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ABSTRAKT
Práce je věnovaná koronaviru SARs-CoV-2 souvisejícím s těžkým akutním respiračním
syndromem, který byl poprvé prokázán v roce 2019. Tento koronavirus zapříčinil pande-
mii, která ovlivnila takřka celý svět. Znalost genetické informace je potřebná pro vývoj
vakcíny, zjištění nakažlivosti a pro predikci vývoje variant SARs-CoV-2. Pro získání ge-
netických informací je třeba osekvenovat RNA a tyto genomové sekvence sestavit. Při
porovnání sestavených genomů lze zjistit, v které části daný organismus mutoval. Na
základě souhlasnosti či rozdílnosti v sestavených genomech je provedena fylogenetická
analýza, která poukazuje na vývoj daného organismu a znázorňuje evoluční příbuznost
s ostatními organismy. Praktická část je zaměřena na sestavení genomů ze vzorků od
pacientů z FN Brno a vyhodnocení kvality sestavení. Po sestavení genomů je dalším
cílem vyhodnocení variability a následná fylogenetická analýza.

KLÍČOVÁ SLOVA
koronaviry, SARs-CoV-2, mutace, sekvenování, genom

ABSTRACT
This thesis is focused on the SARs-CoV-2 coronavirus associated with severe acute
respiratory syndrome, which was first identified in 2019. This coronavirus caused a
pandemic that affected almost the entire world. Knowledge of the genetic information
is needed for vaccine development, to determine infectivity and to predict the evolution
of SARs-CoV-2 variants. To obtain genetic information, RNA must be sequenced and
these genomic sequences must be assembled. By comparing the assembled genomes, it
is possible to find out which part of the organism has mutated. Phylogenetic analysis
is performed on the basis of the concordance or divergence in the assembled genomes,
which indicates the evolution of the organism and shows the evolutionary relationship
with other organisms. The practical part is focused on the assembly of genomes from
samples from patients in the University Hospital Brno and evaluation of the quality of the
assembly. After the genomes are assembled, the next goal is to evaluate the variability
and subsequent phylogenetic analysis.
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Úvod
Tato bakalářská práce se věnuje onemocnění covid-19 způsobené koronavirem SARs-
CoV-2, které v posledních třech letech ovlivnilo život všech lidí na světě. Cílem této
práce je seznámit čtenáře se základními informacemi o SARs-CoV-2, o příbuznosti
s ostatními koronaviry a možnosti sekvenace odebraných vzorků.
Teoretická část nejprve pojednává o popisu SARs-CoV-2, jeho přenosu a porovnání
s ostatními lidskými koronaviry. Následně je čtenář seznámen s genomem SARs-
CoV-2, s metodami detekce viru metodou polymerázové řetězové reakce a dále jsou
objasněny principy sekvenování genomu, jako například Sangerovo sekvenování a
nanopórové sekvenování Oxford Nanopore. Tyto principy se používají pro získání
genetické informace viru, ta je podstatná pro vývoj vakcíny či predikci vývoje pan-
demie. Závěr teoretické části je věnován doposud známým mutacím.

Praktická část se věnuje vyhodnocení kvality sekvenačních dat odebraných ve
Fakultní nemocnici Brno. Kvalitní data byla sestavena namapováním k referenční
sekvenci a sestavením de novo. Dalším krokem praktické části bylo vyhodnocení
variability vzorků v rámci časových úseků odběrů vzorků a v rámci jednotlivých
genů. Následuje fylogenetická analýza, která srovnává vývoj vzorků v čase a jejich
příbuznost. Na základě této analýzy bylo provedeno hierarchické shlukování s před-
pokladem vytvoření shluků podle data odběru.
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1 Viry
Pro pochopení genomu SARs-CoV-2 je vhodné popsat vyšší skupinu, do které se
řadí a tou jsou viry. Jedná se o nebuněčné organismy, které nemají svůj vlastní
proteosyntetický aparát, a proto potřebují pro svoji existenci hostitelskou buňku.
Skládají se z nukleové kyseliny a bílkovinného obalu (neboli kapsidu) kolem nukleové
kyseliny. V některých případech mohou obsahovat i enzymy. [1]

1.1 RNA viry
Obecně mají viry obsahující RNA - ribonukleovou kyselinu mnohokrát kratší délku
genomu než viry s DNA - kyselinou deoxyribonukleovou. Díky tomu mají vyšší
pravděpodobnost mutagenity. Jak již název vypovídá, genetická informace virů, ke
kterým se řadí i koronaviry, je obsažena v jednovláknové RNA. Tato kyselina může
sloužit přímo jako mediátorová RNA pro přepis do proteinů nebo bývá replikována
za vzniku komplementárního vlákna. [2]

1.2 Koronaviry
Koronaviry, zkráceně CoVs, patří do čeledi Coronaviridae, pod kterou se řadí čtyři
rody Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, Deltacoronavirus. Tyto
viry dostaly název podle svého tvaru, jelikož struktura jejich obalu připomíná slu-
neční koronu, jak je vidět na obrázku 1.1. Genom CoV se skládá z šesti až jedenácti
otevřených čtecích rámců (ORF) neboli sekvencí ribonukleotidů v mediátorové RNA,
která je ohraničená iniciačním (start) a terminačním (stop) kodonem. Jejich gene-
tická informace dosahuje délky 26 až 32 kilobází, což z nich dělá nejdelší známé
RNA viry. I přes to zde však dochází k neustálému vývoji a četným mutacím. CoVs
jsou sice typické pro onemocnění zvířat, ale snadno při určitých podmínkách infikují
lidi, proto jsou důvodem několika náhlých, nejen lokálních epidemií po celém světě.
[2]
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Obr. 1.1: Mikroskopický snímek koronaviru, převzato z [3]
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2 SARs-CoV-2
Tento koronavirus podle svého názvu souvisí s akutním respiračním syndromem.
První výskyt byl prokázán v prosinci 2019 ve Wuhanu v Číně. V následujících ka-
pitolách je popsán taxonomický vztah s ostatními koronaviry, přenos tohoto viru,
možné sekvenování genomu a jeho prozatím známé mutace. [2]

2.1 Srovnání SARs-CoV-2 s ostatními lidskými CoVs
SARs-CoV-2 je osmý známý koronavirus vyskytující se u lidí a spadá do rodu Betaco-
ronavirus. Získal označení SARs-CoV-2 kvůli taxonomickému a genomickému vztahu
s druhem koronaviru označeným jako SARs-CoV, který zapříčiňuje akutní respirační
syndrom. Fylogenetická analýza ukázala, že SARs-CoV-2 používá pro vstup do bu-
něk stejný receptor jako SARs-CoV a to ACE2 - angiotensin-konvertující enzym 2.
K tomuto enzymu vykazuje SARs-CoV-2 až dvacetkrát vyšší afinitu než SARs-CoV.
Genomová analýza mezi těmito dvěma koronaviry prokazuje 58 % souhlasnost v ob-
lasti nsp - protein kódovaný virem, který je využit pro virovou replikaci a 79,5 %
podobnost na úrovni celého genomu. Co se týče patologických nálezů, z velké části
se podobají příznakům, které se projevovaly v případě nákazy viry SARs-CoV a
MERs-CoV. [4], [5]

2.2 Přenos SARs-CoV-2
K přenosu viru dochází z nosu či ústní dutiny v malých kapénkách nejen při kašlání,
ale i při kýchání, mluvení nebo zpívání. Největší pravděpodobnost přenosu onemoc-
nění je zejména v těsném kontaktu s infikovanou osobou (vzdálenost do 1 metru).
Nákaza probíhá vdechnutím nebo stykem sliznic (oči, nos, ústa) s aerosolem obsahu-
jícím virus. Dalším způsobem je nákaza v uzavřených prostorách, kde vydechovaný
vzduch od infikovaných osob zůstává velmi dlouhou dobu. Posledním častým způ-
sobem je nákaza z infikovaných povrchů a následné zanesení do sliznic při špatné
hygieně, například v hromadné dopravě při dotyku madel a následné konzumaci po-
travin bez předešlého umytí rukou či promnutí očí. Jedním z důvodů, proč covid-19
přerost v pandemii, je jeho vysoká infekčnosti i několik dní před projevením pří-
znaků u lidí s nákazou. V některých případech se příznaky vůbec projevit nemusí a
infikované osoby jsou tak dokonalými přenašeči. [2]
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2.2.1 Průběh virové infekce a jeho replikace

Pokud dojde k přenesení viru od nakažené osoby či z infikovaného povrchu, lze prů-
běh popsat v několika krocích. Dojde k připojení S - spike glykoproteinu na receptor
ACE2 na buněčné membráně buněk hostitele. Tím jsou zahájeny změny konformace
v S proteinu, které umožní průnik a uvolnění virové RNA. Po průniku do buňky se
vir zbavuje kapsidu, dochází k fúzi RNA, aby byla umožněna transkripce genů. V
podstatě ihned dochází k translaci ORF1a a ORF1b, které slouží pro vytvoření repli-
kačního a transkripčního procesu. Nyní je připraveno prostředí pro replikaci virové
informace a sestavení virionu. Při expresi dochází k transkripci, která je ukončena
v regulačních sekvencích nacházejících se mezi ORF. Následuje translace za účelem
kódování virových proteinů. Po ukončení replikace dochází k přemístění virové RNA
do endoplazmatického retikula a Golgiho aparátu, kde se zabuduje do kapsidu. Celý
průběh množení viru končí uvolněním z hostitelské buňky do okolí exocytózou. Z
medicínského hlediska je průběh infekce hůře popsatelný, jelikož každý pacient může
mít odlišné příznaky. Mezi nejčastější patologické nálezy patří horečky, bolesti hlavy,
dušnost, kašel. Z krevních vzorků byl zjištěn úbytek bílých krvinek zodpovědných za
imunitu, konkrétně T-lymfocytů. Na rentgenových snímcích hrudníku se často obje-
vuje rychle postupující pneumonie čili zápal plic. Není zde pochyb, že SARs-CoV-2
má patologický vliv i na jiné tkáně jako například srdce či játra. [2]
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3 Fylogenetický vývoj a genetická informace
SARs-CoV-2

3.1 Fylogeneze
Z fylogenetického hlediska je SARs-CoV-2 zařazen do skupiny se SARs-CoV a jinými
koronaviry objevenými u netopýrů, cibetek a jiných savců. Jde o takzvané zoologické
přelévání, kdy dochází k rekombinacím a následnému přenosu na jiné savce. Oproti
netopýřímu genomu je genom SARs-CoV-2 vyskytující se u lidí o více jak tisíc bází
delší. Fylogenetické výzkumy naznačují vysokou frekvenci rekombinací u netopýrů,
z tohoto důvodu se vědci domnívají, že právě netopýři jsou původci CoVs. [2]

3.2 Genom SARs-CoV-2
Genom se skládá z jednovláknové RNA ve směru od 5‘ do 3‘ konce. První 2/3 kó-
duje 16 nsp, zbývající informace zahrnuje 4 strukturní proteiny: spike glykoprotein -
špice (S), membránový (M), obalový (E) a nukleokapsidový protein (N). Struktura
SARs-CoV-2 je znázorněna na obrázku 3.1. Glykoprotein S existuje v metastabil-
ním stavu, který prochází při průniku viru do buňky reorganizací. Dochází k akti-
vaci serinovou proteázou na podjednotky S1 a S2. Podjednotka S1, která je ze 70
% identická se SARs-CoV, obsahuje vazebnou doménu pro receptor ACE2. Podjed-
notka S2, která má souhlasnost se SARs-CoV až z 99 %, je zodpovědná za průnik
viru přes membránu hostitelské buňky. Protein M existuje v podobě dimeru, což
znamená, že je složen ze dvou menších podjednotek transmembránové domény a
dlouhé C-terminální domény. Jedná se o hlavní protein membrány viru, který ur-
čuje její strukturu. Mimo jiné M protein reaguje i s jinými strukturními proteiny v
endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparátu. Při této interakci dochází ke vzniku
nových virových částic. Konkrétně vazba mezi M a S proteiny se jeví jako úzce
spjatá s patogenitou SARs-CoV-2 a považuje se za podstatnou v udržení rovnováhy
virionu. Nejmenší ze strukturních proteinů je obalový nebo také malý membránový
protein E. Stejně jako u M proteinu je i jeho část přítomna v Golgiho aparátu při
produkci nových virových buněk. Kromě této úlohy se E protein spojuje do větších
molekul za vzniku iontových kanálů pro modifikaci membrány hostitelské buňky a
ulehčuje tak jeho fúzi do extracelulárního prostředí. Jak je již z označení patrné,
N protein plní funkci strukturovaného obalu RNA. Je složen ze dvou domén, které
obsahují vazebná místa pro nukleové kyseliny. [2], [6], [7], [8], [9]
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Obr. 3.1: Schéma viru SARS-CoV-2. Znázornění čtyř strukturních proteinů: S, M,
N a E, převzato z [11]

3.2.1 Genotypizace SARs-CoV-2

Genotypizace je metoda identifikace druhu pomocí DNA/ RNA sekvencí, která je
důležitá pro pochopení vývoje a přenosu virů i jiných organismů. Sekvence SARs-
CoV-2 jsou izolovány z epitelových buněk dýchacích cest infikovaných osob. Virové
kontigy jsou sestaveny buď kompletně nebo částečně, přičemž sestavení do kom-
pletního genomu se využívá pro genotypizaci pomocí vícenásobného zarovnávání
sekvencí izolátů s referenčním genomem. Tato analýza srovnává více sekvencí a od-
haluje tak schopnost mutagenity podle počtu změn v genomu. Nejvíce náchylné k
mutacím jsou S proteiny, RNA primáza, nukleoprotein a RNA polymeráza, jelikož
na nich bylo prokázáno nejvíce změn za nejkratší dobu. [10]

3.3 Prokázání výskytu SARs-CoV-2
Důležitým krokem k získání genomu SARs-CoV-2 pro další analýzy je zjištění po-
zitivity vzorků. Prokázání virové infekce se provádí pomocí polymerázové řetězové
reakce s reverzní transkripcí (RT - qPCR) nebo metodou polymerázové řetězové
reakce v reálném čase (Real - time PCR).
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3.3.1 Metoda RT - qPCR

Jedná se o využívaný nástroj k prokázání onemocnění Covid-19. Jde o namnožení
dostatečného počtu kopií pro detekci genetické informace SARs-CoV-2. Umožňuje
použít RNA jako templát pro přepis do komplementárního vlákna DNA (cDNA)
pomocí reverzních transkriptáz, což jsou enzymy, které tento proces umožňují. Prv-
ním krokem je právě vznik cDNA, která je následně amplifikována běžným postu-
pem PCR. Následuje příprava směsi, dochází ke smíchání templátové DNA, enzymu
polymerázy, primerů a pufru. Templátová DNA slouží jako vzor pro syntetizování
dostatečného počtu kopií za pomocí polymerázy. Primery jsou krátké syntetické
komplementární sekvence, které označují oblast zájmu. Pufr je roztok, který vytváří
vhodné prostředí pro tyto reakce. Výše zmíněná směs prochází třemi kroky, které se
opakují do požadovaného počtu amplifikovaných vzorků. Nejprve dochází k zahřátí
na 15 sekund na 94 °C. Při této teplotě řetězec denaturuje a rozplete se. V dalším
kroku dochází při teplotách v rozmezí 50 - 60 °C k navázání primerů. Poslední krok
probíhá při teplotách okolo 72 °C, kdy DNA-polymeráza v úseku za primery synte-
tizuje nové vlákno podle templátu. Tyto tři kroky se opakují, dokud nedosáhneme
požadovaného stupně amplifikace. Scháma PCR je znázorněno na obrázku 3.2.

V případě použití k prokázání onemocnění se určuje přítomnost genetické infor-
mace SARs-CoV-2 pomocí produkce fluorescenčního světla. Za přítomnosti genomu
je toto světlo detekováno přístrojem provádějícím PCR. [12], [13]

3.3.2 Multiplex Real - time PCR

Tato metoda je další z variant PCR pro potvrzení výskytu viru v odebraném vzorku.
Amplifikace vzorku pomocí polymerázové řetězové reakce byla již popsána výše,
proto v této podkapitole je stručný popis odlišností této metody. Při Multiplex
Real-time PCR dochází současně k amplifikaci a detekci genetické informace viru.
Během cyklu dochází k dvacetiminutové reverzní transkripci při 50 °C, inaktivaci
reverzní transkriptázy a následné aktivaci polymerázy při 95 °C. Tato reakce se pro-
vádí po dobu 15 min (45 cyklů po 15 sekundách při 94 °C a 1 minutu při 60 °C).
Při tomto tepelném cyklování se používájí fluorescenční barviva, která se v PCR
přístroji kumulují s přítomností pozitivních vzorků a jsou následně detekovány jako
fluorescenční signál, který je úměrný množství PCR amplikonu. [15]
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Obr. 3.2: Polymerázová řetězová reakce - PCR, převzato z [14]

3.4 Metody sekvenování SARs-CoV-2
Pokud máme vyselektované pouze pozitivní vzorky, přichází na řadu sekvenování,
ke kterému se využívá několik metod. Patří sem například Sangerovo sekvenování,
sekvenování druhé generace, kde se nejčastěji využívají platformy od firmy Illumina
a třetí generace se zástupcem Oxford Nanopore. V následujících kapitolách jsou vy-
brány a podrobněji popsány nejčastější způsoby sekvenování.
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3.4.1 Sangerovo sekvenování

Pro tuto metodu se používají pozitivní vzorky potvrzené metodou PCR, při které
bylo nasyntetizováno mnoho oligonukleotidových kopií. Tyto oligonukleotidy jsou
prodlužovány směsí deoxynukleotidtrifosfátů (dNTP) s jednotlivými nukleotidy. Dále
se při Sangerově sekvenování ve směsi používají dideoxynukleotidové trifosfáty, které
jsou značeny fluorescenčním markerem. Podle daného nukleotidu v sekvenci se pro-
jeví jiné fluorescenční zabarvení (A - zelená, T - červená, G - černá, C - modrá). V
dalším kroku se značené oligonukleotidy roztřídí podle velikosti pomocí gelové elek-
troforézy. Gelová elektroforéza funguje na principu vzorků v gelové matrici, u které
je na opačnou stranu přiveden elektrický proud. Jelikož je DNA záporně nabitá,
jsou oligonukleotidy taženy ke katodě. Rychlost pohybu je určena velikostí, jelikož
na jednotku hmotnosti mají všechny stejný elektrický náboj. Posledním krokem je
čtení gelu za použité laseru. Laser excituje fluorescenční značky a dochází k detekci
emitovaného světla. Výstupem Sangerova sekvenování je chromatogram, který značí
fluorescenční pík každého nukleotidu. [16]

3.4.2 Illumina MiSeq

Postup je založen na sekvenování ze vzorků potvrzených metodou PCR. Dochází
k syntéze komplementárního vlákna DNA k RNA reverzní transkriptázou pomocí
hexamerů. Hexamery jsou molekuly složeny ze šesti menších podjednotek nebo-li
monomerů. DNA je následně amplifikována a fragmentována. Dochází k navázání
adaptérů a označení nukleotidů fluoroforem. V sekvenátoru směs prochází přes prů-
tokovou buňku, kde se emituje fluorofor. Každý nukleotid je označen jinou barvou
fluoroforu, což umožňuje softwarové převedení emise jednotlivých barev na sekvenci
nukleotidů. [17]

3.4.3 Nanopórové sekvenování Oxford Nanopore

Tato metoda využívá pozitivní vzorky prokázané některou z metod PCR. Násled-
ným zmnožením genetické informace jsou získány amplifikační produkty, které jsou
smíchány s dalšími reakčními složkami. Tato směs se používá pro vytvoření sekve-
nační knihovny. Příprava knihovny probíhá nativním spojením barkodu, sekvenač-
ního adaptéru s částí genomu, který sekvenujeme. Molekula DNA prochází nanopó-
rem, kde dochází k měření elektrického proudu. Podle intenzity elektrického proudu
lze určit, která ze čtyř bází se vyskytuje na dané pozici. [18], [19], [20]
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3.5 Mutace SARs-CoV-2
Jednotlivé mutace koronaviru se odlišují podle linií, prozatím známé spadají do linie
A a linie B. První mutace se vyskytla ve Velké Británii v polovině prosince 2020
a WHO ji označila jako alfa, následné mutace byly nazývány podle řecké abecedy.
Pro pochopení některých principů je zde vhodné vysvětlit pojem nsSNP, jedná se o
nukleotidovou substituci v proteinové sekvenci, která vede ke změně aminokyseliny
a tudíž k mutacím. Nejvíce mutací je detekováno v S proteinu. [21]
Lokace změn u dosavadních známých mutací je znázorněna na obrázku 3.3.

3.5.1 Alfa mutace

Vyvolala paniku nejen ve Velké Británii, ale ve většině zemí, protože pacienti s mutací
alfa vykazovaly vyšší procento úmrtnosti. Tato mutace patří do linie B.1.1.7, která
je charakterizována velkým počtem nsSNP v S proteinu, nejdůležitější změny jsou
v N501Y, delece AH69/AV70, P681H a ORF8 Q27stop. Změna v N501Y znamená
vyšší afinitu k ACE2, tudíž dochází k lehčímu prostupu do cílových buněk. Delece
AH69/AV70 ovlivňuje schopnost vazby S proteinu. P681H má vliv na okolí míst, kde
se uplatňuje štěpení furinem, který aktivuje některé proteiny při syntéze. Q27stop
způsobuje nefunkčnost otevřeného čtecího rámce 8. [21]

3.5.2 Beta mutace

Byla nejdříve zachycena v Jižní Africe. Obdobně jako mutace alfa má početné mu-
tace v S proteinu zahrnující i tři substituce v RDB u K417N, E484K a N501Y.
Změna v N501Y se projevila i u britské mutace a to vyšší afinitou k ACE2, záměna
v E484K podle dosavadních výzkumů má také tento efekt a tyto dvě záměny se vy-
skytují v kombinaci. Výše zmíněné polymorfismy K417N, E484K snižují schopnost
neutralizačních látek úspěšně bojovat s virem, tzn. imunitní odpověď po očkování či
prodělané nemoci je slabší. [21]

3.5.3 Gama mutace

Poprvé se vyskytla u cestovatelů z Brazílie pocházející s linie B.1.1.28. Mutace opět
obsahuje řadu změn v S proteinu, má také společné tři substituce jako předchozí
varianta beta a to K417N, E484K a N501Y. Podle rozšíření se uvažuje o vyšší pře-
nositelnosti, vyšší odolnost vůči obranným prostředkům, k těmto znakům se přidává
i eskalující virulence - vyšší patogenita. [21]
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3.5.4 Delta mutace

Tato mutace se vyskytla na počátku roku 2021 v Indii a vykazovala oproti předešlým
mutacím vysokou přenositelnost. I delta varianta vykazuje změny v S proteinu a to
delece L452R, T478K, D614G, P681R, D950N. Substituce P681R má pravděpodobně
nejvyšší podíl na vysoké míře infekčnosti, jelikož právě tato záměna ovlivňuje štěpení
S proteinu. [21]

3.5.5 Omikron mutace

Tento nový kmen B.1.1.529. byl poprvé objeven v Jižní Africe v listopadu 2021.
WHO v případě omikronu poukázala na četné mutace v S proteinu, tudíž jsou zne-
pokojivé vyhlídky v účinostech vakcín, protože většina z nich využívá právě S pro-
tein. Hrozbou mohou být i náznaky, že se tato varianta vyhýbá naší imunitě dané
T bílými krvinkami. [22]

Obr. 3.3: Lokace změn u jednotlivých variant, převzato z [24], [25]
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4 Sestavení vzorků SARs-CoV-2
Cílem praktické části bylo sestavit osekvenované genomy SARs-CoV-2 ze vzorků
od pacientů z FN Brno a vyhodnotit jejich kvalitu. Vzorky byly osekvenovány na
platformě Illumina NextSeq metodou paired-end, která čte sekvenovaný fragment
z obou konců, proto je možné získat přesnější zarovnání s detekovanými změnami
typu indel. Celkově bylo použito 297 vzorků s délkou čtení 150 párů bází.

4.1 Kontrola kvality sekvenačních dat
U získaných dat bylo potřeba vyhodnotit jejich kvalitu, aby bylo možné pro další
kroky využít pouze validní data. Kontrola kvality proběhla přes nástroj FastQC
(v0.11.8, [26]). FastQC report poskytuje základní informace o sekvenačních datech,
některé z nich jsou dále vypsány i s grafickým znázorněním.

4.1.1 Kvalita čtení

Kvalita čtení sekvence ukazuje kvalitu přečtení jednotlivých nukleotidů v rámci
čtení, příklad vidíme na obrázku 4.1. Modrá čára představuje průměrné skóre na
daných pozicích a červená čára odpovídá mediánu skóre kvality. Žluté boxploty
vyznačují mezikvartilové rozmezí (25 - 75 %) průměrného skóre daných pozic vy-
značených na ose x. Ideálně by měly tyto boxploty být vyznačeny pouze v zeleném
pozadí, které značí vysoké skóre kvality.

Obr. 4.1: Phred skóre kvality čtení na daných pozicích pro vzorek CSQ0254

23



4.1.2 Průměrné phred skóre pro sekvenci

Skóre kvality celé sekvence vyjadřuje počet bází (osa y) s daným průměrným skórem
(osa x). Kvalitní vzorky by měly mít vysoké průměrné skóre bez větších výkyvů v
nízkých hodnotách skóre, jak je znázorněno na obrázku 4.2.

Obr. 4.2: Průměrné phred skóre kvality sekvence pro vzorek CSQ162
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4.1.3 Obsah jednotlivých bází

Graf zastoupení bází vyjadřuje zastoupení jednotlivých bází v určitých lokalizacích
čtení. Požadujeme ideálně rovnoměrné zastoupení bází bez větších odchylek v po-
měru A - T ku C - G. Příklad méně optimálního rozložení bází je na obrázku 4.3.

Obr. 4.3: Průměrné procentuální zasoupení bazí pro vzorek CSQ0454
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4.1.4 Obsah páru G - C

Další statistikou je procento G - C párů po celé délce sekvence. Vyjadřuje procen-
tuální obsah G - C porovnaný s normální distribucí (Gaussovské rozložení), jak je
vidět na obrázku 4.4. U kvalitní sekvence součet odchylek od teoretického rozložení
není vyšší než 15 % celkového obsahu G - C v sekvenci.

Obr. 4.4: Průměrné procentuální zasoupení G - C párů pro vzorek CSQ0919
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4.1.5 Obsah neurčené báze N

Tato statistika vyjadřuje počet bází, které sekvenátor nebyl schopen určit. V ide-
álním případě požadujeme nulový výskyt N báze jako je ukázáno na obrázku 4.5.

Obr. 4.5: Průměrné procentuální zasoupení N báze pro vzorek CSQ210
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4.1.6 Obsah adaptérů

Obsah adaptérů vyjadřuje procentuální zastoupení chemicky syntetizovaných oli-
gonukleotidů navázaných na konce molekul DNA. Ideálně požadujeme jejich obsah
nulový. Na obrázku 4.6 vidíme sekvenační vzorek po odstřižení adaptérů.

Obr. 4.6: Průměrné procentuální zasoupení adaptérů pro vzorek CSQ0529
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4.1.7 Selekce dat

Pro výběr vzorků k dalším praktickým postupům byl využit nástroj MultiQC (v1.6,
[27]), který vytváří souhrn z jednotlivých reportů FastQC. V MultiQC reportu byl
zjištěn vysoký obsah adaptérů pro všechny sekvence, proto bylo potřeba data vyčis-
tit nástrojem Trimmomatic (v0.36, [28]). Po odstřižení adaptérů došlo opět k použití
FastQC a MultiQC, na základě výstupů z obou programů byla vybrána pouze kva-
litní data pro další postup. Data byla vybrána na základě obsahu adaptérů (méně
jak 0.1 %) a průměrné phred skóre kvality čtení (vyšší než 27). Odpovídající pa-
rametry kvality mělo 188 vzorků, na obrázku 4.7 je znázorněna průměrná kvalita
vybraných dat.

Obr. 4.7: Průměrné phred skóre pro kvalitní sekvenační data

4.2 Mapování genomů k referenční sekvenci
Sekvenační data SARs-CoV-2 s dostatečnou kvalitou bylo následně potřeba složit a
k tomu účelu bylo vybráno skládání k referenční sekvenci. Jako referenční genom byl
použit kompletní genom SARs-CoVs-2 izolovaný ve Wuhanu NC_045512.2 [29]. Pro
mapování genomů k referenční sekvenci byl použit nástroj BWA - Burrows-Wheeler
Alignment Tool (v0.7.17, [30]). Konkrétněji BWA - MEM, který zarovnává sekvence
s maximální možnou shodou. Výsledkem je soubor ve formátu SAM (Sequence Alig-
nment Map). Jedná se o soubor textového formátu, který obsahuje namapované
sekvence, informace o referenční sekvenci, délce sekvence, kvalitě mapování. Nástro-
jem SAMtools (v1.14, [31]) byl soubor ve formátu SAM převeden na jeho binární

29



(komprimovanou) formu BAM. S využitím dalších funkcí algoritmu SAMtools bylo
dosaženo finálního namapování k referenční sekvenci. Následně bylo možné použít
Qualimap (v2.2.2, [32]) k vyhodnocení kvality mapování. Z celkových 188 slože-
ných vzorků bylo vyfiltrováno 17 sestavených sekvencí, které nesplňovaly kritérium
kvality mapování minimálně phred skóre 20 či průměrné pokrytí 3000, což je dosta-
tečná hodnota k analýze SNP - jednonukleotidový polymorfismus. Hodnoty pokrytí
a kvality mapování pro jednotlivé genomy jsou uvedeny v příloze B. V souhrnném
Qualimap reportu vyšlo průměrné pokrytí ze všech namapovaných sekvencí 9232.91
a průměrná kvalita mapování vyšla 59.65. Pro další postup bylo potřeba převést
BAM soubor do formátu FASTA. K tomu byl použit nástroj VCFtools (v0.1.16,
[33]) a jeho binární forma BCFtools (v1.15, [34]). Použité příkazy z nástroje SAM-
tools a BCFtools jsou zobrazeny v blokovém schématu A.1.

4.3 Sestavení genomů de novo
Tato varianta sestavování nevyužívá referenční sekvenci. Pro sestavení genomu z
otrimovaných dat byl použit assembler SPAdes - St. Petersburg genome assembler
(v3.15.3, [35]). Pro nástroj SPAdes jako vstup byla použita párová čtení R1/ R2 s
výchozím nastavením orientace čtení vpřed-vzad (forward - reverse). Vyhodnocení
sestavených genomů proběhlo přes software QUAST - QUality ASsessment Tool
(v5.0.2, [36]). Pomocí softwaru QUAST byly získány základní informace o sestave-
ných genomech mimo jiné i délky kontigů. Tyto kontigy byly velice krátké, proto
výsledné genomy sestavené de novo nebyly využity pro další kroky praktické části.
Výsledky pro některé genomy jsou uvedeny v příloze C.1.
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5 Analýza vzorků v závislosti na změnách v
genomu v určitých časových úsecích

Pro znalost mutací a možnost odhadu vývoje pandemie je třeba znát časový průběh
vývoje SARs-CoV-2. Aby bylo možné provést vyhledání variability v jednotlivých
genech, bylo potřeba data anotovat.

5.1 Anotování dat
Anotování dat znamená přesnou definici pozice počátku a konce určitého úseku
genetické informace, která kóduje gen. Jelikož data byla namapována k referenční
sekvenci, bylo potřeba pouze vyselektovat dané pozice genů. Genom SARs-CoV-2
obsahuje 11 genů. V tabulce 5.1 jsou uvedeny délky a pozice jednotlivých genů s
počtem vzorků, které mají kompletně či částečně namapovaný daný gen. Znalost
lokací jednotlivých genů je potřeba pro následný překlad do proteinové sekvence
a vyhledání mutovaných pozic. Při ponechání dat v nukleotidech by se projevily i
synonymní mutace, které kódují stejnou aminokyselinu. Tyto mutace nemění chování
daného organismu, proto nejsou z pohledu variability genu tak zajímavé.

Tab. 5.1: Tabulka genů s počtem kompletně či částečně namapovaných vzorků v
daných genech

Gen Začátek Konec Délka

Počet
kompletně

namapovaných
vzorků

Počet
částečně

namapovaných
vzorků

ORF1ab 266 21555 21289 0 171
S 21563 25384 3821 0 171

ORF3a 25393 26220 827 0 171
E 26245 26472 227 39 132
M 26523 27191 668 0 171

ORF6 27202 27387 185 0 171
ORF7a 27394 27759 365 0 171
ORF7b 27756 27887 131 15 156
ORF8 27894 28259 365 0 171

N 28274 29533 1259 0 171
ORF10 29558 29674 116 92 79
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5.2 Vyhodnocení variability
Anotovaná data byla přeložena do aminokyselinových sekvencí podle standardního
genetického kódu, u kterého je brán jako iniciační kodon AUG. Přeložené geny jed-
notlivých vzorků byly porovnány s proteiny v přeložených genech z reference, v
kterých se v odpovídajících týdnech odběrů vzorků vyskytly mutace. Tyto pozice
byly převzaty od iniciativy COG-CZ (https://virus.img.cas.cz/), která mapuje mu-
tace SARs-CoV-2 od počátku výskytu. Pozice kde se nacházely nesynonymní mutace
byly zaznamenány a vykresleny formou heatmapy. Vzorky byly seskupeny podle data
odběru, jejich počet v odpovídajících datech ukazuje tabulka 5.2. Jednotlivé mutace
jsou vykresleny v heatmapách 5.1, 5.2 a označeny ve formátu
gen_v_referenční_sekvenci:pozice:aminokyselina_v_referenční_sekvenci jako na-
příklad ORF1a:642L. Nejčetnější počet mutací oproti referenční sekvenci se nachází
ve vzorcích odebraných 15.09.2021 a nejméně 10.09.2021. Z heatmap lze určit, že
nejvíce mutují pozice 1640 a 2374 v genu ORF1a, 454, 662, 1000 a 1675 v genu
ORF1b, 19, 138, 156, 157, 158, 478, 484, 681 a 950 v genu S, 26 v genu ORF3a, 82 v
genu M, 26, 38, 61, 75, 82, 89 a 120 v genu ORF7a, 119 a 120 v genu ORF8, 63, 203,
235 a 377 v genu N. Vykreslení počtu mutací v celých genech v rámci každého vzorku
je znázorněno na heatmapách 5.3, 5.4, 5.5, 5.6. Celkový počet všech mutací v rámci
každého vzorku je v tabulce D. Vizuálně lze odvodit, že gen ORF7a je nejčetněji
mutován napříč vzorky, narozdíl od toho jsou geny ORF1a a ORF1b nejodolnější
vůči mutabilitě. V rámci genu S je možné během časových úseků pozorovat zpětnou
mutaci do původní aminkokyseliny.

Tab. 5.2: Tabulka počtu vzorků v určitých datech odběru

Datum Počet vzorků
07.07.2021 10
03.08.2021 6
06.08.2021 23
13.08.2021 23
20.08.2021 11
25.08.2021 18
10.09.2021 16
15.09.2021 21
24.09.2021 43
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Obr. 5.1: Mutace ve vzorcích podle data odběru v genech ORF1a a ORF1b referenční
sekvence

Obr. 5.2: Mutace ve vzorcích podle data odběru v genech S, ORF3a, M, ORF7a,
ORF7b, ORF8 a N referenční sekvence
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Obr. 5.3: Výskyt mutací v jednotlivých genech pro vzorky odebrané 7.7.2021,
3.8.2021 a 6.8.2021
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Obr. 5.4: Výskyt mutací v jednotlivých genech pro vzorky odebrané 13.8.2021,
20.8.2021 a 25.8.2021
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Obr. 5.5: Výskyt mutací v jednotlivých genech pro vzorky odebrané 10.9.2021,
15.9.2021
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Obr. 5.6: Výskyt mutací v jednotlivých genech pro vzorky odebrané 24.9.2021
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6 Fylogenetická analýza
Geny všech vzorků byly zarovnány nástrojem pro vícenásobné zarovnání ClustalW
(v2.0., [37]) s výchozím nastavením parametrů penalizace otevření mezery 15 a pe-
nalizace prodloužení mezery 6,66. Ze zarovnání byl vytvořen fylogenetický strom
v softwaru MEGA X (v1.0., [38]) ve formátu NEWICK. Pro vytvoření fylogene-
tických stromů byly využity čtyři metody. Metoda Maximální pravděpodobnosti,
která porovnává všechny možné topologie fylogenetických stromů z daných sekven-
cí/ vzorků a určuje věrohodnost na základě délky větví a počtu genetických změn.
Metoda Spojování nejbližších sousedů, je založena na matici vzdáleností mezi kaž-
dým párem koncových větví, pár s nejmenší vzdáleností je spojen do jednoho uzlu
a následuje přepočet vzdáleností všech koncových větví ke vzniklým uzlům, algo-
ritmus pokračuje dokud nejsou spojeny všechny koncové větve. Metoda UPGMA
(metoda neváženého párování s aritmetickým průměrem) pracuje s distanční maticí
průměrných vzdáleností mezi jednotlivými vzorky, ve které je vyhledána minimální
vzdálenost a následně je matice přepočítána vůči spojeným vzorkům dokud nejsou
spojeny všechny koncové větve. Metoda minimální evoluce je založena na porovnání
všech možných kombinací fylogenetických stromů na základě minimálního součtu
vzdáleností mezi koncovými větvemi. Z NEWICK formátů jednotlivých algoritmů
byly v online softwaru Evolview (v3.0., [39]) vyobrazeny fylogramy, které vyznačují
příbuznost mezi vzorky společnými uzly a různou délkou větví podle evolučního
vztahu. Fylogram vytvořený metodou Maximální pravděpodobnosti je na obrázku
6.1, fylogramy získané pomocí jiných metod konstrukce jsou vykresleny v příloze
E.1, E.2, E.3. Jak ukazuje fylogram metody Maximální pravděpodobnosti, vzorky
odebrané ve stejný datum nevykazují nejbližší vzájemnou podobnost a nevytvářejí
nejbližší společné shluky, jak bylo předpokládáno. Tento výsledek je pravděpodobně
způsoben malým časovým rozptylem mezi jednotlivými daty odběrů.

Následně bylo z NEWICK formátu v Matlabu (vR2022a, [40]) provedeno hierar-
chické shlukování do 9 skupin podle počtu časových úseků odběrů vzorků. Výsledky
shlukování z fylogenetického stromu metodou Maximální pravděpodobnosti jsou na
obrázku 6.2 s vyhodnocením četnosti vzorků podle data v příslušných skupinách ve
formě matice záměn v tabulce 6.1. Z kontingenční tabulky je patrné, že jednotlivé
skupiny neodpovídají seskupení vzorků na základě stejných dat odběrů. V ideální
případě by měla nejvyšší četnosti obsahovat diagonála, avšak jak vidíme např. u
skupiny 4, vzorky odebrané 24.09.2021 jsou se stejným zastoupením i ve skupině 1 a
5. Dendrogramy z konstrukcí fylogenetických stromů metodami Minimální evoluce,
Nejbližší spojování sousedů a UPGMA jsou vykresleny v příloze F.1, F.2, F.3.
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Obr. 6.1: Fylogenetický strom metodou Maximální pravděpodobnosti
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Obr. 6.2: Seskupení vzorků z fylogenetického stromu metodou Maximální pravdě-
podobností
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Tab. 6.1: Matice záměn skupin hierarchického shlukování z fylogenetického stromu
metodou Maximální pravděpodobnosti

Skupina 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Skupina Datum 25.8.
2021

3.8.
2021

15.9.
2021

24.9.
2021

20.8.
2021

13.8.
2021

10.9.
2021

7.7.
2021

6.8.
2021

1 25.8.
2021

5 0 1 1 2 2 2 1 4

2 3.8.
2021

2 2 0 0 0 0 2 0 0

3 15.9.
2021

8 0 4 3 1 1 3 0 2

4 24.9.
2021

8 5 4 8 8 1 4 2 2

5 20.8.
2021

3 0 0 1 2 0 3 0 1

6 13.8.
2021

4 0 1 2 4 6 4 1 2

7 10.9.
2021

5 1 0 2 1 0 6 0 1

8 7.7.
2021

0 1 3 0 0 0 0 4 2

9 6.8.
2021

5 1 1 1 3 2 3 1 6
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Závěr
Náplní předkládané bakalářské práce je vypracování literární rešerše o koronaviru
SARs-CoV-2, vyhodnocení kvality sekvenačních dat od pacientů z FN Brno, sesta-
vení osekvenovaných genomů de novo, mapováním genomu k referenční sekvenci,
vyhledání variability v sestavených datech a jejich následná fylogenetická analýza.

Teoretická část obsahuje základní popis viru SARs-CoV-2, srovnání s ostatními
koronaviry a metody sekvenování. V práci je také objasněn způsob jeho přenosu a
replikace viru. Teoretická část je uzavřena popisem prozatím známých mutací.

Praktická část je zaměřena na práci se sekvenačními daty, která byla osekveno-
vána na platformě Illumina NextSeq. Prvním úkolem bylo vyhodnotit kvalitu dat
poskytnutých z FN Brno. Přes nástroj FastQC byl zjištěn vysoký obsah adaptérů,
proto bylo potřeba data upravit pomocí nástroje Trimmomatic, aby došlo k jejich
odstřižení. Následně byla data vybrána podle kritéria obsahu adaptérů a phred skóre
kvality. Sestavení vyselektovaných dat probíhalo dvěma způsoby a to mapováním k
referenční sekvenci a sestavení de novo.

Pro první způsob jako referenční sekvence byl využit kompletní genom SARs-
CoVs-2 izolovaný ve Wuhanu NC_045512.2. Mapování probíhalo pomocí nástroje
BWA a k vyhodnocení namapovaných genomů ve formátu BAM byl využit Qua-
limap. Ze souhrného reportu Qualimap byla zjištěna například průměrná kvalita
mapování 59.65 a průměrné pokrytí 9236. Pro sestavení de novo byl využit assem-
bler SPAdes a následné vyhodnocení sestavených genomů proběhlo nástrojem Quast.
Z Quast analýzy byla zjištěna velice krátká délka kontigů, proto sestavené genomy
tímto způsobem nebyly využity pro další kroky této práce.

Kvalitní namapovaná data byla anotována a přeložena do proteinových sekvencí
s následným vyhledáním změn v genech oproti referenční sekvenci. Nejvyšší celková
mutabilita byla nalezena u vzorků odebraných 15.9.2021 a největší náchylnost k
mutacím vykazuje gen ORF7a a N.

Pro fylogenetickou analýzu bylo potřeba data zarovnat nástrojem pro vícená-
sobné zarovnání ClustalW. Z těchto dat byly sestaveny fylogenetické stromy čtyřmi
metodami - UPGMA, Maximální pravděpodobnost, Spojování nejbližších sousedů a
Minimální evoluce. Následně byla z fylogenetických stromů provedeno hierarchiské
shlukování, kde byly vzorky seskupeny do 9 skupin podle počtu dat odběrů. Obě
analýzy poukázaly na nepodobnost vzorků v rámci daných skupin podle data od-
běru, což může být způsobeno nízkým časovým rozptylem mezi jednotlivými daty
odběru vzorů.
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Seznam symbolů a zkratek
ACE2 angiotensin-konvertující enzym2

CoVs koronaviry

DNA deoxyribonukleová kyselina

MSA Multiple Sequence Alignment – vícenásobné zarovnání

nsp nestrukturní protein kódovaný virem, ale není jeho součástí, využit
pro virovou replikaci

nsSNP nesynonymní polymorfismy

ORF otevřený čtecí rámec

PCR polymerázová řetězová reakce

RDB receptorová vazebná doména

RNA ribonukleová kyselina

RTC komplex replikace-transkripce

RT-PCR real-time polymerázová řetězová reakce

RT-qPCR polymerázová řetězová reakce s reverzní transkripcí

SARs-CoV koronavirus související s těžkým akutním respiračním syndromem

SNP single nucleotide polymorphisms/ jednonukleotidový polymorfismus

WHO světová zdravotnická organizace
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A Blokové schéma mapování sekvenačních
dat k referenční sekvenci

Níže je uvedené blokové schéma vyjadřující postup při úpravě sekvenačních dat, je-
jich následnému namapování k referenční sekvenci a převedení namapovaných BAM
souborů do souborů FASTA.

Obr. A.1: Blokové schéma úpravy sekvenačních dat, mapování vzorků k referenční
sekvenci a následné převedení do FASTA formátu
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B Výsledky mapování k referenční sekvenci
Níže jsou uvedeny tabulky výsledků z vyhodnocení kvality sestavených genomů ma-
pováním k referenční sekvenci.

Tab. B.1: Tabulka výsledků všech mapovaných genomů

Vzorek Pokrytí Kvalita
mapování

Vzorek Pokrytí Kvalita
mapování

CSQ0254 15693,680 59,967 CSQ0431 10833,151 59,967
CSQ0255 12275,656 59,969 CSQ0436 9679,528 59,967
CSQ0257 15015,310 59,971 CSQ0438 9424,207 59,968
CSQ0273 14151,483 59,967 CSQ0439 10906,098 59,966
CSQ0275 11310,649 59,814 CSQ0440 10586,263 59,964
CSQ0276 10850,957 59,814 CSQ0441 8096,072 59,971
CSQ0278 12643,919 59,872 CSQ0446 12849,523 59,969
CSQ0282 12559,486 59,969 CSQ0447 11516,780 59,965
CSQ0283 13215,079 59,965 CSQ0451 11213,474 59,964
CSQ0284 14690,235 59,969 CSQ0456 9692,396 59,970
CSQ0286 13732,297 59,969 CSQ0458 9525,181 59,969
CSQ0291 14029,398 59,969 CSQ0512 12482,802 59,962
CSQ0292 8433,114 59,966 CSQ0514 10159,715 59,965
CSQ0294 13034,143 59,965 CSQ0518 10508,337 59,970
CSQ0296 13736,564 59,967 CSQ0519 9679,085 59,942
CSQ0297 12732,416 59,967 CSQ0520 11039,540 59,967
CSQ0300 9320,829 59,965 CSQ0521 10019,159 59,968
CSQ0302 12842,321 59,969 CSQ0522 10449,087 59,968
CSQ0303 13865,662 59,967 CSQ0523 10042,735 59,964
CSQ0304 13572,019 59,965 CSQ0525 10183,644 59,966
CSQ0306 13356,782 59,963 CSQ0526 10969,396 59,965
CSQ0307 13428,306 59,968 CSQ0529 11045,992 59,966
CSQ0308 13513,908 59,964 CSQ0531 9947,227 59,967
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Vzorek Pokrytí Kvalita
mapování

Vzorek Pokrytí Kvalita
mapování

CSQ0364 12273,753 59,964 CSQ0532 8840,017 59,966
CSQ0366 10436,403 59,970 CSQ0536 10184,887 59,967
CSQ0369 11380,924 59,964 CSQ0538 9611,533 59,967
CSQ0374 2,341 43,144 CSQ0540 10437,233 59,967
CSQ0377 11008,144 59,963 CSQ0542 10729,617 59,968
CSQ0379 11462,023 59,964 CSQ0543 11915,363 59,966
CSQ0380 0,605 18,795 CSQ0681 13140,792 59,966
CSQ0381 10470,767 59,965 CSQ0682 17598,421 59,964
CSQ0384 9524,092 59,964 CSQ0683 18004,843 59,966
CSQ0388 11540,637 59,964 CSQ0690 17183,844 59,968
CSQ0390 10872,014 59,961 CSQ0692 19472,757 59,966
CSQ0393 9591,133 59,964 CSQ0704 16133,573 59,968
CSQ0395 9839,718 59,966 CSQ0706 15583,872 59,967
CSQ0400 10582,062 59,969 CSQ0724 13767,541 59,968
CSQ0401 11838,838 59,964 CSQ0727 14311,341 59,967
CSQ0407 11416,141 59,967 CSQ0728 14174,024 59,969
CSQ0410 11310,679 59,966 CSQ0742 13283,956 59,968
CSQ0417 11246,156 59,969 CSQ0754 13615,051 59,970
CSQ0418 10209,541 59,968 CSQ0755 13498,928 59,970
CSQ0419 9396,897 59,967 CSQ0758 14405,651 59,969
CSQ0421 8945,940 59,954 CSQ0760 14913,967 59,969
CSQ0423 10186,005 59,967 CSQ0761 15033,001 59,970
CSQ0424 14427,831 59,961 CSQ0777 3244,644 59,928
CSQ0426 9584,006 59,967 CSQ0778 3004,986 59,963
CSQ0782 16381,930 59,965 CSQ1000 3815,326 59,972
CSQ0787 2920,257 59,960 CSQ1001 3739,196 59,971
CSQ0800 2927,763 59,965 CSQ1002 3711,828 59,970
CSQ0801 2695,529 59,970 CSQ1003 3359,866 59,972
CSQ0804 2754,851 59,964 CSQ1006 3304,392 59,972
CSQ0808 3939,235 59,964 CSQ1007 4146,720 59,973
CSQ0816 3835,654 59,965 CSQ1008 3466,928 59,969
CSQ0823 6537,788 59,969 CSQ1009 3604,946 59,969
CSQ0829 6041,321 59,963 CSQ1011 3869,243 59,971
CSQ0833 4969,954 59,970 CSQ1012 1809,077 59,968
CSQ0834 4963,090 59,964 CSQ1013 2928,606 59,970
CSQ0835 5316,785 59,970 CSQ1014 6846,509 59,969
CSQ0846 5946,005 59,970 CSQ1016 2617,057 59,973
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Vzorek Pokrytí Kvalita
mapování

Vzorek Pokrytí Kvalita
mapování

CSQ0848 5544,316 59,970 CSQ1017 2936,248 59,969
CSQ0849 4901,859 59,969 CSQ1018 3218,726 59,968
CSQ0850 3729,952 59,810 CSQ1022 3567,069 59,972
CSQ0855 5265,584 59,970 CSQ1023 3389,047 59,968
CSQ0862 5277,543 59,967 CSQ1024 3553,591 59,970
CSQ0866 4506,677 59,809 CSQ1026 5581,422 59,967
CSQ0869 4008,958 59,967 CSQ1031 2360,391 59,965
CSQ0871 5320,191 59,973 CSQ1033 4116,393 59,971
CSQ0872 5377,496 59,971 CSQ1039 4104,907 59,970
CSQ0913 3693,220 59,973 CSQ1040 3097,667 59,964
CSQ0918 4022,282 59,965 CSQ1041 3606,537 59,968
CSQ0919 5550,017 59,961 CSQ1043 3565,557 59,970
CSQ0920 3948,337 59,972 CSQ1044 4321,115 59,970
CSQ0922 2612,143 59,971 CSQ1045 2051,839 59,968
CSQ0923 3911,671 59,974 CSQ1047 4480,739 59,969
CSQ0924 4380,736 59,973 CSQ1048 4181,334 59,967
CSQ0926 4288,626 59,967 CSQ1051 4805,201 59,969
CSQ0967 3657,907 59,968 CSQ153 27033,218 59,964
CSQ0968 2868,961 59,967 CSQ154 29482,380 59,966
CSQ0979 3882,617 59,968 CSQ155 26801,731 59,968
CSQ0983 3408,672 59,974 CSQ157 26035,751 59,966
CSQ0984 3285,067 59,970 CSQ160 25722,458 59,962
CSQ0985 7031,230 59,972 CSQ162 22586,008 59,963
CSQ0986 3355,878 59,970 CSQ164 16846,027 59,964
CSQ0987 2623,149 59,961 CSQ165 27174,935 59,964
CSQ0988 4363,049 59,970 CSQ167 28332,570 59,963
CSQ0990 4245,111 59,964 CSQ168 25292,112 59,945
CSQ0991 2658,139 59,969 CSQ198 9458,833 59,976
CSQ0992 3705,969 59,974 CSQ200 9658,160 59,968
CSQ0993 3167,475 59,964 CSQ201 10680,583 59,968
CSQ0994 3459,016 59,972 CSQ205 11608,128 59,970
CSQ0995 4272,845 59,973 CSQ206 13278,426 59,968
CSQ0996 2091,075 59,971 CSQ207 11157,486 59,971
CSQ0998 3514,520 59,969 CSQ0342 9103,694 59,968
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C Výsledky sestavení de novo
Níže je uvedena tabulka výsledků pro některé genomy z vyhodnocení kvality sesta-
vených genomů de novo.

Tab. C.1: Přehled vybraných výsledků sestavených genomů de novo

Vzorek Celková délka kontigů Nejdelší kontig N50 L50
CSQ0255 1447 920 920 1
CSQ0306 1903 753 630 2
CSQ0369 2370 917 785 2
CSQ0458 3349 1002 723 2
CSQ0531 5692 1002 673 4
CSQ0816 26808 1233 340 23
CSQ0920 136438 769 102 448
CSQ0990 206811 717 99 752
CSQ1006 37607 1063 247 40
CSQ1044 672 687 100 672
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D Počet mutací v daných genech u jednot-
livých vzorků

Níže jsou uvedeny tabulky počtu mutací v daných genech u jednotlivých vzorků.

Tab. D.1: Počet mutací ve vzorcích v jednotlivých genech

Vzorek ORF1a ORF1b S ORF3a M ORF7a ORF7b ORF8 N
CSQ0153 9 4 18 1 1 2 0 2 4
CSQ0154 8 4 15 1 2 5 0 2 5
CSQ0155 9 4 16 1 1 7 0 2 6
CSQ0157 9 5 14 1 1 5 0 2 4
CSQ0160 9 5 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0162 9 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0164 9 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0165 9 5 12 1 1 7 1 2 6
CSQ0167 10 5 15 2 2 7 1 2 6
CSQ0168 9 6 17 1 1 9 2 3 6
CSQ0198 15 7 15 1 2 7 1 5 6
CSQ0200 12 4 14 2 1 5 1 2 5
CSQ0201 7 6 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0205 8 4 16 1 1 5 0 2 5
CSQ0206 9 4 13 1 2 7 1 2 6
CSQ0207 11 4 14 1 1 7 1 2 5
CSQ0254 10 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0255 9 5 14 1 1 7 2 3 6
CSQ0257 9 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0273 8 6 13 1 2 7 0 2 5
CSQ0275 18 8 22 1 1 9 2 4 6
CSQ0276 16 8 19 2 1 9 2 4 6
CSQ0278 10 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0282 9 4 15 1 2 7 0 2 5
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Vzorek ORF1a ORF1b S ORF3a M ORF7a ORF7b ORF8 N
CSQ0283 13 5 13 1 2 7 1 3 7
CSQ0284 9 4 13 1 1 7 1 2 5
CSQ0286 10 4 12 2 1 7 1 2 6
CSQ0291 9 4 15 1 2 7 0 2 5
CSQ0292 6 6 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0294 8 6 16 1 1 8 0 2 5
CSQ0296 6 7 14 1 2 7 0 2 5
CSQ0297 9 4 16 1 1 7 1 2 6
CSQ0300 11 6 15 1 2 7 0 3 5
CSQ0302 11 6 15 1 1 6 1 2 6
CSQ0303 11 6 14 1 1 7 1 3 5
CSQ0304 9 4 14 2 1 7 0 2 5
CSQ0306 10 4 14 1 1 7 0 3 5
CSQ0307 13 5 14 2 1 7 1 2 6
CSQ0308 9 4 18 1 1 7 0 3 5
CSQ0342 11 6 15 3 2 7 2 3 6
CSQ0364 10 4 12 1 1 7 1 3 6
CSQ0366 12 4 15 3 2 7 1 2 5
CSQ0369 12 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0377 11 7 14 1 2 7 1 2 7
CSQ0379 9 6 15 1 1 7 0 2 5
CSQ0381 8 4 12 2 1 7 1 2 5
CSQ0384 8 4 15 2 2 7 1 2 6
CSQ0388 9 4 13 2 2 7 1 2 6
CSQ0390 9 4 15 2 1 7 1 2 6
CSQ0393 9 4 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0395 9 3 15 1 2 6 1 2 5
CSQ0400 12 6 14 1 3 7 1 3 7
CSQ0401 10 4 12 2 1 7 1 2 6
CSQ0407 10 4 14 2 1 7 1 2 6
CSQ0410 10 5 12 1 1 7 1 2 6
CSQ0417 12 7 15 1 1 5 1 3 6
CSQ0418 10 6 14 1 1 5 1 2 6
CSQ0419 8 4 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0421 19 8 24 6 3 7 3 3 9
CSQ0423 10 5 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0424 8 6 15 1 1 7 0 2 4
CSQ0426 7 6 15 1 2 7 0 2 6
CSQ0431 11 6 17 1 1 7 0 2 5
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Vzorek ORF1a ORF1b S ORF3a M ORF7a ORF7b ORF8 N
CSQ0436 15 6 17 1 2 7 0 2 6
CSQ0438 14 4 15 1 1 7 1 2 5
CSQ0439 9 4 16 1 2 7 0 2 5
CSQ0440 12 5 17 1 1 7 0 2 6
CSQ0441 13 8 14 1 2 7 1 2 5
CSQ0446 13 5 14 1 1 6 0 2 5
CSQ0447 9 6 15 1 1 7 0 2 5
CSQ0451 11 5 14 2 2 7 1 2 6
CSQ0456 10 5 13 1 2 7 1 3 6
CSQ0458 10 5 13 1 2 7 1 2 6
CSQ0512 9 4 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0514 10 5 13 1 2 7 1 2 6
CSQ0518 10 4 11 1 1 7 1 2 6
CSQ0519 9 5 14 1 1 9 0 2 5
CSQ0520 11 4 15 1 2 7 1 2 6
CSQ0521 12 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0522 10 6 15 1 2 7 1 2 6
CSQ0523 10 5 15 1 1 7 0 2 5
CSQ0525 9 5 12 1 2 7 1 2 6
CSQ0526 10 6 15 1 1 8 0 2 5
CSQ0529 10 4 14 1 2 7 0 2 4
CSQ0531 7 6 15 3 1 8 0 2 5
CSQ0532 9 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0536 8 5 13 2 1 7 1 2 6
CSQ0538 10 6 15 1 1 7 1 2 5
CSQ0540 10 4 12 2 1 7 1 2 5
CSQ0542 8 6 15 1 2 7 0 2 4
CSQ0543 9 4 13 1 1 7 2 2 6
CSQ0681 8 5 15 1 1 7 0 2 4
CSQ0682 9 5 13 1 1 7 0 2 4
CSQ0683 8 5 13 1 2 7 1 2 6
CSQ0690 10 5 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0692 10 5 12 1 1 7 1 2 6
CSQ0704 6 7 15 1 1 7 0 2 4
CSQ0706 9 4 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0724 11 5 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0727 8 4 14 1 1 7 0 2 6
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Vzorek ORF1a ORF1b S ORF3a M ORF7a ORF7b ORF8 N
CSQ0728 10 4 16 1 1 7 1 2 7
CSQ0742 9 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0754 10 4 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0755 8 5 16 1 1 7 0 2 3
CSQ0758 9 4 17 1 1 7 0 2 5
CSQ0760 10 4 15 1 1 7 1 2 6
CSQ0761 8 6 13 1 1 7 0 2 5
CSQ0777 10 5 16 2 2 9 1 2 6
CSQ0778 12 4 19 1 1 7 1 2 7
CSQ0782 10 4 15 3 3 7 0 2 5
CSQ0808 11 4 16 1 1 7 2 2 6
CSQ0816 12 8 17 4 2 7 1 2 6
CSQ0823 6 6 14 1 2 6 0 2 5
CSQ0829 12 4 13 3 1 7 1 2 6
CSQ0833 10 4 16 2 3 7 1 3 6
CSQ0834 8 5 16 1 2 7 0 2 5
CSQ0835 11 6 15 1 1 9 1 2 7
CSQ0846 9 5 21 1 1 9 1 2 5
CSQ0848 8 4 15 1 2 7 0 2 4
CSQ0849 8 4 17 1 1 7 0 2 5
CSQ0850 12 4 17 1 1 7 2 2 7
CSQ0855 9 4 16 1 1 7 1 2 7
CSQ0862 11 5 14 1 1 9 1 2 6
CSQ0866 17 7 18 1 1 9 2 2 6
CSQ0869 11 5 15 1 1 6 1 2 5
CSQ0871 9 6 16 2 1 6 1 2 8
CSQ0872 10 4 17 1 1 7 1 2 6
CSQ0913 10 5 14 1 1 7 2 2 6
CSQ0918 10 4 17 1 2 7 1 3 5
CSQ0919 11 5 14 1 1 7 2 2 5
CSQ0920 10 4 14 2 1 7 1 2 5
CSQ0923 7 7 17 1 1 7 0 2 4
CSQ0924 7 8 14 4 1 7 0 2 3
CSQ0926 10 5 17 1 2 9 0 2 4
CSQ0967 11 4 17 1 3 7 0 2 4
CSQ0979 9 4 17 1 1 7 1 2 6
CSQ0983 10 5 14 1 1 7 1 2 6
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Vzorek ORF1a ORF1b S ORF3a M ORF7a ORF7b ORF8 N
CSQ0984 10 5 16 1 1 7 1 2 4
CSQ0985 6 4 17 3 1 7 0 2 4
CSQ0986 11 7 18 1 1 9 0 2 5
CSQ0988 8 7 17 1 1 7 0 2 5
CSQ0990 11 4 15 2 1 7 3 2 5
CSQ0992 11 5 15 1 1 7 1 2 5
CSQ0993 13 4 16 3 1 7 2 2 4
CSQ0994 10 6 15 1 1 7 1 2 4
CSQ0995 10 5 16 1 1 7 1 2 5
CSQ0998 12 5 13 1 1 7 1 2 5
CSQ1000 11 5 15 1 1 7 1 2 7
CSQ1001 10 6 18 3 1 9 0 2 4
CSQ1002 10 6 17 3 1 7 0 2 4
CSQ1003 14 5 13 1 1 9 1 2 4
CSQ1006 10 5 25 1 1 7 1 2 4
CSQ1007 10 4 20 3 1 7 1 2 5
CSQ1008 11 4 13 1 2 7 1 2 6
CSQ1009 7 7 14 1 1 7 0 2 3
CSQ1011 13 4 12 1 1 7 1 3 5
CSQ1014 9 5 16 1 1 7 1 2 5
CSQ1018 12 5 17 2 1 7 1 2 6
CSQ1022 11 5 15 3 1 7 1 2 6
CSQ1023 11 5 12 1 2 7 1 2 5
CSQ1024 11 5 16 1 2 7 2 2 6
CSQ1026 9 5 12 1 1 7 1 2 5
CSQ1033 9 8 15 1 2 7 1 3 7
CSQ1039 9 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ1040 11 4 22 2 2 7 2 2 5
CSQ1041 11 4 12 2 1 7 1 2 5
CSQ1043 10 6 15 2 1 7 1 2 5
CSQ1044 10 5 16 3 1 9 1 2 5
CSQ1047 12 5 17 1 2 7 1 2 5
CSQ1048 10 4 17 1 2 7 1 2 5
CSQ1051 10 6 18 3 1 7 1 2 7
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E Fylogramy různých metod konstrukce fy-
logenetických stromů

Níže jsou uvedeny fylogramy konstrukce fylogenetických stromů metodami Maxi-
mální pravděpodobnosti, Spojování nejbližších sousedů a Minimální evoluce.

Obr. E.1: Fylogenetický strom metodou UPGMA
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Obr. E.2: Fylogenetický strom metodou Spojování nejbližších sousedů

Obr. E.3: Fylogenetický strom metodou Minimální evoluce
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F Výsledky shlukové analýzy z NEWICK for-
mátů uvedených metod

Níže jsou uvedeny tabulky a vykreslené dendrogramy zařazení vzorků do skupin
shlukové analýzy z NEWICK formátů uvedených metod.

Obr. F.1: Seskupení vzorků z fylogenetického stromu metodou Spojování nejbližších
sousedů
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Obr. F.2: Seskupení vzorků z fylogenetického stromu metodou UPGMA

Obr. F.3: Seskupení vzorků z fylogenetického stromu metodou Minimální evoluce
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Tab. F.1: Zařazení vzorků do shluků

Minimální
evoluce

Spojování
nejbližsích
sousedů

Maximální
pravdě-

podobnost
UPGMA

Vzorek Shluk Vzorek Shluk Vzorek Shluky Vzorek Shluk
CSQ0160 1 CSQ0160 1 CSQ0518 1 CSQ1047 1
CSQ1047 1 CSQ1047 1 CSQ0520 1 CSQ1051 1
CSQ0994 1 CSQ0994 1 CSQ0514 1 CSQ1044 1
CSQ1051 1 CSQ1051 1 CSQ0522 1 CSQ1048 1
CSQ0760 1 CSQ0760 1 CSQ0458 1 CSQ0835 1
CSQ0418 1 CSQ0418 1 CSQ0683 1 CSQ1041 1
CSQ1014 1 CSQ1014 1 CSQ0456 1 CSQ0160 1
CSQ0167 1 CSQ0167 1 CSQ0690 1 CSQ0307 1
CSQ0165 1 CSQ0165 1 CSQ0829 1 CSQ0979 1
CSQ0168 1 CSQ0168 1 CSQ0835 1 CSQ0521 1
CSQ0255 1 CSQ0255 1 CSQ0525 1 CSQ1023 1
CSQ0364 1 CSQ0364 1 CSQ0206 1 CSQ0410 1
CSQ1000 1 CSQ1000 1 CSQ0207 1 CSQ0984 1
CSQ0307 1 CSQ0307 1 CSQ0364 1 CSQ0255 1
CSQ0369 1 CSQ0369 1 CSQ0257 1 CSQ0754 1
CSQ0692 1 CSQ0692 1 CSQ1000 1 CSQ0992 1
CSQ0833 1 CSQ0833 1 CSQ0307 1 CSQ0983 1
CSQ0456 1 CSQ0456 1 CSQ0369 1 CSQ0990 1
CSQ0690 1 CSQ0690 1 CSQ0692 1 CSQ1000 1
CSQ0829 1 CSQ0829 1 CSQ0833 1 CSQ1026 1
CSQ0458 1 CSQ0458 1 CSQ1041 1 CSQ0920 1
CSQ0683 1 CSQ0683 1 CSQ0742 1 CSQ0206 1
CSQ0514 1 CSQ0514 1 CSQ0276 1 CSQ0207 1
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CSQ0522 1 CSQ0522 1 CSQ0302 1 CSQ0728 1
CSQ0518 1 CSQ0518 1 CSQ0417 1 CSQ0254 1
CSQ0520 1 CSQ0520 1 CSQ1043 1 CSQ0846 1
CSQ0423 1 CSQ0423 1 CSQ0451 1 CSQ0871 1
CSQ0808 1 CSQ0808 1 CSQ1048 1 CSQ0829 1
CSQ0777 1 CSQ0777 1 CSQ0255 1 CSQ0760 1
CSQ0846 1 CSQ0846 1 CSQ0850 1 CSQ0257 1
CSQ0871 1 CSQ0871 1 CSQ1007 1 CSQ0364 1
CSQ0200 1 CSQ0200 1 CSQ0984 1 CSQ0540 1
CSQ0303 1 CSQ0303 1 CSQ0998 1 CSQ1003 1
CSQ1011 1 CSQ1011 1 CSQ0777 1 CSQ0777 1
CSQ0992 1 CSQ0992 1 CSQ0846 1 CSQ0808 1
CSQ0835 1 CSQ0835 1 CSQ0871 1 CSQ1039 1
CSQ0198 1 CSQ0198 1 CSQ0423 1 CSQ0302 1
CSQ0525 1 CSQ0525 1 CSQ0808 1 CSQ0919 1
CSQ0206 1 CSQ0206 1 CSQ0728 1 CSQ0400 1
CSQ0207 1 CSQ0207 1 CSQ1039 1 CSQ0872 1
CSQ0417 1 CSQ0417 1 CSQ0760 2 CSQ0388 1
CSQ1043 1 CSQ1043 1 CSQ0160 2 CSQ0833 1
CSQ0451 1 CSQ0451 1 CSQ1047 2 CSQ0401 1
CSQ1048 1 CSQ1048 1 CSQ1051 2 CSQ0381 1
CSQ0302 1 CSQ0302 1 CSQ0994 2 CSQ0384 1
CSQ0276 1 CSQ0276 1 CSQ0198 2 CSQ0536 1
CSQ0742 1 CSQ0742 1 CSQ0992 2 CSQ1033 1
CSQ1041 1 CSQ1041 1 CSQ0303 2 CSQ0164 1
CSQ0257 1 CSQ0257 1 CSQ0200 2 CSQ0286 1
CSQ0998 1 CSQ0998 1 CSQ1011 2 CSQ0683 1
CSQ0866 1 CSQ0866 1 CSQ0275 3 CSQ0456 1
CSQ1024 1 CSQ1024 1 CSQ0862 3 CSQ0862 1
CSQ0869 1 CSQ0869 1 CSQ0866 3 CSQ0866 1
CSQ0862 1 CSQ0862 1 CSQ1024 3 CSQ0998 1
CSQ0532 1 CSQ0532 1 CSQ0532 3 CSQ0283 1
CSQ0995 1 CSQ0995 1 CSQ0869 3 CSQ0418 1
CSQ0778 1 CSQ0778 1 CSQ0778 3 CSQ1014 1
CSQ1008 1 CSQ1008 1 CSQ0995 3 CSQ0913 1
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CSQ0275 2 CSQ0275 2 CSQ1008 3 CSQ0167 1
CSQ0421 3 CSQ0421 3 CSQ1014 3 CSQ0993 1
CSQ0855 3 CSQ0855 3 CSQ0418 3 CSQ0816 1
CSQ0728 3 CSQ0728 3 CSQ0168 3 CSQ1007 1
CSQ1022 3 CSQ1022 3 CSQ0165 3 CSQ1018 1
CSQ1039 3 CSQ1039 3 CSQ0167 3 CSQ1022 1
CSQ0979 3 CSQ0979 3 CSQ0421 4 CSQ0390 1
CSQ0682 3 CSQ0682 3 CSQ1022 4 CSQ0417 1
CSQ0850 3 CSQ0850 3 CSQ0855 4 CSQ1043 1
CSQ0984 3 CSQ0984 3 CSQ0979 4 CSQ1040 1
CSQ1007 3 CSQ1007 3 CSQ0990 4 CSQ0692 1
CSQ0990 3 CSQ0990 3 CSQ1040 4 CSQ0522 1
CSQ1040 3 CSQ1040 3 CSQ0919 4 CSQ0458 1
CSQ0297 3 CSQ0297 3 CSQ0682 4 CSQ0514 1
CSQ0395 3 CSQ0395 3 CSQ0983 4 CSQ0542 1
CSQ0724 3 CSQ0724 3 CSQ0521 4 CSQ0518 1
CSQ0919 3 CSQ0919 3 CSQ1023 4 CSQ0520 1
CSQ0983 3 CSQ0983 3 CSQ1026 4 CSQ0369 1
CSQ1003 3 CSQ1003 3 CSQ0438 4 CSQ0201 1
CSQ0918 3 CSQ0918 3 CSQ0754 4 CSQ0988 1
CSQ0993 3 CSQ0993 3 CSQ0913 4 CSQ0823 1
CSQ0436 3 CSQ0436 3 CSQ0342 4 CSQ0393 1
CSQ0366 3 CSQ0366 3 CSQ0254 5 CSQ0523 1
CSQ0816 3 CSQ0816 3 CSQ0410 5 CSQ0526 1
CSQ0920 3 CSQ0920 3 CSQ0407 5 CSQ0205 1
CSQ1044 3 CSQ1044 3 CSQ1003 5 CSQ0923 1
CSQ1018 3 CSQ1018 3 CSQ0920 5 CSQ0426 1
CSQ0543 3 CSQ0543 3 CSQ0441 5 CSQ0157 1
CSQ1006 3 CSQ1006 3 CSQ0538 5 CSQ0727 1
CSQ0286 3 CSQ0286 3 CSQ0286 5 CSQ0419 1
CSQ0538 3 CSQ0538 3 CSQ0816 5 CSQ0849 1
CSQ0441 3 CSQ0441 3 CSQ0366 5 CSQ0296 1
CSQ1026 3 CSQ1026 3 CSQ0436 5 CSQ0273 1
CSQ0284 3 CSQ0284 3 CSQ0985 5 CSQ0531 1
CSQ0407 3 CSQ0407 3 CSQ0986 5 CSQ0294 1
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CSQ0536 3 CSQ0536 3 CSQ0543 5 CSQ0424 1
CSQ0540 3 CSQ0540 3 CSQ1018 5 CSQ0529 1
CSQ0254 3 CSQ0254 3 CSQ1006 5 CSQ0512 1
CSQ0410 3 CSQ0410 3 CSQ1044 5 CSQ0706 1
CSQ0390 3 CSQ0390 3 CSQ0724 5 CSQ0704 1
CSQ0278 3 CSQ0278 3 CSQ0297 5 CSQ1009 1
CSQ0400 3 CSQ0400 3 CSQ0395 5 CSQ0292 1
CSQ0872 3 CSQ0872 3 CSQ0993 5 CSQ0153 1
CSQ0401 3 CSQ0401 3 CSQ0381 6 CSQ0834 1
CSQ0388 3 CSQ0388 3 CSQ0384 6 CSQ0967 1
CSQ0381 3 CSQ0381 3 CSQ0388 6 CSQ0848 1
CSQ0384 3 CSQ0384 3 CSQ0401 6 CSQ0926 1
CSQ0438 3 CSQ0438 3 CSQ0872 6 CSQ0525 1
CSQ1023 3 CSQ1023 3 CSQ0278 6 CSQ0682 1
CSQ0521 3 CSQ0521 3 CSQ0400 6 CSQ0850 1
CSQ0913 3 CSQ0913 3 CSQ0390 6 CSQ0407 1
CSQ1033 3 CSQ1033 3 CSQ0536 6 CSQ0395 1
CSQ0283 3 CSQ0283 3 CSQ0918 6 CSQ0724 1
CSQ0342 3 CSQ0342 3 CSQ0284 6 CSQ0200 2
CSQ0985 4 CSQ0985 4 CSQ1033 4 CSQ0300 1
CSQ0986 4 CSQ0986 4 CSQ0283 4 CSQ0446 1
CSQ0754 5 CSQ0754 5 CSQ0540 6 CSQ1011 2
CSQ0704 5 CSQ0704 5 CSQ0379 7 CSQ0423 1
CSQ0439 5 CSQ0439 5 CSQ0424 7 CSQ0306 1
CSQ0292 5 CSQ0292 5 CSQ0923 7 CSQ0690 1
CSQ1009 5 CSQ1009 5 CSQ0205 7 CSQ0198 1
CSQ0157 5 CSQ0157 5 CSQ0377 7 CSQ1001 1
CSQ0300 5 CSQ0300 5 CSQ0529 7 CSQ0303 2
CSQ0446 5 CSQ0446 5 CSQ0308 7 CSQ0994 2
CSQ0988 5 CSQ0988 5 CSQ0755 7 CSQ0165 3
CSQ0201 5 CSQ0201 5 CSQ0758 7 CSQ0436 3
CSQ0823 5 CSQ0823 5 CSQ0782 7 CSQ0995 3
CSQ0431 5 CSQ0431 5 CSQ0924 7 CSQ0538 3
CSQ0706 5 CSQ0706 5 CSQ0282 7 CSQ0778 3
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CSQ0761 5 CSQ0761 5 CSQ0439 7 CSQ0282 4
CSQ0923 5 CSQ0923 5 CSQ0967 7 CSQ0304 4
CSQ0205 5 CSQ0205 5 CSQ0834 7 CSQ0755 4
CSQ0377 5 CSQ0377 5 CSQ0300 7 CSQ0758 4
CSQ0834 5 CSQ0834 5 CSQ0988 7 CSQ0439 4
CSQ0782 5 CSQ0782 5 CSQ0201 7 CSQ0308 4
CSQ0924 5 CSQ0924 5 CSQ0823 7 CSQ0782 4
CSQ0967 5 CSQ0967 5 CSQ0512 7 CSQ0924 4
CSQ0426 5 CSQ0426 5 CSQ0761 7 CSQ1006 5
CSQ0531 5 CSQ0531 5 CSQ0519 8 CSQ1002 1
CSQ0294 5 CSQ0294 5 CSQ0155 8 CSQ0431 1
CSQ0727 5 CSQ0727 5 CSQ1002 8 CSQ0168 1
CSQ0848 5 CSQ0848 5 CSQ0153 8 CSQ0284 1
CSQ0849 5 CSQ0849 5 CSQ1009 8 CSQ0377 1
CSQ0419 5 CSQ0419 5 CSQ0292 8 CSQ0276 1
CSQ1001 5 CSQ1001 5 CSQ0426 8 CSQ0869 1
CSQ0273 5 CSQ0273 5 CSQ0162 8 CSQ0438 6
CSQ0296 5 CSQ0296 5 CSQ0164 8 CSQ0918 6
CSQ0542 5 CSQ0542 5 CSQ0926 9 CSQ0742 1
CSQ0926 5 CSQ0926 5 CSQ0542 9 CSQ0441 1
CSQ0440 5 CSQ0440 5 CSQ0393 9 CSQ0447 1
CSQ0393 5 CSQ0393 5 CSQ0523 9 CSQ0681 1
CSQ0523 5 CSQ0523 5 CSQ0526 9 CSQ0297 1
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CSQ0304 5 CSQ0304 5 CSQ0440 9 CSQ0342 1
CSQ0526 5 CSQ0526 5 CSQ0304 9 CSQ0366 1
CSQ0424 5 CSQ0424 5 CSQ0273 9 CSQ0421 1
CSQ0447 5 CSQ0447 5 CSQ0294 9 CSQ0855 1
CSQ0512 5 CSQ0512 5 CSQ0296 9 CSQ1008 1
CSQ0529 5 CSQ0529 5 CSQ0531 9 CSQ0532 1
CSQ0153 5 CSQ0153 5 CSQ0157 9 CSQ1024 1
CSQ0519 5 CSQ0519 5 CSQ0848 9 CSQ0155 1
CSQ1002 5 CSQ1002 5 CSQ0727 9 CSQ0291 1
CSQ0155 5 CSQ0155 5 CSQ0419 9 CSQ0278 1
CSQ0154 5 CSQ0154 5 CSQ0306 9 CSQ0985 7
CSQ0306 5 CSQ0306 5 CSQ0154 9 CSQ0986 7
CSQ0164 5 CSQ0164 5 CSQ1001 9 CSQ0162 9
CSQ0681 6 CSQ0681 6 CSQ0446 7 CSQ0379 4
CSQ0282 7 CSQ0282 7 CSQ0447 7 CSQ0154 1
CSQ0308 7 CSQ0308 7 CSQ0681 7 CSQ0519 1
CSQ0379 7 CSQ0379 7 CSQ0431 7 CSQ0440 1
CSQ0755 7 CSQ0755 7 CSQ0706 7 CSQ0451 1
CSQ0758 7 CSQ0758 7 CSQ0704 7 CSQ0543 5
CSQ0291 8 CSQ0291 8 CSQ0291 9 CSQ0761 1
CSQ0162 9 CSQ0162 9 CSQ0849 9 CSQ0275 8
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