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Cile prace

Vyuziti NGS sekvenacnich dat pro analyzu struktury jadernych genomi triploidnich

Skrobovych bananovnikt — africkych plantainti s genomem AAB.

Hlavni cile zahrnovali:

Vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.

Zékladni zpracovani 150-nt dlouhych parovych illumina sekvenci vybranych
zastupcu triploidnich plantaini (genom AAB).

Mapovani parovych illumina sekvenci plantainii a jejich pravdépodobnych
rodicovskych genomu (diploidnich druhd M. acuminata spp. banksii a M.
balbisiana) na referen¢ni celogenomovou sekvenci bananovniku M. Acuminata
ssp. banksii cv. DH Pahang.

Identifikace jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) specifickych pro A- a B-
subgenomy.

Identifikace struktury chromozom - zastoupeni A- a B-subgenomi u

vybranych zastupcti plantaini.



1 UVOD

v

Plantainy jsou Skrobové bandny patfici mezi nejvyznamnéjsi jedlé typy triploidnich
bananovnikli (AAB). Genom plantainii obsahuje dvé sady chromozomti pochdzejicich
z druhu Musa acuminata a jednu sadu chromozomu pochazejicich z Musa balbisiana.
Kultivary této podskupiny vykazuji Sirokou Skalu morfologickych znakl na jejichz
zéklad¢ byly popsany hlavni morfologické skupiny — typ French, Horn, French
Horn a False Horn. Piedstavuji jednu z nejvyznamnéjSich hospodarskych plodin svéta
a je proto dulezité dikladné pochopeni rozmanitosti dostupnych genetickych zdroju.

Teoreticka ¢ast diplomové prace obsahuje poznatky o druzich bandnovniki
S hlavnim zaméfenim na triploidni plantainy. Dale obsahuje cast zabyvajici
se problematikou technologii sekvenovani nové generace (NGS) a technologiemi tfeti
generace, které jsou zndmé také pod ndzvem long-read sequencing. V zéavérecné
podkapitole teoretické casti jsou popsany metody zpracovani sekvenacnich dat
poskytnutych sekvenatory NGS.

Praktickd cast je zaméfena na zpracovani a pripravu sekvenacnich dat NGS
k identifikaci jednonukleotidovych polymorfismt specifickych pro subgenomy A a B,
S naslednou analyzou struktury chromozomii a zkoumanim diverzity genomovych

struktur u deseti vybranych zastupct africkych plantaint.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Bananovnik

Bananovnik (Musa spp.) je jednod€lozna rostlina celedi bananovnikovitych
(Musaceae). Patii mezi rostliny vytrvalé, ale monokarpické. Bananovniky pochazi
Z jithovychodni Asie a zapadniho Pacifiku a jsou jednou z prvnich plodin, které byly
domestikovany asipied 7 000 lety v jihovychodni Asii (D’Hont et al., 2012,
Davey et al., 2013). Dnesrostou V tropickych a subtropickych oblastech svéta,
kde jsou zakladnim zdrojem potravy pro miliony lidi (Davey et al., 2013, De Langhe
etal.,, 2009). Patii navic k jedné =zhlavnich vyvoznich komodit nékolika
rozvojovych zemi a pfedstavuji nejvétsi mezinarodni obchod s ovocem a maji
tak dualezity socio-ekonomicky vyznam (De Langhe et al., 2009, Paul et al., 2017).

Plan¢ rostouci druhy bananovnikii byly dle morfologickych znaki, aredlu svého
vyskytu a zdkladniho chromozomového ¢isla (x) rozdéleny do cEtyt sekei: Eumusa
(x=11; x predstavuje pocet chromozomu), Rhodochlamys (x = 11), Australimusa
(x=10) a Callimusa (x =9 nebo 10) (Cheesman et al., 1947, Daniells et al., 2001)
(Obr. 1). Na zakladé pozdéjsich molekularnich analyz byly sekce Rhodochlamys
a Eumusa slouceny do sekce Musa a sekce Callimusa a Australimusa slou¢eny do sekce
Callimusa (Hakkinen et al., 2013). Pfevazna vétsina jedlych druhli bananovniku patii
do sekce Eumusa (jinak Musa) a vznikly pfirozenym vnitro- a mezi-druhovym k#izenim
mezi dvéma plané rostoucimi druhy Musa acuminata (A genom, 2n = 2x = 22) a Musa
balbisiana (B genom, 2n = 2x = 22). Pozd¢&jsi studie naznacily, Zze na vyvoji téchto
jedlych typt bananovniku se podilel i druh Musa schizocarpa (S genom, 2n = 2x = 22).
Dalsi skupina jedlych bananovnikd vznikla nezavisle v ramci sekce Australimusa,
jsou to tzv. Fe'i bananovniky, které jsou charakteristické vysokym obsahem [-karotenu
a péstuji se jen na ostrovech Jizniho Pacifiku (Davey et al., 2013).

Jaderny genom druhu Musa je relativné maly (1C ~ 500 -750 Mb, kde C je
definovano jako mnozstvi DNA pfitomné v jedné sad¢ haploidnich chromosomi)
(Dolezel et al., 1994; Lysak et al., 1999; Asif et al., 2001; Kamaté et al., 2001; Bartos
etal., 2005; Cizkova et al., 2015). Velikost haploidniho genomu Musa acuminata
se pohybuje v rozmezi 590 — 615 Mbp s predikovanym poctem genti 36 542 (Lysak
etal., 1999, D'Hont et al., 2012, Bartos et al., 2005). Genom A je v¢étsi nez genom B



(Musa balbisina), jehoz prumérna velikost haploidniho genomu je 537 Mbp a pocet
gend je 35 148 (Lysak et al., 1999, Wang et al., 2019).

Rhodochlamys sp.

Eumusa +
Rhodochlamys Musa acuminata
(x=11)
Musa balbisiana
Musa
(x= Australimusa sp.
Australimusa + (x=9)
Callimusa M. beccarii
(x=10) M. coccinea
Ensete (x = 9)

Ensete sp.

Musella (x = 9)

Musella sp.

Obr. 1: Fylogenetické vztahy v ramci Celedi Musaceae. Pro konstrukci BioNJ fylogramu
bylo vyuzito ITS1-ITS2 nukleotidovych sekvenci.

Jak jiz bylo zminéno, vétSina jedlych kultivari banénovniku vzniklo
ptirozenou vnitro- nebo mezi-druhovou hybridizaci diploidnich, plané rostoucich druhi
Musa acuminata a Musa balbisiana, s moznym pfispénim dalSich druhd, prfedevsim
Musa schizocarpa. Kombinaci genomi A a B vznikly diploidni (AA, BB a AB),
triploidni (AAA, AAB a ABB) a tetraploidni (AAAB, AABB, ABBB) formy jedlych
patii pfedev§im Skrobové banany, napf. plantainy (genom AAB), nebo triploidni
bananovniky Africké vysoCiny (tzv. East African Highland Bananas, genom AAA)
a dalsi (Kitavi et al., 2016). Dalsi vyznamnou skupinu piedstavuji sladké typy banant,
urcené pro vyvoz (klon Cavendish, genom AAA) (Perrier et al., 2011).

Bananovnik pfedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich hospodaiskych plodin
svéta. Zaroven ale Celi vaznému ohrozeni ¢etnymi chorobami a sktidci, coz je v pripadé
jedlych klont, které se mnoZi odnozemi velky problém (Jeger et al., 1995). Slechténi
brani vysokd mira sterility bandni a nedostate¢nd charakterizace jejich genetické
diverzity. Uéinnou strategii pro péstovani a vybér rodi¢t ke kiizeni vylepsenych odrid

banant je dikladné pochopeni genetické rozmanitosti dostupnych zdrojt.
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2.2 Morfologické vlastnosti

Rostlina bananovniku je tvofena tzv. pseudostemem (nepravy stonek) (Obr. 2),
ktery se sklada ze vzajemné prekryvajicich se listd, ¢imz vytvaii pevnou
valcovitou strukturu (Purseglove, 1972; Stover a Simmonds, 1987) a zajistuje
mechanickou podporu a propojeni cévniho systému mezi listy, kofeny a plody
(Stover a Simmonds, 1987).

Pseudostem

Mlada odnoz

Dcefina odnoz

Obr. 2: Morfologie bananovniku (Musa spp.) (pfevzato a upraveno z Karamura et al., 2011)

Jednotlivé kultivary bananovniku maji odliSnou vysku a barvu pseudostemu.
Pseudostemy skupiny Musa AB (napt. ,,Kisubi®), AAB (plantainy, ,,Silk*, ,,Mysore*
a ,,Sukali Ndizi“) a ABB (,,Bluggoes* a ,,Pisang Awak*) maji pfevazné zluto-zelenou
barvu s mirnou rtizovou pigmentaci na spodni ¢asti. Barva i vySka pseudostemu
U bananovnikl Africké vysociny (AAA) se méni v zavislosti na okolnich podminkach
(Purseglove, 1975). Napiiklad klony Cavendish byvaji relativné vysoké v nizsich
polohéch, kde jsou pro né podminky idedlni, ve vyssi nadmotiské vysce jsou naopak
mensi (Stover a Simmonds, 1987).

Dalsi casti rostliny bananovniku jsou postranni odnoze, které vyristaji z pupenil
umisténych naproti listovému pouzdru stonku (Obr. 2). Stonek je slozen z apikdlniho
meristému, z n¢hoz vyristaji listy a kvéty. Rostliny Musa maji velkou listovou plochu,
u plantaini se pohybuje v rozmezi od 0,68 do 0,92 m? (Anojulu, 1992). Jakmile
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meristém prestava produkovat listy (asi 30 - 40 listil), prodlouzi se internodia, postupné
prorustaji sttedem pseudostemu, dokud se neobjevi kvétenstvi (Kamura et al., 2015).

Kvétenstvi (Obr. 2) je tvofeno silnym stonkem, samicimi kvéty, které vyristaji
ve dvou fadach nad sebou a jsou kryty ovalnymi nékdy az tmavé fialovymi listeny,
které svym tvarem pfipominaji okvétni platky. Samci kvéty se nachazi dale od listt
na konci kvétenstvi (Purseglove, 1972).

Postupné prodluzovani hlavniho stonku kvétenstvi u nékterych druht zpisobi,
ze se celé kvétenstvi pod svou vahou provési. Listeny se oteviou a nasledné
odpadnou, ¢imz se odhali samici kvéty (obr. 2). Samici kvéty prochazi dalsim vyvojem,
aniz by byly opylovany nebo oplodnény. Listeny kolem sam¢ich kvétd i samotné samci
kvéty se také oteviraji a padaji. Velkd ¢ast stonku tak odd€luje samci pupen od plodi
bandnovniku. Plody se postupné zaplni, jejich hmotnost ohyb4 hlavni stonek a cely trs
tak u n¢kterych druhd visi svisle doli. Ackoli fyziologie, anatomie a vyvoj kloni Musa

jsou podobné, jejich morfologie je rizna (Kamura et al., 2015).

2.3 Plantain bananovniky

Plantainy jsou $krobové typy bandnovniku, které tvoii velkou skupinu bananu s vice
nez 100 znamymi kultivary (Swennen, 1990). Genom plantainti (AAB) je triploidni
a obsahuje dvé sady chromozomu pochazejicich z druhu M. acuminata a jednu
sadu chromozoml pochazejicich z druhu M. balbisiana. Piestoze veSkeré druhy
banant, véetn¢ vsSech jedlych typt vznikly v jihovychodni Asii, rozmanitost
plantaind je nejvyssi v Africe, zejména v zapadni a stiedni Africe. Tato piirozena
druhotnd genetickd rozmanitost je pravdépodobné vysledkem selekce mistnimi
zem&dé€lci, ktefi vybrali apéstovali pfirodni mutanty odvozené z mozna vice
nez jednoho kultivaru ptivodné pfivezeného na africky kontinent. Archeologické
dikazy ve formé fytolith naznacuji, ze banany byly péstovany v jiznim Kamerunu
jiz béhem prvniho tisicileti pfed nasim letopoctem (Mbida et al., 2000).

Kultivary této podskupiny vykazuji Sirokou Skéalu morfologickych znak,
od rostlin s velkym trsem a saméim pupenem, az po rostliny s pouze né€kolika plody
a bez samcich pupenti. K jejich odliseni se pouziva fada znaki, jako naptiklad orientace
a pocet trst, velikost a tvar plodi (rovny, rovny v distalni ¢asti, zakfiveny, ...), velikost

pseudostemu, pritomnost nebo nepfitomnost samc¢iho kvétenstvi, barva pseudostemu
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(odstiny zelené, ¢ervené nebo fialové), barva slupky nezralého ovoce (odstiny zelené,

Cervené, zluté a hnédé).

2.3.1 Morfologické skupiny plantainu

Norman Simmonds pivodné popsal dva typy kultivard plantaind, které se vyznacuji
pfitomnosti saméiho kvétenstvi (typ French) nebo jeho nepfitomnosti/degradaci
(typ Horn) (Simmonds, 1966). Pozdé&ji byly rozpoznany typy False Horn (Tézenas
du Montcel etal., 1983) a French Horn (Swennen, 1990). Studic o morfologické
rozmanitosti 97 zéastupci charakterizovanych v Demokratické republice Kongo
popsala tfi hlavni typy plantainti - French, False Horn a Horn (Adheka et al., 2018),
které jsou uznavany jako hlavni morfologické skupiny plantainti i v dnesni dobé.
Plantainy typu French (Obr. 3) maji na svém stonku stale listeny a velky sam¢i
kvétenstvi. Bézné se podle velikosti déli do tii kategorii - obrovské, stiredni a malé.
Protoze vyska a obvod pseudostemu se li§i v zavislosti na okolnich podminkach,
K uréeni velikostni téidy se pouziva pocet listii vyprodukovanych od vysadby do doby
vykveteni. Obrovské typy naji vice nez 40 listd, stfedni 32 aZ 38 a malé maji méné

nez 30 listt (Tézenas du Montcel et al., 1983).

Obr. 3: Plantain typu French (z: https://www.crop-diversity.org/mgis/accession/01USA10898,
25. 3. 2020)
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VétSina plantaini typu French se vyznacuje velkymi bandnovymi trsy,
které obsahuji mnoho plodi o relativné malé velikosti. Tyto kultivary maji dlouhy
vegetativni cyklus a ve vétrnych podminkéch jsou néachylné k vyvraceni (Tézenas
du Montcel et al., 1983).

Dalsimi typy plantainii jsou French Horn (Obr. 4a) a False Horn (Obr. 4b).
Samci kvétenstvi u False Horn typl v dospélosti degeneruje, samovolné odpada
anetvofi pyl (Swennen, 1990). Oba typy maji velké plody, ale trsy u French Horn
jsou vyrazné& hustéjsi (Adheka et al., 2018).

Obr. 4: a) Plantain typu French Horn (z http://www.promusa.org/Plantain+subgroup#footnote7,
14. 1. 2020) b) Plantain typu False Horn (pievzato z Adheka et al., 2018)

Plantainy typu Horn (Obr. 5) produkuji velmi malo plodi rozdélenych na jeden
az pét trsit (vyjimecné osm az deset). Kvétenstvi obsahuje pouze samici kvéty. Samci

kvétenstvi zcela chybi, stonek je ukoncen za poslednim trsem (Adheka et al., 2018).
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Obr. 5: Plantain typu Horn (pfevzato z Adheka et al., 2018)

2.3.2 Vznik a domestikace plantaini

Vznik a proces domestikace mezidruhovych kultivari bandnd je stile predmétem
zkoumani. Obecné piijimana teorie predpoklada vznik vSech vnitro i mezidruhovych
jedlych bananovnikd v oblasti JV Asie (Thajsko, Malajsie, Indonésie) v priibéhu doby
ledové (Holocénu), kdy hladina moii byla podstatné nizsi a tyto dneS$ni poloostrovy
a ostrovy byly vzajemné propojeny pevninou (Sand, 1989, Denham, 2004, Denham,
2010, Kagy et al., 2016). Takto vzniklé¢ a pozdéji selektované jedlé typy byly lidskou
migraci v nasledujicim obdobi ptivezeny do Afriky, odkud se diky obchodu s otroky
dostali az do stiedni a jizni Ameriky (D’Hont et al., 2012, Hakkinen, 2013, Janssens
etal,, 2016). Jina teorie vzniku jedlych typd bananovniku dnes péstovanych na
Africkém kontinentu, je zaloZena na transportu rostlin Musa balbisiana do Tichomofi,
kde doslo k hybridizaci s Musa acuminata a vzniklé hybridni typy bananovniki se
lidskou migraci rozsitili do zapadni Afriky (Perrier et al., 2011).

Na zaklad¢ pfenosu mimo-jadernych organel u planych i jedlych zéastupci rodu
Musa byl navrzen postup vzniku triploidnich plantainti s genomem AAB. V prvnim
kroku doslo k mezidruhové hybridizaci dvou diploidnich plané¢ rostoucich druhi Musa
acuminata ssp. banksii a Musa balbisiana, ktery dal vzniknout mezidruhovému
diploidnimu hybridu s genomovym sloZzenim AB. Diky netplné kompatibilit¢ dvou
riznych genomi, tento mezidruhovy hybrid AB produkoval v meiéze neredukované
2n gamety, které byly oplodnény haploidni gametou druhu Musa acuminatou ssp.

banksii (AA), coz vedlo k vyslednému triploidnimu potomstvu AAB. Tento proces
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mohl byt 0 to komplikovanéjsi, ze mohl obsahovat nékolik kol zpétnych kiizeni,
které byly jiz diive popsany u dal$ich jedlych kultivari banani (De Langhe et al.,
2010). Analyzy chromozomového parovani v meidze u planych diploidnich druha
naznacuji, Ze rizné druhy Musa a stejné tak i ruizné poddruhy Musa acuminata se lisi
svou chromozomalni strukturou (pfitomnosti rozli¢nych ptestaveb), coz ma za nasledek
naruseni meidzy u hybridi a pfispiva k jejich ztraté plodnosti (Dodds a Simmonds
1948; Shepherd, 1999; Jeridi etal., 2012, Martin et al., 2017, Dupouy et al., 2019,
Simonikova et al., 2019, Simonikova et al., 2020 in press).

Dosud nebyly ptesné identifikovany rozdily na genetické trovni, ale publikace
z roku 2019 (Baurens et al., 2019) naznacuje, ze jednotlivi mezidruhovi hybridi, véetné
plantainti mohou obsahovat rozdilny podil subgenomli A a B. Studie byla zaméfena
na charakterizaci genomové struktury diploidnich, triploidnich a tetraploidnich A/B
mezidruhovych kultivarti a na studium dopadu téchto genomovych struktur vzhledem
k segregaci a rekombinaci chromozomu. S vyuzitim sekvenacni technologie Illumina
a produkci tzv. mate-paired sekvenci (viz nize) byl vyvinut postup pro porovnavani A
aB specifickych jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) a vyjadfeni jejich
vzajemného zastoupeni v mezidruhovych genomech bandnovnikt (VcfHunter program,

Garsmeur et al. 2018, Baurens et al. 2019).

2.4 Sekvenovani nové generace, NGS technologie

Sekvenovani nové generace (NGS) je definovano jako technologie umoziujici urcit
Vv jediném experimentu sekvenci molekuly DNA s celkovou délkou vétsi neZ 1 milion
pari bazi. Dulezitou vlastnosti NGS je moznost sekvenovat stovky/tisice genl
nebo dokonce cely genom v jednom experimentu, ¢ehoz je dosazeno masivné
paralelnim pfistupem, kdy centralni ¢ast procesu sestava z velkého poctu sekvenacnich
reakci provadénych paralelné na fragmentované DNA ve velmi malych objemech,
poté je vysledek jednotlivych reakci ¢ten optickym nebo elektronickym detektorem
a poslednim krokem je sestaveni vystupnich produkti (Cteni - readd) pro stanoveni

sekvence molekuly (molekul) DNA pied fragmentaci (Obr. 6).

16



Fragmentace DNA Sekvenacni reakce in silico sestaveni sekvenci
(piiprava knihovny) (asssembly)

NN\ _ —f— —
'

10)03)9p
|

Obr. 6: Obecné schéma NGS (pfevzato a upraveno z Ploski, 2016)

Termin NGS zdlraziuje nartst ¢teni v porovnani s tradi¢nim sekvenovanim
DNA vyvinutym Sangerem v roce 1975 (Sanger a Coulson, 1975), ktery ma i pies
zlepseni, kterd byla od té doby zavedena, vykon omezeny stale na ~ 75 kb (Ptoski,
2016).

Dtlezitym rysem NGS je mnohondsobné sekvenovani kazdé baze cilové
sekvence. Kolikrat byla dana pozice v NGS experimentu sekvenovéna (tj. pocet Cteni
obsahujicich tuto pozici), se nazyva pokryti (coverage). Ziskani vice cteni pokryvajicich
stejny cil je nezbytné pro odstranéni nahodnych chyb béhem sekvenovani (Ebbert et al.,
2016, Gargis et al., 2012, Huang et al., 2015).

2.4.1 Priprava NGS knihovny

Kroky potfebné k piipravé DNA pro NGS analyzu se souhrnné nazyvaji piiprava
knihovny. Knihovny NGS jsou specifické pro jednotlivé platformy, takZe knihovnu
pfipravenou pro jednu platformu nelze pouzit na jiné platformé, pokud neni
kompatibilni (obvykle pochazi od stejného vyrobce). Knihovny NGS mohou byt
pfipraveny pifimo z cilové DNA (obvykle celkové genomové DNA) nebo z produkti
polymerazové fetézové reakce (PCR) (Chen et al., 2018, Head et al., 2014, Seitz et al.,
2015). Pro sekvenovani je dulezité, aby byly molekuly DNA v knihovné opatieny
adaptérovymi sekvencemi. Pokud je knihovna pfipravena pomoci PCR, nejjednoduss$im
zpusobem je zaclenéni adaptérit do PCR primeria tak, aby se staly soucasti produktii
PCR, kter¢ jsou pak pfipraveny pro sekvenovani. PCR se pro piipravu knihovny
pouziva napiiklad v piipadé, kdy je tfeba analyzovat pouze mélo genli ¢i exonill
(Tewhey et al., 2009), respektive pii velmi omezeném mnozstvi pocateéni DNA
(od 2 ng). PCR ptistup snizuje rozmanitost knihovny a vytvaii tzv. duplikaty, tedy vice

fragmentti, které jsou kopiemi jedné molekuly. Duplikaty snizuji kvalitu
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sekvenovani (Bansal, 2017), mohou chybné¢ naznaCovat homozygotnost anebo
amplifikovat nadhodnou chybu do té miry, Ze ji 1ze ve vysledku pfijmout jako skute¢nou
variantu. Refeni tdchto problémi poskytuji protokoly a soupravy, které umoziuji
vytvaret knihovny bez PCR (http://www.illumina.com, http://www.biospace.com)
(Ptoski, 2016).

Pokud ptiprava knihovny neni zalozena na PCR, ale i v piipadé vyuziti
PCR pfistupu, je prvni fazi fragmentace DNA. Dalsim krokem je ligace
adaptért (adaptérovych sekvenci). Adaptéry jsou sekvence o délce 4 az 10 bp,
které slouzi jako ¢arové kody ¢i indexy. Diky adaptérovym sekvencim je tak mozné
rozlisit rizné vzorky sekvenované dohromady (Li et al., 2019). Obzvlasté efektivni
je pouziti dvojitého indexovani, obvykle ve strategii pouzivajici samostatny adaptér
pro kazdy ze dvou parovanych koncovych cteni. Vzorky jsou poté identifikovany
kombinaci dvou adaptérovych sekvenci. Tradi¢ni metody fragmentace jsou zalozeny
na sonikaci, jedna se o technologie Adaptive Focused Acoustics™, ktera je patentovana
spole¢nosti Covaris (http://covarisinc.com) nebo Adaptive Cavitation Technology
of Diagenode (http://www.diagenode.com/en/index.php). Sonikace ale zpusobuje
poskozeni koncii molekul DNA, coz vyzaduje opravu pomoci enzymu. Pokrokem
v piipravé NGS knihoven NGS je enzymova reakce s transpozazou, ktera soucasné
katalyzuje fragmentaci DNA i zaclenéni adaptéru/znacky/tagu (Adey et al., 2010).
Tento proces zna¢eni/tagovani redukuje mnoZstvi materidlu potiebného pro konstrukei

knihovny, urychluje samotnou piipravu knihovny a umoznuje snadnou automatizaci.

2.4.2 Sestavovani sekvence: de novo sekvenovani a resekvenovani

Dulezitym krokem analyzy je sestaveni sekvence z kratkych c&teni generovanych
platformami NGS. Existuji dva v zasad¢ odlisné piistupy: de novo sekvenovani
aresekvenovani. De novo sekvenovani vyZaduje vysoké pokryti (alesponn 30 x),
aby bylo zajisténo dostate¢né piekryvani jednotlivych ¢&teni pro sestaveni cilové
sekvence. Tento zpisob sestavovani sekvence je vypocetné naro¢ny, protoze vSechna
¢teni musi byt porovnana vii¢i sob¢, aby byla nalezena homologni mista v jednotlivych
sekvenaCnich c¢tenich, ze kterych je nasledné sestavena dlouha DNA sekvence,
tzv. kontig. Dalsi problém v de novo sekvenovani zpusobuji repetitivni oblasti
v genomu. Sekvence téchto oblasti je obtizné z kratkych cteni odvodit, a predevSim

dobfe sestavit do dlouhych kontigti (Lian et al, 2014).
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Pii resekvenovani se pro spravné skladani sekvenacnich cteni do vysledné
sekvence-kontigu  pouziva tzv. referencni sekvence. Referenéni sekvence
je konsenzualni sekvence slouzici jako obecny ramec cilové sekvence s jejimi
nejrozsifenéjsimi variantami (Schneeberger et al., 2011, Tsai et al., 2016, Zarrella et al.,
2019). Resekvenovani se provadi obvykle na nizs$i pokryti (~10X). Dnes se tato
strategie pouziva Casto v kombinaci s tzv. redukci komplexity genomu, kdy jsou
prednostné sekvenovany nemethylované, potencialné kodujici oblasti genomi (napf.
metody GBS aRADseq nebo dalsi) a pouziva se k identifikaci specifickych
jednonukleotidovych polymorfism@, vhodnych napi. pro analyzu genetické variability
¢i identifikaci specifickych molekularnich markerd (Huang et al., 2009, Uitdewilligen et
al., 2013, Trebbi et al., 2019, Jeffries et al., 2016, Aggeli et al., 2018, Malinsky et al.,
2018, Nyineetal., 2018). Jednotliva sekven¢ni Cteni jsou mapovana na referenéni
sekvenci obvykle s velkou jistotou, to znamena, ze pochazi z dané Casti genomu a
oblasti, kterése po zarovnani li§i (obvykle jednonukleotidové, ¢ivelmi kratké
polymorfismy), jsou oznacovany jako varianty.

Ve srovnani s de novo sekvenovanim vyzaduje resekvenovani niz8i pokryti
a je vypocetné jednodussi. Resekvenovani je efektivni pro detekci variant kratSich
nez délka cteni, jako jsou jednonukleotidové polymorfismy (SNP) nebo kratké
inzerce/delece. Naopak detekce vétSich variant, jako jsou varianty poctu kopii

(CNV, délka > 1000 bp) nebo dokonce vétsich strukturnich chromozomalnich variant,

S 4

oblastech (Ptoski, 2016).

2.4.3 Platformy llumina

Platformy Illumina jsou zaloZeny na fluorescenénim sekvenovani jednotlivych molekul
DNA po amplifikaci na pevném nosic¢i. Tento pfistup vyvinula v roce 2006 spole¢nost
Solexa, kterou nasledné ziskala Illumina.

Ptiprava knihovny pro platformy Illumina ptvodné zahrnovala mechanickou
fragmentaci DNA, enzymatickou opravu koncl, pfidani jediné adeninové baze
na 3" konec fragmenti DNA a ligaci adaptérti. Jiny postup piipravy sekvenacnich
knihoven je zalozen na znaceni katalyzovaném transpozazou (Adey et al., 2010).
Adaptéry Illumina obsahuji oblasti pro navazani primerd a takzvané P5 a P7 vazebné

oblasti, které jsou komplementarni k oligonukleotidim navdzanym na povrch
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pritokové komtrky (flow cell), kterd umoznuje pfistup k cinidlim a optickému
zobrazeni (Lebl et al., 2012).

Ptredpokladem pro sekvenovani je hybridizace knihovny jednoietézcové DNA
na oligonukleotidy navdzané na prutokovou komurku (Obr. 7a). Tato relativné slaba
nekovalentni vazba je nasledné¢ prfevedena na silné kovalentni vazby syntézou
komplementarniho (reverzniho) fetézce. Nasleduje promyvani a plivodné navazany

fetézec DNA (templat) je odstranén (Obr. 7b) (Ploski, 2016).

a)

Obr. 7: a) navazani DNA knihovny, b) syntéza reverzniho fetézce (pievzato z Vilgis a Deigner,
2018)

Dal$im krokem je mistkova amplifikace, coz je cyklicky proces, pii kterém
se replikuji molekuly DNA navazané na pratokovou komirku a vytvaii se takzvané
klastry. Béhem mustkové amplifikace se jednofetézcova molekula prevrati a vytvori
mustek navazdnim na sousedni komplementdrni primer. Po syntéze polymerazou
se vytvori dvouvldknovy mustek, ktery po denaturaci poskytne reverzni kopii
puvodniho fragmentu DNA (forward) kovalentné navazaného na povrch priutokové
komurky (Obr. 8a). Proces se cyklicky opakuje a v poslednim kroku se reverzni fetézce
odstépi a zistanou homogenni klastry pftiblizné s 1000 forward vlakny (Obr. 8b)
(Illuminna, 2010, Ptoski, 2016, Voelkerding et al., 2009, Buermans a den Dunnen,
2014).
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Obr. 8: a) mistkova amplifikace b) odstranéni reverznich fetézci (pfevzato z Vilgis a Deigner,
2018)

Vlastni sekvenovani DNA pomoci platforem Illumina se provadi metodou
sekvenovani pomoci syntézy (sequencing-by-synthesis, SBS) (Obr. 9). Reakce za¢ina
hybridizaci primeru na k nému komplementarni sekvenci adaptéru. Nasledné se opakuji
kroky: (1) ptfidani DNA polymerazy se C¢tyimi fluorescencné znacenymi nukleotidy,
(2) zobrazovani, zaznamenani fluorescence a (3) odstépeni fluorescencnich barviéek
a terminatoru. Nukleotidy jsou reverzibiln€ blokovany (zakonceny) a jednotlivé znaceny
fluorescencéné, coz zajistuje, ze béhem kazdého cyklu je primer rozsifen pouze o jednu
bazi a ze tato badze mize byt identifikovana a skenovana pomoci fluorescence

(IMlumina, 2010, Buermans a den Dunnen, 2014).

Obr. 9: Sekvenovani pomoci syntézy (SBS) (pievzato z Vilgis a Deigner, 2018)

V zavislosti na aplikaci a konkrétni platformé lze provadét 36 az 301 cykld,

coz umoznuje sekvence dlouhé 35 az 300 bp.
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Vsechny platformy Illumina podporuji parové-koncové sekvenovani (pair-end
sequencing). Sekvenovani druhého konce molekuly DNA nasleduje poté, co je
osekvenovan prvni (forward) fetézec. Cteni (read 1) z forward fetdzce je oddéleno
a je provedena mustkova amplifikace. Nasledné je forward fetézec z prutokové
komurky odstépen a je osekvenovan reverzni fetézec, opet metodou SBS (Ptoski, 2016,

Vilgis a Deigner, 2018).

2.4.3.1 Illumina zarizeni

Prvni platformou byl Genome Analyzer (GA), pivodné nabizeny spolecnosti Solexa,
kterou ziskala spole¢nost Illumina v roce 2007. Piestoze je GA stdle pouzivana,
je do zna¢né miry nahrazena nastroji HiSeq (HiSeq 1000 a 2000), anebo jejich
hardwarové upgradovanymi verzemi (HiSeq 1500, HiSeq 2500 a HiSeq 3000,
HiSeq 4000), stejné jako MiSeq a MiSeqDx. Dulezitym vylepsenim HiSeq 3000/4000
je vzorovana pratokova komiurka s nanoCasticemi, ktera fidi tvorbu Kklastri,
coz zajiStuje jejich optimalni hustotu. Stroje MiSeq patii do kategorie stolnich
sekvenatorti a MiSeqDx je zaméfen na klinické aplikace. Porovnani platforem NGS

[llumina je uvedeno v tabulce 1.

Tab. 1: Porovnani [llumina platforem (pfevzato a upraveno z Ptoski, 2016)

Max. velikost Mazx. pocet ¢teni (M, Max. délka

vystupu (Gb) parova cteni) Cteni (bp)

Genome Analyzer IIx 95 300 2x 150
HiSeq 2500 1000 4000 2x 125
HiSeq 2500 rapid mode/single 90 300 2% 150
flow cell

HiSeq 3000/4000 750/1500 2500/5000 2x 150
NextSeq 500 120 400 2x 150
MiSeq 15 25 2x 300

Dalsi platformou firmy Illumina je NovaSeq 6000 System, ktery vyuziva
osvédcenou technologii NGS, poskytuje vice typt pritokovych komirek (SP, S1, S2,
S4) (Tab. 2) aumoznuje kombinovat rizné délky ¢teni, diky Cemuz predstavuje
jednoduchou, Skélovatelnou a spolehlivou vysoce vykonnou sekvenacni platformu

22



Illumina, ktera poskytuje vynikajici kvalitu dat (vystup o velikosti az 6 Tb) za mén¢ nez

2 dny (lllumina, 2019).

Tab. 2: Specifikace prutokovych komtrek NovaSeq 600 (pfevzato a upraveno z Illumina, 2019)

pritokovich homirck S st $2 s4
2x50bp 65-80 Gb 134-167 Gb 333-417 Gb /
2x 100 bp / 266-333 Gb 667-833 Gb  1600-2000 Gb
2x 150 bp 200-250 Gb 400-500 Gb  1000-1250 Gb  2400-3000 Gb
2x250bp 325-400 Gb / / /

2.4.4 Nevyhody metod NGS

Technologie NGS maji ur¢it¢ nevyhody. Jednim z hlavnich omezeni jsou jejich
relativné kratka cteni. Genomy casto obsahuji Cetné repetitivni sekvence,
které jsou delsi nez ¢teni NGS, a to mulze vést k nespravné sestavenym sekvencim
a mezeram ve vyslednych kontizich (Goodwin et al., 2016, Salzberg a Yorke, 2005).
Mimo jiné se pomoci kratkych cteni hiufe detekuji del§i strukturni varianty
(Weischenfeldt et al., 2013). Technologie NGS maji také omezenou schopnost
charakterizovat transkrip¢ni izoformy generované alternativnim sestfihem.

[llumina zmirnila problémy spojené s kratkymi délkami c¢teni vytvaifenim
tzv. mate-pair knihoven. Jedna se o pfistup, kdy jsou sekvenovany fragmenty
nachazejici se daleko od sebe (az do 25 kb) (Korbel et al., 2007). Nejprve je provedena
fragmentace, jejiz vysledkem jsou pfiméfené dlouhé fragmenty DNA. Konce
DNA fragmentti jsou znaCeny biotynem a molekuly jsou cirkularizovany (obr. 8).
Cirkularizovana DNA je poté fragmentovana na malé kousky (300-500 bp)
a biotinylované fragmenty jsou shromdzdény a purifikovany afinitnim zachycenim
pomoci magnetickych kulicek potaZzenych streptavidinem. V dal§im kroku jsou na
konce zachycenych fragmenti naligovany sekvenéni adaptéry (Obr. 10) a je provedeno

parové-koncové sekvenovani (Gao a Smith, 2015).
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Obr. 10: Ptiprava mate-pair knihovny (pfevzato a upraveno z: https://www.ecseq.com/support/
ngs/what-is-mate-pair-sequencing-useful-for)

Mate-pair sekvenovani tak do jist¢ miry umoziuje piekonat omezeni NGS
spojend s dlouhymi repetitivnimi useky.

Jako alternativni pfistup predstavila spole¢nost Illumina v roce 2014 sadu
pro piipravu knihoven pro syntetické dlouhé cteni (synthetic long reads, SLR)
(Voskoboynik et al., 2013). Pfistup je vSak pracny, nakladny a poskytuje stale relativné
malé délky cteni. Bylo proto potfeba vyvinout metody, které by 1épe zvladly vyse

uvedené problémy.

2.5 Sekvenovani tieti generace (Long-Read Sequencing)

Kratce po vzniku NGS se objevily technologie sekvenovani treti generace (TGS).
Charakteristickym rysem TGS je sekvenovani jedné molekulou (single-molecule
sequencing, SMS) a sekvenovani v realném case (na rozdil od NGS, kde je sekvenovani
pozastaveno po kazdém zacélenéni baze) (Schadt et al., 2010). Prvni technologie SMS,
komercializovana spolecnosti Helicos Biosciences, pfipominala sekvenovani Illumina,
ale bez mustkové amplifikace (Puskarev et al., 2009). Metoda byla ale relativné pomala,
nakladnd a produkovala kratkd cteni (32 bp). Prvni skute¢nd technologie TGS
bylauvedena na trh v roce 2011 spoleénosti Pacific Biosciences (PacBio)
a je oznacovana jako ,,sekvenovani jedné molekuly v realném case* (single-molecule
real-time, SMRT) (Eid et al., 2009). V roce 2014 zavedla spole¢nost Oxford Nanopore
Technologies (ONT) sekvenovani pomoci nanoport (Jain et al., 2015). Nejen, ze SMRT

a nanopore nevyuzivaji proces amplifikace, ale produkuji dlouha ¢teni.
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2.5.1 Pacific Biosciences, SMRT sekvenovani

Technologie, kterou vyuziva PacBio se nazyvda SMRT sekvenovani (Puskarev
etal., 2009). Tato technologie pouziva uzavieny kruhovy templat dsDNA zvany
SMRThbell (Obr. 11), ktery je vytvoren ligaci vlasenkovych adaptérti na konce cilové
molekuly dsDNA (Voskoboynik et al., 2013).

&

Obr. 11: Kruhova templatova DNA — SMRTbell (pfevzato z Dijk et al., 2018)

Platforma pouzivé pratokovou komurku se 150 000 pikolitrovymi jamkami.
V kazdé jamce je jedind polymerdza imobilizovana na dné, kde replikuje cilovou
molekulu DNA. Béhem replikacniho procesu dochazi pii zaclenéni fluorescencné
znaCenych nukleotiddi k uvolnéni fluorescencniho signalu (Obr. 12) a tyto zablesky

JSOU zaznamenany kamerovym systémem v realném case.

SMRTbell

Fluorescencné
znaceny nukleotid

Zaclenény
" nukleotid

P//:

olymeraza

Obr. 12: replikacni proces sekvenovani SMRT (pfevzato a upraveno z Dijk et al., 2018)

Protoze SMRTbell tvofi uzavieny kruh, poté, co polymeraza replikuje jedno
vlakno cilové dsDNA, miZe pokraCovat uzitim adaptéru a poté druhého vldkna
jako templatu. Pokud je zivotnost polymerazy dostatecné dlouha, mohou byt oba

fetézce sekvenovany vicekrat za vzniku jediného nepfetrzit¢tho dlouhého cCteni,
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které lze poté rozdé€lit na vice ¢asti rozpoznanim a vyfiznutim adaptérovych sekvenci
(Dijk et al., 2018).

SMRT sekvenovani ma i nevyhody. Jako naptiklad velké mnozstvi vychoziho
materidlu pottebného pro piipravu knihovny a vysokd mira chyb pii jednom prichodu
(15 %) zplsobena rychlosti zableskii a kamera proto neni schopna zablesky

fluorescenéniho signalu zaznamenat (Dijk et al., 2018).

2.5.2 Oxford Nanopore Technology

Myslenka pouziti nanoport k sekvenovani jednotetézcovych molekul DNA nebo RNA
vznikla na konci 80. let (Deamer et al., 2016). Avsak z divodu technickych piekazek
byly prvni Gspésné vysledky sekvenovani hlaseny az v roce 2012 (Manrao et al., 2012).
O dva roky pozdéji spolecnost Oxford Nanopore vydala svlj prvni nanoporovy
sekvenator MinION.

Pritokové komurky v kombinaci s nejnovéjSimi verzemi kitd pro ptipravu
knihovny mohou produkovat az 20 Gb sekvencnich dat. Také se zvysila rychlost
translokace, od 30 do 450 bp za sekundu (Brown a Clarke, 2016).

K sekvenovani dochézi v prutokové komurce, ktera umoznuje masivni paralelni
sekvenovani. Prutokova komirka ma dvé komory (cis a trans), naplnéné iontovymi
roztoky. Komory jsou vzijemné oddéleny elektricky odolnou membranou,
kter4 obsahuje jednotlivé nanopory (MinlON obsahuje az 2 000 pord, PromethION
12 000) (Dijk et al., 2018). Na nanopory jsou navazany helikazy, slouzici
jako motorové proteiny, které vazou jednotetézcovou DNA (ssDNA) a fidi translokaci
DNA pfies nanopér (Wu a Spies, 2013) (Obr. 13). Jakmile DNA projde nanopdrem,
motorovy protein se oddé€li a nanopor je pfipraven piijmout dalsi fragment (Dijk et al.,

2018).
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Obr. 13: Prutokova komurka Oxford Nanopore (ptevzato a upraveno z Dijk et al., 2018)

Béhem sekvenovani jsou napory pod stalym elektrickym proudem.
Proud je zavisly na velikosti vstupu do poru (pokud se v poru néco nachazi, aktualni
proud se zméni). Sleduji se zmény elektrického proudu béhem postupného prochazeni
DNA nanopérem. Pro kazdy nukleotid je pdér otevien jinak a pro kazdy nukleotid
se tak méni 1 elektricky proud. Vysledny signal je poté dekdédovan a je poskytnuta
vysledna sekvence DNA.

Sekvenovani Oxford Nanopore vyZzaduje ptipravu knihovny, ve které jsou konce
fragmentt DNA opraveny a nasledné jsou k nim naligovany adaptéry. Adaptéry
jsou komplexy DNA-protein s pevné vazanou polymerazou a enzymem helikdzou,
ktery zajistuje postupny pohyb DNA skrz pér pomoci zapadkového mechanismu.
Pro zvySenou pfesnost ¢teni byly vyvinuty mechanismy pro sekvenovani druhého
vlakna poté, co prvni vlakno proglo pérem. Za timto uéelem byl vyvinut systém 1D?
(Dijk et al., 2018).

Na rozdil od SMRT sekvenovani neni délka ¢teni Oxford Nanopore omezena
samotnou technologii, ale spiSe délkou molekul DNA, které¢ maji byt sekvenovany.
Proto za piedpokladu, ze DNA je dostatecné kvalitni, lze ziskat extrémné dlouhé
produkty (az 1Mb) (Jain et al., 2018).

Nevyhodou Oxford Nanopore je vysoka mira chyb (15 %) (Jain et al., 2017),

pro kvalitngjsi sestavu sekvence se tak vyuziva kombinace s Illuminou. Oproti SMRT
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sekvenovani nema Oxford Nanopore moznost sekvenovat stejny fetézec vicekrat
a pro vyssi presnost tak vyvinuli metodu, kterd podporuje prichod druhého vlakna
do poru poté, co proslo prvni vlakno. Zdvojnasobuje se tak ale doba pruchodu molekuly
porem. Dalsi nevyhodou jsou ¢asté zmény softwarovych verzi, prutokovych komitrek

a kit (Dijk et al., 2018).

2.6 In silico analyza NGS dat

Moderni technologie posunuly studium biologie rostlin na vyssi aroven, kvili rychlému
narustu sekvenovanych genomt mnoha druht rostlin (Schuster, 2008, Govindaraj et al.,
2015). Je tak vidét obrovsky dopad vyzkumu rostlinnych genomi na zlepSeni
ekonomicky vyznamnych rostlin a znalost biologie rostlin (Feuillet et al., 2011).

Sekvenovani genomu bylo revolucionizovdno obzvlasté technologiemi
Sekvenovani nové generace, které rychle produkuji obrovské mnozstvi dat pfi
relativné nizkych nakladech a je obrovskou vyzvou analyzovat toto velké mnozstvi
dat a interpretovat biologicky vyznam (Lee et al., 2011).

Vyvoj NGS sekvenovani DNA tak dramaticky zménil proces objevovani
jednoduchych nukleotidovych polymorfismi a malych inzerci a deleci z nukleotidovych
sekvenacnich dat a nahradilo tak star$i a ndkladngjsi metody zahrnujici subklonovani
nebo amplifikaci polymerazovou fetézovou reakci (PCR) s naslednym Sanger
sekvenovanim. Vysledkem je bezprecedentni charakterizace genetickych variant
v nemocnych i zdravych tkanich vSech organismd (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2012, Hoadley et al., 2014).

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) jsou definovany jako zmény jedné
baze ve specifické poloze nukleotidi a jsou Siroce distribuovany v genomech,
jak v kodujicich, tak nekodujicich oblastech vSech organismi. Jedna se o nejrozsifenéjsi
typ variant genli a mohou byt odpovédné za specifické rysy nebo fenotypy, a mohou
také poskytnout informace o evolu¢ni historie druhii. Jsou vhodnymi molekularnimi
markery (McCouch et al., 2010, Guajardo et al., 2020, Agarwal et al., 2008, Trebbi et
al., 2019, Wondji et al., 2007, Leache a Oaks, 2017).

Velky pocet SNP lze u druhll identifikovat pomoci vysoce vykonnych
technologii NGS, jako je sekvenovani DNA asociované s restrikénim mistem (RAD-
seq) (Baird et al., 2008), metodou genotypovani pomoci sekvenovani (GBS) (Elshire
etal., 2011) a sekvenovanim amplifikovanych fragmentt specifickych lokust (SLAF-
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seq) (Sun et al., 2013). SNP markery se tedy pouzivaji pro hodnoceni genetické
rozmanitosti, studii molekuldrni evoluce a genetického mapovani u plodin (Agarwal
et al., 2008).

Pro de novo identifikaci variant ze sekvenacnich dat byly vyvinuty
bioinformatické nastroje a postupy obvykle sestdvaji ze tfi casti: uprava cCteni
(read processing) odstranénim bazi s nizkou kvalitou, dale mapovani a zarovnani
(mapping and alignment) Cteni na referencni sekvenci pomoci softwarti jako jsou
napiiklad Bowtie (Langmead et al., 2009), BWA (Li et al., 2009) a MAPQ (Li et al.,
2008) a poslednim krokem je ur¢ovani variant (variant calling) (Xu, 2018).

UrCovani variant je klicovym krokem analyzy NGS. Kvalita vstupnich
dat pfimo ovliviiuje naslednou analyzu, jako je detekce specifickych genu.
Aby bylo dosazeno vysoce kvalitniho ur€eni variant a genotypizace, jsou sekvenaéni
¢teni nejprve mapovana na referencni genom/sekvenci a tyto vysledné soubory se poté
aplikuji programy slouzici k urceni variant (Li et al., 2018). Dobré vysledky poskytuji
napiiklad SAMtools (Li, 2009), Genome Analysis Toolkit (GATK) (McKenna et al.,
2010) a Platypus (Rimmer et al., 2014).

Algoritmy slouzici k urCovani variant maji za cil feSit technické potize,
jako jsou homopolymerni chyby, nahodné mutace, inzerce a delece (indely), chybné
namapovani a zkreslené PCR vysledky. Obecné existuji dva piistupy (Albers et al.,
2011). Prvni pfistup vyuziva bayesovské metody pro modelovani sekvenacnich chyb
a identifikaci variant. Kandidatni varianty jsou tak uspé€Sné generovany pomoci
bayesovskych metod piimo z vysledki nezavislého mapovani kazdého Cteni
na referenéni sekvenci. Tento pfistup je velmi ucinny pro detekci SNP, ale muze
vykazovat chyby, pokud jsou ¢teni namapovana do oblasti vedle kandidatnich indelii
(Liet al, 2018). Natomto principu pracuji napiiklad softwary SAMtools a GATK-
UnifiedGenotyper (DePristo et al., 2011).

Druhy pfistup je zaloZeny na sestavovani sekvenci. Ve vypoctu nejprve provadi
de novo sestaveni kratkych ¢teni v ramci oken dané fixni délky pro vytvofeni
kandidatnich haplotypti. Nasledn¢ je provedeno pravdépodobnostni srovnani
vyslednych haplotypt s referencéni sekvenci. Kandidatni haplotyp, ktery ma nejvyssi
pravdépodobnostni hodnoty, je povazovan za skutecnou sekvenci daného okna
ajevném provedeno urceni/volani variant. Tento pfistup muze feSit chybné
namapovani okolnich indelii a také identifikovat velké indely. Pfistup je piesnéjsi, ale

vzhledem Kk extrémné vysoké vypocetni slozitosti a velkému poctu kandidatnich
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haplotypii, vyZzaduje v porovnani s prvnim piistupem mnohem del$i dobu pro vypocet
(Li et al, 2018). Na druhém piistupu je zalozen GATK-HaplotypeCaller (Poplin et al.,
2017).

Existuje dal$i metoda, kterda kombinuje oba piistupy a je povazovéana
za bayesovskou haplotypovou metodu (software Platypus).

Analyza NGS dat zahrnuje také detekci strukturnich variant (SV), do kterych
se fadi dlouh¢ inzerce, duplikace, delece, inverze a translokace. S podstatnym pokrokem
Vv technologiich sekvenovani a analytickych strategiich byla definice SV rozsifena
tak, aby zahrnovala varianty dlouhé az 50 bp (Mills et al., 2011, Sudmant et al., 2015,
Zarrei et al., 2015).

Obecné 1ze zptsob detekce SV klasifikovat do Ctyt rliznych algoritmii: Read-
Pair (RP), Split-Read (SR), Read-Depth (RD) a Assembly (AS). Ne¢které nastroje
kombinuji vice nez jeden algoritmus, aby se zvysila specificnost a citlivost (Ye et al.,
2016).

Pti parovém-koncovém sekvenovani se ocekdva, ze DNA fragmenty budou mit
specifickou velikost inzertu (Korbel et al., 2007). Metody Read-Pair jsou zalozeny
na identifikaci namapovanych péarovych ¢teni na referencni genom, jejichz vzdalenosti
jsou vyrazné odlisné od pfedem stanovené prumérné velikosti inzertu (Pirooznia et al.,
2015). Tato c¢teni mohou byt namapovana dale nebo blize od sebe, mohou byt
V obracené orientaci nebo v nesprdvném pofadi anebo jsou mapovany na rtzné
chromozomy. Kazd4 z téchto moznosti je indikatorem rtiznych typi strukturnich variant
(Escaramis et al., 2015). Mezi nastroje pouzivajici metodu RP, patii napiiklad PEMer
(Korbel et al., 2009) a BreakDancer (Chen et al., 2009).

Metoda  Split-Read  vyuziva ¢teni  generovana  parovym-koncovym
sekvenovanim, kde pouze jedno z dvojice parovych ¢teni je spolehlivé namapovéano
na referenéni genom a druhé se bud zcela nebo Castecné nedokdze na referenci
namapovat (Zhang et al.,, 2011). Nemapovana ¢teni jsou potencialnim zdrojem
zlomovych bodl na urovni paru bazi. Mapovand Cteni, kterd se rozprostiraji
ptes zlomovy bod strukturnich variaci, poskytuji pfesné pocatecni a koncové polohy
deleci ¢i inzertd. Nastroje pouzivajici Split-Read metodu, jako naptiklad Pindel
(Yeetal., 2009) a Prism (Jiang et al., 2012), jsou schopny tyto zlomové body
identifikovat, ale maji omezenou schopnost identifikovat velké strukturni varianty.
Software Prism toto omezeni podstatné piekonava, pouzitim modifikovaného

Needleman-Wunsch algoritmu (Jiang et al., 2012).
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Read-Depth metody jsou zalozeny na hypotéze, Zze existuje korelace
mezi hloubkou pokryti a poftem kopii v dané oblasti genomu (Teo et al., 2012).
RD metody detekuji pfesny pocet variant poctu kopii (CNV), na rozdil od RP a SR
metod, které detekuji pouze jejich polohu. Prvnim krokem detekce pomoci metody RD
je mapovani ¢teni na referencni genom a nasledny vypocet hloubky pokryti vyuzitim
pfeddefinového okna. Hloubka c¢teni v kazdém okné je poté normalizovana,
aby se odstranil potencialni Sum kvili GC a repetitivnim oblastem (Boeva et al., 2011;
Janevski et al., 2012). Nasledn¢ je provedena predikce statistické vyznamnosti uréeni
CNV variant a v poslednim kroku je pouzito filtrovani (Janevski et al., 2012; Zhao
etal., 2013). Nastroje, které tuto metodu vyuzivaji, patii napiiklad CNV-seq
(Xie a Tammi, 2009) a BIC-seq (Xi et al., 2011).

Teoreticky mohou byt vSechny formy genetickych variant véetné CNV
detekovany pomoci sestaveni celogenomové sekvence (sequence assembly) z kratkych
¢teni (pokud jsou ¢teni dostateéné dlouha a piesna). Metody assembly nejprve
vygeneruji kontigy a scaffoldy, které se poté porovnavaji s referenénim genomem,
aby se objevily strukturni varianty (Nijkamp et al., 2012; Teo et al., 2012). Eukaryotni
genomy ale obsahuji vyznamny podil repetic a duplikaci, coz zptsobuje, ze jsou metody
AS méné presné a slozitéj$i, nebot” v téchto slozitych oblastech vykazuji Spatnou

vykonnost (Xi et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Sekvenacni data

Izolace genomové DNA, pfiprava sekvenacnich knihoven, a samotné sekvenovani
platformou Illumina (NovaSeq 6000 System), které¢ vedlo k ziskdni parovych 150-nt
dlouhych sekvenacnich cteni bylo provedeno kolegy z Centra strukturni a funk¢éni
genomiky rostlin, Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i. a CR Hana
v Olomouci.

Jako referencni genomova sekvence bananovniku byla pouzita celogenomova
sekvence dihaploidniho druhu M. acuminata ssp. malaccensis, klon DH Pahang (verze
2; Martin et al., 2016).

Vsechny bioinformatické programy vyuzité v diplomové praci byly spustény
na serverech Centra strukturni a funkéni genomiky rostlin, které jsou zaroven soucasti
MetaCentra (Virtualni organizace MetaCentrum VO).

V ramci diplomové prace bylo analyzovéano deset zastupct africkych plantaini
(4 zastupci typu French, 4 zastupci typu False horn, a 2 zastupci typu Horn) (Tab. 3)
a dva diploidni plané druhy — pravdépodobné rodi¢ovské genomy M. acuminata ssp.
banksii 1ITC0904 (donor subgenomu A) a M. balbisiana 1TC0248 (donor subgenomu
B).

Tab. 3: Deset analyzovanych zastupci africkych plantaind

W
r

islo vzorku  Nazev kultivaru Typ Zemé puvodu

7 ITC.0109; Obino 1‘Ewai French Nigérie

9 ITC.0142; Msisa French Burundi
12 ITC.0219; Apem Pa French Ghana

16 ITC.0325; Wine Plantain French Honduras
30 ITC.0098; Baka False horn Gabon

33 ITC.0223; Apantu False horn Ghana

38 ITC.0517; Orishele False horn Nigérie
42 ITC.0641; Dominico Rojo False horn Kolumbie
46 ITC.0185; 3 Hands Planty Horn Kamerun
48 ITC.0128; Tshambunu Horn Burundi
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3.2 Bioinformaticka analyza

Pted Upravou sekvenacnich dat, byla provedena kontrola kvality sekvenci programem
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Sekvenacni cteni
byla na zakladé¢ informaci poskytnutych FastQC déle zpracovana softwarem
Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014). Software zajistil, Ze byla ponechana pouze
¢teni o zadané délce (150-nt; viz nize) a bez ptitomnosti sekvenacnich adaptért.
Krok byl spustén ptikazovym fadkem:

java -jar trimmomatic-0.39.jar PE -threads 2 -phred33 vstup R1.fastq
vstup_R2.fastq -baseout vystupni_soubory  ILLUMINACLIP: TruSeq3-
PE.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:150,

kde se pro vstupni parova Cteni vstup_R1l.fastq a vstup_R2.fastq provedlo
nasledujici:
1) Odstranéni adaptéri (ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10).
2) Odstranéni bazi, jejichz pramérna kvalita v okné klesla pod prahovou
hodnotu (SLIDINGWINDOW:4:15).
3) Odstranéni ¢teni kratSich neZ zadana délka (MINLEN:150).

Z vystupnich dat upravenych softwarem Trimmomatic byla nasledné
odfiltrovana ¢teni s kvalitou niz§i nez prahova hodnota pomoci FASTQ Quality Filter,
ktery je soucasti FASTX-Toolkit programu (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/).

Spusteéni prikazového fadku ve tvaru:
fastq_quality filter -q 20 -p 90 -i vstupni_soubor.fastq -o

vystupni_soubor_ Filtr.fastq

zajistilo, Ze ze vstupnich soubord (parametr -i) byly odstranény sekvence s kvalitou
niz8i, nez zadana hodnota parametru -q a zaroven hodnota parametru -p zajistila,

jaké bude minimalni procento bazi, které musi mit danou kvalitu.

Odfiltrovani  nekvalitnich  sekvenci  vygenerovalo  nesynchronizované
vystupni soubory, které bylo potfeba znovu sparovat, protoze pro dal§i analyzu
se pouzivala pouze parova cteni. Tento krok byl zajiStén vyuZitim softwaru

Pairfq (https://github.com/sestaton/Pairfq, version 0.17.0).
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Ptikazovy tadek byl ve tvaru:

pairfq makepairs -f vstup_Rl.fastq -r vstup R2.fastq -fp
vystup_R1 P.fastq -rp vystup_R2 P.fastq -fs wvystup Rl _S.fastq -rs
vystup_R2_S.fastq -stats,

kde:
makepairs je pozi¢ni argument pro parova ¢tend,
-f/-r znaci vstupni soubory (forward/reverse),
-fp/-rp znaci vystupni parova cteni (forward/reverse),
-fs/-rs znaci vystupni neparova cteni (forward/reverse),

--stats je argument poskytujici informace o vysledcich parovani.

Péarova cteni byla pouzita pro naslednou analyzu pomoci programu VcfHunter
(https://github.com/SouthGreenPlatform/vcfHunter), ktery slucuje nékolik programi
aumozituje mapovani DNA/RNA sekvenacnich ¢teni na referencni genom,
k identifikaci jednonukleotidovych polymorfismii (SNP) a manipulaci s vyslednymi
vcf soubory, které jsou dale vyuzity pro vizualizaci pozic detekovanych SNP podél
referenéni genomové sekvence, v nasem ptipadé podél jednotlivych chromozomi
banénovniku.

Prvni faze analyzy byla spusténa piikazem:

python3 process reseq 1.0.py -c DNAseq.conf -t 5 -p Plantains -s
abcefgh, kde:

-c/--conf je konfigura¢ni soubor obsahujici cesty k referenénimu genomu
a parovym ctenim,

-t/--threads udava pocet jader,

-p/--prefix je nazev prefixu pro vystupni vcf soubor a soubor obsahujici
statistické informace,

-s/--steps znaci fetézec obsahujici kroky k provedeni:

a: mapovani sekvenci DNA na referencni genomovou sekvenci
algoritmem BW-MEM, ktery je soucasti softwarového balicku Burrows-
Wheeler Aligner (Li a Durbin, 2010), odstranéni nenamapovanych ¢teni

softwarem SAMtools (https://github.com/samtools/samtools),
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b: identifikace a odstranéni duplicitnich ¢teni nastrojem PicardTools
(https://broadinstitute.github.io/picard/command-line-
overview.html#MarkDuplicates),

c: opétovné lokalni zarovndni kolem oblasti indelt ndstrojem GATK

(https://github.com/broadinstitute/gatk/),

e: vypocet alel pro kazdou pozici ve vSech vzorcich napfi¢ vSemi
chromozomy pomoci bam-readcount (https://github.com/genome/bam-

readcount),
f: urCovani genotypu (GATK),
g: slouceni souboril generovanych krokem f,

h: statistika mapovani.

V ramci analyzy byl tedy zpracovan multifasta soubor referencnich sekvenci
a nekolik fastq souborti obsahujicich illumina sekvenacni ¢teni plantaind, a pro kazdého
zastupce (tj. zastupci jednotlivych morfologickych skupin africkych plantainti) byl
vracen bam soubor a konecny vcf soubor obsahujici informace o alelach na kazdé
variabilni pozici, majici alesponl jednu variantni alelu obsaZenou alespont v jednom
¢teni. Protoze genotypy nalezené ve vystupu vcf nemusi odrazet spravny genotyp, byl
dale vyuzit program VcfPreFilter, ktery provadi urCovani variant na zéklad¢ specifikace
uzivatele.

Krok byl spustén ptikazovym fadkem:
python3 VcfPreFilter.1.0.py -v Plantains_all allele count.vcf -m 10 -M
10000 -f 0.05 -c 3 -o Plantains_prefiltered.vcf -d y

a vystupnim souborem (parametr -0) je vcf soubor, ve kterém byly variantni pozice
pied-filtrovany nasledovné: 1) byla zahrnuta pouze data s pozadovanym pokrytim
(tzv. coverage) -m az -M ctenimi; 2) poté byly jako varianty vybrany pouze alely
podporované alespon tfemi ¢tenimi (parametr -c) a frekvenci > 0,05 (parametr -f); 3)
nakonec byly zachovany pouze pozice, u kterych se jednalo o alespoii jednu alelu

odlisnou od reference.

Posledni krok filtrovani SNP variant byl proveden programem vcfFilter.
V ramci analyzy byly ponechany pouze bialelické pozice (parametr --RmALALt).
Parametry --MinCov a --MaxCov zajistily pfevod datovych bodu, které byly pfilis
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pokryty (pravdépodobné vyplivaji z repetitivnich sekvenci) a které nebyly pokryty
dostatecné, na chybéjici data. Dale bylo zajisténo, ze kazda alela byla pokryta alespon
ttemi Ctenimi a pokud ne, byla pfevedena na chybéjici data (parametr --MinAl).
Zadanim parametru --nMiss bylo zajisténo, Ze pocet chybéjicich dat na fadek bude
maximalné 1 a pomoci parametru -g, byl finalni vef soubor zkomprimovan.
Analyza byla spusténa ptikazovym fadkem:

python3 vcfFilter.1.0.py --vcf Plantains_prefiltered.vcf --names
all names.tab --MinCov 10 --MaxCov 300 --MinAl 3 --nMiss 1 --RmAlAlt

1:3:4:5:6 --prefix Plantains_Filtered -g y.

V dalsi casti byl findlni vef soubor obsahujici filtrované jednonukleotidové
polymorfismy pouzit jako vstup pro program vcf2allPropAndCov, ktery na zakladé
vcf souboru provedl: 1) vykresleni alelového pokryti podél chromozomu u jednotlivych
zastupct; a 2) identifikaci alel specifickych pro kazdou skupinu na zdkladé znamych
pfedki (AA, BB) ve vcf souboru a vykresleni poméru alel na dané pozici podél
vSech chromozomt u vsech zastupct.

Pro analyzu diploidnich ptedkt byl piikazovy fadek ve tvaru:
python3  vcf2allPropAndCov.py --conf Plantain_Vcf.conf --origin
Origin.tab --acc Predek --ploidy 2 --NoMiss n --all y.

Analyza triploidnich zastupct africkych plantainii byla spusténa piikazovym
fadkem:
python3  vcf2allPropAndCov.py --conf Plantain_Vcf.conf --origin
Origin.tab --acc Zastupce --ploidy 3 --NoMiss n --all vy,

kde:
- -conf je soubor obsahujici cesty k vcf souboriim,
--origin je tvofen dvéma sloupci (prvni sloupec obsahuje nazvy predkl
a druhy sloupec obsahuje jejich skupiny/origin),
- -acc znaci nazev analyzovaného zastupce,
--ploidy udava ploidii analyzovanych zastupci,
--NoMiss znaci, ze pro pfifazeni alel ke skupindm nejsou povolena chybéjici
data,

--all udava, Ze by alela méla byt pfitomna u vSech zastupct skupiny.
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Findlni vcf soubor byl také pouzit k analyze programem
vcf2allPropAndCovByChr, ktery porovnava vzdy jeden konkrétni chromozom u vSech
zastupci a vykresluje alelické pokryti chromozomt. Parametry byly zadavany
podobné jako u predchozi analyzy.

Prikazovy fadek byl ve tvaru:

python3 vcf2allPropAndCovByChr.py --conf Plantain_Vcf.conf --origin

Origin.tab --ploidy 3 --NoMiss n --all y --acc nazvy_vsech_zdastupcl.

Na zakladé¢ vykresleni poméru pokryti alel podél chromozomu a vypocti
normalizovaného pokryti pozic podél chromozomii poskytnutych programem
vcf2allPropAndCov, byla provedena identifikace  statisticky  vyznamnych
jednonukleotidovych polymorfism slouZicich k analyze zastoupeni subgenomi A a B
v allotriploidnich plantainech. Vystupni soubory také obsahovaly informace o poctech
SNP specifickych pro subgenom A, subgenom B a SNP odpovidajicich
obéma subgenomum (AA:BB).

Ve vcf souborech byly ponechdny pouze SNP stoprocentné pftifazené
subgenomu A nebo subgenomu B (odpovidajici pomér byl roven 1.0) a dale SNP
S duplicitnimi pozicemi odpovidajicimi obéma subgenomiim.

K odhaleni chromozomové konstituce AAB nebo ABB bylo potfeba ponechat
hlavné SNP, jejichZz pomér pokryti odpovidal piiblizné 33 % pro alely specifické
subgenomu B ku 66 % pro subgenom A (tj. dvojnasobné pokryti subgenomu A - AAB)
¢i naopak (ABB). Filtrace proto pokra¢ovala nahodnym vybérem SNP pozic, jejichZ
hodnoty poméru pokryti pro alely specifické pro subgenomy A a B, se pohybovaly
v rozpéti mezi 0.15 az 0.35 a 0.65 az 0.85. Ponechany byly také SNP, jejichZz pomér
pokryti byl roven ¢iselné hodnoté s maximalné tiemi desetinnymi misty. Poslednim
krokem bylo provedeni filtrace programem vcfFilter, tentokrat s hodnotami parametra -
-MinCov 3@ --MaxCov 100000 pro SNP s pomérem 1.0 a --MinCov 15 --MaxCov

100000 pro zbyvajici SNP, ¢imZ se poCet SNP vyrazné zredukoval.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kontrola kvality a aprava sekvenacnich dat

Kontrola kvality provedend programem FastQC poskytla informace o sekvenacnich
datech. Praimérna délka sekvenci byla stanovena na 35-151 bp se 40 % obsahem GC
bazi. Dale byly poskytnuty informace o poctu sekvenacnich Cteni jednotlivych zastupci
(Tab. 4).

Sekvenacni Cteni byla dale upravena softwarem Trimmomatic, ktery ponechal
pouze cteni o délce 150-nt, dale softwarem FASTQ Quality Filter, kterym byly
odfiltrovany sekvence s kvalitou niz8i nez prahova hodnota 20 ve vice nez 10 % bazi,
a nakonec byla sekvenacni ¢teni sparovana softwarem Pairfq. Upravenim sekvenacnich

dat se pocet parovych ¢teni jednotlivych zastupct snizil v pruméru o 30 % (Tab. 4).

Tab. 4: Pocty Cteni pred a po uprave, R1 a R2 znadi parova ¢teni (forward a reverse).

Pocet sekvenacnich ¢éteni

Nazev kultivaru

pred upravou po upravé

Obino I*Ewai 7_L001 R1 39 686 210 27 879 023
7_L001_R2 39 686 210 27 879 023

Msisa 9 L001_R1 34 747 996 24 353 076
9 L001_R2 34 747 996 24 353 076

Apem Pa 12 L001_R1 40 223 263 28 318 181
12_L001_R2 40 223 263 28 318 181

Wine Plantain 16_L001 R1 47 439 237 33408 938
16_L001_R2 47 439 237 33408 938

Baka 30 L001 R1 30 195 157 21 371 060
30_L001_R2 30 195 157 21 371 060

Apantu 33_L001_R1 44 491 713 30 928 066
33 L001_R2 44 491 713 30 928 066

Orishele 38 L001 R1 46 514 563 32877333
38_L001_R2 46 514 563 32877333

Dominico Rojo 42 001 R1 27 361 621 19 359 103
42_LL001_R2 27 361 621 19 359 103

3 Hands Planty 46_1L001_R1 35 061 362 25013 328
46_L001_R2 35 061 362 25013 328

Tshambunu 48 L001_R1 56 774 303 40 683 436
48 L001_R2 56 774 303 40 683 436
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4.2 ldentifikace SNP a analyza genomové struktury

Trimovana sekvenacni data vybranych deseti zéastupct africkych plantaini a dvou
diploidni planych druht, které slouzili v rdmci analyzy pro identifikaci A- a B-genom
specifickych jednonukleotidovych polymorfismii, byly mapovany na referencni
genomovou sekvenci Musa acuminata ssp. malaccensis, klon DH Pahang. Z vyslednych
soubort byla odstranéna Cteni, ktera se na referenci nenamapovala. V nasledném kroku
analyzy, ktery zahrnoval odstranéni duplicitnich Cteni, zadné duplicity identifikovany
nebyly. V dalsi casti bylo provedeno opétovné lokalni zarovnani (tzv. multiple
alignment) kolem oblasti indeld.

Pro kazdou pozici na vSech 11 chromozomech referenéniho genotypu byl
u vSech analyzovanych druht stanoven pocet alel. Timto krokem byly ziskany primarni
vcf soubory, které byly nasledné upravovany a filtrovany s cilem identifikace
strukturnich zmén v rdmci studovanych africkych plantaing.

Kompletni filtrované vcf soubory obsahujici informace o jednonukleotidovych
polymorfismech (SNP), byly pouzity k identifikaci A- a B-genomové specifickych
SNP. Za timto ucelem byla pouzita data diploidnich ancestralnich genomi -
M. acuminata spp. banksii (A genom) a M. balbisiana (B genom), ktera byla rovnéz
mapovana na referencéni sekvenci bananovniku. Diky pfitomnosti specifickych SNP
mezi rodiCovskymi genomy (A a B) tak bylo mozné identifikovat jednonukleotidové
polymorfismy specifické pro A- a B-subgenomy triploidnich plantaini (AAB),
¢ehoz bylo vyuzito pro identifikaci zastoupeni (vykresleni poméru) A- a B-specifickych
alel podél 11 zakladnich chromozoml bananovniku Byly tak ziskany informace
o celkovém poctu A a B specifickych SNP identifikovanych pro jednotlivé zastupce
plantaint (Tab. 5).
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Tab. 5: Pocet SNP specifickych pro subgenom A (AA) a subgenom B (BB)

Nazev kultivaru AA BB
ITC.0109; Obino I‘Ewai 2682 142 2592 290
ITC.0142; Msisa 2673581 2 564 842
ITC.0219; Apem Pa 2713721 2613816
ITC.0325; Wine Plantain 2 734 545 2616 527
ITC.0098; Baka 2 596 963 2476 348
ITC.0223; Apantu 2 721 900 2 623942
ITC.0517; Orishele 2743519 2613218
ITC.0641; Dominico Rojo 2462 478 2 393294
ITC.0185; 3 Hands Planty 2 602 624 2519 263
ITC.0128; Tshambunu 2 704 033 2 608 780

Z tohoto vysokého poctu A- a B-genom specifickych jednonukleotidovych
polymorfismu bylo potieba identifikovat jen statisticky vyznamné SNP, které byly dale
vyuzity pro vizualizaci zastoupeni jednotlivych subgenomii (poméru subgenomil)
Vjaderném genomu triplodnich zastupcii plantaini. Ponechany byly pouze SNP,
které stoprocentné odpovidaly subgenomliim A nebo B a zarovei tzv. duplicitni pozice
(SNP specifické pro oba subgenomy), kterym odpovidal alelicky pomér pokryti
Vv rozpéti 15-35 % a 65-85 %. Tato filtrace vyrazné snizila pocet jednonukleotidovych
polymorfismi pokryvajicich 11 chromozomt (Tab. 6). Pocet SNP specifickych
pro subgenom A/B klesl piiblizné o 95 %.

Tab. 6: Pocty SNP specifickych pro subgenomy A/B po filtrovani.

Nazev kultivaru AA BB
ITC.0109; Obino 1°‘Ewai 60 236 55 926
ITC.0142; Msisa 55 065 50 820
ITC.0219; Apem Pa 61 259 57 076
ITC.0325; Wine Plantain 60 203 56 104
ITC.0098; Baka 49 495 44 972
ITC.0223; Apantu 60 770 56 681
ITC.0517; Orishele 60 543 56 434
ITC.0641; Dominico Rojo 43 144 38735
ITC.0185; 3 Hands Planty 54 640 50 312
ITC.0128; Tshambunu 54 998 51 169
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4.2.1 Vizualizace SNP pokryti chromozomu

Vykresleni pokryti jednonukleotidovych polymorfismt specifickych pro subgenomy
AaB u allotriploidnich zastupct tfi hlavnich morfologickych skupin africkych
plantainti prokazalo jejich ocekdvanou téméf jednotnou euploidni chromozomovou
konstituci (pfiloha 1 — 3).

U vsech kultivart, které jsou bézn¢ klasifikovany jako plantainy s genomovou
strukturou AAB, byly vysledky v souladu s touto globalni strukturou chromozomu.
Bylo u nich také ovSem zjisténo nékolik vyznamnych chromozomalnich ptestaveb.

U vSech analyzovanych zéstupct plantainti byla zjisténa specifickd struktura
chromozomu 7, kdy je tento chromozom v genomu plantaini zastoupen dvéma kopiemi
pochazejicimi ze subgenomu B a jednou kopii pochdzejici ze subgenomu A
(Obrazek 14 — 24). Analyza slozeni a zastoupeni rodiCovskych subgenomi
U analyzovanych zastupct triploidnich plantaini odhalila i dal$i chromozomalni
pfestavby a potvrdila tak mozaikovou strukturu allotriploidnich genomu jedlych

bananovnikda.
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U kultivaru Obino I’Ewai, patficim mezi morfologickou skupinu French,
byl u Sest¢tho chromozomu pozorovan segment vykazujici ABB konstituci.
Chromozom 7, byl zastoupen jednou kopii subgenomu A a dvéma kopiemi subgenomu
B a vykazoval tak strukturu ABB témét po celé délce, s vyjimkou dvou segmentil
oc¢ekavané AAB struktury. Dale byla na konci sedmého chromozomu nalezena delece
0 délce pfiblizné 1Mb. Dalsi vyjimkou byl fragment vykazujici diploidni AB konstituci

na desatém chromozomu (Obr. 14).

ABB

Obr. 14: Mozaikova genomova struktura klonu Obino I’Ewai (French plantain). Zelené body
zna¢i pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, Cervené body znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomu referenéniho genomu M. acuminata spp.
malaccensis. Cerné a zluté ramecky oznaluji chromozomové segmenty lisici se od o¢ekavané
genomové konstituce AAB (Cerné: konstitutce ABB; zluté: konstituce AB). Modry ramecek
oznacuje deleci.
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Dalsi zastupce morfologické skupiny French, klon Msisa, vykazoval ocekavanou
genomovou strukturu AAB opét u témet vSech chromozomil, s jiz zminénou vyjimkou
chromozomu 7 a chromozomu 6. Dal§i zmény konstituce genomu byly zaznamenany
U chromozomu 8 (Obr. 15) a v koncové ¢asti chromozomu 9, byla nalezena delece
0 délce ptiblizné 1 Mb (Obr. 15).

Obr. 15: Mozaikova genomova struktura klonu Msisa (French plantain). Zelené body znaci
pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, cervené body znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomi referenéniho genomu M. acuminata. Cerné
ramecky oznacuji chromozomové segmenty lisici se od ocekavané genomové konstituce AAB
a zménu na konstituci ABB. Modry ramecek oznacuje deleci.
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Klon Apem Pa, ktery je fazen mezi africké plantainy typu French,
opét vykazoval po délce sedmého chromozomu ABB konstituci, kromé koncové oblasti,
kde byl nalezen usek s béznou AAB konstituci. Chromozomy 6 a 10 se lisili oproti
oc¢ekavané konstituci pouze v rdmci kratkych fragmentl, které tvotfila ABB struktura

(Obr. 16).

Obr. 16: Mozaikova genomova struktura klonu Apem Pa (French plantain). Zelené body znaci
pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, cervené body znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomi referenéniho genomu M. acuminata. Cerné
rame¢ky oznacuji chromozomové segmenty lisici se od o¢ekavané genomové konstituce (AAB
— ABB).
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Poslednim analyzovanym zastupcem morfologické skupiny French, byl Wine
Plantain, ktery se oproti jinym kultivarim skupiny French liil fragmentem s diploidni
AB konstituci, nachazejici se v koncové oblasti chromozomu 7. Chromozom 7 také
napfic témét celé své délky vykazoval opét ABB strukturu, s vyjimkou dvou fragmentl
v koncovém a pericentromerickém regionu. Dalsi vyjimku tvotily fragmenty s ABB
konstituci na chromozomech 6 a 10, které byly identifikovany i u ptedchoziho kultivaru

Apem Pa (Obr. 17).

chros 7

Obr. 17: Mozaikova genomova struktura klonu Wine Plantain (French plantain). Zelené tecky
zna¢i pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, Cervené tecky znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomi referen¢niho genomu M. acuminata. Cerné
(konstituce ABB) a zluté ramecky (konstituce AB) oznacuji chromozomové segmenty liSici
se od ocekavané genomove konstituce AAB.
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V genomové struktuie afrického plantainu Baka, patfictho mezi zastupce
morfologické skupiny False horn, nebyly pozorovany zadné vyrazné odlisnosti oproti
chromozomalnim strukturdm zéastupcii typu French. U kultivaru byly opét nalezeny
rozdily v Sestém a osmém chromozomu. Fragmenty téchto chromozomu nebyly
v souladu s o¢ekavanou strukturou a vykazovaly konstituci ABB. Struktura ABB tvofila
témer cely chromozom 7, s vyjimkou kratkych fragmentl v oblasti pericentromery

a na konci chromozomu (Obr. 18).

AAB

AAB

AAB

AAB

ABB

AAB

Obr. 18: Mozaikova genomova struktura klonu Baka (False horn plantain). Zelené body znaci
pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, cervené body znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomi referenéniho genomu M. acuminata. Cerné
ramecky oznacuji chromozomové segmenty lisici se od ocekavané genomové konstituce (AAB
— ABB).
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Sedmy chromozom klonu Orishele (False horn) s vyjimkou koncového
fragmentu vykazoval ABB strukturu, kterd byla pozorovéna i v kratkych usecich

chromozomu 6 a 8 (Obr. 19).

chro2 [

Obr. 19: Mozaikova genomova struktura klonu Orishele (False horn plantain). Zelené body
zna¢i pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, Cervené body znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomil referenéniho genomu M. acuminata. Cerné
ramecky oznacuji chromozomové segmenty liSici se od o¢ekavané genomové konstituce (AAB
— ABB).
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Posledni zéstupce morfologické skupiny False horn, klon Dominico Rojo,
vykazoval ofekavanou chromozomovou konstituci AAB u vSech chromozomt, kromé

sedmého chromozomu, u kterého byla opét pozorovana ABB konstituce s fragmenty
AAB (Obr. 20).
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Obr. 20: Mozaikova genomova struktura klonu Dominico Rojo (False horn plantain). Zelené
body zna¢i pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, Cervené body znaci alely
specifické pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomu referencniho genomu M.
acuminata. Cerné ramecky oznaéuji chromozomové segmenty lisici se od oéekavané genomové
konstituce (AAB— ABB).
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Kultivar 3 Hands Planty, ktery patii k plantainim typu Horn, obsahoval
na koncich Sestého a devatého chromozomu deletované oblasti, dlouhé piiblizn¢ 6 Mb
a 8 Mb. U Sestého chromozomu byl pozorovan také kratky fragment s ABB strukturou,
kterd byla také nalezena na zaCatku osmého chromozomu a po témét celé délce

chromozomu 7 (Obr. 21).
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Obr. 21: Mozaikova genomova struktura klonu 3 Hands Planty (Horn). Zelené body znaci
pomér pokryti alel specifickych pro subgenom A, cervené body znaci alely specifické
pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomi referen¢niho genomu M. acuminata. Cerné
ramecky oznaCuji chromozomové segmenty liSici se od ocekavané genomové konstituce
(AAB— ABB). Modré ramecky oznacuji deleci.
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Poslednim zastupcem africkych plantaind typu Horn a zaroven poslednim
analyzovanym klonem byl Tsahambunu, jehoz sedmy chromozom a kratké useky
na pocatcich chromozomli 6 a 8, byly opét zastoupeny jednou kopii subgenomu A
a dvéma kopiemi subgenomu B, obsahoval také kratky fragment s diploidni AB

konstituci na koncové ¢asti devatého chromozomu (Obr. 22).

Obr. 22: Mozaikova genomova struktura klonu Tshambunu (Horn). Zelené body zna¢i pomér
pokryti alel specifickych pro subgenom A, ¢ervené body znaci alely specifické pro subgenom B,
vyneseného podél 11 chromozomtl referenéniho genomu M. acuminata. Cerné ramelky
(konstituce ABB) a zluté (konstituce AB) oznacuji chromozomové segmenty lisici se od
ocekavané genomové konstituce AAB.
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Jak je patrné ze ziskanych vysledkl, vSech deset analyzovanych genotypii
jedlych plantaini mé ve svém genomu chromozom 7 zastoupeny dvémi kopiemi
pochézejici ze subgenomu B a jednu kopii pochazejici ze subgenomu A, coz je rozporu
s predpokladanym genomovym slozenim téchto jedlych typi bandnovniku. Stejna
genomova konstituce charakteristickd pro chromozom 7 u plantainti byla identifikovana
také ve studii Baurens et al., (2019), kde autofi poprvé aplikovali program vcfHunter
pro analyzu struktury mezidruhovych bananovnikli, vcéetné jednoho klonu
charakterizujiciho plantainy. Tato pivodni studie také ukézala, Ze vétSina
mezidruhovych hybridd bananovniku méd mozaikovou strukturu genomi, kdy v ramci
jednotlivych chromozomt dochézi k rozlicnym strukturnim zménam, zahrnujicim nejen
rozdilné zastoupeni jednotlivych subgenomi odliSnych od piedpokladaného
genomového slozeni daného mezidruhového hybrida, ale naznacuje také piitomnost
deleci koncovych ¢asti chromozomtl.

Jak jiz bylo zminéno, triploidni plantainy s genomem AAB vznikly dvéma
kroky mezidruhové hybridizace, kdy nejdiive doslo ke zkiizeni dvou diploidnich plané
rostoucich druht Musa acuminata ssp. banksii (genom A) a Musa balbisiana (genom
B), za vzniku mezidruhového diploidniho hybridniho jedince s genomem AB a jeho
nasledné hybridizaci (neredukované 2n gamety) s haploidni gametou druhu Musa
acuminatou ssp. banksii, cozvedlo k vyslednému triploidnimu potomstvu AAB.
Prace De Langhe et al. (2010) naznadila, ze proces vzniku jedlych bananovniku
byl pravdépodobné¢ mnohem komplikovangjsi, tim ze obsahoval né€kolik kol zpétnych
ktizeni. Dal$i komplikaci vzniku jedlych bandnovnikd mohla pfedstavovat skutecnost,
kdy se na kiizeni mohly podilet hybridni diploidni genotypy ¢i strukturni heterozygoti
spiSe nez homozygotni diploidni druhy M. acuminata spp. banksii a M. balbisiana.
Tato skutecnost tak mohla mit za nasledek vytvofeni mozaikové struktury jedlych
hybridnich bananovnikl, coz bylo naznaceno jak v praci Baurens et al. (2019),
tak i ve vysledcich predkladané diplomové prace.

Oproti studii Baurens et al. (2019), kdy autofi pro identifikaci struktury slozeni
genomu mezidruhovych hybrida vyuzili sekvenacni data ziskané ptistupem zalozenym
na redukci komplexity, RADseq data, v nasi praci bylo vyuzito sekvenci ziskanych
resekvenovanim celkové genomové DNA. Byly tak ziskany kvalitni datasety,
které nejsou zatizeny chybovosti (pfitomnosti tzv. missing dat) ke které dochazi
pfi aplikaci redukce komplexity. Celogenomovym sekvenovanim bylo ziskano vétsi

mnozstvi specifickych jednonukleotidovych polymorfismt, které budou v nasledujici
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préaci vyuzity také pro podrobnou analyzu genetické variability této skupiny jedlych
triploidnich bandnovniki a pfipadnou identifikaci SNP markert charakteristickych
pro jednotlivé morfotypy plantaini. Dosud byla genetickd diverzita jedlych
bananovniku analyzovana pomoci riznych molekularnich markert, napt. SSR markera,
DarT markerd nebo pomoci GBS, které ovSem nevedly k jednozna¢né charakterizaci
jednotlivych genotypt ¢i jednotlivych skupin jedlych bananovnika (napt. Christelova
etal., 2017, Ruas et al., 2017, Sardos et al., 2016a, Sardos et al., 2016b). Také proto,
je dnes bran v tvahu jejich rozdilny epigeneticky profil, ktery tak muze mit velky vliv
na jejich diverzité. Komplexni resekvenacni data a SNP identifikované v ramci
predkladané diplomové prace budou v budoucnu také slouzit jako reference pro analyzu

epigenetického profilu vybranych plantaini.
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5 ZAVER

Diplomova prace pojednava 0 aplikaci NGS sekvenovani pro analyzu sloZeni
a struktury genomu jedlych skrobovych bananovnikti, zvanych plantainy, které patii
mezi nejroz§ifendjsi jedlé typy bananovniki. Uvod diplomové prace se vénuje
nejen problematice vzniku plantaint, charakteristik jejich jadernych genomt,
ale tvori také twvod do problematiky sekvenovani nové a tieti generace, a in silico
analyze Next-gen sekvenacnich dat s cilem analyzy organizace a struktury jadernych
genomu rostlin.

Cilem experimentalni ¢asti prace byla analyza celogenomovych resekvenacnich
dat deseti vybranych druhii africkych plantaint, za €elem zjisténi strukturni variability
jejich jadernych genomii.

Sekvenacni data byla nejprve upravena a filtrovana programy dostupnymi
na serverech Centra strukturni a funkéni genomiky rostlin, které jsou soucasti
MetaCentra. Data byla nasledné pouzita pro mapovani na referencni genomovou
sekvenci M. acuminata ssp. malaccensis (klon DH Pahang, verze 2). Vysledna
namapovana ¢teni byla déle zpracovavana VcfHunterem slucujicim nékolik programii
dohromady a jejichz vysledkem je vykresleni poméru a pokryti alel specifickych
pro subgenomy A a B.

Pomoci programi VcfHunteru bylo identifikovano primérné vice nez 2 miliony
jednonukleotidovych polymorfismu specifickych pro subgenom A, a vice nez 2 miliony
SNP odpovidajicich subgenomu B. Naslednou filtraci sekvenac¢nich dat se po¢et SNP
zredukoval pfiblizné o 95 %.

Identifikace SNP jednoznac¢né charakterizujicich A a B subgenomy plantainu
umoznilo vykresleni pokryti A/B specifickych alel podél 11 chromozomil referen¢niho
genomu bandnovniku a zkoumani chromozomovych struktur jednotlivych zastupct
africkych plantaint.

U analyzovanych kultivard nebylo, podle ocekavani, pozorovano vyrazné
odliSeni od b&zné konstituce AAB. Byly ale ovSem objeveny také kratké oblasti
nékolika chromozomu s konstitucemi, které nebyly v souladu s globalni strukturou
chromozomt, jednalo se o ABB struktury, a oblasti s diploidni AB strukturou,
kde s nejvétsi pravdépodobnosti doSlo k deleci v ramci jednoho chromozomu
pochazejiciho ze subgenomu A. U vsech analyzovanych plantainti bylo navic zjisténo,

ze chromozom 7 je témer po celé délce zastoupen jednou kopii subgenomu A a dvéma
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kopiemi subgenomu B. Struktura sedmého chromozomu odpovida i vysledkim prace
Baurens et al. (2019) a je tedy mozné, Ze by dana struktura mohla charakterizovat
vSechny plantainy.

Chromozomy kultivari Obino 1’Ewai, Msisa a 3 Hands Planty obsahovaly
také rizné dlouh¢ delece koncovych oblasti chromozomii. Delece u klonu Obino I’Ewai
se nachazela na sedmém chromozomu, u klonu Msisa na devatém chromozomu
a u klonu 3 Hands Planty, byly nalezeny dlouh¢ delece na koncich chromozomii 6 a 9.

Objasnéni slozeni a strukturnich zmén jedlych klonii bananovniku, stejné tak
jejich pravdépodobnych rodi¢ovskych genomu je velmi dilezité pro vybér vhodnych
genotyptl pro tradi¢ni $lechténi bandnovniku. Skrobové baninovniky typu plantain
predstavuji jednu z nejvyznamnéjSich hospodaiskych plodin svéta, a to hlavné
Vv tropickych a subtropickych oblastech Afriky, kde jsou jednou ze zékladnich potravin.
Objasnéni slozeni a strukturnich zmén jedlych klonii bananovniku, stejné tak jejich
pravdépodobnych rodi¢ovskych genomi je velmi dualezité pro vybér vhodnych
genotypl pro tradicni Slechténi bananovniku.

Vsechny stanovené cile této diplomové prace byly splnény.
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7 PRILOHY

Piiloha 1 — vykresleni pokryti chromozomii, plantainy typu French

Jedna se 0 podil: pocet Cteni nesoucich danou SNP pozici / primérny pocet ¢teni vypocitany
ze vsech pozic; (normalizované pokryti).

ITC.0142; Msisa
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Piiloha 2 — vykresleni pokryti chromozomu, plantainy typu False horn

Jedna se 0 podil: pocet ¢teni nesoucich danou SNP pozici / prumérny pocet Cteni vypocitany
ze vsech pozic; (normalizované pokryti).

ITC.0098; Baka ITC.0223; Apantu
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Piiloha 3 — vykresleni pokryti chromozomu, plantainy typu Horn

Jedna se 0 podil: pocet ¢teni nesoucich danou SNP pozici / prumérny pocet Cteni vypocitany
ze vSech pozic; (normalizované pokryti).

ITC.0128; Tshambunu

ITC.0185; 3 Hands Planty
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