn v genomu, celogenomové (re)sekvenování se využívá pro identifikaci všech 

typů variant v genomové DNA (jednonukleotidové změny, ale také delší inzerce a delece, 

respektive transolace; Gasperskaja a Kučinskas, 2017). Pro identifikaci dlouhých strukturních 

změn v genomech je tak možné využít sekvenování dlouhých molekul (PacBio/SMRT 

sekvenování nebo Oxford Nanopore sekvenování), které v poslední době prošly rychlým 

vývojem (Jung et al., 2019).  

3.2 Počátky sekvenování 

V roce 1953 Watson a Crick publikovali klíčový článek odhalující strukturu dvojité 

šroubovice DNA (Watson a Crick, 1953). Ve svojí práci zdůraznili její roli při uchování 

genetické informace a také důležitost determinace nukleotidových bází v řetězci DNA. Ve 
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stejném roce byly také sekvenovány první biologické molekuly. Pomocí metody separační 

chromatografie byly sekvenovány dva řetězce inzulinového proteinu (Sanger a Thompson, 

1953a; 1953b). Proteiny byly sekvenovány dříve než nukleové kyseliny, ale mnoho principů 

zůstalo stejných, což připravilo cestu k modernímu sekvenování DNA. Sekvenování proteinů 

slouží k určení pořadí nukleových kyselin v polynukleotidovém řetězci a dochází k získání 

sekvence DNA. Díky sekvencím je možné určit, jaký typ genetické informace nese daný 

segment DNA (Heather a Chain, 2016).  

Ribonukleová kyselina (RNA) byla poprvé sekvenována v roce 1965 a jednalo se  

o 76 bází dlouhou alaninovou tRNA z kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Časový rozestup 

mezi sekvenováním RNA a DNA (deoxynukleová kyselina) byl dán dostupností metod štěpení 

fragmentů RNA, které byly vypracovány ve 40. letech 20. století (Holley et al., 1965). Mezi 

objevem dvoušroubovice DNA (1953) a prvním sekvenováním DNA (1968) uplynulo patnáct 

let (Hutchinson, 2007). Prvními sekvenovanými molekulami DNA byly 12 bází dlouhé 

komplementární konce fága lambda (Wu a Kaiser, 1968). V roce 1975 Sanger a Coulson 

vynalezli „plus a minus“ metodu k sekvenování DNA a použili ji k determinaci dvou krátkých 

oblastí jednovláknové DNA fága φX174. Za použití této metody Sanger sestavil 5368 bází 

velký genom fága φX174, což byl také první sekvenovaný genom (Sanger a Coulson, 1975). 

Moderní sekvenování DNA začalo v roce 1977 s rozvojem chemické metody Maxama 

a Gilberta a dideoxy metody Sangera, Nicklena a Coulsona a také s první kompletní sekvencí 

DNA (fág ϕX174), která prokázala, že sekvence DNA poskytuje informace o genetické 

organizaci. Maxam-Gilbertova metoda byla první technika, která byla široce využívána. 

Nicméně hlavním průlomem, který změnil pokrok v sekvenování DNA, byla tzv. dideoxy 

terminační reakce, často nazývána také jako Sangerova metoda (Sanger a Nicklen, 1977). 

Sangerovo sekvenování se stalo díky své přesnosti, robustnosti a snadnému použití nejběžněji 

používanou technologií sekvenování DNA, a v následujících letech docházelo k jeho 

vylepšování (Heather, 2016). Metody sekvenování první generace produkovaly čtení o něco 

kratší, než je jedna kilobáze (Staden, 1979). 

3.2.1 Maxam-Gilbertova metoda 

Maxam a Gilbert vyvinuli novou techniku pro sekvenování DNA. Proces určuje 

nukleotidovou sekvenci pomocí radioaktivně značené molekuly DNA a to tak, že ji specificky 

štěpí v místech výskytu adeninu, guaninu, cytosinu nebo thyminu, pomocí chemických činitelů. 

DNA molekuly mohou být jednovláknové i dvouvláknové a musí být značené buď na 3' nebo 

na 5' konci pomocí radioaktivního fosforu (32P). Specifické štěpení v každé bázi vede 
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k produkci sady radioaktivně značených fragmentů, prodlužujících se od značeného konce vždy 

o jeden nukleotid (Maxam a Gilbert, 1977). Provedením polyakrylamidové elektroforézy 

dochází k determinaci délek vzniklých fragmentů. Autoradiograf gelu odhalí vzorec pruhů, ze 

kterého může být přímo determinována sekvence (Obrázek 1) (Heather a Chain, 2016).  

 

Obrázek 1: Schéma Maxam-Gilbertova sekvenování. Převzato a upraveno z: Dorádo et al., 2019. 

Tato metoda umožňovala sekvenování asi 100 bází z konců jakéhokoliv radioaktivně 

(terminálně) značeného fragmentu DNA. I když byla tato metoda mnoho let populární, zlepšení 

Sangerovy metody terminace řetězce vedlo k jejímu upadnutí do pozadí a to hlavně kvůli 

složitosti a používání nebezpečných chemikálií (Heather a Chain, 2016). 

3.2.2 Sangerovo sekvenování 

Na počátku 80. let 20. století bylo sekvenování prováděno pomocí původní Sangerovy 

metody, která zahrnovala čtyři sekvenační reakce. Reakce probíhaly ve čtyřech oddělených 

zkumavkách za použití radioaktivně značených primerů a produkty byly následně naneseny na 

polyakrylamidový gel ve čtyřech oddělených řadách. V roce 1985 Smith a Hood syntetizovali 

fluorescenční DNA primery a použili je k částečné automatizaci Sangerova sekvenování (Smith 

et al., 1985; Smith et al., 1986). V této metodě se používaly čtyři barviva, rozlišitelná dle jejich 

emisního spektra fluorescence. Tato barviva byla kovalentně navázána k oligonukleotidovým 

primerům a zapojená do rozdílných reakcí dideoxy extenzí. Produkty byly pak společně 

naneseny na polyakrylamidový gel a ke čtení sekvence se využíval fluorescenční (Försterův) 
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rezonanční přenos energie (FRET =´Förster resonance energy transfer´). V roce 1987 Prober 

popsal nový přístup založený na čtyřech ukončujících dideoxynukleotidech, kdy každý nesl 

fluorescenční barvivo s jiným emisním spektrem (Prober et al., 1987). Různé fluorescenční 

signály umožnily, aby reakce mohla probíhat v jedné zkumavce. V roce 1986 se společnost 

Applied Biosystems (založená v roce 1981) začala soustředit na nukleové kyseliny a představila 

první komerčně dostupný automatizovaný DNA sekvenátor (ABI 370A), který využíval 

dideoxy terminační reakce a následné analýzy pomocí kapilární elektroforézy. Skenovací 

systém umožnil sekvenování několika vzorků najednou pomocí automatické identifikace bází 

(tzv. ´base-calling´) na počítači (Tabor a Richardson, 1987). 

Pokroky Sangerovy metody byly také urychleny díky celogenomovému sekvenačnímu 

projektu člověka – Human Genome Project (HGP), jehož cílem byla produkce genetických 

map, fyzických map a především sestavení kompletní sekvence lidských chromozomů (Giani 

et al., 2019). Kompletní sekvence byla publikována po 13 letech v roce 2003. Samotný projekt 

využíval novější dideoxy sekvenátory, které umožňovaly simultánní sekvenování stovek 

vzorků (Obrázek 2) (Smith, 1986; Ansorge, 2009). 

Obrovský pokrok sekvenačních technologií vedl také k prudkému rozvoji analýz 

organizace a struktury rostlinných genomů. První sekvenování a sestavování celogenomových 

sekvencí využívalo původní metodu Sangerova sekvenování, která byla časově i pracovně 

náročná. Nukleotidová sekvence prvního kompletního rostlinného genomu byla publikována 

v roce 2000 a jednalo se o genom Arabidopsis thaliana. Arabidopsis thaliana byla prvním 

rostlinným druhem určeným k de novo sekvenování genomu, jelikož byla vhodným 

modelovým organismem k výzkumu rostlin a měla malý genom (125 megabází) (Arabidopsis 

Genom Initiative, 2000). Do konce roku 2020 bylo sekvenováno a publikováno 1031 genomů 

od 788 různých druhů rostlin (včetně poddruhů) a toto číslo neustále stoupá. Kromě genomu 

Arabidopsis thaliana bylo Sangerovo sekvenování využito pro sestavení celogenomových 

sekvencí genomů rýže (Oryza sativa), vinné révy (Vitis vinifera), kukuřice (Zea mays) či 

banánovníku (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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Obrázek 2: Průběh Sangerova sekvenování. 1. Reakce vyžaduje templát DNA, primery, DNA polymerázu, 

deoxynukleotidy (dNTP-dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a různě fluorescenčně značené dideoxynukleotidy (ddNTP- 

ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP), které jsou přítomné jen v nízkých koncentracích. 2. Polymeráza katalyzuje 

elongaci řetězce DNA, pomocí náhodné inkorporace přítomných nukleotidů. Navázáním fluorescenčně značeného 

ddNTP, dojde k terminaci řetězce (dideoxynukleotidy neobsahují 3'hydroxylovou skupinu, potřebnou k vytvoření 

fosfodiesterové vazby s dalším nukleotidem). Dochází ke generování fragmentů DNA různých délek, které jsou 

značené různými fluorofory. 3. Značené DNA fragmenty jsou separovány na základě molekulové hmotnosti 

pomocí kapilární gelové elektroforézy a jejich fluorescence je detekována pomocí fluorescenčního detektoru  

a laseru. 4. Vzniklý chromatogram je tvořen na základě detekovaných píků fluorescence, které odpovídají 

fluorescenčně značeným ddNTP inkorporovaných v jednotlivých fázích do řetězce DNA. Převzato a upraveno  

z: Let’s Talk Science, 2022. 

 

3.3 Metody sekvenování druhé generace 

Termín „sekvenování druhé generace“ (SGS) označuje sekvenační technologie, které 

jsou druhou generací po původních Sangerových metodách. Vývoj mnohých technologií druhé 

generace spustila potřeba vyšší výkonnosti k sekvenování velkých genomů a požadavek na 

nižší náklady (Slatko et al., 2018).  

Většina přístupů SGS se opírá o přípravu knihovny s použitím nativní nebo 

amplifikované DNA. V klasickém protokolu jsou po fragmentaci DNA a selekci velikosti 

fragmentů navázány adaptéry na konce každého fragmentu. Poté zpravidla následuje krok 

amplifikace DNA. Výsledná knihovna je nanesena na průtokovou komůrku a sekvenována 

v reakci masivně paralelního sekvenování (Head et al., 2014). Sekvenační metody druhé 

generace mohou být rozděleny do dvou hlavních kategorií, a to na sekvenování hybridizací 

(SBH) a sekvenování syntézou (SBS).  
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Sekvenování hybridizací je nadějná alternativa klasických přístupů sekvenování DNA 

(Hannenhalli et al., 1996). SBH je založeno na použití DNA čipu (nebo DNA array), který 

obsahuje pevný počet sond. Jednovláknový fragment cílové DNA hybridizuje se sondou 

(krátký k-nukleotidový fragment nebo k-tice) pokud je řetězec cílové DNA k sondě 

komplementární. V klasickém schématu SBH experimentu čip umístí všechny 4k sondy o délce 

k. Hybridizací DNA fragmentu s tímto čipem může být neznámá cílová DNA testovaná a je 

určeno sestavení všech jejích k-tic, tedy její spektrum (Obrázek 3).  

Obrázek 3: Schéma sekvenování hybridizací. Pro sekvenování dané báze jsou na DNA čipu přítomny čtyři 

oligonukleotidy. Oligonukleotidy se liší pouze v centrální pozici, kde se nachází všechny čtyři možné nukleotidy 

(A, C, G a T). Genotypové údaje každé báze jsou získány diferenciální hybridizací genomové DNA na každou ze 

čtyř sond. Převzato a upraveno z: Cutler et al., 2001. 

 

SBH poskytuje informace o k-ticích přítomných v cílové DNA, ale neposkytuje 

informace o pozicích těchto k-tic. Což vytváří problém při rekonstrukci cílové DNA z těchto 

dat (Zhang et al., 2002). Hlavní problém nastává, když několik sekvencí má stejné spektrum. 

Potom neexistuje způsob, jak determinovat skutečnou sekvenci (Pe'er et al., 2002). Nově 

vyvinuté metody SBH používají ligaci DNA (Drmanac et al., 2002). SOLiD sekvenování 

využívá sekvenování ligací, ve kterém dochází ke čtení sekvence templátu DNA 

komplementárním vázáním sond na vznikající řetězec. 

Metody SBS jsou dalším vývojem Sangerova sekvenování, ale bez využití dideoxy 

terminátorů. Metody se od přístupu Sangerova sekvenování liší hlavně v tom, že využívají 

mnohem kratší čtení. SBS metody využívají masivně paralelní sekvenování, kdy dochází 

k sekvenaci miliónů až miliard krátkých sekvencí DNA (50–300 nukleotidů) a následně se 

získává cílová sekvence na základě identifikace konsensuální sekvence. Na první pohled se tyto 
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metody mohou zdát drahé, ale reakce probíhají paralelně v objemech nanolitrů, pikolitrů nebo 

zeptolitrů, a proto cena za osekvenovanou bázi je adekvátně nižší (Slatko et al, 2018). Běžnou 

strategií SBS metod je použití enzymů, např. DNA polymerázy nebo ligázy k paralelnímu 

prodlužování mnoha řetězců DNA. Nukleotidy nebo krátké oligonukleotidy jsou poskytovány 

buď jednou za čas, nebo jsou modifikovány pomocí identifikačních značek, aby mohlo 

docházet k determinaci typu báze inkorporovaného nukleotidu nebo oligonukleotidu během 

extenze (Fuller et al., 2009). Mezi SBS metody patří 454 pyrosekvenování, Ion Torrent  

a Illumina sekvenování (Ambardar et al., 2016). 

3.3.1 454 pyrosekvenování 

První z masivně paralelních metod, která se stala komerčně dostupnou byla vyvinuta 

společností 454 Life Sciences a používá radikálně jiný přístup, než je terminace řetězce 

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

Je založena na technice pyrosekvenování (Nyrén et al., 1993; Ronaghi et al., 1996), kdy 

pyrosekvenační technologie 454 spočívá v cyklickém proudění nukleotidových činidel 

(opakovaně proudící T, A, C nebo G) přes pikotitrační destičku (´picotiter plate´ – PTP). 

Destička se skládá z přibližně jednoho milionu jamek a každá jamka obsahuje nanejvýš jednu 

kuličku nesoucí kopii jedinečného jednovláknového fragmentu DNA, který má být sekvenován 

(Slatko et al., 2019). Pokud je přítomný nukleotid komplementární k templátovému vláknu 

v jamce, je přítomné vlákno DNA v jamce rozšířeno o další nukleotid pomocí polymerázy. 

Tento krok má za následek reakci, která generuje pozorovatelný světelný signál, který je 

zaznamenán kamerou (Obrázek 4) (Margulies et al., 2005).  
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Obrázek 4: Schéma 454 pyrosekvenování. DNA templát je fragmentován, dojde k opravě vzniklých konců  

a k ligaci adaptérů. Následuje klonální amplifikace emulzní PCR. Po amplifikaci jsou kuličky vloženy do jamek 

pikotritrační destičky společně se sekvenačními enzymy. Pikotitrační destička funguje jako průtoková komůrka, 

kde probíhá opakované pyrosekvenování. Inkorporace nukleotidů vede k uvolnění pyrofosfátu (PPi)  

a k luminiscenci lokalizované v jamce. Převzato a upraveno z: Voelkerding et al., 2009. 

 

Jednotlivé nukleotidy nejsou značené, místo toho dochází ke čtení sekvence pomocí 

detekce záblesků chemiluminiscence. Chemiluminiscenci generuje enzym sulfuryláza, který je 

z molekuly pyrofosfátu uvolněn pokaždé, kdy DNA polymeráza přidá deoxynukleotid na  

3' konec rostoucího řetězce. Záblesk chemiluminiscence tedy signalizuje úspěšné zkopírování 

jedné pozice v molekule templátu. Pokud by byly přidány všechny čtyři deoxynukleotidy 

najednou, záblesky světla by byly viditelné neustále a nedošlo by k získání užitečné sekvenační 

informace. Z tohoto důvodu je každý deoxynukleotid přidáván samostatně, jeden po druhém. 

Do reakční směsi se dále přidává enzym nukleotidáza. Pokud deoxynukleotid není 

inkorporován do polynukleotidu, dojde pomocí tohoto enzymu k jeho rychlé degradaci předtím, 

než je přidán další. Tento proces umožňuje sledování pořadí, v jakém jsou deoxynukleotidy 

inkorporovány do rostoucího řetězce.  

454 pyrosekvenování poskytuje průměrnou délku čtení 700 bp s přesností 99,997 % 

(Liu et al., 2012). 454 sekvenátory se přestaly používat v roce 2013, i když potřebné sloučeniny 

jsou stále dostupné u několika dodavatelů (Slatko et al.,2019). 
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3.3.2 Ion Torrent 

Ion Torrent technologie přímo převádí nukleotidovou sekvenci na digitální informace 

pomocí polovodičového čipu. U jiných metod sekvenování se užívá detekce nepřímá pomocí 

laserový skenerů, CCD kamer nebo zdroje světla (Rothberg et al., 2011). 

Sekvenční reakce Ion Torrent je prováděna ve velkém množství jamek, které pokrývají 

polovodičový čip. Polovodičový čip obsahuje miliony pixelů, které přeměňují chemické 

informace na sekvenační informace. Pro zahájení procesu je DNA fragmentována na 

fragmenty, které jsou vázány k adaptérům. Fragmenty DNA jsou připojeny ke kuličkám díky 

komplementárním sekvencím na kuličkách a adaptérech. Fragmenty jsou poté na kuličkách 

amplifikovány pomocí emulzní PCR (emPCR). Tento proces umožňuje, aby každá z miliónů 

kuliček měla více kopií jedné sekvence DNA. Kuličky se pak přelévají přes čip obsahující 

jamky tak, že pouze jedna kulička může vstoupit do každé jamky. Když poté sekvenační činidla, 

která obsahují vždy pouze jeden ze 4 nukleotidů, protékají přes jamky a dojde k inkorporaci 

příslušného nukleotidu, uvolní se vodíkový iont (Slatko et al., 2019). Tím se změní pH roztoku, 

které může být zaznamenáno doplňkovým (komplementárním) polovodičem na bázi kovu  

a oxidu (CMOS – ´complementary metal-oxide semiconductor´) a iontově selektivním 

tranzistorem s efektem pole (ISFET), který funguje podobně jako pH metr (Obrázek 5). 
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Obrázek 5: Schématické znázornění jedné jamky Ion Torrent sekvenačního čipu. V jamce je uložena kulička, která 

obsahuje templát DNA. Když dojde k inkorporaci nukleotidu dojde k uvolnění protonu (H+) a změní se pH jamky 

(∆pH). Snímací vrstva detekuje tuto změnu nábojů (∆Q) a převádí chemický signál na digitální signál 

(∆V). Převzato a upraveno z: Juarez P., 2017.  

 

Změna pH detekována senzorem je nedokonale úměrná počtu detekovaných nukleotidů, 

což způsobuje omezenou přesnost při měření homopolymerů (Goodwin et al., 2016).  Dlouhé 

homopolymerní řetězce stejného nukleotidu jsou tedy obtížně rozeznatelné a sekvenování je 

zde náchylné k chybám, jelikož repetice budou inkorporovány v jednom kole, a to povede 

k vzniku vyššího elektronického signálu kvůli uvolnění velkého počtu vodíkových iontů. Pokud 

nedojde k inkorporaci žádného nukleotidu nedochází ke změně pH (Slatko et al., 2019). 

Ion Torrent platforma nabízí několik druhů čipů, kdy výkonnost těchto čipů se pohybuje 

od ~ 50 Mb do 15 Gb a kdy doba jednoho běhu se liší od 2 až po 7 hodin, takže je rychlejší než 

většina ostatních současných platforem (Goodwin et al., 2016). Sekvenování se provádí 

v reálném čase s čtecí délkou 200 nukleotidů. Technika dále pracuje za nízkých nákladů, jelikož 

nevyžaduje modifikované báze a využívá jediný polymerázový enzym k elongaci řetězce 

(Meldrum et al., 2011). 
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3.3.3 Illumina 

Technologie Illumina je hlavním zástupcem sekvenování druhé generace (Slatko et al., 

2019). Illumina dominuje v odvětví sekvenování s krátkým čtením díky své nízké chybovosti 

(přesnost je > 99,5 %), kompatibilitě napříč platformami a široké škále platforem (Bentley et 

al.,2008). Sada dostupných přístrojů sahá od MiniSeq s nízkou výkonností až po NovaSeq 

s ultra vysokou výkonností. 

Pouze platformy Illumina umožňují sekvenování párových konců, a to díky tzv. 

můstkové amplifikaci DNA fragmentů (Obrázek 6). Sekvenování párových konců umožňuje 

sekvenování fragmentů z obou konců, což vede k získání vyššího počtu čtení (vyššímu pokrytí 

na genom, tzv. ´coverage´) a dat oproti platformám, u kterých dochází k sekvenování pouze 

z jednoho konce.  

 
Obrázek 6: Schéma Illumina sekvenování. 1. krokem je fragmentace DNA a většinou následná selekce fragmentů 

vhodných délek. 2. krokem je ligace adaptérů k oběma koncům fragmentu DNA. 3. krokem je hybridizace DNA 

fragmentů s komplementárním oligonukleotidem, který je kovalentně navázaný na povrch průtokové destičky. 

Druhý konec každé jednovláknové DNA hybridizuje se sousedícím komplementárním oligonukleotidem. 

Následně dochází k amplifikaci fragmentů můstkovou PCR. V dalším kole PCR je templátový řetězec a nově 

nasyntetizovaný komplementární řetězec denaturován, aby mohla začít další amplifikace. Po několika kolech 

amplifikace dojde ke generování miliónů klastrů v každém pruhu průtokové destičky. Následně je destička 

připravena k sekvenování syntézou pomocí reverzibilních terminátorů, které jsou značené. Převzato a upraveno z: 

Biomarker Technologies, 2022.  

 
Proces Illumina sekvenování se skládá ze čtyř kroků, kterým předchází extrakce DNA 

(Goodwin et al., 2016). Prvním krokem je příprava DNA knihovny. DNA knihovna je 

zpracovaný materiál vzorku, který slouží jako vstupní materiál pro sekvenační metody. Příprava 
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knihovny zahrnuje náhodnou fragmentaci genomové DNA, buď mechanicky – pomocí 

sonikace nebo nebulizace, nebo s využitím náhodných enzymatických metod k získání 

fragmentů požadované délky. Následně dochází k navázání oligonukleotidových sekvenčních 

adaptérů k oběma koncům DNA fragmentů. 

Druhým krokem je amplifikace „shluků“ (klastrů). Připravená knihovna DNA je 

nanesena na amplifikační destičku a DNA fragmenty se vážou na primery na jejím povrchu. 

Neznačené nukleotidové báze a DNA polymeráza jsou přidány k zahájení můstkové 

amplifikace za použití primerů komplementárních k sekvencím adaptérů. 

Třetím krokem je sekvenování syntézou a analýza obrazu. Primery, DNA polymeráza  

a fluorescenčně značené nukleotidy jsou přidány do amplifikační destičky. Každý nukleotid 

obsahuje reverzibilní terminátor, který zastavuje syntézu DNA, aby zabránil několikanásobné 

inkorporaci v jednom kole syntézy (Illumina, 2022). Terminátorové molekuly blokují 

ribózovou 3'-OH skupinu nukleotidu a tím zabraňují dalšímu prodlužování řetězce (Brown, 

2016). Pouze jedna báze je začleněna v každém kole. Každý ze čtyř nukleotidů má kromě 

terminátorové molekuly i specifickou značku, která je excitována pomocí laserů, aby došlo 

k emitaci světla charakteristické vlnové délky. Po každém kole je fluorescence detekována 

pomocí kamery a počítač zaznamenává, která báze byla inkorporována (Illumina, 2022). 

Jakmile dojde k identifikaci inkorporovaného nukleotidu, dochází k odpojení terminátorové 

molekuly a fluoroforu, takže zůstane standardní nukleotid. Následně může proběhnout další 

kolo syntézy (Brown, 2016). Posledním krokem je postsekvenační zpracování a analýza dat 

(Illumina, 2022). 

V sekvenování párových konců jsou generovány dvě krátká čtení z opačných konců, 

obvykle ~ 500 bp dlouhého fragmentu. Z každého fragmentu DNA lze tedy sekvenovat celkem 

50–300 bází dlouhý produkt, v závislosti na zvoleném typu sekvenačního kitu a použitém 

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

Tabulka 1: Typy sekvenátorů společnosti Illumina. Převzato a upraveno z: Illumina, 2022. 
 

Typ sekvenátoru iSeq MiniSeq MiSeq 

NextSeq 

550 

Series 

NextSeq 

1000 a 

2000 

NovaSeq 

6000 

Maximální 

výtěžek [Gb] 
1,2 7,5 15 120 360 6000 

Maximální délka 

čtení [bp] 
2 × 150 2 × 150 2 × 300 2 × 150 2 × 150 2 × 250 
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3.4 Sekvenování dlouhých molekul 

Metody třetí generace se v současné době aktivně vyvíjejí. Nukleotidové sekvence jsou 

sekvenovány na úrovni jedné molekuly, na rozdíl od stávajících metod, které vyžadují rozbití 

dlouhých vláken DNA na malé fragmenty. Místo sekvenování amplifikovaného templátu, 

dochází k sekvenování jediného templátu DNA, což vede k minimálnímu použití 

biochemických látek a k miniaturizaci celého procesu do nanoměřítka a k eliminaci chyb 

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

První technologie třetí generace byla komercializována společností Helicos 

BioSciences a pracovala podobným způsobem jako Illumina, ale bez jakékoliv můstkové 

amplifikace. Přestože se jednalo o relativně nákladnou a pomalou technologii (produkující 

relativně krátká čtení) byla to první technologie, která umožnila sekvenování DNA bez 

předchozí amplifikace a tím omezila vznik souvisejících chyb a odchylek (Schadt et al, 2010; 

Pareek et al., 2011). Proces byl založen na sekvenování jedné molekuly pomocí cyklické 

inkorporace terminátorových nukleotidů (Pushkarev et al., 2009). Společnost Helicos vyhlásila 

bankrot počátkem roku 2012 a vedení v sekvenování třetí generace převzaly jiné společnosti 

(GenomeWeb, 2012). 

Dostupné sekvenční platformy třetí generace jsou „Sekvenování jedné molekuly 

v reálném čase“ (´Single Molecule Real-Time´, SMRT) od společnosti Pacific Biosciences 

(PacBio) a sekvenační platforma Oxford Nanopore Technologies (ONT), které generují čtení 

obvykle dlouhá několik desítek kilobází (maximálně 150 kb pro PacBio, a 2,3 Mb pro ONT) 

(Dewey et al., 2012; Payne et al., 2019). 

3.4.1 PacBio sekvenování 

Oproti sekvenování druhé generace, sekvenování PacBio/SMRT překonává především 

délku čtení, a to bez nutnosti PCR amplifikace. Templátem je dvouvláknová molekula DNA  

s naligovanými vlásenkovými adaptéry, které vytvářejí uzavřený kruh, což umožňuje 

opakované sekvenování uměle vytvořené kruhové DNA (Travers et al, 2010). Základem 

PacBio/SMRT sekvenování je nepřerušená templátem řízená syntéza prováděná DNA 

polymerázou za použití čtyř různě fluorescenčně značených nukleotidů (Obrázek 7) (Eid et al., 

2009).  
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Obrázek 7: Schéma SMRT/PacBio sekvenování. DNA je ligována s adaptéry za vzniku kruhové molekuly. 

Templát a polymeráza jsou imobilizovány na dně komůrky a jsou přidány fluorescenčně značené dNTP. DNA 

polymeráza syntetizuje nový řetězec a inkorporované fluorescenčně značené dNTP jsou ozářeny světelným 

pulzem a dojde k excitaci fluoroforu. Emitované světlo z fluoroforu je detekováno kamerou. Sekvence DNA je 

determinována emisí fluorescnece, která se mění a je zaznamenávána v každé ZMW, kdy každá barva odpovídá 

určité bázi DNA. Převzato a upraveno z: Logsdon et al., 2020. 

Fluorescenčně značené nukleotidy mají u SMRT sekvenování molekulu barviva 

vázanou na fosfátový řetězec nukleotidu, a ne k bázi, jak je tomu u ostatních metod 

využívajících fluorescenční značení bází. Při inkorporaci nukleotidu pak dochází  

k přirozenému štěpení fosfátového řetězce DNA polymerázou a uvolnění molekuly barviva 

z nukleotidu. Po uvolnění se molekula barviva rychle rozptýlí a zanechá zcela přirozený řetězec 

DNA (Schadt et al., 2010).  

Sekvenování probíhá v průtokové komůrce se 150 000 pikolitrovými jamkami. V každé 

této jamce (označované také jako ´zero-mode waveguides´, ZMW) je jedna molekula DNA 

polymerázy ukotvena ke spodnímu skleněnému povrchu díky interakci biotin-streptavidin,  

v celkovém objemu ~ 20 zeptolitrů, kdy lze snadno detekovat aktivitu DNA polymerázy při 
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inkorporaci jednotlivých nukleotidů (Schadt et al., 2010; Mardis, 2013). Nukleotidy (každý typ 

je označený jiným fluoroforem) jsou na průtokovou komůrku naneseny v požadované 

koncentraci, kdy při replikačním procesu dochází při začlenění fluorescenčně značeného 

nukleotidu k uvolnění fluorescenčního signálu a vyzáření barevného světla. Sekvenační přístroj 

detekuje tyto záblesky, jejichž barvy odpovídají identitě bází, v reálném čase. Po inkorporaci 

se signál okamžitě vrátí na výchozí hodnotu a proces se opakuje, přičemž DNA polymeráza 

nadále inkorporuje několik bází za sekundu (Schadt et al., 2010). 

Sekvenování SMRT produkuje v průměru obvykle ~ 10 kb dlouhé čtení, s tím, že délky 

některých čtení se mohou blížit až k 100 kbp (Chin et al., 2016). Relativně vysoká míra 

chybovosti původního PacBio/SMRT sekvenování se pohybuje kolem 15 % a je způsobena tím, 

že v aktivním místě enzymu zůstávají některé nukleotidy dostatečně dlouho, aby došlo k jejich 

detekci, ale nakonec nedochází k jejich inkorporaci do vlákna DNA (Mardis, 2013). 

V nedávné době přišlo PacBio s dalším vylepšením technologie SMRT, tzv. HiFi 

sekvenováním neboli CCS (´circular consensus sequencing´). Tato metoda generuje vysoce 

přesné sekvenační data a umožňuje dlouhá čtení s průměrnými délkami 10–25 kb s přesností 

větší než 99,5 % (Hon et al., 2020). Templátem je kruhová molekula, na kterou nasedá 

polymeráza, která opakovaně čte fragmenty DNA. Získaná data jsou pak porovnána a je 

identifikována finální sekvence DNA. Dochází tak k získání vyšší přesnosti, která je 

srovnatelná s přesností Illumina sekvenování (PacBio, 2022).  

3.4.2 Oxford Nanopore sekvenování 

Další technologií sekvenování dlouhých čtení je Oxford Nanopore sekvenování, které 

bylo vyvinuto společností Oxford Nanopore Technologies (ONT; https://nanoporetech.com/). 

První komerčně dostupný sekvenátor MinION využíval k samotnému sekvenování technologii 

nanopórů. Později představené sekvenátory společnosti ONT jsou GridION a PromethION, 

které umožňují paralelní sekvenování až 48 průtokových cel, a také Flongle sekvenátor, což je 

menší adaptér (velikosti flash klíčenky) umožňující provádění menších experimentů  

(Tabulka 2). 
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Tabulka 2: Porovnání sekvenátorů od společnosti ONT. Převzato a upraveno z: Oxford Nanopore Technologies, 

2022. 

 
MinION 

Mk1B/1C 

GridION 

Mk1 

PromethION 

2/2 Solo 

PromethION 

24 

PromethION 

48 

Délka čtení 
Závislá na kvalitě vstupní DNA. Obecně, průměrná délka čtení  

~ 35–50 kb. 

Počet cel na 

zařízení 
1 5 2 24 48 

Počet kanálu 

na celu 
512 512 2675 2675 2675 

Možné 

výstupy [Gb] 
10-30-50  10-30-50  100-200-300  100-200-300 100-200-300 

 
Nanopore sekvenování umožňuje uživatelům sekvenování ultra dlouhých molekul 

DNA nebo RNA v reálném čase. Oxford Nanopore sekvenování na rozdíl od jiných metod 

nevyužívá zobrazovací zařízení k detekci nukleotidů, což umožnilo zmenšení celého 

sekvenančího systému. Cena zařízení je také o dost nižší v porovnání s ostatními masivně 

paralelními sekvenátory. Výzvou v čtecích délkách zde není samotná sekvenační technologie, 

ale především potřeba extrémně kvalitní vysokomolekulární (HMW) DNA k přípravě knihovny 

(Jain et al., 2018). 

Při ONT sekvenování dochází k aplikaci proudu na nanopór pro řízení iontového toku. 

Každá molekula vstupující do póru narušuje tok iontů, a proto indukuje charakteristickou  

a měřitelnou změnu proudu. Před sekvenováním dochází k přípravě sekvenační knihovny. Při 

její přípravě je na konec řetězce DNA ligován vedoucí adaptér, na kterém se nachází motorový 

protein. Adaptér přináší DNA k póru a následně se zasune na začátek vnitřní části nanopóru. 

Jeho funkcí je udržení bází na místě tak dlouho, aby mohlo dojít k jejich elektronické 

identifikaci. Funkcí motorového proteinu je rozplétání dvouvláknové molekuly tak, aby 

nanopórem procházel jeden neporušený řetězec DNA (Obrázek 8). 
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Obrázek 8: Schéma ONT. Nanopóry jsou zakotveny v syntetické membráně uvnitř průtokové cely. Motorový 

protein rozplétá dvouvláknovou DNA a řídí její translokaci přes nanopór. Na membránu je aplikováno napětí, což 

pohání negativně nabité vlákno DNA přes nanopór. Průchod jednotlivých bází přes nanopór způsobuje změnu 

proudu, která je měřena pomocí senzoru, který je integrovaný uvnitř průtokové cely. Převzato a upraveno  

z: MedGadget, 2022.  

 

Motorový protein dále společně s elektrickým proudem pohání negativně nabitou 

jednovláknovou molekulu DNA přes pór kontrolovanou rychlostí. U DNA se rychlost pohybuje 

kolem 450 bp za sekundu a u RNA kolem 70 bp za sekundu. Součástí systému je nanopórový 

senzor, který byl navržen tak, aby se jeho zúžená část nacházela uvnitř nanopóru. Při průchodu 

DNA nanopórem senzor čte kombinace nukleotidů, které vytvářejí charakteristické změny 

proudu iontů – změnu napětí, jelikož jednotlivé báze blokují průtok iontů specifickým 

způsobem. Jakmile řetězec kompletně projde nanopórem, tak se pór stává dostupným pro 

analýzu dalšího řetězce. Oxford Nanopore sekvenování také umožňuje sekvenování obou 

vláken dvouvláknové molekuly DNA pomocí vlásenkového adaptéru. Vlásenkový adaptér 

kovalentně připojuje jedno vlákno k druhému, takže nejdříve dojde k průchodu jednoho vlákna 

nanopórem a proces se pak opakuje pro komplementární vlákno. Toto umožňuje zpřesnění 

analýzy (Jain et al., 2016). Jediná průtoková cela obsahuje až 2 048 nanopórů, které jsou 

kontrolovány ve skupinách po 512 nanopórech pomocí specifických senzorů ASIC 

(´Application specific integrated circuit sensors´). 

Hlavní nevýhodou nanopórového sekvenování, stejně jako u většiny metod s čtením 

dlouhých molekul, je relativně vysoký podíl chyb oproti sekvenování s krátkými čtecími 

délkami. Současná chybovost se pohybuje od 5 % do 20 % na základě typu analyzovaných 
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molekul a metod přípravy knihovny. Chyby zahrnují jak inzerce, tak delece (Rang et al., 2018). 

Na rozdíl od SMRT sekvenování (PacBio) to vypadá, že u Nanopore sekvenování se nacházejí 

systematické chyby (abnormální kolísání proudu nebo nesprávné translace získaných 

elektrických signálů do sekvence DNA), takže oprava chyb většinou vyžaduje přídatné 

sekvenování s krátkými čtecími délkami. Aktivní vývoj v této oblasti však vede ke zlepšení 

těchto problémů (Jain et al., 2018). 

 Novinkou ONT, která má být dostupná od poloviny května tohoto roku (2022), je 

kombinace nového typu průtokové komůrky (např. MinION R10.4.1) a nového typu ligačního 

kitu (Kit 14). Díky této novince bude i ONT technologie poskytovat dlouhá sekvenační čtení  

s kvalitou více než 99 %, a bude tak činit alternativu pro výše zmíněné HiFi čtení technologie 

PacBio (Oxford Nanopore Technologies, 2022).  

3.5 Využití Oxford Nanopore sekvenování pro analýzu rostlinných genomů 

Sekvenování, která generují krátké čtení, jsou vhodná k identifikaci 

jednonukleotidových variant (SNV, ´single nucleotide variants´) a malých inzercí a delecí (tzv. 

indelů), ale nejsou vhodná k rychlé detekci dlouhých genomových přestaveb (Mahmoud et al., 

2019). Mezi delší strukturní varianty (SV) patří inzerce, delece, duplikace, inverze nebo 

translokace, které postihují ≥ 50 bp (Mills et al., 2011). Sekvenační technologie dlouhých čtení 

tak představují velmi užitečný nástroj k identifikaci takto dlouhých strukturních změn 

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

ONT sekvenování dále umožňuje identifikaci struktury a velikosti mnohých 

repetitivních oblastí v genomech, jelikož dlouhá čtení snáze překlenou segmenty repetitivní 

DNA a je tak možná přesná determinace délky, složení a počtu repetic. Především je tak možné 

získat detailnější informace o organizaci a struktuře dlouhých oblastí tandemově uspořádaných 

repetic, jako jsou např. geny kódující rDNA, především 45S rRNA geny, jejichž jedna jednotka 

je dlouhá několik kilobází a je složena z dlouhého mezerníku, 18S, 5,8S a 26S rRNA genů, 

které jsou vzájemně odděleny krátkými transkribovanými mezerníky (ITS1 a ITS2), nebo 

dalších typů tzv. satelitní DNA. Nedávné studie využívající dlouhých sekvenačních čtení, 

respektive kombinaci dlouhých sekvenačních čtení s informací z Bionano optické mapy, tak 

poskytly první ucelený obraz toho, jak jsou jednotlivé opakující se jednotky organizovány  

v rámci dlouhých tandemově uspořádaných oblastí na chromozomech (Kapustová et al., 2019; 

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

Kromě určení velikosti a uspořádání repetitivních jednotek se sekvenování pomocí 

nanopórů také využívá k detekci epigenetických modifikací nativní DNA. Detekce modifikací, 
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jako je metylace DNA, je umožněna schopností platformy sekvenovat nativní nukleové 

kyseliny bez nutnosti použití speciálních chemikálií, které mohou poškozovat DNA  

(Flusberg et al., 2010). Sekvenování umožňuje rozlišení mezi 5-methylcytosinem  

a 5-hydroxymethylcytosinem nebo detekci N6-methyladenosinu (Rand et al., 2017; Simpson et 

al., 2017; Sun et al., 2019). Podobně mohou být detekovány různé modifikace bází přítomné 

v nativních RNA molekulách, jelikož modifikované DNA a RNA báze vedou 

k charakteristickým změnám v profilech proudu při průchodu nanopórem a z těchto změn 

můžou být následně modifikace detekovány (Garade et al., 2018).  

Dalším důležitým využitím Oxford Nanopore sekvenování je de novo sestavování 

prokaryotických a eukaryotických genomů (Dijk et al., 2018). Zejména u polyploidních 

organismů s komplexními genomy, jako je např. pšenice (alohexapolyploidní druh), a u regionů 

s nízkou komplexitou umožňují dlouhá čtení správné sestavování sekvenačních čtení do 

dlouhých kontinuálních contigů (Schmidt et al., 2017; Schmid et al., 2018; Genova et al., 2019; 

Kapustová 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 využito k sekvenování malých prokaryotních genomů, 

např. genomu bakterie Escherichia coli, stejně jako k sekvenování velkých a repetitivních 

rostlinných a živočišných genomů (Loman et al., 2015). Příklady zahrnují lidský genom  

a rostlinné genomy v rozsahu od malého ~ 119.5 Mbp genomu Arabidopsis thaliana, středních 

genomů Musa spp. (523 Mbp) a Solanum pennellii (1–1,2 Gb) až po velký 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). Dlouhá čtení generovaná pomocí ONT průtokových komůrek 

jsou užitečná při ověřování sestavených heterozygotních genomů. Wang et al. (2020) 

sekvenovali a sestavili vysoce heterozygotní genom blahovičníku (Eucalyptus), za použití 

kombinace dlouhých čtení generovaných z ONT a z dat krátkých čtení od Illuminy.  

3.6 Příprava vysokomolekulární DNA 

Pro získání dlouhých sekvenačních čtení pomocí Oxford Nanopore sekvenování (stejně 

jako pro PacBio/SMRT technologii) je potřeba izolace neporušené a velmi čisté 

vysokomolekulární DNA (HMW DNA, ´high-molecular weight DNA´). Obecně je izolace 

HMW DNA z živočišných tkání relativně jednoduchá. Naproti tomu izolace HMW DNA 

z rostlinných materiálů je považována za obtížnou, částečně kvůli pevným buněčným stěnám  

a také díky vysokému obsahu metabolitů rostlinných buněk. Existují různé metody izolace 

DNA, které jsou založené na různých přístupech. Obecně by se mělo při izolaci HMW DNA 

vyhýbat metodám extrakce DNA za použití centrifugačních kolonek, které jsou hojně 
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využívány komerčními kity pro izolaci genomové DNA, jelikož tyto metody mají tendenci 

lámat DNA na fragmenty o velikosti < 8 kb. Vyšší úspěšnost byla získána pomocí metod 

založených na purifikaci pomocí magnetických kuliček, avšak i při této metodě může dojít 

k získání DNA s průměrnou délkou < 30 kb. Obecně nejvíc úspěšné metody bývají ty, které 

jsou založené na extrakci pomocí CTAB (cetyltrimethylammonium bromid) pufru v kombinaci 

s navíjením DNA na skleněný háček. Tyto přístupy poskytují excelentní kvalitu DNA o vysoké 

molekulární hmotnosti, ale často vyžadují větší množství rostlinného materiálu, než kity 

založené na magnetických kuličkách (Jung et al., 2019). Další metoda, kterou je možné využít 

pro izolaci vysokomolekulární DNA, je založena na izolaci jader a jejich dalším přečištění. Tato 

metoda se původně používala např. pro izolaci HMW DNA vhodné pro klonování dlouhých 

inzertů (u rostlin především do vektoru BAC – ´bacterial artificial chromosome´) a vytváření 

genomových knihoven.  

Kvalita HMW DNA – určení celistvosti/neporušenosti izolovaného vzorku DNA se 

provádí pomocí separace na pulzní gelové elektroforéze. Standardní agarózová gelová 

elektroforéza se obecně nedoporučuje, jelikož nedochází k dostatečnému rozdělení molekul 

DNA větších než 10 kb. Běžně se využívá pulzní elektroforéza nebo CHEF (´contour-clamped 

homogeneous electric field´ = „upnuté“ homogenní elektrické pole) a doporučuje se také 

TapeStation nebo fragmentační analyzátory ve spojení s kity analyzujícími HMW DNA (Jung 

et al., 2019). 

Dalšími velmi důležitými charakteristikami HMW DNA je její čistota – především 

přítomnost proteinů, která je nežádoucí. Kvalita se stanovuje velmi často pomocí NanoDropTM 

spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific) a pro přípravu knihoven pro sekvenování 

dlouhých čtení se doporučuje použít pouze takovou DNA, která má při absorbanci 260 nm / 

280 nm (čistotu DNA) hodnotu ~ 1,8. Hodnotu absorbance může ovlivňovat pH vzorku, 

přítomnost proteinů, fenolu nebo polyfenolických metabolitů nebo dalších nečistot, které 

absorbují světlo v blízkosti 280 nm. Absorbance při 260 nm / 230 nm se využívá jako 

sekundární ukazatel čistoty DNA a měla by být vyšší než hodnota pro A260/280, tedy většinou 

by se u čisté DNA měla pohybovat v rozmezí hodnot 2,0–2,2. Pokud je poměr menší, je 

způsoben přítomností látek, které absorbují světlo při 230 nm – 270 nm, např. EDTA, fenol či 

TRIzol. 

Vysoce kvalitní HMW DNA pak může být použita pro přípravu sekvenačních knihoven 

a následně pro samotné sekvenování pomocí technologií dlouhých čtení – ONT i PacBio. ONT 

poskytuje různé kity a protokoly k přípravě sekvenační knihovny a jsou optimalizovány pro 
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velký rozsah přístupů. ONT nabízí tři možnosti přípravy sekvenační knihovny: Rapid 

Sequencing kit, Ligation Sequencing kit a VolTRAX. U všech tří přístupů dochází k upravení 

konců DNA fragmentů a k navázání specifických adaptérů na tyto konce, které zajistí samotný 

průběh sekvenování – navedení a průchod skrze nanopór (Oxford Nanopore Technologies, 

2022). 
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4 Materiál a metody 

4.1 Biologický materiál 

V praktické části bakalářské práce byly použity 4 genotypy cizrny beraní (Cicer 

arietinum), které byly vypěstovány ze semen a uchovány ve skleníku. Semena všech genotypů 

byla získána z Mezinárodního výzkumného institutu plodin semiaridních tropů (International 

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

Tabulka 3: Použité genotypy cizrny beraní. 

Rod Druh Typ Kód genotypu  Počet chromozomů 

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 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

Použité chemikálie 

- ß-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. č. M3148) 

- Bromfenolová modř (Sigma-Aldrich, kat. č. 114405) 

- CTAB (Sigma-Aldrich, kat.č. 8.14119)  

- Destilovaná voda 

- EDTA (Sigma-Aldrich, kat. č. E5134) 

- Ethanol (Lach-ner, kat. č. 20025) 

- Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. č. E8751) 

- Glycerol (Sigma-Aldrich, kat. č. G5516) 

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

- H3BO3 (Sigma-Aldrich, kat. č. B7660) 

- HCl (Lach-ner, kat. č. 10033)  

- Chloroform (PENTA, kat. č. 17110) 

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

- Izoamylalkohol (Lach-ner, kat. č. 20035) 

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

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

- Midrange PFG Marker (BioLabs, kat. č. N0342S) 

- NaCl (Lach-ner, kat. č. 30093) 

- PMSF (Sigma-Aldrich, kat. č. 78830) 

- PVP (Sigma-Aldrich, kat. č. P0930) 

- Sacharóza (Lach-ner, kat. č. 40135) 

- Tekutý dusík 

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

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

- Xylene cyanol (Sigma-Aldrich, kat. č. 335940) 
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Použité 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) 

- QubitTM dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Q32853) 

Použité roztoky a jejich příprava 

Tris-HCl: 

Rozpustit 12,1 g 1M Tris-base v malém množství destilované vody. Upravit pH přidáním 

požadovaného množství 15% HCL a doplnit destilovanou vodou na celkový objem 100 ml. 

0,5M EDTA: 

Rozpustit 18,61 g EDTA v 80 ml destilované vody a během rozpouštění upravovat pH pomocí 

NaOH. Doplnit destilovanou vodou na celkový objem 100 ml. 

5M NaCl: 

Rozpustit 29,22 g NaCl ve 100 ml destilované vody. 

2x CTAB: 

Rozpustit 2 g CTABu v destilované vodě (v 50 ml) za stálého míchání a zahřívání roztoku. 

Jakmile je CTAB dobře rozpuštěn a zchlazen na pokojovou teplotu, přidat 10 ml 1M roztoku 

Tris-HCl, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 4M roztoku NaCl. Doplnit destilovanou vodou na 

celkový objem 100 ml. 

2x CTAB-PVP: 

Rozpustit 2 g CTABu v destilované vodě (v 20 ml) za stálého míchání a zahřívání roztoku. 

Rozpustit 2 g PVP v destilované vodě (v 20 ml) za stálého míchání a zahřívání roztoku. Jakmile 

je CTAB a PVP dobře rozpuštěno a zchlazeno na pokojovou teplotu, slít dohromady a přidat 

10 ml 1M roztoku Tris-HCl, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 5M roztoku NaCl. Doplnit 

destilovanou vodou na celkový objem 100 ml. 

2x MATAB: 

Rozpustit 2 g MATABu v destilované vodě (v 50 ml) za stálého míchání a zahřívání roztoku. 

Jakmile je MATAB dobře rozpuštěn a zchlazen na pokojovou teplotu, přidat 10 ml 1M roztoku 

Tris-HCl, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 4M roztoku NaCl. Doplnit destilovanou vodou na 

celkový objem 100 ml. 

2x MATAB-PVP: 

Rozpustit 2 g MATABu v destilované vodě (v 20 ml) za stálého míchání a zahřívání roztoku. 

Rozpustit 2 g PVP v destilované vodě (v 20 ml) za stálého míchání a zahřívání roztoku. Jakmile 

je MATAB a PVP dobře rozpuštěno a zchlazeno na pokojovou teplotu, slít dohromady a přidat 

10 ml 1M roztoku Tris-HCl, 4 ml 0,5M roztoku EDTA a 28 ml 5M roztoku NaCl. Doplnit 

destilovanou vodou na celkový objem 100 ml. 
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TE pufr: 

Smíchat 1 ml 1M roztoku Tris-HCl s 200 µl 0,5M roztoku EDTA a doplnit destilovanou vodou 

na celkový objem 100 ml. 

Chloroform:izoamylalkohol (24:1): 

Smíchat 96 ml chloroformu s 4 ml izoamylalkoholu. 

70% Ethanol: 

Smíchat 36,46 ml 96% ethanolu s 13,54 ml destilované vody. 

1M sacharóza:  

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

1x H pufr: 

Smíchat 30 ml 10x HB, 150 ml 1M sacharózy, 1,5 ml Tritonu a 5,22 ml PMSF. Doplnit 

destilovanou vodou na celkový objem 300 ml. 

5x TBE pufr:  

54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5M EDTA rozpustit v destilované vodě a 

doplnit destilovanou vodou na celkový objem 1 l. 

0,05x TBE pufr: 

Smíchat 10 ml 5x TBE pufru s 990 ml destilované vody. 

6x STOP C: 

Smíchat 2 ml 0,5M roztoku EDTA, 1 ml 10% SDS, 4,3 ml 99,9% glycerolu s 5 mg 

bromfenolové modři a 5 mg xylene cyanolu. Rozpustit a doplnit destilovanou vodou na celkový 

objem 10 ml. 

TC pufr: 

Do 90 ml destilované vody přidat 5 ml 1M Tris-HCl (pH 7,5), 3, 75 ml 2M NaCl, 600 µl 1M 

roztoku MgCl2 a 100 µl 0,1M roztoku CaCl2. Doplnit destilovanou vodou do celkového objemu 

100 ml. 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

- Analytické váhy (Sartorius) 

- Centrifuga CR3i (Thermo Electron Corporation)  

- Centrifuga MINI (Labnet) 

- Centrifuga STAR 60 (VWR) 

- Digestoř (Merci) 

- DynaMagTM-2 (Thermo Fisher Scientific) 

- Elektroforetická komůrka k pulzní elektroforéze (Bio-Rad) 

- Fluorometr Qubit 3 (Thermo Fisher Scientific) 
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- Hlubokomrazící mrazák (Thermo Scientific) 

- HulaMixérTM Sample Mixer (Thermo Fisher Scientific) 

- Chladící zařízení k pulzní elektroforéze (Bio-Rad) 

- Injekční stříkačky Micro-Fine Plus 0,5 ml (Becton Dickinson) 

- Inkubační třepačka C24 (New Brunswick Scientific) 

- Inkubátor Incucell V55 (BMT Medical Technology s.r.o.) 

- Lyofilizátor CoolSafe (LaboGene) 

- Magnetická míchačka (IKA) 

- Mikrovlnná trouba EMN (Zanussi 2015) 

- Orbitální třepačka DuoMax 1030 (Heidolph) 

- Oscilační mlýn MM 301 (Retsch) 

- Průtoková cela (Oxford Nanopore Technologies) 

- Pulzní gelová elektroforéza s pumpou (Bio-Rad) 

- Sekvenátor MinION Mk1B (Oxford Nanopore Technologies) 

- Spektrofotometr NanoDrop ND – 1000 (Thermo Fisher Scientific) 

- Termocycler C1000 Touch (Bio-Rad) 

- Thermomixer C (Eppendorf) 

- UV transiluminátor InGenius (Syngene) 

- Vodní lázeň SM 30 (Grant) 

- Vortex (Heidolph) 

- Výrobník ledu MF 26 (Scotsman) 

 

4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Izolace vysokomolekulární (HMW) DNA cizrny beraní 

Pro získání vysoce kvalitní vysokomolekulární DNA cizrny bylo využito dvou přístupů: 

1) izolace jader následovaná izolací HMW DNA pomocí komerčně dostupného kitu Nanobind 

Plant Nuclei Big DNA Kit (Circulomics), využívajícím magnetické disky; 2) klasický přístup 

založený na izolaci DNA pomocí CTAB metody. 

Cílem praktické části bylo zjistit, zda oba protokoly poskytnou srovnatelné výsledky 

z hlediska kvality (délka fragmentů a čistota HMW DNA) a kvantity vyizolované HMW DNA. 

Pro první pokusy izolace HMW DNA byly využity nově lyofilizované listy cizrny  

a v případě, že použitý protokol poskytl pozitivní výsledky, byla metoda použita na čerstvý 
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rostlinný materiál homogenizovaný v tekutém dusíku. 

4.4.2 Izolace vysokomolekulární DNA pomocí Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kitu 

Před samotným použitím Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kitu je nutné vyizolovat 

buněčná jádra, která jsou vstupním materiálem pro izolaci vysokomolekulární DNA pomocí 

Nanobind terčíků. 

1. Izolace buněčných jader cizrny 

0,5 g lyofilizovaných listů cizrny bylo zhomogenizováno pomocí oscilačního mlýnu  

(7 min, 27 Hz). Homogenizovaný rostlinný materiál byl přenesen do kádinky s 35 ml pufru H, 

která byla umístěna na ledu. Směs byla opatrně, ale důsledně promíchána a následně 

inkubována 5 minut při pokojové teplotě. Po inkubaci byly ze směsi odstraněny hrubé nečistoty 

(větší kusy rostlinných pletiv) přefiltrováním přes nylonové sítko (Miracloth, s velikostí pórů 

48 µm) do nových sterilních kyvet. Po vyvážení kyvetek (přidáním ledového pufru H) byla 

směs centrifugována 15 minut při 200 g, 4 °C, za použití pomalého brzdění (level 2) tak, aby 

byly ze vzorku eliminovány intaktní buňky a buněčné zbytky. Supernatant byl následně opatrně 

vylit (nebo odpipetován), aby nedošlo k utrhnutí peletu. K peletu bylo opatrně napipetováno  

35 ml vychlazeného pufru H, a směs byla zhomogenizována – opatrným promícháním, 

pomalým otáčením kyvety. Dle potřeby byl předešlý krok opakován (přibližně 4x), s cílem 

získat pelet světlé barvy, což indikuje odstranění převážné části plastidové DNA. Následně byl 

pelet resuspendován v 20 ml ledového TC pufru. Roztok byl centrifugován 5 minut při 400 g, 

4 °C (pomalé brzdění). Supernatant byl opatrně odstraněn a peletka buněčných jader byla 

využita pro izolaci HWM DNA s využitím Nanobind terčíků (Nanobind Plant Nuclei Big DNA 

Kit od firmy Circulomics; viz níže). 

2. Izolace HMW DNA z vyizolovaných jader cizrny kitem Nanobind Plant Nuclei Big DNA 

Kit (Circulomics) 

Ke vzorku izolovaných jader cizrny bylo přidáno 80 µl pufru PL1 a 30 µl pufru CS. 

Směs byla opatrně promíchána pipetou se zastřiženou špičkou a inkubována v termomixéru při 

55 °C, po dobu 15 minut, za stálého míchání (900 rpm). Pro odstranění RNA, bylo ke vzorku 

přidáno 20 µl RNásy A a vzorek byl inkubován 3 minuty při pokojové teplotě. Po inkubaci 

s RNásou byl vzorek centrifugován 5 minut při 16 000 g za pokojové teploty. Supernatant byl 

přepipetován do nové sterilní mikrozkumavky (typ Eppendorf), kam byly přidány Nanobind 

disky a 120 µl isopropanolu. Vzorek byl promíchán opatrným převracením mikrozkumavky  

a umístěn na HulaMixér na 20 minut k inkubaci při pokojové teplotě. Mikrozkumavka se 

vzorkem byla následně umístěna do magnetického stojánku a byl odstraněn supernatant. 
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Ke vzorku bylo přidáno 500 µl pufru PW1 a vzorek byl promíchán obrácením mikrozkumavky, 

umístěn na magnetický stojánek a supernatant byl opět odpipetován. Tento krok byl opakován 

a zkumavka byla krátce centrifugována k odstranění zbytkového supernatantu. Ke vzorku bylo 

následně přidáno 150 µl pufru EB+ a následovala inkubace při pokojové teplotě po dobu  

10 minut. Takto získaná DNA byla přepipetována do nové mikrozkumavky. Pro kontrolu 

vyizolované DNA byla provedena pulzní elektroforéza. 

4.4.3 Izolace vysokomolekulární DNA pomocí CTAB a MATAB 

Vysokomolekulární DNA byla izolována z listů cizrny beraní (Cicer arietinum), které 

byly lyofilizované nebo čerstvé, a izolace byla prováděna za použití čtyř různých pufrů 

(MATAB, MATAB-PVP, CTAB a CTAB-PVP) ke zjištění, jaký postup vede k získání 

nejkvalitnější vysokomolekulární DNA.  

Izolace byla provedena dle následujícího postupu: 

Bylo naváženo 0,5 g lyofilizovaného rostlinného materiálu nebo 6 g čerstvého 

(zamraženého) rostlinného materiálu. Lyofilizovaný rostlinný materiál byl homogenizován 

pomocí oscilačního mlýnu (7 minut, 27 Hz) a čerstvý rostlinný materiál byl homogenizován 

pomocí tekutého dusíku a třecí misky s tloučkem. 

Podrcený rostlinný materiál byl následně přidán do kádinky s 15 ml 2x MATAB/ 

2x MATAB-PVP (nebo 2x CTAB/2x CTAB-PVP) pufru, 300 µl ß-merkaptoethanolu a opatrně 

homogenizován mícháním na ledu. Homogenizovaný roztok byl přelit do falkony a inkubován 

ve vodní lázni 30 minut při 65 °C, za občasného promíchání obracením falkony. 

Po inkubaci byl přidán stejný objem (15 ml) směsi chloroform:izoamylalkohol (24:1), 

roztok byl opatrně promíchán obracením falkony a centrifugován 10 minut při 4 000 g, 4 °C. 

Po centrifugaci byla vodní fáze (horní) odebrána do nové falkony a byl přidán stejný objem 

směsi chloroform:izoamylalkoholu (24:1). Roztok byl opatrně promíchán obrácením falkony  

a opět centrifugován 10 minut při 4 000 g, 4 °C. Tento krok byl opakován, dokud nebylo 

rozhraní čisté. 

Po dosažení požadované čistoty byla odebrána vodní fáze po 1 ml do nových 2ml 

mikrozkumavek a k vodní fázi byl přidán 1 ml směsi chloroform:izoamylalkoholu  

(24:1). Roztok byl opět centrifugován 10 minut při 4 000 g, 4 °C. Tento krok byl opět opakován, 

dokud nebylo rozhraní čisté. 

Po dosažení požadované čistoty rozhraní dvou fází, byla vodní fáze ze všech 

mikrozkumavek přepipetována do nové 12ml zkumavky a po stěně bylo přidáno  
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0,6 objemu isopropanolu. Po promíchání roztoku překlápěním zkumavky byla pozorována 

srážející se DNA, která byla buďto namotána na skleněnou kličku, anebo centrifugována  

3 minuty při 1500 g, 4 °C, aby došlo k usazení vysrážené DNA na dně zkumavky. Supernatant 

byl po centrifugaci vylit a pelet byl opláchnut v 70% ledovém ethanolu (2 x 5 minut, při 

pokojové teplotě). 

Po oschnutí byl pelet přes noc rozpouštěn v TE pufru (pH 8) na třepačce při pokojové 

teplotě. Objem pufru byl zvolen dle velikosti peletu (obvykle 200–500 µl). 

Kvalita a kvantita vyizolované DNA byla zkontrolována pomocí spektrofotometru 

NanoDrop, fluorometru Qubit a pulzní gelové elektroforézy. 

4.4.4 Pulzní gelová elektroforéza 

Kvalita a kvantita vyizolované HMW DNA pomocí dvou různých přístupů byla 

zkontrolována pomocí pulzní gelové elektroforézy (PFGE), jelikož umožňuje separaci molekul 

DNA větších než 15 kb. 

Příprava 1,2% agarózového gelu v 0,05x TBE pufru: 

Do Erlenmeyerovy baňky bylo naváženo 3,6 g agarózy s nízkým bodem tání (Gold 

Agarose). Ve skleněném válci bylo odměřeno 300 ml 0,05x TBE pufru a pufr byl následně přilit 

do baňky k agaróze. Roztok byl krouživými pohyby promíchán a vložen do mikrovlnné trouby, 

kde byl ohříván, dokud nedošlo k varu a k úplnému rozpuštění agarózy v TBE pufru. Baňka 

byla opatrně vyjmuta z mikrovlnné trouby a chlazena pod tekoucí vodou, dokud roztok neměl 

požadovanou teplotu. Do připravené nalévací vany s hřebínkem byl následně přelit rozehřátý 

agar tak, aby došlo ke vzniku co nejmenšího množství bublinek. Případné vzniklé bublinky 

byly odstraněny špičkou od pipety. Po 30 minutách gel zatuhnul a byl vložen do 

elektroforetické vaničky naplněné 0,05x TBE pufrem. 5 µl vzorků DNA bylo smícháno s 5 µl 

STOP-C. Do první a poslední jamky byl vložen marker molekulové hmotnosti (Midrange PFG 

Marker, Lambda PFG Ladder) a do ostatních jamek bylo naneseno 10 µl směsi vzorků s 5 µl 

STOP-C. Program PFGE byl následující: proud 6 V; doba přepnutí (tzv. ´switch time´) 1–50 s; 

úhel 120°; a celková doba běhu separace 14 hodin při 14 °C.  Po ukončení elektroforetické 

separace byl gel vložen do ethidium bromidu na 20 minut, poté opláchnut v destilované vodě  

a vizualizován pomocí transiluminátoru. 
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4.4.5 Příprava HMW DNA pro přípravu sekvenačních knihoven na Oxford Nanopore 

sekvenování 

Na základě výsledků z PFGE bylo zjištěno, že vyizolovaná vysokomolekulární DNA 

byla příliš dlouhá, a tak byla provedena fragmentace pomalým přetahováním přes injekční 

stříkačku Micro-fine plus (Becton Dickinson). Podle PFGE byla DNA cizrny přes stříkačku 

přetažena 15–20krát. Poté byla přečištěna pomocí AMPure XP kuliček (Beckman Coulter)  

a opět analyzována pomocí PFGE. 

Přečištění HMW DNA pomocí AMPure XP kuliček: 

Ke 160 µl vzorku vyizolované HMW DNA cizrny bylo přidáno ustřiženou špičkou  

160 µl magnetických kuliček AMPure XP (Beckman Coulter). Mikrozkumavky se vzorky byly 

následně vloženy do HulaMixéru a inkubovány 10 minut při pokojové teplotě, za stálého 

míchání. Po inkubaci byly mikrozkumavky umístěny na magnetický stojánek a třikrát promyty 

1 ml 70% ledového ethanolu. Po odpipetování ethanolu bylo ke kuličkám s navázanou DNA 

cizrny přidáno 200 µl TE pufru, roztok byl jemně promíchán poklepáním na zkumavky, nebo 

pomalým pipetováním ustřiženou špičkou. Následně byly mikrozkumavky inkubovány  

30 minut při 37 °C, kdy došlo k separaci DNA z kuliček. Po inkubaci byly mikrozkumavky 

opět vloženy na magnetický stojánek a vzorek (supernatant s přečištěnou DNA) zbavený 

kuliček byl napipetován do nových mikrozkumavek. Ke kontrole velikosti fragmentů byla 

následně provedena pulzní gelová elektroforéza.  

4.4.6 Příprava sekvenační knihovny 

Sekvenační knihovna byla připravena ze tří vzorků vyizolované vysokomolekulární 

DNA a to z genotypu ICC 8261 (fragmentace 15x), ICC 8261 (fragmentace 20x) a z genotypu 

ICC 1882 (fragmentace 15x). Příprava sekvenační knihovny byla prováděna za použití 

ligačního sekvenačního kitu (Ligation Sequencing Kit, Oxford Nanopore Technologies). 

Příprava vzorků HMW DNA k přípravě sekvenační knihovny: 

Koncentrace vzorků byla nejprve stanovena za použití QubitTM dsDNA BR Assay kitu 

a vyhodnocena na fluorometru Qubit. Dle změřené koncentrace DNA byl vypočítán objem 

DNA potřebný pro reakci (2500 ng DNA/reakce). Objem DNA byl následně doplněn 

destilovanou vodou na požadovaný objem 47 µl. Všechny potřebné komponenty z kitu byly 

připraveny dle instrukcí výrobce. 

 DNA CS (DCS) byl rozmrazen při pokojové teplotě, centrifugován, promíchán 

pipetováním a umístěn na led. Ostatní činidla byla také umístěna na led. Reakční mix byl 
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připraven na ledu do tenkostěnné PCR zkumavky dle Tabulky 4. 

Tabulka 4: Příprava reakčního mixu k opravě DNA a přípravě konců fragmentů DNA. 

Činidlo Objem [µl] 

DNA CS 1 

DNA + H2O 47 

NEBNext FFPE DNA Repair Buffer 3,5 

NEBNext FFPE DNA Repair Mix 2 

Ultra II End-prep reaction buffer 3,5 

Ultra II End-prep enzyme mix 3 

Celkem 60 

 
Připravený reakční mix byl jemně promíchán a krátce centrifugován. Vzorek byl vložen 

do termocykleru a inkubován 5 minut při 20 °C a následně 5 minut při 65 °C, aby došlo k opravě 

DNA a k přípravě konců fragmentů DNA, aby na ně v dalším kroku mohly být navázány 

adaptéry. 

Adapter Mix F (AMX-F) a Quick T4 Ligase byly krátce centrifugovány a umístěny na 

led. Ligation Buffer (LNB) byl rozmrazen při pokojové teplotě, krátce centrifugován  

a promíchán pipetováním. Po rozmrazení a promíchání byl okamžitě umístěn na led. Elution 

Buffer (EB) byl rozmrazen při pokojové teplotě, vortexován, krátce centrifugován a následně 

umístěn na led. K zachování fragmentů DNA o velikosti 3 kb nebo větší byl použit a rozmrazen 

za pokojové teploty Long Fragment Buffer (LFB). Následně byl vortexován, krátce 

centrifugován a umístěn na led. V nové mikrozkumavce byl z připravených činidel připraven 

reakční mix 2, aby mohlo dojít k navázání adaptérů k připraveným koncům fragmentů DNA 

(Tabulka 5). 
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Tabulka 5: Příprava reakčního mixu k navázání adaptérů na připravené konce. 

Činidlo Objem [µl] 

Vzorek DNA z předešlého kroku 60 

Ligation Buffer (LNB) 25 

NEBNext Quick T4 DNA ligase 10 

Adapter Mix F (AMX-F) 5 

Celkem 100 

 

Připravený mix byl promíchán, krátce centrifugován a následně inkubován přibližně  

8 minut při pokojové teplotě.  

Přečištění vzorku pomocí AMPure XP kuliček:  

Po inkubaci bylo k směsi přidáno 150 µl resuspendovaných AMPure XP kuliček 

k odstranění fragmentů DNA nevhodných délek. Směs s kuličkami byla inkubována na 

HulaMixéru 5 minut při pokojové teplotě, aby došlo k navázání DNA. Po inkubaci  

a centrifugaci byl vzorek umístěn na magnetický stojánek a byl odpipetován supernatant. 

Následně byly kuličky promyty přidáním 250 µl Long Fragment Buffer (LFB), který slouží 

k zachování fragmentů DNA o velikosti 3 kb nebo větší, a resuspendovány. Po stočení byla 

mikrozkumavka vrácena na magnetický stojánek, aby došlo k vzniku peletu a mohl být 

odpipetován supernatant, ve kterém zůstaly fragmenty DNA nevhodných délek. Celý tento krok 

byl opakován ještě jednou. Po odpipetování supernatantu byl vzorek stočen a opět umístěn na 

magnetický stojánek, aby mohl být odpipetován zbytkový supernatant. Pelet byl sušen  

30 sekund a následně odebrán z magnetického stojánku a resuspendován v 15 µl Elution Buffer 

(EB). Vzorek byl krátce centrifugován a následně inkubován 10 minut při 37 °C, aby došlo 

k uvolnění fragmentů DNA z kuliček do EB pufru. Následně byl vzorek opět vložen do 

magnetického stojánku a 15 µl eluátu s DNA bylo odebráno a napipetováno do nové 

mikrozkumavky. Kuličky byly vyhozeny. Ke kvantifikaci vzorku byl použit 1 µl vzorku  

a množství DNA bylo stanoveno pomocí fluorometru Qubit.   

Příprava sekvenační knihovny a její nanesení na průtokovou komůrku: 

Sequencing Buffer II (SBII), Loading Beads II (LBII), Flush Tether (FLT) byly 

rozpuštěny za pokojové teploty, vortexovány a centrifugovány. K připravení tzv. priming mixu 

pro průtokovou komůrku bylo přidáno 30 µl FLT pufru přímo do zkumavky s FB pufrem. 
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Sekvenátor MinION byl otevřen a byla do něj vložena průtoková komůrka (viz  

Obrázek 9). Byl otevřen kryt Priming portu a k odstranění případných bublin bylo z Priming 

portu odsáto pár mikrolitrů roztoku nastavením automatické pipety (pro objem 1000 µl) na  

200 µl, vložením špičky do Priming portu a upravováním jejího objemu. Objem byl upravován, 

dokud se ve špičce neobjevilo malé množství kapaliny. 

 
Obrázek 9: Vložení průtokové komůrky do sekvenátoru MinION. Převzato z: Oxford Nanopore Technologies, 

2022. 

Dle stanovené koncentrace vzorku DNA pomocí fluorometru Qubit byl vypočítán 

potřebný objem DNA pro samotné sekvenování – tak aby se ve vzorku nacházelo 650 ng DNA 

v celkovém objemu 12 µl. Přes Priming port bylo do průtokové komůrky naneseno 800 µl 

předem připraveného priming mixu a během následujících pěti minut byla připravena 

sekvenační knihovna dle Tabulky 6. 

Tabulka 6: Příprava sekvenační knihovny. 

Činidlo Objem [µl] 

Sequencing Buffer II (SBII) 37,5 

Loading Beads II (LBII) 25,5 

DNA knihovna 12 

Celkem 75 

 

Po přípravě sekvenační knihovny byl otevřen SpotON sample port cover a do Priming 

portu bylo naneseno zbylých 200 µl priming mixu. Jednotlivé části průtokové komůrky jsou 

ukázány na Obrázku 10. Následně bylo po kapkách naneseno 75 µl sekvenační knihovny do 

SpotON sample portu. SpotON sample cover a Priming port byly pak uzavřeny a bylo uzavřeno 

také víko sekvenátoru MinION, který byl následně připraven k sekvenování. 
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Obrázek 10: Části průtokové komůrky k sekvenátoru MinION. Převzato a upraveno z: Oxford Nanopore 

Technologies, 2022. 
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5 Výsledky 

Cílem experimentální části bakalářské práce byla optimalizace protokolu sloužícího 

k izolaci vysokomolekulární DNA z rostlin, která je potřebná pro Oxford Nanopore 

sekvenování. Vysokomolekulární DNA byla izolována z cizrny beraní (Cicer Arietinum) za 

použití dvou různých přístupů. Prvním přístupem byla izolace jader a následná izolace 

vysokomolekulární DNA za použití komerčně dostupného kitu Nanobind Plant Nuclei Big 

DNA Kit (Circulomics) využívajícím magnetické disky. A druhým přístupem byl klasický 

přístup za použití CTAB (MATAB) metody. Výsledky izolace byly kontrolovány pomocí 

pulzní elektroforézy a získaná HMW DNA byla následně použita k přípravě sekvenační 

knihovny pro Oxford Nanopore sekvenování. Následně bylo provedeno samotné sekvenování 

jako důkaz, že daný postup funguje. 

5.1 Izolace HMW DNA pomocí Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kitu 

Vyizolovaná DNA pomocí komerčně dostupného kitu byla podrobena pulzní 

elektroforéze. Elektroforetogram gelu ukázal, že přístup za využití Nanobind Plant Nuclei Big 

DNA Kitu byl neúspěšný – nedošlo ke vzniku produktu. Izolace jader, která předcházela izolaci 

HMW DNA pomocí kitu byla úspěšná, došlo ke vzniku peletky. Nedošlo tedy k navázání DNA 

na disky. I přesto, že pokus s čerstvě lyofilizovaným materiálem byl neúspěšný, proces byl 

opakován i s čerstvým rostlinným materiálem homogenizovaným za použití tekutého dusíku. 

Bohužel i tento pokus nebyl úspěšný, nedošlo tedy k navázání DNA na magnetické disky. 

5.2 Izolace HMW DNA pomocí klasické CTAB metody 

Izolace HMW DNA za použití klasické metody CTAB byla nejprve optimalizována na 

lyofilizovaném vstupním materiálu, který byl homogenizován pomocí oscilačního mlýnu. 

Cílem bylo porovnat, který pufr poskytne lepší výtěžnost a kvalitu vysokomolekulární DNA, 

aby následně tento pufr mohl být využit k izolaci za použití čerstvého vstupního materiálu. 

Úspěšnost izolace HMW DNA z lyofilizovaného rostlinného materiálu byla zkontrolována 

pomocí PFGE. Výsledek pulzní elektroforézy ukázal, že izolace DNA byla v tomto případě 

úspěšná a bylo zjištěno, že všechny testované pufry (MATAB, MATAB-PVP, CTAB,  

CTAB-PVP) poskytly DNA o stejné (velmi podobné) velikosti (viz Obrázek 11). Jelikož se 

ukázalo, že použitý postup funguje, tak byl proces opakován pro čerstvý rostlinný materiál, 

který byl homogenizován pomocí tekutého dusíku. Výsledky pulzní elektroforézy 

porovnávající izolace HMW DNA za použití lyofilizovaného nebo čerstvého rostlinného 

materiálu a za použití různých pufrů můžeme vidět na Obrázku 11.  
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Obrázek 11: Pulzní gelová elektroforéza vyizolované DNA cizrny beraní. 

Legenda:  

1) Lambda PFG Ladder; 2) DNA izolovaná pomocí MATAB pufru z lyofilizovaných listů 

cizrny beraní; 3) DNA izolovaná pomocí CTAB pufru z lyofilizovaných listů cizrny beraní; 4) 

DNA izolovaná pomocí CTAB-PVP pufru z lyofilizovaných listů cizrny beraní; 5) DNA 

izolovaná pomocí MATAB-PVP pufru z lyofilizovaných listů cizrny beraní; 6) a 7)  DNA 

izolovaná pomocí MATAB pufru z čerstvých listů cizrny beraní; 8) DNA izolovaná pomocí 

CTAB pufru z lyofilizovaných listů cizrny beraní; 9) DNA izolovaná pomocí CTAB-PVP pufru 

z lyofilizovaných listů cizrny beraní, genotypu ICC 8261; 10) DNA izolovaná pomocí CTAB 

pufru z lyofilizovaných listů cizrny beraní, genotypu ICC 8261; 11) DNA izolovaná pomocí 

MATAB-PVP pufru z lyofilizovaných listů cizrny beraní, genotypu ICC 8261; 12) a 13) DNA 

izolovaná pomocí MATAB pufru z čerstvých listů cizrny beraní, genotypu ICC 8261; 14) a 15) 

DNA izolovaná pomocí MATAB pufru z čerstvých listů cizrny beraní, genotypu ICC 1882; 16) 

a 17) DNA izolovaná pomocí MATAB pufru z čerstvých listů cizrny beraní, genotypu  

ICC 283; 18) Midrange PFG Marker. 
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Elektroforetogram pulzní elektroforézy ukázal, že izolace HMW DNA proběhla 

v pořádku u obou postupů, ale k získání viditelně kvalitnější vysokomolekulární DNA vede 

izolace z čerstvého vstupního materiálu. Kvalita vyizolované DNA byla také zkontrolována 

pomocí spektrofotometru NanoDrop a fluorometru Qubit (Tabulka 7). Všechny vzorky DNA 

měly poměr A260/A280 vyšší než 1,8 (takže nebyly kontaminované proteiny). Vzorky 

izolované z čerstvého materiálu měly vyšší koncentraci DNA než vzorky z lyofilizovaného 

materiálu. U všech vzorků byl poměr A260/230 vyšší než 1,8.  

Tabulka 7: Naměřené hodnoty vzorků DNA pomocí spektrofotometru NanoDrop a fluorometru Qubit. 

Genotyp 
Vstupní 

materiál 
Pufr 

NanoDrop Qubit 

Koncentrace 

[ng/µl] 
A260/A280 A260/A230 

Koncentrace 

[ng/µl] 

- Lyofilizovaný MATAB 1 864,3 2,18 2,37 61,8 

- Lyofilizovaný CTAB 1 730,6 2,16 2,35 138 

- Lyofilizovaný 
CTAB-

PVP 
2 273,1 2,21 2,22 177 

- Lyofilizovaný 
MATAB-

PVP 
1 875,8 2,15 2,13 80,4 

- Čerstvý MATAB 4 967,5 2,15 2,09 208 

- Čerstvý MATAB 3 800, 2 2,14 2,19 112 
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Tabulka 7 (pokračování): Naměřené hodnoty vzorků DNA pomocí spektrofotometru NanoDrop a fluorometru 

Qubit. 

Genotyp 
Vstupní 

materiál 
Pufr 

NanoDrop Qubit 

Koncentrace 

[ng/µl] 
A260/A280 A260/A230 

Koncentrace 

[ng/µl] 

ICC 

8261 
Lyofilizovaný 

CTAB-

PVP 
2 600,0 2,06 1,99 238 

ICC 

8261 
Lyofilizovaný CTAB 5 743,6 2,19 2,35 195 

ICC 

8261 
Lyofilizovaný 

MATAB-

PVP 
6 275,4 1,90 2,00 240 

ICC 

8261 
Čerstvý MATAB 3 585,3 2,12 2,18 140 

ICC 

8261 
Čerstvý MATAB 3 391,3 2,12 2,19 244 

ICC 

1882 
Čerstvý MATAB 4 230,0 2,11 2,14 122 

ICC 

1882 
Čerstvý MATAB 4 312,1 2,12 2,13 141 

ICC 283 Čerstvý MATAB 5 633,5 2,19 2,17 204 

ICC 283 Čerstvý MATAB 6 061,3 2,16 2,18 150 

 

Výsledky analýzy velikosti HMW DNA cizrny beraní ukázaly, že získaná DNA je příliš 

dlouhá pro ONT sekvenování a mohla by tak způsobit velmi rychlé ucpávání nanopórů  

a negativně tak ovlivnit výtěžnost sekvenační reakce. V předkládané bakalářské práci nebylo 

využito speciálního kitu pro přípravu extrémně dlouhých čtení, a proto byla provedena 

fragmentace HMW DNA a její následné přečištění. Ke kontrole, zda fragmentace vedla 

k získání fragmentů DNA optimálních délek pro přípravu ONT sekvenační knihovny, byla opět 

provedena pulzní elektroforéza (Obrázek 12), která ukázala, že „jemná“ fragmentace DNA 

vedla k získání HMW DNA vhodné pro ONT sekvenování, kdy převážná většina fragmentů 
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měla délku 48–97 kb, jak je patrné z Obrázku 12. 

 

Obrázek 12: Pulzní gelová elektroforéza DNA cizrny beraní po fragmentaci a přečištění. 

Legenda: 1) Midrange PFG Marker; 2) Lambda PFG Ladder; 3) a 4) DNA izolovaná pomocí 

MATAB pufru z čerstvých listů cizrny beraní; 5) a 6) DNA izolovaná pomocí MATAB pufru 

z čerstvých listů cizrny beraní, genotypu ICC 8261; 7) a 8) DNA izolovaná pomocí MATAB 

pufru z čerstvých listů cizrny beraní, genotypu ICC 1882; 9) a 10) DNA izolovaná pomocí 

MATAB pufru z čerstvých listů cizrny beraní, genotypu ICC 283; 11) Midrange PFG Marker; 

12) Lambda PFG Ladder. 

5.3 Oxford Nanopore sekvenování 

HMW DNA byla následně použita pro přípravu sekvenačních knihoven a samotné ONT 

sekvenování. Cílem sekvenace bylo zjistit, zda je získaná DNA (čistota a délka fragmentů 

DNA) vhodná pro Oxford Nanopore sekvenování a zda DNA neobsahuje některé jiné 

sekundární metabolity, které by mohly negativně ovlivnit průběh sekvenování, např. vysokou 

rychlostí ucpávání pórů. 

Na základě výsledků analýzy kvality a velikosti vyizolované DNA cizrny beraní byly 

pro přípravu sekvenační knihovny a následné Oxford Nanopore sekvenování vybrány tři vzorky 
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DNA, izolované z genotypů ICC 8261 (2x) a ICC 1882. Jednalo se o vzorky izolované 

z čerstvého vstupního materiálu za použití pufru MATAB. K přípravě sekvenační knihovny byl 

využit ligační kit (Ligation Sequencing Kit, Oxford Nanopore Technologies), který je 

optimalizován pro dlouhé čtení. K sekvenování byly využity sekvenační komůrky, které 

obsahovaly ~ 400–800 aktivních nanopórů. Sekvenování probíhalo 48 hodin pro vzorek 

s genotypem ICC 1882 a 1 den 22 hodin pro vzorky s genotypem ICC 8261. Analýza získaných 

čtení byla provedena pomocí programu Nanoplot. Shrnutí dat získaných ze sekvenování vzorku 

cizrny genotypu ICC 1882 můžeme vidět v Tabulce 8 a shrnutí dat pro vzorky cizrny genotypu 

ICC 8261 v Tabulce 9. Histogramy znázorňující rozložení ONT čtení můžeme vidět na 

Obrázku 13. 

Tabulka 8: Statistika sekvenování genotypu ICC 1882. 

ICC 1882 Fail Pass 

Průměrná délka čtení 4 958,9 bází 6 492,0 bází 

Průměrná kvalita čtení 6,8 11,1 

Počet čtení 82 911 349 538 

N50 délky čtení 14 232 bází 17 047 bází 

Nejdelší čtení 112 004 bází 129 431 bází 

Celkem bází 411 149 928 2 269 184 919 

 

Tabulka 9: Statistika sekvenování genotypu ICC 8261. 

ICC 8261 Fail Pass 

Průměrná délka čtení 5 242,3 bází 7 197,0 bází 

Průměrná kvalita čtení 6,7 11,0 

Počet čtení 166 700 650 783 

N50 délky čtení 13 881 bází 16 191 bází 

Nejdelší čtení 559 039 bází 121 183 bází 

Celkem bází 873 899 453 4 683 654 001 
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Obrázek 13: Histogramy znázorňující rozložení ONT čtení. 

 

Legenda: A. Histogram pro vzorek DNA cizrny beraní genotypu ICC 1882 (fail); B. Histogram 

pro vzorek DNA cizrny beraní genotypu ICC 1882 (pass); C. Histogram pro vzorek DNA cizrny 

beraní genotypu ICC 8261 (fail); D. Histogram pro vzorek DNA cizrny beraní genotypu 

ICC 8261 (pass). 
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6 Diskuse 

Oxford Nanopore sekvenování je technika sekvenování dlouhých molekul, která může 

produkovat ultra-dlouhá čtení, která překonávají problémy spojené s použitím krátkých čtení, 

jako je charakterizace dlouhých strukturních variant a vysoce repetitivních oblastí. ONT 

identifikuje báze a modifikace nativní DNA a RNA pomocí detekce změn signálů iontového 

proudu, které charakteristicky odpovídají každému nukleotidu procházejícímu přes nanopór. 

Hlavní oblastí, ve které se ONT sekvenování uplatňuje je de novo sestavování genomů, 

kde dlouhá čtení usnadňují generování dlouhých, souvislých contigů. Teoreticky ONT 

sekvenování může produkovat neomezeně dlouhé sekvenační čtení, prakticky je však délka 

čtení omezena délkou vyizolovaných DNA fragmentů. Izolace HMW DNA je relativně rutinní 

pro bakterie a savčí buněčné kultury, nicméně u rostlin přítomnost buněčných stěn, které se 

skládají z polysacharidů a ligninu a široký rozptyl specializovaných metabolitů, zahrnujících 

fenoly, terpeny, alkaloidy a flavonoidy, může stěžovat a bránit izolaci vysoce-kvalitní  

nebo/a vysokomolekulární DNA. Přítomnost těchto látek v rostlinných pletivech, které se 

používají pro izolaci může negativně ovlivnit nejen délku vyizolovaných fragmentů, ale 

především kvalitu DNA, která je nutná pro samotné sekvenování pomocí nanopórů. Pokud jsou 

tyto látky přítomny během přípravy sekvenační knihovny nebo sekvenování, tyto nečistoty 

často vedou k rychlé degradaci nanopórů a mohou negativně ovlivnit výnos sekvenační reakce 

(Healey et al., 2014).  

U rostlin se pro izolaci vysokomolekulární DNA nejčastěji využívá metod založených 

na izolaci jader a jejich následném uchování v agarózových bločcích, kde je jaderná DNA 

deproteinizována s cílem získat HMW DNA. Tento přístup se dříve používal např. pro izolaci 

DNA pro přípravu knihoven dlouhých inzertů (např. Peterson et al., 2000; Ming et al., 2001; 

Lin et al., 2011; Figueira et al., 2012; Zhang et al., 2016). Velmi často využívanou metodou 

izolace HMW DNA pro sekvenační technologie třetí generace je modifikovaná CTAB extrakce 

následovaná dalším přečištěním přes kolonu nebo pomocí magnetických kuliček (Belser et al., 

2018; Deschamps et al., 2018; Michael et al., 2018). Výhodou tohoto přístupu izolace 

vysokomolekulární DNA z rostlin je použití extrakčního pufru CTAB (nebo jeho alternativy 

MATAB), který usnadňuje separaci polysacharidů z DNA (Saghai-Maroof et al., 1984). Další 

výhodou je získání většího množství DNA z relativně malého vstupního materiálu v porovnání 

s přístupem založeném na izolaci jader.  

V praktické části bakalářské práce byla vysokomolekulární DNA vhodná pro Oxford 

Nanopore sekvenování (a SMRT/PacBio sekvenování) izolována pomocí jednoduchého 
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protokolu založeného na CTAB metodě.  Většina extrakčních metod DNA z listů rostlin je 

prováděna původní CTAB metodou (Doyle a Doyle, 1973). Od zavedení CTAB metody bylo 

publikováno mnoho různých modifikací této metody. Protokol použitý v bakalářské práci byl 

původně vytvořen pro izolaci HMW DNA z rostlinných druhů, které obsahují vysoký podíl 

především polyfenolických sekundárních metabolitů (banánovník a yam), u kterých bylo velmi 

omezené počáteční množství DNA (Hřibová, nepublikováno). Úspěšnost této jednoduché 

izolace vysoce kvalitní HMW DNA pro ONT sekvenování byla prokázána i v případě cizrny 

beraní, rostlinného druhu, který obsahuje vysoký podíl polysacharidů. Nejlepší výsledky  

z hlediska délky vyizolovaných fragmentů byly získány nejšetrnějším protokolem, tedy 

homogenizací čerstvého rostlinného materiálu v tekutém dusíku a následném navinutí DNA na 

skleněný háček. V některých případech, např. při malém vstupním množství materiálu nebo  

u rostlinných druhů, které se vyznačují malými velikostmi genomů, se nemusí vždy podařit 

namotat vysráženou HMW DNA na skleněný háček. V takovém případě je tedy možné 

vysráženou DNA centrifugovat při nízkých otáčkách. Tímto postupem je sice získaná HMW 

DNA obecně kratší než v případě namotávání na skleněný háček, ale stále z hlediska délek 

fragmentů i kvality vhodná pro sekvenování třetí generace. 

Dalším problematickým krokem, který je spojen s přítomností různých sekundárních 

metabolitů je využití látek, které zajistí jejich inhibici – např. ß-merkaptoethanol, PVP nebo 

Triton. K odstranění (zmírnění) problémů spojených s fenoly a polysacharidy byl protokol 

modifikován za použití PVP a vysokých koncentrací solí k izolaci genomové DNA. Bylo 

zjištěno, že přídavek PVP k zavedené metodě ne vždy ovlivňuje efektivitu protokolu. PVP tedy 

není vyžadováno k zabránění fenolické oxidace a to pravděpodobně díky přítomnosti  

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

Naopak izolace HMW DNA z cizrny beraní pomocí izolace jader a následné izolace 

HMW DNA pomocí komerčně dostupného kitu Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kit 

(Circulomics), využívajícím magnetické disky, byla neúspěšná. Ačkoliv se v prvním kroku 

podařilo vyizolovat buněčná jádra, ve druhém kroku – izolaci HMW DNA pomocí Nanobind 

kitu se však po deproteinaci jader nepodařilo navázat DNA na magnetické disky, což bylo  

s největší pravděpodobností způsobeno přítomností sekundárních metabolitů nebo 

polysacharidů, které znemožnily vytvořit optimální prostředí pro navázání DNA na magnetické 

disky. Podobně, Vaillancourt a Buell (2019) testovali různé extrakční metody pro izolaci HMW 

DNA a jedna z nich byla izolace za použití Nanobind kitu. U rostliny S. tuberosum provedli 

úspěšnou extrakci buněčných jader dle protokolu Workmana et al. (2018). Jádra byla následně 

využita jako vstupní materiál pro Nanobind kit a následně k Oxford Nanopore sekvenování. 
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Proces byl úspěšný a došlo k získání průměrné hodnoty N50 42,5 kb. Stejný postup byl 

následně použit k izolaci DNA z L. angustifolia, což je druh známý pro produkci sekundárních 

metabolitů, ale izolace byla neúspěšná. Pravděpodobně tedy použití Nanobind kitu je vhodné  

u rostlin s nižším obsahem sekundárních metabolitů, ale je obtížné jeho využití k izolaci HMW 

DNA z rostlin, které obsahují velké množství sekundárních metabolitů a polysacharidů. Tuto 

skutečnost podporují nejen další negativní pokusy vyizolovat HMW DNA z jiných rostlinných 

druhů, zahrnujících např. různé genotypy banánovníku, yam či čirok, které probíhaly  

v laboratoři školícího pracoviště, ale především fakt, že v publikovaných pracích, ve kterých 

byla izolována rostlinná DNA pro ONT sekvenování, nebylo využito Nanobind kitu, ale 

tradičních přístupů (např. 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, že pro ONT sekvenování bylo použito standardních kitů pro přípravu 

sekvenačních knihoven, byla vyizolovaná DNA z čerstvého rostlinného materiálu na základě 

PFGE vyhodnocena jako příliš dlouhá, což by mohlo vést k rychlému ucpávání nanopórů. Před 

samotnou přípravou ONT knihoven byla HMW DNA tedy jemně fragmentována. Získané 

fragmenty měly velikost kolem 48–97 kb, kdy optimální velikost fragmentů HMW DNA je 

> 50 kb (Mayjonade et al., 2016). K přípravě sekvenační knihovny a k následnému sekvenování 

byly vybrány dva genotypy a to ICC 1882 a ICC 8261, které byly izolovány z čerstvého 

rostlinného materiálu (homogenizace tekutým dusíkem) za použití MATAB pufru.  

K sekvenování byly vybrány sekvenační komůrky, které obsahovaly menší počet aktivních 

pórů (~ 400–800), čemuž odpovídal i výnos sekvenace. Při samotné sekvenaci nedocházelo  

k rychlé degradaci nanopórů a pro oba genotypy byly získány sekvence s délkou čtení  

N50 ~ 14–17 kb, kdy nejdelší přečtené sekvence měly délku ~ 112–559 kb.   

Sekvenační data potvrdila, že rychlý protokol využívající CTAB/MATAB izolace DNA 

je vhodný pro získání vysokomolekulární DNA vhodné pro Oxford Nanopore sekvenování  

u rostlinných druhů s vysokým obsahem polysacharidů. Navíc velikost vyizolovaných 

fragmentů naznačuje využití protokolu pro sekvenování extrémně dlouhých sekvencí pomocí 

Oxford Nanopore technologie.  
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7 Závěr 

V rámci bakalářské práce se podařilo optimalizovat protokol k izolaci 

vysokomolekulární DNA z cizrny beraní (Cicer arietinum) pro Oxford Nanopore sekvenování. 

HMW DNA je potřebná pro získání dlouhých čtení pomocí sekvenačních technologií třetí 

generace, ale její izolace z rostlin bývá často obtížná.  

Izolace HMW DNA byla prováděna dvěma postupy, kdy pouze jeden byl úspěšný. 

Izolace buněčných jader a následná izolace vysokomolekulární DNA pomocí komerčně 

dostupného kitu (Nanobind Plant Nuclei Big DNA Kit, Circulomics) nebyla úspěšná – nedošlo 

k navázání DNA na disky.  Použití rychlé CTAB metody, která byla za účelem získání HMW 

DNA pro ONT technologie z rostlin s vysokým poměrem polyfenolických sekundárních 

metabolitů využívána v laboratoři školitele, bylo úspěšné i pro cizrnu beraní a vedlo k získání 

kvalitní vysokomolekulární DNA.  

Izolace byla prováděna jak z lyofilizovaného, tak z čerstvého rostlinného materiálu za 

použití různých pufrů (MATAB, MATAB-PVP, CTAB, CTAB-PVP). Bylo zjištěno, že  

k získání kvalitnější HMW DNA vede izolace z čerstvého vstupního materiálu, 

homogenizovaného tekutým dusíkem. Volba pufru měla minimální vliv na kvalitu získané 

DNA – všechny pufry vedly k získání téměř stejně dlouhých molekul DNA (~ 48–194 kb). Po 

jemné fragmentaci a přečištění došlo k získání fragmentů o velikosti ~ 48–97 kb, které byly 

využity pro přípravu sekvenačních knihoven a následné Oxford Nanopore sekvenování.  

K přípravě sekvenační knihovny a k Oxford Nanopore sekvenování byly vybrány 

vzorky izolované ze dvou genotypů cizrny beraní, které byly izolovány z čerstvého rostlinného 

materiálu za použití MATAB pufru. Při sekvenování nedocházelo k rychlému 

ucpávání/degradaci pórů a sekvenační data potvrdila, že izolací došlo k získání 

vysokomolekulární DNA, která měla dostatečnou kvalitu. Podařilo se získat sekvence  

s délkou čtení N50 ~ 14–17 kb, kdy nejdelší přečtené sekvence měly délku ~ 112–559 kb.   
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