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Souhrn

Ptredlozena diplomova prace se zabyva rekonstrukci kompletni chloroplastové DNA

u vybranych taxont rodu Dactylorhiza a jejich anotaci a naslednou komparativni analyzou.

Predmétem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovat literarni reSerSi, ktera
se zamétuje na strukturu a organizaci genomu vysSich rostlin, zejména na mimojadernou
DNA, konkrétn¢ chloroplastovou DNA, jeji vyuziti a sekvenaéni pfistupy vyuzivané

pro sestaveni celogenomové sekvence chloroplastové DNA.

V praktické casti byla analyzovana Next-Gen data (Illumina sekvence), provedena
de-novo rekonstrukce chloroplastové DNA s naslednym in silico i experimentalnim ovéfenim.
Byla rovnéz provedena anotace kompletni chloroplastové DNA a fylogeneticka analyza.
Podatilo se zrekonstruovat celkovy genom chloroplastové DNA u osmi studovanych taxont
rodu Dactylorhiza. U druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. soéana se povedlo slozit celkovy
cIDNA genom v jednom dlouhém scaffoldu. Pouze u jediného druhu, Dactylorhiza bohemica,
se nepodafilo slozit celkovy genom cIDNA. Na zaklad¢ provedenych analyz bylo zjisténo,
ze velikost  chloroplastové ~ DNA  studovanych  taxonu  rodu  Dactylorhiza
je 154 113-156 724 kb. Proteiny kodujici geny, tRNA a rRNA tvofily zhruba 70 % celého
genomu chloroplastu. Z toho pfipadalo zhruba 48 % na proteiny kodujici geny, 19 % na geny
pro tRNA a 3 % na geny pro rRNA. Zbylych 30 % genomu tvofily inter-genové mezerniky,
introny a pseudogeny. V oblasti velké kodujici podjednotky bylo ptitomno piiblizné 47 %
genl, v oblasti malé kodujici podjednotky piiblizné 9 % gentt a v oblastech duplikace

ptiblizné celkem 44 % genil.



Summary

The thesis deals with use of partial illumina sequencing data of total genomic DNA for
de-novo assembly of a complete chloroplast genome. Paired-end illumina sequences of nine
selected representatives of Dactylorhiza genus and two different assembly programs using

different computing algorithms were used to verify this task.

The theoretical part of the master thesis focuses a genome structure and organization
of higher plants, especially extracellular DNA, namely chloroplast DNA; sequencing
techniques and bioinformatics tools used for reconstruction of whole chloroplast genome

sequence as well as utilization of cIDNA sequences in phylogenetic studies.

The practical part of the thesis was focused on analyzes Next-Gen data (lllumina
sequencing), de-novo assembly of chloroplast DNA and a subsequent in silico analysis
and experimental verification. Out of nine analyzed representatives, complete chloroplast
genome was reconstructed in eight of them. By my approach, | was not able to reconstruct
whole genome sequence only in one analyzed dataset of Dactylorhiza bohemica. Based
on the analyses carried out in this thesis, it was discovered that the size of the chloroplast
DNA of the studied Dactylorhiza genus taxa is 154 113-156 724 kb. Protein-coding genes,
tRNA and rRNA, represented approximately about 70% of the whole chloroplast genome.
About 48% of chloroplast genome was specific to protein-coding genes, 19% to tRNA genes,
and 3% to rRNA genes. The remaining 30% of the genome was composed of intergenic
spacers, introns, and pseudogenes. Approximately about 47% of the genes were present
in the large single copy regions, 9% in the small single copy regions, and 44% in the inverted

repeats region.

The results obtained in the diploma thesis can be used in future for analysis

of evolutionary relationships in Dactylorhiza as well as in broader groups of orchids.
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1 Uvod

Chloroplastovy genom obsahuje geny, které se primarn¢ ucastni fotosyntézy, transkripce
a translace. Obsah geni a obecna struktura chloroplastovych genomti v suchozemskych
rostlinach jsou znac¢né zachované. Typicky plastom je ¢tyidilny s dlouhou jednokopiovou
oblasti (LSC, ~80 kb) a kratkou jednokopiovou oblasti (SSC, ~20 kb), které jsou oddélené
dvéma identickymi obracenymi duplikacemi (IR, ~25 kb), jez jsou nezbytna pro stabilizaci
struktury genomu plastidu. IR jsou nejvice zachované prvky plastomu. Ackoliv jsou
plastidové genomy relativné malé, kdédujici sekvence obsahuji pouze 50 % plastomu
suchozemskych rostlin. Typické plastidové genomy vyssich rostlin koduji vSechny typy
rRNA (23S, 16S, 58S, 4,5S), 27 az 31 genti tRNA a tadu proteinl (napt. ~85 fotosyntetickych
proteinll). Asi 45 vysoce konzervovanych genl bylo nalezeno v plastomech témét vSech
fotosyntetickych organismu. Plastidy také obsahuji fadu nekodujicich RNA, vcetné mnoha
antimediatorovych RNA.

Konzervovana struktura chloroplastové DNA a absence rekombinace, nizky stupen
mutaci spolecné s dédi¢nosti vétSinou po matetské linii, ¢ini chloroplastovou DNA ¢Castym
markerem vyuzivanym ve fylogenetickych studiich rostlinnych druhti. Vysoky pocet kopii
chloroplastti na jednu buriku ptispiva k tomu, ze je cIDNA pro sekvenovani snaz§im cilem nez
nizkokopiové jaderné geny, zejména pak z malych nebo degradovanych vzorkid. Prestoze
se vice uplatiuji variace DNA v jaderném genomu oproti plastidovym genim, mnohé oblasti
vyzkumu, jako je fylogenetika a fylogeografie, budou sekvence chloroplastli nadale vyuzivat,
at’ uz z technickych nebo biologickych divoda.

Vyvoj metod sekvenovani nové generace poskytl rychlejsi a levnéjsi metody sekvenovani
genomil. Sekvenovdni nové generace piedstavuji metody tzv. masivné paralelniho
sekvenovani, kdy v jediném sekvenacnim cyklu lze ziskat obrovsky objem dat ekonomickym
zpusobem. Technologie sekvenovani DNA nové generace maji v soucasné dobé
nenahraditelné misto ve vyzkumu a ptichéazeji i do oblasti klinické praxe. Sekvenacéni pfistroje
produkuji velké mnozstvi dat, jejichz analyza metodami bioinformatiky je nezbytna k ziskani
relevantnich vysledkii. Sekvenovani se tak bez pokrocilého vypocetniho zpracovani

specializovanymi algoritmy neobejde.



Cile prace

Analyza sekvenacnich dat druhé generace (Illumina sekvenci) vybranych rostlinnych
druht.

De-novo rekonstrukce chloroplastové DNA pomoci rtiznych programt ("assembleri')
a porovnani ziskanych vysledk.

Experimentalni ovéfeni sestavenych oblasti (kontigii nebo skafoldit) a pieklenuti
nespojenych usekl chloroplastového genomu pomoci PCR a nasledného Sangerova
sekvenovani.

Anotace a komparativni analyza kompletni chloroplastové DNA.



3 Literarni prehled

3.1 Struktura a organizace genomu vyssich rostlin

Ptevazna vétSina dédicné informace u vyssich rostlin, stejné jako u ostatnich vyssich
eukaryot, je uloZzena v bunécném jadie. Kromé jaderné DNA, je dédicna informace vyssich
rostlin ulozena také v semiautonomnich organelach — chloroplastech a mitochondriich [Gill

a kol. 2008, Heslop-Harrison a Schwarzacher 2011].

3.1.1 Organizace a velikost jadernych genomii

Jaderny genom rostlin, slozeny z DNA a asociovanych proteinil, je organizovan
do jednotlivych chromozomi. Stejné jako velikost genomu se pocet chromozomi
v rostlinnych druzich znaéné lisi a mize se pohybovat v rozmezi od 4 do vice nez 1000,
pti¢emz pro polyploidni druhy jsou charakteristické genomy s vy$$imi pocty chromozomd.
Oproti tomu, pocet chromozomil daného druhu, s vyjimkou nadpocetnych B chromozomi, je
obvykle konstantni [Jones a kol. 2008], ale n€které taxony, jako napt. ty z rodiny Cruciferae,
vSak mohou mit velmi proménlivé po¢ty chromozomi [Jeelani a kol. 2013].

Jednou ze zakladnich charakteristik jadernych genomi je jejich velikost, kterd je
Vv pfipad€ rostlinnych druhi velmi rozliSna a pohybuje se v rozmezi od 0,063 Gb
do 148,8 Gb, coz je 2400nasobny rozdil [Dodsworth a kol. 2015; Kelly a Leitch 2011,
Pellicer a kol. 2010]. Dlouho se jako nositel nejvétsiho genomu udaval febCik asyrsky
(Fritillaria assyriaca) s 127 Gbp (127,40 pg DNA/1C) [Leitch a kol. 2005]. Dnes je ziejmé,
ze publikovany udaj byl nadhodnoceny a navic se nejspiSe vztahoval k blizce pfibuznému
druhu F. uva-vulpis. Nejvétsi znamy genom rostlin byl zjistén u vraniho oka japonského
(Paris japonica) s 148 852 Mbp (152,20 pg DNA/1C) [Pellicer a kol. 2010]. Naopak
nejmensi genom, o velikosti 63 Mbp (0,065 pg DNA/1C), byl objeven u genlisei zlaté
stiedné velké a spadaji mezi tyto dva extrémy: Oryza sativa ma velikost genomu 489 Mbp
(0,50 pg DNA/IC), Zea mays 2 665 Mbp (2,73 pg DNA/IC) a Triticum aestivum
16 944 Mbp (17,33 pg DNAJ/1C) [http://data.kew.org/cvalues/]. V ramci této diplomové
prace jsem se zabyvala rodem Dactylorhiza, ktery obsahuje jak diploidni tak polyploidni
zastupce. Velikost genomu diploidniho druhu Dactylorhiza fuchsii je ~2 826 Mbp (2,89 pg
DNA/1C) a ~3 467 Mbp (3,55 pg DNA/1C) u diploidniho zastupce Dactylorhiza incarnata.


http://data.kew.org/cvalues/cvalOrigReference.html#652

Tetraploidni druh Dactylorhiza lapponica ma velikost genomu ~6 538 Mbp (coz odpovida
~335 pg DNA/1Cx) [Aagaard a kol. 2005].

Mnozstvi DNA v organismu je udavéno jako tzv. "C-hodnota" [Swift 1950], kterd
piedstavuje obsah DNA haploidniho genomu a vyjadiuje se v parech bazi (bp). Nasledn¢
bylo zjisténo, ze neexistuje zadny vztah mezi C-hodnotou DNA a slozitosti organismu
[Mirsky a Ris 1951]. Nedostatek korelace byl Thomasem (1971) pozd¢ji nazyvan paradoxem
C-hodnoty.

Jednou z nejcastéjsich metod vyuzivanych pro stanoveni velikosti genomu rostlin je
prutokova cytometrie [Dolezel a Barto§ 2005]. Pro analyzu obsahu jaderné DNA u rostlin
byla vypracovana tada postupli. Ty se sestdvaji z pfipravy suspenzi intaktnich jader,
barvenych pomoci fluorochromti specifickych pro DNA, a analyzy relativni intenzity
fluorescence jader pomoci prutokového cytometru [Dolezel a kol. 2007]. Protoze pritokova
cytometrie analyzuje relativni intenzitu fluorescence a tim relativni obsah DNA, mtize byt
velikost genomu neznamého vzorku stanovena az po porovnani s jadry referenc¢niho
standardu, jehoZ velikost genomu je zndma [Dolezel a Barto§ 2005]. Priitokova cytometrie
ma oproti pfedchozim metodam (biochemicka extrakce a dvé metody zalozené
na mikroskopii - mikrospektrometrie a kvantitativni  cytofluororometrie) vyhodu
Vv jednoduchosti ptipravy vzorki (posekani rostlinného pletiva ziletkou), vysoké citlivosti,
nizké destruktivnosti (pouze mala cast rostliny je analyzovéana), rychlosti analyzy (tisice
bunék (jader) mohou byt analyzovany béhem nékolika minut) a relativné nizkym nékladim
na analyzy [Suda 2005]. Databaze velikosti genomi rostlin (C-hodnot) udrzuje Kralovska

botanickéa zahrada v Kew ve Velké Britanii [http://data.kew.org/cvalues/].

3.1.2 Rozdily ve velikosti jadernych genomii

Jak jiz bylo zminéno, velikost jadernych genomt vysSich rostlin se velmi 1isi. Pocet
genll kddujicich proteiny se v genomech vyssich rostlin vyrazné nelisi, odhady se pohybuji
ptiblizn¢ od 30 000 do zhruba 60 000 genii [Ming a kol. 2008, Yu a kol. 2002], v zavislosti
na druhu. Pfi¢inou tak vysoké variability ve velikostech jadernych genomi je pfedevSim
pfitomnost rizného mnoZstvi repetitivnich DNA sekvenci [Bennetzen a kol. 2005, Hawkins
a kol. 2008, Hiibova a kol. 2010, Kelly a Leitch 2011, Macas a kol. 2007, Renny-Byfield
akol. 2011, Swaminathan a kol. 2007, Vitte a Panaud 2005, Wicker a kol. 2009]. Dalsim
faktorem, ktery stoji za vysokou variabilitou ve velikostech genomu vysSich rostlin, je fakt,

ze evoluce velkého mnozstvi rostlinnych druhit byla doprovazena cetnymi vnitro-


http://data.kew.org/cvalues/cvalOrigReference.html#622

nebo mezi-druhovymi hybridizacemi, a nebo polyploidizaci [Adams a Wendel 2005, Jiao
a kol. 2011, Leitch a Leitch 2008, Leitch a kol. 2008, Soltis a kol. 2009, Wendel 2000].

Repetitivni elementy v genomech se skladaji z tandemovych repetic a rozptylenych
mobilnich elementl (napiiklad transpozonii a retrotranspozonil). U krytosemennych rostlin
jsou tyto repetice rozmanité a pocetné; zaujimaji 70-80 % jaderné genomové DNA (gDNA),
¢imz ¢ini kvetouci rostliny vhodnou skupinou ke studiu evoluce dynamiky repetitivnich
elementti [Hansen a Heslop-Harrison 2004, Kelly a kol. 2012, Leitch a Leitch 2008, Wicker
a kol. 2007]. Pozorovani, ze n¢kolik rodin [Hawkins a kol. 2006, Piegu a kol. 2006],
nebo dokonce jednotlivé rodiny [Neumann a kol. 2006] transponovatelnych elementt (TES)
mohou pfevazovat v rostlinnych genomech a zodpovidat za variabilitu ve velikosti genomu
mezi blizce ptibuznymi druhy, vedlo k navrhu, ze rozdilna nachylnost k amplifikaci TE hraje
primarni roli v fizeni zmén ve velikosti genomu [Grover a Wendel 2010].

PrestoZze je vétSina rozmanitosti vysledkem rozdilné expanze a ztraty repetic,
v prubéhu evoluce se vyrazné¢ podili na vysledné velikosti jaderného genomu proces
celogenomové duplikace (WGD), také znamé jako polyploidie a paleopolyploidie [Proost
a kol. 2011, Soltis a Burleigh 2009]. Polyploidizace je jizZ dlouho povaZovéana za vyznamny
mechanismus speciace u rostlin, zejména krytosemennych rostlin [Otto a Whitton 2000,
Soltis a Soltis 2000, 2009]. VSechny krytosemenné rostliny proSly nejméné jednim kolem
(ne-li vice) celogenomové duplikace [Vision a kol. 2000, Bowers a kol. 2003, Jaillon a kol.
2007, Jiao a kol. 2011] a proto sdileji staré WGD, stejné jako vSechny semenné rostliny [Jiao
a kol. 2011]. Studie ukézaly, ze dochdzi jednak ke zvétSovani genomi prostfednictvim
akumulace repetitivni DNA [Renny-Byfield a kol. 2011], ale také ke zmenSovani genomu
(“genome downsizing”) ztratou DNA, kterd nasleduje po polyploidizaci [Leitch a Bennett
2004, Leitch a kol. 2008]. Polyploidi, kteti vzniknou zdvojenim chromozomt té¢hoz druhu
¢i znasobenim celého vlastniho genomu, jsou oznacovani jako autopolyploidi. Polyploidni
jedinci, ktefi vznikaji kiiZenim mezi riznymi druhy, se nazyvaji alopolyploidi. Tento proces
mize vyvolat rychlé, opakovatelné a smérodatné zmény subgenomu piedkt [Comai a kol.
2003, Feldman a Levy 2009, Chen a Ni 2006, Lim a kol. 2004, Liu a Wendel 2003,
Matyasek a kol. 2007]. Dactylorhiza spp. také prosla hybridizaci a polyploidizaci; mnoho
euroasijskych druht tvoii polyploidni komplex. Tyto aloploidni druhy se vyvinuly
opakovan¢é hybridizaci mezi dvéma Siroce rozsSifenymi rodiovskymi liniemi: diploidni
(2n =40) D. incarnata a D. maculata (v¢etn¢ diploidni D. fuchsii) [Balao a kol. 2016,
Hedrén a kol. 2012, Naczk a kol. 2015, Paun a kol. 2011].



3.2 Mimojaderna DNA

V roce 1909 dvé publikace od Corrense a Baura, publikované ve svazku 1 Zeitschrift
fiir induktive Abstammungs- und Vererbungslehre (nyni Molekularni genetika a genomika),
se zabyvaly nemendelovskou dédi¢nou deficienci chlorofylu [Correns 1909, Baur 1909].
Tyto dokumenty uvadéji prvni piiklady mimojaderné dédi¢nosti a polozily zaklady nové
oblasti vyzkumu: mimojaderné genetice. Correns pozoroval Cisté mateisky typ dédi¢nosti
(urodu Mirabilis), zatimco Baur naSel biparentalni dédi¢nost (u rodu Pelargonium). Baur
nasledné vyvinul teorii dédi¢nosti plastida [Baur 1910, 1911]. V mnoha rodech jsou plastidy
pfendSeny matkou pouze uniparentdlné, zatimco u nékolika rodid dochéazi k biparentdlni
dédicnosti plastidi. Obvykle dochazi k ndhodnému tiidéni plastidi béhem ontogenetického
vyvoje. Renner a Schwemmle, stejné jako genetici z jinych zemi, pfidali k této teorii dalsi
podrobnosti [Renner 1922, 1924, 1929, 1934, 1936, Schwemmle 1940, 1941, 1943, 1957].
Prikopnické studie se zabyvaly mitochondridlni dédi¢nosti u kvasinek, kdy byly prokazany
buiikky s deficienci respirace (petity v kvasinkdch, poky u Neurospora) diky
mitochondridlnim mutacim [Ephrussi 1949, Slonimski a Ephrussi 1949]. Elektronova
mikroskopie a biochemické studie nasledné ukazaly, Ze plastidy a mitochondrie obsahuji
organelové specifické DNA molekuly [Beale a Knowless 1978, Gibor a Izawa 1963, Granick
a Gibor 1967, Hagemann 1968, Kirk 1963, 1986, Kirk a Tilney-Bassett 1967, Leff
a kol. 1963, Ris 1961, Ris a Plaut 1962, Sager 1972, Sager a Ishida 1963]. Tato zjisténi
polozila molekularni zaklad pro mimojadernou dédi¢nost - plastidovou a mitochondrialni

genetiku.

3.2.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni genomy rostlin se zna¢né¢ se lisi ve velikosti, dokonce i mezi velmi
blizkymi druhy nebo v ramci druhu [Huot a kol. 2014, Lohse a kol. 2013]. Rozdily
ve velikosti rostlinné mitochondridlni DNA (mtDNA) jsou 22ndsobné, s 1,5ndsobnym
rozdilem v mnozstvi genli [Gualberto a kol. 2014]. Velikost mitochondridlni DNA
U krytosemennych rostlin se pohybuje obvykle v rozmezi 200-750 kb (primérné 484 kb)
[Lohse a kol. 2013, Richardson a kol. 2013], vyskytuji se vSak v nékolika rodech vyjimky,
kde pozorujeme obrovsky narist ve velikosti [Sugiyama a kol. 2005]. Velikost
mitochondridlniho genomu semennych rostlin kolisa v rozmezi 200-2900 kb [Alverson

a kol. 2011, Gualberto a kol. 2014, Sloan a kol. 2012].



Obrovska diverzita ve velikosti rostlinné mitochondridlni DNA neni zplisobena
mnozstvim genti, ale pfitomnosti znacéného mnozstvi nekodujici DNA v genomech
(tj. rozptylenych repetic, intront, inter-genovych mezernikii a cizich sekvenci DNA).
Diilezitou charakteristikou rostlinnych mitogenomt je pfitomnost repetitivnich sekvenci DNA
lisicich se rtiznou velikosti 1 po¢tem opakovani [Alverson a kol. 2011]. Tyto repetitivni DNA
sekvence jsou Casto klasifikovany na zaklad¢é své délky - dlouhé repetice (> 500 part bazi),
které mohou byt zapojeny do casté homologni rekombinace; stfedni repetice (50-500 part
bazi), které se podileji na vzacné ektopické homologni rekombinaci; a kratké repetice
(<50 part bazi), které mohou podpotit nelegitimni mikrohomologicky zprostiedkovanou
rekombinaci [Arrieta-Montiel a kol. 2009, Davila a kol. 2011, Gualberto a kol. 2014].

Mitochondrialni DNA vysSich rostlin  kéduje 60-70 genti [Oudot-Le Secq
akol. 2011]. Pocet mitochondrialnich genii u krytosemennych rostlin se u riznych druht
velmi 1i8i (od 32 do 67), coz odrazi ztraty a pfenos genli do jaderného genomu béhem
evoluce [Kubo a Newton 2008, Paux a kol. 2006, Rice a kol. 2013, Richardson a kol. 2013,
Sugiyama a kol. 2005, Yurina a Odintsova 2016]. mtDNA koduje nékolik gent
mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce. Pro expresi téchto genli ma
mitochondridlni genom sviij vlastni translacni systém, ktery je také castecné kodovan
mtDNA, véetné rRNA, tRNA a proménného poctu ribozomdlnich proteint, které zavisi
na druhu organismu [Lohse a kol. 2013, shrnuto v Kubo a Newton 2008]. Nékolik proteinti
podilejici se na sestaveni funkcnich respiracnich komplext miize byt také kodovano
rostlinnou mtDNA. AvSak vSechny faktory potfebné pro udrzeni mtDNA a expresi jejich
genll jsou kodovany jadrem a importovany z cytosolu, ¢imz se replikace, strukturni
organizace a exprese geni mtDNA dostava pod kontrolu jadra [shrnuto v Huot a kol. 2014].
Horizontalni pfenos je zodpovédny za ziskavani exogennich sekvenci a ¢ast rostlinnych
mitogenoml muze byt povazovana za odvozenou z chloroplastové, jaderné nebo virové

DNA, ale vétsina nekddujicich sekvenci je nezndmého ptivodu [Bergthorsson a kol. 2003].

3.2.2 Chloroplastova DNA

3.2.2.1 Chloroplasty a jejich ptivod
Prestoze je jako klicova funkce plastidi Casto uznavana fotosyntéza, hraji plastidy
diilezitou roli i v dalSich aspektech fyziologie a vyvoje rostlin, véetné syntézy aminokyselin,

nukleotidii, mastnych kyselin, fytohormon, vitaminti a mnoZstvi metaboliti a asimilace siry



a dusiku. Metabolity, které jsou syntetizovany v chloroplastech, jsou dilezité pro interakce
rostlin s jejich prostiedim (reakce na teplo, sucho, stl, svétlo apod.) a jejich obranu proti
napadeni patogeny. Chloroplasty slouzi jako centra metabolismu pii bunéénych reakcich
na signaly a reaguji pomoci retrogradni signalizace [Bobik a Burch-Smith 2015, Daniell
a kol. 2016].

Dnes je vSeobecné piijimana endosymbiotickd teorie plivodu plastidd v bunkach
rostlin a fas (Obr. 1). Plastidy vznikly pfed vice nez miliardou let v dusledku symbiozy mezi
nefotosyntetickymi eukaryotickymi buiikami a fotosyntetickymi sinicemi [Xu a kol. 2015].
Vznik plastidi a nakonec rostlin a fas mél obrovsky vliv na vyvoj Zivota na Zemi. Plastidy
rostlin a zelenych tas (chloroplasty), ¢ervenych tas (rodoplasty) a glaukofytd (cyanely nebo
cyanoplasty) pochazely z primarni symbidzy. Rostliny z nékolika fotosyntetickych
eukaryotickych taxoni obsahuji plastidy, které se objevily ze sekundarni nebo terciarni
symbidzy, tj. symbidzy nefotosyntetickych eukaryot s volné Zzijicimi fotosyntetickymi
eukaryoty (napt. Cervené nebo zelené tasy) [Jensen a Leister 2014]. Sekundarni plastidy jsou
typické pro Cryptophyceae, Chlorarachnea, Haptophyta, Euglenida, vétsinu Dinoflagellates
a Diatomae. Diatomae a Stramenopila (Heterokonta) byly tvofeny symbidzou zelenych
a Cervenych tas [Green 2011, Howe a kol. 2008, Ruck a kol. 2014]. Terciarni plastidy
vznikly, kdyz fotosynteticka eukaryota ztracela sekundarni plastidy a nahrazovala je plastidy
z jinych symbiontd. Terciarni plastidy byly nalezeny u Dinoflagellata [Howe a kol. 2008].
Narozdil od primarnich plastida, které vznikly symbiéozou mezi eukaryoty a prokaryoty
a jsou obklopeny dvéma membranami, sekundérni a terciarni plastidy jsou vazany vice nez
dvéma membrdnami a obvykle nemaji jadro ve fotosyntetickych eukaryotech [Barbrook
a kol. 2010]. Rostliny z nékterych taxont se sekundarnimi plastidy, jako jsou Chlorarachnea
a Cryptophyceae si uchovavaji reliktni eukaryotické jadro — nukleomorfni — nachazejici
se mezi vnitfnimi dvéma a vnéj$imi membranami chloroplastu [Barbrook a kol. 2010, Green
2011].



A Eukaryote Photosynthetic
Mitochondrion eukaryote Plastid
Cytoskeleton 3

Primary

endosymbiosis Y?@\ ' .
e

i ‘] St Calird Cyanobacterial OM
Outer membrane (OM) Nucleus Cvanobachertal IM
Inner membrane (IM) yanobacte

Photosynthetic Endosymbiont-derived
eukaryote membrane (?)

Host-derived

membrane (?)

Secondary M nd - /i
endosymbiosis’ (. 7 N
X
V=%
- I Plastid

Cyanobacterial OM

Nucleomorph [ Cyanobacterial IM

Photosynthetic
eukaryote Periplastidial compartment

Current Biology

Obr. 1: Pavod plastidii z A) primarni a B) sekundarni endosymbiosy [Archibald 2015].

3.2.2.2 Plastidové nukleoidy

Plastidovd DNA je uspofdddna do proteinli s vysokou molekulovou hmotnosti
a komplexi obsahujicich RNA, které jsou pfipojeny k vnitfnim membranam plastidu. Tyto
struktury jsou podobné bakteridlnim nukleoidiim (odtud pochazi jejich nazev) a nékdy
se nazyvaji plastidova jadra [Jensen a Leister 2014, Krupinska a kol. 2013]. Nukleoidy jsou
povaZzovany za hlavni formu plastomu v organelach [Golczyk a kol. 2014]. Plastidové
nukleoidy vysSich rostlinnych plastidi jsou vysoce dynamické struktury: jejich pocet,
morfologie, strukturni uspotfadani a obsah proteinti zavisi na podminkéach prostiedi a béhem
vyvoje chloroplast se vyrazné¢ méni [Pfalz a Pfannschmidt 2015, Woodson a Chory 2012].
Plastidové nukleoidy jsou umistény v obalové membrané nezralych proplastidi a poté
se premistuji na tylakoidy ve zralych chloroplastech, kde dochédzi ke sniZovani jejich
velikosti a stavaji se kompaktn&jSimi a hojnéjSimi. Zralé chloroplasty obsahuji mnoho
malych nukleoidd pfipojenych k tylakoidim ([Yagi a Shiina 2012, 2014]. Ukdazalo
se, ze nukleoidy se mohou v rdmci stejného chloroplastu liSit strukturdlné a funkéné.
Plastidové nukleoidy obsahuji v priméru 10-20 kopii plastidového genomu [Melonek
a kol.2010, Powikrowska a kol. 2014].

Plastidové nukleoidy maji jedinecné slozeni a strukturu — pifipominaji

jak prokaryotické nukleoidy, tak eukaryoticky chromatin [Jensen a Leister 2014, Krupinska



a kol. 2013]. Zakladni rozdil mezi uspofadanim genomu u plastidt a bakterii spo¢iva v tom,
ze plastidy maji vice nukleoidii s riznym poctem kopii genomu, zatimco bakterie maji pouze
jediny nukleoid obsahujici proménny pocet molekul DNA, ktery se u riznych bakterialnich
druhtt 1isi. Kompaktni struktura DNA v plastidovych nukleoidech byla porovnavana
s chromatinem jadra eukaryotickych bunék. Centralni télo nukleoidu s hustym obalem
(jadrem) mize odpovidat eukaryotickému heterochromatinu, zatimco vice disperzni periferni
oblasti (oblasti aktivni transkripce) pfipominaji eukaryoticky euchromatin [Krupinska

a kol. 2013, Powikrowska a kol. 2014].

3.2.2.3 Struktura genomu chloroplastu

Velikost plastidového genomu (plastomu) suchozemskych rostlin a fotosyntetickych
fas se pohybuje od 120 do 190 kb [Wicke a kol. 2011, Yu a kol. 2014] (naptiklad velikost
plastomu u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) je 154 kb [Ortelt a Link 2014]).
Chloroplastovy genom je slozen z mnoha kruhovych a pravdépodobné identickych
dvoutetézcovych molekul DNA. Kromé& kruhovych molekul DNA mohou plastomy
obsahovat alternativni formy DNA, jako jsou multimerické kruhy a linedrni a rozvétvené
molekuly DNA [Oldenburg a Bendich 2015, Ruhlman a Jansen 2014]. Kazda kruhova
molekula DNA vyssich rostlin obsahuje 100—150 genli (<5 % typického cyanobakterialniho
genomu) [Ortelt a Link 2014]; u suchozemskych rostlin a fotosyntetizujicich fas se pocet
gent v jedné kruhové molekule DNA pohybuje od 100 do 200 [Rochaix a Ramundo 2015].
Chloroplastovy genom obsahuje geny, které¢ se primarné UcCastni fotosyntézy, transkripce
a translace. Obsah genil a obecna struktura chloroplastovych genomi v suchozemskych
rostlinach jsou zna¢n€¢ zachované [Raman a Park 2015]. Plastom tabaku virginského
(Nicotiana tabacum) (155 939 bp) je povazovan za etalon starovékého uspoiadani plastomu.
Umisténi genti v tomto plastomu je typické pro krytosemenné rostliny, jejichz plastomy
béhem evoluce neprosly vyznamnymi pieskupenimi.

Typicky plastom je Ctyfdilny s dlouhou jednokopiovou oblasti (LSC, ~80 kb)
a kratkou jednokopiovou oblasti (SSC, ~20 kb), které¢ jsou oddélené dvéma identickymi
obracenymi duplikacemi (IR, ~25 kb), jez jsou nezbytna pro stabilizaci struktury genomu
plastidu. IR jsou nejvice zachované prvky plastomu. V suchozemskych rostlinach obracena
opakovani obvykle obsahuji zakladni skupinu genii pro ¢tyfi rRNA (4,58, 58S, 16S, 235)
apét tRNA (trnA-UGC, trnl-GAU, trnN-GUU, trnR-ACG, trnV-GAC). Kromé tohoto
jaderného shluku (klastru) rRNA/tRNA obsahuji obracend opakovani mnohych
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suchozemskych rostlin, zejména pak cévnatych rostlin, také ftadu dalSich geni.
U neotropické liany Tanaecium tetragonolobum (Celed’ trubacovité (Bignoniaceae)) je
napiiklad 10 z 86 gend kodujicich proteiny lokalizovano uvnitf oblasti IR, a je tedy
Vv plastomu pIné duplikovano [Nazareno a kol. 2015]. Urcité rodové linie chloroplastovych
genomu suchozemskych rostlin také vykazuji vyznamna strukturdlni preskupeni, coz svédci
o ztraté oblasti IR nebo celych rodin gend.

Ackoliv jsou plastidové genomy relativné malé, kodujici sekvence obsahuji pouze
50 % plastomil suchozemskych rostlin. Zbytek plastomu je zastoupen introny, regulaénimi
sekvencemi a inter-genovymi mezerniky. Introny jsou stejné jako geny v genomech
chloroplastu suchozemskych rostlin obecné zachovany, ale ztrata intrond uvnitf gent
kodujicich proteiny byla popsana u nékolika druhii rostlin [Jansen a kol. 2007], vcéetné
je¢mene (Hordeum vulgare) [Saski a kol. 2007], bambusu (Bambusa sp.) [Wu a kol. 2009],
manioku (Manihot esculenta) [Daniell a kol. 2008] a cizrny (Cicer arietinum) [Jansen a kol.
2008]. Proteiny kédované geny, u nichz je znadma ztrata intrond, maji rizné funkce; patii
mezi né ATP syntdza (atpF), Clp protedza (clpP), RNA polymerdza (rpoC2) a ribosomalni
proteiny (rpl2, rps12 a rps16) [Jansen a kol. 2007].

Nejvice kompaktni plastom mezi fotosyntetickymi suchozemskymi rostlinami (66 %
kodujicich sekvenci) byl nalezen u velvi¢ie podivné (Welwitschia mirabilis), celed
welwitschiovité (Welwitschiaceae), coz je rostlina z genetofytni rodové linie nahosemennych
rostlin [McCoy a kol. 2008]. U fotosyntetickych fas se obsah kodujicich sekvenci v plastomu
pohybuje od 50 % (zelena fasa Chlamydomonas reinhardtii) do 93,5 % (Cervena fasa
Cyanidioschyzon merolae) [Ortelt a Link 2014]. Plastomy jsou také vysoce bohaté na AT
(60 — 70 %); celkovy obsah GC je obvykle 30 — 40 %, ackoli v né€kterych oblastech, které
nekoduji proteiny, obsah AT piekracuje 80 %. Podil GC, ktery je vyssi v sekvencich
kodujicich proteiny, se v rtiznych plastomech lisi. Napiiklad geny kodujici fotosyntetické
proteiny maji nejvyssi obsah GC, zatimco geny dehydrogendzy NAD(P)H maji obsah
plastidovych (apikoplastovych) genomtl parazitarnich vytrusovca (Apicomplexa), jako je rod
zimnicka (Plasmodium) a kokcidie (Toxoplasma) [Wicke a kol. 2013].

3.2.2.4 Chloroplastové geny

cIDNA se u vétSiny druht dédi po matefské linii [Zhang a Sodmergen 2010].

Plastidové geny Ize rozd€lit na tfi funkéni skupiny: geny kodujici komponenty
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fotosyntetického aparatu, geny kodujici komponenty genetického systému a geny kodujici
proteiny zapojené do dalSich bunéénych procest (biosyntézy aminokyselin, mastnych kyselin,
pigmentt apod.) [Odintsova a Yurina 2003, Tiller a Bock 2014]. Typické plastidové genomy
vyssich rostlin koduji vSechny typy rRNA (23S, 16S, 58S, 4,5S), 27 az 31 genli tRNA a tadu
proteinii (napi. ~85 fotosyntetickych proteinti) [Powikrowska a kol. 2014]. Asi 45 vysoce
konzervovanych gend bylo nalezeno v plastomech téméf vSech fotosyntetickych organismu
[Barbrook a kol. 2006]. Plastidy také obsahuji fadu nekddujicich RNA, véetné mnoha
antimediatorovych RNA [Borner a kol. 2015].

Jedenact chloroplastovych geni koéduje podjednotky ndh, které se UcCastni
fotosyntézy. Proteiny ndh se sestavuji do komplexu fotosystému I za icelem zprostiedkovani
transportu cyklickych elektronii v chloroplastech [Munekage a kol. 2004, Ueda a kol. 2012]
a usnadnéni chlororespirace [Peltier a Cournac 2002]. Né&které autotrofni rostliny
Vv chloroplastovém genomu nemaji funkéni geny ndh [Blazier a kol. 2011, Braukmann a kol.
2009, Chang a kol. 2006, McCoy a kol. 2008, Pan a kol. 2012, Sanderson a kol. 2015, Weng
a kol. 2014, Wu a kol. 2010, Yang a kol. 2013]. Na rozdil od diive popsanych ztrat jednoho
genu byla v téchto rostlinach deletovana celd rodina genti ndh. Sedm chloroplastovych
genomu u orchideji vykazuje alespon tii nezavislé delece genti ndh [Lin a kol.2015]. Nékteré
fragmenty DNA genti ndh u orchideji byly identifikovany v mitochondridlnim genomu,
ale kompletni geny ndh potiebné k translaci domnélych funkénich proteinovych komplext

u téchto rostlin chybi [Lin a kol. 2015].

3.2.2.5 Vyuiziti chloroplastové DNA

Konzervovana struktura chloroplastové DNA a absence rekombinace, nizky stupen
mutaci spole¢né s dédinosti vétSinou po matetské linii, €ini chloroplastovou DNA ¢€astym
markerem vyuZivanym ve fylogenetickych studiich rostlinnych druhti [Shaw a kol. 2005].
Vysoky pocet kopii chloroplasti na jednu bunku pfispivda ktomu, ze je cIDNA
pro sekvenovani snaz$im cilem neZ nizkokopiové jaderné geny, zejména pak z malych
nebo degradovanych vzorka [Staats a kol. 2013]. Pfestoze se vice uplatiuji variace DNA
Vjaderném genomu oproti plastidovym genim [Hollingsworth a kol. 2011, Lemmon
a Lemmon 2013, Mandel a kol. 2014, Weitemier a kol. 2014, Zimmer a Wen 2013], mnohé
oblasti vyzkumu, jako je fylogenetika a fylogeografie, budou sekvence chloroplastii nadale
vyuzivat, at’ uz z technickych nebo biologickych diavodi. Obecné plati, Ze mitochondrialni

genom rostlin se vyviji nejpomaleji, genom chloroplastu mirn¢ rychleji a jaderny genom
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nejrychleji [Wang a kol. 2014]. Kédujici oblasti se vyvijeji pomaleji nez nekodujici oblasti
(introny a inter-genovy spacer). Z tohoto diivodu se sekvence genu cIDNA (napt. rbclL, atpB,
matK a ndhF) pouzivaji zna¢né na urovni rodiny a vySe, zatimco nekddujici sekvence
jako introny (naptf. rpL16, rpoCl, rpS16, trnL, trnK) a inter-genovy mezernik
(napf. trnT-trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, psbA-trnH) jsou pouzivany castéji na nizSich
taxonomickych turovnich [Bonatelli a kol. 2013, Shaw a kol. 2007]. Inter-genové mezerniky
(Jako je trnL-trnF) a tieti pozice kodonu genti kodujicich proteiny (jako jsou rbcL a matK)
predstavuji nejcastéji pouzivané oblasti cIDNA pii konstrukci fylogeneze [Chase a kol. 2007,
Hollingsworth a kol. 2009, Pleines a kol. 2009, Shaw a kol. 2005, 2007]. Jednou
Z nejvariabilngjSich oblasti cIDNA krytosemennych rostlin je inter-genovy mezernik
psbA-trnH, ktery je také vyuzivanym nastrojem pro analyzu fylogenetickych vztahi
[Storchova a Olson 2007]. Pro fylogenetickou analyzu je také mozné pouzit vice geni
nebo celé sekvence cIDNA, diky ¢emuz jsme schopni identifikovat naptiklad vztahy

mezi jednotlivymi taxony v prislusné fylogenetické skupiné [Hou a kol. 2016].

3.3 Sekvenacni pristupy vyuZivané pro sestaveni celogenomové sekvence

chloroplastové DNA

Vyzkum zaméfeny na zjiStovani primarni struktury plastomil zacal podstatné diive
nez podobné studie tykajici se jadernych genomi. Prvni osekvenované chloroplastové
genomy pochazely z tabaku virginského (Nicotiana tabaccum L.) a porostnice mnohotvarné
(Marchantia polymorpha L.) [Ohyama a kol. 1986, Shinozaki a kol. 1986], zatimco
analogicka data o eukaryotickych jadernych genomech a prokaryotickych genomech
se objevuji az o deset let pozdéji. Coz bylo zptisobeno velkym rozdilem ve velikosti genomu
a urovni pokroku v sekvenacnich technikdch. Tyto dva faktory jsou hlavnim divodem
soucasného mnozstvi znalosti o struktufe a fungovani plastomil. Zpocatku meélo Cisté
kognitivni charakter, ale asem ziskalo i vyznamny aplika¢ni vyznam.

Az donedédvna bylo osekvenovano pfiblizné¢ 500 kompletnich chloroplastovych
genomu a tyto informace jsou vetfejné dostupné (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).
VétSina kompletnich chloroplastovych genomil byla ziskdna u hospodaisky vyznamnych
plodin nalezicich do deviti ¢eledi: hvézdnicovité (Asteraceae), brukvovité (Brassicaceae),
bobovité (Fabaceae), sacholanovité (Magnoliaceae), slézovité (Malvaceae), myrtovité
(Myrtaceae), borovicovité (Pinaceae), lipnicovité (Poaceae) a cajovnikovité (Theaceae)
[Nazareno a kol. 2015]. Plastomy ze zelenych fas, krytosemennych rostlin, semen

a suchozemskych rostlin byly rozsahle studovany, zatimco tidaje o vlastnostech plastomil
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Z jinych taxonii jsou vzacnéjsi [Xu a kol. 2015]. Zde 1ze nicméné nalézt zastupce 1 jinych

taxont, coz poskytuje vice ptilezitosti ke komparativnim (srovnavacim) studiim.

3.3.1 Metody sekvenovani prvni generace

Prvni metody vyuzité pro sekvenovani DNA byly vyvinuty v roce 1977 [Maxam
a Gilbert 1977, Sanger a kol. 1977]. Oznacuji se jako sekvenovani prvni generace (FGS)
a patii mezi elektroforetické metody [Slatko a kol. 2011]. Stejné¢ jako Sangerova metoda,
I postup dle Maxama a Gilberta vede k produkci mnozstvi rizn¢ dlouhych kopii vychozi
sekvence, které jsou na jednom konci radioaktivné znaCeny a jsou separovany podle délky
gelovou elektroforézou. Na zéklad€é vizualizace radioaktivnich znacek byla podle délky
sekvence determinovdna konkrétni baze v daném misté. Zasadni rozdil oproti Sangerové
metod¢ vSak spociva v tom, Ze misto syntézy pro vytvoieni nového vlakna DNA o délce
odpovidajici rozmezi od pocatku reakce k modifikované, terminacni bazi, tato metoda
je zaloZena na $tépeni molekul analyzovaného fragmentu DNA [Maxam a Gilbert 1977,
Sanger a kol. 1977].

Sangerovo sekvenovani se vyvinulo do soufasného automatizovaného sekvenovani
DNA (Obr. 2, Obr. 3). Tyto sekvenatory pouzivaji ¢tyfi rizné barevné fluorescen¢ni znacky
pro odliseni dideoxy-nukleotidii a cely proces tak muZe probihat v jedné reakci. Sekvenaéni
produkty jsou nasledné separovany kapilarni elektroforézou a barevné znaceni je snimano
automaticky a pievedeno do podoby grafu (elektroforegramu), ve kterém jsou vyneseny
intenzity jednotlivych bazi podle barvy na danych pozicich [Dovichi a Zhang 2000, Karger
a Guttman 2009, Prober a kol. 1987, Slatko a kol. 2011, Smith a kol. 1986, Swerdlow
a Gesteland 1990, Tipu a Shabbir 2015]. Sangerovo sekvenovani dominovalo po dobu asi
dvou desetileti a vedlo k mnoha uspéchim, vcéetné dokonceni celogenomové sekvence
lidského genomu [Collins a kol. 2003, International human genome sequencing consortium
2004, Lander a kol. 2001, Venter a kol. 2001].
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Obr. 2: Sangerova metoda [Kolisko 2017]. Templatova DNA (A); DNA polymeraza piidava
nukleotidy k rostoucimu fetézci DNA podle predlohy - templatu (B). Ptidanim
dideoxynukleotidu, ktery je oznacen fluorescen¢ni znackou, dojde k zastaveni syntézy nového
fetézce DNA (C). Zahtatim se dva fetézce DNA odd¢li (D) a proces syntézy nového fetézce
polymerazou se mize opakovat. Vysledné molekuly se sefadi podle velikosti a podle

fluorescen¢niho znaceni se odvodi vysledna sekvence (E).

30 60 70 90 100
CCTTCGCATCCT TATGATTCCCAAGTACATATTCTGCAAGAGTACAGTATATATAGGAAAGATATCCGGGTGAAC

A M Ll ‘J\/\[W I

Obr. 3: Elektroforegram [http://labguide.cz]. Vysledny graf automatického vyhodnoceni

elektroforetického rozdéleni fragmentd DNA fluorescenéné znacenych na 3° konci podle

pfitomné baze.
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3.3.2 Metody sekvenovani druhé generace

Vyvoj metod sekvenovani nové generace (NGS) poskytl rychlejsi a levnéjsi metody
sekvenovani genomi. Moore s kolegy poprvé pouzili NGS k sestaveni sekvenci
chloroplastového genomu u rostliny nandina (Nandina) a platanu (Platanus) [Moore
a kol. 2006]. Sekvenovani nové generace predstavuji metody tzv. masivné paralelniho
sekvenovani, kdy v jediném sekvenacnim cyklu lze ziskat obrovsky objem dat ekonomickym
zpusobem (Tab. 1). Razné typy NGS platforem se lisi v principu sekvenovani jednotlivych
bazi, coz vede k rozdilim ve vykonnosti, délce ¢teni, chybovosti, pokryti genomu, nédkladech
a provozni dobé [Metzker 2009, Scholz a kol. 2012]. Dva kroky, které se tykaji vS§ech NGS
platforem, zahrnuji pfipravu templati a sekvenovani. Existuji dva zakladni sekvenacni

pristupy a to sekvenovani syntézou (SBS) a sekvenovani hybridizaci a ligaci (SBL).

Tab. 1: Porovnani sekvenacnich platforem sekvenovani druhé a tieti generace [Ambardar

a kol. 2016]
Pocet cteni na
Chybovost | Délka ¢teni Vykonnost
Sekvenacni platforma ] 1 béh
(%) (nukleotidy) N (Gb/béh)
(v milionech)
Pyrosekvenovani (Roche/454) 1 500 1 0,5
Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina (Illumina
] 0,26 2 x 100 8000 PE 720-800
HiSeq 2500)
Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina (Illumina
] ) 0,26 2 %250 1200 PE 150-180
HiSeq 2500 Rapid Run)
Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina (Illumina
0,8 2 x 150 800 PE 100-120
NextSeq)
Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina (Illumina
) 0,8 2 x 300 44-50 PE 13,2-15
MiSeq)
Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina (Illumina
o 0,8 2 x 150 50 6,5-7,5
MiniSeq)
Sekvenovani ligaci SOLiD 0,01 35 1400 155
Sekvenovani detekci vodikovych iontd (Ion
1,78 200 80 10
Torrent)
Sekvenacni technologie firmy Pacific Biosciences 13 40 000 0,1 0,1
Technologie Oxford nanopore (minlON) 38,2 2000 0,03 1

16




3.3.2.1 Pyrosekvenovani (Roche/454)

Spolec¢nost 454 Life Sciences (pozdéji koupend mezindrodnim farmaceutickym
gigantem Roche) pfiSla v roce 2005 jako prvni na trh se sekvenatorem druhé generace
umoznujicim masivni paralelni analyzu stovek kratkych usekit DNA béhem jedné procedury
[Margulies a kol. 2005]. Genomovy sekvenator s ozna¢enim GS (a doprovazenym zkratkou
jednotlivé verze pristroje) umozioval provadét pyrosekvenovani v milionech oddélenych
mikroreaktorech [Ronaghi a kol. 1996]. Sekvenacni reakce probihala v pikotitracnich
destickach, coz je sklenénd plocha s mikroskopickymi jamkami, kdy do kazdé z jamek
pikotitracni desticky je schopna zapadnout jedna sekvenaéni kulicka s namnoZenymi
kopiemi fragmenti DNA. Kuli¢ky jsou vysledkem emulzni PCR [Shao a kol. 2011] a jsou
imobilizovany v jamkach, ve kterych v miniaturnim objemu probihaji nasledné cykly
pyrosekvenacni reakce (Obr. 4).

Pyrosekvenace opét vyuziva syntézu vldkna komplementarniho k jednovlaknovému
templatu obdobné jako Sangerova metoda, ale pfidani kazdého nukleotidu je monitorovano
za pochodu skrze sledovani uvolnéni molekuly pyrofosfatu bez nutnosti separace vladken
gelovou elektroforézou. Pyrofosfat, pfirozeny produkt inkorporace volného nukleotidu
polymerazou na 3" konci nové syntetizovaného fetézce, vstupuje do enzymatické kaskady,
jejimz kone¢nym vysledem je emise svételného signdlu, ktery je detekovan CCD kamerou.
Kaskada vyuZivajici enzymy pfidané na pocatku do reakce zahrnuje pfeménu pyrofosfatu
na molekulu ATP enzymem sulfurylazou; ATP je dale pouzit luciferazou k produkci
svételného zablesku. Pyrosekvenaéni reakce bézi ve Ctyfech opakujicich se cyklech, kdy je
pfidan vzdy pouze jeden typ dNTP, zaznamenan signdl v mikroreaktorech, kde doSlo v dané
pozici (podle potadi cyklu) k inkorporaci nukleotidu a nasleduje odmyti volnych dNTP pted
pridanim dal$iho nukleotidu v nasledujicim cyklu [Fakruddin a kol. 2012]. Aby v cyklu, kdy
je pridavan adenosintrifosfat, nedoslo k jeho pfimému vyuziti luciferdzou pro vysviceni
svételného  signdlu, je  misto  bé&Zného  dATP  pouzivin  modifikovany
deoxyadenosinthiotrifosfat (aATPaS), ktery luciferaza neni schopna pouzit jako substrat pro
reakci. Cela desticka je snimana kamerou skrze jeji dno a pozice jamek je automaticky
rozpoznana podle pozitivniho signalu béhem prvnich cykli [Huse a kol. 2007, Marzorati
a kol. 2013].
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Obr. 4: Pyrosekvenovani [Mardis 2008]. DNA se navaze na mikrokuli¢ku, na niz je posléze
enzymatickou reakci namnoZena. Mikrokulicky se vlozi do komurek na sekvenacni desticce.
Vzdy je do reakéni smési ptidan pouze jeden typ nukleotidu. Jestlize DNA polymeraza
zatadi dany nukleotid do nového fetézce, dojde k uvolnéni pyrofosfatu (PPI), ktery je
pteveden sulfurylazou na adenosintrifosfat (ATP). Luciferdza pak za pouziti ATP pievede

luciferin na oxyluciferin, pfi¢emz dojde k vyzareni svétla, které zachytime kamerou.

3.3.2.2 Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina

Prvni sekvenator zalozeny na principu sekvenace syntézou ve spojeni s ,,mistkovou*
amplifikaci uvedla na trh spole¢nost Illumina v roce 2007 (Obr. 5). U této technologie
se templatovd DNA hybridizuje na opticky transparentni pevny povrch sklenéné pritokové
komurky (glass flow cell) a vyuzivd chemicky reverzibilné¢ modifikovanych nukleotidi
[https:/www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/sequencing-tech-
nology.html].

Ptiprava sekvena¢ni knihovny zahrnuje mechanické Stépeni DNA na fragmenty
o velikosti 300-800 bazi. Na vzniklé tupé konce DNA fragmentii se nasledné naliguje
adeninovy ptesah na obou koncich fragmentt; specifické adaptory se naliguji na oba konce
vSech fragmentii. Selektuji se fragmenty pozadované velikosti pomoci gelové extrakce nebo
na specidlnich kulickach. Po denaturaci jsou jednotlivé fragmenty hybridizovany ke sklenéné

pratokové komiirce, jejiz povrch je husté pokryt komplementarnimi adaptory k adaptorim
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piipojenym k DNA fragmentim. Kazdy fragment je tak svym jednim koncem imobilizovan
ke sklenénému povrchu prutokové komdirky. Poté je piidana smés reagencii potfebnych
pro PCR. Adaptory na povrchu prutokové komirky slouzi jako primery pro syntézu DNA.
Dvoutetézcova DNA je nasledné denaturovana a ptivodni templat je odmyt. Nové
nasyntetizovany fetézec zstava kovalentnd navazany na povrch reakéni komirky. Retézec
ssDNA se ohne a nahybridizuje na sousedni primer komplementdrni k druhému konci
molekuly. Nahybridizovany primer je prodlouzen DNA polymerazou. Vytvori
se dvouietézcovy mustek (proto je tato amplifikace nazyvana ,mistkova™ amplifikace).
Dvoufetézcovy mistek je denaturovan, tim vzniknou dvé kopie kovalentné navdzaného
jednofetézcového templatu. Cely proces se cyklicky opakuje az do vytvofeni mnohocetnych
mustkli. Dvouretézcové mustky jsou denaturovany, reverzni fetézce odstépeny a odmyty.
Vysledkem je klastr tvofeny pouze forward DNA fetézci, které budou nasledné
sekvenovany. 3" konce se zablokuji reverznim termindtorem, aby se fetézce nemohly
prodluzovat. Sekvenac¢ni primery jsou nahybridizovany na sekvence adaptéri a do sklenéné
pratokové komitrky s klastry je nalita smés polymerazy a ctyf rozdiln€ fluorescenéné
znaCenych nukleotidii s chemicky inaktivovanou 3’- OH skupinou. Je tak zaruceno,
ze V jednom cyklu je inkorporovan pouze jeden nukleotid. Jakmile dojde k zaclenéni
nukleotidu do fetézce DNA, pozice a typ nukleotidu jsou zaznamenany diky jeho
flourescenéni znaéce pomoci CCD kamery. Terminacni skupina na 3’- konci nukleotidu
i fluorescen¢ni barvicka jsou odstranény a cyklus je opakovan. Sekvence kazdého klastru je
generovana specialnim algoritmem, ktery jednotlivym bazim pfid€luje ur€itou hodnotu,
najejimz zakladé jsou vyfazeny sekvence nizké kvality [Ambardar a kol. 2016, Bentley
a kol. 2008, Goodwin a kol. 2016, Guo a kol. 2008, Heather a Chain 2016, Reuter a kol.
2015, Tipu a Shabbir 2015, Turcatti a kol. 2008, Twyford 2016, Wu a kol. 2012, 2014].
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Obr. 5. Sekvenovani sytémem Solexa/lllumina [Voelkerding a kol. 2009]. Jednotlivé
fragmenty ssDNA jsou hybridizovany na povrch sklenéné prutokové komurky. Adaptory
slouzi jako primery pro syntézu DNA. Nasleduje ,,miistkova“ amplifikace. Vysledkem je
klastr tvofeny pouze forward fetézci, které jsou nasledné sekvenovany. DNA polymeraza
piida do rostouciho fetézce jeden modifikovany nukleotid znaceny fluorescencnim barvivem,
jenz zéaroven reverzibilné¢ blokuje navazani dalSiho nukleotidu. Kamera pak zachyti
fluorescenéni signal pro kazdou skupinu DNA molekul. Fluorescenéni oznaceni a blokace

jsou odbourany a mize dojit k ptipojeni dalsiho nukleotidu.
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3.3.2.3 Sekvenovani ligaci SOLiID

V roce 2007 ptedstavila spolecnost Applied Biosystems (dnes Life Technologies)
platformu SOLiD, kterd wvyuziva ligace pro postupné prodluzovani vldkna DNA
komplementarniho k jednovldknovému templatu. Do reakéni smési jsou piidavany uméle
syntetizované oligonukleotidy o délce osm nukleotidii (oktamery). Pouziva se Ctyf druht
oktamert, které jsou na 5” konci oznadeny &tyfmi riznymi fluorescenénimi znackami. Ctyfi
typy oktamerd vSak zde neptedstavuji Ctyfi typy bazi, ale ve skutecnosti kazda barva
odpovida urcité dvojici nukletidii na 3" konci oligonukleotidi. Oktamery jsou totiz navrzeny
tak, Ze dva nukleotidy na 3" konci jsou zndmé, nésleduje Sest naprosto ndhodnych nukleotidt
a na 5" konci fluorescencni znacka, kterda kromé signalizace prvnich dvou nukleotidil
zabranuje ligaci dal$iho oktameru na 5” konec béhem jednoho cyklu sekvenace (Obr. 6).

Na jednovlaknovy templat je hybridizovan sekvenacni primer, ohranicujici zacatek
reakce. Za jeho 5" konec nasedd komplementarni oktamer (podle aktudlnich dvou nukleotida
komplementarnich k prvnim dvéma nukleotidim na 3" konci, a nese odpovidajici barevnou
znaCku) a je ligaci spojen s vldknem primeru. Poté, co je fluorescencni signal aktudlné
naligovaného oktameru ptecten, znacka spolecné se tfemi poslednimi nukleotidy oktameru je
odstépena, takze sekvenaéni primer zistane prodlouzen o pét nukleotidd [McKernan
a kol. 2009, Roeh a kol. 2017]. Nasleduji dalsi cykly, které stejnym zpGsobem prodluzuji
5" konec oktameru ligovaného v pifedchozim cyklu. Barevné znaceni koduje dva nukleotidy,
ale vkazdém cyklu je sekvence prodlouzena o pét nukleotidi. Abychom dostali signal
0 dinukleotidech ve vSech pozicich, je po 10 cyklech procedura pierusena, nové vznikly
ligaéni produkt je denaturovan a omyt spole¢né s primerem. Reakce je nastavena od zacétku,
ale tentokrat s novym primerem, ktery je o jednu bazi kratsi. Tyto kroky jsou opakovany

celkem s péti primery [Valouev a kol. 2008, Yegnasubramanian 2013].
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Obr. 6: Sekvenovani ligaci SOLiD [Mardis 2008]. Znazornény jsou cykly sekvenaéniho
procesu, kdy je pii kazdém cyklu ligovan jeden ze ¢tyt oligonukleotidli podle prvnich dvou
bazi. Prislusné baze jsou po sekvenaéni proceduie dekddovany na zakladé€ barvy znacky podle

kli¢e uvedeného dole.

3.3.2.4 Sekvenovani detekci vodikovych ionth (lon Torrent)

V roce 2010 predstavila firma Life Technologies piistroj Ion Personal Genome
Machine (PGM) zalozeny na nové technologii schopné piimo pievadét chemicky signal
do digitalni podoby [Rothberg a kol. 2011]. K ptipravé knihovny se opét vyuziva emulzni
PCR. Kuli¢ky s templatem jsou poté deponovany na Cip tak, ze v kazdé jamce je pouze jedna
molekula DNA. Proces probiha na polovodicovém ¢ipu husté pokrytém mikrojamkami, pod
nimiZ je umisténa na ionty citliva vrstva. Cip je postupné zaplavovan jednotlivymi druhy
nukleotidli a dochazi k syntéze DNA. Misto optického zplisobu zaznamenavani jednotlivych

nukleotidl se zde vyuziva detekce vodikovych protonti uvolnénych v pribéhu syntézy nove
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vznikajiciho fetézce katalyzovaného DNA polymerazou. Inkorporace nukleotidu zplsobi
uvolnéni H+, ¢imz dojde ke zméné pH, kterou zaznamenava detektor (Obr. 7). lon Torrent
méti pH v rekéni smési; podle intenzity zmény pH Ize poznat, kolik bazi bylo ptifazeno (pH
roztoku se méni skazdou piidanou bazi o 0,02 jednotky). Pokud nukleotid neni
komplementarni, detektor zaznamena nulovy signal. Dojde-li k zaclenéni dvou nukleotidu, je
signal dvojnasobny [Ambardar a kol. 2016, Goodwin a kol. 2016, Heather a Chain 2016,
Malapelle a kol. 2015, Mascher a kol. 2013].

P
- —

TAARCAGTA

TAACAGTA

Single nucleotide addition
Only one dNTP species is
Semiconductor sequencing present during each cycle;

As a base is incorporated, a single several identical dNTPs can be
H" ion is released. which is detected incorporated during a cycle,
by a CMOS-ISFET sensor increasing the emitted ions
™ N ™
— — ‘ N
v v
z kh T T
J vy

Obr. 7.: lon Torrent [Goodwin a kol. 2016]. Béhem kazdého cyklu je polovodi¢ovy &ip
zaplavovan jednim typem dNTP, inkorporaci nukleotidu dojde k uvolnéni iontu vodiku, coz
detekuje senzor CMOS-ISFET. Pii zacleneni vice nukleotidd se signal znasobi. Nukleotidy,

které se neinkorpovaly, jsou odmyty a v dal$im cyklu je pfidan jiny druh dNTP.

3.3.3 Sekvenovani tieti generace

Technologie ,,single-molecule” sekvenovani, oznacovana jako tieti generace
sekvenovani, nevyuziva amplifikaci pfed vlastnim sekvenovanim, coz zkracuje dobu ptipravy
DNA a sniZuje chybovost pramenici z amplifikace, jelikoZ pti vytvareni kopii miZe dochazet
k vnaseni chyb. Treti generace sekvenovani je vsak ve skutecnosti vice chybova, nez druha
generace, jelikoz signal pfi sekvenovani jediné molekuly v redlném case je slaby a existuje

riziko, ze bude odecten Spatné [Heather a Chain 2016].
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3.3.3.1 Sekvenaéni technologie firmy Pacific Biosciences

Spolec¢nost Pacific Bioscience zvetejnila v roce 2010 sekvenacni technologii
tzv. SMRT (single-molecule, real- time sequencing) [McCarthy 2010]. Postup zahrnuje
mechanickou fragmentaci DNA a upravu konci (zatupeni, pfidani dATP), nasleduje ligace
vlasenkovych adaptért,, piecisténi a velikostni selekce (Obr. 8). Tento systém vyuziva
nanostruktury zvané Zero Mode Waveguide - desticky s deseti tisici jamkami o praméru
10 nm. Sekvenovani probiha v ZMW komurkach v pikolitrovych objemech. Sekvenuje
se syntézou fetézce komplementarniho ke kruhovému templatu, a to nékolikrat dokola
pro snizeni chybovosti. Béhem sekvenacniho procesu se komplementarni vldkno syntetizuje
pomoci modifikované DNA polymerdzy ukotvené na dné kazdé jamky. Fluorescence muze
byt detekovana pouze u dna komurky. Fluorescencni znacka je umisténa na fosfatové skupiné
nukleotidu, coz ma za nasledek uvolnéni zéblesku zaroven s jeho inkorporaci. Proces
inkorporace 1 uvolnéni fluorescence trva po urcitou dobu, ¢ehoz se vyuziva pro urceni identity
baze. V okamziku, kdy polymeraza ptichyti inkorporovany nukleotid, je zaznamenan puls
fluorescence odpovidajici danému nukleotidu [Ambardar a kol. 2016, Goodwin a kol. 2016,
Heather a Chain 2016].
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Obr. 8.: Sekvenaéni technologie firmy Pacific Biosciences [Goodwin a kol. 2016]. Obrazek
znazoriuje  vlasenkové adaptéry, které umoziuji kontinualni syntézu fetézce
komplementarniho ke kruhovému templatu, ddle ZMW komurky, kde probih4 sekvenovani
pomoci modifikované DNA polymerazy s vyuzitim fluorescenéné znacenych nukleotidi.
Jakmile polymerdza pfichyti inkorporovany nukleotid, je zaznamendn puls fluorescence

odpovidajici danému nukleotidu.

3.3.3.2 Technologie Oxford Nanopore (MinlON)

Technologii ,,nanopore sequencing* uvedla spole¢nost Oxford Nanopore, ktera roce
2014 predstavila ,,nanopore sekvenator MinlON. Metoda je zaloZena na biologickych
vlastnostech nanoporu (Obr. 9). Nanopory jsou soucasti proteinovych kanalki v membranach
a dovoluji vyménu iontli. Nanopdérem protéka konstantni proud. Analyt, kterym je v ptipadé
vyuziti pro sekvenovani jednofetézcovd molekula DNA, prochazi nanopérem a dochazi
k detekci jednotlivych nukleotidt, pticemz pro kazdy typ nukleotidu je pifedem urcena
modulace proudu [Deamer a kol. 2016, Jain a kol. 2016, Lu a kol. 2016, Schneider a Dekker
2012].
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Obr. 9: Technologie Oxford Nanopore [Goodwin a kol. 2016]. Jednofetézcova molekula
DNA je protahovana mikroskopickym pdérem na syntetické membrang. Nanoporem protéka

konstantni proud. Detektor zaznamenava, jaka baze v dany okamZik membranou prochazi.
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4 Data a metody

K veskerym in silico analyzam (kromé anotace cIDNA, pro kterou bylo vyuZito
webového rozhrani) byl vyuzit IBM server, ktery disponuje 40 procesory, 1.5Tb RAM paméti
a 90Tb diskovym polem a pracuje v prostiedi systému Linux Debian. Navic, n¢které procesy
byly provedeny na strojich Metacentra (http://www.metacentrum.cz/en/index.html), které
poskytuje pristup pro vSechny registrované ¢leny CESNETu. Metacentrum poskytlo nejen
moznost prace na vzdalenych serverech, ale také piistup k cetnym programim vyuzitych
v predkladané diplomové praci. Schéma postupu bioinformatickych analyz je uvedeno

v Prtiloze 1.

4.1 Illumina sekvence analyzovanych druhi Dactylorhiza spp.

V predloZzené praci byla analyzovana c¢éastecnd sekvenacni data 9 zdstupci druht
Dactylorhiza spp. (Tab. 2), kterd byla ziskana pomoci parového Illumina sekvenovani
a to na piistroji MiSeq a nebo HiSeq. Jednotlivé taxony byly sesbirany Mgr. Veronikou
Nyvltovou v ramci jejiho PhD. Studia.
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Tab. 2: Seznam analyzovanych druht

Védecky nazev druhu Cesky nazev druhu
Dactylorhiza bohemica Businsky Prstnatec ¢esky
Dactylorhiza carpatica (Batousek & C. A. J. Kreutz) P.
Prstnatec karpatsky
Delforge
Dactylorhiza fuchsii (Druce) So6 subsp. fuchsii Prstnatec Fuchstv pravy

Dactylorhiza fuchsii (Druce) So6 subsp. sodana (Borsos)
B Prstnatec Fuchsuv So6av
orsos

Dactylorhiza incarnata (L.) So6 subsp. incarnata Prstnatec pletovy

Dactylorhiza majalis (Reichenb.) Hunt & Summerh. subsp. _
o Prstnatec majovy pravy
majalis

Dactylorhiza majalis (Reichenb.) Hunt & Summerh. subsp. '
o Prstnatec majovy pravy
majalis *

Dactylorhiza majalis (Reichenb.) Hunt & Summerh. subsp. ' '
Prstnatec majovy raSelinny
turfosa Prochazka

Dactylorhiza traunsteineri (Sauter ex Reichenb.) So6 Prstnatec Traunsteinertiv

* morfologicky odliSny taxon z lokality Kaldbova

4.2 Analyza kvality ziskanych Illumina sekvenci a selekce kvalitnich sekvenénich &teni

(tzv. trimovdni dat)

Kvalita Illumina sekvenci byla analyzovdna pomoci programu FastQC verze 0.10.1
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Ze sekvenacnich dat byly
nasledné odstranény pfilis kratké sekvence, piipadné sekvenacni adaptory a sekvence s nizkou
kvalitou pomoci programu Trimmomatic V0.36 [Bolger a kol. 2014] a FASTX-Toolkit verze
0.0.14 [fastg_quality trimmer -t 20 -l 100] (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit
/index.html). Nasledné jsem identifikovala parova ¢teni pomoci nastroje Pairfq verze 0.13.1

(https://github.com/sestaton/Pairfq/).
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4.3 Sestaveni Illumina sekvenci — tzv. assembly éasteénych Illumina sekvenaénich dat

Pro sestaveni dlouhych usekii DNA bylo pouZzito dvou programu: programu Ray verze
2.3.1, vyuzivajicim de Bruijnovi grafy [Boisvert a kol. 2010] a programu MaSuRCA
(Maryland Super-Read Celera Assembler) verze 2.1.0, zalozeném na hybridnim pfistupu,
ktery vyuziva vypocetni ucinnost de Bruijnovych grafli a flexibilitu strategie zaloZenou
na identifikaci ptekryvajicich se homolognich tsekt [Zimin a kol. 2013].

Assembly pomoci programu Ray byla nejdiive provedena pro dva taxony (D. carpatica
a D. incarnata) a to za pouziti rizné hodnoty k-meru (k = 55; k = 65; k = 75). Na zakladé
ziskanych vysledki bylo zjisténo, ze kvalita assembly (hodnota N50) se zvySovala
se vzrustajici hodnotou k-meru. Proto pro ostatni taxony byla sestavena assembly za pouziti
hodnoty k = 75 [mpiexec -n 50 Ray -k 75].

Pro assembly pomoci programu MaSuRCA bylo potieba vytvofit konfigura¢ni soubor,
ktery musi mimo jiné obsahovat hodnotu tzv. JELLYFISH (JF_SIZE), ktera je specificka pro
dany taxon a je vypocitdna jako: velikost genomu (bp) * coverage / 2. Velikosti genomu
aJF_SIZE jednotlivych taxonli je uvedena v Tab. 3. Piiklad konfiguracniho souboru je

uveden v Piiloze 2.
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Tab. 3: Hodnoty vyuzité pro vytvoieni konfigura¢niho souboru programu MaSuRCA

Nazev taxonu Velkost genomu JF_SIZE
1Cx [Gh]
Dactylorhiza bohemica ~3,58 2 310 538 600
Dactylorhiza carpatica ~3,48 2046 378 770
Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii ~3,19 3696 920 000
Dactylorhiza fuchsii subsp. soéana ~3,19 2 027 916 210
Dactylorhiza incarnata ~3,50 2 440870 170
Dactylorhiza majalis subsp. majalis ~3,03 9 238 530 000
Dactylorhiza majalis subsp. majalis * ~3,04 13 293 540 000
Dactylorhiza majalis subsp. turfosa ~3,81 3653 760 000
Dactylorhiza traunsteineri ~3,35 2 557 899 920

* morfologicky odliSny taxon z lokality Kalabova

4.4 Rekonstrukce celogenomové cIDNA

Prvnim krokem pii sestavovani celogenomové chloroplastové DNA byla identifikace
kontigu a nekontinudlnich sekvenci — tzv. scaffoldu, vzniklych po sestaveni sekvenci
(assembly) programy Ray a MaSuRCA. Za timto tcelem bylo vyuzito programu BLASTN
[Altschul a kol. 1990], kdy jako referenéni DNA sekvence bylo vyuzito jiz diive sestavenych
celkovych chloroplastovych genomt piibuznych druht, ptfedev§im druhu Habenaria
pantlingiana (GenBank kod: KJ524104.1); Anoectochilus roxburghii (GenBank kod:
KR779936.2); Masdevallia coccinea (GenBank kod: KP205432.1) a Corallorhiza trifida
(GenBank kod: KM390019.1).

Ve druhém kroku byly kontigy a scaffoldy vykazujici vysokou homologii k cIDNA
piibuznych druht orchideji namapovany na nejhomolognéjsi referenci — CIDNA druhu
Habenaria pantlingiana, Masdevallia coccinea a nebo Corallorhiza trifida pomoci programu
MAFFT verze 7.029 [--localpair --maxiterate 1000] [Katoh a kol. 2005] s cilem identifikovat
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piesnou pozici a zrekonstruovat tak vysledny genom cIDNA studovanych taxonii rodu
Dactylorhiza. Mapovani scaffoldit pomoci programu MAFFT a rekonstrukce celkové cIDNA
byla ovéfena také programem Dotter [Sonnhammer a Durbin 1995]. Program Dotter byl
vyuzit také pro identifikaci duplikovanych oblasti nachazejicich se v chloroplastovém

genomu.

4.5 Insilico ovéFeni zrekonstruovanych celogenomovych chloroplastovych sekvenci

Nové sestavené celogenomové sekvence chloroplastové DNA vybranych druhti rodu
Dactylorhiza byly ulozeny ve formatu fasta a to ve dvojim provedeni: jak celkova cIDNA, tak
sekvence obsahujici jen prvni duplikovany tsek cIDNA. Za Gcelem ovétent sestaveni celkoveé
chloroplastové DNA, respektive identifikaci problematickych oblasti — napf. oblasti
sestavenych na zakladé velmi nizkého pokryti genomu Illumina sekvencemi — tzv. coverage,
byly na vysledné cIDNA sekvence mapovany jednotlivé parové Illumina ¢teni programem
BWA verze 0.7.15 [Li a Durbin 2009] [bwa mem -t 5 -M]. Pomoci programu SAMtools
verze 1.4 [Li a kol. 2009] byly ptevedeny vysledné soubory z formatu SAM do forméatu BAM
[samtools view -Sb]. SAMtools byl vyuzit také pro tfidéni namapovanych parovych Eteni
na sekvenci chloroplastové DNA [samtools sort -m 30G], ktery byl nutny pro naslednou
analyzu souboru v programu BEDtools verze 2.26.0 [Quinlan a Hall 2010]. Programem
BEDtools byla nasledné stanovena hustota ¢teni — tzv. read depth pro kazdy tGsek dlouhy
100 bp [bedtools coverage]. Vysledny soubor byl pouzit pro vytvoieni grafu, ktery ukazuje
coverage v kazdém 100 bp douhém useku sestavené celogenomové sekvence chloroplastu
vybranych zastupcii rodu Dactylorhiza. Graf byl vytvofen pomoci programu Excel verze
14.0.4760.1000.

4.6 Experimentalni ovéFeni sestavenych celogenomovych chloroplastovych sekvenci

4.6.1 PCR amplifikace

Specifické primery byly navrzeny programem Primer3 verze 0.4.0. PCR reakce byla
provedena v celkovém objemu 20 pl a obsahovala 10x nafedény pufr pro Taq polymerazu,
biotinem nebo digoxigeninem znaceny nukleotidovy mix o koncentraci 200 umol.l-1 (pomér
biotin-16-dUTP, resp. digoxigenin-11-dUTP : dTTP = 1:3, koncentrace biotin-16-dUTP, resp.
digoxigenin-11-dUTP = 12,5 umol.l-1 ), specifické primery o koncentraci 1 umol.l-1, 0,4 U
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Taq polymerazy a 30 ng templatové genomové DNA. Objem PCR reakce byl doplnén sterilni

redestilovanou vodou. Sekvence primeri jsou uvedeny v Tab. 4.

PCR reakce probihala za nasledujicich podminek:

Pocate¢ni denaturace 94 °C 5 min

Denaturace 94°C 50s

Nasedani primert 55°C 50s 35 cykla
Extenze 72 °C 1 min

Zavérecna extenze 72 °C 5 min

Tab. 4: Sekvence primert

Nazev primeru

Sekvence primeru (5°-3")

Pieklenovana oblast

velké koédujici podjednotka —

LD — levy primer TTGCGAACCAAAAAGAATGA
oblast prvni duplikace
) velka kédujici podjednotka —
LD — pravy primer GTGAGACATGCGAGAAACGA .
oblast prvni duplikace
oblast prvni duplikace — mala
DS - levy primer CCGTCGCCTATTGTCACTAA

kodujici podjednotka

DS — pravy primer

GGAATTCCTTTTAACGGAGGA

oblast prvni duplikace — mala

kodujici podjednotka

SD —levy primer

TTCCTCGATATGGTCCGTTT

mala kodujici podjednotka —
oblast druh¢ duplikace

SD — pravy primer

GGAAGAAGGGGGAGAAAGAA

malé kédujici podjednotka —

oblast druhé duplikace
oblast druhé duplikace — velka
DL — levy primer GTGAGACATGCGAGAAACGA
kodujici podjednotka
) oblast druhé duplikace — velka
DL — pravy primer AATATCGTAGCCGCTCATGG

kodujici podjednotka

Po probéhnuti PCR reakce byla provedena kontrolni elektroforéza v 1,2% agar6zovém

gelu, kde se jako molekuldrni marker pouZilo 50 ng A DNA Stépené enzymem Pstl.

Elektroforéza probihala pii 4 V/cm po dobu 90 min, a vizualizovéna barvenim gelu v roztoku

ethidium bromidu.
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4.6.2 Predisténi PCR produktu a sekvenovani

Vysledny produkt PCR reakce byl enzymaticky ptecistén pomoci alkalické fosfatazy
a exonukleazy I, tj. komerén¢ dodavané smési s oznacenim ExoSAP-IT (USB, Cleveland,
OH, USA). Reakéni smés pripravena dle navodu vyrobce, byla napipetovana do desticky
a vlozena do termocykléru s nasledujicim programem: 30 minut pii 37 °C, 5 minut pii 96 °C.
Ziskany, piecistény produkt byl sekvenovan Sangerovym pfistupem. Sekvenovani bylo
provedeno s pomoci BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu (Applied Biosystems,
Foster City, USA). Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 5. Reakéni smés byla
napipetovana do ABI desticky a vloZena do termocykléru na kterém byl nastaven tento profil:
98 °C/ 5 min (jeden cyklus); 96 °C/10 s, 50 °C/ 5s, 60 °C/ 4 min (60 cykli). Ziskané PCR
produkty byly pfecistény pomoci paramagnetickych kulicek CleanSeq (Beckman Coulter)
a vyhodnoceny pomoci 3730x1 DNA analyzatoru (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Tab. 5: Slozeni reakéni smési pro sekvenacni reakci

Polozka MnoZstvi na 1 test [pl]
Pufr 5x 15
BDX64 0,875
BigDye (fedéni 64x) 0,125
Primer (10 uM) 1
Deionizovana voda 3,9
Templatova DNA 3,4
Celkovy objem reakce 10

Ziskané nukleotidové sekvence byly analyzovany programem DNA Baser (verze 3.5.3).
»danger® sekvence byly namapovany na kompletni cIDNA prstnatci pomoci programu

Muscle a graficky zndzornény v programu Seaview (verze 4.4.2).

4.7 Anotace cIDNA sekvence a fylogeneticka analyza

Anotace kompletni sloZzené cIDNA sekvence byla provedena pomoci webového rozhrani
programu DOGMA [Wyman a kol. 2004]. Anotované chloroplastové sekvence byly nasledné
graficky zndzornény programem GenomeVX (http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/).

Pro fylogenetickou analyzu celkovych chloroplastovych sekvenci bylo vyuZito noveé

sestavenych cIDNA druhu Dactylorhiza a dalSich jiz znamych sekvenci skupiny
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Orchidoideae stazenych z databaze GenBank: Anoectochilus roxburghii (KR779936.2),
Anoectochilus emeiensis (NC033895.1), Goodyera fumata (NC026773.1), Goodyera procera
(NC029363.1), Goodyera velutina (NC029365.1), Habenaria pantlingiana (NC026775.1),
Habenaria radiata (NC035834.1) a Ludisia discolor (NC030540.1). Pro fylogenetickou
analyzu bylo vyuzito sekvenci obsahujici jen prvni duplikovanou oblast. V prvnim kroku bylo
provedeno mnohocetné ptifazeni (tzv. multiple alignment) programem MAFFT verze 7.029
[--localpair --maxiterate 1000] [Katoh a kol. 2005] a fylogeneticky strom byl zrekonstruovan
metodou BioNJ [Gascuel 1997] s Bootstrap hodnotou 500. Fylogram byl graficky znazornén
programem FigTree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

34


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

5 Pouzité chemikalie, roztoky a komer¢ni kity

5.1 Pouzité chemikalie

— Agardza (Sigma)

- Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)
— Deionizovana voda

- Ethanol - nedenaturovany (Lach-ner)

- Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

— Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Fluka)

-  Kyselina borita (H3zBO3) (Lach-ner)

- Tris base (Sigma)

- Xylenecyanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

5.2 Pouzité roztoky

- 5x TBE pufr
v 54 g tris base

v' 27,5 g kyseliny borité
v' 20ml0,5M EDTA, pH 8
v doplnit redestilovanou vodou do 1 |
- 6XxSTOPC
v 2ml0,5mol.I" EDTA
1 ml 10% SDS
4,3 ml 99,9% glycerolu
5 mg bromfenolové modii

5 mg xylenecyanolu

AN N N N

doplnit redestilovanou vodou do 10 ml

5.3 Pouzité komeréni Kity

- BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, USA
- Ex0SAP-IT®, USB®Corporation, Cleveland, Ohio, USA
- Paramagnetické kulicky Agencourt CleanSEQ, BeckmanCoulter, Danvers, USA
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6 Seznam laboratornich pristroji

- Centrifuga IEC Micromax RF, ThermoScientific, Waltham, USA

— Horizontalni vana a zdroj napéti pro elektroforézu MP-300 V, Major Science, Taiwan

- PCR Termocyklér PTC-200, MJ Research Inc., Massachusettes, USA

— Sekvenator 3730 x]I DNA Analyzer, Aplied Biosystems, Kalifornie, USA

— UV Transluminator, InGenius Bio Imaging, Syngene, Cambridge, Velké Britanie

— Zdroj napéti pro eletroforézu OSP-300V, OWL separation Systems, Porthsmouth,
USA
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7 Vysledky

Cilem mé diplomové prace byla rekonstrukce kompletni chloroplastové DNA
U vybranych rostlinnych druhti a nésledné provedeni jejich komparativni analyzy. Celkem
bylo pro testovani vybrano devét druhti Dactylorhiza spp., u kterych byla jiz dfive ziskana

castecna sekvenacni data — [llumina parové cteni.

7.1 Analyza kvality ziskanych Illumina sekvenci a selekce kvalitnich sekvenénich &teni

(tzv. trimovani dat)

Primérni analyza ziskanych Illumina sekvenci byla provedena programem FastQC, diky
kterému byly velmi rychle ziskany zakladni informace tykajici se mnozstvi ziskanych
Illumina sekvenacnich dat, délky jednotlivych ¢teni, kvality ¢teni, respektive pritomnosti
adaptérit vyuzitych pfi pfipravé Illumina sekvenacnich knihoven. Na ziklad¢ vysledkl
ziskanych programem FastQC byla sekvenacni data selektovana tak, aby sekvenacni cteni
neobsahovaly adaptery, byly dlouhé alesponi 100 bp bazi pii kvalité sekvenace q = 20 alespon
pro 90% nukleotidi daného cteni. Tato hodnota kvality sekvenovani udava pravdépodobnost
chyby 1:100. U vsech pouzitych Illumina sekvenacnich dat bylo pomoci vySe zminéné
selekce dat — tzv. trimovdni — odstranéno 5,35 — 12,00 % malo kvalitnich dat, které by
v nasledujicich krocich analyzy — assembly — mohly mit za nasledek sestaveni hybridnich
kontigu nebo scaffoldii. Vysledna trimovana data tedy predstavovala 1,18x — 8,74x coverage

genomu studovanych taxont rodu Dactylorhiza (Tab. 6).

37



Tab. 6: Zakladni informace o sekvenénich datech a jednotlivych taxonech, s cilem stanoveni pokryti genomu - coverage

Sekvenaéni Délka &teni Pocet Pocet Velikost Velikost Coverage
Nazev taxonu Ploidie latforma [bp] ziskanych ¢teni | otrimovanych | genomu 2C | genomu 1Cx | otrimovanych
P P L dat * [Gb] [Gb] dat
Dactylorhiza bohemica tetraploid MiSeq 2 x 300 22 811 412 20 091 640 ~14,30 ~3,58 1,29x
Dactylorhiza carpatica tetraploid MiSeq 2 %300 19 251 068 17 794 598 ~13,92 ~3,48 1,18x
Dactylorhiza fuchsii S .
. diploid MiSeq 2 x 300 36 130 990 32 110 340 ~6,37 ~3,19 2,32x
subsp. fuchsii
Dactylorhiza fuchsii diploid MiSeq 2 % 300 20039172 | 17634054 ~6,37 ~3,19 1,27x
subsp. sodana
Dactylorhiza incarnata diploid MiSeq 2 x 300 23 267 736 21 224 958 ~7,00 ~3, 50 1,39x
Dactylorhiza majalis tetraploid HiSeq 2x250 | 97751856 | 92525052 ~12,17 ~3,04 6,09x
subsp. majalis
Dactylorhiza majalis tetraploid HiSeq 2 x 250 143 857 468 | 132 471 244 ~12,13 ~3,03 8,74x
subsp. majalis
Dactylorhiza majalis tetraploid MiSeq 2 % 300 35919978 | 31772640 ~15,22 ~3,81 1,92x
subsp. turfosa
Dactylorhiza tetraploid MiSeq 2 % 300 24859658 | 22242608 ~13,40 ~3,35 1,53x

traunsteineri

oo r
pocet parovych ¢teni

2 morfologicky odliSny taxon z lokality Kaldbova

38




7.2 Sestaveni lllumina sekvenci — tzv. assembly ¢asteénych Illumina sekvenaénich dat

Pro sestaveni dlouhych tisekiit DNA bylo pouzito dvou programt: programu MaSuRCA
aprogramu Ray. Celkova délka assembly vytvofené programem Ray u jednotlivych
analyzovanych taxonu pfedstavovala 1 642 869 bp u Dactylorhiza bohemica, 3 209 250 bp
u Dactylorhiza carpatica, 11 273 468 bp u Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii, 3 976 677 bp
u Dactylorhiza fuchsii subsp. sodana, 4 979 623 bp u Dactylorhiza incarnata,
43 325 070 bp u Dactylorhiza majalis subsp. majalis, 160 417 750 bp u Dactylorhiza majalis
subsp. majalis (morfologicky odlisny taxon z lokality Kalabova), 3 411 374 bp
u Dactylorhiza majalis subsp. turfosa a 3 459 444 bp u Dactylorhiza traunsteineri. Zatimco
program MaSuRCA vyprodukoval assembly, ktera piedstavovala podstatné vétsi cast
genomu. AvSak oproti assembly vytvofené programem Ray, program MaSuRCA sestavil
mnohem fragmentovangjsi assembly - vétsi pocet kratSich scaffoldii a kontigii v porovnani
s programem Ray. Tato skute¢nost se promitla také do hodnoty N50, ktera udava kvalitu
ziskané assembly. U programu Ray byly hodnoty N50 u vétSiny analyzovanych druhd vyssi.
Vysledky spole¢né se zakladni statistikou assembly pomoci programu Ray a MaSuRCA jsou
uvedeny v Tab. 7 a 8.
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Tab. 7: Vysledky assembly pro scaffoldy a kontigy pii pouZiti programu Ray

Scaffoldy Kontigy
N . qx Maximalni , 1, Maximalni
Nézev taxonu P }‘"}2 gsesugrm dﬁik‘j‘ délka n50 [bp] | Pocet kontigii gsesue‘r‘m df;ki‘ délka kontigu | n50 [bp]
seajjolau Y OPI | scafroldu [op] y [op [bp]
Dactylorhiza bohemica 581 1642 869 55 941 8789 581 1642 869 55 941 8789
Dactylorhiza carpatica 1565 3209 250 84 321 4378 1592 3199 223 84 321 3856
Biﬁg:orh'za fuchsii subsp. |45 375 11 273 468 136 352 780 12 419 11 255 622 136 352 779
5}"’(‘5%'61”“'2& fuchsii subsp. 2421 3976 677 110 701 3655 2457 3966 214 110 701 2 949
Dactylorhiza incarnata 3793 4979 623 130 496 1763 3816 4973 487 130 496 1732
Dactylorhiza majalis 55727 | 43325070 87 801 693 55 860 43 277 407 87 801 693
subsp. majalis
Dactylorhiza majalis 207490 | 160417750 | 84348 734 207 771 160 307 205 84 348 733
subsp. majalis *
Dactylorhiza majalis 3302 3411374 128 911 997 3335 3400 993 128 911 990
subsp. turfosa
Dactylorhiza traunsteineri 1623 3459 444 110 306 5068 1651 3452 097 110 306 4 495

* morfologicky odliSny taxon z lokality Kalabova
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Tab. 8: Vysledky assembly pro scaffoldy a kontigy pfi pouziti programu MaSuRCA

Scaffoldy Kontigy
. 4x Maximalni , 1, Maximalni
Nézev taxonu Poset scaffoldii | CEXOVAdeIka | qo o scaffoldu | ns0[bp] | Pocet kontign | SOROVE delka 1y vontigu | nS0 [bp]
assembly [bp] assembly [bp]
[bp] [bp]
Dactylorhiza bohemica 5571 4520 938 57 021 727 5571 4520938 57 021 727
Dactylorhiza carpatica 27 424 18 023 404 69 724 698 28193 17 983 368 69 724 661
Dactylorhiza fuchsii 114 479 86 483 766 63 761 795 118 236 86 285 220 63 761 770
subsp. fuchsii
Dactylorhiza fuchsii 32 949 26 945 256 81 701 853 33851 26 890 562 81701 829
subsp. sodana
Dactylorhiza incarnata 1396 1700 688 28 075 2 256 1406 1700 434 28 075 2228
Dactylorhiza majalis 620 862 501 267 961 55 803 877 643 391 500 082 371 55 803 850
subsp. majalis
Dactylorhiza majalis 2123538 | 1991909 057 15 892 1097 2123538 | 1991909057 | 15892 1097
subsp. majalis
Dactylorhiza majalis 45 668 35 951 360 80 044 812 46 306 35927 474 80 044 802
subsp. turfosa
Dactylorhiza 26 547 23 299 029 75715 932 26 892 23 286 072 75 715 919
traunsteineri

* morfologicky odli$ny taxon z lokality Kaldbova
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7.3 Rekonstrukce celogenomové cIDNA

V prvnim kroku byly pomoci programu BLASTN identifikovany kontigy a scaffoldy
homologni k cIDNA blizce piibuznych druht, a to Habenaria pantlingiana, Anoectochilus
roxburghii, Masdevallia coccinea a Corallorhiza trifida. V assembly vytvofené programem
MaSuRCA nebyly identifikovany dlouhé kontigy a scaffoldy piedstavujici cIDNA, na rozdil
od programu Ray, kdy zpravidla ty nejdelsi scaffoldy a kontigy pifedstavovaly cIDNA
sekvence. Proto bylo pro rekonstrukci kompletni chloroplastové DNA dale vyuzito jen
assembly vytvoiené pomoci programu Ray.

Kontigy a scaffoldy pochazejici z de-novo assembly vytvofené programem Ray
a homologni k cIDNA piibuznych druhG byly dlouhé 84000-130000 bp. U druhu
Dactylorhiza fuchsii subsp. sodana se diky de-novo assembly programem Ray dokonce
podafilo slozit celkovy cIDNA genom v jednom dlouhém scaffoldu.

Ve druhém kroku rekonstrukce celogenomové cIDNA bylo pracovano s druhy, u kterych
byly cIDNA sekvence identifikovany ve vice scaffoldech, respektive kontizich. Tyto byly
nasledné¢ mapovany na jiz zndmy chloroplastovy genom ptibuzného druhu s cilem zjistit, zda
se jednotlivé kontigy a scaffoldy na svych koncich ptekryvaji a zrekonstruovat tak kompletni
chloroplast studovanych taxond. Timto pfistupen se podafilo zrekonstruovat vysledny genom
CIDNA u 7 dalsich studovanych taxond rodu Dactylorhiza. Pouze u jediného druhu,
Dactylorhiza bohemica, se nepodafilo slozit celkovy genom cIDNA (Tab. 9).

Nasledné¢ byly pomoci programu Dotter u vSech zrekonstruovanych cIDNA

identifikovany duplikované oblasti nachazejici se v chloroplastovém genomu (Obr. 10).
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Tab. 9: Vysledky rekonstrukce cIDNA

Nazev taxonu D¢élka celkové cIDNA [bp]

Dactylorhiza bohemica nepodafilo se slozit celkovy
genom cIDNA

Dactylorhiza carpatica 154 669
Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii 154 113
Dactylorhiza fuchsii subsp. soéana 155 376
Dactylorhiza incarnata 154 314
Dactylorhiza majalis subsp. majalis 154 651
Dactylorhiza majalis subsp. majalis * 154 741
Dactylorhiza majalis subsp. turfosa 154 568
Dactylorhiza traunsteineri 156 724

* morfologicky odli$ny taxon z lokality Kalabova
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Obr. 10: Priklad vysledné identifikace duplikovanych oblasti CIDNA u Dactylorhiza
carpatica. Na obrazku je vidét, ze je cIDNA kompletn¢ slozena, véetné dvou oblasti
duplikace. Duplikované oblasti jsou v obrazku zvyraznény ¢ervenymi Sipkami udavajici také

jejich orientaci (pfima obracena duplikace).
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7.4 Insilico ovéieni zrekonstruovanych celogenomovych chloroplastovych sekvenci

Pro ovéfeni spravnosti sestaveni jednotlivych parovych Illumina ¢teni do dlouhych usekt
(scaffoldit) a nasledné rekonstrukce celkové chloroplastové DNA bylo v prvnim kroku
vyuzito in silico analyzy. Za timto ucelem byla z celogenomové cIDNA odstranéna druha
duplikovana sekvence a parové sekvenacni ¢teni byly mapovany na takto upravenou sekvenci.
Cilem bylo zjistit, zda je zrekonstruovany chloroplast rovnomérné pokryty sekvenacnimi
¢tenimi, nebo zda se v ném vyskytuji oblasti, kde je celkové pokryti (coverage) v porovnani

s okolim velmi nizké. Tato skute¢nost by naznacovala $patné spojené kontigy nebo scaffoldy,
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respektive oblasti, které by byly v ramci assembly spojeny s nizkou pravdépodobnosti
(potencialni hybridni useky nebo useky nutné pro dalsi experimentalni ovéfeni).

Mapovani parovych sekvenacnich ¢teni na zrekonstruované cIDNA prstnatcti neodhalilo
ani v jednom pfipadé¢ problematické useky (potencialné Spatné propojené kontigy
nebo scaffoldy nebo useky sestavené s nizkou pravdépodobnosti ) - tseky, které
by se vyznacovaly velmi nizkym pokrytim parovymi Illumina sekvencemi (Obr. 11, Ptiloha
3). Navic, vzhledem k tomu, ze cIDNA obsahovala jen prvni duplikovany usek, ktery ma
100% homologii s druhou duplikovanou oblasti, mapovani parovych Illumina sekvenci vedlo
k namapovani vyssiho (zhruba dvojnasobného) poctu sekvenci na oblast duplikace u vSech
analyzovanych druht a tak poskytlo nezavislé potvrzeni ptitomnosti duplikovanych oblasti

v kompletni zrekonstruované cIDNA studovanych druht (Obr. 11, Ptiloha 3).
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Obr. 11: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA

u Dactylorhiza carpatica parovymi Illumina ¢tenimi
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7.5 Experimentilni ovéFeni sestavenych celogenomovych chloroplastovych sekvenci

Vzhledem ke skuteCnosti, ze in silico analyza neodhalila pfitomnost problematicky
sloZzenych tsekli v kompletné zrekonstruovanych cIDNA, byly pomoci PCR ovéteny oblasti
prechodu mezi dlouhym kodujicim tsekem a prvni duplikovanou oblasti, pfechodu mezi
prvni duplikovanou oblasti a kratkym kodujicim usekem, pfechodu mezi kratkym kodujicim
usekem a druhou duplikovanou oblasti a pfechodu mezi druhou duplikovanou oblasti
a dlouhym kodujicim tsekem. PCR amplifikace byla provedena na 23 vybranych zastupcich
rodu Dactylorhiza, a u pfevazné vétsiny poskytla pozitivni PCR produkty odpovidajici délce
navrzené in silico. PCR reakce byla provedena v 96 jamkové desticce a vSechny DNA
sekvence byly tak amplifikovany pfi stejné teploté nasedani primerti (55 °C).

PCR produkty byly nasledn¢ sekvenovany Sangerovym piistupem z obou stran,
analyzovany programem DNA Baser a nasledné pouzity pro ovéfeni usekl
zrekonstruovanych z Illumina sekvenaénich dat. VSechny ziskané ,,Sanger* sekvence byly
namapovany (pfifazeny multiple alignment) na mista v kompletnich cIDNA, ze kterych byly
puvodné navrzeny specifické primery, a zdroven bylo ovéfeno, Ze vSechny ,,Sanger DNA

sekvence se shoduji se sekvenci cIDNA sestavenou z parovych Illumina dat.
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7.6 Anotace a komparativni analyza cIDNA sekvenci

Anotace kompletni slozené cIDNA sekvence byla provedena pomoci webového
rozhrani programu DOGMA. Pocet strukturnich gent nalezenych u vétsiny studovanych
druhti rodu Dactylorhiza byl 113, z toho 15 gent bylo duplikovano v repetitivnich oblastech
(ycfl, orf56, orf42, ycf68, ycf68, rpsl2, rps7, ndhB, ndhB, ycfl5, ycf2, rpl23, rpl2, rpl2,
rpsl19). Genu pro tRNA jsem detekovala 46, kdy deset z nich bylo pfitomno ve dvou kopiich,
protoze byly duplikovany v IR oblastech (trnH-GUG, trnl-CAU, trnL-CAA, trnV-GAC,
trnl-GAU, trnl-GAU, trnA-UGC, trnA-UGC, trnR-ACG, trnN-GUU). Dale byly
u studovanych druhti anotovany celkem 4 geny pro rRNA (rrnl6, rrn23, rrn4.5, rrn5), které
byly duplikovany v IR oblastech. Proteiny kodujici geny, tRNA a rRNA tvorily
u zkoumanych druhti rodu Dactylorhiza zhruba 70 % celého genomu chloroplastu. Z toho
pfipadalo zhruba 48 % na proteiny kodujici geny, 19 % na geny pro tRNA a 3 % na geny pro
rRNA. Zbylych 30 % genomu tvofilo inter-genové mezerniky, introny a pseudogeny.
V oblasti velké kodujici podjednotky bylo ptitomno piiblizné 47 % gend, v oblasti malé
kodujici podjednotky piiblizné 9 % gent a v oblastech duplikace pfiblizné celkem 44 % genf.

Anotované chloroplastové sekvence byly nasledné graficky zndzornény a jsou

uvedené na Obr. 12 - 19.
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Dactylorhiza carpatica P18
154669 bp P2

Obr. 12: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza carpatica. Cervené jsou zvyraznény
repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozdéluji genom na kratkou (SSC) a dlouhou (LSC)
jednokopiovou oblast. Geny na vn&jsi stran¢ kruhu lezi na 5’ - 3” vlakné DNA, geny na

vnitini strané kruhu lezi na reverznim vlakné DNA (3°- 5°).
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Dactylorhiza fuchsii
154113 bp

Obr. 13: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii. Cervené jsou
zvyraznény repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozdé€luji genom na kratkou (SSC) a dlouhou
(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnéjsi strané kruhu lezi na 5° - 3° vlakné DNA, geny

na vnitini strané kruhu lezi na reverznim vlakné¢ DNA (3°- 5°).
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Dactylorhiza fuchsii subsp sooana
155376 bp

Obr. 14: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. soéana. Cervené jsou
zvyraznény repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozdé€luji genom na kratkou (SSC) a dlouhou
(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnéjsi strané kruhu lezi na 5° - 3° vlakné DNA, geny

na vnitini strané kruhu lezi na reverznim vlakné¢ DNA (3°- 5°).
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Dactylorhiza incarnata
154314 bp

Obr. 15: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza incarnata. Cervené jsou zvyraznény
repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozd€luji genom na kratkou (SSC) a dlouhou (LSC)

jednokopiovou oblast. Geny na vn&j$i strané¢ kruhu lezi na 5° - 3’ vlakn¢ DNA, geny na

vnitini strané kruhu lezi na reverznim vlakné DNA (3°- 5).
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Dactylorhiza majalis subsp majalis rps19

rps19
154651 bp mi2

Obr. 16: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza majalis subsp. majalis. Cervené jsou
zvyraznény repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozdé€luji genom na kratkou (SSC) a dlouhou
(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vné&jsi strané kruhu lezi na 5° - 3 vlakné¢ DNA, geny

na vnitini strané kruhu lezi na reverznim vlakné¢ DNA (3°- 5°).
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Dactylorhiza majalis subsp majalis
154741 bp

Obr. 17: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza majalis subsp. majalis (morfologicky
odlidny taxon z lokality Kalabova). Cerven& jsou zvyraznény repetitivni oblasti IRb a IRa,
které rozdéluji genom na kratkou (SSC) a dlouhou (LSC) jednokopiovou oblast. Geny
na vnéjsi strané kruhu lezi na 5° - 3° vldkné DNA, geny na vnitini stran€ kruhu leZi

na reverznim vlakné¢ DNA (3°- 5°).

53



Dactylorhiza majalis subsp turfosa
154568 bp

Obr. 18: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza majalis subsp. turfosa. Cervené jsou
zvyraznény repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozdé€luji genom na kratkou (SSC) a dlouhou
(LSC) jednokopiovou oblast. Geny na vnéjsi strané kruhu lezi na 5° - 3° vlakné DNA, geny

na vnitini strané kruhu lezi na reverznim vlakné¢ DNA (3°- 5°).
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Dactylorhiza traunsteineri
156724 bp

Obr. 19: Cirkularni mapa cIDNA druhu Dactylorhiza traunsteineri. Cervené jsou zvyraznény
repetitivni oblasti IRb a IRa, které rozd€luji genom na kratkou (SSC) a dlouhou (LSC)
jednokopiovou oblast. Geny na vngj$i strané kruhu lezi na 5’ - 3’vlakné DNA, geny na vnitini

stran¢ kruhu lezi na reverznim vlakné¢ DNA (3°- 5°).
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7.7. Vyuziti celkové cIDNA pro fylogenetickou analyzu

Mnohocetné pfifazeni sekvenci celkové chloroplastové DNA, obsahujici pouze prvni
duplikace, bylo provedeno programem MAFFT a vysledny alignment byl graficky zndzornén
Vv programu Seaview. Program Seaview byl vyuzit i pro zakladni analyzu poétu variabilnich
mist. Bylo zjisténo, ze vSechny analyzované druhy rodu Dactylorhiza, kromé¢ D. incarnata,
se vyznacuji vysokou homologii. Pocet variabilnich mist celkové cIDNA mezi druhy
Dactylorhiza carpatica, Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii, Dactylorhiza fuchsii subsp.
sooana, Dactylorhiza majalis subsp. majalis, Dactylorhiza majalis subsp. majalis *,
Dactylorhiza majalis subsp. turfosa a Dactylorhiza traunsteineri byl pouze 41 nukleotidi.
Vsechny tyto zmény se vyskytovaly ve formé jednonuleotidovych polymorfizmi (tzv. SNP).
Dva morfologicky odlisné taxony Dactylorhiza majalis subsp. majalis, sebrané na lokalité
Kaldbova, maji naprosto totoznou chloroplastovou sekvenci. Nékteré tyto jednonuleotidové
polymorfizmy byly specifické jen pro taxony Dactylorhiza majalis subsp. turfosa
a Dactylorhiza traunsteineri. Podstatn¢ variabilni byla celkova cIDNA druhu D. incarnata
(662 variabilnich mist viéi zbyvajicim analyzovanym taxonim rodu Dactylorhiza). Kromé
jednonukleotidovych polymorfismu, se u druhu D. incarnata vyskytuji také kratsi ¢i delsi
inzerce/delece, které mohou byt vyuzity v dalSich analyzach pro vytvotfeni specifickych
markert vhodnych pro analyzu fylogeneze nebo genetické variability.

Multiple alignment vSech analyzovanych druhti skupiny Orchodoideae ptedstavuje
celkem 13858 variabilnich mist, z toho 6628 informativnich. Fylogeneticka analyza skupiny
Orchidoideae potvrdila, Ze nejbliz§im druhem, u kterého byla dosud osekvenovana

a sestavena celkova cIDNA je rod Habenaria (Obr. 20).
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Anoectochilus roxburghii
Goodyera procera
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Dactylorhiza majalis subsp. majalis

Dactylorhiza traunsteineri
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Dactylorhiza fuchsii subsp. sodana
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Dactylorhiza carpatica

0.008

Obr. 20: Fylogeneticky strom vytvofeny z chloroplastovych sekvenci, obsahujicich pouze

prvni duplikaci, taxonomické skupiny Orchidoideae
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8 Diskuze

Chloroplastova DNA je typicka pro zelené fotosyntetizujici organismy a vyuziva
se predevsim v evolucnich studiich [Nazareno a kol. 2015, Pan a kol. 2012, Raman a Park
2015, Wu a kol. 2010, Yang a kol. 2013], a to diky vysoce konzervované struktuie na Grovni
nukleotidové sekvence a skutecnosti, ze se u vétSiny organismi dédi jen po jedné rodicovské
linii — pfedev§im po matefské linii [Zhang a Sodmergen 2010]. Znalost inzerci, deleci
atranzici nebo transverzi v chloroplastovém genomu muze byt kromé studia evoluce
studovanych druhti vyuzita také pro identifikaci a vyvoj vhodnych molekularnich markert
vyuzitelnych napft. pro studium genetické diverzity populaci orchideji.

V pievazné vétsin€ fylogenetickych studii se vyuziva jen kratkych genovych
a mimogenovych tsekt cIDNA (napi. rbcL, atpB, matK, ndhF, rpL16, rpoC1, rpS16, trnL,
trnK, trnT-trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, psbA-trnH), které jsou naamplifikovany pomoci PCR
se specifickymi primery a nasledné sekvenovany klasickym Sangerovym ptistupem [Bonatelli
a kol. 2013, Hollingsworth a kol. 2009, Hou a kol. 2016, Chase a kol. 2007, Pleines a kol.
2009, Shaw a kol. 2007, Storchova a Olson 2007]. Tyto kratké oblasti cIDNA jsou vsak tak
vysoce konzervované, Ze je mnohdy nelze UspéSné vyuZzit pro evolu¢ni studie na Urovni
niz§ich taxonomickych jednotek (druhti nebo poddruhi).
pfistupu zalozeném na izolaci celogenomové nebo chloroplastové DNA, konstrukci DNA
knihoven, jejich nésledném skriningu se sondami pro cIDNA a sekvenovani vybranych DNA
klonti nesoucich homologni chloroplastové sekvence [Bortiri a kol. 2008, Saski a kol. 2005].
Tento ptistup byl vSak relativné zdlouhavy a navic byl zatiZzen i sekvenovanim kloni, které
ne vzdy pochazely z chloroplastového genomu, a to diky skutecnosti, Ze se fragmenty cIDNA
vyskytuji inzertované i v jaderném genomu [Chen a kol. 2015]. Timto pfistupem tak muze
dochazet 1 k sestaveni hybridnich sekvenci.

Velky rozvoj nastal az s vyuzitim sekvenovani druhé generace a bioinformatickych
nastroji vhodnych pro analyzu a sestaveni kratkych sekvenacnich ¢teni (pfedevsim parovych
sekvenacnich ¢éteni) do dlouhych genomovych kontigii [Schatz a kol. 2010, Smith 2014].
Dosud bylo osekvenovéno a sestaveno celkem 231 celkové chloroplastové DNA u orchideji,
ztoho 6 zastupcu patifilo do podceledi Apostasioideae, 14 zastupci do podceledi
Cypripedioideae, 187 zastupcu do podceledi Epidendroideae, 19 zastupci do podceledi
Orchidoideae a 5 zastupct do podceledi Vanilloideae.

Dosud nebyla sestavena celkova chloroplastova DNA druhu Dactylorhiza, coz je jeden
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z nepocetnéjSich druhli evropskych orchideji, vyskytujici se mimo jiné i na naSem tuzemi.
Proto bylo cilem ptedkladané diplomové prace sestavit celkovou chloroplastovou DNA deviti
zastupct druhd Dactylorhiza spp. a zjistit variabilitu a mozné vyuziti celkové cIDNA
pro studium fylogeneze tohoto druhu, respektive pro identifikaci vhodnych molekularnich
markert vyuzitelnych pro analyzu variability.

Pro sestaveni celkové chloroplastové DNA byla vyuzita casteCna sekvenacni data
9 zastupct druhtt Dactylorhiza spp., ktera byla ziskana pomoci parového Illumina
sekvenovani a to na pfistroji MiSeq a nebo HiSeq. Sekvenacni data byla selektovéana tak, aby
sekvenacni Cteni neobsahovaly adaptery, byly dlouhé alesponi 100 bp bazi pii kvalité
sekvenace q = 20 alespoii pro 90% nukleotidii daného c¢teni. Tato hodnota kvality
sekvenovani udava pravdépodobnost chyby 1:100. U vSech pouZitych Illumina sekvena¢nich
dat bylo pomoci vySe zminéné selekce dat — tzv. trimovdni — odstranéno 5,35 — 12,00 % malo
kvalitnich dat, které by v nasledujicich krocich analyzy — assembly — mohly mit za nasledek
sestaveni hybridnich kontigii nebo scaffoldii. Vysledna trimovand data tedy piedstavovala
1,18x — 8,74x coverage genomu studovanych taxoni rodu Dactylorhiza. Ptitomnost
sekvenacnich adaptori v neotrimovanych datech by mohla vést k vytvofeni hybridni
assembly, kdy by se sekvenacni ¢teni mohla spojit do kontigii skrze adaptory.

Pro sestaveni chloroplastové DNA bylo vyuzito de-novo assembly, ktera oproti
tzv. ,reference guided assembly” poskytuje mnohem ptesnéjSi informaci o struktufe
a organizaci sestavené DNA sekvence. Sestaveni celogenomové sekvence pfistupem zndmym
jako ,,reference guided assembly* vyuziva jiz zndmé celogenomové sekvence (tzv. reference)
blizce ptibuzného druhu, na kterou jsou namapovany jednotlivé sekvenacni Cteni a ty jsou
poté vyuZity pro vytvoreni konsenzudlni sekvence studovaného druhu. Tento pfistup vsSak
muze vést k vytvoreni hybridnich Gisekll nebo $patné sestavenych useku (tzv. missasemblies),
a k nemoznosti identifikace potencidlnich inzerci nebo deleci [Phillippy a kol. 2008,
Schneeberger a kol. 2011].

Diky rozvoji bioinformatickych nastroji vyuzivanych pro sestaveni (assembly) dlouhych
DNA sekvenci nebo dokonce celkovych genomt (v mém piipadé chloroplastového genomu)
z kratkych parovych sekvenacnich ¢teni se proto v dneSni dobé upousti od pfistupu ,,reference
guided assembly* a stale Castéji se vyuziva de-novo assembly.

Jednim z cila predkladané diplomové prace bylo zjistit, zda jsou i CasteCna sekvenacni
data vhodna pro sestaveni celogenomové cIDNA piistupem de-novo assembly. Za timto
ucelem bylo vyuzito dvou programll vyuzivanych pro sestaveni genomovych sekvenci

ze sekvenacnich ¢teni druhé generace — programu Ray a programu MaSuRCA. Program
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MaSuRCA byl vyvinut v roce 2013 a je zalozeny na hybridnim pfistupu, vyuziva vypocetni
ucinnost de Bruijnovych grafii a flexibilitu strategie zalozenou na identifikaci piekryvajicich
se homolognich tusekii. Tento program byl vyuzit v nékolika studiich, naptiklad u studie
Bubassealus bubalis [Williams a kol. 2017], Aegilops tauschii [Zimin a kol. 2017] a Pinus
taeda, ktery ma jeden znejvétSich dosud sekvenovanych genomu [Zimin a kol. 2017].
Martinez-Garcia a kol. (2016) pro assembly genomu Juglans regia rovnéz vyuzili dvou
raznych programu, a to SOAPdenovo2 a MaSURCA, kdy program MaSuRCA poskytl lepsi
assembly, proto byl pouzit jako zakladni nastroj pro nasledné analyzy a anotaci genomu
Juglans regia.

Oproti tomu, program Ray je zaloZzeny na de Bruijnové grafu a vyuziva se predevsim
pro analyzu metagenomi. De Bruijniiv graf je vygenerovan s pouZzitim cteni a jejich ptekryvi
ptesné naopak nez u metody Overlap/ Layout/Consensus (OLC) — vrcholy (uzly) jsou
ptekryvy a hrany mezi vrcholy reprezentuji unikatni sekvenci kazdého cteni. Hleda
se Eulerovské cesta, kdy je kazdd hrana navstivena jednou. Namisto alignmentu celych
sekvenci jsou pivodni ¢teni rozdélena do kratkych usekt (k-mer) pfedem definované délky,
ty jsou podle shody prefixti (k-mer minus posledni baze) a sufixt (k-mer bez prvni baze)
pospojovany do grafu, po kterém se pak algoritmus pohybuje posouvanim slov o jednu pozici
s navstivenim kazdého spoje jedenkrat [Boisvert a kol. 2010]. Tento program byl Gspésné
vyuzit napiiklad ve studii cIDNA u Eleusine indica [Zhang a kol. 2017].

Tyto dva programy byly vybrany jednak s ohledem na jejich rozdil ve vypocetnim
algoritmu a také s ohledem na jejich UspéSnost pro sestaveni tzv. primarnich assemblies
v n&kolika probihajicich projektech v Centru strukturni a funkéni genomiky rostlin, UEB AV
CR a na spolupracujicich pracovistich. V diplomové praci byla tak ovéiena uspésnost téchto
dvou programl pro analyzu castecnych sekvenacnich dat. Bylo zji§téno, ze programem
MaSuRCA byla sestavena mnohem fragmentované¢jsi assembly - vétsi pocet kratsich
scaffoldii a kontigu v porovnani s programem Ray. Tato skuteCnost se promitla takeé
do hodnoty N50, ktera udava kvalitu ziskané assembly. U programu Ray byly hodnoty N50
u vétsiny analyzovanych druhti vyssi, kdy navic mezi nejdelsi kontigy a scaffoldy patiily
pravé chloroplastové DNA sekvence. U druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii se dokonce
pomoci primarni assembly programem Ray podatilo zrekonstruovat celkovou cIDNA, véetné
obou duplikovanych oblasti. Proto bylo pro rekonstrukci kompletni chloroplastové DNA déle
vyuzito assembly vytvorené pomoci programu Ray. Naopak, vice fragmentovana assembly
vytvofena programem MaSuRCA mize slouzit v budoucnu jako zakladni assembly

pro identifikaci druhové specifickych molekularnich markerti, napt. SSR markertt vhodnych
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pro studium genetické diverzity [Nyvltova a kol., nepublikovano]. Rozdily ve vysledné
assembly ziskané dvéma pouzitymi programy odrazeji pravé rozdilny matematicky
algoritmus, ktery je vyuzit pro analyzu sekvenacnich ¢teni a jejich sestaveni do delSich useki
— kontigii a scaffoldii.

Celogenomovou cIDNA se podafilo zrekonstruovat u osmi z deviti analyzovanych
zastupcu. Ani jedna assembly nevedla u druhu Dactylorhiza bohemica k sestaveni celkové
chloroplastové DNA, respektive neumoznila jeji rekonstrukci. Divodem mohla byt
pritomnost mensiho poctu sekvenaCnich cteni specifickych pro cIDNA v celkovych
sekvenacnich datech tohoto druhu. Za ucelem sestaveni celkové cIDNA D. bohemica tak bude
nutné tento druh dosekvenovat na vyssi coverage.

In silico analyza, stejné jako Sangerovo sekvenovani specifickych usekli cIDNA
sestavenych druhtdi, navic potvrdila, ze de-novo assembly ¢aste¢nych sekvenacnich dat
umoznila sestavit vysoce kvalitni celogenomovou sekvenci cIDNA, ve které nebyly zjistény
zadné hybridni useky, respektive useky sestavené s nizkou podporou. Bylo tak mozné pouzit
nove sestavené cIDNA osmi zastupcli pro nasledné analyzy — pfedevSim analyzu diverzity
cIDNA sekvence rodu Dactylorhiza, respektive fylogenetickou analyzu.

Vzhledem k malé velikosti genomu cIDNA, a Cetnym studiim, které se vénuji prave
sestaveni celkové cIDNA a analyzou variability chloroplastové DNA a jejim vyuzitim
Vv evolucnich studiich vysSich rostlin, byly v neddvné dobé vytvoreny také komplexni webové
nastroje, které usnadnuji analyzu, respektive anotaci cIDNA — napt. DOGMA [Wyman a kol.
2004] a GenomeVX (http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/). Pouziti téchto webovych nastroji,
specifickych pravé pro anotaci a analyzu cIDNA nebo mtDNA, je vyhodné také z hlediska
toho, ze stejné typy sekvenci jsou u riznych druhli analyzované stejnymi nastroji, cozZ je
vyhodné prave pro komparativni analyzy nebo evoluc¢ni studie [Chang a kol. 2005].

Obsah gentli a obecnd struktura chloroplastovych genomt u suchozemskych rostlin jsou
zna¢né zachované, jak dokladaji studie provedené na orchidejich, naptipad u Liparis loeselii
[Krawczyk a kol. 2017], Cattleya crispata [da Rocha Perini a kol. 2016], Dendrobium nobile
[Konhar a kol. 2016], Oncidium ‘Gower Ramsey’ [Wu a kol. 2010], Anoectochilus roxburghii
[Yu a kol. 2016] a Cymbidium spp. [Yang a kol. 2013]. Plastomy ¢tyi noveé osekvenovanych
druhti orchideji (Dendrobium moniliforme, Goodyera schlechtendaliana, Paphiopedilum
armeniaclum a Veronica aphylla) se 1i§i v posunu hranice oblasti duplikace a variabilni
ztratou/retenci ndh genli. Mann-Whitney test naznacil, Ze ndh geny hraji dtlezitou roli
ve stabilité spojeni oblasti duplikace a malé kodujici podjednotky [Niu a kol. 2017].

Na obrazcich genoma vSech anotovanych druhii (Obr. 12 - 19) je vidét, ze cIDNA
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u vSech analyzovanych zastupct rodu Dactylorhiza ma strukturu typickou pro krytosemenné
rostliny, ktera obsahuje dvé IR oblasti (oblasti duplikace), IRa (oblast prvni duplikace) a IRb
(oblast druhé duplikace), které jsou od sebe oddéleny LSC (velka kodujici podjednotka)
aSSC (mald kodujici podjednotka) oblastmi. cIDNA sekvence studovanych druht
Dactylorhiz jsou si az na druh Dactylorhiza incarnata extrémné podobné, coz naznacuje
jednak velmi blizkou evolu¢ni ptibuznost vSech studovanych ¢eskych zastupci, a také to, ze
vSechny analyzované druhy, u kterych se podatilo sestavit celkovou chloroplastovou DNA,
krom¢ D. Incarnata, vznikly ze stejného, minimaln¢ jednoho mateiského rodice. Dalsi
analyza na celogenomové (jaderné) urovni nebo pouziti vhodnych molekulédrnich markert by
mohlo objasnit bliz§i evolu¢ni vztahy a vznik zastupct rodu Dactylorhiza rostoucich na tizemi
CR. Sestaveni celogenomové cIDNA u dvou morfologicky odlisnych zastupcti — Dactylorhiza
majalis subsp. majalis sebranych na lokalit¢ Kalabova, kdy byla ziskana naprosto totozna
cIDNA, indikuje jejich stejny geneticky zaklad a zaroveil ukazuje na skutecnost, ze na vysoké
morfologické variabilité prstnatcti se podili epigenetické zmény, coz bylo naznaceno jiz ve
studii Balao a kol. 2016.

Zavérem, rekonstrukce celkové chloroplastové DNA osmi zastupci Dactylorhiza spp.
rostoucich na uzemi CR poskytla prvni informaci o struktufe a organizaci cIDNA genomu.
Byla potvrzena relativné nizka variabilita chloroplastové DNA na trovni druh ale zaroven
byly identifikovany variabilni oblasti cIDNA mezi jednotlivymi druhy orchideji, které mohou
byt vyuzity v budoucnu - napft. pro rekonstrukci evoluce této velmi druhove pocetné skupiny
orchideji, respektive vyvoj specifickych markerti vhodnych pro charakterizaci jednotlivych

druhil nebo analyzu variability populaci.
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9 Zavér

Cilem piedkladané prace byla rekonstrukce kompletni chloroplastové DNA u vybranych
rostlinnych druht a néasledné provedeni jejich komparativni analyzy. Bylo testovano devét
druhti Dactylorhiza spp., u kterych byla jiz diive ziskana ¢aste¢na sekvenacni data — lllumina
parové cteni. Pro sestaveni dlouhych usekiit DNA bylo pouzito dvou programu: programu
MaSuRCA aprogramu Ray. V assembly vytvofené programem MaSuRCA nebyly
identifikovany dlouhé kontigy a scaffoldy piedstavujici cIDNA, na rozdil od programu Ray,
kdy zpravidla ty nejdelsi scaffoldy a kontigy ptedstavovaly cIDNA sekvence. Proto bylo pro
rekonstrukci kompletni chloroplastové DNA dale vyuzito jen assembly vytvofené pomoci
programu Ray.

Podaftilo se zrekonstruovat celkovy genom chloroplastové DNA u 8 studovanych taxonii
rodu Dactylorhiza. U druhu Dactylorhiza fuchsii subsp. sodana se dokonce podatilo slozit
celkovy cIDNA genom v jednom dlouhém scaffoldu. Pouze u jediného druhu, Dactylorhiza
bohemica, se nepodafilo slozit celkovy genom cIDNA. U vSech zrekonstruovanych cIDNA
byly identifikovany duplikované oblasti. In silico analyza neodhalila pfitomnost
problematicky sloZenych tsekt v kompletné zrekonstruovanych cIDNA. Experimentalné jsem
ovéfila spravnost sestaveni jednotlivych parovych Illumina c¢teni do dlouhych tUsekt
(scaffoldit) a naslednou rekonstrukei celkové chloroplastové DNA.

Velikost chloroplastového genomu studovanych taxont rodu Dactylorhiza se pohybovala
od 154 113 kb u Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii do 156 724 kb Dactylorhiza traunsteineri.
Pocet strukturnich genti nalezenych u vétSiny studovanych druhti byl 113, z toho 15 genti bylo
duplikovano v repetitivnich oblastech; gent pro tRNA bylo detekovano 46, kdy deset z nich
bylo pfitomno ve dvou kopiich, protoze byly duplikovany v IR oblastech; a 4 geny pro rRNA,
které byly duplikovany v IR oblastech. Proteiny kodujici geny, tRNA a rRNA tvofily
U zkoumanych druhti rodu Dactylorhiza zhruba 70 % celého genomu chloroplastu. Z toho
pfipadalo zhruba 48 % na proteiny kodujici geny, 19 % na geny pro tRNA a 3 % na geny pro
rRNA. Zbylych 30 % genomu tvofily inter-genové mezerniky, introny a pseudogeny.
V oblasti velké kodujici podjednotky bylo pfitomno piiblizné 47 % gent, v oblasti malé
kodujici podjednotky priblizn€ 9 % genil a v oblastech duplikace ptiblizné celkem 44 % gend.
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11 Ptilohy

Priloha 1: Schéma postupu in silico analyz

A. Priprava dat

C. Rekonstrukce B. Assembly ¢astecnych
celogenomoveé clDNA INlumina sekvenacnich dat

i

y

D. In silico ovéreni

Anotace cIDNA
selivence a
DOGMA | Genome VI
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Piiloha 2: Pfiklad konfigurac¢niho souboru programu MaSuRCA

DATA

PE = pa 600 200 CARP_R1_Qtrim_P.fastg CARP_R2_Qtrim_P.fastq
END

PARAMETERS

GRAPH_KMER_SIZE=auto

USE_LINKING_MATES=1

LIMIT_JUMP_COVERAGE = 300

CA_PARAMETERS = ovIMerSize=30 cgwErrorRate=0.25 ovIStoreMemory=30GB
KMER_COUNT_THRESHOLD =1

NUM_THREADS= 10

#this is mandatory jellyfish hash size

JF_SIZE=2 046 378 770 #velikost genomu (bp) * coverage / 2

DO _HOMOPOLYMER_TRIM=1

END
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Piiloha 3: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA
u studovanych druhi parovymi Illumina ¢tenimi (Obr. 1-7)

Obr. 1: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza

fuchsii subsp. fuchsii parovymi Illumina ¢tenimi
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cIDNA Dactylorhiza fuchsii subsp. fuchsii (bez druhé duplikovane oblasti)
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Obr. 2: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza

majalis subsp. majalis parovymi [llumina ¢tenimi
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cIDNA Daciylorhiza majalis subsp. majalis (bez druhé duplikované oblasti)
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Obr. 3: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza
Dactylorhiza majalis subsp. majalis (morfologicky odlisny taxon z lokality Kalabova)
parovymi Illumina ¢tenimi
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Obr. 4: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza

incarnata parovymi [llumina ¢tenimi
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Obr. 5: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza

fuchsii subsp. soéana parovymi Illumina ¢tenimi
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cIDNA Dactylorhiza fuchsii subsp. sedana (bez druhé duplikované oblasti)
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Obr. 6: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza

majalis subsp. turfosa parovymi Illumina ¢tenimi
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cIDNA Dactylorhiza majalis subsp. turfosa (bez druhé duplikované oblasti)
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Obr. 7: Grafické znazornéni pokryti sestavené celogenomové sekvence cIDNA u Dactylorhiza

traunsteineri parovymi Illumina ¢tenimi
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