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ABSTRAKT

Prace je vénovana koronaviru SARs-CoV-2 souvisejicim s tézkym akutnim respiraénim
syndromem, ktery byl poprvé prokazan v roce 2019. Tento koronavirus zapricinil pande-
mii, kterd ovlivnila takika cely svét. Znalost genetické informace je potfebna pro vyvoj
vakciny, zjisténi nakazlivosti a pro predikci vyvoje variant SARs-CoV-2. Pro ziskani ge-
netickych informaci je tfeba osekvenovat RNA a tyto genomové sekvence sestavit. P¥i
porovnani sestavenych genomi lze zjistit, v které Casti dany organismus mutoval. Na
zakladé souhlasnosti Ci rozdilnosti v sestavenych genomech je provedena fylogeneticka
analyza, kterd poukazuje na vyvoj daného organismu a znazornuje evolucni pfibuznost
s ostatnimi organismy. Praktickd Cast je zaméfena na sestaveni genom( ze vzorki od
pacientd z FN Brno a vyhodnoceni kvality sestaveni. Po sestaveni genomi je dalSim
cilem vyhodnoceni variability a nasledna fylogeneticka analyza.

KLICOVA SLOVA
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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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Uvod

Tato bakalarska préace se vénuje onemocnéni covid-19 zpusobené koronavirem SARs-
CoV-2, které v poslednich trech letech ovlivnilo zivot vSech lidi na svété. Cilem této
prace je seznamit ¢tenare se zakladnimi informacemi o SARs-CoV-2, o pribuznosti
s ostatnimi koronaviry a moznosti sekvenace odebranych vzork.

Teoreticka ¢ast nejprve pojednava o popisu SARs-CoV-2, jeho prenosu a porovnani
s ostatnimi lidskymi koronaviry. Nésledné je ¢tenar seznamen s genomem SARs-
CoV-2, s metodami detekce viru metodou polymerazové retézové reakce a déle jsou
objasnény principy sekvenovani genomu, jako napiiklad Sangerovo sekvenovani a
nanoporové sekvenovani Oxford Nanopore. Tyto principy se pouzivaji pro ziskani
genetické informace viru, ta je podstatna pro vyvoj vakciny ¢i predikci vyvoje pan-
demie. Zavér teoretické casti je vénovan doposud znamym mutacim.

Prakticka cast se vénuje vyhodnoceni kvality sekvenac¢nich dat odebranych ve
Fakultni nemocnici Brno. Kvalitni data byla sestavena namapovanim k referenc¢ni
sekvenci a sestavenim de novo. Dalsim krokem praktické ¢asti bylo vyhodnoceni
variability vzorkl v ramci casovych tsekl odbért vzorki a v ramci jednotlivych
gent. Nasleduje fylogenetickd analyza, ktera srovnava vyvoj vzorkil v Case a jejich
pribuznost. Na zakladé této analyzy bylo provedeno hierarchické shlukovani s pred-

pokladem vytvoreni shlukii podle data odbéru.

11



1 Viry

Pro pochopeni genomu SARs-CoV-2 je vhodné popsat vyssi skupinu, do které se
fadi a tou jsou viry. Jednd se o nebunécné organismy, které nemaji sviij vlastni
proteosynteticky aparat, a proto potiebuji pro svoji existenci hostitelskou bunku.
Skladaji se z nukleové kyseliny a bilkovinného obalu (neboli kapsidu) kolem nukleové

kyseliny. V nékterych ptripadech mohou obsahovat i enzymy. [1]

1.1 RNA viry

Obecné maji viry obsahujici RNA - ribonukleovou kyselinu mnohokrat kratsi délku
genomu nez viry s DNA - kyselinou deoxyribonukleovou. Diky tomu maji vyssi
pravdépodobnost mutagenity. Jak jiz nazev vypovida, geneticka informace virt, ke
kterym se fadi i koronaviry, je obsazena v jednovldknové RNA. Tato kyselina muze
slouzit primo jako mediatorovd RNA pro prepis do proteini nebo byva replikovana

za vzniku komplementarniho vldkna. [2]

1.2 Koronaviry

Koronaviry, zkracené CoVs, patii do celedi Coronaviridae, pod kterou se radi ¢tyti
rody Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, Deltacoronavirus. Tyto
viry dostaly nazev podle svého tvaru, jelikoz struktura jejich obalu pripomina slu-
necni koronu, jak je vidét na obrazku 1.1. Genom CoV se sklada z Sesti az jedenacti
otevienych ¢tecich raémct (ORF) neboli sekvenci ribonukleotidi v medidatorové RNA |
kterd je ohrani¢end inicia¢nim (start) a terminaénim (stop) kodonem. Jejich gene-
ticka informace dosahuje délky 26 az 32 kilobazi, coz z nich déla nejdelsi zndmé
RNA viry. I pres to zde vSak dochazi k neustalému vyvoji a ¢etnym mutacim. CoVs
jsou sice typické pro onemocnéni zvirat, ale snadno pfi uréitych podminkach infikuji
lidi, proto jsou diivodem nékolika nédhlych, nejen lokalnich epidemii po celém svété.

2]
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Obr. 1.1: Mikroskopicky snimek koronaviru, prevzato z (3]
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2 SARs-CoV-2

Tento koronavirus podle svého nazvu souvisi s akutnim respira¢nim syndromem.
Prvni viskyt byl prokézén v prosinci 2019 ve Wuhanu v Ciné. V nasledujicich ka-
pitolach je popsan taxonomicky vztah s ostatnimi koronaviry, pfenos tohoto viru,

mozné sekvenovani genomu a jeho prozatim zndmé mutace. [2]

2.1 Srovnani SARs-CoV-2 s ostatnimi lidskymi CoVs

SARs-CoV-2 je osmy znamy koronavirus vyskytujici se u lidi a spada do rodu Betaco-
ronavirus. Ziskal oznaceni SARs-CoV-2 kviili taxonomickému a genomickému vztahu
s druhem koronaviru oznacenym jako SARs-CoV, ktery zaptic¢inuje akutni respiracni
syndrom. Fylogeneticka analyza ukazala, ze SARs-CoV-2 pouziva pro vstup do bu-
nek stejny receptor jako SARs-CoV a to ACE2 - angiotensin-konvertujici enzym 2.
K tomuto enzymu vykazuje SARs-CoV-2 az dvacetkrat vyssi afinitu nez SARs-CoV.
Genomova analyza mezi témito dvéma koronaviry prokazuje 58 % souhlasnost v ob-
lasti nsp - protein kédovany virem, ktery je vyuzit pro virovou replikaci a 79,5 %
podobnost na trovni celého genomu. Co se tyce patologickych nalezi, z velké c¢asti
se podobaji priznaktim, které se projevovaly v pripadé ndkazy viry SARs-CoV a
MERs-CoV. [4], [5]

2.2 Ptenos SARs-CoV-2

K prenosu viru dochazi z nosu ¢i ustni dutiny v malych kapénkach nejen pii kaslani,
ale i pti kychani, mluveni nebo zpivani. Nejvétsi pravdépodobnost prenosu onemoc-
néni je zejména v tésném kontaktu s infikovanou osobou (vzdélenost do 1 metru).
Nékaza probihd vdechnutim nebo stykem sliznic (o¢i, nos, usta) s aerosolem obsahu-
jicim virus. Dalsim zplisobem je nakaza v uzavienych prostorach, kde vydechovany
vzduch od infikovanych osob ztstava velmi dlouhou dobu. Poslednim castym zpi-
sobem je nakaza z infikovanych povrchti a nasledné zaneseni do sliznic pri Spatné
hygiené, napriklad v hromadné dopravé pti dotyku madel a nasledné konzumaci po-
travin bez predeslého umyti rukou ¢i promnuti oc¢i. Jednim z davodi, proc¢ covid-19
prerost v pandemii, je jeho vysokda infekcénosti i nékolik dni pred projevenim pii-
znakl u lidi s ndkazou. V nékterych pripadech se ptriznaky viibec projevit nemusi a

infikované osoby jsou tak dokonalymi prenaseci. [2]

14



2.2.1 Prabéh virové infekce a jeho replikace

Pokud dojde k preneseni viru od nakazené osoby ¢i z infikovaného povrchu, 1ze pri-
béh popsat v nékolika krocich. Dojde k pripojeni S - spike glykoproteinu na receptor
ACE2 na bunééné membrané bunék hostitele. Tim jsou zahdjeny zmény konformace
v S proteinu, které umozni prunik a uvolnéni virové RNA. Po priniku do buriky se
vir zbavuje kapsidu, dochazi k fizi RNA, aby byla umoznéna transkripce genti. V
podstaté ihned dochéazi k translaci ORF1a a ORF1b, které slouzi pro vytvoreni repli-
kac¢niho a transkripéniho procesu. Nyni je pTfipraveno prostfedi pro replikaci virové
informace a sestaveni virionu. PTi expresi dochazi k transkripci, ktera je ukoncena
v regulacnich sekvencich nachézejicich se mezi ORF. Nésleduje translace za tcelem
koédovani virovych proteinti. Po ukonc¢eni replikace dochézi k premisténi virové RNA
do endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu, kde se zabuduje do kapsidu. Cely
prubéh mnozeni viru koncéi uvolnénim z hostitelské bunky do okoli exocytézou. Z
medicinského hlediska je prubéh infekce hiire popsatelny, jelikoz kazdy pacient miize
mit odlisné priznaky. Mezi nejcastéjsi patologické nalezy patii horecky, bolesti hlavy,
dusnost, kasel. Z krevnich vzorkl byl zjistén tbytek bilych krvinek zodpovédnych za
imunitu, konkrétné T-lymfocyt. Na rentgenovych snimcich hrudniku se ¢asto obje-
vuje rychle postupujici pneumonie ¢ili zapal plic. Neni zde pochyb, ze SARs-CoV-2

ma patologicky vliv i na jiné tkané jako napiiklad srdce ¢i jatra. [2]
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3 Fylogeneticky vyvoj a geneticka informace
SARs-CoV-2

3.1 Fylogeneze

Z fylogenetického hlediska je SARs-CoV-2 zarazen do skupiny se SARs-CoV a jinymi
koronaviry objevenymi u netopyri, cibetek a jinych savci. Jde o takzvané zoologické
prelévani, kdy dochézi k rekombinacim a naslednému pfrenosu na jiné savce. Oproti
netopyiimu genomu je genom SARs-CoV-2 vyskytujici se u lidi o vice jak tisic bazi
delsi. Fylogenetické vyzkumy naznacuji vysokou frekvenci rekombinaci u netopyru,

z tohoto divodu se védci domnivaji, Ze pravé netopyti jsou puvodci CoVs. [2]

3.2 Genom SARs-CoV-2

Genom se sklada z jednovldknové RNA ve sméru od 5 do 3‘ konce. Prvni 2/3 ko-
duje 16 nsp, zbyvajici informace zahrnuje 4 strukturni proteiny: spike glykoprotein -
spice (S), membranovy (M), obalovy (E) a nukleokapsidovy protein (N). Struktura
SARs-CoV-2 je znazornéna na obrazku 3.1. Glykoprotein S existuje v metastabil-
nim stavu, ktery prochazi pti priniku viru do bunky reorganizaci. Dochazi k akti-
vaci serinovou proteazou na podjednotky S1 a S2. Podjednotka S1, ktera je ze 70
% identickd se SARs-CoV, obsahuje vazebnou doménu pro receptor ACE2. Podjed-
notka S2, kterd ma souhlasnost se SARs-CoV az z 99 %, je zodpovédnd za prunik
viru pfes membranu hostitelské bunky. Protein M existuje v podobé dimeru, coz
znamena, ze je slozen ze dvou mensich podjednotek transmembranové domény a
dlouhé C-terminélni domény. Jedna se o hlavni protein membrany viru, ktery ur-
cuje jeji strukturu. Mimo jiné M protein reaguje i s jinymi strukturnimi proteiny v
endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Pri této interakci dochazi ke vzniku
novych virovych castic. Konkrétné vazba mezi M a S proteiny se jevi jako tzce
spjatd s patogenitou SARs-CoV-2 a povazuje se za podstatnou v udrzeni rovnovahy
virionu. Nejmensi ze strukturnich proteini je obalovy nebo také maly membranovy
protein E. Stejné jako u M proteinu je i jeho c¢ast pritomna v Golgiho aparatu pri
produkci novych virovych bunék. Kromé této tlohy se E protein spojuje do vétsich
molekul za vzniku iontovych kanal pro modifikaci membrany hostitelské buiky a
ulehc¢uje tak jeho fuzi do extracelularniho prostredi. Jak je jiz z oznaceni patrné,
N protein plni funkci strukturovaného obalu RNA. Je slozen ze dvou domén, které

obsahuji vazebna mista pro nukleové kyseliny. [2], [6], [7], [8], [9]
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Maly membranovy protein-

RNA

Obr. 3.1: Schéma viru SARS-CoV-2. Znazornéni ¢tyr strukturnich proteint: S, M,
N a E, prevzato z [11]

3.2.1 Genotypizace SARs-CoV-2

Genotypizace je metoda identifikace druhu pomoci DNA/ RNA sekvenci, kterd je
dulezitd pro pochopeni vyvoje a pfenosu viru i jinych organismu. Sekvence SARs-
CoV-2 jsou izolovany z epitelovych bunék dychacich cest infikovanych osob. Virové
kontigy jsou sestaveny bud kompletné nebo c¢astecné, pricemz sestaveni do kom-
pletniho genomu se vyuziva pro genotypizaci pomoci vicendsobného zarovnavani
sekvenci izolatu s referenénim genomem. Tato analyza srovnava vice sekvenci a od-
haluje tak schopnost mutagenity podle poctu zmén v genomu. Nejvice nachylné k
mutacim jsou S proteiny, RNA priméaza, nukleoprotein a RNA polymeraza, jelikoz

na nich bylo prokézano nejvice zmén za nejkratsi dobu. [10]

3.3 Prokazani vyskytu SARs-CoV-2

Dilezitym krokem k ziskani genomu SARs-CoV-2 pro dalsi analyzy je zjisténi po-
zitivity vzorkua. Prokazani virové infekce se provadi pomoci polymerazové retézové
reakce s reverzni transkripci (RT - qPCR) nebo metodou polymerazové fetézové

reakce v realném case (Real - time PCR).
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3.3.1 Metoda RT - qPCR

Jedna se o vyuzivany nastroj k prokazani onemocnéni Covid-19. Jde o namnozeni
dostatecného poctu kopii pro detekci genetické informace SARs-CoV-2. Umoznuje
pouzit RNA jako templat pro prepis do komplementérniho vldkna DNA (cDNA)
pomoci reverznich transkriptaz, coz jsou enzymy, které tento proces umoznuji. Prv-
nim krokem je pravé vznik cDNA, kterd je nasledné amplifikovana béznym postu-
pem PCR. Nésleduje priprava smési, dochazi ke smichani templatové DNA, enzymu
polymerazy, primeru a pufru. Templatovda DNA slouzi jako vzor pro syntetizovani
dostatecného poctu kopii za pomoci polymerazy. Primery jsou kratké syntetické
komplementarni sekvence, které oznacuji oblast zajmu. Pufr je roztok, ktery vytvari
vhodné prostiedi pro tyto reakce. Vyse zminéna smés prochazi tremi kroky, které se
opakuji do pozadovaného poc¢tu amplifikovanych vzorkt. Nejprve dochazi k zahrati
na 15 sekund na 94 °C. Pri této teploté retézec denaturuje a rozplete se. V dalsim
kroku dochéazi pri teplotach v rozmezi 50 - 60 °C k navazani primeru. Posledni krok
probihd pri teplotdach okolo 72 °C, kdy DNA-polymeréaza v tiseku za primery synte-
tizuje nové vlakno podle templatu. Tyto tii kroky se opakuji, dokud nedosahneme
pozadovaného stupné amplifikace. Schama PCR je znazornéno na obrazku 3.2.

V pripadé pouziti k prokazani onemocnéni se urcuje pritomnost genetické infor-
mace SARs-CoV-2 pomoci produkce fluorescencniho svétla. Za pritomnosti genomu

je toto svétlo detekovano piistrojem provadéjicim PCR. [12], [13]

3.3.2 Multiplex Real - time PCR

Tato metoda je dalsi z variant PCR pro potvrzeni vyskytu viru v odebraném vzorku.
Amplifikace vzorku pomoci polymerazové retézové reakce byla jiz popsana vyse,
proto v této podkapitole je strucny popis odlisnosti této metody. Pii Multiplex
Real-time PCR dochézi soucasné k amplifikaci a detekci genetické informace viru.
Béhem cyklu dochéazi k dvacetiminutové reverzni transkripci pri 50 °C, inaktivaci
reverzni transkriptazy a nasledné aktivaci polymerazy pri 95 °C. Tato reakce se pro-
vadi po dobu 15 min (45 cykla po 15 sekundach pri 94 °C a 1 minutu pri 60 °C).
Pri tomto tepelném cyklovani se pouzivaji fluorescencéni barviva, ktera se v PCR
pristroji kumuluji s pritomnosti pozitivnich vzorkt a jsou nasledné detekovany jako

fluorescencni signal, ktery je imérny mnozstvi PCR amplikonu. [15]
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1. krok: denaturace (94 °C)

Obr. 3.2: Polymerazova fetézova reakce - PCR, prevzato z [14]

3.4 Metody sekvenovani SARs-CoV-2

Pokud méame vyselektované pouze pozitivni vzorky, prichdzi na fadu sekvenovani,
ke kterému se vyuziva nékolik metod. Patii sem naptiklad Sangerovo sekvenovani,
sekvenovani druhé generace, kde se nejcastéji vyuzivaji platformy od firmy I[llumina
a tTeti generace se zastupcem Oxford Nanopore. V nasledujicich kapitolach jsou vy-

brany a podrobnéji popsany nejcastéjsi zpusoby sekvenovani.
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3.4.1 Sangerovo sekvenovani

Pro tuto metodu se pouzivaji pozitivni vzorky potvrzené metodou PCR, pii které
bylo nasyntetizovano mnoho oligonukleotidovych kopii. Tyto oligonukleotidy jsou
prodluzovany smési deoxynukleotidtrifosfati (ANTP) s jednotlivymi nukleotidy. Déale
se pri Sangerové sekvenovani ve smési pouzivaji dideoxynukleotidové trifosfaty, které
jsou znaceny fluorescenénim markerem. Podle daného nukleotidu v sekvenci se pro-
jevi jiné fluorescencni zabarveni (A - zelend, T - Cervend, G - ¢ernd, C - modra). V
dalsim kroku se znacené oligonukleotidy roztiidi podle velikosti pomoci gelové elek-
troforézy. Gelova elektroforéza funguje na principu vzorki v gelové matrici, u které
je na opacnou stranu priveden elektricky proud. Jelikoz je DNA zaporné nabita,
jsou oligonukleotidy tazeny ke katodé. Rychlost pohybu je urcena velikosti, jelikoz
na jednotku hmotnosti maji vSechny stejny elektricky ndboj. Poslednim krokem je
¢teni gelu za pouzité laseru. Laser excituje fluorescenc¢ni znacky a dochazi k detekci
emitovaného svétla. Vystupem Sangerova sekvenovani je chromatogram, ktery znaci

fluorescencni pik kazdého nukleotidu. [16]

3.4.2 lllumina MiSeq

Postup je zalozen na sekvenovani ze vzorkil potvrzenych metodou PCR. Dochazi
k syntéze komplementarniho vlakna DNA k RNA reverzni transkriptazou pomoci
hexamerti. Hexamery jsou molekuly slozeny ze Sesti mensich podjednotek nebo-li
monomerit. DNA je nasledné amplifikovana a fragmentovana. Dochazi k navazani
adaptért a oznaceni nukleotidt fluoroforem. V sekvenatoru smés prochazi pres pri-
tokovou bunku, kde se emituje fluorofor. Kazdy nukleotid je oznacen jinou barvou
fluoroforu, coz umoznuje softwarové prevedeni emise jednotlivych barev na sekvenci
nukleotidi. [17]

3.4.3 Nanopoérové sekvenovani Oxford Nanopore

Tato metoda vyuziva pozitivni vzorky prokazané nékterou z metod PCR. Nésled-
nym zmnozenim genetické informace jsou ziskany amplifikacni produkty, které jsou
smichany s dalsimi reakénimi slozkami. Tato smés se pouziva pro vytvoreni sekve-
na¢ni knihovny. Priprava knihovny probiha nativnim spojenim barkodu, sekvenac-
niho adaptéru s ¢asti genomu, ktery sekvenujeme. Molekula DNA prochazi nanopoé-
rem, kde dochéazi k méreni elektrického proudu. Podle intenzity elektrického proudu

lze urcit, kterd ze Ctyr bazi se vyskytuje na dané pozici. [18], [19], [20]
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3.5 Mutace SARs-CoV-2

Jednotlivé mutace koronaviru se odlisuji podle linii, prozatim znamé spadaji do linie
A a linie B. Prvni mutace se vyskytla ve Velké Britanii v poloviné prosince 2020
a WHO ji oznacila jako alfa, nasledné mutace byly nazyvany podle fecké abecedy.
Pro pochopeni nékterych principti je zde vhodné vysvétlit pojem nsSNP, jednd se o
nukleotidovou substituci v proteinové sekvenci, kterd vede ke zméné aminokyseliny
a tudiz k mutacim. Nejvice mutaci je detekovano v S proteinu. [21]

Lokace zmén u dosavadnich znamych mutaci je zndzornéna na obrazku 3.3.

3.5.1 Alfa mutace

Vyvolala paniku nejen ve Velké Britanii, ale ve vétsiné zemi, protoze pacienti s mutaci
alfa vykazovaly vyssi procento timrtnosti. Tato mutace patii do linie B.1.1.7, ktera
v N501Y, delece AH69/AV70, P681H a ORF8 Q27stop. Zména v N501Y znamena
vyssi afinitu k ACE2, tudiz dochazi k lehé¢imu prostupu do cilovych bunék. Delece
AHG69/AV70 ovliviiuje schopnost vazby S proteinu. P681H ma vliv na okoli mist, kde
se uplatnuje stépeni furinem, ktery aktivuje nékteré proteiny pii syntéze. Q27stop

zpusobuje nefunkénost otevieného ¢tectho rdmce 8. [21]

3.5.2 Beta mutace

Byla nejdrive zachycena v Jizni Africe. Obdobné jako mutace alfa ma pocetné mu-
tace v S proteinu zahrnujici i tifi substituce v RDB u K417N, E484K a N501Y.
Zména v N501Y se projevila i u britské mutace a to vyssi afinitou k ACE2, zdména
v E484K podle dosavadnich vyzkumt ma také tento efekt a tyto dvé zameény se vy-
skytuji v kombinaci. Vyse zminéné polymorfismy K417N, E484K snizuji schopnost
neutralizacnich latek ispésné bojovat s virem, tzn. imunitni odpovéd po ockovani ¢i

prodélané nemoci je slabsi. [21]

3.5.3 Gama mutace

Poprvé se vyskytla u cestovatel z Brazilie pochéazejici s linie B.1.1.28. Mutace opét
obsahuje Tadu zmén v S proteinu, ma také spolecné tri substituce jako ptredchozi
varianta beta a to K417N, E484K a N501Y. Podle rozsiteni se uvazuje o vyssi pre-
nositelnosti, vyssi odolnost vii¢i obrannym prostiedktim, k témto znakiim se pridava

i eskalujici virulence - vyssi patogenita. [21]
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3.5.4 Delta mutace

Tato mutace se vyskytla na poc¢atku roku 2021 v Indii a vykazovala oproti predeslym
mutacim vysokou prenositelnost. I delta varianta vykazuje zmény v S proteinu a to
delece L452R, T478K, D614G, P681R, D950N. Substituce P681R ma pravdépodobné

nejvyssi podil na vysoké mirte infekénosti, jelikoz praveé tato zameéna ovliviuje stépeni

S proteinu. [21]

3.5.5 Omikron mutace

Tento novy kmen B.1.1.529. byl poprvé objeven v Jizni Africe v listopadu 2021.
WHO v ptipadé omikronu poukézala na ¢etné mutace v S proteinu, tudiz jsou zne-
pokojivé vyhlidky v tcinostech vakcin, protoze vétsina z nich vyuziva pravé S pro-
tein. Hrozbou mohou byt i naznaky, ze se tato varianta vyhyba nasi imunité dané

T bilymi krvinkami. [22]

ALFA BETA GAMMA

e Py
“I Wiy

DELTA OMIKRON

Obr. 3.3: Lokace zmén u jednotlivych variant, prevzato z [24], [25]
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4 Sestaveni vzorki SARs-CoV-2

Cilem praktické ¢asti bylo sestavit osekvenované genomy SARs-CoV-2 ze vzorki
od pacientit z FN Brno a vyhodnotit jejich kvalitu. Vzorky byly osekvenovany na
platformé Illumina NextSeq metodou paired-end, ktera ¢te sekvenovany fragment
z obou konctl, proto je mozné ziskat presnéjsi zarovnani s detekovanymi zménami

typu indel. Celkové bylo pouzito 297 vzorkt s délkou ¢teni 150 part bazi.

4.1 Kontrola kvality sekvenacnich dat

U ziskanych dat bylo potieba vyhodnotit jejich kvalitu, aby bylo mozné pro dalsi
kroky vyuzit pouze validni data. Kontrola kvality probéhla pres nastroj FastQC
(v0.11.8, [26]). FastQC report poskytuje zakladni informace o sekvenacnich datech,

nékteré z nich jsou dale vypsany i s grafickym znazornénim.

4.1.1 Kvalita ¢teni

Kvalita c¢teni sekvence ukazuje kvalitu precteni jednotlivych nukleotidit v ramci
¢teni, priklad vidime na obrazku 4.1. Modra c¢ara predstavuje primérné skére na
danych pozicich a ¢ervena ¢ara odpovidd medidnu skére kvality. Zluté boxploty
vyznacuji mezikvartilové rozmezi (25 - 75 %) pramérného skére danych pozic vy-
znacenych na ose x. Idedlné by mély tyto boxploty byt vyznaceny pouze v zeleném

pozadi, které znaci vysoké skore kvality.

Phred skére kvality éteni pro dané pozice sekvenovani

Phred skére

123456789 1519 3034 4549 6064 75.79 0004 105109 120-124 135139 150.151

Pozice Eteni (pofet parh bazi)

Obr. 4.1: Phred skére kvality ¢teni na danych pozicich pro vzorek CSQ0254
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4.1.2 Pramérné phred skoére pro sekvenci

Skore kvality celé sekvence vyjadiuje pocet bazi (osa y) s danym prumérnym skérem
(osa x). Kvalitni vzorky by mély mit vysoké prumérné skére bez vétsich vykyvia v
nizkych hodnotach skore, jak je znazornéno na obrazku 4.2.

Phred skére kvality pro celou sekvenci

Prameérna kvalita sekvence
S0000

40000

30000

Pocet bazi

20000

10000

14 15 19 24 28 31 33 35

Primérna kvalita sekvence (phred skore)

Obr. 4.2: Primérné phred skore kvality sekvence pro vzorek CSQ162
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4.1.3 Obsah jednotlivych bazi

Graf zastoupeni bazi vyjadiuje zastoupeni jednotlivych bazi v urcitych lokalizacich
¢teni. Pozadujeme idedlné rovnomérné zastoupeni bazi bez vétsich odchylek v po-

méru A - T ku C - G. Priklad méné optimalniho rozlozeni bazi je na obrazku 4.3.

Zastoupeni bazi na danych pozicich éteni

100 %
C%
50

G%

80
70
&0

50

Obsah bazi (%)

20

20

10

i-4 5-8 9-15 25-39 45-55 65-79 85-99 114- 125 140

Pozice éteni (poéet part bazi)

Obr. 4.3: Primérné procentualni zasoupeni bazi pro vzorek CSQ0454
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4.1.4 Obsah paru G- C

Dalsi statistikou je procento G - C paru po celé délce sekvence. Vyjadiuje procen-
tudlni obsah G - C porovnany s normalni distribuci (Gaussovské rozlozeni), jak je
vidét na obrazku 4.4. U kvalitni sekvence soucet odchylek od teoretického rozlozeni

neni vyssi nez 15 % celkového obsahu G - C v sekvenci.

Obsah G-C paru v sekvenci

Suma G-C paru ve cteni

50000 Teoreticka distribuce G-C

40000

Pocet bazi

20000

02468 11 15 18 23 27 31 35 3B 43 47 51 55 59 63 67 71 TS5 Y9 B3 B Bl 85 90

Pramérny obsah paru G-C (%)

Obr. 4.4: Primérné procentualni zasoupeni G - C part pro vzorek CSQ0919
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4.1.5 Obsah neurcené baze N

Tato statistika vyjadiuje pocet bazi, které sekvenator nebyl schopen urcit. V ide-

alnim pripadé pozadujeme nulovy vyskyt N baze jako je ukazano na obrazku 4.5.

Obsah neurcéené baze na danych pozicich éteni
100
N %
a0
80
70

60

50

Obsah N baze (%)

40

30

20

10

0 1 23456789 1519 3034 4549 6064 7579 9064 105109 120-124 135-139 150-15:

Pozice Cteni (pary bazi)

Obr. 4.5: Primérné procentualni zasoupeni N baze pro vzorek CSQ210
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4.1.6 Obsah adaptéri

Obsah adaptértu vyjadiuje procentualni zastoupeni chemicky syntetizovanych oli-
gonukleotidi navazanych na konce molekul DNA. Idedlné pozadujeme jejich obsah

nulovy. Na obrazku 4.6 vidime sekvenacni vzorek po odstrizeni adaptért.

Obsah adaptéri

100
lllumina univerzalni

90 adaptér
SOLID RNA adaptér

20

=z
S 1
o3
e
H
& &0
[1+]
=
1]
=
£ 50
wi
o
[}
40
30

20

10

i-4 5-8 9-19 25-35 45-55 65-75 85-95 114- 125 130

Pozice Eteni (pary bazi)

Obr. 4.6: Primérné procentualni zasoupeni adaptéru pro vzorek CSQ0529
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4.1.7 Selekce dat

Pro vybér vzorku k dalsim praktickym postuptim byl vyuzit nastroj MultiQC (v1.6,
[27]), ktery vytvari souhrn z jednotlivych reportu FastQC. V MultiQC reportu byl
zjistén vysoky obsah adaptérta pro vsechny sekvence, proto bylo potfeba data vycis-
tit nastrojem Trimmomatic (v0.36, [28]). Po odsttizeni adaptérta doslo opét k pouziti
FastQC a MultiQC, na zakladé vystupti z obou programu byla vybrana pouze kva-
litni data pro dalsi postup. Data byla vybrana na zakladé obsahu adaptéru (méné
jak 0.1 %) a prumérné phred skére kvality ¢teni (vyssi nez 27). Odpovidajici pa-
rametry kvality mélo 188 vzorkii, na obrazku 4.7 je znazornéna primérna kvalita

vybranych dat.

Graf kvality sekvenci .

FastQC: Primérna kvalita éteni

35

30

20

15

Phred skére

10

0 20 40 &0 80 100 120 140

Pozice ¢teni (pary bazi)

Obr. 4.7: Primeérné phred skére pro kvalitni sekvenacni data

4.2 Mapovani genomii k referencni sekvenci

Sekvena¢ni data SARs-CoV-2 s dostateénou kvalitou bylo nasledné potfeba slozit a
k tomu 1icelu bylo vybrano skladani k referenéni sekvenci. Jako referenéni genom byl
pouzit kompletni genom SARs-CoVs-2 izolovany ve Wuhanu NC_045512.2 [29]. Pro
mapovani genomu k referencni sekvenci byl pouzit nastroj BWA - Burrows-Wheeler
Alignment Tool (v0.7.17, [30]). Konkrétnéji BWA - MEM, ktery zarovnava sekvence
s maximélni moznou shodou. Vysledkem je soubor ve formatu SAM (Sequence Alig-
nment Map). Jednd se o soubor textového formatu, ktery obsahuje namapované
sekvence, informace o referencni sekvenci, délce sekvence, kvalité mapovani. Nastro-
jem SAMtools (v1.14, [31]) byl soubor ve formatu SAM pieveden na jeho binarni
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(komprimovanou) formu BAM. S vyuzitim dalsich funkei algoritmu SAMtools bylo
dosazeno findlniho namapovani k referenéni sekvenci. Nasledné bylo mozné pouzit
Qualimap (v2.2.2, [32]) k vyhodnoceni kvality mapovani. Z celkovych 188 sloze-
nych vzorka bylo vyfiltrovano 17 sestavenych sekvenci, které nesplinovaly kritérium
kvality mapovani minimalné phred skore 20 ¢i prumérné pokryti 3000, coz je dosta-
tetna hodnota k analyze SNP - jednonukleotidovy polymorfismus. Hodnoty pokryti
a kvality mapovani pro jednotlivé genomy jsou uvedeny v priloze B. V souhrnném
Qualimap reportu vyslo prumérné pokryti ze vSech namapovanych sekvenci 9232.91
a prumeérna kvalita mapovani vysla 59.65. Pro dalsi postup bylo potfeba prevést
BAM soubor do formatu FASTA. K tomu byl pouzit néstroj VCFtools (v0.1.16,
[33]) a jeho binarni forma BCFtools (v1.15, [34]). Pouzité piikazy z néastroje SAM-

tools a BCFtools jsou zobrazeny v blokovém schématu A.1.

4.3 Sestaveni genomii de novo

Tato varianta sestavovani nevyuziva referen¢ni sekvenci. Pro sestaveni genomu z
otrimovanych dat byl pouzit assembler SPAdes - St. Petersburg genome assembler
(v3.15.3, [35]). Pro nastroj SPAdes jako vstup byla pouzita parova ¢teni R1/ R2 s
vychozim nastavenim orientace ¢teni vpred-vzad (forward - reverse). Vyhodnoceni
sestavenych genomu probéhlo pres software QUAST - QUality ASsessment Tool
(v5.0.2, [36]). Pomoci softwaru QUAST byly ziskany zakladni informace o sestave-
nych genomech mimo jiné i délky kontigi. Tyto kontigy byly velice kratké, proto
vysledné genomy sestavené de movo nebyly vyuzity pro dalsi kroky praktické c¢asti.

Vysledky pro nékteré genomy jsou uvedeny v priloze C.1.
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5 Analyza vzorkl v zavislosti na zménach v
genomu v urcCitych casovych usecich

Pro znalost mutaci a moznost odhadu vyvoje pandemie je tfeba znat casovy pribéh
vyvoje SARs-CoV-2. Aby bylo mozné provést vyhledani variability v jednotlivych

genech, bylo potreba data anotovat.

5.1 Anotovani dat

Anotovani dat znamené presnou definici pozice pocatku a konce urcitého useku
genetické informace, kterda koduje gen. Jelikoz data byla namapovana k referencni
sekvenci, bylo potfeba pouze vyselektovat dané pozice geni. Genom SARs-CoV-2
obsahuje 11 genti. V tabulce 5.1 jsou uvedeny délky a pozice jednotlivych geni s
poctem vzorki, které maji kompletné ¢i ¢asteéné namapovany dany gen. Znalost
lokaci jednotlivych genti je potfeba pro nasledny preklad do proteinové sekvence
a vyhledani mutovanych pozic. Pti ponechani dat v nukleotidech by se projevily i
synonymni mutace, které kéduji stejnou aminokyselinu. Tyto mutace neméni chovani

daného organismu, proto nejsou z pohledu variability genu tak zajimavé.

Tab. 5.1: Tabulka genti s poc¢tem kompletné ¢i ¢astecné namapovanych vzorkt v

danych genech

Pocet Pocet
Gen Zacatek | Konec | Délka kompletné Castotne
namapovanych | namapovanych

vzorkl vzorkl
ORF1lab 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
ORFETb | 27756 | 27887 | 131 15 156
ORF8 27894 | 28259 | 365 0 171
N 28274 | 29533 | 1259 0 171
ORF10 | 29558 | 29674 | 116 92 79

31



5.2 Vyhodnoceni variability

Anotovana data byla prelozena do aminokyselinovych sekvenci podle standardniho
genetického kédu, u kterého je bran jako iniciacni kodon AUG. Prelozené geny jed-
notlivych vzorkt byly porovnany s proteiny v prelozenych genech z reference, v
kterych se v odpovidajicich tydnech odbért vzorka vyskytly mutace. Tyto pozice
byly prevzaty od iniciativy COG-CZ (https://virus.img.cas.cz/), kterd mapuje mu-
tace SARs-CoV-2 od pocatku vyskytu. Pozice kde se nachazely nesynonymni mutace
byly zaznamenany a vykresleny formou heatmapy. Vzorky byly seskupeny podle data
odbéru, jejich pocet v odpovidajicich datech ukazuje tabulka 5.2. Jednotlivé mutace
jsou vykresleny v heatmapach 5.1, 5.2 a oznaceny ve formatu

gen v _referencni sekvenci:pozice:aminokyselina_ v referencni sekvenci jako na-
priklad ORF1a:642L. Nejcetnéjsi pocet mutaci oproti referencni sekvenci se nachazi
ve vzorcich odebranych 15.09.2021 a nejméné 10.09.2021. Z heatmap lze uréit, ze
nejvice mutuji pozice 1640 a 2374 v genu ORF1la, 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 ORFS, 63, 203,
235 a 377 v genu N. Vykresleni po¢tu mutaci v celych genech v ramci kazdého vzorku
je znazornéno na heatmapach 5.3, 5.4, 5.5, 5.6. Celkovy pocet vsech mutaci v ramci
kazdého vzorku je v tabulce D. Vizualné lze odvodit, ze gen ORF7a je nejcetnéji
mutovan napii¢ vzorky, narozdil od toho jsou geny ORF1la a ORF1b nejodolnéjsi
vici mutabilité. V ramci genu S je mozné béhem casovych tisekii pozorovat zpétnou
mutaci do ptivodni aminkokyseliny.

Tab. 5.2: Tabulka poc¢tu vzorki v urcitych datech odbéru

Datum | Pocet vzorku
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 vzorcich podle data odbéru v genech ORF1a a ORF1b referencni
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6 Fylogeneticka analyza

Geny vsech vzorki byly zarovnany nastrojem pro vicenasobné zarovnani Clustal W
(v2.0., [37]) s vychozim nastavenim parametri penalizace otevieni mezery 15 a pe-
nalizace prodlouzeni mezery 6,66. Ze zarovnani byl vytvoren fylogeneticky strom
v softwaru MEGA X (v1.0., [38]) ve formatu NEWICK. Pro vytvoreni fylogene-
tickych stromu byly vyuzity ¢tyfi metody. Metoda Maximalni pravdépodobnosti,
ktera porovnava vsechny mozné topologie fylogenetickych stromu z danych sekven-
ci/ vzorku a urcuje vérohodnost na zakladé délky vétvi a poctu genetickych zmén.
Metoda Spojovani nejblizsich sousedii, je zaloZena na matici vzdalenosti mezi kaz-
dym péarem koncovych vétvi, par s nejmensi vzdalenosti je spojen do jednoho uzlu
a nasleduje prepocet vzdalenosti vsech koncovych vétvi ke vzniklym uzlim, algo-
ritmus pokracuje dokud nejsou spojeny vsechny koncové vétve. Metoda UPGMA
(metoda nevazeného parovani s aritmetickym primérem) pracuje s distanéni matici
prumérnych vzdalenosti mezi jednotlivymi vzorky, ve které je vyhledana minimélni
vzdalenost a néasledné je matice prepocitana vici spojenym vzorktim dokud nejsou
spojeny vsechny koncové vétve. Metoda minimélni evoluce je zaloZena na porovnani
vsech moznych kombinaci fylogenetickych stromt na zakladé minimalniho souctu
vzdalenosti mezi koncovymi vétvemi. Z NEWICK forméath jednotlivych algoritmit
byly v online softwaru Evolview (v3.0., [39]) vyobrazeny fylogramy, které vyznacuji
pribuznost mezi vzorky spoleénymi uzly a riznou délkou vétvi podle evoluéniho
vztahu. Fylogram vytvoreny metodou Maximalni pravdépodobnosti je na obrazku
6.1, fylogramy ziskané pomoci jinych metod konstrukce jsou vykresleny v piiloze
E.1, E.2, E.3. Jak ukazuje fylogram metody Maximalni pravdépodobnosti, vzorky
odebrané ve stejny datum nevykazuji nejblizsi vzajemnou podobnost a nevytvareji
nejblizsi spolecéné shluky, jak bylo predpoklddano. Tento vysledek je pravdépodobné
zpusoben malym c¢asovym rozptylem mezi jednotlivymi daty odbért.

Nésledné bylo z NEWICK formatu v Matlabu (vR2022a, [40]) provedeno hierar-
chické shlukovani do 9 skupin podle poc¢tu casovych tsekti odbéru vzorka. Vysledky
shlukovani z fylogenetického stromu metodou Maximalni pravdépodobnosti jsou na
obrazku 6.2 s vyhodnocenim cetnosti vzorki podle data v prislusnych skupinach ve
formé matice zamén v tabulce 6.1. Z kontingenc¢ni tabulky je patrné, ze jednotlivé
skupiny neodpovidaji seskupeni vzorka na zakladé stejnych dat odbérta. V idedlni
pripadé by méla nejvyssi cetnosti obsahovat diagondala, avsak jak vidime napt. u
skupiny 4, vzorky odebrané 24.09.2021 jsou se stejnym zastoupenim i ve skupiné 1 a
5. Dendrogramy z konstrukei fylogenetickych stromt metodami Miniméalni evoluce,

Nejblizsi spojovani sousedi a UPGMA jsou vykresleny v priloze F.1, F.2, F.3.
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Obr. 6.2: Seskupeni vzorkl z fylogenetického stromu metodou Maximalni pravdé-

podobnosti
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Tab. 6.1: Matice zamén skupin hierarchického shlukovani z fylogenetického stromu

metodou Maximalni pravdépodobnosti

Skupina 1 2 3 4 5 6 7 8 9
. 25.8. | 3.8. | 159.]24.9.]20.8. | 13.8.|10.9. | 7.7. | 6.8.
Skupina | Datum
2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021 | 2021

25.8.

1 o8 ) 0 1 1 2 2 2 1 4
2021

2 3-8 2 2 0 0 0 0 2 0 0
2021
15.9.

3 59 8 0 4 3 1 1 3 0 2
2021

4 24.9. 8 ) 4 8 8 1 4 2 2
2021
20.8.

5 08 3 0 0 1 2 0 3 0 1
2021
13.8.

6 3-8 4 0 1 2 4 6 4 1 2
2021
10.9.

7 0-9 5 1 0 2 1 0 6 0 1
2021
7.7.

8 0 1 3 0 0 0 0 4 2
2021
6.8.

9 5 1 1 1 3 2 3 1 6
2021
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Zaveér

Néaplni predkladané bakalarské prace je vypracovani literarni reserse o koronaviru
SARs-CoV-2, vyhodnoceni kvality sekvenacnich dat od pacienti z FN Brno, sesta-
veni osekvenovanych genomii de novo, mapovanim genomu k referencni sekvenci,
vyhledani variability v sestavenych datech a jejich nasledna fylogeneticka analyza.

Teoreticka ¢ast obsahuje zakladni popis viru SARs-CoV-2, srovnani s ostatnimi
koronaviry a metody sekvenovani. V praci je také objasnén zptisob jeho prenosu a
replikace viru. Teoreticka Cast je uzaviena popisem prozatim znamych mutaci.

Prakticka cast je zamérena na praci se sekvenac¢nimi daty, ktera byla osekveno-
vana na platformé [llumina NextSeq. Prvnim tkolem bylo vyhodnotit kvalitu dat
poskytnutych z FN Brno. Pres nastroj FastQC byl zjistén vysoky obsah adaptéri,
proto bylo potieba data upravit pomoci nastroje Trimmomatic, aby doslo k jejich
odstrizeni. Nasledné byla data vybrana podle kritéria obsahu adaptért a phred skore
kvality. Sestaveni vyselektovanych dat probihalo dvéma zptsoby a to mapovanim k
referenc¢ni sekvenci a sestaveni de novo.

Pro prvni zpusob jako referencni sekvence byl vyuzit kompletni genom SARs-
CoVs-2 izolovany ve Wuhanu NC 045512.2. Mapovani probihalo pomoci nastroje
BWA a k vyhodnoceni namapovanych genomi ve formatu BAM byl vyuzit Qua-
limap. Ze souhrného reportu Qualimap byla zjisténa naptiklad primeérna kvalita
mapovani 59.65 a prumérné pokryti 9236. Pro sestaveni de novo byl vyuzit assem-
bler SPAdes a nasledné vyhodnoceni sestavenych genomii probéhlo nastrojem Quast.
Z Quast analyzy byla zjisténa velice kratka délka kontigli, proto sestavené genomy
timto zptisobem nebyly vyuzity pro dalsi kroky této prace.

Kvalitni namapovand data byla anotovana a prelozena do proteinovych sekvenci
s naslednym vyhledanim zmén v genech oproti referenc¢ni sekvenci. Nejvyssi celkova
mutabilita byla nalezena u vzorkt odebranych 15.9.2021 a nejvétsi nachylnost k
mutacim vykazuje gen ORF7a a N.

Pro fylogenetickou analyzu bylo potfeba data zarovnat nastrojem pro vicena-
sobné zarovnani ClustalW. Z téchto dat byly sestaveny fylogenetické stromy ¢tyfmi
metodami - UPGMA, Maximalni pravdépodobnost, Spojovani nejblizsich sousedii a
Minimalni evoluce. Nasledné byla z fylogenetickych stromi provedeno hierarchiské
shlukovani, kde byly vzorky seskupeny do 9 skupin podle poctu dat odbéria. Obé
analyzy poukazaly na nepodobnost vzorkl v ramci danych skupin podle data od-
béru, coz muze byt zptisobeno nizkym casovym rozptylem mezi jednotlivymi daty

odbéru vzor.
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Seznam symboli a zkratek

ACE2 angiotensin-konvertujici enzym?2

CoVs koronaviry

DNA deoxyribonukleova kyselina

MSA Multiple Sequence Alignment — vicendsobné zarovnani

nsp nestrukturni protein kédovany virem, ale neni jeho soucasti, vyuzit

pro virovou replikaci

nsSNP nesynonymni polymorfismy
ORF otevieny Cteci ramec

PCR polymerazova retézova reakce
RDB receptorova vazebna doména
RNA ribonukleova kyselina

RTC komplex replikace-transkripce

RT-PCR  real-time polymerazova retézova reakce

RT-qPCR polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci

SARs-CoV koronavirus souvisejici s tézkym akutnim respira¢nim syndromem
SNP single nucleotide polymorphisms/ jednonukleotidovy polymorfismus

WHO svetova zdravotnicka organizace
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A Blokové schéma mapovani sekvenacnich

dat k referencni sekvenci

NizZe je uvedené blokové schéma vyjadiujici postup pri upravé sekvenacnich dat, je-

jich naslednému namapovani k referencéni sekvenci a prevedeni namapovanych BAM

souboru do soubori FASTA.

/ Sekvenafnl data /

TRIMPOMATIC - OdstFiZeni
adaptéril

'

BWA-MEM - Namapovani
upravenych dat na
referentni sekvenci

:
- SAM
'

SAMtools view -
Wyfazeni veorkd s niZsi
hodnotou namapovani nei
phred skdre 20

/

-,

BAM -

MNamapovangé
sekvence

BCFtools mpileup — Textowy
format se zarovnanim

!

VCFUTILS.PLVCF2FO

!

FASTO

~ ~

!

1
T

SAMtools sort — Sefazenl
arowvnani

SED - Nahrazen!
nenamapovanych
nukleotidd & nukleotidd s
nizkou kvalitou namapovani

pomliékami (gap)

'

SAMtools fixmate —
Doplnéni soufadnic
zarowvnani

!

SAMtools markdup =
Odstranéni duplicitnich a
nenamapovanych cteni

FASTA

e ~

Obr. A.1: Blokové schéma tpravy sekvenacnich dat, mapovani vzorkt k referenc¢ni

sekvenci a nasledné prevedeni do FASTA formatu



B Vysledky mapovani k referencni sekvenci

NizZe jsou uvedeny tabulky vysledkt z vyhodnoceni kvality sestavenych genomii ma-

povanim k referenc¢ni sekvenci.

Tab. B.1: Tabulka vysledkt vsech mapovanych genomu

Vzorek Pokryti Kvalit/a | Vzorek Pokryti Kvalit/a )
mapovani mapovani
CSQO0254 | 15693,680 | 59,967 | CSQ0431 | 10833,151 | 59,967
CSQO0255 | 12275,656 | 59,969 | CSQ0436 | 9679,528 59,967
CSQO0257 | 15015,310 | 59,971 | CSQO0438 | 9424,207 59,968
CSQO0273 | 14151,483 | 59,967 | CSQO0439 | 10906,098 | 59,966
CSQO0275 | 11310,649 | 59,814 | CSQO0440 | 10586,263 | 59,964
CSQO0276 | 10850,957 | 59,814 | CSQ0441 | 8096,072 59,971
CSQO0278 | 12643,919 | 59,872 | CSQO0446 | 12849,523 | 59,969
CSQO0282 | 12559,486 | 59,969 | CSQ0447 | 11516,780 | 59,965
CSQO0283 | 13215,079 | 59,965 | CSQO0451 | 11213,474 | 59,964
CSQO0284 | 14690,235 | 59,969 | CSQ0456 | 9692,396 59,970
CSQO0286 | 13732,297 | 59,969 | CSQ0458 | 9525,181 59,969
CSQO0291 | 14029,398 | 59,969 | CSQO0512 | 12482,802 | 59,962
CSQ0292 | 8433,114 59,966 | CSQO0514 | 10159,715 | 59,965
CSQO0294 | 13034,143 | 59,965 | CSQO0518 | 10508,337 | 59,970
CSQ0296 | 13736,564 | 59,967 | CSQ0519 | 9679,085 59,942
CSQO0297 | 12732,416 | 59,967 | CSQ0520 | 11039,540 | 59,967
CSQO0300 | 9320,829 59,965 | CSQO0521 | 10019,159 | 59,968
CSQO0302 | 12842,321 | 59,969 | CSQO0522 | 10449,087 | 59,968
CSQO0303 | 13865,662 | 59,967 | CSQ0523 | 10042,735 | 59,964
CSQO0304 | 13572,019 | 59,965 | CSQO0525 | 10183,644 | 59,966
CSQO0306 | 13356,782 | 59,963 | CSQ0526 | 10969,396 | 59,965
CSQO0307 | 13428,306 | 59,968 | CSQO0529 | 11045,992 | 59,966
CSQO0308 | 13513,908 | 59,964 | CSQO0531 | 9947227 59,967
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Vzorek Pokryti Kvalit/a | Vzorek Pokryti Kvalit/a )
mapovani mapovani
CSQO0364 | 12273,753 | 59,964 | CSQ0532 | 8840,017 59,966
CSQO0366 | 10436,403 | 59,970 | CSQ0536 | 10184,887 | 59,967
CSQO0369 | 11380,924 | 59,964 | CSQ0538 | 9611,533 59,967
CSQ0374 2,341 43,144 | CSQO0540 | 10437,233 | 59,967
CSQO0377 | 11008,144 | 59,963 | CSQ0542 | 10729,617 | 59,968
CSQO0379 | 11462,023 | 59,964 | CSQO0543 | 11915,363 | 59,966
CSQO0380 0,605 18,795 | CSQO681 | 13140,792 | 59,966
CSQO0381 | 10470,767 | 59,965 | CSQ0682 | 17598,421 | 59,964
CSQO0384 | 9524,092 59,964 | CSQO0683 | 18004,843 | 59,966
CSQO0388 | 11540,637 | 59,964 | CSQ0690 | 17183,844 | 59,968
CSQO0390 | 10872,014 | 59,961 CSQO0692 | 19472,757 | 59,966
CSQO0393 | 9591,133 59,964 | CSQO0704 | 16133,573 | 59,968
CSQO0395 | 9839,718 59,966 | CSQO706 | 15583,872 | 59,967
CSQO0400 | 10582,062 | 59,969 | CSQO0724 | 13767,541 | 59,968
CSQO0401 | 11838,838 | 59,964 | CSQO727 | 14311,341 | 59,967
CSQO0407 | 11416,141 | 59,967 | CSQO728 | 14174,024 | 59,969
CSQO0410 | 11310,679 | 59,966 | CSQO0742 | 13283,956 | 59,968
CSQO0417 | 11246,156 | 59,969 | CSQO0754 | 13615,051 | 59,970
CSQO0418 | 10209,541 | 59,968 | CSQO755 | 13498,928 | 59,970
CSQ0419 | 9396,897 59,967 | CSQO758 | 14405,651 | 59,969
CSQO0421 | 8945,940 59,954 | CSQO760 | 14913,967 | 59,969
CSQ0423 | 10186,005 | 59,967 | CSQO761 | 15033,001 | 59,970
CSQO0424 | 14427,831 | 59,961 CSQO777 | 3244,644 59,928
CSQO0426 | 9584,006 59,967 | CSQO778 | 3004,986 59,963
CSQO782 | 16381,930 | 59,965 | CSQ1000 | 3815,326 59,972
CSQO787 | 2920,257 59,960 | CSQ1001 | 3739,196 59,971
CSQO0800 | 2927,763 59,965 | CSQ1002 | 3711,828 59,970
CSQO0801 | 2695,529 59,970 | CSQ1003 | 3359,866 59,972
CSQO0804 | 2754,851 59,964 | CSQ1006 | 3304,392 59,972
CSQO0808 | 3939,235 59,964 | CSQ1007 | 4146,720 59,973
CSQO0816 | 3835,654 59,965 | CSQ1008 | 3466,928 59,969
CSQO0823 | 6537,788 59,969 | CSQ1009 | 3604,946 59,969
CSQO0829 | 6041,321 59,963 | CSQ1011 | 3869,243 59,971
CSQO0833 | 4969,954 59,970 | CSQ1012 | 1809,077 59,968
CSQO0834 | 4963,090 59,964 | CSQ1013 | 2928,606 59,970
CSQO0835 | 5316,785 59,970 | CSQ1014 | 6846,509 59,969
CSQO0846 | 5946,005 59,970 | CSQ1016 | 2617,057 59,973
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Vzorek Pokryti Kvalit/a | Vzorek Pokryti Kvalit/a )
mapovani mapovani
CSQO0848 | 5544,316 | 59,970 | CSQ1017 | 2936,248 59,969
CSQO0849 | 4901,859 | 59,969 | CSQ1018 | 3218,726 59,968
CSQO0850 | 3729,952 | 59,810 | CSQ1022 | 3567,069 59,972
CSQO0855 | 5265,584 | 59,970 | CSQ1023 | 3389,047 59,968
CSQO0862 | 5277,543 | 59,967 | CSQ1024 | 3553,591 59,970
CSQO0866 | 4506,677 | 59,809 | CSQ1026 | 5581,422 59,967
CSQO0869 | 4008,958 | 59,967 | CSQ1031 | 2360,391 59,965
CSQO0871 | 5320,191 | 59,973 | CSQ1033 | 4116,393 59,971
CSQO872 | 5377,496 | 59,971 CSQ1039 | 4104,907 59,970
CSQO0913 | 3693,220 | 59,973 | CSQ1040 | 3097,667 59,964
CSQO0918 | 4022,282 | 59,965 | CSQ1041 | 3606,537 59,968
CSQO0919 | 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
CSQO0967 | 3657,907 | 59,968 CSQ153 | 27033,218 | 59,964
CSQO0968 | 2868,961 | 59,967 CSQ154 | 29482,380 | 59,966
CSQO0979 | 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 | 25722458 | 59,962
CSQO0985 | 7031,230 | 59,972 CSQ162 | 22586,008 | 59,963
CSQ0986 | 3355,878 | 59,970 CSQ164 | 16846,027 | 59,964
CSQO987 | 2623,149 | 59,961 CSQ165 | 27174935 | 59,964
CSQO988 | 4363,049 | 59,970 CSQ167 | 28332,570 | 59,963
CSQ0990 | 4245,111 | 59,964 CSQ168 | 25292112 | 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
CSQO0995 | 4272,845 | 59,973 CSQ206 | 13278,426 | 59,968
CSQ0996 | 2091,075 | 59,971 CSQ207 | 11157486 | 59,971
CSQ0998 | 3514,520 | 59,969 | CSQ0342 | 9103,694 59,968
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C Vysledky sestaveni de novo

NizZe je uvedena tabulka vysledkt pro nékteré genomy z vyhodnoceni kvality sesta-

venych genomu de novo.

Tab. C.1: Prehled vybranych vysledkii sestavenych genomt de novo

Vzorek | Celkova délka kontigti | Nejdelsi kontig | N50 | L50
CSQ0255 1447 920 920 | 1
CSQ0306 1903 753 630 | 2
CSQ0369 2370 917 785 | 2
CSQO0458 3349 1002 723 | 2
CSQ0531 5692 1002 673 | 4
CSQO0816 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 Pocet mutaci v danych genech u jednot-
livych vzorki

NiZe jsou uvedeny tabulky poc¢tu mutaci v danych genech u jednotlivych vzorku.

Tab. D.1: Pocet mutaci ve vzorcich v jednotlivych genech

Vzorek | ORFla | ORF1b | S | ORF3a | M | ORF7a | ORF7b | ORF8 | N
CSQ0153 9 4 18 1 1 2 0 2 4
CSQO0154 8 4 15 1 2 5 0 2 5
CSQO155 9 4 16 1 1 7 0 2 6
CSQO0157 9 5 14 1 1 5 0 2 4
CSQO0160 9 5 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0162 9 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0164 9 ) 14 1 1 7 1 2 6
CSQO0165 9 5 12 1 1 7 1 2 6
CSQO0167 10 5 15 2 2 7 1 2 6
CSQO168 9 6 17 1 1 9 2 3 6
CSQO0198 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 4 16 1 1 5 0 2 5
CSQ0206 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 5 14 1 1 7 2 3 6
CSQ0257 5 14 1 1 7 1 2 6
CSQ0273 6 13 1 2 7 0 2 5
CSQO0275 18 8 22 1 1 9 2 4 6
CSQO0276 16 8 19 2 1 9 2 4 6
CSQO0278 10 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQ0282 9 4 15 1 2 7 0 2 5
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Vzorek | ORFla | 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
CSQO0377 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
CSQO0388 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

ot
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Vzorek | ORFla | 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!
CSQO0514 10 5 13 1 2 7 1 2 6
CSQ0518 10 4 11 1 1 7 1 2 6
CSQO0519 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
CSQO0531 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
CSQO0704 6 7 15 1 1 7 0 2 4
CSQO0706 4 14 1 1 7 0 2 5
CSQ0724 11 5! 13 1 1 7 1 2 6
CSQO0727 8 4 14 1 1 7 0 2 6
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Vzorek | ORFla | ORF1b | S | ORF3a | M | ORF7a | ORF7b | ORF8 | N
CSQO728 10 4 16 1 1 7 1 2 7
CSQ0742 9 4 13 1 1 7 1 2 6
CSQO0754 10 4 14 1 1 7 1 2 6
CSQO755 5 16 1 1 7 0 2 3
CSQO758 4 17 1 1 7 0 2 5
CSQO760 10 4 15 1 1 7 1 2 6
CSQO761 8 6 13 1 1 7 0 2 5
CSQO777 10 5 16 2 2 9 1 2 6
CSQO778 12 4 19 1 1 7 1 2 7
CSQO782 10 4 15 3 3 7 0 2 5
CSQO0808 11 4 16 1 1 7 2 2 6
CSQO816 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
CSQO0833 10 4 16 2 3 7 1 3 6
CSQO0834 8 5 16 1 2 7 0 2 5
CSQO0835 11 6 15 1 1 9 1 2 7
CSQ0846 5 21 1 1 9 1 2 5
CSQ0848 4 15 1 2 7 0 2 4
CSQ0849 4 17 1 1 7 0 2 5
CSQO0850 12 4 17 1 1 7 2 2 7
CSQO0855 9 4 16 1 1 7 1 2 7
CSQ0862 11 5! 14 1 1 9 1 2 6
CSQO866 17 7 18 1 1 9 2 2 6
CSQ0869 11 5 15 1 1 6 1 2 5
CSQO871 9 6 16 2 1 6 1 2 8
CSQO872 10 4 17 1 1 7 1 2 6
CSQO0913 10 5 14 1 1 7 2 2 6
CSQO0918 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 | ORFla | 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
CSQO0988 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 5! 12 1 1 7 1 2 5!
CSQ1033 8 15 1 2 7 1 3 7
CSQ1039 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 riiznych metod konstrukce fy-
logenetickych stromu

Nize jsou uvedeny fylogramy konstrukce fylogenetickych stromti metodami Maxi-
malni pravdépodobnosti, Spojovani nejblizsich sousedit a Minimalni evoluce.
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Obr. E.1: Fylogeneticky strom metodou UPGMA
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Obr. E.2: Fylogeneticky strom metodou Spojovani nejblizsich sousedti
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Obr. E.3: Fylogeneticky strom metodou Miniméalni evoluce
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F Vysledky shlukové analyzy z NEWICK for-
matu uvedenych metod

Nize jsou uvedeny tabulky a vykreslené dendrogramy zarazeni vzorkia do skupin

shlukové analyzy z NEWICK forméati uvedenych metod.
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Obr. F.1: Seskupeni vzorkt z fylogenetického stromu metodou Spojovani nejblizsich

sousedt
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Obr. F.2: Seskupeni vzorki z fylogenetického stromu metodou UPGMA
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Obr. F.3: Seskupeni vzorkt z fylogenetického stromu metodou Minimélni evoluce
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Tab. F.1: Zarazeni vzorku do shluku

o, Spojovani Maximalni

Minimalni o .

evoluce IlerllZSISh pravde- UPGMA

sousedil podobnost

Vzorek | Shluk | Vzorek Shluk Vzorek Shluky | Vzorek | Shluk
CSQO0160 1 CSQ0160 1 CSQO0518 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
CSQO760 1 CSQO760 1 CSQ0458 1 CSQO0835 1
CSQ0418 1 CSQO0418 1 CSQ0683 1 CSQ1041 1
CSQ1014 1 CSQ1014 1 CSQ0456 1 CSQO0160 1
CSQO167 1 CSQO167 1 CSQ0690 1 CSQO0307 1
CSQO0165 1 CSQO0165 1 CSQ0829 1 CSQO0979 1
CSQO0168 1 CSQO0168 1 CSQO0835 1 CSQ0521 1
CSQO0255 1 CSQ0255 1 CSQ0525 1 CSQ1023 1
CSQO0364 1 CSQ0364 1 CSQ0206 1 CSQ0410 1
CSQ1000 1 CSQ1000 1 CSQ0207 1 CSQ0984 1
CSQ0307 1 CSQ0307 1 CSQ0364 1 CSQ0255 1
CSQO0369 1 CSQ0369 1 CSQ0257 1 CSQ0754 1
CSQ0692 1 CSQ0692 1 CSQ1000 1 CSQ0992 1
CSQO0833 1 CSQO0833 1 CSQ0307 1 CSQO0983 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
CSQO0458 1 CSQ0458 1 CSQ1041 1 CSQ0920 1
CSQO683 1 CSQ0683 1 CSQO742 1 CSQ0206 1
CSQO0514 1 CSQO0514 1 CSQO0276 1 CSQ0207 1
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o, Spojovani Maximalni

Minimalni o .

evoluce IlerllZSISh pravde- UPGMA

sousedil podobnost

Vzorek | Shluk | Vzorek Shluk Vzorek Shluky | Vzorek | Shluk
CSQ0522 1 CSQ0522 1 CSQ0302 1 CSQO0728 1
CSQO0518 1 CSQO0518 1 CSQ0417 1 CSQ0254 1
CSQ0520 1 CSQ0520 1 CSQ1043 1 CSQ0846 1
CSQ0423 1 CSQ0423 1 CSQO0451 1 CSQ0871 1
CSQO808 1 CSQO0808 1 CSQ1048 1 CSQ0829 1
CSQO777 1 CSQO777 1 CSQ0255 1 CSQO760 1
CSQO0846 1 CSQ0846 1 CSQ0850 1 CSQO0257 1
CSQO871 1 CSQO871 1 CSQ1007 1 CSQ0364 1
CSQ0200 1 CSQ0200 1 CSQ0984 1 CSQ0540 1
CSQO0303 1 CSQ0303 1 CSQ0998 1 CSQ1003 1
CSQ1011 1 CSQ1011 1 CSQO777 1 CSQO777 1
CSQ0992 1 CSQ0992 1 CSQ0846 1 CSQO0808 1
CSQO0835 1 CSQO0835 1 CSQO871 1 CSQ1039 1
CSQO0198 1 CSQO0198 1 CSQ0423 1 CSQ0302 1
CSQ0525 1 CSQ0525 1 CSQO0808 1 CSQO0919 1
CSQ0206 1 CSQ0206 1 CSQO728 1 CSQ0400 1
CSQ0207 1 CSQ0207 1 CSQ1039 1 CSQO0872 1
CSQ0417 1 CSQ0417 1 CSQO760 2 CSQO0388 1
CSQ1043 1 CSQ1043 1 CSQ0160 2 CSQO0833 1
CSQ0451 1 CSQO0451 1 CSQ1047 2 CSQ0401 1
CSQ1048 1 CSQ1048 1 CSQ1051 2 CSQO0381 1
CSQ0302 1 CSQ0302 1 CSQ0994 2 CSQ0384 1
CSQO0276 1 CSQO0276 1 CSQO0198 2 CSQO0536 1
CSQ0742 1 CSQ0742 1 CSQ0992 2 CSQ1033 1
CSQ1041 1 CSQ1041 1 CSQ0303 2 CSQ0164 1
CSQ0257 1 CSQ0257 1 CSQ0200 2 CSQO0286 1
CSQO0998 1 CSQ0998 1 CSQ1011 2 CSQ0683 1
CSQO866 1 CSQO866 1 CSQ0275 3 CSQO0456 1
CSQ1024 1 CSQ1024 1 CSQO0862 3 CSQ0862 1
CSQO0869 1 CSQ0869 1 CSQO866 3 CSQO866 1
CSQ0862 1 CSQ0862 1 CSQ1024 3 CSQ0998 1
CSQ0532 1 CSQ0532 1 CSQ0532 3 CSQO0283 1
CSQ0995 1 CSQ0995 1 CSQ0869 3 CSQO0418 1
CSQO778 1 CSQO778 1 CSQOT778 3 CSQ1014 1
CSQ1008 1 CSQ1008 1 CSQ0995 3 CSQO0913 1
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o, Spojovani Maximalni
Minimalni e

nejblizsich pravde- UPGMA
evoluce i

sousedil podobnost
Vzorek | Shluk | Vzorek Shluk Vzorek Shluky | Vzorek | Shluk
CSQO0275 2 CSQO0275 2 CSQ1008 3 CSQ0167 1
CSQO0421 3 CSQO0421 3 CSQ1014 3 CSQ0993 1
CSQO0855 3 CSQO0855 3 CSQO0418 3 CSQO0816 1
CSQO728 3 CSQO728 3 CSQO0168 3 CSQ1007 1
CSQ1022 3 CSQ1022 3 CSQO0165 3 CSQ1018 1
CSQ1039 3 CSQ1039 3 CSQO0167 3 CSQ1022 1
CSQO0979 3 CSQ0979 3 CSQ0421 4 CSQO0390 1
CSQ0682 3 CSQ0682 3 CSQ1022 4 CSQ0417 1
CSQO0850 3 CSQO0850 3 CSQO0855 4 CSQ1043 1
CSQ0984 3 CSQ0984 3 CSQO0979 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 CSQO0458 1
CSQ0297 3 CSQ0297 3 CSQ0682 4 CSQO0514 1
CSQ0395 3 CSQ0395 3 CSQ0983 4 CSQ0542 1
CSQ0724 3 CSQO0724 3 CSQ0521 4 CSQO0518 1
CSQO0919 3 CSQ0919 3 CSQ1023 4 CSQ0520 1
CSQO0983 3 CSQ0983 3 CSQ1026 4 CSQ0369 1
CSQ1003 3 CSQ1003 3 CSQ0438 4 CSQO0201 1
CSQO0918 3 CSQO0918 3 CSQO0754 4 CSQ0988 1
CSQ0993 3 CSQ0993 3 CSQO0913 4 CSQO0823 1
CSQ0436 3 CSQ0436 3 CSQ0342 4 CSQ0393 1
CSQO0366 3 CSQ0366 3 CSQ0254 5 CSQ0523 1
CSQO0816 3 CSQO0816 3 CSQ0410 5 CSQ0526 1
CSQ0920 3 CSQ0920 3 CSQ0407 5 CSQO0205 1
CSQ1044 3 CSQ1044 3 CSQ1003 5 CSQ0923 1
CSQ1018 3 CSQ1018 3 CSQ0920 5 CSQ0426 1
CSQ0543 3 CSQ0543 3 CSQ0441 5 CSQO0157 1
CSQ1006 3 CSQ1006 3 CSQ0538 5 CSQO0727 1
CSQO0286 3 CSQO0286 3 CSQ0286 5 CSQ0419 1
CSQO0538 3 CSQ0538 3 CSQO0816 5 CSQ0849 1
CSQ0441 3 CSQO0441 3 CSQO0366 5 CSQ0296 1
CSQ1026 3 CSQ1026 3 CSQ0436 5 CSQO0273 1
CSQ0284 3 CSQO0284 3 CSQ0985 5 CSQO0531 1
CSQ0407 3 CSQ0407 3 CSQ0986 5 CSQ0294 1
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. Spojovani Maximalni
Minimalni o .
evoluce IlerllZSISh pravde- UPGMA
sousedil podobnost

Vzorek | Shluk | Vzorek Shluk Vzorek Shluky | Vzorek | Shluk
CSQO0536 3 CSQ0536 3 CSQ0543 5 CSQ0424 1
CSQ0540 3 CSQ0540 3 CSQ1018 5 CSQ0529 1
CSQ0254 3 CSQ0254 3 CSQ1006 5 CSQO0512 1
CSQO0410 3 CSQ0410 3 CSQ1044 5 CSQO0706 1
CSQ0390 3 CSQ0390 3 CSQO0724 5 CSQO0704 1
CSQO0278 3 CSQ0278 3 CSQ0297 5 CSQ1009 1
CSQ0400 3 CSQ0400 3 CSQ0395 5 CSQ0292 1
CSQO872 3 CSQO0872 3 CSQ0993 5 CSQO0153 1
CSQ0401 3 CSQ0401 3 CSQO0381 6 CSQ0834 1
CSQO0388 3 CSQO0388 3 CSQ0384 6 CSQ0967 1
CSQO0381 3 CSQO0381 3 CSQO0388 6 CSQO0848 1
CSQO0384 3 CSQ0384 3 CSQ0401 6 CSQ0926 1
CSQO0438 3 CSQ0438 3 CSQO872 6 CSQ0525 1
CSQ1023 3 CSQ1023 3 CSQ0278 6 CSQ0682 1
CSQ0521 3 CSQ0521 3 CSQ0400 6 CSQO0850 1
CSQO0913 3 CSQ0913 3 CSQ0390 6 CSQO0407 1
CSQ1033 3 CSQ1033 3 CSQ0536 6 CSQ0395 1
CSQO0283 3 CSQO0283 3 CSQ0918 6 CSQ0724 1
CSQ0342 3 CSQ0342 3 CSQ0284 6 CSQ0200 2
CSQO0985 4 CSQO0985 4 CSQ1033 4 CSQO0300 1
CSQO0986 4 CSQ0986 4 CSQ0283 4 CSQ0446 1
CSQO754 5 CSQO754 5 CSQ0540 6 CSQ1011 2
CSQO704 5 CSQO704 5 CSQ0379 7 CSQ0423 1
CSQO0439 5 CSQ0439 5 CSQ0424 7 CSQO0306 1
CSQ0292 5 CSQ0292 5 CSQ0923 7 CSQ0690 1
CSQ1009 5 CSQ1009 5 CSQ0205 7 CSQO0198 1
CSQO157 5 CSQO157 5 CSQO377 7 CSQ1001 1
CSQO0300 5 CSQ0300 5 CSQ0529 7 CSQO0303 2
CSQ0446 5 CSQ0446 5 CSQ0308 7 CSQ0994 2
CSQO0988 5 CSQO0988 5 CSQO755 7 CSQO0165 3
CSQ0201 5 CSQ0201 5 CSQOT758 7 CSQ0436 3
CSQO0823 5 CSQ0823 5 CSQO782 7 CSQ0995 3
CSQ0431 5 CSQ0431 5 CSQ0924 7 CSQO0538 3
CSQO706 5 CSQO0706 5 CSQ0282 7 CSQO778 3
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o, Spojovani Maximalni

Minimalni o .

evoluce IlerllZSISh pravde- UPGMA

sousedil podobnost

Vzorek | Shluk | Vzorek Shluk Vzorek Shluky | Vzorek | Shluk
CSQO761 5 CSQO761 5 CSQ0439 7 CSQ0282 4
CSQ0923 5 CSQ0923 5 CSQ0967 7 CSQ0304 4
CSQ0205 5 CSQ0205 5 CSQ0834 7 CSQO755 4
CSQO377 5 CSQO377 5 CSQ0300 7 CSQO758 4
CSQO0834 5 CSQ0834 5 CSQ0988 7 CSQ0439 4
CSQO782 5 CSQO782 5 CSQ0201 7 CSQO0308 4
CSQ0924 5 CSQ0924 5 CSQ0823 7 CSQO782 4
CSQ0967 5 CSQ0967 5 CSQ0512 7 CSQ0924 4
CSQO0426 5 CSQ0426 5 CSQO761 7 CSQ1006 5
CSQ0531 5 CSQ0531 5 CSQ0519 8 CSQ1002 1
CSQ0294 5 CSQ0294 5 CSQO0155 8 CSQO0431 1
CSQO727 5 CSQO727 5 CSQ1002 8 CSQO0168 1
CSQ0848 5 CSQ0848 5 CSQO0153 8 CSQ0284 1
CSQO0849 5 CSQ0849 5 CSQ1009 8 CSQO377 1
CSQ0419 5 CSQ0419 5 CSQ0292 8 CSQO0276 1
CSQ1001 5 CSQ1001 5 CSQ0426 8 CSQO0869 1
CSQO0273 5 CSQ0273 5 CSQ0162 8 CSQO0438 6
CSQ0296 5 CSQ0296 5 CSQO0164 8 CSQO0918 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
CSQO0393 5 CSQ0393 5 CSQ0523 9 CSQO0681 1
CSQ0523 5 CSQ0523 5 CSQ0526 9 CSQ0297 1
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o, Spojovani Maximalni

Minimalni o .

evoluce IlerllZSISh pravde- UPGMA

sousedil podobnost

Vzorek | Shluk | Vzorek Shluk Vzorek Shluky | Vzorek | Shluk
CSQO0304 5 CSQ0304 5 CSQ0440 9 CSQ0342 1
CSQ0526 5 CSQ0526 5 CSQ0304 9 CSQO0366 1
CSQ0424 5 CSQ0424 5 CSQO0273 9 CSQ0421 1
CSQ0447 5 CSQ0447 5 CSQ0294 9 CSQO0855 1
CSQO0512 5 CSQO0512 5 CSQ0296 9 CSQ1008 1
CSQ0529 5 CSQ0529 5 CSQ0531 9 CSQ0532 1
CSQO0153 5 CSQO0153 5 CSQO0157 9 CSQ1024 1
CSQO0519 5 CSQ0519 5 CSQ0848 9 CSQO0155 1
CSQ1002 5 CSQ1002 5 CSQO727 9 CSQ0291 1
CSQO155 5 CSQO0155 5 CSQ0419 9 CSQO0278 1
CSQO0154 5 CSQO0154 5 CSQ0306 9 CSQO0985 7
CSQO0306 5 CSQ0306 5 CSQO0154 9 CSQO0986 7
CSQO0164 5 CSQ0164 5 CSQ1001 9 CSQO0162 9
CSQO681 6 CSQ0681 6 CSQ0446 7 CSQO0379 4
CSQO0282 7 CSQ0282 7 CSQ0447 7 CSQ0154 1
CSQO0308 7 CSQ0308 7 CSQO681 7 CSQO0519 1
CSQO0379 7 CSQO0379 7 CSQ0431 7 CSQ0440 1
CSQO755 7 CSQO755 7 CSQO706 7 CSQ0451 1
CSQO758 7 CSQO758 7 CSQO704 7 CSQO0543 5
CSQ0291 8 CSQ0291 8 CSQ0291 9 CSQO761 1
CSQO0162 9 CSQ0162 9 CSQ0849 9 CSQO0275 8
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