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1. UvOD

1.1. Koljeno Porifera (spuzve)

Koljeno Porifera vjerojatno predstavlja evolucijski najstariju skupinu viSestani¢nih Zivotinja,
odnosno prvu skupinu koja se odvojila od zajedni¢kog pretka svih viSestani¢nih Zivotinja
(Metazoa) (Pick i sur. 2010.; Pisani i sur. 2015.). Spuzve su gradene od mnostva pora i kanala
koji ¢ine sustav za filtriranje i prehranu, $to je u skladu s njihovim sjedilackim nacinom
zivota. Gotovo sve su morske, izuzev jedne porodice Spongillidae, €iji predstavnici zive U
kopnenim vodama. Stanice koje izgraduju tijelo spuzvi Su specijalizirane ali nema
udruzivanja u prava tkiva. Zbog te jedinstvene karakteristike, vrste iz ove skupine dobar su

model za proucavanje evolucijske pojave visih razina stani¢ne organizacije.

1.1.1. Grada tijela i razmnoZavanje

Veli¢ina spuzvi varira ovisno o vrsti od nekoliko milimetara do viSe metara u promjeru.
Vecina ima asimetri¢na tijela, samo one jednostavnije grade imaju radijalnu simetriju. Brojni
manji otvori na povrsini (pore ili ostije) omogucavaju ulazak vode u Suplju unutrasnjost
spuzve (spongocel) gdje se odvija apsorpcija kisika i hranjivih Cestica. IskoriStena voda i

gamete izbacuju se kroz vece otvore (oskulume) (Slika 1).

oskulum

pore

spongocel

SLIKA 1. Shema grade tijela jednostavne spuzve. Plave strelice oznaCavaju smjer protoka vode. Preuzeto i
preradeno sa https://archive.cnx.org/contents/c985edf6-66b3-40b4-aabe-bec43c407362@5/sponges-and-
chidarians.



Na histoloskoj razini u tijelu spuzve razlikuju se tri sloja. Vanjski epidermalni sloj sastoji se
od plosnatih poligonalnih stanica pinakocita koje mogu imati sposobnost kontrakcije. Pore su
otvori u pinakocitnom sloju, a kod jednostavnijih spuzvi mogu biti gradene od specijaliziranih
cjevastih stanica porocita. Pinakocite nalazimo i u endodermalnom sloju koji je okrenut prema
unutarnjim Supljinama. Najznacajnije stanice u endodermalnom sloju su hoanociti, vrcaste
stanice s bicem ¢ije pokretanje osigurava protok vode kroz organizam. Izmedu epidermalnog i
endodermalnog sloja nalazi se rahliji unutarnji sloj mezenhima. On sadrzi skelet, Zelatinozni
matriks mezogleju i putujuée stanice amebocite. Razli¢iti tipovi amebocita imaju uloge u
izgradnji sincicijalne mreze, pohrani pigmenata ili pri¢uvnih tvari, izgradnji skeleta
(skleroblasti i spongoblasti) i razmnozavanju (arheociti). Tipi¢ni skelet spuzve sastavljen je
od iglica mineralnog porijekla i vlakana proteina spongina. Iglice se nazivaju spikule ili sklere
I izgradene su od silicija ili kalcijevog karbonata. Neke spuzve uopée nemaju spikule ve¢ im
se skelet sastoji samo od spongina (Matoni¢kin 1990.).

Spolne stanice se razvijaju iz hoanocita ili amebocita. Velik broj vrsta spuzvi su hermafroditi
s vremenski odvojenom proizvodnjom spermija i jajnih stanica. Zreli spermiji se otpustaju u
vodu i dolaze u doticaj s povrSinom ,,zenske* spuzve gdje ih preuzimaju hoanociti i potom
transportiraju do jajne stanice u unutrasnjosti. Zigota se razvija u trepetljikavu li¢inku koja
izlazi iz tijela, te pliva ili puze dok ne pronade prikladnu podlogu na koju ¢e se pricvrstiti.
Nespolno, spuzve se razmnozavaju pupanjem i gemulama. Kod pupanja se dio tijela odvaja i
nastavlja zivot kao zasebna jedinka u blizini (tako nastaju kolonije). Gemule su posebno
formirana malena okruglasta tijela koja sadrze veéi broj arheocita unutar vanjskog zastitnog
sloja. Zastitni sloj omogucava prezivljavanje nepovoljnih uvjeta, a u povoljnim uvjetima se iz
svake gemule moze razviti odrasla jedinka. Brojne slatkovodne spuzve na taj nacin

prezivljavaju zimu (Matonickin 1990.).

1.1.2. Taksonomska podjela

Koljeno Porifera dijeli se na cetiri razreda: Demospongiae, Homoscleromorpha, Calcarea i
Hexactinellida (Van Soest 1 sur. 2012.). Najvise danasnjih vrsta pripada razredu
Demospongiae (kremenoroznjace). Skelet se moze sastojati od silicijskih spikula, organskih
vlakana, kombinacije toga dvoga ili ne mora uopée biti prisutan. Zive u gotovo svim morskim
staniStima, od intertidalne do abisalne zone. Sve poznate vrste slatkovodnih spuzvi pripadaju
ovom razredu. Homoscleromorpha su mala grupa iskljucivo morskih spuzvi. Zbog
morfoloskih sli¢nosti dugo se smatralo da ¢ine podrazred unutar razreda Demospongiae, no

nedavna molekularna istrazivanja pokazala su da ih treba klasificirati kao zaseban razred



(Gazave i sur. 2011.). Skelet izostaje ili je sastavljen od silicijskih spikula. Vecina poznatih
vrsta obitava u mra¢nim staniStima u plitkim vodama (primjerice $pilje). Skelet Calcarea
(vapnenjaca) izgraduju karbonatne iglice. Jedinke najceS¢e veliCinom ne prelaze 10
centimetara. Zive isklju¢ivo u slanoj vodi, a najvise ih se nalazi u plitkim podru¢jima tropskih
mora. Hexactinellida (staklace) imaju karakteristi¢ne silicijske Sesterozrakaste sklere. Stanice
su Cesto spojene u sincicij, zbog ¢ega spuzva nema sposobnost kontrakcije ali se signali
relativno brzo provode kroz cijelo tijelo. Isklju¢ivo su morski organizmi i uglavnom zive u
dubokim vodama (od 200 do preko 6000 metara dubine), a mogu formirati i grebene (Van
Soest i sur. 2012.).

Klasifikacija na nizim taksonomskim razinama podloZna je ¢estim promjenama. Jednostavna
grada spuzvi zna¢i manje oc€itih morfoloskih razlika izmedu vrsta i teZze odredivanje srodstva.
U novije vrijeme, brojni rezultati genetickih istrazivanja dokazuju ili barem sugeriraju da je

potrebna promjena dosadasnje klasifikacije pojedinih vrsta (primjerice Harcet i sur. 2010.a).

1.1.3. IstraZivanja genoma

Genetika spuzvi relativno je slabo istrazeno podrucje. U potpunosti je sekvenciran genom
samo jedne vrste, Amphimedon queenslandica (Srivastava i sur. 2010.). Mitohondrijski
genomi dovrseni su za 56 vrsta (NCBI Organelle Genome Resources 2018.). Napredak u
ovom podrucju usporavaju mala koli¢ina otprije dostupnih podataka i specificne poteskoce
kod istrazivanja genetickog materijala spuzvi. Naime spuzve ¢esto Zive u simbiozi s algama,
gljivama, bakterijama i drugim organizmima (Taylor i sur. 2007.; Webster i sur. 2009.), a
analiza genoma A. queenslandica dokazala je i horizontalni transfer gena izmedu spuzve i
prokariota (Conaco i sur. 2016.). Zbog toga je ponekad tesko razdvojiti DNA domacina i
simbiontskog organizma, bilo u laboratoriju ili in silico. S druge strane, duga koegzistencija s
brojnim simbiontima ¢ini spuzve dobrim modelom za proucavanje molekularne osnove
simbioze.

Sekvenciranje je koristan alat za identifikaciju vrsta. Od 2012. godine u tijeku je Sponge
Barcoding Project - pothvat kojem je krajnji cilj kreirati bazu podataka genetickih markera
svih poznatih vrsta spuzvi (Vargas i sur. 2012.). Opsirnije i dublje sekvenciranje genoma
pojedinih vrsta pomoglo je rijeSiti neke od problema u sistematici (Gazave i sur. 2011.).
Genetika spuzvi zanimljiva je 1 s evolucijskog glediSta. Spuzve su prva skupina koja se
odvojila od zajednickog pretka svih viSestani¢nih zivotinja (Pick i sur. 2010.), pa su danasnje
vrste dobar model za proucavanje geneticke osnove najranije evolucije Metazoa.

Komparativnom analizom genoma A. queenslandica pronadeni su geni odgovorni za klju¢na



obiljezja viSestani¢nosti (Srivastava i sur. 2010.) i slozeniju gradu tijela visih zivotinja
(Adamska i sur. 2007.). Riesgo i suradnici (2014.) pokazali su da predstavnici svih razreda
spuzvi dijele velik broj gena s drugim viSestani¢nim Zivotinjama, izmedu ostalog i gene
ukljucene u bioloske funkcije koje spuzve nemaju (npr. imunolos§ko prepoznavanje). Analiza
transkriptoma vrsta Suberites domuncula i Lubomirskia baicalensis otkrila je neoc¢ekivanu
kompleksnost genoma s obzirom na izostanak pravih tkiva (Harcet i sur. 2010.b). Rezultati
upucuju na to da je zajednicki predak svih visestani¢nih zivotinja bio genetski kompleksniji
nego Sto se mislilo, i da je do usloznjavanja genoma dosSlo prije pojave bilateralne simetrije.
Podatci dobiveni daljnjim sekvenciranjem genoma predstavnika koljena Porifera mogli bi

pomoci u dobivanju odgovora na brojna otvorena pitanja u evolucijskoj biologiji.

1.1.4. Vrsta Eunapius subterraneus

Vrstu Eunapius subterraneus (hrv. ogulinska $piljska spuzvica) opisali su Sket i Velikonja
1984. godine. Jedina je poznata stigobiontska slatkovodna spuzva na svijetu. Obitava
isklju¢ivo u podzemnim vodama krskog podruc¢ja oko Ogulina i na Velikoj Kapeli (Bedek i
sur. 2008.). Zivi pri¢vri¢ena na stijene u potpunom mraku ali tolerira i malu Koli¢inu
svjetlosti. Pronadena je na rasponu dubina od 0 do 23 metra, pri temperaturama izmedu 71 11
stupnjeva (Bilandzija i sur. 2007.).

Oblik tijela moze biti jajolik s izbrazdanom povrsinom (Slika 2) ili tanjurast bez brazdi.
Jedinke jajolike morfologije velike su izmedu 1 i 8 centimetara. One tanjurastog oblika imaju
Siroku bazu kojom se prihvacaju na podlogu i izbo¢inu na sredini s oskulumom na vrhu.
Tijelo spuzve je rahlo, mekano i bez pigmenata. Skelet je sastavljen od pojedina¢nih vrlo
velikih i lagano zakrivljenih spikula, medusobno povezanih s malo spongina (Bedek i sur.
2008.). Gemule su Zuckasto-smede, okruglaste i nalaze se pri¢vrs¢ene na stijenu blizu baze

spuzve (Bilandzija i sur. 2007.).



SLIKA 2. E. subterraneus jajolikog oblika u prirodnom stani§tu na lokalitetu Tounj¢ica. Preuzeto sa
https://www.hbsd.hr/SkupineZ_spuzvica_eng.html.

Prema podatcima dostupnim na stranici World Porifera Database (2018.), vrsta E.
subterraneus pripada razredu Demospongiae, podrazredu Heteroscleromorpha, redu
Spongillida, obitelji Spongillidae. Medutim, pripadnost rodu Eunapius dovedena je u pitanje
istrazivanjem koje su proveli Harcet i suradnici (2010.a). Rezultati filogeneticke analize
temeljene na tri geneticka biljega (18S rDNA, ITS2 i COI) pokazuju da je E. subterraneus
blizi srodnik slatkovodnim spuzvama Ephydatia muelleri i Lubomirska baikalenskiis nego
ostalim vrstama iz roda Eunapius. To¢na klasifikacija ostaje nerijeSeno pitanje. DovrSena
sekvenca mitohondrijskog genoma potvrduje smjestaj vrste u monofiletsku skupinu s ostalim
slatkovodnim spuzvama, a visok stupanj homologije unutar skupine sugerira da je do

odvajanja slatkovodnih spuzvi do§lo nedavno na evolucijskoj skali (Plese i sur. 2011.).



1.2. Sekvenciranje

Sekvenciranje je postupak odredivanja slijeda duSi¢nih baza u molekuli DNA. Do sada
razvijene tehnologije mozemo podijeliti U tri generacije. Prva generacija je pocela razvojem
Sangerove metode (Sanger i sur. 1977.). Ona se temelji na umnoZavanju DNA u prisutnosti
ireverzibilnih terminatora sinteze, te kasnijem razdvajanju dobivenih fragmenata po veli¢ini.
Provode se Cetiri odvojene reakcije elongacije DNA u prisutnosti sva Cetiri nukleotida i po
jednog dideoksi-nukleotida koji onemogucava nastavak sinteze. Po zavrSetku se reakcijske
smjese prociscavaju i podvrgavaju elektroforezi, a s dobivenog gela se iS¢itava redoslijed baza
u molekuli DNA. Pojava kapilarne elektroforeze i fluorescentno obiljezenih terminatora
sinteze DNA omogucila je spajanje Cetiri reakcije u jednu, strojnu detekciju signala i time
automatizaciju procesa (Slika 3) (Ansorge i sur. 1986.; Swerdlow i Gesteland 1990.).
Prosje¢na duljina ocitanih sljedova (engl. reads) nesto je manja od 1 kb (Heather i Chain
2016.).

PCR u prisutnosti fluorescentno obiljezenih dideoksi-nukleotida
CAUICICICRVACRCICC)

¥ [ R R
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% J
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SLIKA 3. Shematski prikaz sekvenciranja automatiziranom Sangerovom metodom. Preuzeto i preradeno sa
http://www.vce.bioninja.com.au/aos-3-heredity/molecular-biology-technique/sequencing.html.

Tehnologije druge generacije omogucéile su paralelno sekvenciranje velikog broja molekula
odjednom. Najznacéajnije platforme koriste jedan od tri principa rada: tehnologiju
reverzibilnih terminatora (lllumina/Solexa), pirosekvenciranje (454/Roche) ili sekvenciranje
ligacijom (ABI SOLID) (Kchouk i sur. 2017.). Zajednicke znacajke su umnozavanje uzorka
lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) prije reakcije

sekvenciranja, fiksiranje molekula uzorka na ¢vrstu podlogu (kuglice ili plocicu) tijekom
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reakcije, i direktna detekcija signala bez potrebe za elektroforezom. U odnosu na prvu
generaciju metode su puno brze i jeftinije ali produciraju krace ocitane sljedove i vise
pogresaka (Verma i sur. 2017.).

Trecu generaciju karakterizira o€itanje signala u realnom vremenu bez zaustavljanja sinteze
(engl. real-time sequencing) i mogucnost sekvenciranja bez prethodnog umnozavanja uzorka
(engl. single-molecule sequencing). Time se povecava brzina reakcije i smanjuje vrijeme
potrebno za pripremu uzorka (Kchouk i sur. 2017.). Izostanak umnozavanja znaci da se u
uzorak ne uvode pogreske tipi¢ne za PCR, a predstavlja prednost i kod kvantitativnih metoda
zbog ocuvanja originalnih odnosa koli¢ine pojedinih fragmenata. Helicos Biosciences, Pacific
Biosciences i Oxford Nanopore Technologies razvili su platforme trece generacije (Heather i
Chain 2016.). Glavna prednost ovih tehnologija je velika duljina ocitanih sljedova, a glavni
nedostatak za sada jo$ uvijek mala pouzdanost odnosno relativno velik udio pogresno

procitanih baza.

1.2.1. Sekvenciranje tehnologijom Illumina

Sve platforme koje je lllumina razvila temelje se na sekvenciranju sintezom uz ciklicku
reverzibilnu terminaciju. Na fragmente zeljene DNA ligiraju se adapteri koji su
komplementarni oligonukleotidima fiksiranim na ¢vrstoj povrsini proto¢ne Celije (engl. flow
cell). Tako pripremljene molekule se vezu na protoc¢nu ¢eliju u odredenoj gusto¢i. Slijedi
klonalno umnozavanje metodom mosta (engl. bridge amplification), pri ¢emu nastaju
lokalizirani ,,oto€i¢i* odnosno klasteri sastavljeni od puno kopija istog fragmenta (Slika 4).
Taj korak je potreban kako bi kasnije intenzitet signala bio dovoljan za detekciju.
Sekvenciranje se provodi DNA polimerazom u prisutnosti univerzalnih pocetnica i
modificiranih deoksiribonukleotida (ANTP). Cetiri razli¢ita dNTP obiljezeni su svaki sa
svojom fluorescentnom bojom, a fluorofor ujedno sluzi i kao 3'-kapa koja zaustavlja daljnju
sintezu DNA. Prvi korak u svakom ciklusu sekvenciranja je dodavanje sva cetiri ANTP
odjednom. Nakon ugradnje jednog dNTP po molekuli sinteza je zaustavljena, nevezani dNTP
se ispiru i o€itava se signal (boja) na svakom klasteru. Slijedi cijepanje fluorofora i ponovno

ispiranje, nakon ¢ega se ciklus ponavlja kako bi se ustanovio identitet iduce baze (Bentley i

sur. 2008.).



DNA kalup s
vezanim
adapterima

klasteru
+ polimeraza

jedna
molekula po (
+dNTPs

100-200 mil. klastera

klonalno umnoZavanje metodom mosta

SLIKA 4. Shema klonalnog umnozavanja metodom mosta. Preuzeto i preradeno iz Metzker 2010.

Procjenjuje se da je Illumina najc¢es¢e koristena tehnologija sekvenciranja (Hodzic i sur.
2017.), vjerojatno zbog relativno niske cijene i velike brzine. Kao i kod svih drugih metoda u
kojima se nukleotidi ugraduju jedan po jedan, duljina ocitanih sljedova ograni¢ena je pojavom
tzv. dephasinga - posto ugradnja dNTP ima uspjesnost manju od 100%, nakon odredenog
broja ciklusa pozadinski Sum postane prejak i viSe nije moguée ocitati stvarni signal.
[lumininom tehnologijom moguce je dobiti oc€itane sljedove prosjecne duljine od 35 do 200
pb, ovisno o platformi. Ukupna pogreska je otprilike 1%, pri ¢emu su najces¢i tip pogreske

supstitucije (Kchouk i sur. 2017.).

1.2.2. Sekvenciranje tehnologijom nanopora

Tehnologija sekvenciranja nanoporama pociva na Cinjenici da prolazak molekule DNA kroz
poru u membrani utjece na strujanje iona kroz tu poru. Ukoliko je membrana pod naponom,
promjena ionske struje odrazava se u mjerljivoj promjeni potencijala na membrani. Oligomer
nukleotida koji prolazi kroz poru uzrokuje niz promjena potencijala, a uzorak tih promjena je
specifi¢an ovisno o sastavu i redoslijedu baza u oligomeru. Konstantnim pra¢enjem promjena
potencijala dobiva se zapis u realnom vremenu, kojeg specijalizirani program (tzv. basecaller)
,prevodi* u redoslijed baza (Wang i sur. 2014.).

Priprema uzorka ne zahtijeva obiljezavanje ni amplifikaciju DNA. lzolirana DNA se
fragmentira da se osigura Zeljena veli¢ina molekula, no sam korak fragmentacije nije nuzan.
Zatim se popravljaju lomovi, fosforiliraju 5'-krajevi i adeniliraju 3'-krajevi. Sljede¢i i kljuéni
korak u pripremi je ligacija adaptera na dobivene dvolancane molekule. Na jedan kraj
molekule ligira se adapter u obliku ukosnice (HP adapter) koji kovalentno spaja dva



komplementarna lanca, a na drugi kraj dvolancani adapter (Y adapter) ¢iji 5'-kraj prvi ulazi u
poru. Oba adaptera imaju vezna mjesta za motorne proteine. Protein E5 veze se na Y adapter,
razdvaja komplementarne lance i pomaze ulazak u poru. Protein E3 na HP adapteru usporava
brzinu prolaska kroz poru kad sekvenciranje dode do ukosnice (Wei i Williams 2016.) (Slika
5). Sekvenciranje oba lanca DNA korisno je jer smanjuje razinu pogreske u ocitanim
sljedovima, koje onda zovemo 2D sljedovi. 1D sljedovi su nize kvalitete i dobiju se kad je

proc¢itan samo jedan lanac iz komplementarnog para.

. %5
o — e
— —> — = o —_— —>
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= —— —
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popravak lomova

fragmentacija Hkagjeva ligacija adaptera sekvenciranje

SLIKA 5. Priprema uzorka i sekvenciranje tehnologijom nanopora. Preuzeto i preradeno iz Wei i Williams 2016.

Oxford Nanopore Technologies (ONT) je za sad jedina kompanija koja je razvila ovakvu
platformu. 2014. godine je predstavljen uredaj ONT MinlON, vrlo mali sekvenator koji
teoretski moze generirati oCitane sljedove duljine preko 150 kb. Proto¢na ¢elija uredaja sadrzi
polimernu membranu velikog elektricnog otpora u koju su umetnute bioloske nanopore. U
prvoj generaciji kao nanopora je sluzio modificirani porin MspA iz mikobakterija. Novije
verzije koriste modificirani CsgG, bakterijski kanalni protein za sekreciju amiloida, koji
osigurava bolju proto¢nost (de Lannoy i sur. 2017.). Prednosti ove tehnologije su niska cijena,
vrlo dugacki ocitani sljedovi, te mogucnost pristupanja podatcima u realnom vremenu dok se
sekvenciranje odvija. ONT MinION je prikladan i za terenski rad zbog veli¢ine uredaja i
relativno jednostavne pripreme uzorka. Glavni nedostatak je vrlo visoka razina pogreske od
barem 12% (3% pogresno procitane baze, 4% insercije, 5% delecije) (Kchouk i sur. 2017.) za
starije verzije, zbog Cega je potrebno ispravljanje sljedova prije sklapanja genoma. Nova
generacija (verzije od R9 na dalje) razvijena je s ciljem povecanja proto€nosti i smanjenja
Suma u podatcima, kako bi se mogao zaobici ra¢unalno skup korak ispravljanja. Unaprijeden
je 1 proces prevodenja elektricnog signala u redoslijed baza. Prijasnji programi za prevodenje
(primjerice Metrichor i DeepNano (Boza i sur.2017.)) radili su pod pretpostavkom da se u
nanopori u bilo kojem trenutku nalazi pentamer nukleotida. Nakon $to je ustanovljeno da
odredeni sljedovi baza i neke sekundarne strukture molekule DNA drugacije utjeu na protok
iona kroz poru, razvijen je novi program Albacore koji kod prevodenja razmatra varijabilni

broj nukleotida u pori (de Lannoy i sur. 2017.).



1.3. Sklapanje genoma

Sklapanje genoma je rekonstrukcija toéne sekvence DNA iz zbira nasumi¢no uzorkovanih
fragmenata (Narzisi i Mishra 2011.) - drugim rije¢ima, postupak kojim se sekvencirani
fragmenti slazu ispravnim redoslijedom i u to¢nom broju kopija kako bi dobiveni slijed
odgovarao onom u stvarnoj molekuli DNA. Ve¢ slozeni genom srodne vrste moze se
iskoristiti kao pomo¢ kod sklapanja 1 znatno olaksSati proces, Sto se naziva komparativnim
slaganjem genoma. U slucajevima kad to nije moguce, novi genom se mora sklapati samo na
osnovi ocitanih sljedova (de novo).

Sklapanje genoma de novo je matematicki problem sa razinom kompleksnosti NP. To znaci
da nije moguce pronaci ucinkovito ra¢unalno rjeSenje (Pop 2009.). Stoga se programi za
sklapanje genoma oslanjaju na aproksimacije i heuristicke metode. Postoje dva osnovna
pristupa: algoritmi ili provode analizu nizova (engl. string-based) ili prikazuju i analiziraju
podatke u obliku grafa (engl. graph-based) (Narzisi i Mishra 2011.). Najznacajniji
predstavnik prve grupe je tzv. pohlepni (engl. greedy) algoritam, a programi iz druge grupe
koriste OLC metodu (od engl. overlap-layout-consensus) ili de Bruijnov graf (Miller i sur.
2010.; Ye isur. 2012.).

Za dobivanje potpunog i neprekinutog slijeda cijelog eukariotskog genoma u pravilu je
potrebno vise postupaka sekvenciranja 1 nekoliko iteracija sklapanja. Rezultat jednog
sklapanja genoma obicno je skup duzih neprekinutih sljedova (engl. contigs) koji ne pokrivaju
cijeli genom ve¢ se izmedu njih nalaze prekidi (engl. gaps). Postupak odredivanja relativnih
pozicija i medusobnih udaljenosti neprekinutih sljedova naziva se sklapanje okvira (engl.
scaffolding), a njime se dobivaju tzv. prekinuti sljedovi (engl. scaffolds) (Slika 6). Za
sklapanje okvira mogu se koristiti informacije o uparenosti sljedova dobivene sekvenciranjem
uparenih krajeva s veCom duljinom inserta (engl. mate-pair), opti¢ko mapiranje, ili dugacki

sljedovi dobiveni sekvenciranjem trece generacije.

prekinuti slijed

'fneprekinuti slijed 1 7 neprekinuti sliied 2

[ S ) G
= <=

«= procitani slijed
— poznata duljina ali nepoznat slijed baza

SLIKA 6. Sklapanje okvira. Preuzeto i preradeno sa https://genome.jgi.doe.gov/portal/help/scaffolds.jsf.
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1.3.1. Predobrada o¢itanih sljedova

Prije sklapanja potrebno je obraditi sirove podatke dobivene sekvenciranjem. Sto se tice
sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijama druge generacije, ociti primjer je
uklanjanje adapterskih sekvenci. Ukoliko je proveden postupak uparenog sekvenciranja
krajeva (engl. paired-end sequencing), dobivaju su dva seta podataka koji se prije sklapanja
mogu spojiti u jedan. Predobradom se moZze smanjiti i ukupna pogreska, na nacin da se uklone
dijelovi slijeda s malom pouzdanoS¢u jer je za njih statisticki vjerojatno da predstavljaju
pogresno ocitane nukleotide. Jo$ jedan nacin detekcije pogresaka je normalizacija na temelju
dubine pokrivenosti (engl. sequencing depth), gdje se istrazuju susjedni sljedovi s velikom
razlikom u ucestalosti. Ako se nakon promjene sumnjivih baza u jednom slijedu ucestalost tog
slijeda poveca tako da bude sli¢nija onoj susjednog slijeda, smatra se da su te baze bile krivo
ocitane.

Predobrada sljedova dobivenih tehnologijama tre¢e generacije je u odnosu na drugu
generaciju puno zahtjevnija, zbog veée duljine sljedova i ve¢e ukupne pogreske. Cest pristup
je da se kratki toCni sljedovi druge generacije sravnjuju s dugackim sljedovima trece
generacije 1 koriste kao referenca za ispravljanje pogreSaka u dugackim sljedovima. Program
Nanocorr provodi takvo sravnjenje izmedu sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijama
[llumina i ONT MinION koriste¢i alat BLAST (od engl. Basic Local Alignment Search Tool)
(Altschul i sur. 1990.). Nepouzdana i prekratka sravnjenja te nesravnjeni ONT sljedovi se
odbacuju, nakon ¢ega algoritam LIS (engl. longest increasing subsequence) pronalazi najbolji
skup sravnjenih kratkih sljedova za svaki dugacki slijed. Konsenzusna sekvenca se izracunava
pomocu algoritma pbdagcon (Goodwin i sur. 2015.). Program LoRDEC namijenjen je
ispravljanju dugackih sljedova trec¢e generacije s ve¢im brojem insercija i delecija. On
sastavlja de Bruijnov graf od kratkih sljedova (detaljnije opisano u sljede¢em poglavlju) i
ispravlja neto¢ne regije u dugackim sljedovima traZzenjem prikladnog puta kroz graf za svaki

dugacki slijed pojedinacno (Salmela i Rivals 2014.).

1.3.2. Sklapanje genoma de novo metodom de Bruijnovog grafa

Osnovni algoritam metode de Bruijnovog grafa zapocinje sastavljanjem liste svih sljedova
duljine k (tzv. k-meri) koji su prisutni u ulaznim podatcima. Odabrani k je uvijek manji od
duljine pojedinacnog ocitanog slijeda. Time se dobiva skup podataka u kojem su svi
fragmenti jednake duljine i savrSeno uzorkuju genom (svaka baza u sekvenci odgovara
pocetku to¢no jednog k-mera). Zatim se konstruira graf u kojem su k-meri predstavljeni

¢vorovima, a ¢vorovi Koji dijele sekvencu duljine (k-1) su medusobno povezani bridovima
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(Slika 7). Problem sklapanja genoma se time svodi na problem pronalazenja Eulerovog puta

kroz graf (put koji prolazi jednom svakim bridom) (Compeau i sur. 2011.; Pop 2009.).

ocitani sljedovi: Eulerov put kroz de Bruijnov graf

GACTGTA de Bruijnov graf (brojevi na bridovima ozna¢avaju redoslijed)
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SLIKA 7. Konstrukcija de Bruijnovog grafa i Eulerov put. Preuzeto i preradeno iz EI-Metwally i sur. 2013.

Ovaj pristup Stedi memoriju jer se svaki razli¢iti k-mer u listu sprema samo jednom, uz
informaciju o tome koliko puta se pojavljuje u o¢itanim sljedovima. Cijela operacija sklapanja
se provodi transformacijama grafa, ¢ime se izbjegava eksplicitni izracun preklapanja izmedu
fragmenata S§to je racunalno najskuplji korak u drugim algoritmima. S druge strane,
razlamanjem ocCitanih sljedova na manje dijelove gube se informacije 0 povezanosti
medusobno udaljenijih podrucja. Takoder, svaka pogreska u sekvenciranju stvara ve¢i broj
,laznih* k-mera, a broj mogucih putova kroz graf raste eksponencijalno s brojem ¢vorova.
Slican problem se javlja kod gotovo identi¢nih ponavljanja. Odabir veli¢ine k jako utjee na
konacni izgled grafa: manje vrijednosti Cine graf zapetljanijim jer se veci broj ponavljanja
prikazuje istim ¢vorovima, dok se kod ve¢ih detektira manje preklapanja pa graf postaje
izlomljen (Bankevich i sur. 2012.).

Osnovni algoritam se moze modificirati kako bi se rijeSili gore navedeni problemi.
Informacije izgubljene razlamanjem vracaju se na nacin da program prvo zabiljezi dijelove
puta koji odgovaraju originalnim o¢itanim sljedovima i potom trazi ,,superput™ kroz cijeli graf
koji sadrzava te dijelove. Upareni de Bruijnov graf (PDBG) (Medvedev i sur. 2011.) ukljucuje
i informacije o parovima ocitanih sljedova dobivenim uparenim sekvenciranjem Kkrajeva.
Problemi koji se javljaju zbog pogreSaka u sekvenciranju mogu se djelomicno rijesiti
korekcijom sljedova prije sklapanja, a daljnji napredak u tom podrucju postignut je
uvodenjem A-Bruijnovog grafa (Pevzner i sur. 2004.). Rijec je o generalizaciji de Bruijnovog
grafa koja prepoznaje gotovo identi¢ne sljedove i ,,lijepi* ih zajedno, ¢ime se smanjuje broj
¢vorova i mogucih putova kroz graf. Multisized de Bruijnovi grafovi omogucavaju variranje
vrijednosti k ovisno o pokrivenosti odredene regije, pri cemu nizi k daju bolje rezultate u
regijama s manjom pokrivenoscéu.
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Program SPAdes (Bankevich i sur. 2012.) implementira sve navedene modifikacije i jednu
dodatnu. Za razliku od veéine ostalih programa, njegov PDBG modul moze iskoristiti
informacije o uparenosti i kad udaljenost izmedu ¢lanova para nije konstantna u cijelom
skupu podataka - drugim rijec¢ima, kad se kod razli¢itih parova upareni o¢itani sljedovi nalaze

na razli¢itoj medusobnoj udaljenosti.

1.3.3. Hibridno sklapanje genoma

Hibridno sklapanje genoma je postupak sklapanja u kojem se koriste o¢itani sljedovi dobiveni
sekvenciranjem na vise razliCitih platformi. Razli¢ite metode sekvenciranja imaju razlicite
prednosti i nedostatke. Kombiniranje podataka iz viSe izvora omogucava kvalitetnije
sklapanje jer se relativni nedostatci jedne platforme (primjerice kratka ocitanja ili visok
Cesta kombinacija kod hibridnog sklapanja su kratki sljedovi dobiveni tehnologijom lllumina
I dugacki sljedovi dobiveni sekvenciranjem trece generacije. Sekvenciranje tehnologijom
[Mlumina daje toc¢nija ocitanja 1 bolju pokrivenost (ve¢i broj oc€itanih sljedova po jedinici
sekvence), pa se ti sljedovi koriste za ispravljanje baza koje su na drugoj platformi pogresno
identificirane. Veca duljina ocitanih sljedova tre¢e generacije pak omogucava sklapanje
neprekinutih sljedova koji su duzi nego $to bi to bio slu¢aj kad bi se u sklapanju koristili samo
kratki sljedovi (Heather i Chain 2016.; Lu i sur. 2016.). Kad se suprotni krajevi jednog
dugackog slijeda mogu sravniti s dva neprekinuta sklopljena slijeda (engl. contigs), moze se
odrediti veli¢ina prekida izmedu tih sljedova. Ukoliko je neki prekid pokriven s vise dugackih
sljedova mozZe se pronac¢i konsenzusna sekvenca i zatvoriti prekid. Dugacki sljedovi korisni su
1 za rjeSavanje ponavljajucih regija u genomu.

Programi za hibridno sklapanje genoma (primjerice MaSuRCA, SPAdes i ALPACA) pocinju
sklapanjem kratkih sljedova 1 potom dodaju dugacke kako bi produljili neprekinute sljedove,
zatvorili prekide i rijeSili ponavljanja. Razvijeni su i programi koji kao ulazne podatke
uzimaju dugacke ocitane sljedove tre¢e generacije i neprekinute sljedove dobivene
prethodnim sklapanjem genoma od kratkih sljedova. Potonji se ¢esto temelje na pohlepnom
algoritmu: prvo se uzimaju u obzir najpouzdaniji podatci, a ostatak se iterativno uklapa dok ne
dode do konflikta s prethodno konstruiranim slijedom. Takav algoritam je brz i jednostavan
ali podlozan (laZznim) lokalnim maksimumima kod sklapanja genoma od kracih sljedova. Pri
sklapanju dugackih ocitanih sljedova tre¢e generacije i prethodno sklopljenih neprekinutih
sljedova taj efekt nije toliko izrazen zbog manjeg broja i vece duljine sljedova s kojima se

radi. Jedan od takvih programa je npScarf (Cao i sur. 2017.). npScarf prvo detektira
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jedinstvene neprekinute sljedove, odnosno one koji ne predstavljaju repetitivne sekvence u
genomu. Zatim sravnjuje dugacke ONT sljedove s jedinstvenim neprekinutim sljedovima
koriste¢i program BWA-MEM (Burrow-Wheeler Aligner). Sravnjenje jednog ONT slijeda s
dva jedinstvena neprekinuta slijeda odreduje njihovu povezanost i medusobnu udaljenost.
Pohlepni algoritam spaja jedinstvene neprekinute sljedove u vece neprekinute sljedove (prvo
parovi s najve¢om kvalitetom sravnjenja, ostatak se dodaje iterativno), a ponavljajuci

neprekinuti sljedovi se koriste za zatvaranje prekida.

1.4. Procjena kvalitete sklopljenih sljedova

Kvaliteta sklapanja nekog genoma odreduje se na temelju duljine i to¢nosti dobivenih
neprekinutih i prekinutih sljedova. Naj¢esce koristene statistiCke mjere su veli¢ina najkraceg i
najduljeg neprekinutog slijeda, i N50. N50 je duljina najmanjeg neprekinutog slijeda koji
zajedno sa svim jednako dugackim i duljim neprekinutim sljedovima ¢ini barem 50% ukupne
sklopljene sekvence. Programom QUAST (Gurevich i sur. 2013.) mogu se izraCunati ove i
druge statisticke vrijednosti.

Za procjenu toc¢nosti sklopljenih sljedova mogu se koristiti informacije o genomu istog ili
srodnih organizama. BLAST je alat koji kao ulazni podatak uzima neki slijed nukleotida ili
aminokiselina i potom u bazi podataka trazi sli¢ne ili identi¢ne sljedove. Slijed koji se ispituje
se usporeduje sa sljedovima iz baze podataka metodom lokalnog maksimuma, sravnjenja se
boduju, a kao rezultat se vracaju sravnjenja koja imaju veci broj bodova od grani¢ne
vrijednosti koju odreduje korisnik. Program DIAMOND takoder usporeduje sljedove na
sli¢an nacin, ali je posebno razvijen za sravnjivanje velikih setova podataka sa proteinskim
sekvencama i u tom slucaju puno brzi od BLAST-a (Buchfink i sur. 2015.). Jedna od mjera
dovrsenosti sklopljenog genoma je udio sklopljenih gena. OrthoDB (Waterhouse i sur. 2013.)
je baza podataka ortologa koja, osim samih sljedova gena, ukljucuje i informacije o evoluciji i
srodstvenim odnosima. Program BUSCO (od engl. Benchmarking Universal Single-Copy
Orthologs) (Simao i sur. 2015.) u sklopljenom genomu trazi sljedove gena za koje se, S
obzirom na tijek evolucije, moze ocekivati da su prisutni u ispitivanom genomu u jednoj

kopiji.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je sekvencirati genom ogulinske $piljske spuzvice Eunapius subterraneus
tehnologijom Oxford Nanopore Technologies MinlON, dobivene podatke iskoristiti u
sklapanju genoma (uz ve¢ dostupne genomske knjiznice dobivene tehnologijama Illumina i
ONT MinlON) te usporediti kvalitetu nekoliko sklapanja napravljenih uz upotrebu razli¢itih

programa za sklapanje, prevodenje baza i ispravljanje pogresaka.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. I1zolacija genomske DNA

Koristila sam uzorak spuzve E. subterraneus prikupljen na lokalitetu Spilja Tounj¢ica (blizu
Ogulina) i konzerviran u etilnom alkoholu. Odvojila sam manji komad tijela spuzve i tri puta
ga isprala s destiliranom vodom po par minuta na sobnoj temperaturi. Pomoc¢u pincete sam
iscijedila vodu i potom odvagala 90 mg uzorka. Usitnila sam ga skalpelom i sterilnim
Stapi¢em.

Za izolaciju visokomolarne genomske DNA Kkoristila sam komplet QIAGEN Blood & Cell
Culture DNA koji sadrzi set pufera Qiagen Genomic DNA Buffer Set i kolonice Qiagen
Genomic-tip 20/G. Stanice se liziraju, centrifugiraju i supernatant u kojem se nalazi DNA se
nanosi na kolonu. Silikatna kolona djeluje kao anionski izmjenjivac, §to znaci da uvjeti visoke
ionske jakosti omogucuju vezanje DNA a ispiranje proteina i drugih necisto¢a. Na kraju se
procis¢ena DNA eluira s kolone. Izolirala sam DNA prema uputama proizvodaca za izolaciju

iz uzorka tkiva.

3.1.1. Agarozna gel-elektroforeza

Dva puta po 5 pL izolata podvrgnula sam elektroforezi u 0,8 postotnom agaroznom gelu
pripremljenom s TE puferom i etidij-bromidom pri naponu od 60 volti. Ukupan naboj
molekule DNA proporcionalan je njenoj duljini pa se primjenom elektricnog polja na
molekule koje se nalaze u poroznom gelu one razdvajaju po veli¢ini. Etidij-bromid se
interkalira u DNA i1 omoguéava vizualizaciju jer fluorescira narancasto pod UV svjetlom. Kao
referencu za veli¢inu fragmenata na gelu koristila sam DNA biljeg GeneRuler DNA Ladder

Mix proizvodaca Thermo Scientific.

3.1.2. Odredivanje koncentracije DNA
Koncentraciju DNA u izolatu izmjerila sam pomocu uredaja BioSpec-nano Micro-volume
UV-VIS Spectrophotometer. Izoliranu DNA iskoristila sam za potvrdu vrste pomocu

genetickog biljega ITS2 i1 pripremu knjiznice za sekvenciranje tehnologijom nanopora.

3.2. Potvrda vrste pomocéu genetickog biljega ITS2

U svrhu potvrde vrste jedinke iz koje je izolirana genomska DNA provedena je lancana
reakcija polimerazom (PCR) kojom je umnozen jezgrin ITS2 (eng. internal transcribed
spacer), molekularni biljeg za odredivanje nizih taksonomskih kategorija. Za umnazanje

fragmenta ITS2 duljine 361 pb lancanom reakcijom polimerazom koriStene su pocetnice
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ITS2F (5' CGGCTCGTGCGTCGATGAAGAAC 3" i ITS2R (5’
CGCCGTTACTGGGGGAATCCCTGTTG 3') iz Harcet i suradnici (2010.a).

Metodom PCR se postize umnazanje ciljnog fragmenta DNA kalupa (odredenog slijedom
baza u pocetnicama koje se vezu za kalup i zapocinju sintezu) pomocu termostabilne DNA
polimeraze. Periodicke promjene temperature uzrokuju ponavljanje ciklusa denaturacije
kalupa, prianjanja pocetnica i elongacije - §to u konacnici rezultira velikim brojem kopija
istog fragmenta (Mullis i sur. 1986.). ITS2 (od engl. internal transcribed spacer) je
nekodirajuca regija koja se nalazi izmedu visoko konzerviranih ribosomalnih gena kod svih
eukariota. U genomu je prisutan u velikom broju kopija, a zbog malog evolucijskog pritiska
na nekodirajuée sekvence pokazuje visok stupanj varijabilnosti izmedu vrsta. Zbog tih
svojstava ITS2 se Cesto koristi kao geneti¢ki biljeg pri odredivanju vrsta gotovo svih

eukariota, pa tako i spuzvi (Itskovich i sur. 2008.).

3.2.1. Lancana reakcija polimerazom

Kao kalup sam Koristila genomsku DNA ¢ija izolacija je opisana u poglavlju 3.1. Pripremila
sam smjesu za PCR reakciju sljedeceg sastava: oko 30 ng kalupa (kona¢na koncentracija
otprilike 1,2 ng/uL), 12,5 pL reagensa Taq PCR Reaction Mix With MgCl, proizvodaca
Sigma, 1 pL pocetnice ITS2F (kona¢na koncentracija 0,4 uM), 1 puL pocetnice ITS2R
(konaéna koncentracija 0,4 uM), voda bez nukleaza do ukupnog volumena 25 uL. Uvijeti

provodenja reakcije opisani su u Tablici 1.

TABLICA 1. Uvjeti provodenja PCR reakcije za umnozavanje ITS2 regije u izolatu genomske DNA.

temperatura (°C) vrijeme broj ponavljanja
95 3 min 1

94 30s

55 45s 35

72 1min30s

72 10 min 1

4 0 1

Po zavrsetku PCR reakcije, prebacila sam ukupni volumen reakcijske smjese u jazice
pripremljenog agaroznog gela. Provela sam elektroforezu na nacin opisan u poglavlju 3.1.1..
Koristila sam i DNA biljeg (isti kao ranije), kako bih mogla odrediti veli¢inu fragmenta

umnozenog PCR reakcijom.
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3.2.2. 1zolacija PCR produkta iz gela

Nakon $to sam potvrdila da je PCR reakcijom umnozen fragment o¢ekivane veli¢ine (410 pb),
izrezala sam PCR produkt iz gela. Iz toga sam izolirala DNA prema uputama proizvodaca
koriste¢i komplet QIAquick Gel Extraction kit, koji se zasniva na ionskoj izmjeni u koloni.
Dobiveni izolat koristila sam kao kalup u reakciji sekvenciranja Sangerovom dideoksi

metodom.

3.2.3. Sekvenciranje Sangerovom metodom

Za sekvenciranje sam pripremila dvije PCR reakcije. Sastav reakcijske smjese bio je sljedeci:
oko 200 ng DNA Kkalupa, 1 pL reakcijske smjese za sekvenciranje i 1 pL pufera za
sekvenciranje iz kompleta ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems), te 1 uL pocetnice (konac¢na koncentracija 1 uM) u
ukupnom volumenu reakcijske smjese 10 pL. Za jednu reakciju sam koristila pocetnicu ITS2F

a za drugu ITS2R. Uvjeti reakcije opisani su u Tablici 2.

TABLICA 2. Uvjeti provodenja PCR reakcije U sekvenciranju Sangerovom metodom.

temperatura (°C) vrijeme broj ponavljanja
96 1 min 1

96 1 min

50 5s 25

60 4 min

4 10 min 1

4 o0 1

Za procis¢avanje DNA fragmenta po zavrSetku reakcije dodala sam u svaku tubicu 2 pL
EDTA (konc. 125 mM), 2 uL natrijevog acetata (konc. 3 M) i 50 uL apsolutnog etanola pa
inkubirala 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon centrifugiranja (15 minuta pri
maksimalnoj brzini i 4°C) odsisala sam supernatant i dodala 70 pL prethladenog 70-postotnog
etanola. Ponovno sam centrifugirala (5 minuta pri maksimalnoj brzini i 4°C), odsisala
supernatant i osusila talog 5 minuta u vakuum-centrifugi. Resuspendirala sam talog
dodavanjem13 uL formamida. Uzorke sam stavila na denaturaciju (3 minute pri 96°C), a
zatim na led najmanje 2 minute. Programirala sam uredaj ABI PRISM 3100 Avant Genetic
Analyser (proizvoda¢ Applied Biosystems) i njime provela kapilarnu elektroforezu

pripremljenih uzoraka.
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Rezultate sekvenciranja analizirala sam pomocu programa ChromasPro2. Uklonila sam
nepouzdano ocitane baze dok prosje¢na mjera kvalitete u pomi¢u¢em prozoru duljine 10 nt
nije bila ve¢a od 15. Napravila sam reverzni komplement slijeda dobivenog u reakciji s
pocetnicom ITS2R, sravnila ga sa slijedom dobivenim reakcijom s ITS2F, i izracunala
konsenzusni slijed (Prilog 1). Potrazila sam sli¢ne sljedove u bazi podataka NCBI Nucleotide

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) koristeci alat BLAST.

3.3. Priprema knjiZnica za sekvenciranje tehnologijom nanopora
Osnovni koraci u pripremi izolirane DNA za sekvenciranje na uredaju ONT MinION su:

1. cijepanje na fragmente

2. FFPE popravak lomova

3. popravak i pripremanje krajeva molekule

4. ligacija adaptera

5. prociscavanje pomocu MyOne C1 kuglica

6. elucija s kuglica.
Zbog duljine protokola koraci su detaljnije opisani u Prilogu 2. Provedbom ovog postupka
dobiva se mjesavina za sekvenciranje (engl. pre-sequencing mix) spremna za nanosenje na
proto¢nu ¢eliju uredaja ONT MinlON.
Pripremila sam tri knjiznice za sekvenciranje koriste¢i Ultra Il End Prep kit, FFPE DNA
Repair kit i Blunt/TA Ligase Master Mix proizvodaca New England Biolabs. Za dvije
knjiznice Koristila sam jo$ i Nanopore sequencig kit SQK-MAPQO06 (odgovara R7 verziji
kemije na protoc¢noj ¢eliji), a za tre¢u Nanopore sequencig kit SQK-NSKO007 (za verziju R9)
proizvoda¢a Oxford Nanopore Technologies. Protokoli za pripremu knjiznice pomocu
kompleta SQK-MAPO006 i SQK-NSKO007 su isti.
Provedena je optimizacija protokola i napravljene su modifikacije u sluzbenom protokolu
proizvodaca navedenom u Prilogu 2. U koraku 3. (popravak i pripremanje krajeva molekule)
produljila sam vremena inkubacije s enzimima za popravak na 20°C i 65°C sa 5 minuta na 30
minuta kako bih dobila veé¢i udio molekula s krajevima pogodnim za ligaciju adaptera u
sljede¢em koraku. U koracima 2. (FFPE popravak lomova) i 3. koristila sam 0,4 volumena
kuglica za procis¢avanje u odnosu na originalni protokol proizvodaca jer manja koli¢ina
kuglica pogoduje vezanju duljih fragmenata i smanjuje vezanje kratkih. U istim koracima sam
produljila vremena elucije DNA s kuglica s 2 minute na 15 minuta, kako bih smanjila gubitke

u proc¢iséavanju i povecala prinos.
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Koncentraciju DNA u manjim volumenima odvojenim tijekom razli¢itih koraka pripreme
(alikvoti 1-7) izmjerila sam uredajem Invitrogen Qubit 4 Fluorometer (proizvoda¢ Thermo
Fisher Scientific).

3.4. Sekvenciranje tehnologijom nanopora na uredaju ONT MinlON

Isprala sam proto¢nu ¢eliju ONT MinlON R7 FAD08562 otopinama iz kompleta za ispiranje
Oxford Nanopore Technologies Wash Kit. Kontrolom kvalitete ustanovljeno je da ima 269
aktivnih pora. Celiju sam pripremila za rad prema uputama proizvodada. Smjesu za
sekvenciranje pripremila sam mijesanjem 75 pL pufera RNB, 23 pL vode bez nukleaza, 4 uL
reagensa FMX, i po 24 puL obje knjiznice za sekvenciranje pripremljene kompletom SQK-
MAPQO6 (verzija R7). Smjesu sam nanijela na protocnu celiju. Pokrenuta je reakcija
sekvenciranja kojom je dobivena knjiznica ONT 1.

Proto¢nu ¢eliju ONT MinlON R9 FAD21998 isprala sam i pripremila za rad prema uputama
proizvodaca. Ustanovljeno je 216 aktivnih pora. Pomijesala sam 75 pL reagensa RNB, 63 pL
vode bez nukleaza i 12 pL knjiznice za sekvenciranje pripremljene kompletom SQK-NSK007
(u verziji R9 reagens RNB osim pufera sadrzi i reagens FMX, §to nije slucaj u verziji R7).
Tako dobivenu smjesu nanijela sam na protocnu celiju, nakon cega je pokrenuto

sekvenciranje. Rezultat je knjiznica ONT 2.

3.5. KoriStene knjiZnice

Koristila sam pet otprije dostupnih knjiznica sekvenciranih tehnologijom Illumina, dvije na
platformi Illumina MiSeq i tri na platformi Illumina HiSeq (uklju¢uju¢i knjiznicu Illumina
Macrogen). Obje knjiznice Illumina MiSeq i knjiznica Illumina HiSeq 1 dobivene su
postupkom uparenog sekvenciranja krajeva (engl. paired-end sequencing). Knjiznica Illumina
HiSeq 2 dobivena je uparenim sekvenciranjem uz vecu veli¢inu fragmenta (engl. mate-pair

sequencing). Podatci o broju i duljini sljedova u pojedinim knjiznicama nalaze se u Tablici 3.

TABLICA 3. Broj i duljina sljedova i ukupan broj baza u koristenim Illumina knjiZznicama.

knjiZnica broj sljedova duljina slijeda (pb) ukupna duljina (pb)
Illumina MiSeq 1 30 871 686 251 7748 793 186
Illumina MiSeq 2 31 456 208 251 7 895 508 208
Illumina HiSeq 1 41894 314 94 3938 065 516
[llumina HiSeq 2 37 859 628 100 3785 962 800
Illumina Macrogen 381 488 100 151 57 604 703 100
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Koristila sam uspjesne 2D sljedove iz dviju knjiznica ONT MinlON koje sam sekvencirala u
sklopu ovog rada (ONT 1 i ONT 2) i dviju otprije dostupnih knjiznica (ONT 3 i ONT 4).
Elektri¢ni signal je tijekom sekvenciranja knjiznica ONT 1-4 prevoden u redoslijed baza
programom Metrichor. Knjiznica ONT 5 predstavlja skup svih uspjesnih sljedova
sekvenciranih u vecem broju reakcija na ONT proto¢nim c¢elijama nove generacije, Uz
koristenje programa za prevodenje Albacore. Podatci o broju koristenih sljedova, ukupnoj
duljini, N50, prosje¢noj i maksimalnoj duljini sljedova za pojedine knjiznice nalaze se u
Tablici 4.

TABLICA 4. Statisticki podatci o koristenim sljedovima u ONT knjiznicama.

prosjecna o
o ukupna B najdulji slijed
knjiZnica broj sljedova B duljina N50 (pb)
duljina (pb) . (pb)

slijeda (pb)
ONT 1 1548 3988 041 2517 5497 15004
ONT 2 96 710 316 7 399 9957 31493
ONT 3 70 293 88 766 199 1263 3411 27 822
ONT 4 25773 117 600 907 4 562 6 360 17 629
ONT 5 441 055 2128982552 | 4827 9986 94 485

3.6. Predobrada nukleotidnih sljedova

3.6.1. Predobrada sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijom Illumina

Za predobradu sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijom Illumina koristila sam
programe iz programskog paketa BBTools.

Knjiznicama Illumina MiSeq 1, MiSeq 2 i HiSeq 1 uklonila sam adapterske sljedove
minimalne duljine 27 nt pomoc¢u programa BBDuk. Unutar svake knjiznice sam provela
ispravljanje preklapajuc¢ih dijelova uparenih sljedova programom BBMerge, te spojila
uparene sljedove u jednu datoteku. Zatim sam BBDukom uklonila dijelove sljedova s lijeve i
desne strane koji su imali prosje¢nu mjeru kvalitete manju od 20. Na kraju sam uz pomo¢
programa BBNorm s parametrom k=31 provela normalizaciju dubine pokrivenosti knjiznica i
ispravljanje pogresaka.

Illumina HiSeq 2 je knjiznica uparenih sljedova s velikim razmakom (engl. mate-pair) pa na
njoj nisam provodila korekciju preklapajuc¢ih dijelova jer takvi ne postoje. Pomo¢u BBDuka
sam uklonila adaptere i dijelove s lijeve i desne strane sljedova s prosje¢nom mjerom kvalitete
manjom od 20, te BBNormom normalizirala dubinu pokrivenosti uz parametar k=31 i
ispravljanje pogresaka.
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Knjiznici Illumina Macrogen uklonila sam adaptere minimalne duljine 19 nt i regije s
prosje¢nom kvalitetom nizom od 20 pomocu programa BBDuk2. Kod kra¢enja s obzirom na
kvalitetu, oba slijeda u jednom paru skracena su na istu duljinu 1 odbaceni su svi parovi u

kojima je barem jedan ¢lan bio kraéi od 100 nt.

3.6.2. Predobrada sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijom nanopora

Sljedove sam prebacila iz hijerarhijskog formata .fast5 u format .fastq koji prihvaca veéina
programa za analizu. Za to sam koristila programski paket poretools. Zbog lakSeg baratanja
sve sljedove iz knjiznica ONT 1-4 sam spojila u jednu datoteku. Ispravljanje sljedova u
knjiznicama ONT 1-4 pomocu programa Nanocorr i LORDEC provela sam uz pomo¢
podataka iz predobradenih knjiznica lllumina MiSeq 1 i 2 i HiSeq 1 i 2. Sljedove u knjiznici

ONT 5 nisam ispravljala.

3.7. Sklapanje genoma

[lluminine knjiznice MiSeq 1 i 2 i HiSeq 1 i 2 sklopila sam programom SPAdes uz vrijednosti
parametra k 33, 55 i1 77. Knjiznicu Illumina Macrogen sklopila sam koriste¢i isti program, uz
vrijednosti parametra k 21, 33, 55 i 77. Dobivene neprekinute sljedove sklopila sam s ONT

sljedovima pomocu programa npScarf.

3.8. Analiza sklopljenih sljedova

Za procjenu kvalitete sklopljenih sljedova koristila sam statistike N50, broj i ukupnu duljinu
sklopljenih sljedova te duljinu najduljeg neprekinutog slijeda, koje sam izra¢unala pomocu
programa QUAST. Detekciju 978 visoko oc€uvanih gena prisutnih kod svih Zivotinja
(Metazoa) u sklopljenim sljedovima provela sam programom BUSCO. Sklopljene
nukleotidne sljedove sam prevela u aminokiselinske i usporedila ih s bazom podataka
proteinskih sekvenci dostupnom preko servisa NCBI (NCBI Resource Coordinators 2018.)
sluze¢i se programom DIAMOND. Iz rezultata sam izvukla taksonomske podatke pomocu
paketa funkcija taxize za programski jezik R (Chamberlain i Szocs 2013.) i baze podataka
NCBI Taxonomy (NCBI Resource Coordinators 2018.). Sklopljene sljedove sam takoder

usporedila s genomom spuzve Amphimedon queenslandica koristec¢i program BLAST.
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4. REZULTATI
4.1. I1zolacija genomske DNA

Gel nakon provedene elektroforeze izolata genomske DNA prikazan je na Slici 8. U liniji
oznacenoj s B nalazi se DNA biljeg, a u linijama Esl i Es2 produkt izolacije genomske DNA
opisane u poglavlju 2.1. Materijala i metoda. U gornjoj trecini linija Esl i Es2 vidljiva je

visokomolekularna genomska DNA spuzve a pri dnu su vidljivi mali fragmenti.

Es1 Es2
— el ——

SLIKA 8. 0,8%-tni agarozni gel nakon elektroforeze genomske DNA E. subterraneus i DNA biljega. B - DNA
biljeg, Esl i Es2 - uzorci izolata iz poglavlja 2.1. Materijala i metoda.

Uredajem BioSpec-nano Micro-volume UV-VIS Spectrophotometer izmjerena je
koncentracija DNA od 200 ng/uL, uz prihvatljive vrijednosti OD260/280 (1,88) i OD260/230
(2,2).

4.2. Potvrda vrste pomocu genetickog biljega ITS2
Umnazanje fragmenta jezgrinog ITS2 lanc¢anom reakcijom polimerazom bilo je uspjesno. Na

slici 9. prikazan je agarozni gel sa vidljivim PCR fragmentom (ITS2) o¢ekivane veli¢ine.
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ITS2 ITS2

SLIKA 9. 0,8%-tni agarozni gel nakon elektroforeze umnozenog PCR produkta (jezgrinog ITS2 spuzve E.
subterraneus) i DNA-biljega. Brojevi oznaéavaju broj parova baza u pojedinim fragmentima DNA biljega. B -
DNA biljeg, ITS2 - umnozeni PCR produkt.

Dobiveni fragment izrezan je iz gela i pro¢is¢en pomoc¢u kompleta QIAquick Gel Extraction
Kit. Sljedovi dobiveni sekvenciranjem automatiziranom Sangerovom metodom obradeni su
programom ChromasPro2. Pregledom baze podataka nukleotidnih sekvenci dostupnom preko
stranice NCBI pomocu alata BLAST potvrdeno je da se uistinu radi o vrsti Eunapius
subterraneus (Eunapius subterraneus internal transcribed spacer 2, partial sequence
(identifikacijski kod FJ715436.1) uz postotak identi¢nosti 89% i E vrijednost 2*10*%).

4.3. Priprema knjiZnica za sekvenciranje tehnologijom nanopora

Izmjerene su koncentracije DNA u tri pripremljene knjiznice za sekvenciranje. U knjiznicama
pripremljenim pomocu kompleta reagensa SQK-MAPOO06 (verzija R7) koncentracije DNA su
bile 1,70 ng/uL i 1,30 ng/uL. U knjiznici pripremljenoj pomoc¢u kompleta SQK-NSKO007
(verzija R9) izmjerena je koncentracija DNA 1,85 ng/uL. Preporuka proizvodata za
optimalan rezultat je oko 250 ng DNA u 25 pL gotove knjiznice, odnosno koncentracija od
otprilike 10 ng/uL. Koncentracije DNA izmjerene u alikvotima prikazane su tablicom u

Prilogu 3.
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4.4. Sekvenciranje tehnologijom nanopora na uredaju ONT MinlON
Podatci o broju i duljini dobivenih sljedova navedeni su ranije u Tablici 4. Obje Kknjiznice
sadrze mali broj uspjesno oc€itanih sljedova (u slu¢aju ONT 2 iznimno mali) ali je vrijednost

N50 prilicno visoka. Knjiznica ONT 2 sadrzi i najdulji od svih koriStenih sljedova.

4.5. Predobrada nukleotidnih sljedova

4.5.1. Predobrada sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijom Illumina

Podatci o broju i duljini sljedova u knjiznicama Illumina MiSeq 1 i 2 i HiSeq 1 i 2 nakon
uklanjanja adaptera i dijelova niske kvalitete, ispravljanja pogreSaka na preklapaju¢im
dijelovima i normalizacije dubine nalaze se u Tablici 5. U Tablici se nalaze i podatci o broju i
duljini sljedova za knjiznicu Illumina Macrogen nakon uklanjanja adaptera i dijelova s niskon

kvalitetom.

TABLICA 5. Broj i prosjecna duljina sljedova te ukupan broj baza u Illumina knjiznicama nakon predobrade.

o prosjecna duljina 3

knjiZnica broj sljedova N ukupna duljina (pb)
slijeda (pb)

Illumina MiSeq 1 21 973 554 217 4 759 103 260
Illumina MiSeq 2 18 638 612 213 3972 025 696
Illumina HiSeq 1 33404712 88 2927673822
Illumina HiSeq 2 28 187 268 90 2 536 650 533
Illumina Macrogen 241 264 840 140 33892 263 448

4.5.2. Predobrada sljedova dobivenih sekvenciranjem tehnologijom nanopora

Podatci o broju sljedova, ukupnoj duljini, N50 i prosjecnoj duljini za neispravljene i

ispravljene sljedove iz knjiznica ONT 1-4 nalaze se u Tablici 6.

TABLICA 6. Statisticki podatci o ONT sljedovima prije i nakon razli¢itih metoda ispravljanja.

prosjecna o
program za o ukupna B najdulji slijed
) o broj sljedova B duljina N50 (pb)
ispravljanje duljina (pb) . (pb)

slijeda (pb)

- 97 746 211 065 463 2 159 5 386 31493
Nanocorr 60 104 139 946 106 2328 4 675 32621
LoRDEC 97 746 211 438 983 2163 5408 32493
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Na Slici 10 prikazana je distribucija duljine neispravljenih sljedova i sljedova ispravljenih
programom Nanocorr iz knjiznica ONT 1-4. Distribucija duljina sljedova ispravljenih pomoc¢u

programa LORDEC gotovo je identi¢na distribuciji neispravljenih sljedova pa nije prikazana.
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I |

frekvencija

2000
I

[ I I I I I I 1
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

]

duljina

SLIKA 10. Histogram duljina neispravljenih sljedova iz knjiznica ONT 1-4 (plavo) i istih sljedova ispravljenih
pomocu programa Nanocorr (crveno).

Ispravljeni sljedovi iz knjiznica ONT 1-4 usporedeni su s neispravljenim pomocu programa
BLAST, pri ¢emu je zadrzan samo najbolji pogodak za svaki ispravljeni slijed. Postotak
pokrivenosti sravnjenjima za sljedove ispravljene programom Nanocorr iznosi 55,24 %, a za
sljedove ispravljene programom LORDEC 91,58 %. Podatci o broju i duljini ostvarenih
sravnjenja, te prosjecnom broju pogresno uparenih baza (engl. mismatch) i prekida (engl.

gaps) po sravnjenju navedeni su u Tablici 7.

TABLICA 7. Statisticki podatci o sravnjenju ispravljenih i neispravljenih sljedova iz knjiznica ONT 1-4.

prosjecan broj
program za ) o prosjecna prosjecan broj
] o broj sravnjenja B pogresno ]
ispravljanje duljina (pb) ) prekida
uparenih baza
Nanocorr 57 842 1336,39 86,87 90,51
LoRDEC 97 672 1983,55 43,07 48,01

Ispravljeni i neispravljeni sljedovi iz knjiznica ONT 1-5 su sravnjeni s genomom spuzve A.

queenslandica pomoc¢u programa BLAST, a kao pogoci su zadrzana samo identi¢na

26




sravnjenja. Broj i ukupna duljina sravnjenja te broj pogodaka prosjecno ostvaren po 100 000

pb navedeni su u Tablici 8.

TABLICA 8. Statisticki podatci nakon usporedbe ispravljenih i neispravljenih knjiznica ONT 1-5 s genomom A.

queenslandica.

ONT knjiZnice broj pogodaka ukupna duljina broj pogodaka po 100
sravnjenja (pb) 000 baza

ONT 1-4 154 4 460 0,07

ONT 1-4 (Nanocorr) 1211 35874 0,86

ONT 1-4 (LoRDEC) 333 10039 0,16

ONT 5 28 659 826 687 1,35

4.6. Sklapanje genoma

U Tablici 9 prikazane su statistike za neprekinute sljedove dobivene sklapanjem pomocéu

programa SPAdes. KnjiZznice koristene u pojedinim sklapanjima navedene su u prvom stupcu.

Slika 11 prikazuje kumulativnu duljinu neprekinutih sljedova dobivenih u dva sklapanja.

TABLICA 9. Statisticki podatci o neprekinutim sljedovima sklopljenim programom SPAdes.

broj N najdulji
o ukupna duljina o
knjiZnice neprekinutih (ob) N50 (pb) neprekinuti
sljedova g slijed (pb)
MiSeq1i2
) ) 159 448 227586 314 2993 96 768
HiSeqli2
Macrogen 803 833 289 462 365 931 69 828
2 o]
© I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1

0

5

duljina neprekinutih sliedova (u kb)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

SLIKA 11. Distribucija kumulativne duljine neprekinutih sljedova dobivenih sklapanjem knjiznice Illumina
Macrogen (plavo) i knjiznica Illumina MiSeq 1 12 i HiSeq 1 i 2 (crveno).
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Podatci o broju i ukupnoj duljini neprekinutih sljedova, statistici N50 i veli¢ini najduljeg
neprekinutog slijeda dobivenog sklapanjem pomoc¢u programa npScarf prikazani su u Tablici
10. Skupovi neprekinutih sljedova na koje su sklapani ONT sljedovi navedeni su u prvom
stupcu, a ONT knjiznice koriStene u pojedinim sklapanjima u drugom stupcu. Program za

ispravljanje sljedova, ukoliko je koristen, naveden je u zagradi.

TABLICA 10. Statisti¢ki podatci o neprekinutim sljedovima dobivenim sklapanjem okvira programom npScarf.

) ukupna o
L broj - najdulji
neprekinuti ~ | duljina o
. . ONT knjiZnice neprekinutih ~ | N50 (pb) neprekinuti
sljedovi ) neprekinutih B
sljedova ) slijed (pb)
sljedova (pb)
ONT 1-4 (Nanocorr) 80 467 140 581 155 | 4 086 96 768
ONT 1-4 (LoRDEC) 73508 140 779500 | 5341 96 768
MiSeq +
) ONT 5 46 781 177 566 399 | 41636 393798
HiSeq
ONT 1-4 (Nanocorr) +
46 655 176 754 425 | 42 063 314 450
ONT 5
ONT 1-4 (LoRDEC) +
46 623 176 600 587 | 42 205 323568
ONT 5
ONT 5 395 242 190579017 | 10635 305 409
ONT 1-4 (Nanocorr)
Macrogen 395 195 190285384 | 10727 230 405
+ONT5
ONT 1-4 (LoRDEC)
395190 189506 336 | 10451 301 259
+ONT5

4.7. Analiza sklopljenih sljedova

4.7.1. Procjena dovrSenosti genoma programom BUSCO

Broj gena koji su pronadeni u cijelosti, pronadeni parcijalno ili nedostaju u pretrazi
sklopljenih sljedova programom BUSCO prikazan je u Tablici 11. U zagradi je naveden udio
u ukupnom broju gena za koje je izvrSena pretraga (978). Neprekinuti sljedovi i ONT

knjiznice koriSteni u pojedinim sklapanjima navedeni su u prva dva stupca.
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TABLICA 11. Broj i udio pronadenih cijelih, pronadenih djelomi¢nih i izostaju¢ih od 978 visoko ocuvanih

zivotinjskih gena u sklopljenim sljedovima.

neprekinuti L o
) ) ONT knjiZnice cijeli parcijalni nisu pronadeni
sljedovi
- 535 (54,7 %) 189 (19,3 %) 254 (26,0 %)
ONT 1-4 (Nanocorr) | 529 (54,1 %) 190 (19,4 %) 259 (26,5 %)
ONT 1-4 (LoRDEC) | 562 (57,5 %) 172 (17,6 %) 244 (24,9 %)
MiSeq + HiSeq
ONT 5 684 (69,9 %) 91 (9,3 %) 203 (20,8 %)
ONT 1-4 (Nanocorr)
694 (71,0 %) 92 (9,4 %) 192 (19,6 %)
+ ONT5
ONT 1-4 (LoRDEC)
704 (72,0 %) 86 (8,8 %) 188 (19,2 %)
+ ONT5
- 511 (52,2 %) 210 (21,5 %) 257 (26,3 %)
ONT 5 553 (56,6 %) 137 (14,0 %) 288 (29,4 %)
Macrogen
ONT 1-4 (Nanocorr)
558 (57,1 %) 136 (13,9 %) 284 (29,0 %)
+ ONT5
ONT 1-4 (LoRDEC)
557 (57,0 %) 140 (14,3 %) 281 (28,7 %)
+ONT5

Rezultati su podijeljeni u tri grupe:
1. sklapanja provedena na neprekinutim sljedovima dobivenim od knjiznica Illumina
HiSeq i MiSeq bez sljedova iz knjiznice ONT 5 (prva tri reda u Tablici 10)
2. sklapanja provedena na neprekinutim sljedovima dobivenim od knjiznica Illumina
HiSeq i MiSeq uz sljedove iz knjiznice ONT 5 (druga tri reda u Tablici 10)
3. sklapanja provedena na neprekinutim sljedovima dobivenim od knjiznice Illumina
Macrogen (zadnja Cetiri reda Tablice 10).
Srednje vrijednosti broja ukupno pronadenih gena (cijelih i parcijalnih) unutar grupa iznose
redom 725,67, 783,67 i 700,50, a srednja vrijednost za sva sklapanja iznosi 732,60.
Standardne devijacije udjela ukupno pronadenih gena unutar grupa iznose redom 0,78 %, 0,79
% 11,43 %.
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4.7.2. Usporedba sklopljenih sljedova s bazom podataka proteinskih sljedova

Skup sljedova dobiven zajednickim sklapanjem knjiznica Illumina MiSeq i HiSeq, ONT 1-4
ispravljenih programom LORDEC i ONT 5 je usporeden s proteinskim sljedovima iz baze
podataka NCBI Protein, uz moguénost pomaka okvira pri sravnjivanju. Za ovaj korak koristen
je program DIAMOND. Za svaki ispitivani slijed zabiljeZzeno je 25 najboljih sravnjenja, pri
¢emu je kao mjerilo kvalitete koriSten tzv. bit score (bodovanje sravnjenja transformirano na
naéin da ne ovisi o veli¢ini prostora pretrage). Svi sravnjeni sljedovi iz baze podataka su
grupirani po pripadnosti pojedinom koljenu i statisticki obradeni. Na Slici 12. prikazan je
odnos prosjecne ostvarene E-vrijednosti i ukupne duljine sravnjenja za svako koljeno, a
razliCite boje se odnose na pripadnost koljena ve¢im skupinama. OznaCeni su i nazivi
istaknutijih koljena. U Tablici 12 nalaze se podatci o broju, prosjecnoj i ukupnoj duljini

sravnjenja te prosjecnoj ostvarenoj E-vrijednosti za vise taksonomske kategorije.
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prosjetna E-vrijednost (*10"-5)

SLIKA 12. Odnos prosjec¢ne E-vrijednosti i ukupne duljine sravnjenja po koljenu.
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TABLICA 12. Statisti¢ki podatci nakon usporedbe neprekinutih sljedova s proteinskom bazom podataka NCBI

Protein.
] ) o prosjecna ukupna duljina prosje¢na E-

skupina broj sravnjenja B . 5
duljina (pb) (pb) vrijednost (*107)

Zivotinje 179 378 172,69 55 525 160 2,096

bakterije 102 023 295,24 38338 723 2,144

gljive 5579 173,79 1423 257 7,826

virusi 3 756 286,14 1189 767 0,894

Protozoa 3663 205,18 1161617 2,662

alge 3839 218,62 1033512 2,855

arheje 458 299,32 130 638 0,283

Ista usporedba je zatim provedena uz koristenje algoritma LCA (engl. last common ancestor)

u sklopu programa DIAMOND. Algoritam za svaki ispitivani neprekinuti slijed odabire 10%

najboljih sravnjenja, za svako odreduje taksonomsku klasifikaciju organizama iz kojih

sekvence potjeCu, i trazi najblizeg zajednic¢kog pretka. Od 10 249 neprekinutih sljedova za

koje je bilo moguce odrediti najblizeg zajednickog pretka na razini koljena ili nize, izdvaja se

2 011 slijed za kojeg zajednicki predak pripada koljenu Porifera (od toga 1728 Amphimedon

queenslandica, 78 Ephydatia fluviatilis i 75 Lubomirskia baicalensis). Deset koljena s

najve¢im brojem neprekinutih sljedova za koje su odredena kao najblizi zajednicki predak

prikazana su u Tablici 13, uz podatak o prosje¢noj E-vrijednosti sravnjenja.

TABLICA 13. Podatci nakon usporedbe neprekinutih sljedova s proteinskom bazom podataka NCBI Protein i
odredivanja poslijednjeg zajednickog pretka po neprekinutom slijedu.

oljeno carstvo br-oj neprekinutih prosjééné E-vrijednost
sljedova sravnjenja (*10)

Porifera Metazoa 2011 0,575
Proteobacteria Bacteria 1616 2,462

Cnidaria Metazoa 426 11,658

Chordata Metazoa 321 12,944
Arthropoda Metazoa 307 13,924
Bacteroidetes Bacteria 272 3,993

Firmicutes Bacteria 156 2,655

Nematoda Metazoa 106 1,998
Echinodermata Metazoa 102 4,240

Mollusca Metazoa 86 11,548
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4.7.3. Usporedba sklopljenih sljedova s genomom vrste Amphimedon queenslandica

Svi sklopljeni sljedovi su usporedeni s genomom spuzve A. queenslandica pomoc¢u programa
BLAST. U Tablici 14 navedeni su broj ostvarenih sravnjenja, ukupna i prosje¢na duljina
sravnjenja, prosjecan broj pogresno uparenih baza (engl. mismatch) i prekida (engl. gaps) po

sravnjenom slijedu, te postotak pokrivenosti ispitivanih sljedova.
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TABLICA 14. Statisti¢ki podatci o sravnjenju sklopljenih sljedova s genomom A. queenslandica.

prosjecni broj

pokrivenost

neprekinuti broj prosjecna ukupna pogresno prosjecni broj |
) ) ONT knjiZnice o - - ) ] ispitivanih
sljedovi sravnjenja duljina (pb) duljina (pb) uparenih prekida )
sljedova (%)
baza
- 6787 46,74 317225 2,77 0,55 0,1394
ONT 1-4 (Nanocorr) 6241 41,35 258088 1,71 0,41 0,1836
ONT 1-4 (LoRDEC) 6214 41,48 257734 1,73 0,42 0,1831
MiSeq + HiSeq
ONT5 6195 42,72 264675 1,95 0,46 0,1491
ONT 1-4 (Nanocorr) + ONT 5 6274 42,54 266866 1,96 0,45 0,1510
ONT 1-4 (LoORDEC) + ONT 5 6214 42,72 265452 1,97 0,45 0,1503
- 23346 35,47 827982 0,98 0,30 0,2860
ONT 5 17193 34,77 597873 0,90 0,24 0,3137
Macrogen
ONT 1-4 (Nanocorr) + ONT 5 17005 34,82 592054 0,90 0,24 0,3111
ONT 1-4 (LoORDEC) + ONT 5 17216 34,72 597791 0,89 0,24 0,3154
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5. RASPRAVA

Izolacijom DNA dobivena je visokomolekularna genomska DNA s vrlo malo kratkih
fragmenata koja je bila prikladna za pripremu knjiznica za sekvenciranje. Umnazanjem
fragmenta jezgrinog ITS2 lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) s ciljem potvrde vrste
dobila sam ocekivani rezultat. Dobiveni fragment se nalazi na poziciji koja odgovara molekuli
DNA duljine izmedu 400 i 500 parova baza, $to je i oCekivana veli¢ina fragmenta umnozenog
koriStenim pocetnicama. Rezultat pretrage programom BLAST potvrduje da uzorak spuzve s
kojim sam radila zbilja potjece iz jedinke vrste Eunapius subterraneus.

Koncentracije u pripremljenim knjiznicama za sekvenciranje bile su pet do sedam puta manje
od preporucenih pa sam zato za jednu reakciju sekvenciranja objedinila dvije knjiznice i
nanijela ih zajedno na proto¢nu ¢eliju. Preniska koncentracija DNA u knjiznicama i mali broj
aktivnih pora na koriStenim proto¢nim c¢elijama su razlog zasto je ocitano malo uspjesSnih
sljedova. Ipak, dobiveno je vise jako dugackih sljedova koji su korisni u hibridnom sklapanju
genoma (Tablica 4).

Obradene knjiznice Illumina HiSeq 1 i 2 i1 Illumina Miseq 1 i 2 sadrze 71,9 % sljedova
prisutnih u neobradenim podatcima, a ukupna duljina smanjena je na 60,7 %. U slucaju
knjiznice Illumina Macrogen ti postotci iznose 63,24 % i 58,84 %. Neprekinuti sljedovi
dobiveni sklapanjem knjiznice Illumina Macrogen dosta su fragmentiraniji, §to se moze
i¢itati iz podataka u Tablici 8 i prikaza kumulativne duljine na Slici 11.

Ispravljanje programom Nanocorr znatno smanjuje ukupni broj i duljinu sljedova (Tablica 6 i
Slika 10), ali dodatno produljuje duze sljedove ($to je vidljivo iz prosje¢ne duljine i duljine
najduljeg slijeda). Program LoRDEC puno je brzi, jednostavniji za koristenje i ne dovodi do
gubitka sljedova. Usporedbom ispravljenih i neispravljenih sljedova ustanovila sam da
program Nanocorr uvodi puno vise promjena u sljedove koje ispravlja od programa LoRDEC
(Tablica 7). Usporedba sa zavrsenim genomom E. subterraneus bila bi idealna za procjenu
kvalitete programa za ispravljanje, ali poSto to nije moguce, provela sam usporedbu S
genomom srodne vrste. Neispravljeni ONT sljedovi starije generacije ocekivano ostvaruju
vrlo mali broj pogodaka po jedinici slijeda pri sravnjenju s genomom A. queenslandica, dok
neispravljeni sljedovi iz knjiznice ONT 5 ostvaruju najvise. Ipak, treba uzeti u obzir da je
knjiznica ONT 5 visestruko ve¢a od knjiznica ONT 1-4 §to samo po sebi uzrokuje veci broj
pogodaka. Sudec¢i po broju i duljini pogodaka, ispravljanje sljedova programom Nanocorr bilo

je uspjesnije od ispravljanja programom LoRDEC.
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Sklapanje ispravljenih sljedova iz knjiznica ONT 1-4 na neprekinute sljedove dobivene
sklapanjem knjiznica Illumina HiSeq 1 MiSeq smanjilo je fragmentiranost (Sto je vidljivo iz
broja neprekinutih sljedova 1 vrijednosti N50), ali nije proizvelo dulji slijed od onog ve¢
prisutnog (Tablica 10). Dulji sljedovi ispravljeni programom LoRDEC rezultirali su ve¢om
prosjenom duljinom neprekinutih sljedova i s najviSe pronadenih kompletnih visoko
oCuvanih gena unutar grupe (Tablica 11). Iz relativno male standardne devijacije udjela
ukupno pronadenih gena unutar grupe (0,78 %) mozZe se zakljuciti da knjiznice ONT 1-4 ne
pridonose znac¢ajno to¢nosti sklopljenih sljedova.

Sklapanja provedena na neprekinutim sljedovima dobivenim od knjiznica Illumina HiSeq i
MiSeq uz sljedove iz knjiznice ONT 5 dala su daleko najbolje rezultate Sto se ti¢e kvalitete
sklapanja i dovrsenosti genoma (Tablice 10 i 11). Velik broj sljedova sa smanjenim Sumom iz
knjiZznice ONT 5 uz kvalitetne neprekinute sljedove knjiznica Illumina HiSeq 1 MiSeq u ovom
su slucaju bili klju¢ za uspjesno sklapanje genoma. Zanimljivo je da je dodatak ispravljenih
sljedova iz knjiznica ONT 1-4 povecao statistiku N50, ali smanjio duljinu najduljeg
neprekinutog slijeda. U sklapanjima iz ove grupe pronaden je i najveci udio visoko o¢uvanih
gena.

Sklapanja s neprekinutim sljedovima dobivenim iz knjiznice Illumina Macrogen imaju
prihvatljive vrijednosti N50 i duljine najduljih sljedova, ali i iznimno velik ukupan broj
neprekinutih sljedova (Tablica 10). Drugim rije¢ima, stupanj fragmentiranosti sklopljenog
genoma ostao je visok 1 uz prisutnost brojnih dugackih sljedova iz knjiznice ONT 5. Usprkos
ve¢oj ukupnoj duljini, broj pronadenih visoko oc¢uvanih gena ne razlikuje se puno u odnosu na
broj pronaden u sklapanjima knjiznica Illumina HiSeq i MiSeq bez knjiznice ONT 5 (Tablica
11). Unutar ove grupe postoji primjetna razlika izmedu sklapanja u slucajevima kad je
koristena samo knjiznica Illumina Macrogen i kad su dodani sljedovi iz knjiznice ONT 5 (to
je uzrok vece standardne devijacije udjela pronadenih gena unutar grupe).

Sljedovi pronadeni usporedbom rezultata najboljeg sklapanja s bazom podataka NCBI Protein
ve¢inom su porijeklom iz Zivotinja (56,20% ukupne sravnjene duljine) i bakterija (38,81%
ukupne duljine). Brojnost bakterijskih sljedova moZe se objasniti kontaminacijom geneti¢kog
materijala spuzve pri sekvenciranju zbog prisutnosti simbiontskih i drugih bakterija. Bakterije
1 kraljes$njaci su skupine za koje je dostupno najviSe sekvenciranih genoma, Sto takoder utjece
na rezultate. Koljeno Proteobacteria izdvaja se s najboljim omjerom ukupne duljine i
prosje¢ne E-vrijednosti (Slika 12), ali vidljivo je da viSe koljena iz skupine Metazoa ostvaruje
dobar rezultat. Skupine Chordata, Cnidaria i Arthropoda zastupljenije su od koljena Porifera,

Sto nije iznenadujuce s obzirom na broj dostupnih sekvenci za pojedinu skupinu.
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Rezultati analize pomocu algoritma LCA sugeriraju da je barem dio dobivenih neprekinutih
sljedova porijeklom iz genetickog materijala spuzve i nekontaminiran sljedovima iz drugih
organizama. Neprekinuti sljedovi za koje nije bilo moguce odrediti najblizeg zajedniCkog
pretka predstavljaju ili hibridne sekvence ili (vjerojatnije) regije genoma koje ne kodiraju
proteine. Druga koljena osim Porifera prisutna u ve¢em broju u rezultatima u skladu su s onim
Sto se moze ocekivati kao kontaminacija u organizmu spuzve u vodenom okoliSu.

Sto se ti¢e sravnjenja s genomom A. queenslandica, u svim slu¢ajevima ostvareno je relativno
malo priliéno kratkih pogodaka (Tablica 14). Sklapanja provedena na neprekinutim
sljedovima knjiznice Illumina Macrogen imaju veci broj pogodaka, manje prekida i pogresno
uparenih baza od sklapanja provedenih na neprekinutim sljedovima dobivenim iz knjiZznica
[llumina HiSeq i MiSeq. Moguce je da su sljedovi knjiznice Illumina Macrogen to¢niji, ali
zbog visokog stupnja fragmentiranosti sklapanja provedena na njima nisu dala najbolje

rezultate.
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6. ZAKLJUCCI

e Sekvenciranje tehnologijom nanopora na uredaju ONT MinlON daje dugacke ocitane
sljedove Cak i u suboptimalnim uvjetima.

e Prednost programa za ispravljanje dugackih sljedova treCe generacije Nanocorr je
toCnost, a prednosti programa LoRDEC brzina, jednostavnost koriStenja i duljina
dobivenih sljedova.

e Velik broj ocitanih sljedova kod novije generacije sekvenciranja tehnologijom
nanopora ONT MinION koristan je kod sklapanja genoma, ali prisutnost ¢ak i manje
koli¢ine dugackih sljedova znacajno smanjuje fragmentiranost sklopljenog genoma.

e Program npScarf je brz i uspjeSan u hibridnom sklapanju neprekinutih sljedova.
Kvaliteta sklapanja ovisi o fragmentiranosti sloZenih sljedova na kojima se sklapanje
provodi, 1 koli¢ini dugackih sljedova tre¢e generacije.

e Sklopljeni neprekinuti sljedovi sadrze relativno dobar postotak visoko ofuvanih gena,
ali dijele dosta mali udio sekvence s genomom A. queenslandica. U sklopljenom
genomu prisutan je velik broj kontaminacija - sljedova porijeklom iz drugih
organizama, najvise bakterija.

e Bolje procis¢avanje spuzve prije sekvenciranja da se smanji kontaminacija i
dostupnost vise poznatih sljedova iz srodnih organizama pomoc¢i ¢e u dovrSetku

sklapanja genoma Eunapius subterraneus.
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KoriSteni programi

Albacore
BBTools
BLAST
BUSCO
BWA-MEM
ChromasPro2
DIAMOND
LoRDEC
Metrichor
Nanocorr
npScarf
poretools
QUAST

R

SPAdes

https://github.com/dvera/albacore
https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
https://busco.ezlab.org/
http://bio-bwa.sourceforge.net/
https://technelysium.com.au/wp/chromaspro/
https://github.com/bbuchfink/diamond
www.atgc-montpellier.fr/lordec/
https://metrichor.com/
https://github.com/jgurtowski/nanocorr
https://github.com/mdcao/npScarf
https://github.com/arg5x/poretools
http://quast.sourceforge.net/
https://www.r-project.org/
http://cab.spbu.ru/software/spades/
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8. PRILOZI
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PRILOG 1. Konsenzusni slijed nukleotida dobiven sekvenciranjem automatiziranom

Sangerovom metodom uz koristenje pocetnica ITS2F i ITS2R.

AGTGTGATTGCAGATTCCGTGATCTCGAGTCTTTGACGCAATTGCGCCCTCGGTTT
GACGCCGGGGGCCGTCTGTCTGAGCGTCCGTTTCGTTTGNGNCTCCCCGCGCGGG
CGANCGTTTNNTTTGNTTAACGTTCGNTTAACGCGGAGGNGCGNTGAGGCGTCGT
CCGGAAACGGGCGTCCCTTCAAGTGCGAANCGCTCCGGTTCGGAAGGNCTCGCTC
GCGGCTCGAGNGNCCCTCCTTTNCCACCTTGCGCGTCGGGAACTCGACGANGACA
AGGAGGGAGAGGAGGTTNACCTCGNTCGCGAGGGGNCCGTCGNTCCGAAGAACN
AANACAAGTCGGTTNAATACGCGAGGANCCNTTCTCCCCTTNAAAACGGNGNAA
GNTCTTNCATCCTGGNCCTCAGCTCAGGCGGNCTCCCNGCTANNTNAGATAGAAA
AAAAGAGGGTTTCCTTCCCGGGAAGG

PRILOG 2. Protokol za pripremu mjeSavine za sekvenciranje na uredaju ONT MinION za
verzije kemije MAP006 (R7) i NSKO007 (R9). Preuzeto sa sluzbene mrezne stranice
proizvodaca Oxford Nanopore Technologies

(https://community.nanoporetech.com/protocols/) u srpnju i rujnu 2016.

Cijepanje DNA na fragmente veli¢ine 8 kb: Otprilike 1- 1,5 pg izolirane DNA dopuniti s
NFW do ukupnog volumena 46 pL i njezno promijesati uvlacenjem u pipetu. Prebaciti u
tubicu za fragmentaciju g-TUBE proizvoda¢a Covaris. Centrifugirati 1 minutu na 6000
okretaja po minuti u stolnoj centrifugi Eppendorf 5424, potom okrenuti tubicu na drugu stranu
i ponoviti centrifugu.

FFPE popravak lomova: Fragmentiranoj DNA dodati NFW do ukupnog volumena 47 pL pa
promijesati inverzijom. Odvojiti 2 pL (alikvot 1). Na ostatak dodati 8,5 uL NFW, 6,5 uL
FFPE Repair pufera i 2 uL. FFPE Repair Enzyme Mixa, promijesati inverzijom, spustiti
teku¢inu i inkubirati 15 minuta na 20°C. Dodati 62 pL prethodno vorteksiranin AMPure XP
kuglica i njezno promijesati uvla¢enjem u pipetu. Inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi
pa peletirati kuglice na magnetskom nosacu. Od supernatanta odvojiti 10 pL (alikvot 2) pa
ostatak ukloniti. Na pelet njezno dodati 200 puLL 70 postotnog etanola pa ukloniti pipetom
nakon 30 sekundi. Ponoviti ispiranje etanolom na isti na¢in pa kratko pustiti da se osusi.
Njezno resuspendirati kuglice pipetom u 47 plL NFW. Inkubirati 2 minute na sobnoj
temperaturi pa peletirati kuglice na magnetskom nosacu. Prebaciti supernatant u LoBind

tubicu i odvojiti 2 pL (alikvot 3).




Popravak i pripremanje krajeva molekule: U supernatant iz prethodnog koraka dodati 7
uL End-prep pufera, 3 puL end-prep Enzyme Mixa 1 5 uL. NFW, promijeSati inverzijom pa
spustiti teku¢inu. Inkubirati 5 minuta pri 20°C i 5 minuta pri 65°C. Dodati 60 pL prethodno
vorteksiranin AMPure XP kuglica i njezno promijesati uvlacenjem u pipetu. Inkubirati 5
minuta na sobnoj temperaturi pa peletirati kuglice na magnetskom nosac¢u. Od supernatanta
odvojiti 10 uL (alikvot 4) a ostatak ukloniti. Dva puta isprati sa 200 puLL 70 postotnog etanola.
Spustiti tekucinu, peletirati kuglice na magnetskom nosacu i izvuci rezidualni etanol pipetom.
Kratko susiti pa njezno resuspendirati kuglice pipetom u 32 uLL NFW. Inkubirati 2 minute na
sobnoj temperaturi. Peletirati kuglice na magnetskom nosacu i prebaciti supernatant u LoBind
tubicu. Odvojiti 2 pL (alikvot 5).

Ligacija adaptera: U supernatant iz prethodnog koraka dodati redom reagense 8 uL NFW,
10 uL Adapter Mix, 2 uL. HPA, 50 pL Blunt/TA ligase MM pa njezno promijesati inverzijom.
Spustiti tekuc¢inu i inkubirati 10 minuta na sobnoj temperaturi. Dodati 1 pL sidra HPT,
promijesati inverzijom pa spustiti teku¢inu. Inkubirati 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Proc¢iséavanje: Odvojiti 50 uL u MyOne C1 kuglica u DNA LoBind tubicu, dva puta ih
isprati sa po 100 pL pufera BBB uz peletiranje na magnetskom nosa¢u i na kraju
resuspendirati u 100 uL BBB. Dodati kuglice u smjesu dobivenu na kraju ligacije adaptera i
njezno resuspendirati pipetom. Inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi pa peletirati kuglice
na magnetskom nosacu. Odvojiti 10 uL. supernatanta (alikvot 6) i ostatak ukloniti pipetom.
Kuglice resuspendirati pipetom u 150 ul. BBB, peletirati na magnetskom nosacu i ukloniti
supernatant. Ponoviti ispiranje s BBB na isti nacin. Spustiti teku¢inu, peletirati na
magnetskom nosacu i ukloniti rezidualni BBB.

Elucija: Pomocu pipete resuspendirati pelet kuglica iz prethodnog koraka u 26 uL pufera
ELB. Inkubirati 10 minuta pri 37°C pa peletirati na magnetskom nosacu. Supernatant je
pripremna mjesavina za sekvenciranje. Odvojiti 2 pL (alikvot 7), ostatak prebaciti u DNA
LoBind tubicu i odmah pohraniti na -80°C. Alikvote takoder pohraniti na -80°C.




PRILOG 3. Koncentracije DNA (u ng/uL) izmjerene u alikvotima odvojenim tijekom
pripreme knjiznica za sekvenciranje tehnologijom nanopora.
knjiZnica alikvot
1 2 3 4 5 6
R71 - - 20,2 - 14,0 -
R72 14,2 - 8,7 - 7,3 -
R9 67,2 1,83 13,9 prenisko za 151 1,35

detekciju
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