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1. Uvod

1.1.  Studium paralelni diverzifikace u cichlid

Jednim z tradi¢nich modela pro studium nejraznéjsich evoluénich jevi jsou cichlidy velkych
africkych jezer. Diky obrovské druhové rozmanitosti vzniklé v historicky kratkém case v
obdobnych habitatech poskytuji africké cichlidy jedine¢ny material napf. pro studium
sympatrické evoluce a paralelni diverzifikace. Jak neddvno prokazaly prace naseho tymu,
mechanismy paralelni evoluce se ale daji studovat v men$im métitku i na jihoamerickych
cichlidach a v fi¢nich systémech. Konkrétné¢ jde o evoluci dvou neptibuznych druhovych
hejn rodu Crenicichla vyskytujicich se v povodi La Plata (Burress et al., 2018; Pialek et al.,
2012, 2019). Druhové hejno je skupina blizce ptfibuznych druhd, které vznikly z jednoho
ptedka, Ziji v sympatrii a 1i§i se svou ekomorfologii. Zména morfologie téla probéhla na
zéklad¢ rizné potravy, kterou ryby konzumuji. Studovana druhova hejna pochazeji ze dvou
riznych povodi, a to feky Uruguay a stiedni Parana. Bylo zjisténo, ze i kdyZz druhova hejna
nejsou geneticky piibuzna, tak se v obou fekach vyskytuji stejné morfologické typy dle typu

pfijimané potravy (Obr. 1).

Pti analyze mechanismi evoluce uvnitt druhovych hejn bylo tieba pouzit dostatecné citlivé
genetické markery, nebot’ v disledku nedavné evoluce existuje mezi druhy maléd geneticka

variabilita. Studium fylogeneze také znesnadiuji jevy jako napft. ancestralni polymorfismus,
hybridizace a introgrese nebo disperze. Tradi¢ni mitochondrialni markery (cytochrom b a
ND2) bohuzZel neposkytly vérohodnou evoluéni hypotézu. Dal§im krokem proto bylo
genotypovani pomoci techniky ddRAD (Double digest restriction-site associated DNA),
ktera diky sekvenovani ndhodnych homologickych markerti napfi¢ genomem (v objemu ca.
1 % celého genomu) praci vyznamné posunula (Burress et al., 2022). Pro dalsi pokrocilé
analyzy zahrnujici napf. definici oblasti genomu, které hraji vyznamnou ulohu pfi selekci
sledovanych znakli jsme se rozhodli sekvenovat u reprezentativniho vzorku jedinct cely

genom.
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Obr. 1: Morfologické typy vyskytujici se ve druhovych hejnech rodu Crenicichla v povodi
Rio de la Plata (Burress et al., 2022)

Zpracovani celogenomovych (WGS; ,,whole genome sequencing®) dat vyzaduje evolu¢né
blizky referen¢ni genom, na ktery by bylo mozné namapovat genomy jedincii z druhovych
hejn. Nejbliz§im publikovanym genomem v databazi Genbank byl ale pouze genom
neotropické cichlidy rodu Amphilopus, na ktery by bylo mozné spolehlivé namapovat pouze
50 % sekvenci. Proto bylo nutné nejprve osekvenovat a sestavit kvalitni a blizky genom ze
stejného rodu, ktery se bude vyuzivat, jako referen¢ni. Pro tyto ucely jsme vyuzili druh
Crenicichla semifasciata (Heckel, 1840) z divodu podobné evolu¢ni vzdalenosti od obou

druhovych hejn.



1.2.  Historie sekvenovani DNA

Od roku 1953, kdy James Watson a Francis Crick objevili zékladni dvousroubovicovou
strukturu DNA (Watson & Crick, 1953), vynalozili védci spoustu usili k vytvofeni metod
jejichz prostifednictvim by se sekvence jejich molekul daly rutinné ¢ist. Prvni piectenou
sekvenci byl vSak v roce 1965 usek alaninové tRNA kvasinky pivni (Saccharomyces
cerevisiae; Holley et al., 1965). Bylo mnohem jednodussi zacit se sekvenovanim RNA,
jelikoz se vyskytuje ve forme jednoho fetézce a je podstatné kratsi nez dvousroubovitda DNA.
Prvni sekvence DNA byla pieétena az roku 1972 (Min-Jou et al., 1972). Jednalo se 0 gen

kodujici “coat protein” (protein tvorici kapsidu) bakteriofaga M2.

Kolem roku 1977 byly vyvinuty dvé sekvena¢ni metody - Maxamovo—Gilbertovo (Maxam
& Gilbert, 1977) a Sangerovo sekvenovani (Sanger et al., 1977), téZ nazyvany jako
dnesni doby. Je to technika modifikované replikace DNA, ktera vyuzivda DNA polymerazu,
primery, nukleotidy a dideoxyribonukleotidy (dNTPs; Atkinson et al., 1969). P#i syntéze
DNA se do fetézce zacleniuji nejen nukleotidy, ale ndhodné také dideoxynukleotidy, které
syntézu zastavi a vytvoii tak rizné dlouhé fragmenty. Vznikl¢ fragmenty se pak pfenesou na
gelovou elektroforézu a diky odlisné délce fragmentl je pfesné zaznamenana sekvence
DNA. Dnes jsou dNTPs znaceny fluorescenéni sondou, kdy kazdy dNTPs ma svou barvu.
Lze tak fragmenty osekvenovat kapilarni elektroforézou a diky zaznamenanym amplituddm
signalu lze urcit sekvenci DNA. Touto metodou se daji osekvenovat celkem malé useky
DNA (maximalné 1000 bazi; Morozova & Marra, 2008) kvuli omezené funkénosti DNA
polymerdzy. Sangerova metoda je sice velmi pfesna, ale na druhou stranu je Casové i
finan¢né narocnd. Z téchto divodi se vymyslely dal$i postupy, jak zrychlit a zlevnit

sekvenovani a jak zlepSit jeho produktivitu.

Béhem 90. let 20. stoleti se zacaly vyvijet metody sekvenovani nové generace (next
generation sequencing, NGS, sekvenovani druhé generace, kam patii napiiklad Illumina,
lont Torrent nebo SOLID. Tyto techniky snizily naklady, urychlily proces sekvenace, a
hlavné umozZnily masivné paralelni sekvenovani. Sekvenovani mulzZe probihat bud diky
syntéze nebo ligaci, kdy je pfitomna DNA polymeraza nebo ligaza (Ju et al., 2006; Pereira et
al., 2015). Nejznaméjsi typ NGS je sekvenovani syntézou (sequencing by synthesis)
provadény firmou Illumina (lllumina, 2010). Postup je postaveny na mustkové PCR
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amplifikaci, ktera probiha na desticce (,,flowcell*), nasledovana sekvenovanim pii syntéze
DNA. Bohuzel metody NGS zalozené na syntéze jsou limitovany délkou sekvenovanych
usekt, kdy maximalni délka jednotlivych sekvenci dosahuje 300 bp (pary bazi; Illumina,
2022). Velikou vyhodou NGS je ale piesnost vyslednych kratkych sekvenci. Jejich
chybovost dosahuje pouze maximalné 1 % (Glenn, 2011). Hlavni uskali metod druhé
generace spociva v tom, ze je tfeba nejdiive amplifikovat nukleovou kyselinu pted
samotnym sekvenovanim. Vysledna sekvence je tedy primérem z mnoha kopii sekvenované
molekuly DNA. Bylo tedy Zadouci, aby byla vytvoiena metoda, ktera krok amplifikace

obchazi.

Nejnovéjsi a nejinovativnéj$i metody na poli sekvenovani se nazyvaji Sekvenovani treti
generace. Metody pouzivajici sekvenovani tieti generace jsou napiiklad PacBio, SMRT
(Single-molecule real-time sequencing) nebo Oxford Nanopore. Oproti NGS je vynechan
postup amplifikace a sekvenuje se pouze jedina molekula v realném case. Sekvenovani trva
zpravidla pouze nékolik hodin. Kvili zrychlenému procesu se tyto metody staly o trochu
méné piesné, jelikoz vzniklé sekvence maji vyssi chybovost (,.error rate) az 38,2 % (Laver
et al., 2015). Tento problém lze piedejit diky vyssi mife prosekvenovani. Chyby se vyskytuji
v sekvencich nahodné a pfi vicenasobném sekvenovani téhoz tseku se proto daji z velké
¢asti eliminovat. Diky absenci kroku PCR mohou metody pracovat s molekulami
obrovskych délek a teoreticky neni specifikovdn limit. Dosavadni nejdel$i zaznamenana
piectena sekvence dosahuje délky az 4 Mb (Oxford Nanopore technologies, 2022). K
dosaZeni dlouhych sekvenci je nutna precizni a opatrna prace v laboratofi, jelikoz pii izolaci
se molekuly DNA miZou rozldmat na malé fragmenty kvilli pipetovani, centrifugaci nebo i
kvuli pouhym trhanym pohybiim se zkumavkou. Postup izolace je tedy nutné upravit tak,

aby se predeslo pfiliSnému rozlaméni nukleové kyseliny.

1.3. 10x Genomics

Roku 2012 piiSla spolecnost 10x Genomics S novou metodou piipravy knihovny pro
sekvenovani na platformé¢ Illumina. Metoda je zalozena na emulzni PCR, kdy v olejové
kapi¢ce probiha amplifikace DNA. Klicovym komponentem této technologie jsou GEMSs
(Gel bead in EMulsion = gelové kulicky v emulzi). Gelové kulicky se nachazi po jedné
uvnitt  olejovych kapicek a obsahuji desitky miliond rtznych oligonukleotidi.

Oligonukleotidy kromé technickych sekvenci obsahuji také adaptéry, primery a hlavné



barkdd (Carovy kod, indexova sekvence) o délce 14 bazi (Zheng et al., 2017). Kazda kuli¢ka
ma jedine¢ny barkdd, takze je snadné pak identifikovat sekvence, které patii k sobé.

V procesu vytvaieni emulze (Obr. 2) se do kapicek s gelovou kuli¢kou rozdé€luji dlouhé kusy
DNA. Thned po uzavieni kulicky V olejové kapicce se gelova kulicka rozpada a uvoliuje
oligonukleotidy s navazanou DNA do kapicky. V kapicce pak probiha PCR. Je tak zajisténo,
ze se rizné fragmenty mezi sebou nepromichaji a ze se tak seskupi fragmenty ptivodem
ze stejného fragmentu DNA. Po probéhlé emulzni PCR se amplifikované fragmenty
sekvenuji na platformé Illumina. Diky stejnym barkodim ze stejného fragmentu DNA se

zjednodusi nasledné zrekonstruovani piivodni molekuly DNA.
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Obr. 2: Princip 10x Genomics (UC Davis Bioinformatics, 2018).

1.4.  Oxford Nanopore

Vyznamnou metodou sekvenovani tieti generace je metoda vyvinuta firmou Oxford
Nanopore Technologies (ONT), ktera byla zaloZena roku 2005 (Deamer et al., 2016).
Technologie dokaze sekvenovat cely genom, uréity tsek DNA, RNA, miRNA,
metagenomiku, a dokonce i proteiny. Dale je mozné sekvenovat i epigenetické znacky a
modifikace bazi (Schreiber et al., 2013). Diky tomu, ze ONT dokaze sekvenovat jednu
molekulu v realném case, mize produkovat ultradlouhé sekvence. Zalezi pouze na délce a

kvalité vstupniho materidlu.

Nejdiive se na sekvenovany material (napi. DNA — idedlné€ S co nejvétSimi fragmenty) musi
naligovat adaptéry. Adaptéry se nachazeji na obou koncich vyizolované DNA. Na 5" konec
jednoho vlakna nasedne enzym (motorovy protein). Ten zajiStuje jednosmérny a piesny

chod sekvenovani. (Jain et al., 2016).



Princip sekvenovani funguje na nanoporu. Je to protein vytvoteny ze syntetickych polymerd,
ktery je upevnény v elektricky rezistentni membrané. Aplikovany potencidl pohani iontovy
proud skrz nanopor (Kasianowicz et al., 1996). Diky motor proteinu, ktery ma helikazovou
aktivitu, prochazi jedno-vlaknova DNA skrz por. Uvniti nanopéru je uméle vytvorené
vazebné misto, kam se jednotlivé baze prechodné vazi a tim se zméni i ionovy proud.
Rozdily ionového proudu lze detekovat senzorem a zaznamenat pomoci kiivky (,,squiggle®).
Kazda baze ma stanoveny ¢as translokace a tvar kiivky - amplitudu a rozptyl (Wang et al.,
2004). Prichodem fragmentu nukleové kyseliny nanopdérem jsou postupné zaznamenavany
baze a tvoii se mnoho sekvenci, ze kterych lze nasledné rekonstruovat cela molekula DNA

(,,genome assembly‘ = sestava genomu).

1.41. MinION

V roce 2014 vytvotila firma ONT pienosnou verzi sekvenatoru — MinlON (Obr. 3.; Deamer
et al., 2016). Piistroj obsahuje prutokovou bunku (,,flowcell®), ktera obsahuje 512 kanalu.
Kazdy kandl obsahuje 4 pdry. Na celé destiCce se tedy vyskytuje 2048 jednotlivych pori,
které se pouzivaji k sekvenovani. V kazdém kanalu je vzdy aktivni pouze jeden nanopor, coz
umoznuje soubézné sekvenovani az 512 molekul. Sekvenovani probihd diky mikrocipu
ASIC (application specific integrated circuit), ktery dokaze ¢ist nepatrné zmény elektrického
proudu uvnitf péru. Rychlost ¢teni sekvence v redlném Case je obrovskd, dosahuje az 420
bazi/s a piistroj dokaze béhem jednoho sekvenaéniho procesu osekvenovat az 50 Gb (Oxford

Nanopore Technologies, 2022Db).

Sekvenator MinION velikosti telefonu vazi 90 gramil a tim se stava lehce ptenositelnym.
Diky témto malym rozmérim je mozné sekvenovani provadét skoro vSude. Je mozné
sekvenovat DNA nejen v jednotlivych laboratofich, ale i pfimo v terénu, a dokonce i ve
vesmiru. Diky dostupné cené si mohou dovolit sekvenovani prezentovat 1 Skoly v

ramci praktickych cviceni (Jain et al., 2016).
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Obr. 3: Proces Oxford Nanopore technologie a MinlON (Y. Wang et al., 2021).

Nejnovegjsi produktem ONT je MinlON MK1C. Je to vykonny dotykovy tablet s vysokym
rozliSenim se zabudovanym sekvenatorem. M4 nainstalovany programy pro sekvenovani,
které zaznamenava Vrealném cCase a software pro analyzy a vizualizaci vysledkd. Je
vytvofen hlavné pro préci v terénu, kdy neni tfeba s sebou brat pocitac, bez kterého se
jednoduchy MinlON neobejde. Navic vazi pouze 420 g, takze je snadno pienositelny. Je
mozné se k pristroji piipojit i bezdratové pomoci Wi-Fi a nasdilet tak vysledky kdykoliv a
kdekoliv (Oxford Nanopore Technologies, 2022b).

1.5. Bioinformatické analyzy

1.5.1.  Zpracovani primarnich dat

S vyvijenim metod NGS se navySuje 1 mnoZstvi dat, které je tfeba zpracovavat pomoci
bioinformatickych postupt. Po sekvenovani vzniknou primarni data (,,raw data“), ktera je
tieba analyzovat a nasledné upravit (,,preprocessing“). Rozmanitost Gprav se odvijeji od

toho, pro jaké analyzy budou vysledna data pouZita.

Pfi sekvenovani na platformé¢ Oxford Nanopore je nejprve potieba zaznamenané elektrické
kiivky ptfevést na sekvenci piislusnych nukleotidi prostiednictvim algoritmu pro urceni bazi
(,,basecalling®). Pro data z ONT se pouziva program Guppy, ktery je vyvinut pfimo firmou

Oxford Nanopore. Jednd se o program vyuzivajici obousmérnou rekurentni neuronovou sit’
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(Wick et al., 2019), ktera umoznuje proces ,,uceni se* spravnému urceni baze na zaklad¢ jiz
prectenych sekvenci. Diky tomu se algoritmus piekladu snovymi verzemi programu
neustale zptesnuje. Nejnoveéjsi verze programu Guppy (v.5+) vyuziva typ modelu ,,super
accuracy®; tato verze je piiblizn¢ tiikrat piesnéjsi v urCovani bazi nez starSi mod ,,high-
accuracy a chybovost se tdajné pohybuje v fadu nizkych jednotek procent (Community -

Protocol (nanoporetech.com)). Kazdy ptelozeny nukleotid ma pfifazenou hodnotu kvality

(pravdépodobnosti chyby piekladu) a vysledné sekvence se ukladaji nejcastéji ve formatu

FASTQ, ktery umoziuje tuto hodnotu pro kazdou bazi uchovat pro pozd¢jsi zpracovani.

Dalsim krokem upravy dat je analyza kvality. Ze ziskanych datovych soubori je tfeba
odfiltrovat nekvalitni nukleotidy/sekvence (tzv. ,trimming®). Data mohou obsahovat
nekvalitni ¢asti, které mohou narusit signal téch spravnych, a proto je tfeba tyto rusSivé
elementy odstranit pomoci riznych algoritmii. Je nutné si ale zachovat urcit¢é mnozstvi dat,
které jsou potieba k dal§im analyzam. Proto by parametry urcujici kvalitu sekvenci nemély

byt ptilisS ptisné.

Razné typy sekvenovani maji riznou chybovost (,,error rate*) pti zaznamenavani sekvenci.
Tyto chyby je tieba opravit. Korekce chyb dokédze zvysit citlivost a kvalitu sekvenci.
Algoritmy pro korekci chyb pouzivaji riizné postupy. Bud’ se vyuzivaji pfistupy zaloZzené na
samokorekci nebo na hybridni korekci, kdy kratké sekvence opravuji ty delsi (Y. Wang et
al., 2021).

1.5.2.  Sestaveni genomu

Bohuzel v souc¢asné dobé neni mozné osekvenovat cely kontinualni chromozém/genom. Pti
izolaci DNA se genomova DNA rozlame na rtzné dlouhé fragmenty, které se nésledné
sekvenuji. KdyZz chceme zjistit ptivodni genomovou sekvenci, musime tyto fragmenty
pospojovat procesem tzv. ,assembly“. Algoritmy pro sestavovani genomu k sobé
zarovnavaji (,,align®) sekvence diky jejich ptekryvim (,,overlap®) a propojuji je. Propojenim
sekvenci se vytvoii souvislé sekvence prekryvajicich se fragmentt (kontigy; Green, 2022).
Spojenim kontigti vzniknou superkontigy (,,scaffoldy*), které mimo setazenych Kkontigi
obsahuji i nepfectené useky (gapy) znamé délky. Setazené scaffoldy tvoii vyslednou sestavu
genomu. Sestava lze vytvofit rliznymi zplsoby. Pro rekonstrukci genomu se nejcastéji

pouzivaji dvé skupiny metod: de Bruijn grafy (DBG) a Overlap layout consensus (OLC).


https://community.nanoporetech.com/docs/prepare/library_prep_protocols/Guppy-protocol/v/gpb_2003_v1_revan_14dec2018/guppy-software-overview
https://community.nanoporetech.com/docs/prepare/library_prep_protocols/Guppy-protocol/v/gpb_2003_v1_revan_14dec2018/guppy-software-overview

1.5.2.1. Overlap layout consensus

Overlap layout consensus (Obr. 4) je typ skladani genomu, ktery nejdiive hleda stejné
sekvence napii¢ vSemi sekvencemi (,,all-against-all pair-wise reads aligning®) a nasledn¢ je
priklada k sobé (,,overlap®). Dale se vSechny sekvence rozlozi (,layout”), kdy stejné
sekvence jsou jiz sefazeny za sebou na zaklad¢ navaznosti. Podle tohoto grafu se poté
sestroji nepretrzita sekvence (,,consensus®). Graf obsahuje uzly (,,nodes*) a hrany (,,edges*).
Kazdé cislo u uzlu reprezentuje pocet sekvenci. Hrany zobrazuji piekryvy mezi stejnymi
sekvencemi. Prekryvy maji podle nastaveni parametri definovany minimalni pocet bazi.
Pocet sekvenci na jednom uzlu se linearné zvySuje s hloubkou sekvenovani (coverage) a

pocet hran se zvysuje o logaritmickou stupnici (Z. Li et al., 2012).

ATATATACTGGCGTATCGCAGTAAACGCGCCG
R1: ACTGGCGTAT
R2 : TGGCGTATCG

R3: GGCGTATCGC

R4: CGTATCGCAG

R5: TATCGCAGTA
R6: CGCAGTAAAC

ﬁb@@@@
S ST TN T
Obr. 4: Overlap Layout Consensus (Z. Li et al., 2012).

Prvni verze algoritmu byla vytvotena jiz roku 1980 (Staden, 1980). Tato ptivodni verze byla
mnoha dal$imi védci roz§ifena. V soucasnosti je mnoho programd, které¢ s OLC pracuji. Jsou

jimi naptiklad Miniasm (H. Li, 2016), Falcon (Chin et al., 2016) a Canu (Koren et al., 2017).

1.5.2.2. De Bruijn grafy

De Bruijn grafy (Obr. 5) pracuji s k-mery. K-mery jsou kratké sekvence o délce k (jednotky
az nizké stovky bazi) do kterych se rozlozi pivodni sekvence. Algoritmus porovnava
vSechny vytvofené k-mery a urcuje jejich sousedni vztahy. DBG tvoii také graf, kdy uzly
predstavuji k-mery a hrany ukazuji vztahy mezi nimi. Pfi sestavovani genomu je nutné
kazdou hranu projit podle Eulerovského tahu (Pevzner et al., 2001) a zaznamenat pfislusné
k-mery. Takto vzniknou kontigy a nasledné scaffoldy. K-mery se mohou opakovat (repetice)

a mohou tak vzniknout riizné varianty sekvenci.



ATATATACTGGCGTATCGCAGTAAACIECGCCG

Kl: ACTGG
K2: CTGGC
K3: TGGCG
Kot i,

K14: AGTAA

K15: GTAAA

K16: TAAAC

Obr. 5: De Bruijn grafy (Z. Li et al., 2012).

DBG byly poprvé pouzity K sestaveni genomu Vvroce 2001 (Pevzner et al., 2001), ale
algoritmus byl vymyslen uz v roce 1995 (Idury & Waterman, 1995). Programy vyuzivajici
algoritmy DBG jsou naptiklad: SPAdes (Bankevich et al., 2012), ALLPATHS-LG (Gnerre
etal., 2011), ABruijn (Lin et al., 2016) a Velvet (Zerbino & Birney, 2008).

1.5.2.3. Sestaveni genomu z dlouhych vs. kratkych

sekvenci

Jak jiZ bylo zminéno vyse, rizné sekvenaéni metody produkuji riizné dlouhé sekvence, které
pii sestavovani genomu maji rizné vyhody. Kratké sekvence, které maji maximalni délku
300 bp, jsou produkovany hlavné technikami sekvenovani druhé generace (NGS). Hlavnim
problémem spojovani kratkych sekvenci do genomu spociva v tom, ze genom nemusi byt
sestaven spravné; kratké sekvence nemusi vytvofit dostatecné piekryti u OLC nebo DBG
algoritmu. DalSim problémem jsou repetice, které kratké sekvence neumi uplné vyftesit.

Velkou vyhodou kratkych sekvenci je vSak jejich pfesnost (Pearman et al., 2020).

Dlouhé sekvence maji velikost od 300 bp (Midha et al., 2019) a jsou produkovany metodami
sekvenovani tieti generace. U dlouhych sekvenci je vyhodou samotna jejich délka. Diky
s nedostate¢nou mirou piekryti pfi sestavovani genomu. Tim je zajisténo, Ze vysledny genom
je sestaven ve spravném pofadi. Na druhou stranu, nevyhodou dlouhych sekvenci se stava
nachylnost k chybam (vysoka error rate; Istace et al., 2017). Chyby jsou zde rozmistény

nahodné.
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1.5.3.  Hybridni assembly

Problémy vyplyvajici z riznych vlastnosti dlouhych i kratkych sekvenci miizeme vyfesit
jejich kombinovanim, tedy vytvafenim tzv. hybridni assembly. Dlouhé, kontinualni a
neptresné sekvence mohou byt opraveny kratkymi sekvencemi s vysokou mirou piesnosti.
Mnoho softwarti zalozenych na hybridnim sekvenovani kombinuje dlouhé sekvence s
kratkymi, aby vyuzily silné stranky obou typu délek sekvenci. Délka dlouhych sekvenci se
vyuziva k identifikaci genomové slozitosti a vyfeSeni repetitivnich mist, zatimco kratké
sekvence jsou uzitecné diky jejich vysoké piesnosti ke zlepSeni kvality sekvence a pro
charakterizaci lokalnich detailti s pfesnosti i jednoho nukleotidu (Y. Wang et al., 2021).

Vysledkem je tedy dlouhd, piesna a spojita sekvence, kterd ma vyteSené repetitivni ¢asti.

Je vicero moznosti, jak konstruovat hybridni assembly. Jedna moznost je utvofit leSeni
(scaffold) z dlouhych sekvenci a ptikladat k nim (,,align“) kratké sekvence (Cao et al., 2017,
Madoui et al., 2015), dale je mozné vytvorit sestavu z dlouhych sekvenci a vyslednou
sestavu opravit kratkymi sekvencemi (Y. Li et al., 2022) a nakonec se daji zformovat piesné
useky sekvence zkratkych sekvenci zvané ,seed-reads”, které se ptipoji k dlouhym

sekvencim (Jansen et al., 2017). Pro kazdy postup existuji rizné programy, které lze pouzit.

Je mozné kombinovat naptiklad i dlouhé fragmenty z Oxford Nanopore Technologies a
kratké 10x Genomics (Y. Li et al., 2022; Ma et al., 2019). Kombinuji se dlouhé sekvence
zONT a kratké sekvence s barkodem, ktery shodné oznaCuje sekvence ze stejného
fragmentu. Programy, které Ize pro tyto ucely vyuzit jsou naptiklad kombinace softwart
DBG20OLC s Sparc (Ma et al., 2019) nebo ARKS s LINKS (Coombe et al., 2018; Warren et
al., 2015).
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1.5.4.  Vyhodnoceni kvality sestav genomu

Vyslednou sestavu genomu je potifeba vyhodnotit, aby bylo mozné kvalitu jednotlivych
sestav mezi sebou porovnat. Pro urceni kvality sestavy se standardné pouziva jednak Cisté
technické zhodnoceni tzv. kontinuity (napf. metrika N50, max. a primérna délka sekvenci,
pocet sekvenci, pocet nepfectenych bdzi uvniti sekvenci — tzv. ,gapi®, atd.) a jednak
biologické zhodnoceni a to vyhodnocenim kompletnosti genomu na zakladé¢ porovnéni

s databazi ortolognich gent v programu BUSCO (Manchanda et al., 2020).

Metrika N50 vyjadiuje, jak moc je sestava genomu propojena (Bradnam et al., 2013).
Podava informace o rozloZzeni délek kontigi. Princip vypoctu N50 (Obr. 6) spociva
Vv sestupném sefazeni vSech kontighi podle velikosti, v souctu vSech velikosti Kontigi a
vypoétu 50 % celkové délky. Velikost Kontigu, ke kterému saha 50 % celkové délky je
metrika N50 (Videvall, 2017). Cislo N50 je uvadéné v jednotkach bp. Cim vyssi je ¢&islo

N50, tim vyssi je kontinuita slozeného genomu.

100 70 60 | 50 | 50 | 40 | 30 |

-
1 o

A

200

A
| 4

400
Obr.6 : Kontigy sefazené podle délky pro vypocet N50 (Videvall, 2017).

BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs; Siméo et al., 2015) je program,
ktery odhaduje genovou tUplnost sestavy genomu. Je to kvantitativni méfitko, které je
zalozené na evolu¢né piibuznych genech zriznych druht, ortolozich. Tyto ocekavané
ortology jsou zaneseny v databazi OrthoDB V9, ze které BUSCO cerpa. BUSCO
vyhodnocuje, zda se v ur¢ité sestavé ortology vyskytuji v jedné kopii, zda jsou duplikované,
netiplné anebo jestli uplné chybi. Zjistuje tak kompletnost zasadnich gent jednotlivych

sestav genomtl.
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. Cile prace
Sestavit genom cichlidy Crenicichla semifasciata riznymi postupy véetné hybridnich
Porovnat parametry vyslednych sestav genomu

Zhodnotit pfinos kombinovani sekvenacnich technologii na kvalitu vysledku
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3. Metody
3.1.  Priprava dat

Pro sestaveni genomu cichlidy Crenicichla semifasciata byl pouzit jeden exemplat tohoto
druhu. Genomova DNA byla extrahovand zkrve odebirané zkaudalni cévy s pomoci
izola¢niho kitu Qiagen MagAttract HMW DNA dle standardniho protokolu. Data pro
zpracovani byla ziskana ze dvou sekvenacnich platforem, z technologie 10x Genomics a

Oxford Nanopore.

Ptiprava knihovny 10x Genomics z extrahované DNA a jeji nasledna sekvenace na
platformé Illumina byla provedena firmou SegME (Dobiis, CR). Vysledkem sekvenovéni
byly parové sekvence 2x150 bazi s barkédem (Obr. 7), diky kterému je snazsi sestavit

fragmenty ze stejné¢ molekuly dohromady.
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Obr. 7: Data z 10x Genomics. Kratké parové sekvence (Sedé) s barkody (Cervené).

Pro data z Oxford Nanopore (Obr. 8) se nejdiive musela vyizolovat vysoce kvalitni
genomova DNA. Dile se pfipravila sekvena¢ni knihovna, kde se k DNA pfipojily adaptéry.
Takto piipravena DNA se sekvenovala na pftistroji MinlON. Cely postup je popsan
v bakalarské praci Adély MikeSové (MikeSova, 2022). Diky sekvenovani na pfistroji
MinlON vznikla primarni data (raw data). Celkové byla pouZita data z 15 sekvenaénich

béht. Data, které sekvenovala MikeSova, byla vyuZita pro dalsi analyzy v této praci.

Obr. 8: ONT data. Dlouhé sekvence (oranzové) s chybami (Cerné).

Pro vsechny nasledujici bioinformatické vypocty byly vyuzity zdroje vypocetnich center

Metacentrum (https://www.metacentrum.cz/cs/). Jedna se o virtudlni organizaci, ktera

umoziuje akademickym pracovnikiim, zaméstnancim a studentim védeckovyzkumnych
instituci v Ceské republice bezplatné vyuzivat vypocetni zdroje, datova uloziité a mnoho
dalsiho.
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3.2.  Basecalling

Pii sekvenovani technologii Oxford Nanopore se prostiednictvim ovladdaciho softwaru
MinKNOW zaznamenaji prabehy elektrickych signal z detekéniho Cipu sekvenatoru. Tyto
signaly reprezentuji zmény elektrického proudu pifi prichodu nukleotidu detekénim
prostorem nanopdru. Kiivka, kterd znazoriiuje zmény elektrického proudu se nazyva
“squiggle”. Primarni data ve formatu FASTS, ktera obsahuji zaznam elektrickych signalt je

tteba prevést na sekvence bazi ve formatu FASTQ. Dekodovani kiivek na baze se provadi

I_I'l

AGTCCCTGAATCGA

Obr. 9: Ptifazovani bazi ke kiivkam squiggle procesem Basecalling. Obrazek vytvoren v

procesem basecalling (Obr. 9).

BioRender.com

V této praci jsem pro basecalling pouzila program Guppy (Oxford Nanopore Technologies,
2022a). Kvuli velikosti dat a naro¢nosti procesu jsem basecalling provedla pro kazdy

sekvenacnim b&h zvlast. Pouzita jsem verzi guppy-6.0.1-gpu s nasledujicimi parametry:

Pozn.: VSechny uvadéné skripty jsou zobrazeny v rameccich. Znakem # jsou oznaleny

poznamky.

guppy_basecaller -i raw/${run} -s basecalled_reads_sup/${run}\
-c [dna_r9.4.1 450bps_hac.cfg | dna_r10.3_450bps_sup.cfg] --min_gscore 10\
-X 'auto' -g 0 --compress_fastq --chunks_per_caller 1000 --gpu_runners_per_device 4\

--calib_detect --chunk_size 1000 --num_callers 2 --chunks_per_runner 300

#-1,-s = soubory vstupnich a vystupnich dat v¢etné cesty

#-c = konfiguracni soubor definujici typ sekvenacni buiiky, kit pro pfipravu knihovny a
model pro basecalling (hac = model High Accuracy, sup = super accuracy)
#--min_qscore 10 = minimalni poZadované skore

#vétSina ostatnich parametrQi se tyka nastaveni grafické karty optimalizovaného pro

analyzu na vypocetnich strojich v Metacentru
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3.3.  Uprava a filtrace dat na minimalni délku

Po basecallingu jsem sloucila vystupy kazdého sekvenac¢niho béhu do jednoho souboru a

tyto soubory zkomprimovala a piesunula do stejné slozky:

for i in $(seq -f "%02g" 1 15) # seq -f "%02g" formatuje Cislo i z 4 na 04 atd.
do

cd dir${i}/pass

cat *.gz > file${i}

mv file${i} ../../file${i}.fastq.gz

cd../.

done

Dale jsem na jednotlivych souborech kazdého sekvenaéniho béhu provedla zakladni

statistiky. Pro tyto ucely byl pouzit program seqkit:

Jseqkit stats -w 0 -G "N" -a *.fastg.gz > all_basecalling_stats.txt

#-w sitka radku pfi vystupu formatu FASTA (0 pro zadné zalamovani)
#-G definovani gapu

#-a vSechna statistika vcetné kvartill, délky sekvence, sum_gap, N50

Nasledovalo slouceni vSech vyslednych souborti do jediného souboru ,,Adel_all.fastq.gz*.

Pro tento soubor jsem opét spocitala statistiky.

Data z platformy Oxford Nanopore obsahuji technické sekvence (adaptéry), které bylo
potieba odstranit (,,trimm*). Adaptéry se nachdzeji hlavné na koncich sekvenci, ale mohou
se nachazet i uprostfed a indikovat tak artificialn¢ propojené (chimérické) sekvence.
Programy urcené na odstranéni téchto technickych sekvenci je moZzné presné nastavit a
definovat tak délku a parametry adaptéru. Tyto programy dokazi odstranit adaptéry i1 uvnitf
chimérickych sekvenci a rozdélit je do jednotlivych plivodnich sekvenci. Pro odstranéni

adaptéru v této praci jsem pouzila program Porechop (https://github.com/rrwick/Porechop)

S témito parametry:

16


https://github.com/rrwick/Porechop

Porechop/porechop-runner.py -t 2 -v 1.\
-1 Adel_all.fastg.gz -0 Adel_trimmed.fastg.gz --format fastg.gz \
--check_reads 1000 --end_size 200 \
--adapter_threshold 90 --middle_threshold 90 --end_threshold 75

#-1,-0 = nazev vstupniho a vystupniho souboru

#--format = pouzivany datovy format

#--end size = délka useku (v bazich), ve kterém bude na zacatku a konci sekvence
adaptér hledan

#--check _reads = tento pocet readli bude zarovnan se v§emi moznymi adaptéry, aby bylo
mozné urcit, které sady adaptérti jsou pfitomny

#--end_size = pocet part bazi na kazdém konci ¢teni, ve kterych budou hledany sekvence
adaptéri

#--adapter_threshold = adaptéry musi mit alesponi toto procento shody, aby mohla byt
oznacena jako pfitomna a ofiznuta

#--middle_threshold = adaptéry uprostied readit musi mit alespon toto procento shody,
aby mohly byt nalezeny

#--end_threshold = min. percentudlni podobnost sekvence, aby byla povazovana za
adaptér odstranéni adaptérti uprostied sekvence a jeji rozdéleni na dvé je zajiSténo diky

vychozimu nastaveni

Dalsim krokem bylo zndhodnéni potadi sekvenci, jelikoz kazdy sekvenacni beh produkoval
jinak kvalitni sekvence. Znahodnéni jsem provedla pomoci programu Seqgkit a nésledné

soubor zkomprimovala:

Jseqkit shuffle -j 4 -w 0 Adel_trimmed.fastq.gz > sup10trimshuf.fastqg \
gzip supl0trimshuf.fastq

#-] = pocet CPUs

#-w = sitka fadku pfi vystupu formatu FASTA (0 pro zddné zalamovani)
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Po znédhodnéni sekvenci jsem utvofila tfi datasety o riznych minimalnich délkach sekvenci.

Minimalni délky byly nastaveny na 3000, 5000 a 10000 bazi programem seqKit.

Jseqgkit seq -j 4 -w 0 -m 3000 \

supl10trimshuf.fastg.gz | gzip > sup10trimshuf_len3000.fastq.gz

Jseqkit seq -j 4 -w 0 -m 5000 \

sup10trimshuf_len3000.fastq.gz | gzip > sup10trimshuf _len5000.fastq.gz
Jseqkit seq -j 4 -w 0 -m 10000 \

sup10trimshuf_len5000.fastq.gz | gzip > sup10trimshuf _len10000.fastq.gz

#-j = pocet CPUs

#-w = sitka radku pfi vystupu formatu FASTA (0 pro zadné zalamovani)

#-m = ponecha pouze sekvence delsi nez tato minimalni délka

3.4. Sestaveni genomu

Genom jsem sestavila s vyuzitim dvou sekvenacénich platforem (10x Genomics a ONT) a to

jak samostatné, tak i v kombinaci.

3.4.1. 10x Genomics

Pro sestavu z kratkych sekvenci (Obr. 10) jsem vyuzila program Supernova (Weisenfeld et

al., 2017). Supernova pracuje s parovymi sekvencemi.

| NN | | | | | | N | | | | |

Obr. 10: Vytvoreni sestavy genomu kratkymi sekvencemi s pozi¢ni informaci programem

Supernova.

Nejdiive bylo nutné dataset s hloubkou pokryti 127x odfiltrovat na hloubku pokryti ptiblizné
56x. Déle byl spuStén program Supernova verze supernova-2.1.1, ktery prob¢hl ve dvou

krocich. Nejprve byla vytvorena de novo sestava celého genomu:
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supernova run --id semifasciata_01 --fastgs ./raw_zipped \

--maxreads 340000000 --localcores 32 --localmem 256

#--1d = unikatni ID b&hu

#--fastgs = cesta k vstupnim souboriim
#--maxreads = cili pfiblizn¢ na tento pocet readt
#--localcores = limit poctu jader

#--localmem = limit velikosti pamé&ti

Druhym krokem bylo generovani riznych styla vystupu FASTA pro sestavu genomu.

supernova mkoutput --style= pseudohap --asmdir=./semifasciata_01/outs/assembly \

--outprefix=./semifasciata_01/semifasciata_01

#--style = typ vyuzivaného grafu
#--asmdir = cesta vystupnich souborti

#--outprefix = oznaceni kazdého vystupu

Pro hybridni assembly nebyla tato verze sestavy genomu vyuzivana.

3.4.2.  Oxford Nanopore

Sestaveni genomu z dlouhych sekvenci jsem nejdiive provedla prostfednictvim programu
Canu (Koren et al.,, 2017). Tento postup byl ale pro tuto praci zamitnut kvili extrémni

vypocetni a ¢asové naro¢nosti (1058 h) a chabym vysledkim.

canu -d all_data -p file_all genomeSize=1g\
-nanopore-raw allruns_q7_trim_len10000.fastq.gz -useGrid=false \
-hapMemory=255g -hapThreads=20 -maxMemory=256g \

-maxThreads=20 -stopOnLowCoverage=8

#-d, -p = vstupni soubor a oznaceni assembly
#dalSi parametry se tykaji nastaveni grafické karty optimalizovaného pro analyzu na

vypocetnich strojich v Metacentru
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Pro sestaveni genomu z dlouhych sekvenci produkovanych technologii Oxford Nanopore
(Obr. 11) jsem tedy pouzila program Flye (Kolmogorov et al., 2019). Je to de-novo
assembler, ktery pracuje se zobecnénymi DBG, opakujicimi se grafy (,,repeat graphs®), jako
zakladni datovou strukturu (core data structure). Grafy jsou sestaveny s pouzitim piibliznych
shod sekvenci @ mohou tolerovat vyssi urovné Sumu spojeného se ¢tenim sekvenovani jedné

molekuly a dokazou pracovat i s repeticemi (https://github.com/fenderglass/Flye). Program

Flye dokaze zlepsit kvalitu vysledné sestava genomu diky lesténi (polishing), které je mozné

definovat pii spousténi programu.

Obr. 11: Sestaveni genomu z dlouhych sekvenci technologie Oxford Nanopore programem

Flye.

Dlouhé sekvence jsem zpracovala a sestavila od genomové sestavy verzi flye-2.9 s témito

parametry:

flye --nano-hg sup10trimshuf _len3000.fastq.gz --out-dir flye29 sup10 polishl \
-t 16 --iterations 1 —scaffold

#--nano-hq = vysoce kvalitni ONT sekvence: Guppy5+
#--out-dir = Vystupni adresar
#-t = pocet paralelnich uzlt

#--iterations = pocet iteraci lesténi

#-scaffold = povolit scaffolding pomoci grafu
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3.4.3.  Mapovani kratkych sekvenci na sestavu

Flye
Po sestaveni genomu z dat technologie ONT jsem mapovala kratké sekvence z technologie
10x k hotové sestavé (Obr. 12). Pouzitim programu Flye se sestavil genom, ktery je
nepiesny, jelikoZz je sestaven jen z dlouhych a nepiesnych sekvenci ONT. Mapovanim
kratkych a piesnych sekvenci muizeme pietisknout spravnou informaci na sestavu. Diky
tomu, z¢ kratké sekvence dosahuji vysokou hloubku pokryti (,,coverage* = 127x), je kazdy
nukleotid v sestavé pramérné pokryt 127krat nukleotidem z kratké sekvence. Je tedy mozné
s velkou jistotou opravit chybné zanesené baze v sestavé a zlepSit tak jeji kvalitu a
kompletnost. Tento proces vytvofeni konsenzu jsem provadéla pomoci software BWA

(https://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml) s vyuzitim algoritmu BWA-MEM. Tento

program dokaze pracovat s kratkymi sekvencemi o velikosti od 70 bp do 1 Mbp a je rychly a
ptesny. Obsahuje funkce, které dokazi zpracovat dlouhé sekvence, a dokonce i neurCity

(rozdéleny) alignment a je doporucovan pro vysoce kvalitni zpracovani sekvenci.
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Obr. 12: Kratké sekvence (bez poziéni informace) namapované na genomovou sestavu

zkonstruovanou v programu Flye opravuji chybné osekvenované baze.

Prvnim krokem bylo upraveni kratkych sekvenci programem LongRanger (Marks et al.,
2019). Tento program odstrani barkody z vlastni sekvence a pfemisti je do jejiho popisu
(hlavicky), zaroven vygeneruje data v tzv. prokladaném (,,interlaced* nebo tézZ ,,interleaved*)
formatu (spoji vSechny ,,forward* a ,,reverse* sekvence do jedin¢ho souboru, s tim Ze parove

sekvence jsou uvedeny vzdy bezprostiedné po sobé). Pouzita jsem verzi longranger-2.2.2:

longranger basic --id longranger_basic --fastqs ./raw_data_10x_zipped \

--localmem=64 --localcores=8
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Kratké sekvence (z technologie 10x Genomics) jsem namapovala na genom sestaveny ve
Flye prostiednictvim programu bwa v0.7.17. Algoritmus BWA-MEM namapuje maximalni
pocet presnych shod (maximal exact matches, MEMS) a poté je rozsiti pomoci Smith-
Watermanovo algoritmu; pted vlastnim mapovanim bylo potifeba pro genom vytvofit

pomocné indexové soubory:

bwa index assembly_flye _3000.fasta
bwa mem -t 24 -M -T 30 -R "@RG\tID:sem5\tSM:sem5\tPL:ILLUMINA\tLB:sem5" \
-p ../../nanopore/assemblies/${assembly}.fasta \

tenex/longranger_basic/outs/barcoded.fastq.gz > ${assembly} shortreads.sam

#bwa-mem = Nejnovéjsi typ, obecné doporuovany pro vysoce kvalitni analyzy, protoze
je rychlejsi a presnéjsi.

#-1 = pocet uzlu

#-M = oznacuje kratsi délené zasahy jako sekundérni

#-T = nezobrazovat zarovnani se skére niz$im, nez je Cislo. Tento parametr ovliviiuje
pouze vystup.

#-R = tadek zahlavi dokon¢ené skupiny readu.

#-p = predpoklada, ze prvni vstupni soubor dotazu je prokladany parovany FASTA/Q.

Z vysledného ,alignmentu® jsem odfiltrovala nekvalitni a nejednozna¢né namapované

sekvence v programu samtools (Danecek et al., 2021):

samtools view -h -q 30 -F 256 -f 2\

${assembly} shortreads.sam > ${assembly} sr_filtered.sam

#-h = ponechava zahlavi ve formatu SAM
#-0 = minimalni kvalita mapovani

#-F = Zadné sekundarni zarovnani

#-f = pouze spravné zarovnané pary

Po filtraci jsem ve stejném programu pievedla soubory z formatu SAM do binarniho formatu

BAM:
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samtools view -S -b ${assembly} sr filtered.sam > ${assembly} sr _filtered.bam

#-S = moznost zkraceného vzorkovani

#-b = vystup ve formatu BAM

a dale jednotlivé zaznamy v souboru BAM setiidila:

samtools sort -m 64G -@ 4 -T tmp_ -O bam \
-0 ${assembly} sr_filtered_sorted.bam ${assembly} sr_filtered.bam

#-m = priblizné maximalni pozadovana pamét’ na vlakno
#-@ = nastavuje pocet tiidicich a kompresnich uzlt
#-T = do této slozky se zapisuji do¢asné soubory

#-O = definovany typ vystupu

#-0 = zapisuje kone¢ny sefazeny vystup do souboru, nikoli do standardniho vystupu

Duplicitni sekvence jsem identifikovala a odstranila s vyuzitim programu Picard v2.8.1.

Nésledné jsem vysledny soubor oindexovala:

java -Xmslg -Xmx8g -XX:ParallelGCThreads=5 -jar $SPICARD281 MarkDuplicates \
REMOVE_DUPLICATES=true INPUT=%{assembly} sr_filtered_sorted.bam \
OUTPUT=${assembly} sr filtered_sorted_dedup.bam\
METRICS_FILE=${assembly} dedup_metrics.txt

samtools index ${assembly} sr_filtered sorted dedup.bam

Genom sestaveny ve Flye jsem po indexaci rozd¢lila kvtili komplexnosti vypoctt do 20

intervalll a nasledné kroky provadéla paralelné pro kazdy interval zv1ast’:

samtools faidx ${assembly}.fa
java -Xmx1g -jar $PICARD281 CreateSequenceDictionary R=${assembly}.fa \
O=${assembly}.dict

mkdir -p intervals_${assembly}
gatk --java-options "-Xmx500m -XX:+UseSerial GC" Splitintervals \
-R /storage/brno2/home/dada/assemblies/${assembly}.fa \

--scatter-count 20 -O intervals_${assembly}
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Dale jsem pokracovala s identifikaci variant v alignmentu:

java -Xmx 89 -Djava.io.tmpdir=tmp-${assembly}-${i}/ -XX:+UseSerial GC \
-jar SGATK/GenomeAnalysisTK jar -T HaplotypeCaller \

--output_mode EMIT_VARIANTS_ONLY \

--variant_index_type LINEAR\

--variant_index_parameter 128000 \

--filter_reads_with N_cigar \

-L ../..Jassemblies/intervals_${assembly}/${i}-scattered.interval_list \

-R /storage/.../assemblies/${assembly}.fa \

-1 ${assembly} _sr_filtered_sorted_dedup.bam \

-0 ${assembly} sr called variants_${i}.vcf.gz

rm -r tmp-${assembly}-${i}

Vysledné soubory z jednotlivych genomovych intervalt jsem spojila dohromady piikazem

gatk:

gatk --java-options "-Xmx60g -XX:+UseSerial GC" GatherVcfs \
-1 ${assembly} sr_called_variants_0000.vcf.gz \
-1 ${assembly} _sr_called variants_0001.vcf.gz \
-1 ${assembly} _sr_called_variants_0002.vcf.gz \
-1 ${assembly} _sr_called_variants_0003.vcf.gz \

-1 ${assembly} _sr_called_variants_0019.vcf.gz \

-0 ${assembly} sr_called_variants.vcf.gz

gatk --java-options "-Xmx60g -XX:+UseSerial GC" IndexFeatureFile \
-F ${assembly} sr called variants.vcf.gz

Poslednim krokem bylo vytvoteni konsenzu ve formatu FASTA:

cat ../..Jassemblies/${assembly}.fa \

| beftools consensus ${assembly} sr called variants.vcf.gz > ${assembly} sr.fas
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3.4.4.  Hybridni assembly

Pro hybridni assembly jsem pouzila postup podle prace Molitor et al., 2021, ktery pracuje
s kratkymi sekvencemi z 10x Genomics a jejich barkody a mapuje je na hotovou sestavu
z Flye, ktera je sestrojena z dlouhych sekvenci (Obr. 13). Dokaze se tak zlepsit kontinuita

sestavy diky propojeni i diive nepropojenych sekvenci.
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Obr. 13: Hybridni assembly kombinuje opravenou sestavu z dlouhych sekvenci z programu

Flye s kratkymi sekvencemi z metody 10x Genomics obsahujici barkod.

Hybridni assembly pracovala s kratkymi sekvencemi z technologie 10x Genomics obsahujici
pozi¢ni informaci a se sestavou genomu z Flye opravenou kratkymi sekvencemi.
Postupovalo se podle prace (Molitor et al., 2021), kde hlavnimi programy byly Arcs
(Coombe et al., 2018) a Links (Warren et al., 2015). Program Arks dokaze zpracovat pozi¢ni
informaci z barkodu; LINKS je program pro spojovani Kontighi vytvofenych programem

AIrCS.

Prvnim krokem byla technickd uprava vstupniho souboru (separace barkddu v hlavicce
vSech sekvenci) v programu bioperl v1.6.1. Dale jsem opét namapovala kratké sekvence na

vytvofeny genom v programu bwa a zdznamy ve vysledném souboru setadila:

gunzip -c tenex_barcoded.fastg.gz \

| perl -ne ‘chomp;$ct++;$ct=1 if($ct>4);if(Sct==1){if(/(\@\S+)\sBX\:Z2\:\S{16})/)\
{$flag=1;$head=3%$1." ".$2;print "$head\n";} else{$flag=0;}}\

else{print "$_\n" if($flag);}' > ../chromium_barcoded/ CHROMIUM _interleaved.fastq

bwa mem -t12 assembly_flye 3000.fasta -p CHROMIUM _interleaved.fastq \

| samtools view -bS - | samtools sort -n - -T sorted > alignment-sorted.bam
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Pozi¢ni informace z barkdodii byla zpracovana v programu Arcs:

arcs -f ../ont_assembly/assembly_flye 3000.fasta -a alignments.fof

mv ../ont_assembly/*main.tsv ./

mv ../ont_assembly/*original.gv ./

mv ../ont_assembly/*dist.gv ./

Byl vytvofen pomocny soubor checkpoint.tsv s pouzitim programu makeTSVfile.py
(https://github.com/bcgsc/arcs/blob/binomialx2/Examples/makeTSVfile.py).

python2 ../makeTSVfile.py \
$assembly.fas.scaff_arcs s98 ¢5 10_d0_e30000_r0.05_original.gv \
${assembly} s98 c5 10 d0_e30000 r0.05.tigpair_checkpoint.tsv \

..I..Jassemblies/$assembly.fas

a nakonec vygenerovan vysledny genom v programu LINKS v1.8.7:

touch empty.fof

LINKS -f ../..Jassemblies/$assembly.fas -s empty.fof -b \
${assembly} s98 c¢5 10 dO 30000 r0.05-a 0.3

3.5. Zhodnoceni kvality

Pro porovnani jednotlivych sestav genomu z hlediska kompletnosti a kontinuity jsem
vyuzivala dva programy: Seqkit pro zjisténi technickych statistik a BUSCO (Manni et al.,
2021) pro analyzu kompletnosti genomi na zakladé porovnani s databazi Actinopterygii,
ktera obsahovala 3640 ortologl. Zakladni statistiky byly vypocitany programem Seqkit na
vstupnich datech, na sestavach genomu dlouhych 1 kratkych sekvenci, sestavach Flye
s opravou kratkymi sekvencemi, a nakonec na hybridni assembly. BUSCO prob¢hlo na

sestavach s nasledujicimi parametry:

busco -i ${assembly}.fasta -1 actinopterygii_odb10 -o busco_${assembly} -m genome

#-i = vstupni soubor
#-1 = dataset rodové linie

#-0 = vystupni soubor

#-m = typ (genom, proteiny, transkriptom)
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Cely proces sestavovani genomu od sestavy Flye pfes opravu kratkymi sekvencemi po
hybridni assembly se v§emi potiebnymi zhodnocenimi kvality jsem zopakovala v druhém a
tietim opakovani. Bylo to z divodu ovlivnéni sestavovani genomu nahodnymi faktory, kdy

algoritmy voli potadi sekvenci a vysledné sestavy se tak mohou trochu lisit.

4. Vysledky
4.1. Vstupni data
41.1. 10x Genomics

DNA knihovna ptipravend technologii 10x Genomics a sekvenovana na platformé Illumina
poskytla celkem 424,2 mil. para sekvenci o délce 2x150b s celkovym poctem 117,5 miliard
bazi Pii odhadované délce genomu 921,51 Mb (podle programu Supernova), data dosahuji
hloubku pokryti ptfiblizné¢ 127x.

4.1.2.  Oxford Nanopore

Pro data z ONT bylo dle bakalaiské prace Adély Mikesové (MikeSova, 2022) provedeno 10
izolaci DNA s primérnou délkou fragmentii mezi 20 a 40kb, ze kterych bylo nésledné
sestaveno 12 sekvenacénich knihoven s pouzitim dvou typu liga¢nich kitti: SQK-LSK109 a
SQK-LSK110. Dale A. MikeSova provedla celkem 16 sekvenacnich béhli na pfistroji
MinION. Tii experimenty prob&hly na sekvenacni desti¢ce (flowcell) R10.4.1 a zbytek na
R9.4.1. Neékteré destiCky byly znovu pouZity, jelikoz jejich kapacita nebyla po jednom
sekvenovani spotiebovana. Sekvenovanim bylo celkoveé precteno 42,6 mil. fragmenti DNA,
které obsahovaly 102,9 mld. bazi (MikeSova, 2022). Dva datasety (Pilot00, Adel15) nebyly
do naslednych analyz zatazeny z divodu nizké kvality. K témto datim se ptidala data

vytvotena firmou SeqMe. Typ desticky nasledné ovlivnil nastaveni parametrti basecallingu.

,Basecalling* jsem provedla v programu Guppy s vyuzitim algoritmu ,,super accuracy™ a po
slouceni dat vznikl soubor all.fastq.gz s 23,2 mil. sekvenci a pocet bazi ¢ital 79,2 mld (Tab.
). Hloubka pokryti ONT dat ¢inila pfiblizné¢ 86X. Po odstranéni technickych sekvenci
(adaptéri) a filtrovani dat na minimalni délku fragmentt 3000 bp, 5000 bp a 10000 bp jsem
spocitala zakladni statistiky pro kazdy soubor zvlast (Tab. Il). Filtrovanim na minimalni
délku fragmentt 3000, 5000 a 10000 bp se odfiltrovalo 19 %, 26,6 % a 41,1 % dat a hloubka
pokryti jednotlivych datasett ¢inila 70X, 63x a 50x (podle poradi).
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Tab. I: Piehled statistik pro jednotlivé sekvenaéni béhy ONT procesu basecalling jak jednotlive, tak i sloucené (all).

Soubor Pocet sekvenci Pocet bazi Min. délka Pramérna délka Max délka N50
adel01.fastqg.gz 423 664 3367111114 11 7947,6 266 525 18 922
adel02.fastq.gz 1111703 8 457 449 224 96 7 607,7 340 429 19 725
adel03.fastq.gz 10 056 980 15 231 497 285 48 1514,5 177 245 6 982
adel04.fastqg.gz 3530710 5374 626 398 9 1522,3 225170 4167
adel05.fastq.gz 373785 3006 830 330 114 8044,3 185912 16 397
adel06.fastq.gz 153 451 1188 400 454 106 77445 264 578 15099
adel07.fastqg.gz 1108 273 8 507 815 754 39 7676,6 231 861 17 568
adel08.fastq.gz 359 915 2 469 735 385 70 6 862 189 078 15015
adel09.fastq.gz 3321058 8 414 361 044 28 2 533,6 200 505 4509
adel10.fastqg.gz 372116 2 699 640 213 88 7254,8 388 362 28 504
adelll.fastqg.gz 723 006 5160532 792 110 7137,6 180 041 17 401
adel12.fastqg.gz 558 248 4 826 437 089 29 8 645,7 170 958 19 295
adell3.fastqg.gz 17 618 181 585 241 167 10 306,8 115 449 20 207
adell4.fastq.gz 40 094 511 189 477 85 12 749,8 152 925 22 331
SeqMe.fastq.gz 1042 510 9 827 788 260 79 9427 167 469 20 594

all.fastq.gz 23193131 79 225 000 060 9 34159 388 362 13830
Tab. II: Ptehled statistik pro data po odstranéni adaptéru a filtrovani na ur¢itou minimalni délku fragment.
Soubor | Po&et sekvenci Pocet bazi Min. délka | Priimérna délka | Max délka | NS0 Q20(%) | Q30(%)
3000.fas 5261 867 64 154 599 644 3000 121924 388330 | 18387 65,28 20,16
5000.fas 3706272 58 115 307 713 5000 15 680,3 388330 |20472 65,32 20,19
10000.fas 2 086 028 46 624 529 107 10 000 22 350,9 388330 | 24946 65,47 20,31

28




4.2.  Sestaveni genomu

4.2.1. 10x Genomics

Sestava genomu vytvoiena v programu Supernova slozena z kratkych sekvenci z metody 10x
Genomics dosahovala vysoké hodnoty kompletnosti genomu BUSCO = 97 % (Tab. 1V),
jelikoz ptivodni sekvence jsou velice pfesné. Na druhou stranu obsahuje velké mnozstvi
mezer (skoro 62,5 mil.; Tab. Ill) a stava se tak malo kontinualni. Z divodu malé kvality

nebyla tato sestava genomu pouzita v dal§im zpracovani.
4.2.2.  Oxford Nanopore

Nejprve byla vytvofena sestava genomu programem Canu. Samotny proces skladani sestavy
trval 1058 h (cca 1,5 mésice). Vysledna sestava byla velmi nekvalitni, méla velmi nizkou
hodnotu N50: 2,6 Mb (Tab. Il1l) a BUSCO dosahovalo pouze 86 % (Tab. IV). Z téchto

diavodu byl tento postup z této prace vytazen.

Dalsi sestava genomu byla vytvotrena programem Flye sjednim pfecisténim (polishing).
Tento proces skladani genomu trvalo nejdéle 33 h. Byly vytvorené sestavy, které dosahovaly
N50 od 5,17 do 6,51 Mb. Sestavy genomu vznikly z 964 az 1 220 scaffoldii s maximalni
délkou 21,8 az 26,9 Mb (Tab. 111). BUSCO dosahovalo hodnot 98 % — 98,2 % (Tab. IV).

4.2.3.  Oprava kratkymi sekvencemi

Opravenim sestavy genomu z Flye kratkymi sekvencemi vznikla sestava, ktera méla o trochu

nizs§i hodnotu N50 nez sestava z Flye, ale hodnotu Busco méla lepsi 0 0,4 — 0,6 % (Tab. 1V).

4.2.4.  Hybridni assembly

Diky hybridni assembly se spojily scaffoldy, které predtim byt spojené nemohly. Zvétsila se
tak hodnota N50 vice nez dvojnasobné (Tab. I1l). U minimalni délky vstupnich sekvenci
3000 bp to bylo az 0 188 %, u min. délky 5000 bp az 0 177,6 % a u min. délky 10000 bp az
0 127 %. Vzniklé sestavy genomu obsahovaly 754-928 scaffoldti s maximalni délkou 31,1 —
37,9 Mb. BUSCO se od verze sestavy opravené kratkymi sekvencemi nelisilo, az na min
délku 3000, kde BUSCO vzrostlo 0 0,1 % (Tab. IV).
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4.3.

Zhodnoceni kvality
4.3.1.

Seqgkit

Pro kazdou sestavu genomu jsem spocitala zakladni technické statistiky vyjadiujici

vvvvvv

prvniho, druhého i tietiho opakovani koreluji. Velikost sestav ONT dosahovala primérné

824,5 MDb, coz je priblizné 90 % odhadované délky genomu.

Tab. 1I: Vysledky statistik vSech sestav genomu. Nejlepsi (zeleng) a nejhorsi (Cerven¢)

vysledky jsou vyznaceny barvami.

Assembly Pocet sekvenci| Pocet bazi | Min. délka | Prumérna délka | Max délka | Pocet gapﬁ N50

Supernova 13 847 842 068 128 1000 60 812,3 31 290 156 | 62 478 660 | 10 701 586
Canu_10000 2 954 1 023 534 364 3555 346 491 20 771 730 0 2 704 201
Flye 3000 1 1193 820 382 117 513 687 663,1 21 772 651 6 100 5538 283
Flye sr 3000 1 1193 820 011 260 513 687 352,3 21 766 931 6 100 5534 396
Hybridni_3000_1 754 830 260 333 526 1101 141 33554068 | 27300 |14 557639
Flye 3000 2 1220 819 665 230 514 671 856,7 21762 711 5700 5 561 506
Flye sr 3000 2 1220 819 275 751 514 6715375 21 756 382 5700 5 557 654
szridni 3000 2 928 819 304 951 514 882 871,7 37863 710| 34900 |14 698 581
Flye 3000 3 1214 818 418 347 517 674 150,2 21 763 829 5900 5530 780
Flye sr 3000 3 1214 818 030 235 517 673 830,5 21 757 291 5900 5527093
Hybridni_3000_3 902 818 061 435 517 906 941,7 33856498 | 37100 [15918 398
Flye 5000 1 1158 825111 426 526 7125315 26 921 785 6 800 5175 022
Flye sr 5000 1 1158 824 638 346 526 7121229 26 912 065 6 800 5171584
szridni 5000 1 889 820 041 660 513 922 431,6 33885359 | 36500 |14 355502
Flye 5000 2 1162 825 056 031 511 710 031 26 921 446 6 500 5175 029
Flye sr 5000 2 1162 824 584 643 512 709 625,3 26 911 417 6 500 5171574
szridni 5000 2 847 824 616 143 512 973572,8 26911417| 38000 |12 681628
Flye 5000 3 1187 824 514 050 518 694 620,1 22 124 116 6 500 5246 180
Flye sr 5000 3 1187 824 042 662 518 694 223 22110 799 6 500 5239 669
szridni 5000 3 860 824 075 362 518 958 227,2 31989029| 39200 |13542798
Flye 10000 1 964 830 894 482 526 861 923,7 26 782 077 6 300 6189 181
Flye sr 10000 1 964 830 239 333 526 861 244 26 765 326 6 300 6 182 375
szridni 10000 1 850 824 669 146 526 970 199 31131802| 37600 |12549625
Flye 10000 2 1000 829 758 647 513 829 758,6 26 761 853 6 000 6 189 403
Flye sr 10000 2 1000 829 103 116 513 829 103,1 26 745 435 6 000 6 182 918
szridni 10000 2 792 829 123 916 513 1046 873,6 36 606483 | 26800 |13 105 769
Flye 10000 3 976 829 789 458 519 850 194,1 26 762 485 6 000 6516 845
Flye sr 10000 3 976 829 131 754 519 849 520,2 26 746 097 6 000 6511 801
Hybridni-10000_3 770 829 152 354 519 1076 821,2 33553078 | 26600 |14815052
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4.3.2.

BUSCO

Pro kazdou vyslednou sestavu genomu jsem vypocitala kompletnost pomoci porovnani

s databazi ortolognich genu v programu BUSCO. Hodnota BUSCO C obsahuje sekvence,

které splituji omezeni délky a jsou tedy ,.kompletni“. Pokud jsou pfili§ kratké, jsou zarazeny

K hodnoté F jako ,fragmentované. Hodnota M (,,missing*) zobrazuje sekvence, kter¢

Vv sestavé chybi. Z vysledku v tabulce (Tab. V) jde vidét, ze diky opravé sestavy z programu

Flye kratkymi sekvencemi se uz tak vyborna kvalita sestavy genomu 98 % zvétsila az na

98,7 %.

Tab. IV: Vysledky BUSCO vsech sestav genomu.

Assembly Busco C Busco F Busco M
Supernova 97,00 % 1,20 % 1,80 %
Canu_10000 89,80 % 3,70 % 6,50 %
Flye 3000 1 98,00 % 0,70 % 1,30 %
Flye sr_3000_1 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_3000_1 98,70 % 0,40 % 0,90 %
Flye 3000_2 98,10 % 0,70 % 1,20 %
Flye _sr_3000_2 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_3000_2 98,70 % 0,40 % 0,90 %
Flye 3000_3 98,10 % 0,70 % 1,20 %
Flye_sr_3000_3 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_3000_3 98,70 % 0,40 % 0,90 %
Flye 5000_1 98,00 % 0,70 % 1,30 %
Flye sr 5000 1 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_5000_1 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Flye 5000 2 98,10 % 0,70 % 1,20 %
Flye sr 5000 2 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_5000_2 98,70 % 0,40 % 0,90 %
Flye 5000_3 98,10 % 0,70 % 1,20 %
Flye_sr_5000_3 98,70 % 0,40 % 0,90 %
Hybridni_5000_3 98,70 % 0,40 % 0,90 %
Flye 10000_1 98,10 % 0,70 % 1,20 %
Flye sr_10000_1 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_10000_1 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Flye 10000 2 98,20 % 0,70 % 1,10 %
Flye_sr_10000_2 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni_10000_2 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Flye 10000_3 98,20 % 0,70 % 1,10 %
Flye sr_10000_3 98,60 % 0,40 % 1,00 %
Hybridni=10000=3 98,60 % 0,40 % 1,00 %
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5. Diskuse

Sekvenacni technologie dokazi vyprodukovat obrovské mnozstvi dat, které je tfeba
bioinformaticky zpracovat. Je mnoho postupu a druhi analyz, které je mozné provést. V této
praci bylo tématem hybridni ,,assembly®, tedy kombinovani vstupnich dat zrtznych
sekvenacnich platforem pfi sestavovani genomu. Hlavni otazkou bylo, zda tento zpisob

slozeni genomu ptindsi lepsi vysledky a zda se vyplati do toho investovat.

Vysledkem assembleru Supernova, ktery pracoval s kratkymi sekvencemi s pozi¢ni
informaci z 10x Genomics je sestava, kterd se miize na prvni pohled zdat dostacujici.
Hodnota N50 dosahuje velkych hodnot: 10,7 Mb (Tab. Ill) a kompletnost genii podle
BUSCO je také vysoka: 97 % (Tab. 1V). Vysoka hodnota N50 znadi, Ze sestava genomu je
sloZzend z dlouhych scaffoldi. V tomto ptfipad¢ je scaffold kromé kontinualnich kontigh
vyplnén velkym mnozstvim mezer. Sekvence jsou spojeny do kontigti podle pozi¢ni
informace, ktera urcuje, které sekvence patii k sobé. Bohuzel se uz nevi, v jakém potadi se
tyto sekvence vyskytuji. Dale je scaffold vyplnén nespecifickymi bazemi, které se znaci
pismenem ,,N“. Nespecifické baze N jsou definovany jako gapy. V této stavé z assembleru
Supernova se nachazi 62,5 milionti nespecifickych bazi (gapt), coz je pfiblizné 7,4 %
celkové délky sestavy. To znaci, Ze sestava je sloZzend nejen ze sekvenci o nejasném potadi,
ale také z mnoha nespecifickych sekvenci. Takto vypadajici sestava genomu je typicka pro
sestavy z kratkych sekvenci (Peona et al., 2021). Z téchto poznatkd nelze urcit tuto sestavu

z kratkych sekvenci jako vyhovujici pro referen¢ni genom.

V ptipadé¢ sestav genomil z dlouhych sekvenci byl program Canu nejpouZivanéjsi assembler
z divodu nejlepsich vysledka (Lu et al., 2016). V této praci, kdy se pracovalo s obrovskym
mnozstvim dat, vSak vysla sestava s nejhorSimi vysledky. Canu vytvofilo sestavu s nejmensi
hodnotou N50 (2,7 Mb) stejné tak s nejnizsi hodnotou BUSCO (89,8 %). Program Canu se
stal pro tuto praci nepouzitelny nejen kvili $patnym vysledkiim, ale také kvili obrovskému
mnozstvi pouzitych zdrojii a ¢asu procesu. Z téchto ditvodii byl vybran assembler Flye, ktery

vyuzival mnohonasobné mensi vypocetni zdroje a pfinesl mnohem lepsi vysledky.
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Pro sestaveni genomu programem Flye jsem nejdiive primarni data z Oxford Nanopore
upravila a provedla basecalling s nejnovéjsim verzi Guppy 6.0.1. Novy typ algoritmu pro
pieklad elektrickych signali do sekvenci DNA ,super-accuracy® poskytuje kvalitnéjsi
vysledky neZ jeho star$i verze. MikeSova pouzivala verzi programu pro basecalling 4.4.1.,
filtrovala data na minimalni délku sekvenci 1000 bazi a k sestaveni genomu pouzivala
stejnou verzi Flye (Mikesova, 2022). Vysly ji sestavy genomu, které u hloubky pokryti 70x
dosahovaly maximalni hodnoty N50 12,3 Mb, a kompletnost dosahovala 96,6 %. V této
praci jsem pouzivala verzi programu Guppy 6.0.1. a data jsem filtrovala na minimalni délku
sekvenci 3000, 5000 a 10000 bazi, kdy dataset s minimalni délkou 3000 dosahoval hloubky
pokryti ptiblizné¢ 70x. Z tohoto datasetu vznikly sestavy genomu s maximalni N50 5,6 Mb a
kompletnosti 98,1 %. Oproti sestavé MikeSové se N50 snizila a hodnota BUSCO se zvysila.
Lze tedy usuzovat, Ze s piesnéjsi verzi programu pro basecalling se zkvalitnily vysledné
sestavy. Zastaralejsi verze ,high-accuracy* mohla vyprodukovat méné¢ presnd data a ta
mohla zptsobit vE&tsi variabilitu pii spojovani sekvenci v procesu sestavovani genomu.
Mohlo tak vzniknout nespravné spojeni sekvenci, ¢imz se zvysila hodnota N50. Kvuli
Spatnému spojeni sekvenci mohly vzniknout artefakty a jednotlivé geny nemusely byt
spojeny spravng. Z tohoto divodu mé sestava MikeSové nizsi hodnotu BUSCO. Pro utvoteni

veérohodnéjsi sestaveni genomu je tedy lepsi vyuzit pro basecalling novéjsi verzi algoritmu.

Diky programu Flye a nejnové&jsi verzi programu pro basecalling vznikla velice kvalitni
sestava genomu. Tato sestava dosahovala vysoké hodnoty BUSCO (98 - 98,2%), ale hodnota
N50 vysla mensi (maximalné 6,18 Mb). Pro zkvalitnéni vysledkd jsem tedy nejdiive sestavu
opravila kratkymi sekvencemi a pro zlepSeni kontinuity jsem pouzita hybridni assembly.
Diky opravé sestavy kratkymi sekvencemi ze sekvenacni platformy Illumina se zvysila
hodnota BUSCO pfiblizné o 0,5 % az na hodnotu 98,6 % (Tab. IV). V takto vysokych
hodnotach je vyznamné kazdé zlepSeni. V porovnani se zatim nejkvalitn€jSim genomem
cichlid, tilapie nilské (Oreochromis niloticus; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/;
Genom O. niloticus dosahuje kompletnosti 99,7 %. Da se tedy fici, Zze z hlediska
kompletnosti jsou mé genomy velice kvalitni. Oproti hodnot¢ BUSCO se hodnota N50 mirné
snizila ze stejnych divodu, jako v pfipadé pouziti lepsi verze Guppy. Sestava v zakladnim
stavu mohla byt slozend zméné presnych sekvenci. Opravenim chybnych bazi tyto
nepiesnosti vymizely a mohlo se tak zménit propojeni sekvenci. Timto krokem bylo

dokazano, ze oprava kratkymi sekvencemi zvySuje kompletnost genti v sestavé genomu.

33



Jak uz bylo zminéno, zakladni sestava z assembleru Flye dosahovala nizkych hodnot N50 a
bylo nutné zvysit kontinuitu sestavy. Po sestaveni hybridni assembly, ktera kombinovala
kratké sekvence s barkoédy a opravenou sestavu genomu z Flye vznikl genom, ktery
dosahoval hodnoty N50 az 15,9 Mb (Tab. Ill). Diky pozi¢ni informaci z kratkych sekvenci
se dokazaly propojit i diive nepropojené kontigy a vytvorily tak mnohem delsi scaffoldy.
Pocet scaffoldi se tak snizil, zvysila se primérna i maximalni délka scaffoldt a hodnota N50
stoupla az 2,9X. V nékterych piipadech se také zlepsila kompletnost 0 0,1 % az na hodnotu
98,7 % (Tab. 1V). Je mozné, Ze se spojily useky s geny, které nebyly diive propojené.
Z téchto udaju je vidét, ze kombinaci kratkych sekvenci s pozi¢ni informaci s opravenou

sestavou genomu kratkymi sekvencemi se zvySuje kontinuita vysledného sestaveni genomu.
r W
6. Zavér

Pro skladani genomu daty ztechnologie Oxford Nanopore se vyplati data zpracovat
nejnoveEjSim programem pro basecalling s nejnovéjsi variantou ,,super accuracy®. Hybridni
assembly pfineslo zlepSeni jak v oblasti kontinuity (N50), tak v oblasti kompletnosti
(BUSCO). Ma tedy velky smysl investovat do sekvenovani na obou platformach finance a

do zpracovavani vysledki drahocenny cas.
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