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1 Uvod

1.1 Opce znacajke spuzava

Koljeno Porifera iz carstva zivotinja (Metazoa) obuhvaca preko 8000 znanstveno opisanih
vrsta spuzvi. Spuzve su sesilni, vodeni, ve¢inom morski organizmi. Smatraju se
najjednostavnijim i najstarijim viSestani¢nim zivotinjama, S fosilima koji datiraju iz doba
Prekambrija. Zbog svoje jednostavne grade spuzve imaju vaznu ulogu U razumijevanju rane

evolucije 1 odnosa izmedu ostalih koljena iz carstva Metazoa (Worheide 1 sur. 2012).
1.1.1 Grada i zivotni ciklus spuzava

Spuzve su gradene od visoko specijaliziranih i samostalnih stanica. Razlikuju se unutrasnji,
srednji i vanjski sloj stanica (Slika 1.). Vanjski sloj sastoji se od spljostenih i poligonalnih
stanica pinakocita. Srednji sloj mezohil se sastoji od zelatinoznog proteinskog i
ugljikohidratnog matriksa, pokretnih stanica amebocita i kostura. Kostur spuzve graden je od
iglica ili spikula razli¢itih oblika, veli¢ine i sastava (silicijev dioksid i kalcijev karbonat) i/ili
elastiénih proteinskih vlakana spongina. UnutraSnji sloj ¢ine bicaste stanice hoanociti.
Mnogobrojne male pore ostia prevode vodu u unutrasnje kanalne sustave ispresijecane
hoanocitima. Hoanociti bi¢evima sinkroniziranim kretanjem proizvode vodenu struju koja
sluzi za dovodenje kisika, hranjivih tvari i oslobadanje otpadnih tvari. Filtrirana voda i

otpadni produkti se izbacuju kroz veliki otvor osculum.

A \ spikule

ostia

= mezohil

i = pinakocit

Slika 1. Ogulinska $piljska spuZvica Eunapius subterraneus (lijevo) i shema grade spuZve (desno), preuzeto i
prilagodeno s http://www.rufford.org/rsg/projects/jana_bedek_0 i
http://www.biology.ualberta.ca/courses.hp/zool250/animations/Porifera.swf



Spuzve se razmnozavaju spolno i nespolno. Jedna spuzva izbacuje zrele spermatozoide te se
oni vodom prenose do druge jedinke. Specijalizirani hoanociti dovode spermije do jajne
stanice. Zigota se razvija u bicastu li¢inku i ispusta u vodu gdje slobodno pluta prije nego §to
se privrsti za odgovaraju¢u podlogu i razvije u odraslu spuzvu. Spuzva se nespolno
razmnoZzava pupanjem pomocu gemula. Gemule su izrazito otporne na nepovoljne uvjete kao
Sto su nedostatak kisika i smrzavanje. Kod ovog oblika razmnozavanja odvaja se dio stanica

iz kojeg se razvija novi organizam (Encyclopedia.com 2016).
1.1.2 Sistematika i filogenija spuzava

Koljeno Porifera dijeli se u 4 glavna razreda uglavnom temeljeno na gradi skeletnih

elemenata:

e Hexactinellida ili staklace naseljavaju morske dubine. Karakteriziraju ih
triosne i Sesterozrakaste silikatne spikule i nakupine stanica sinciciji (Janussen
i sur. 2004; Leys i sur. 2007)

e Calcispongiae ili vapnenjace ve¢inom naseljavaju morske plicake. Proizvode
izvanstani¢ne vapnenacke spikule (Cardenas i sur. 2012)

e Demospongiae je najbrojniji razred slatkovodnih i morskih spuzvi. Imaju
monoosne 1 cetveroosne silikatne spikule i spongioblaste koji izlucuju spongin
(Boury-Esnault 2006).

e Homoscleromorpha su do nedavno svrstavane u razred Demospongia.
Zanimljive su jer imaju bazalnu laminu ispod vanjskog i unutarnjeg sloja
(Boute i sur. 1996; Gazave i sur. 2011).

Spuzve se smatraju najprimitivnijim i najstarijim zivotinjama. Najstariji fosil spuzve star je
oko 750 milijuna godina (Reitner i Worheide 2002). Karakteristike Metazoa npr. diploidna
viSestani¢nost, oogeneza, spermatogeneza, mejoza i grada samog spermija te dostupni
molekularni podaci dijele spuzve i ostale vise Metazoe od njihovih najblizih predaka
okovratnih bi¢asa (Choanoflagellata) (Miiller 1995; Rokas i sur. 2005).

U znanstvenim krugovima postoji debata o tome jesu li spuzve monofiletska ili polifiletska
skupina (Slika 2.). Monofiletska teorija, temeljena na morfologiji, smatra da su spuzve
monofiletska sestrinska skupina visim zivotinjama (Eumetazoa) (Zrzavy i sur. 1998).

Parafiletska teorija, temeljena na velikom broju molekularnih i morfoloskih dokaza, smatra da


https://en.wikipedia.org/wiki/Hexactinellida

su razredi Calcarea i Homoscleromorpha blizi Eumatazoama nego ostali razredi iz koljena
Porifera (Borchiellini i sur. 2001).

Hex. Demo. Hex. Demo.

Choanoflagellata Homo.

Eumetazoa Choanoflagellata Eumetazoa

Slika 2. Parafiletsko (lijevo) i monofiletsko (desno) podrijetlo spuzava, preuzeto i prilagodeno s
https://u.osu.edu/eeob3320/2015/03/

1.1.3 Genomske znacajke spuzava

Uvidom u genom prve sekvencirane spuzve Amphimedon queenslandica otkriveno je da ona
sadrzi brojne gene Eumetazoa, ukljucujuéi kljuéne gene za adheziju i stani¢nu signalizaciju,
medustani¢nu komunikaciju, imunosno prepoznavanje te transkripcijske faktore ukljucene u
razvoj germinativne linije i spola. Unato¢ nedostatku Ziv€anog sustava, pronadeni su geni
ukljuceni u razvoj ziv€anog sustava u Eumetazoama (Richards i sur. 2008). Medutim, A.
queenslandica nedostaju pojedini geni koji su ofuvani u drugim Zivotinjama, upucujuéi na

gena u samoj A. queenslandica (Srivastava i sur. 2010; Riesgo i sur. 2014).
1.1.4 Znacajke ogulinske Spiljske spuZvice

Ogulinska $piljska spuzvica Eunapius subterraneus endemska je vrsta ogulinskog podrucja i
jedina poznata podzemna slatkovodna spuzva na svijetu (Slika 1.). Dosada$nja istrazivanja su
pokazala da je ona najvjerojatnije pravi stigobiont (vodeni organizam potpuno prilagoden na
Spiljske uvjete koji nikad ne zZivi u nadzemnim sustavima). Nedostatak pigmenta, usporen
metabolizam, promijenjena fiziologija stanica i cijelog organizma, promijenjen nacin
razmnozavanja najvjerojatnije su posebnosti ovog organizma u odnosu na nadzemne srodnike
(Bedek i sur. 1984).

Dosadasnja genomska i filogenetska istrazivanja analize mitohondrijske genomske DNA

pokazala su da je, suprotno ocekivanom, Eunapius blizi slatkovodnim vrstama Ephydatia



muelleri i bajkalskoj Lubomirska baikalenskiis nego ostalim vrstama iz roda Eunapius (Harcet
i sur. 2010).

1.2 Tehnologije sekvenciranja

Sekvenciranje DNA obuhvaca skup postupaka i tehnologija kojima se odreduje slijed dusi¢nih
baza u molekuli DNA. Vecina sekvenatora temelji se na metodi koju je razvio Sanger 1975.
Metoda se temelji na umnazanju kratkog umnozenog uzorka DNA pomoc¢u DNA polimeraze,
odgovarajucih deoksinukleotida i specificnih prekidajuéih dideoksinukleotida koji dovode do
zastoja u sintezi komplementarnog lanca. Sintetizirana DNA se razdvaja elektroforezom na
temelju velicine te se oCita specifican slijed nukleotida (Sanger i sur. 1977). Danas su na
trzistu dostupni razliciti uredaji temeljeni na automatizaciji Sangerovog sekvenciranja Kkoji
koriste fluorescentno obiljezene prekidajuc¢e dideoksinukleotide, razdvajanje pomocu
kapilarne elektroforeze i lasersku detekciju signala. Metoda temeljena na automatiziranom
Sangerovom sekvenciranju jo$ se naziva tehnologijom sekvenciranja prve generacije te je

unato¢ zahtjevnosti i danas najprimjenjivanija tehnologija sekvenciranja.

Tehnologije sekvenciranja sljedeCe generacije postale su komercijalno dostupne od 2005.
Pojam obuhvaca tehnologije koje se temelje se na sekvencijalnom dodavanju nukleotida
imobiliziranim i umnoZenim kalupima DNA. Medusobno se razlikuju primarno po nac¢inu
dobivanja kalupa DNA i nacinu ispitivanja identiteta dodane baze (Linnarsson 2010).
Prednost tehnologija sekvenciranja sljedeée generacije pred tehnologijama prve generacije je
nedostatak potrebe za bakterijskim kloniranjem, mnogo vise paralelnih reakcija sekvenciranja
i nedostatak potrebe za elektroforezom $to omoguéuje veéu koli¢inu ocitanih sljedova u
kra¢em vremenu. Glavni nedostaci su manja duljina ocitanih sljedova (Quail i sur. 2011; Dijk

i sur. 2014) i Cesto manja pouzdanost to¢nosti svakog procitanog nukleotida (Ansorge 2009).

Razlikuju se tehnologije kod kojih postoji potreba za umnazanjem DNA kalupa lan¢anom
reakcijom polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) i tehnologije kod kojih je
moguce sekvenciranje pojedinacne molekule (engl. Single molecule sequencing). Umnazanje
je potrebno kako bi se pojacao signal jer detektor nije u mogucnosti detektirati dodatak samo
jedne baze na razini jedne molekule DNA. Tehnologije koje koriste umnazanje su Illumina,
SOLID i Roche 454 (Mitra 1999). Tijekom umnazanja DNA postoji mogucnost nejednolikog
tj. pristranog umnazanja $to naposljetku moze dovesti do krivog signala i ocitane baze

(Dabney i Meyer 2012). S druge strane, tehnologije Pacific Biosciences sekvenciranje

4



pojedina¢ne molekule u realnom vremenu (engl. Single Molecule, Real-Time) i Heliscope ne
trebaju umnazanje jer mogu detektirati signal na razini jedne molekule DNA. S obzirom na
potrebu za umnazanjem DNA kalupa, tehnologije sekvenciranja sljedece generacije mozemo
podijeliti na tehnologije druge i tre¢e generacije. Tehnologije tre¢e generacije omogucavaju
detekciju pojedinacne molekule i tzv. sekvenciranje u realnom vremenu (engl. real time

sequencing) (Berglund i sur. 2011).
1.2.1 Metoda reverzibilnog zaustavljanja sinteze DNA (Illumina)

Illumina proizvodi veliki broj raznovrsnih platformi koje se temelje na tehnologiji koja se
pojavila 2006. i brzo postala vrlo popularna medu istrazivaéima zbog velikog broja
sekvenciranih sljedova za nisku cijenu sekvenciranja (Hodkinson i Grice 2015). Svi koraci
sekvenciranja i detekcije se odvijaju na proto¢noj ¢eliji (engl. flow cell) (Slika 3.). Illumina
koristi umnazanje na ¢vrstoj podlozi (engl. bridge amplifiaction) i sekvenciranje pomocu
sinteze. Priprema genomke knjiznice za sekvenciranje obuhvaca fragmentaciju, popravak
krajeva, fosforilaciju 5' kraja, dodavanje A sljeda na 3' kraj kako bi se omogucila ligacija
adaptera i naposljetku ligaciju adaptera (Head i sur. 2014). Na povrsini cijele protocne Celije
su pricvrS¢ene pocetnice s 5' i 3' kraja (engl. ,forward“ i ,reverse*) komplementarne
adapterima dodanim u prethodnim koracima pripreme knjiznice. Prvi korak je denaturacija
dvolan¢ane DNA u jednolan¢anu DNA. Pomocu adaptera jednolancana DNA hibridizira s
pocetnicama na povrSini proto¢ne cCelije. Nakon umnazanja pocetnih DNA kalupa oni se
odstranjuju, a kopije pri¢vrséene za povrSinu umnazaju se pomoc¢u pocetnica u nakupine
identi¢cnih DNA molekula (tzv. otoke ili klastere). Cijepa se jedan lanac DNA u dvolan¢anoj
umnozenoj DNA pomocu specificnih mjesta u oligo pocetnicama, te se blokira 3' slobodan
kraj na pri¢vrs¢enom lancu kako bi se sprijecila reakcija na slobodnom kraju. Tijekom
sekvenciranja, nakupine umnozenih DNA molekula se Citaju po jedan nukleotid u svakom
ponovljenom ciklusu. Deoksiribonukleotid-trifosfati (engl. deoxynucleotide triphosphate,

dNTP) obiljezeni razli¢itom fluorescentnom bojom se ugraduju u rastu¢i DNA lanac.
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Slika 3. Shema sekvenciranja pomocu Illumine, preuzeto i prilagodeno s
http://www.gsejournal.org/content/44/1/21/figure/F2?highres=y

Uz flourecentnu boju dNTP sadrzi i tzv. reverzibilni terminator koji spreCava ugradnju
sljede¢eg nukleotida. Nakon detekcije flourescentog signala, odcijepi se boja i deaktivira
terminator te se omogucuje sljede¢i ciklus dodavanja nukleotida. Nedostaci umnazanja su
neefikasnost reakcije umnazanja, rehibridizija lanca kalupa DNA 1 pristranost DNA
polimeraze prema pojedinim DNA kalupima (Bentley i sur. 2008).

1.2.2 Metoda sekvenciranja nanoporama (The Oxford Nanopore Technologies

MinION, ONT)

Tehnologija se zasniva na prolasku nukleinske kiseline kroz molekularnu poru promjera
nekoliko nanometara ugradenu u membranu na koju se primjeni napon. Prolaskom molekule
kroz poru, mijenja se ionska struja. Uredaj detektira promjene u struji na razini pentamera koji
prolaze kroz membranu i ,dogadaja“ kao S§to su vrijeme pocetka i trajanje prolaska
pojedina¢ne molekule DNA kroz membranu te zatim prevodi dobiveni signal u odgovarajuci
slijed nukleotida u sekvenci pomoéu ONT Metrichor ,.cloud“ servisa. Kad je propisno
ligirana, dvolan¢ana DNA sadrzi adapter u obliku slova Y na jednom kraju i adapter u obliku
ukosnice na drugom kraju. Dvolanc¢ana DNA se provlaéi kroz poru pocevsi na 5' kraju Y
adaptera, slijedi lanac kalup, zatim idealno adaptor u obliku ukosnice i naposljetku
komplementarni lanac. Procitani sljedovi mogu ukljucivati podatke s jednog lanca (kalupa ili
komplementarnog lanca) te ih nazivamo 1D lancima, dok informacija s 2 lanca dovodi do tzv.

2D sljedova vece kvalitete.



Prednosti su $to je uredaj malen, prijenosan, visokoproto¢an, moze proizvesti sljedove dulje i
od 100 kb, jeftin i brz (Eisenstein 2012; Bayley 2014).

1.3 Sklapanje genoma

Sklapanje genoma je rekonstrukcija izvorne DNA sekvence iz ocitanih sljedova dobivenih
sekvenciranjem. Sklapanje se temelji na nalazenju preklapanja i sklapanja preklapajucih
sekvenci u neprekinute sljedove. Sklapanje genoma se moze podijeliti u dvije osnovne

skupine:

1. Sklapanje genoma de novo obuhvaca sklapanje sekvenci u neprekinute sljedove
(engl. contigs) te to¢no uredivanje neprekinutih sljedova u prekinute sljedove
(engl. scaffolds).

2. Mapiranje pomocu referentnog genoma obuhvaca sravnjenje oc€itanih sljedova s

referentnim genomom (Bao i sur. 2011).

Kako u najvecem broju slucaju ne postoji referentni genom, potrebno je sklapanje genoma
pomocu metode de novo. Pri sklapanju se mogu koristiti samostalni sljedovi ili upareni o¢itani
sljedovi. Upareni sljedovi su jednake duljine kao samostalni sljedovi, ali kako znamo
informaciju o udaljenosti pojedinih sljedova iz para, mozemo sloziti medusobno
nepreklapajuce sljedove u preklapajuce sljedove. Sklapanje genoma mozemo podijeliti na 4
osnovna koraka: predobradu podataka, konstrukciju preklapajucih sljedova, spajanje
nepreklapaju¢ih sljedova i popunjavanja praznina. Metode sklapanja genoma de novo
mozemo podijeliti u tri skupine s obzirom na algoritam koji koriste: metode temeljene na
,pohlepnom* algoritmu (engl. greedy algorithm), tzv. metode preklapanje-raspored-
konsenzus (engl. Overlap-layout-consensus ,PRK) i metode po de Bruijnu (Miller i sur. 2010;
Schatz i sur. 2010; Li i sur. 2012).

1.3.1 Metoda preklapanje-raspored-konsenzus

Kod metode PRK (preklapanje-raspored-konsenzus ) trazi se medusobno preklapanje izmedu
svih parova sljedova. 1z sljedova se izgradi graf u kojem ¢vorovi predstavljaju sljedove, a
ukoliko postoji preklapanje izmedu dva slijeda/¢vora veée od grani¢ne vrijednosti, ¢vorovi se
spoje rubom. Broj ¢vorova odgovara broju sljedova. Faza rasporeda obuhvaca pronalazenje

puta u grafu kojem je svaki ¢vor posjecen tocno jednom, $to odgovara Hamiltonianovoj stazi i



smatra se racunalno NP kompletnim problemom. Za NP kompletne probleme joS$ nije nadeno
efikasno rijesenje u realnom vremenu. Naposljetku se na temelju viSestrukog sravnjenja nalazi

konsenzus sekvenca (Pop 2009).
1.3.2 Metoda po de Bruijnu

Metoda po de Bruijnu ukljucuje razdvajanje sljedova na krace k-mere, koristenja k-merova za
izgradnju De Bruijnovog grafa i naposljetku ocitanja odgovaraju¢e genomske sekvence iz
grafa. Za razliku od PRK metode, pronalaZzenje puta u grafu predstavlja Eulerovu stazu, gdje
svaki rub treba proé¢i jednom, koju je mnogo lakSe rijeSiti nego Hamiltonionovu stazu
(Pevzner i sur 2001). Nadalje, ova metoda je mnogo manje racunalno zahtjevna od PRK

metode jer ne koristi prvi korak medusobnog sravnjenja sljedova (Slika 4.).

Slika 3. Usporedba PRK metode (B) i de Bruijnovih grafova (C) pri sklapanju odgovarajuc¢ih genomskih sekvenci (A),
preuzeto sa http://bioinformaticsk-state.blogspot.hr/2012/08/introduction-to-two-common-sequence.html


http://bioinformaticsk-state.blogspot.hr/2012/08/introduction-to-two-common-sequence.html

2 Ciljevi rada

Razvojem tehnologija sekvenciranja, posebno tehnologija druge i tre¢e generacije, moguce je
dobiti veliku koli¢inu podataka o genomskoj informaciji organizma u relativno kratkom
vremenu. 2010. godine sekvenciran je, sklopljen i funkcionalno opisan prvi genom spuzve
Amphimedon queenslandica (Srivastava i sur. 2010). Uvidom u genom i transkriptom prve
sekvencirane spuzve pronadeno je iznenaduju¢e mnogo gena koji nalikuju onima morfoloski
kompleksnijih Zivotinja. Za SloZeniju funkcionalnu genomiku Porifera potrebni su nam
genomi viSe predstavnika koljena, medutim, sekvenciranje i sklapanje ¢itavog genoma spuzvi

i dalje predstavlja izazov.

Pomocu dostupnih genomskih knjiznica koriStenjem bioinformatickih metoda sklopit ¢u, a
potom i procijeniti kvalitetu sklopljenog genoma ogulinske S$piljske spuzvice. Sklapanje
kvalitetnog genoma omogucilo bi potpunije daljnje filogenetske analize, pomoglo bi u
rasvjetljavanju prijelaza jednostani¢nih organizama na viSestani¢ne te naposljetku detaljan

pogled na dogadaje na razini DNA i RNA u zivotnom ciklusu ogulinske $piljske spuzve.



3 Materijali I metode

seo v .

3.1 Sekvencirane genomske knjiZnice

Koristene su dvije knjiznice kratkih udaljenosti izmedu parova ocitanih fragmenata (engl.
paired end) sekvencirane na uredajima Illumina MiSEQ. Na uredaju IIlumina sekvencirana je

i jedna knjiznica uparenih ocitanih fragmenata (engl. mate-pair) (Tablica 1.).

Tablica 1. Statistike podataka dobivenih nakon sekvenciranja genomske DNA spuZve Eunapius subterraneus na
lumina uredajima

Knjiznica Broj ocitanih Prosjecna duljina Ukupna duljina (nk)
fragmenata ocitanih
fragemenata (nk)
[llumina MISEQ 1 30871 686 251 7748 793 186
[llumina MISEQ 2 31 456 208 251 7 895 508 208
[llumina LMP 42 651 284 101 4307 779 684

Naposljetku, koristeni su 1 sljedovi DNA izolirani i sekvencirani prema odgovaraju¢em

protokolu na uredaju The Oxford Nanopore Technologies MinlON (ONT).

Program za detekciju baza ocitanih na sljedovima ONT Metrichor izdvaja datoteke u dvije
odvojene mape: “pass” ili uspjeSna mapa 1 “fail” ili neuspjeSna mapa. UspjeSna mapa sadrzi
2D sljedove sa srednjom kvalitetom slijeda Q>=9. Neuspjesna mapa sadrzi 2D sljedove Q<9,
1D sljedove kod kojih nije bilo moguca detekcija 2D slijeda i sve sljedove s neuspjesnom
detekcijom 1D slijeda nukleotida (Tablica 2.).

Tablica 2. Statistike podataka 2D sljedova dobivenih nakon sekvenciranja genomske DNA spuzve Eunapius
subterraneus na ONT uredaju

ONT Minlon sljedovi Broj ocitanih Prosjecna duljina o€itanih | Ukupna duljina (nk)
fragmenata fragmenata (nk)
Uspjesni 2D sljedovi 1492 4088 6 100 496
Neuspjesni 2D sljedovi 3472 3767 13 079 097

10




3.2 Provjera kvalitete sekvenciranih sljedova

Prije i nakon predobrade sljedova nukleotida sekvencirane knjiznice analizirane su i
vizualizirane pomoc¢u programa FastQC za provjeru kvalitete sljedova dobivenih

visokoproto¢nim sekvenciranjem.

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
3.3 Predobrada sekvenciranih sljedova

3.3.1 Predobrada sljedova sekvenciranih na uredaju Illumina

Za predobradu i daljnju analizu sljedova sekvenciranih na uredaju Illumina koristila sam

programe otvorenog koda iz programskog paketa BBMap/BBTools.
(http://sourceforge.net/projects/bbmap/)

3.3.1.1 Uklanjanje adaptera i sljedova s nedovoljnom pouzdanoséu ocitanih
nukleotida

BBDuk koriSten je za uklanjanje adaptera i sljedova s nedovoljnom pouzdanos¢u ocitanih

nukleotida. Upotrijebljeni su standardni sljedovi adaptera koji su distribuirani zajedno s

programskim paketom BBMap/BBTools.

Knjiznici lllumina MIiSEQ 1 odstranjene su baze na krajevima sljedova kvalitete pouzdanosti
o¢itanih nukleotida nize od 20 i sljedovi koji sadrze preklapanje s adapterskim sljedovima

duljine 28 nt sa jednim dozvoljenim nepreklapanjem.

Knjiznici Illumina MiSEQ 2 odstranjene su baze na krajevima sljedova kvalitete pouzdanosti
o¢itanih nukleotida nize od 18 i sljedovi koji sadrze preklapanje s adapterskim sljedovima
duljine 28 nt s jednim dozvoljenim nepreklapanjem. Nadalje, primijenjeno je dodatno
odstranjivanje adaptera na temelju preklapanja dvaju uparenih sljedova i jednakomjerno

odstranjivanje adaptera.

Knjiznici Illumina LMP odstranjeni su sljedovi koji sadrze preklapanje s adapterskim

sljedovima duljine 23 nt s jednim dozvoljenim nepreklapanjem.
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3.3.1.2 Spajanje parova ocitanih fragmenata
Koristen je BBMerge kako bi se na temelju preklapanja parovi o€itanih fragmenata knjiznica

[llumina MISEQ 1 i lllumina MISEQ 2 spojili u jedan slijed.

3.3.1.3 Normalizacija i ispravljanje pogresaka u sljedovima

BBNorm se temelji na ucestalosti zadanih k-mera. Kod normalizacija se pojedini sljedovi
odbace s odredenom vjerojatnoscu temeljeno na omjeru ciljane pokrivenosti genoma i
medijana ucestalosti k-merova u slijedu. Za ispravljanje pogreSaka prvo se detektiraju
susjedni k-merovi s vrlo razli¢itom ucestalo$¢u. Zatim se promijeni sumnjiva baza u rijetkom

k-meru ako se pritom dobije k-mer sa frekvencijom sli¢noj frekvenciji susjednih k-merova.

Normalizacija dubine sljedova i ispravljanje pogresaka na temelju ucestalosti 31-mera

izvrSena je pomocu programa BBNorm.

3.3.2 Predobrada sljedova sekvenciranih na uredaju The Oxford Nanopore

Technologies MinlON

3.3.2.1 Pretvorba FAST5 formata u FASTQ format

Neobradeni podaci dobiveni detekcijom baza nakon sekvenciranja na The Oxford Nanopore
Technologies MinlON uredaju nalaze se u tzv. formatu FAST5 §to je jedna od inacica
hijerarhijskog podatkovnog formata (engl. Hierarchical Data Format, HDF5). HDF5 format
omogucava pohranjivanje 1 organizaciju velike koli¢ine podataka, ali dostupni programi iz

podrucja racunalne genomike ne podrzavaju HDF5 format.

R je programski jezik otvorenog koda sa snaznom objektno orijentiranom podrskom. Zbog
njegovih statistickih 1 grafickih tehnika, kao i zbog sve veceg broja paketa koje kreiraju
korisnici za specijalizirane zadace, postaje sve popularniji, a Siri se 1 broj znanstvenih
podrucja gdje se primjenjuje. Paket poRe omoguéava korisnicima manipulaciju, organizaciju,
sazetak 1 vizualizaciju sljedova dobivenih sekvenciranjem na ONT uredaju (Watson i sur.
2014).

Koristenjem paketa poRe programskog jezika R iz FAST5 podataka dobivenih nakon
detekcije baza izvukla sam odgovarajuce 2D FASTQ sljedove.

(http://sourceforge.net/projects/rpore/)

Koristila sam posebno uspjesne 2D sljedove te zajednicke uspjesne 2D sljedove i neuspjesne
2D sljedove dulje od 2000 nt.
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3.3.2.2 Ispravljanje pogresaka

Program Nanocorr koristi hibridni pristup, koriste¢i visoko kvalitetne krace sljedove dobivene
na lllumina MISEQ uredaju kako bi ispravio dugacke, ali pune pogreSaka ONT sljedove.
Algoritam sravnjuje kratke MiISEQ sljedove s dugackim ONT sljedovima, pomocu
dinami¢kog programiranja odabire idealni skup MISEQ sljedova koji premos¢uju cijeli ONT

slijed i naposljetku nalazi konsenzusni slijed. (Goodwin i sur. 2015)

Dostupne sljedove ispravila sam pomocu programa Nanocorr koriste¢i Illumina MiSEQ 1

knjiznicu (https://github.com/jgurtowski/nanocorr).
3.4 Sklapanje genoma

Koristila sam razli¢ite dostupne programe temeljene na de Bruijnovom grafu i metodi

preklapanje-raspored-konsenzus (PRK).
3.4.1 SOAPdenovo

SOAPdenovo je program za sklapanje genoma temeljen na de Bruijnovom grafu specijaliziran

za kratke sljedove sekvencirane na IlluminaGenome Analyzer uredaju (Luo i sur. 2012).

Koriste¢i program SOAPdenovo2 sklopila sam genom S$piljske spuzvice pomocu knjiznice
uparenih sljedova Illumina MiSEQ 1 koriste¢i vrijednosti neparnih k-merova od 35-127.
Isprobane su razliCite jaCine spajanja sljedova tijekom faze sklapanja preklapajucih sljedova

(http://soap.genomics.org.cn/soapdenovo.html).
3.4.2 SPAdes

SPAdes je program za sklapanje genoma takoder temeljen na de Bruijnovim grafovima.
SPAdes moze koristiti sljedove dobivene sekvenciranjem na Illumina ili IonTorrent uredaju i
dodatne sljedove za hibridno sklapanje genoma sa PacBio, Oxford Nanopore i Sangerovim
sljedovima §to ga ¢ini posebno korisnim. Program sadrzi i dodatne korisne potprograme za
ispravljanje pogreSaka u Illumina sljedovima BayesHammer i za sklapanje polimorfnih
diploidnih genoma dipSPAdes (Bankevich i sur. 2012).

Koriste¢i SPAdes pomocu knjiznice [llumina MISEQ 1 sklopila sam genom spuzve. Pritom

sam za ispravljanje pogresaka u sljedovima koristila potprogram BayesHammer.
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Koriste¢i SPAdes i knjiznice Illumina MiSEQ 1, Illumina MIiSEQ 2 i lllumina LMP te
sljedove dobivene na ONT uredaju, sklopila sam genom pomocu hibridnog sklapanja genoma.
Pritom su koristeni 2D ONT sljedovi visoke kvalitete i svi pomo¢u Nanocorra ispravljeni 2D

sljedovi (http://bioinf.spbau.ru/spades).
3.4.3 String Graph Assembler (SGA)

Slaganje genoma pomo¢u metode PRK primijenjeno je i pomoc¢u ra¢unalnog programa String
Graph Assembler (SGA). SGA Koristi strukture podataka i algoritme koji znacajno smanjuju
potrebnu memoriju, te omogucuje da se i vece koli¢ine podataka slazu pomo¢u metode PRK

(Simpson i Durbin 2012).

Racunalnim programom SGA sklopila sam knjiznicu kratkih inserata Illumina MISEQ 1.
Programom SGA provedeno je dodatno ispravljanje o€itanih fragmenata prema ucestalosti k-
mera u uzorku. Za pronalazak optimalne vrijednosti duljine preklapanja za stvaranje
neprekidnih sljedova, programom SGA su isprobane duljine preklapanja izmedu 55

nukleotida i 150 nukleotida s razmacima od 10 nukleotida (https://github.com/jts/sga).
3.4.4 CELERA

Celera je program za sklapanje genoma de novo koristenjem sljedova dobivenih ,,metodom
saémarice” (engl. de novo whole-genome shotgun (WGS) DNA sequence assembler) te je
temeljen na PRK metodi. Prihvaca sljedove dobivene razli¢itim tehnologijama sekvenciranja

ukljucujuéi llluminu 1 ONT.
Koriste¢i CELERU sklopila sam genom pomocu Illumina MiSEQ 1 knjiznice (http://wgs-
assembler.sourceforge.net/wiki/index.php?title=Main_Page).

3.5 Procjena kvalitete sklopljenog genoma

Uspjesnost programa za sklapanje genoma se najcesce procjenjuje pomocu veli¢ine i tocnosti
sklopljenih prekinutih i neprekinutih sljedova. Takoder se gleda i potros$nja resursa izrazeno

kao vrijeme procesiranja i zauzimanje memorije.

Najcesce se koriste sljedece statisticke mjere:
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« N50 - duljina sklopljenog slijeda pri kojoj 50% ukupne duljine sljedova
prisutno u sklopljenim sljedovima ove duljine ili dulje. Standardna mjera je za
izrazavanje cjelovitosti sklopljenog genoma

 Duljina najkrac¢eg neprekinutog slijeda

 Duljina najduljeg neprekinutog slijeda
Ukoliko nije drugacije navedeno, u statistiku ulaze sklopljeni sljedovi dulji od 500 pb.
3.5.1 BUSCO

BUSCO (engl. Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) je program za procjenu
dovrSenosti genoma koji koristi univerzalne ortologe u jednoj kopiji iz OrthoDB
(www.orthodb.org) kako bi kvantitativno procijenio dovrSenost sklopljenog genoma,
anotiranih genskih setova i transkriptoma na temelju o¢ekivanog sadrzaja gena (Simao i sur.
2015).

Koristila sam BUSCO kako bih procijenila dovrsenost sklopljenih genoma koriste¢i skup od

429 visoko ocuvanih eukariotskih gena (http://busco.ezlab.org/).
3.5.2 BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool) je algoritam za usporedivanje
nukleotidnih ili aminokiselinskih sljedova prema sli¢nosti. Omogucuje pretrazivanje baze
gena ili proteina, te kao rezultat daje sve sekvence koje s naSom sekvencom od interesa imaju
slicnost jednaku ili ve¢u od odredenog praga. Postoji nekoliko inacica programa ovisno o tipu

sekvence koju usporedujemo i tipu baze s kojom se usporeduje (Altschul 1990).

Koriste¢i nukleotidni BLAST sklopljeni genomi sravnjeni su s nukleotidnom bazom sljedova
te su sacuvani samo najbolji pogoci (engl. hits) sa sklopljenih sljedova koji su 100% identi¢ni

sa sravnjenim slijedom u bazi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Za izvlacenje odgovarajucih taksonomskih podataka koristen je programski paket za R taxize

(https://cran.r-project.org/web/packages/taxize/index.html).
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4 Rezultati

4.1 Predobrada sekvenciranih sljedova

4.1.1 Predobrada sljedova dobivenih na Illumina uredaju

Analizom pocetnih sljedova dobivenih sekvenciranjem na Illumina uredajima, uo¢ila sam pad
kvalitete pouzdanosti o¢itanih fragmenata prema krajevima kod duljih MiSEQ sljedova te
prisutnost adaptorskih sljedova. Nakon uklanjanja baza s nedovoljnom pouzdanosc¢u o€itanih
nukleotida i adapterskih sljedova ukupna duljina procis¢enih sljedova iznosila je redom
~82%, ~86%, i ~99% ukupne duljine pocetnih sljedova dobivenih sekvenciranjem Illumina
MISEQ 1, Hlumina MISEQ 2 i Illumina LMP knjiznice (Prilog, Tablica 1.).

Kako bi se povecala duljina i kvaliteta sljedova, proc¢is¢ene uparene sljedove iz Illumina
MISEQ 1 i lllumina MISEQ 2 spojila sam u samostalne sljedove na temelju nedvosmislenog
preklapanja. Kako Illumina MiSEQ 2 sadrzi znacajan broj dvosmislenih sljedova (48%) koje
je nemoguce spojiti, zadrZana je informacija u obliku uparenih nespojenih sljedova (Prilog,
Tablica 2.).

Hibridni pristup s ONT sljedovima zahtijeva veci broj knjiznica te se upotrebom potprograma
za ispravljanje pogreSaka na temelju ucestalosti k-mera BayesHammera nastoji smanjiti broj
podataka i pojednostaviti graf za sljedeé¢i korak sklapanja genoma. Medutim, pokazalo se da
je taj korak za veci broj knjiznica zahtjevan i izrazito dugotrajan zato sam uparene nespojene
knjiznice Illumina MISEQ 2 i lllumina LMP umjesto pomocu programa BayesHammer
dodatno ispravila pomoc¢u programa BBNorm. Pritom je provedena i normalizacija kako bi se
dodatno smanjilo racunalno vrijeme u sljede¢em koraku sklapanja genoma (Prilog, Tablica
3).

4.1.2 Predobrada sljedova dobivenih na ONT uredaju

Sljedovi dobiveni sekvenciranjem na ONT uredaju pokazuju Siroki raspon duljina sljedova-
prosjecna duljina sljedova je oko 4 kb s najduzim 2D slijedom dugackim oko 75 kb (Slika 5.).
Medutim, problem predstavlja mali broj uspjesnih 2D sljedova - njih samo 1492. Kako bi se
dobilo vise sljedova koristeni su i neuspjesni 2D sljedovi dulji od 2000 baza. Zatim sam

sljedove ispravila pomoc¢u programa Nanocorr. Nakon ispravljanja sljedova ukupna duljina
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sljedova se smanjila te se povecao broj kracih sljedova (Slika 6.). Ispravljeni sljedovi su

~85% identi¢ni sa neispravljenim sljedovima.

Raspodjela duljine uspjesnih 2D ONT sljedova
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Slika 4. Raspodjela duljine uspje$nih 2D ONT sljedova
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Slika 5. Raspodjela duljine uspjesnih i neuspjesnih 2D ONT sljedova

4.2 Sklapanje genoma pomocu knjiznice Illumina MIiSEQ 1

Kako bi se dobile grube smjernice za sljedece korake Koriste¢i procis¢enu knjiznicu Illumina
MISEQ 1 s uparenim sljedovima sklopljeni su genomi pomocu razli¢itih programa. Kao
primarna statistika za procjenu uspjesnosti sklopljenog genoma uzeta je N50 preklapajucih i

nepreklapaju¢ih sljedova, zanemaruju¢i moguée pogreske u sklapanju genoma. Prema
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statistikama o duljini sastavljenog genoma, odabrana je optimalna duljina preklapanja za SGA
(Prilog, Tablica 4.) i duljina k-mera i jacina spajanja sljedova za SOAPdenovo (Prilog,
Tablica 5.-7.). Za sklapanje sa SGA Kkoristila sam statistike sklopljene s genomom koji je
sklopljen s preklapanjem od 75 pb. Kod SOAPdenova koristila sam statistike dobivene
sklapanjem genoma s 89-merom i najja¢im spajanjem sli¢nih sljedova. Najbolje rezultate
prema statistikama izlaznih preklapajucih i nepreklapajucih sljedova dao je program temeljen
na PRK metodi Celera (N50=5336) s najmanjom fragmentacijom sklopljenih sljedova
(Tablica 3.). Medutim, program je racunalno zahtjevniji nego ostali programi. Pomocu
SPAdesa je sklopljen genom s najduljom duljinom neprekinutih sljedova i relativho
prihvatljivim N50. Medutim, genom sklopljen pomoc¢u SPAdesa je mnogo fragmenitraniji u
odnosu na genom sklopljen pomocu Celere. SGA i SOAPdenovo2, iako ra¢unalno najmanje

zahtjevni, dali su podjednako slabe rezultate.

Tablica 3. Statistika podataka neprekinutih sljedova sklopljenih genoma pomoc¢u programa CELERA, SGA,
SOAPdenovo2 i SPAdes

Program Celera SGA SOAPdenovo?2 SPAdes
Broj neprekinutih 29 134 158 841 85 596 124 684
sljedova
Ukupna duljina 120 214 202 187 246 968 105 088 749 219 341 702
neprekinutih
sljedova (pb)
Duljina najduljeg 126 345 91 854 52 927 164 764
neprekinutog
slijeda (pb)
N50 neprekinutih 5336 1 366 1437 2789
sljedova

Gledajuéi statistike slozenih nepreklapajucih sljedova najbolje rezultate opet daje Celera
(Tablica 4.). Medutim, sama statistika svih programa se nije zna¢ajno poboljsala u odnosu na
preklapajuce sljedove §to je ocekivano zbog malog omjera duljine inserta i duljine uparenih

sljedova.

Tablica 4. Statistika podataka prekinutih sljedova sklopljenih genoma pomoc¢u programa CELERA, SGA,
SOAPdenovo2 i SPAdes

Program Celera SGA SOAPdenovo2 SPAdes
Broj prekinutih sljedova 25172 157 124 75 441 123 225
Ukupna duljina 120 355 338 187 125 651 105 349 572 219 573 863
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prekinutih sljedova (pb)

Duljina najduljeg 133 300 91 854 59 320 164 764
prekinutog slijeda (pb)
N50 prekinutih sljedova 6 584 1398 1874 2913

4.3 Hibridno sklapanje genoma pomoc¢u SPAdesa

Tablice 5. i 6. prikazuju statistiku podataka za sklapanje genoma pomocu programa koristeci

knjiznice Illumina MiSEQ 1, Illumina MiSEQ 2 i Illumina LMP te podatke dobivene

sekvenciranjem na ONT MinION uredaju. Statistika N50 pokazuje da kod koristenja ONT

MinION sljedova dolazi do neznatnog poboljsanja i kod preklapajucih i nepreklapajucih

sljedova. Sto se ti¢e fragmentiranosti takoder nema znacajnijeg poboljanja.

Tablica 5. Statistika podataka neprekinutih sljedova hibridno sklopljenih genoma pomoc¢u programa SPAdes

Bez ONT S uspjesnim 2D S S ispravljenim
sljedova ONT neispravljenim uspjesnim i
sljedovima uspjeSnimi | neuspje$nim 2D
neuspje$nim sljedovima
sljedovima
Broj neprekinutih sljedova 202 025 202 020 202 025 201 965
Ukupna duljina neprekinutih | 350 146 490 350 166 651 350 146 490 350 137 301
sljedova (pb)
Duljina najduljeg 204 792 204 792 204 792 204 792
neprekinutog slijeda (pb)
N50 neprekinutih sljedova 2 440 2442 2 440 2442

Zanimljivo je da postoji znacajna razlika u duljini najduljeg prekinutog sljeda, s tim da je

neocekivano najdulji slijed kod kojeg nisu koristeni ONT MinlON sljedovi.

Tablica 6. Statistika podataka prekinutih sljedova hibridno sklopljenih genoma pomoé¢u programa SPAdes

Bez ONT S uspjesnim S S ispravljenim
slijedova ONT neispravljenim uspjesnim i
sljedovima uspjeSnimi | neuspjesnim 2D
neuspjesnim sljedovima
sljedovima
Broj prekinutih sljedova 200721 200 717 200 721 200 641
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Ukupna duljina prekinutih 350678 670 35 069 2850 350678 670 350 675 439
sljedova (pb)

Duljina najduljeg prekinutog 249 970 232871 249 970 233081
slijeda (pb)
N50 prekinutih sljedova 2 459 2 460 2 459 2461

4.3.1 Procjena sklopljenog genoma pomoc¢u programa BUSCO-a

Pomoc¢u programa BUSCO-a od 429 kljuénih i visoko ocuvanih eukariotskih gena u
sklopljenom genomu nadeno je 40% potpuno dovrSenih gena, oko 19% nepotpuno dovrsenih

gena dok 40 % gena nije pronadeno.
4.3.2 Sravnjenje sljedova sklopljenog genoma pomoc¢u BLAST-a

Rezultati sravnjenja pokazuju najveci udio organizama iz koljena Porifera, od kojih najveci
broj pogodaka ima mitohondrijska DNA Eunapius subterraneus (slika 7.). Medutim, znacajan

broj pogodaka imaju i razli¢ite bakterije te kvasac Schizosaccharomyces pombe.

Dechloromonas aromatica RCB Brachidanio rerio

Baikalospongia bacilifera

Ephydatia fluviatilis

Aeromonas hydrophila NJ-

Eunapius subterransus Schizosaccharomyces pombe

Massilia =p. MR -

Slika 6. Udio najzastupljenijih organizama po broju pogodaka sravnjena s nukleotidnom bazom sljedova pomocéu
BLAST-a

Kako bi se vidjela znac¢ajnost dobivenih pogodaka, prikazala sam raspodjelu ,,Bit score* za
svaku porodicu pomocu ,,box plota“ (slika 8. ) i ovisnost E-value i pokrivenosti (engl.
coverage) po pojedinom Kkoljenu (slika 9.). Pokrivenost nam govori koliki je postotak

ispitivanog slijeda sravnjen s nadenim pogotkom u bazi. Najznacajniji pogotci su iz porodice
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Schizosacharomycetacea, Hominidae i Spongillidae. Nadalje, visa pokrivenost i manji E-

value sa Slike 9. isklju¢uju moguénost sluc¢ajnog pogotka. Iznenadujuce, najvecu pokrivenost

daju rezultati iz koljena Ascomycota.
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Slika 7. ,,Box plotovi“ raspodjele Bit scorea po pojedinim porodicama.
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5 Rasprava

U radu sam primarno koristila sljedove dobivene sekvenciranjem na uredaju Illumina. Unatoc
optimizmu zbog uspjesno sklopljenog genoma pande (Li i sur. 2010) koristeé¢i isklju¢ivo
sljedove Illumina s visokom pokriveno$¢u, sklapanje genoma pomocu kratkih sljedova
[llumina predstavlja izazov. Koristila sam sljedove lllumina sa znatno nizom pokriveno$c¢u od
one koju su koristili Li i suradnici. Nadalje, Gnerre i suradnici (2010) su pokazali da su
Sangerovim sekvenciranjem prve generacije dobiveni cjelovitiji sljedovi nego sljedovi
dobiveni s kra¢im sljedovima nove generacije. Postavlja se pitanje kolika je prednost jeftinijih
visokoproto¢nih Illumina sljedova s visokom pokrivenosti genoma nad slabijom

pokrivenos¢u, ali duljim sljedovima klasi¢nog Sangerovog sekvenciranja.

Kako bi se pokusao prevladati problem kra¢ih sljedova, koristen je tzv. hibridni pristup u
sklapanju genoma gdje su sljedovi dobiveni s Illumina tehnologijom sklopljeni koriste¢i i
tehnologiju sekvenciranja nanoporama na uredaju ONT MiInlON. Prednost ovih sljedova je
znacajno veca duljina dobivenih sljedova, najdulji 2D slijed dugacak je ¢ak 80 kb. Pojedina
istrazivanja potvrdila su 2D sljedove dugacke i do 147 kpb (Goodwin i sur. 2015). Problem u
pocetnim podacima predstavlja ukupna duljina i broj 2D sljedova dobivenih na ONT uredaju.
Ukupna duljina i broj sljedova i uspjesnih visoko kvalitetnih 2D sljedova i 2D sljedova slabije
kvalitete je znatno manja od prijavljenih duljina u dosadasnjim istrazivanjima koja su takoder

koristila ONT MinlON uredaj (Loman i sur. 2015; Urban i sur. 2015).

Nadalje, problem predstavlja i prijavljeni niski postotak to¢nosti sljedova MinlON (~85%)
koji mogu dovesti do krivog spajanja sljedova u sklapanju. Pogreske sam pokusala ispraviti
pomoc¢u programa Nanocorr. Medutim, nije doSlo do znacajnijeg povecanja veliCine i
cjelovitosti isprekidanih sljedova, za razliku od rezultata koji su dobili Goodwin i suradnici
(2015). Oni su uspjeli pomocu ispravljenih MinlON sljedova zajedno s Illumina sljedovima
sklopiti de novo genom kvasca povecavajuc¢i N50 sljedova s ~59 kpb na 479 kpb. Pri tom je
pokazana visoka to¢nost sklapanja, 99% sklopljenog genoma mapiralo se na referentni genom
te su uspjeli sklopiti genske kazete, rRNA, transpozone i ostale elemente koji su bili odsutni u
genomima sklopljenima isklju¢ivo pomoc¢u podataka Illumina. Koriste¢i slicni princip
Madoui i sur. (2015) takoder su uspjeli poboljsati sklapanje genoma. Smatram da je svakako

potrebno dodatno sekvenciranje na uredaju ONT MinlON kako bi se dobile dodatne
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informacije. Takoder bi bilo pozeljno pokuSati mijenjati razliite parametre u protokolu

izolacije i pripreme knjiznice za sekvenciranje ne bi li se dobili §to dulji sljedovi.

Sto se ti¢e samih programa, algoritam temeljen na metodi PRK je dao nadmo¢no najbolje
rezultate izlaznih sklopljenih sljedova. Medutim, problem predstavlja njihova racunalna
zahtjevnost te se danas za koli¢inski nadmocnije sljedove Illumina i dalje preporucuje

koristenje de Bruijnovih grafova.

Preduvjet za dobru anotaciju genoma je kvalitetno sklopljen genom. Kako kod sekvenciranja
de novo ne postoji referentni genom kako bi se procijenila kvaliteta sklopljenog genoma,
glavnu mjeru za procjenu dovrsenosti i cjelovitosti sklopljenog genoma predstavlja statistika
sklopljenih neprekidajuéih i prekidajucih sljedova, pogotovo N50. Jedno od pravila je da bi
N50 prekinutih sljedova trebao biti dugacak kao prosje¢na duljina gena u genomu. Medijan
duljine gena je otprilike proporcionalan ukupnoj duljini genoma, te se na taj nac¢in moze
priblizno pretpostaviti duljina gena od ~3000 pb (Yandell i Ence 2012) sto se priblizno
podudara s podacima dobivenim za srodnu vrstu Ephydatia muelleri. U slucaju Eunapius
subterraneus, duljine N50 prekinutih sljedova dobivenih razli¢itim programima krecu se oko
2000-3000 pb. Pozeljnija bi bila visa N50 vrijednost za daljnju anotaciju genoma. Nadalje,
treba uzeti u obzir mogucnost pogresaka u sklapanju tj. neprikladnog spajanja dva slijeda §to
moze uzrokovati veée, ali krivo spojene sljedove. Salzberg i sur. (2012) su pokazali da je
to¢nost sklopljenog genoma varijabilna ovisno o programu te nema dobre korelacije sa samim

statistikama.

Naposljetku, na samu kvalitetu sklopljenog genoma, uz navedenu kvalitetu sljedova i
programe za sklapanje genoma, znatno utjecu i same karakteristike genoma. Moguce je i
kontaminacija genoma na $to upucuje i1 sravnjenje sljedova s bazom nukleotida. Uz pogotke
na spuzvama prisutan je nezanemariv broj pogodaka iz mogucih kontaminanata kao $to su
ribe i razlicite bakterije. Pojedine porodice dobivenih pogodaka, prvenstveno bakterija i
kvasaca, podudaraju se sa porodicama nadenih simbionata (Passarini i sur. 2014). Uz
kontaminaciju, prepreku dobrom sklapanju genoma mogu predstavljati i repetitivne sekvence
I visoka heterozigotnost. Sve navedeno utjece na povecanje kompleksnosti grafa, zdruzivanje
neprikladnih sljedova i onemoguc¢avanja pronalazenje staze u grafu. Navedeni problemi bi se
mogli rijesiti koristenjem dugackih sljedova npr. sljedova uredaja ONT Kkoji su dovoljno dugi

da premoste problematicni slijed.
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Potrebna su daljnja istrazivanja genomike spuzava. Unato¢ nedostatku morfoloskih
karakteristika, spuzve bi mogle imati mnogo znacajnije uloge od dosad pretpostavljenog. Uz
vaznu ulogu u razumijevanju razvoja zivotinja, one bi mogle pomoc¢i rasvijetliti mehanizme
nastanka tumora. Nadalje, spuzve su i komercijalno sve zanimljivije zbog potrebe za

pronalaskom novih terapijskih i biotehnoloskih izvora (Leal i sur. 2012).
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6 Zakljucci

e Najbolje rezultate daje sklapanje genoma pomocu programa temeljenog na
metodi preklapanje-raspored-konsenzus. Medutim, znacajnu prepreku i dalje
predstavlja izrazita racunalna zahtjevnost u odnosu na programe koji koriste de
Bruijnove grafove

e KoriStenjem hibridnog pristupa pomocu sljedova dobivenih na Oxford
Nanopore Technologies MinlON uredaju nije primije¢eno poboljSanje u
sklopljenom genomu. Najvjerojatnije je problem u malom broju kvalitetnih
sljedova dobivenih sekvenciranjem

e Uz kvalitetu sekvenciranih ulaznih podataka i odabir razli¢itih algoritama, na
sklapanje genoma mogu utjecati same znacajke genoma kao $to su repetitivne
sekvence i visoka heterozigotnost te moguca kontaminacija

e Zbog navedenih problema sklapanje genoma de novo i dalje predstavlja izazov,
ali rjeSavanju problema moglo bi pomo¢i koristenje dugackih ONT MinION
sljedova

e Spuzve su zanimljiv modelni organizam za daljnja istrazivanja, pogotovo
,metodu saCmarice®, najvise zbog njihove evolucijske vaznosti, te moguénosti
koriStenja kao modelnih organizama za razumijevanje procesa u viSim

Zivotinjama.
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Tablica 1. Statistike podataka sljedova dobivenih nakon uklanjanje adaptera i sljedova s nedovoljnom pouzdano$¢u

ofitanih nukleotida sekvencirane genomske DNA spuZve Eunapius subterraneus

KnjiZnica Broj o¢itanih fragmenata Prosjecna duljina o¢itanih fragemenata (nk) Ukupna duljina
(nk)

Illumina MISEQ 1 30424088 210.4 6402230662

IHlumina MISEQ 2 31266376 2174 6797649472

Illumina LMP 42476708 100.1 4249816037

Tablica 2. Statistike podataka sljedova dobivenih nakon spajanja parova ofitanih fragmenata knjiZnica Illumina

MISEQ 1 i lllumina MIiSEQ 2

KnjiZnica

IHlumina MISEQ 1

Ilumina MISEQ 2

Broj parova sljedova

15212044

15633188

Broj zdruzZenih sljedova

11535742 (75.83%)

8087201 (51.731%)

Broj dvosmislenih parova sljedova

3666173 (24.10%)

7522729 (48.120%)

Bez rjeSenja

10129 (0.07%)

23258 (0.15%)

Tablica 3. Statistike podataka sljedova dobivenih nakon normalizacije i ispravljanja pogreSaka u proci§éenim
nespojenim uparenim sljedovima sekvenciranih knjiZnica lllumina MiSEQ 1 Illumina LMP.

KnjiZnica Broj olitanih fragmenata Prosje¢na duljina oitanih fragemenata (nk) Ukupna duljina
(nk)

Illumina MIiSEQ 1 6260434 198.2 1241021620

Hlumina LMP 18902454 100.1 1891635359

Tablica 4. Statistika podataka sklopljenih genoma pomoéu programa SGA za razli¢ite duljine preklapanja za

knjiznicu Ilumina MiSEQ 1.

Preklapa 55 65
nje (nk)

75

85

95 105

115

135 145 155

Broj 150556
neprekin
utih

154805

sljedova

158841

163270

166947 | 170240

173264

176156

178999 | 182169 | 185293

174505 | 181398
881 376

Ukupna
duljina
neprekin
utih

sljedova

187246
968

192455
766

196530 | 199691
224 451

202014
343

203577

204369 | 204578 | 203933
306 170 228




(pb)
Duljina | 123305 | 91857 91854 91857 91860 82733 79357 79360 72874 67365 62918
najduljeg
neprekin
utog
slijeda
(pb)
N50 1324 1351 1366 1363 1356 1343 1325 1302 1273 1234 1189
neprekin
utih
sljedova
Tablica 5. Statistika podataka prekinutih i neprekinutih sljedova sklopljenih genoma pomo¢u programa
SOAPdenovo2 za lllumina MiSEQ 1 knjiZnicu
k-mer Broj Duljina Ukupna N50 Broj Duljina Ukupna N50
neprekinutih najduljeg duljina neprekinutih | prekinutih | najduljeg duljina prekinutih
sljedova neprekinutog | neprekinutih sljedova sljedova prekinutog | prekinutih sljedova
slijeda (pb) sljedova slijeda sljedova
(pb) (pb) (pb)
35 63461 26506 70357725 1218 52370 54530 71452332 1805
37 64877 26541 72529624 1232 53495 55002 73625370 1830
39 66191 26543 74661130 1249 54536 65528 75755871 1857
41 67356 35719 76644273 1264 55289 65528 77747295 1887
43 68614 34119 78530357 1279 56560 65528 79602994 1893
45 69665 42593 80292636 1292 57400 65528 81353918 1917
47 70549 42593 81915240 1305 58007 65528 82970513 1940
49 71431 42593 83467643 1319 58843 65528 84497139 1957
51 72128 42578 84800662 1334 59548 65528 85794790 1969
53 72827 34119 86145415 1346 60216 65627 87105478 1986
55 73499 43209 87361686 1355 60836 65695 88292430 1995
57 74221 34119 88552038 1364 61567 65528 89450206 1998
59 74846 35719 89737844 1375 62286 66776 90601671 1999
61 75460 34119 90778797 1383 62930 67108 91611253 2001
63 76062 43217 91904178 1393 63575 67047 92699119 2006
65 76699 43219 92912260 1399 64335 67013 93663745 2003
67 77362 43441 93975680 1404 65227 67026 94674748 1993
69 77917 38649 94920721 1410 65940 66922 95576027 1989
71 78524 50602 95889726 1415 66773 67242 96494852 1977
73 79149 50604 96895205 1421 67606 67244 97454283 1969
75 79772 50606 97839893 1425 68452 67210 98353142 1951
77 80454 50608 98789347 1430 69327 67232 99262122 1946
79 81122 51091 99724546 1433 70269 67125 100150946 1931
81 81886 50612 100688712 1434 71263 67112 101073645 1916
83 82628 51531 101678337 1436 72222 67116 102027651 1905




85 83383 51533 102598734 1438 73189 67120 102909796 1891
87 84141 52927 103572916 1442 74085 54021 103854476 1885
89 85024 52927 104534438 1440 75071 59320 104789775 1870
91 86021 52927 105528964 1435 76183 59127 105756698 1851
93 86861 52927 106455166 1432 77272 53348 106653805 1829
95 87765 52927 107473965 1429 78394 53348 107645908 1815
97 88788 52927 108450856 1427 79553 53348 108595165 1799
99 89831 53260 109238021 1419 80881 53260 109359123 1772
101 90291 46976 100288706 1236 82129 46976 100357056 1493
103 91511 46976 101720539 1235 83448 46976 101769287 1486
105 92885 46976 103178528 1234 84889 46976 103206861 1475
107 94261 46976 104633811 1232 86310 46976 104639392 1468
109 95663 46976 106077564 1228 87766 46976 106060182 1457
111 97244 53260 107573985 1223 89364 53260 107533717 1445
113 98807 53372 109024552 1216 90998 53372 108960483 1433
115 100472 53374 110498264 1208 92686 53374 110411314 1420
117 102084 53376 111948965 1203 94332 53376 111840696 1405
119 103753 53378 113406859 1196 96017 53378 113274760 1394
121 105275 45948 114768101 1193 97543 45948 114611235 1383
123 106882 45950 116162700 1185 99171 48457 115982650 1370
125 108560 45776 117546779 1179 100958 48457 117342477 1355
127 110546 45778 119118655 1170 102921 53796 118892824 1341

Tablica 6. Statistika podataka neprekinutih sljedova sklopljenih genoma s razli¢itom jacinom preklapanja za 89-mer
pomocu programa SOAPdenovo2 za knjiznicu Illumina MiSEQ 1

Snaga za spajanje

Broj neprekinutih

Duljina najduljeg

Ukupna duljina

N50 neprekinutih

sljedova neprekinutog slijeda neprekinutih sljedova | sljedova
(ob) (ob)
0 83535 31448 91934925 1222
1 85024 52927 104534438 1440
2 85567 52927 105052230 1437
3 85596 52927 105088749 1437

Tablica 7. Statistika podataka prekinutih sljedova sklopljenih genoma s razli¢itom ja¢inom preklapanja za 89-mer
pomocu programa SOAPdenovo2 za knjiZnicu Illumina MiSEQ 1

Snaga za spajanje Broj prekinutih Duljina najduljeg Ukupna duljina N50 prekinutih
sljedova prekinutog slijeda prekinutih sljedova sljedova
(pb) (pb)
0 74517 31448 92140812 1534
1 75071 59320 104789775 1870
2 75496 59320 105310756 1870
3 75441 59320 105349572 1874
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