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1. Uvod

1.1. Chromozomy motylu

Motyli (fad Lepidoptera) maji holocentrické chromozomy s delokalizovanou
centromerickou aktivitou. Takové chromozomy na rozdil od monocentrickych chromozomu
mohou sndze podléhat prestavbam, aniz by doslo k problémim s rovnomérnou segregaci
chromozomi béhem bunécného déleni. Pti fizi holocentrickych chromozom totiz nevznikaji
dicentrické chromozomy, a naopak pfi fragmentaci se netvoii acentrické chromozomadlni
fragmenty, které by byly nasledné ztraceny (Murakami a Imai, 1974; Mola a Papeschi, 2006;
Bure§ a Zedek, 2014). 1 pfesto vSak u vétSiny motyli nalézime konzervovany pocet
chromozom blizky ancestrdlnimu poctu n = 31 (Ahola a kol., 2014). Zaroven ale mizeme
u motyli nalézt nejvétsi variabilitu v chromozomdélnich poctech v celé zivoCiSné fisi.
V haploidnim stavu se u motyli vyskytuje od n = 7 do n = 226 chromozomut (White, 1973;
Lukhtanov, 2015).

U motylt je obtizné identifikovat jednotlivé chromozomy kvuli jejich malé velikosti,
velkému poctu a znacné uniformité dané absenci centromery a jinych morfologickych struktur.
U motylich chromozomua nefunguji ani klasické prouzkovaci techniky, takze v karyotypu
motyli nelze identifikovat jednotlivé pary chromozomi klasickymi cytogenetickymi
metodami (Traut a kol., 2007). Dodnes byla karyotypovana jen mald ¢ast z dosud popsanych
druhtt motyli a jednotlivé chromozomy byly identifikovany jen u bource morusového
(Bombyx mori; Traut, 1976). Dnes vsak lze jednotlivé chromozomy motyli identifikovat diky
rozvoji molekularné-cytogenetickych metod pomoci fluorescencni in sifu hybridizace

a ruznych variant této metody (Goldsmith a Marec, 2010).

1.2. Genomova nestabilita modrasku (Lycaenidae)

Rad Lepidoptera zahrnuje asi 13 % popsanych druht organismd (Mora a kol., 2011;
Stork, 2018). Prestoze se jedna o rozmanitou skupinu, zachovala si konzervovanou
genomovou strukturu i mezi vzdalenymi taxony, pfiCemz vétSina zastupcu tohoto fadu ma
v haploidnim stavu n = 31 chromozomui (Robinson, 1971), coz je, jak uz bylo uvedeno vyse,
povazovano za ancestralni stav. Mezi zastupci fadu Lepidoptera neni konzervovany pouze
pocet chromozomi, ale také syntenie genti na jednotlivych chromozomech a jejich poradi

(Van’t Hof a kol., 2013; Ahola a kol., 2014).



U celedi modraskoviti (Lycaenidae) mizeme vSak pozorovat hned nékolik odli§nosti.
Vyznamnym rozdilem je, ze u modrasku je nejCastéjsi pocet chromozomi n = 23-24
(Robinson, 1971). Modrasci jsou zaroven skupinou, ve které nalezneme nejvétsi rozdily
v chromozomalnich poctech, které se pohybuji od n = 10 po n = 226. I blizce ptibuzné druhy
se tedy vyrazné li§i potem chromozomi, coz je zplsobeno riiznymi chromozomalnimi
prestavbami. VétSinu modraskd s vysokymi pocty chromozomu fadime do tii skupin tribu
Polyommatini, které diive pfedstavovaly tfi samostatné rody Agrodiaetus (n = 10-125),
Lysandra (n = 24-92) a Plebicula (n = 134-226; Kandul a kol., 2004; Lukhtanov, 2015). Dle
nejnovej§i taxonomické revize jsou rody Agrodiaetus a Plebicula tazeny do rodu
Polyommatus (Talavera a kol ., 2013). Vysoky pocet chromozomu nalezeny u nékterych druht
modraskd pravdépodobné neni zpusoben polyploidizaci, ale vznika diky opakovanym
fragmentacim chromozomu, protoze chromozomy jsou tim mens$i, ¢im vice jich dany druh ma
(Lorkovi¢, 1990 citovany v Kandul a kol., 2007) To bylo potvrzeno také mérenim velikosti
genomu prutokovou cytometrii (Kreklova, 2020).

Fragmentaci vSak ziejmé nepodléhaji vSechny chromozomy stejné, jelikoz Lukhtanov
a kol. (1997) nalezli u modraska Polyommatus (Agrodiaetus) damone damone, ktery ma
vysoky pocet chromozomu, dva chromozomy, které byly vyrazné vétsi nez ostatni. Tyto velké
chromozomy mohly byt vytvoreny fizi autozomi (Ennis, 1976). Podle alternativnich hypotéz
vsak velké chromozomy nalezené u modrask s fragmentovanym karyotypem piedstavuji
pohlavni chromozomy (Carabajal Paladino a kol., 2019).

U modréska Lysandra coridon byla dokonce nalezena vnitrodruhova variabilita v poctu
chromozomt, pfiCemz pocty chromozomii se liSily mezi jednotlivymi evropskymi
populacemi. U jedinc ze Spanélska a Francie bylo v haploidnim stavu nalezeno 87-88
chromozomu, kdezto u balkanské populace bylo chromozoma vice, n = 90-92 (Coutsis a kol.,

2001).

1.3. Pohlavni chromozomy motylu

Motyli (tad Lepidoptera) a také sesterska skupina chrostiki (Trichoptera) maji
chromozomadlni ur€eni pohlavi typu Abraxas s heterogametickymi samicemi, které maji
pohlavni chromozomy Z a W, nebo jen jeden chromozom Z. Naproti tomu samci maji dva
pohlavni chromozomy Z a jednd se tedy o homogametické pohlavi. Motyli a chrostici
predstavuji jediné dva fady hmyzu se striktné heterogametickymi samicemi (Traut a kol.,

2007). Tento systém determinace pohlavi se pravdépodobné vyvinul u spole¢ného predka



téchto dvou skupin pred vice nez 300 miliony let (Kawahara a kol., 2019). Za ancestrdlni stav
u motylu a chrostikt je povazovana konstituce pohlavnich chromozomi ZZ/Z0, kdezto systém
Z7/ZW je odvozeny a byl nalezen u vétSiny zastupct skupiny Ditrysia, do kterého fadime
99 % vsech druht fadu Lepidoptera (Traut a Marec, 1996, Kristensen a Skalski, 1999). Kromé
téchto zakladnich konstituci, jsou u motyli také Casté razné odvozené varianty, kdy jsou
pohlavni chromozomy zmnozeny, napiiklad ZZ/ZW\W2 a Z1Z217,7>/7:7>W, které jsou
vysledkem chromozomadlnich prestaveb. Muze dojit také ke ztrat€ pohlavniho chromozomu
W, ¢imZ muze druhotn€ vzniknout systém ZZ/Z0 (Traut a Marec, 1996). Pokud je chromozom
W ptitomen, pak je u vétSiny druha tvofen heterochromatinem. Dosud na ném bylo nalezeno
jen malo genu a z velké Casti je tvofen repeticemi. Naopak pohlavni chromozom Z je u vétSiny
druht tvofen euchromatinem a nachazi se na ném mnoho protein kédujicich gent. Sekvence
pohlavnich chromozomit W a Z se od sebe znacné 1isi a chromozomy se mohou lisit i velikosti

(Traut a kol., 2007).

1.4. Neo-pohlavni chromozomy

Béhem evoluce organismu dochazi k chromozomalnim prestavbam, kterym podléhaji
jak autozomy, tak pohlavni chromozomy. Fizi pohlavnich chromozoma s autozomy vznikaji
tzv. neo-pohlavni chromozomy. U obratlovct bylo zjisténo, ze k fizim mezi pohlavnimi
chromozomy a autozomy dochazi obecné Castéji u druhii s heterogametickymi samci
(XX/XY), nez u druht s heterogametickymi samicemi (ZZ/ZW; Pokorna a kol., 2014; Pennell
a kol., 2015). Nejpocetnéjsi skupinu obratlovct s heterogametickymi samicemi predstavuji
ptéci, avSak neo-pohlavni chromozomy se u nich nachdzeji sporadicky (Pennell a kol., 2015).
Zatim byly objeveny napiiklad v nadCeledi Sylvioidea (Pala a kol., 2012; Dierickx a kol.,
2020) a komparativni analyzou Celedi Alaudidae a Panuridae byl nalezen nejvétsi pohlavni
chromozom u ptdkd, ktery je tvofen ze Ctyf chromozomu kufete (jedna se o chromozomy Z,
3, 4A a 5; Sigeman a kol., 2019). Dalsi skupinou ptakti s neo-pohlavnimi chromozomy jsou
papousci, ktefi maji chromozomy neo-Z a neo-W, které vznikly fizi pohlavnich chromozomu
s autozomem 11 uZ u spolecného piedka papouskt. U papouska mnisiho pak byla nalezena
faze téchto neo-pohlavnich chromozomi s autozomem 25 (Huang a kol., 2022).

Neo-pohlavni chromozomy byly intenzivné studovdny napiiklad u octomilek
Drosophila pseudoobscura, Drosophila miranda a Drosophila albomicans, u kterych byly
popsany neo-pohlavni chromozomy razného stafi. Autozomy, které zftizovaly s pohlavnimi

chromozomy, prestaly diky chiasmatické mei6ze samcti rekombinovat a predstavuji tak riizna



stddia molekuldrni degradace pohlavnich chromozomi (Bachtrog, 2013). Neo-pohlavni
chromozomy jsou tedy vhodné ke studiu diferenciace pohlavnich chromozomu u taxont, které
maji pomerne staré chromozomadlni systémy urceni pohlavi a jejich pohlavni chromozomy
jsou tedy plné diferencované (Pennell a kol., 2015).

U motyla je vSak situace jina. U vSech zatim testovanych druhti Celedi Tortricidae byly
pozorovany dva velké elementy, které odpovidaji paru pohlavnich chromozoma (Sichova
a kol., 2013). U obalece jablecného Cydia pomonella odhalilo komparativni fyzické
mapovani, ze se jedna o neo-pohlavni chromozomy, které byly vytvoreny fuzi pohlavniho
chromozomu Z s autozomem odpovidajicim chromozomu 15 bource morusového, B. mori.
Neo-pohlavni chromozomy pravdépodobné vznikly uz u spolecného piedka podceledi
Tortricinae a Olethreutinae, jelikoz byla tato fuze detekovana také u dalSich zastupcu Celedi
Tortricidae (Nguyen a kol., 2013).

Také u Celedi Pyralidae, Oecophoridae a Gelechiidae byl nalezen velky chromozomalni
par (Ennis, 1976), ktery se pozdéji podafilo identifikovat jako par pohlavnich chromozomu
u makadlovky Tuta absoluta, coz je zastupce Celedi Gelechiidae. U zastupci nadceledi
Gelechioidea, do které spadaji zminé€né Celedi Oecophoridae a Gelechiidae, se podafilo
potvrdit fizi pohlavnich chromozoma a autozomii. Na neo-pohlavnich chromozomech
T. absoluta byly identifikovany dva puvodné autozomadlni syntenni bloky homeologni
k chromozomim 7 a 27 bource morusového. Pfi analyze zastupci zkoumanych skupin se
zjistilo, Ze uZ u spolecného predka nadceledi Gelechioidea doslo k fizi autozomu 7
s pohlavnim chromozomem Z. Touto fizi tedy vznikl neo-Z pohlavni chromozom, jeZ déle
u zastupcu tribu Gnoreschemini (podceled” Gelechiinae) prodélal fizi s autozomem 27
(Carabajal Paladino a kol., 2019).

Dalsim pfikladem mohou byt neo-pohlavni chromozomy neo-Z a neo-W objevené
u monarchy Danaus plexippus a také u dalSich druhti rodu Danaus pomoci komparativni
genomové a cytogenetické analyzy. Jelikoz jsou neo-pohlavni chromozomy spolecné celému
rodu Danaus, mizeme odhadovat, ze vznikly pted vice nez 5 miliony let. Neo-Z chromozom
vznikl fuzi ancestrdlntho pohlavniho chromozomu Z s autozomem, jez je homeologni
s chromozomem 16 B. mori. U neo-W chromozomu bylo pomoci cytogenetickych metod
zjisténo, ze dvé tretiny tohoto chromozomu jsou silné heterochromatizované, kdezto zbyla
tfetina je tvorena euchromatinovou oblasti. Toto zjiS§téni podporuje teorii o vzniku neo-
pohlavniho chromozomu fuzi ancestrdlntho pohlavniho chromozomu W s autozomem

(Mongue a kol., 2017).



Muzeme tedy vidét, ze k fuzim pohlavnich chromozomu s autozomy dochazi nejen
u obratlovcd, ale i u bezobratlych. Konkrétné u motyla jsou takové fize Casté a mize k nim
dochézet i opakovang. Casto dochdzi k fizi s autozomem jak u chromozomu W, tak
u chromozomu Z, a tudiz pak vznika velky par neo-pohlavnich chromozomu (Carabajal
Paladino a kol., 2019). Pfikladem motyla s neo-pohlavnimi chromozomy je i modrasek
Polyommatus icarus. Mezi samicemi tohoto druhu byly nalezeny rozdily ve stavbé pohlavniho
chromozomu W. Pii studiu genomu tohoto modraska pomoci genomové in situ hybridizace na
samicich pachytennich bivalentech u vétSiny samic samici celogenomova sonda hybridizovala
jen na intersticialni ¢ast chromozomu W. U jedné samice vSak pouzita sonda hybridizovala na
celou polovinu chromozomu W. Pomoci metody array CGH byly porovndvany genomové
sekvence modraska P. icarus a hnédaska kostkovaného (Melitaea cinxia), ktery byl zvolen
jako zastupce s ancestralnim genomem, jelikoz ma v haploidnim stavu 31 chromozomi (Ahola
a kol., 2014). Tato metoda vSak neidentifikovala zadny syntenni blok, jez by byl autozomalni
v ancestralnim karyotypu a Z-vazany u P. icarus, coz naznacuje, ze pokud jsou u P. icarus
skutecné pfitomny neo-pohlavni chromozomy, tak jsou velmi mladé a dosud nediferencované.
U P. icarus byla také provedena fluorescencni in situ hybridizace s telomerickou sondou, ktera
hybridizovala na konce vSech chromozomtu a také do jedné oblasti na rozhrani
heterochromatinové a euchromatinové ¢asti u bivalentu tvofeného chromozomem Z a neo-W,
ktery obsahoval dvé euchromatinové oblasti. Je tedy pravdépodobné, ze u tohoto modréska
nejprve doslo k fazi pohlavnich chromozomil Z a W s autozomem za vzniku neo-Z a neo-W
a nasledné¢ neo-W chromozom zfizoval s dal§im autozomem a jeho homolog se stal Z»
chromozomem (Kreklova, 2020).

Fixace neo-pohlavnich chromozomti u motyld muze byt usnadnéna pohlavné
antagonistickou selekci, tj. selekci alel prospéSnych pouze pro jedno pohlavi a potencialné
Skodlivych pro druhé, pro které je vazba na pohlavni chromozom prospésna (Charlesworth
a Charlesworth, 1980). U B. mori byly nalezeny klastry gent na autozomech 2, 10, 15 a 16,
které obsahuji 75 % genu s expresi specifickou pro vajecniky (Suetsugu a kol., 2013). Ftze
chromozomu Z s autozomem odpovidajicim chromozomu 15 u B. mori byla nalezena
u obalece Cydia pomonella (Nguyen a kol., 2013). U bélaska Pieris napi byla nalezena fize
chromozomu Z s autozomem odpovidajicim chromozomu 2 u B. mori (Hill a kol., 2019)
a stejnd fuze byla nalezena také u predivky Yponomeuta evonymella (Provaznikova a Nguyen,
nepublikované vysledky). U monarchy Danaus plexippus byla nalezena fiize chromozomu
Z s autozomem odpovidajicim chromozomu 16 u B. mori (Mongue a kol., 2017). Z téchto

vysledkd 1ze usuzovat, ze pohlavné antagonisticka selekce, ktera zvyhodiiuje vazbu gent
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dilezitych pro reprodukéni uspéSnost samic na pohlavni chromozomy, muze byt
mechanismem podporujicim fixaci fizi autozomu s pohlavnimi chromozomy.

Modrasek P. icarus by mohl byt dobrym druhem pro testovani hypotézy o roli pohlavné
antagonistické selekce ve fixaci neo-pohlavnich chromozomu. Jelikoz u tohoto druhu byla
nalezena vnitrodruhova variabilita v konstituci pohlavnich chromozomt (Kreklova, 2020),
bylo by zajimavé zjistit, zda autozomy, které fizovaly s pohlavnimi chromozomy, obsahuji
geny vyhodné pro jedno pohlavi, jako jsou naptiklad geny pro fertilitu, které se exprimuji
v gonadach. Pro testovani téchto hypotéz by bylo vhodné mit u P. icarus dostupné markery

pro jednoduché urceni pohlavi a idealné také markery pro rychlé odliSeni karyotypovych ras.

1.5. Urceni pohlavi u ranych vyvojovych stadii hmyzu

Jak bylo zminéno vySe, pro testovani pohlavné antagonistické selekce u P. icarus by
bylo vhodné mit k dispozici markery pro jednoduché urceni pohlavi. I v jinych pfipadech je
pro praci s hmyzem ¢asto nutné znat pohlavi daného jedince. Moznost urcit pohlavi jedinct
by bylo mozné vyuzit také pfi ochrané proti Skiidcim. Kromé jinych metod ochrany proti
Skiidcim se stale Castéji pouziva technika sterilniho hmyzu pro potlac¢eni Skudct z fadu
Lepidoptera (Bloem a Bloem, 2000). Moznost vyuzit markery pro identifikaci pohlavi by
jednoznacné usnadnila pfipravu sterilnich samcu vyuzivanych pfi technice sterilniho hmyzu
(Marec a kol., 2005; 2007). U nékterych organismu, se vyskytuje heterochromatinové télisko,
které 1ze pozorovat v interfaznich burikach jednoho pohlavi. Takovym piikladem muze byt
Baarovo télisko u zen, tvorené inaktivovanym pohlavnim chromozomem X, které lze
pozorovat napiiklad v buiikach odebranych bukéalnim stérem (Miller, 2006). Také u tadu
Lepidoptera lze u vétSiny druhi nalézt v interfaznich jadrech samic heterochromatinové
télisko, které je tvoreno pohlavnim chromozomem W. Toto télisko je tedy dobrym znakem
pro urceni pohlavi. U druhti se systémem pohlavnich chromozomt ZZ/Z0 vsak toto télisko
chybi (Traut a Marec, 1996). A také u druht, kde se vytvofil neo-W chromozom muze
heterochromatinové télisko chybét (Vlasdnek a kol., 2017). Kromé vySe zminénych
komplikaci je navic tato metoda velmi pracnd a Casove narocna.

Dalsi moznosti, jak urcit pohlavi, je pritokova cytometrie, zalozena na odliSném obsahu
DNA v burikach riiznych pohlavi, tedy na odlisné velikosti pohlavnich chromozomi Z a W
(nebo X a Y), ptfipadné na absenci chromozomu W (Nakamura a kol., 1990; Dolezel a Gohde,

1995). Tato metoda byla Gispésné pouzita u tfech zastupct Celedi vakonoSoviti, u kterych chybi



pohlavni chromozom W. U vsech testovanych druht bylo pratokovou cytometrii zjisténo, ze
genom samic je prukazné mensi nez genom samcu (Hejnickova a kol., 2019).

U zastupcu tfadu Lepidoptera byla navrzena také molekularni metoda pro identifikaci
pohlavi pomoci kvantitativni PCR, pii které se amplifikuje Cast genu kertin leziciho na
chromozomu Z a sleduji se rozdily v poctu kopii mezi jedinci. Metoda je tedy zalozena na
faktu, Ze u samct jsou pfitomné dva chromozomy Z, zatimco u samic se nachdzi pouze jeden
chromozom Z. Tato metoda umoznila spravné urcit pohlavi u zastupct fadu Lepidoptera
pochaézejicich z riznych skupin, a to v jakémkoli vyvojovém stadiu (Belousova a kol., 2019).
Vétsina jinych testd pro uréeni pohlavi vyuziva amplifikaci pohlavné vazanych useki DNA
pomoci PCR, jelikoz tato metoda je rychla a jednoducha.

U vSech ptaka s vyjimkou b&zcl je pouzivan univerzalni test identifikace pohlavi, ktery
vyuziva amplifikaci dvou rizné velkych konzervovanych alel genu CHD. Jedna z nich se
nachdzi na pohlavnim chromozomu W a je tedy specifickd pro samice, zatimco druhou, lezici
na chromozomu Z, je mozné detekovat u obou pohlavi (Griffiths a kol., 1998). Na stejném
principu je zalozena také metoda umoziujici ureni pohlavi u vrtule velkohlavé (Ceratitis
capitata), kde se vyuziva amplifikace sekvenci lezicich na pohlavnich chromozomech X a Y
(Douglas a kol., 2004).

Pouze u nékolika druht fadu Lepidoptera existuji molekularni markety specifické pro
jednotliva pohlavi. Mezi takové druhy patfi naptiklad bourec morusovy (B. mori), u kterého
jsou k dispozici markery specifické pouze pro samice (Abe a kol., 1998). Nicméng¢, tyto
markery se nepouzivaji, protoze u bource je mozné pohlavi odlisit na zaklade fenotypu daného
jedince, a to béhem embryonalniho 1 larvalniho stadia a také ve stadiu kukly (Nagaraju, 1996).
Dal§im druhem, u kterého byly nalezeny molekularni markery pro urceni pohlavi, je zavije¢
kukufi¢ny (Ostrinia nubilalis), u kterého byly nalezeny mikrosatelity vizané na chromozomy
W a Z, které byly pouzity pro populacni genetickou analyzu (Coates a Hellmich, 2003).

Podle dosud ziskanych dat je pohlavni chromozom W u zastupct fadu Lepidoptera
tvofen prevazné repetitivnimi sekvencemi a transpozony (Sahara a kol., 2003; Abe a kol.,
2005; Vitkova a kol., 2007; Yoshido a kol., 2007). Z tohoto divodu nelze pouzit standartni
molekularni analyzu pro jeho identifikaci. U obalece jable¢ného (C. pomonella) se podatilo
osekvenovat fragmenty chromozomu W ziskané laserovou mikrodisekci télisek sex-
chromatinu z polyploidnich bun€k samic. S pouzitim ziskanych sekvenci byly nalezeny dvé
sekvence, CpW2 a CpW5, vdazané na chromozom W. Nicméné samy o sob¢€ nebyly dostatecné
dlouhé, aby je bylo mozné vyuzit pro spolehlivou metodu urceni pohlavi, kterd by byla

dostate¢né robustni a reprodukovatelna (Fukova a kol., 2007). AvSak sousedni oblast jedné
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z nich byla vyuzita jako molekularni marker pro ur€eni samiciho pohlavi. Tento marker
(CpW2-EcoRI) byl nasledné pouzit v multiplex PCR v kombinaci s primery pro gen Cpper
(gen orthologni ke genu period), ktery slouzil jako pozitivni kontrola v PCR. Takto bylo
mozno urcit pohlavi i u vajicek a Cerstvé vylihlych housenek obalece jable¢ného z raznych
zemi Evropy a Severni Ameriky (Fukova a kol., 2009). Laserova mikrodisekce byla pouzita
také pii sekvenaci chromozomu W u Ephestia kuehniella, ktera objevila fadu rodin mobilnich
elementd, mikrosatelity a mista nedavné inserce mitochondrialni DNA. I pfesto, ze nebyly
nalezeny zadné protein-kodujici geny, mohly by byt ziskané sekvence pouzity pro navrzeni
PCR markert pro urceni pohlavi u tohoto druhu (Traut a kol., 2013).

Specifické primery pro urCeni pohlavi v jakémkoli zivotnim stadiu byly ziskany také
u obale¢e mramorovaného (Lobesia botrana; Aguirre a kol., 2020). Pro jejich navrzeni byly
pouzity sekvence homologni k sekvencim CpW2 a CpWS5, které byly popsané u obalece
jablecného (Fukova a kol., 2009). Pro spolehlivé urceni pohlavi u obaleCe mramorovaného
a vyloucCeni falesné negativnich vysledkl byla navrzena metoda duplexni PCR, ve které
dochazi k amplifikaci sekvence dlouhé 453 part bazi (bp) specifické pro chromozom W
a zaroveti k amplifikaci 151 bp dlouhého useku genu pro elongaéni faktor 1 alfa (EF-/a), ktery
funguje jako pozitivni kontrola (Aguirre a kol., 2020).

Dal§im zastupcem fadu Lepidoptera, u kterého byl nalezen marker specificky pro
chromozom W umoziyjici urCeni pohlavi u rannych vyvojovych stadii, je Cernopaska
bavinikova (Helicoverpa armigera). U tohoto vyznamného skidce nelze rozpoznat pohlavi
jedince ve stadiu vajicka ani larvy, a proto bylo potieba vytvorit molekularni marker k urceni
pohlavi u téchto rannych stadii. K tomu byl pouzit PCR screening 17 transkriptd
neobsahujicich transpozony. Tyto transkripty byly vybrany z celkem 4855 sekvenacnich Cteni
vazanych na chromozom W, jez byly identifikovany mapovanim vetejné dostupného
transkriptomu z vaji¢ek obou pohlavi na sam¢i genom. Timto postupem byla nalezena
sekvence, ktera se u samce vilbec nenachazela a je tedy specifickd pro samice. V této sekvenci
byl odhalen marker GUW 1, ktery umoziuje spolehlivé detekovat jedince samiciho pohlavi

(Deng a kol., 2020).



2. Cile prace

U modraska Polyommatus icarus bylo dosud mozné zjistit pohlavi jedince pouze
u dospélct, diky pohlavnimu dimorfismu. Dal§i moznosti ureni pohlavi je pitva larev. Tato
metoda je vSak zdlouhava a naro¢na a lze ji pouzit pouze pro vétsi larvy 3.-5. instaru. Proto
by praci s modraskem P. icarus vyrazné€ zjednodusila dostupnost PCR markert, které by
umoznily rychlou a jednoduchou identifikaci pohlavi v jakémkoli vyvojovém stadiu jedince,
a to za pouziti malého mnozstvi tkan€. Dostupnost takového markeru by umoznila naptiklad
studovat roli pohlavné antagonistické selekce ve fixaci neo-pohlavnich chromozoma.

Cilem této diplomové prace je u modraska P. icarus identifikovat sekvence pochdzejici
z pohlavniho chromozomu W pomoci srovnavaci analyzy resekvenacnich genomovych dat
samcu a samic tohoto druhu. Dalsim cilem je navrhnou a otestovat markery pro urceni pohlavi

tohoto modraska a funk&ni markery pouzit pro genotypovani Cerstve vylihlych housenek.



3. Material a metody

3.1. Izolace vysokomolekularni genomové DNA a vybér dlouhych fragmentu

Genomova DNA byla izolovana ze samice housenky modrdska Polyommatus icarus
sebrané ve FrantiSkové v zati roku 2020, ktera byla nasledné uchovavana v -80 °C. Pro izolaci
byl pouzit kit Nanobind Tissue Big DNA Kit (Pacific Biosciences, USA) s vyrobcem
dodanymi pufry pro extrakci z hmyzich tkdni. Pfi izolaci bylo postupovano podle protokolu
High Molecular Weight Insect DNA Extraction Protocol s t€émito odchylkami: ve 2. kroku
bylo pouzito 400 ul pufru CT, v 8. kroku bylo pouzito 300 ul pufru PL1, v 16. kroku bylo
ptidano 60 ul pufru BL3 a v nasledujicim kroku bylo pouzito 500 pl isoporpanolu, v kroku
¢islo 29 bylo pfidano 100 pl pufru EB a v kroku 33 byl vzorek ponechan ptes noc v lednici.
Koncentrace DNA byla zmeéfena pomoci pristroje Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher
Scientific, USA) pomoci kitu Qubit dsDNA BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA).
Kvalita ziskané DNA byla ovéfena také pristrojem NanoDrop One (ThermoFisher Scientific,
USA).

Ze ziskané DNA byly vybrany pouze dlouhé fragmenty pomoci kitu Short Read
Eliminator Kit XS (Pacific Biosciences, USA) podle protokolu vyrobce. Ziskani DNA
oCisténa od kratkych fragmentd byla inkubovana 20 minut pfi pokojové teploté, ponechana
ptes noc v lednici a po rozpusténi byla zméfena jeji koncentrace pomoci kitu Qubit 1x dsDNA

HS Assay Kit na zafizeni Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific, USA).

3.2. Sekvenace DNA technologii Oxford Nanopore

Pred samotnou sekvenaci byla genomova DNA opravena pomoci kitu NEBNext
Companion Module for Oxford Nanopore Technologies Ligation Sequencing (New England
BioLabs, USA), na konce molekul byly navdzany adaptory a smes byla precisténa. Vse bylo
provedeno podle protokolu Genomic DNA by Ligation (SQK-LSK110) za pouziti chemikalii
uvedenych v tomto protokolu (New England BioLabs, USA; Oxford Nanopore Technologies,
Velka Britdnie). Podle stejného protokolu byla také provedena samotnd sekvenace DNA na
FlowCell R10 pftistrojem MinION Mk1B (Oxford Nanopore Technologies, Velka Britanie).
Sekvenace probihala pii - 180 mV po dobu 72 hodin bez automatického basecallingu a pfistroj
byl ovladan pomoci aplikace MinKNOW (Ip a kol., 2015). Pro ziskani vét§iho mnozstvi dat
byl zbytek vyizolované DNA, ktery nebyl dosud pouzit, pfipraven stejnym zptsobem, jak bylo
zminéno vyse, a nova knihovna byla sekvenovana na stejné flow cell po jejim promyti pomoci
Flow Cell Wash Kit (EXP-WSH004; Oxford Nanopore Technologies, Velk4d Britdnie).
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Tentokrat bylo nastaveno -240 mV a po necelych 24 hodinach byla sekvenacni reakce

zastavena.

3.3. Bioinformaticka analyza
Sekvenacni data byla zpracovana v opera¢nim systému Linux v prostfedi Ceské Narodni

Gridové Infrastruktury Metacentrum (https://www.metacentrum.cz/cs/), které umoziuje

pracovat i s daty o velkém objemu. Pro posledni Cast bioinformatické analyzy bylo pouzito
prosttedi  RStudio  (Boston, USA). Pouzité  skripty jsou dostupné na:

https://github.com/hrubam/w-markers-polyommatus-icarus.

3.3.1.Bioinformaticka analyza dat ziskanych sekvenaci na platformé Oxford Nanopore
Dva datasety ziskané béhem dvou sekvenaci byly nejprve slouceny a nasledné

zpracovavany dohromady.

3.3.1.1. Basecalling

Pro basecalling byl pouzit program Guppy verze 4.4.1, ktery prevadi format FASTS
ziskany sekvenaci na format FASTQ. Format FASTS obsahuje informace o zménach
elektrického proudu pfi prichodu jednotlivych molekul skrz proteinovy pér. B€hem procesu
basecallingu se tato data prevadi na sekvenci jednotlivych bazi a kazdé bazi je prifazeno skore
kvality. Vystupem je pak format FASTQ. Béhem basecallingu bylo také provedeno filtrovani
na kvalitu a sekvence se skorem kvality men§im nez 7, tedy sekvence, u nichz byla

pravdépodobnost spravného precteni mensi nez pfiblizné 80 %, byly odstranény.

3.3.1.2. Kontrola kvality a priprava dat

U ziskanych dat ve formiatu FASTQ byly vyhodnoceny zdkladni statistiky pomoci
softwarového nastroje NanoPlot, ktery umoziuje ziskat napiiklad hodnotu N50, primérnou
délku a kvalitu sekvenacnich Cteni, pocet ziskanych sekvenacnich ¢teni a celkovy pocet
osekvenovanych bazi (De Coster a kol., 2018).

Na zakladé vysledk ziskanych nastrojem NanoPlot byly ziskané sekvence filtrovany na
délku pomoci nastroje NanoFilt (De Coster a kol., 2018). Byla pouzita dvé rizna nastaveni:

pro odstranéni sekvenacnich Cteni kratSich nez 5000 bp a kratsich nez 10000 bp. Byly tedy
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ziskany dva datasety, pro které byly opét vyhodnoceny zakladni statistiky pomoci nastroje
NanoPlot.
Dale byl pro zlepSeni kvality sekvenci pouzit program Canu verze 2.1.1 (Koren a kol.,

2017), ktery umoziiuje opravit sekvence na zakladné prekryvii mezi nimi.

3.3.1.3. Sestaveni genomu

Pro sestaveni genomu byl pouzit ndstroj Flye verze 2.8 (Kolmogorov a kol., 2020), ktery
umoziuje de novo slozeni genomu z dlouhych sekvenacnich Cteni s vysokou chybovosti.
Jelikoz byly pouzity dva rizné vstupni datasety (sekvenacni ¢teni s minimalni délkou 5000 bp
a 10000 bp), byly ziskany dva slozené genomy o rtizné kvalité. Nastroj Flye zarover proved]
1 kolo tzv. ,,polishingu®, tedy opravy sekvenci sami sebou.

Pro vyhodnoceni kvality ziskanych genomu byly pouzity nastroje BUSCO (Seppey
a kol., 2019; Simio a kol., 2015) a Quast (Gurevich a kol., 2013).

3.3.1.4. Odstranéni duplikaci

Pomoci programu BUSCO bylo zjisténo, ze oba slozené genomy obsahuji velké
mnozstvi duplikovanych gend. Proto byl pouzit nastroj PurgeDups verze 1.0.1 (Guan a kol.,
2020) pro odstranéni duplikaci a vytvofeni nového slozeného genomu. Kvalita ziskanych
genomu byla opét ovéifena pomoci programi BUSCO a Quast. Jako nejlepsi slozeny genom
byl vybran ten, ktery byl vytvofen ze sekvenci o minimalni délce 5000 bp a byl upraven
pomoci programu PurgeDups. Tento slozeny genom byl pouzit pro dal$i kroky této diplomové

préce.

3.3.2.Zpracovani sekvenci ziskanych technologii Illumina

V této praci byly pouzity také sekvence ziskané technologii Illumina, které mi poskytl
muj skolitel Petr Nguyen. Jednalo se o genomy Sesti samct a Ctyf samic modraska P. icarus,
které byly sekvenovany technologii Illumina pfi hloubce ¢teni 20x (Illumina, USA). Byla
pouzita metoda parovych cteni (,,paired end*) a délka jednotlivych sekvenacnich ¢teni byla
150 nukleotidi. U téchto sekvenci byla nejprve ovéfena jejich kvalita pomoci nastroje
FastQC verze 0.11.5 (Babraham Bioinformatics, Babraham Institute, Velkd Britanie, dostupny

z: http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Na zakladé ziskanych

vysledkt bylo odstranéno 5 bazi na zacatku a na konci kazdé sekvence pomoci nastroje
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Trimmomatic verze 0.36 (Bolger a kol., 2014), ktery byl také pouzit k odstranéni adaptora,
tedy technickych sekvenci. Zarovenl byla pomoci tohoto programu provedena filtrace na
minimdlni délku sekvenci 50 bp. Dale byly odstranény poly-G kontaminace pomoci ndstroje
Trim Galore verze 0.6.2 (Babraham Bioinformatics, Babraham Institute, Velka Britanie,

dostupny z: https://www.bioinformatics.babra-ham.ac.uk/projects/trim_galore/). Po téchto

upravach byly vSechny soubory nélezici k jednomu jedinci konkatenovany do jednoho pomoci

Linuxového ptikazu cat.

3.3.3.K-merova analyza

Takto pripravené sekvence byly nasledné rozdéleny na k-mery pomoci ndstroje
KmerGO (Wang a kol ., 2020). Tento program byl pouzit se dvéma riznymi nastavenimi — pro
vytvoreni k-mert dlouhych 21 a 55 bp. Oba vystupy se sklddaly z né€kolika soubort a dile
bylo pracovano s obéma datasety samostatné. Z kazdé z vyslednych tabulek se ziskanymi
k-mery a jejich frekvencemi u jednotlivych jedinct byl proveden nahodny vybér 20000 tadku,
které byly nasledné slouceny do jednoho souboru. Tento soubor byl nasledné pouzit pro
vytvoreni k-merového spektra v prostiedi RStudio (Boston, USA). K-merové spektrum je graf
znazornujici pocet riznych k-merti o konkrétni frekvenci ve vzorku. Z tohoto grafu je mozné
odhalit k-mery obsahujici sekvenacni chyby, jelikoz takové k-mery vznikaji néhodné,
sekvencné se lisi a maji nizkou frekvenci. Proto v grafu tvoii jeden vrchol oddéleny od
ostatnich k-mert, u kterych jejich frekvence ve vzorku odpovida poCtu procteni
sekvenovaného genomu. Na zakladé k-merovych spekter vytvotenych pro jednotlivé jedince
byla stanovena hranice oddé€lujici chybové k-mery (viz Obrdzek 1). Jako hrani¢ni byla
stanovena frekvence 0,0001 a vSechny k-mery s niz$i frekvenci byly z dalsi analyzy

odstranény. Tato hranice byla stejna pro spektra vytvorena z 21-merti i 55-merd.
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Obrazek 1: Stanoveni hranice pro odstranéni chybovych k-meru. Na obrazku je ukazano
k-merové spektrum vytvofené z 55-mer u jednoho samce. Cervena svisla linka oznaduje
hranici pro odstranéni chybovych k-mert, ktera byla stanovena na frekvenci 0,0001 a byla

zvolena tak, aby byla stejna u vSech jedincu.

Dalsim krokem byl vybér pohlavné specifickych k-meri. Z tabulek vytvofenych
programem KmerGO, které obsahuji pro kazdy k-mer frekvenci u jednotlivych jedinct, byly
vybrany k-mery specifické pro samice. Tedy ty k-mery, které méely u vSech samic frekvenci
vetsi nez 0,0001 (hranice oddélujici k-mery obsahujici sekvenacni chyby a informativni
k-mery) a zarover byla jejich frekvence u vSech samct rovna nule. Stejnym zptsobem byly
vybrany k-mery specifické pro samce, tedy k-mery s frekvenci u vSech samct vétsi nez 0,0001
a zaroven u vSech samic rovnou nule. Takto vybrané k-mery specifické pro jednotliva pohlavi
byly mapovany na referencni genom, tedy na slozeny genom vytvoreny ze sekvenci ziskanych
technologii Oxford Nanopore (viz kapitoly 3.2. a 3.3.1.). K tomuto mapovani byl pouzit
nastroj Bowtie2 verze 2.3.5.1 (Langmead a Salzberg, 2012) s nastavenim, Ze pro namapovani
k-meru na genom je nutnd 100% shoda sekvenci (--score-min 'L,0,0"). Dale byl pouzit
parametr ,-a“ umoziujici namapovat jeden k-mer na vice mist v referencnim genomu.
Vysledkem byly ctyfi soubory ve formatu SAM: kontigy s namapovanymi 21-mery
specifickymi pro samice, kontigy s namapovanymi 21-mery specifickymi pro samce
a podobné dva soubory pro 55-mery. Tyto soubory byly za pouziti softwaru Samtools verze
1.11-intel-19.0.4-wzth4e4 zkomprimovany do formatu BAM (Li a kol., 2009). Dale byl vyuzit
software Bedtools verze 2.26.0 (Quinlan a Hall, 2010), ktery umoziuje projit jednotlivé

kontigy po Castech a urcit, kolik k-mertd mapuje do jednotlivych oblasti. Nejprve bylo nutné
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vytvorit soubor, kde byl slozeny genom rozdélen do “oken” o velikosti 2000 bp. K tomu byl
vyuzit nastroj Bedtools makewindows a prvni dva sloupecky indexovaného souboru
vytvofeného nastrojem Samtools faidx, které obsahuji informace o jménech a velikostech
jednotlivych soubord. Dalsi pouzity nastroj z balicku Bedtools byl Bedtools coverage, ktery
vyuzil vystup z predchoziho kroku a postupné na né€j namapoval kazdy ze 4 BAM soubort
vytvorenych diive. Vysledkem tedy byly 4 tabulky ve formatu BED: 21-mery specifické pro
samice namapované na kontigy rozdélené do useka dlouhych 2000 bp, podobné namapované
21-mery specifické pro samce a odpovidajici dva soubory pro 55-mery.

Tabulky v BED formatu pro obé pohlavi a stejnou délku k-mert byly slou¢eny do jedné
tabulky ve formatu TSV, tak aby v jednom fadku byl nazev kontigu, pocatek a konec daného
,,okna“ a pocet k-mert specifickych pro jednotliva pohlavi, ktery se na dany tasek kontigu
podarilo namapovat.

Takto vytvorené soubory byly dale zpracovany v prostfedi RStudio (Boston, USA), kde
byly nejprve slouceny tabulky pro 21-mery a 55-mery. Poté byl z po¢tu namapovanych k-mera
v jednotlivych , oknech™ vypocitan pramér pro dany kontig. K tomuto souboru byly nasledné
pfidany dva sloupce, jeden pro 21-mery a druhy pro 55-mery, s hodnotami logaritmu o zakladu
2 z poméru mezi poftem namapovanych k-mert specifickych pro samice a poctem
namapovanych k-merd specifickych pro samce v daném kontigu. Pomoci piikazu
,pivot longer* byla tabulka prevedena na dlouhy forméat. Nasledné byly vybrany kontigy, kde
byl primémy pocet namapovanych 21-merti i 55-mert specifickych pro samice vétsi nez 0
a zarovern pocet namapovanych 21-merti i 55-mera specifickych pro samce byl roven 0.

Pro vybér kontigi specifickych pro samice byl pouzit jesté jeden postup. Pii ném nebyl
pocitan pramérny pocet k-mert specifickych pro jednotliva pohlavi namapovanych na dany
kontig, ale poCty k-mert v jednotlivych oknech daného kontigu byly secteny. Dalsi postup byl
stejny jako pfi predchozi analyze. Vyhoda metody vyuzivajici soucet spoc¢iva v tom, ze odhali
i kontigy, kde jsou namapované k-mery specifické pro samice pouze v urcité malé oblasti.
Pti pouziti metody vyuzivajici primérné poCty k-mert by se takovy kontig jevil jako nevhodny
pro dalsi pouziti.

Z vybranych kontigh specifickych pro samice (viz Tabulku V) byly vybrany ty, které
obsahovaly nejvice namapovanych k-merd. Tyto zvolené kontigy byly zkontrolovany pomoci

programu Geneious Prime 2022.0.2 (Biomatters, Novy Zéland).
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3.4. Navrzeni primeru

Pro navrzeni primera byly vybrany pouze kontigy, na které mapovaly 21-mery i 55-mery
do podobnych oblasti a kde bylo takovych oblasti nejvice. Po zobrazeni k-mera specifickych
pro samice namapovanych na dany kontig pomoci programu Geneious Prime 2022.0.2
(Biomatters, Novy Zéland) bylo vizualn€ patrné, ze vSechny k-mery v dané oblasti genomu
maji spoleCnou pouze malou oblast nékolika malo bazi, pfipadné jen jednu bazi, ve které se
dana sekvence lisi od sekvenci vyskytujicich se u obou pohlavi. Pfi zobrazeni pokryti kontigu
k-mery vzniky ostré piky. Do oblasti téchto pikt byly navrhovany primery tak, aby se 3" konce
primert, pokud mozno, piekryvaly s piky, tj. misty specifickymi pro samice.

Navrhované primery byly ur€eny pro pouziti v metode duplexni PCR, kdy kazda reakcni
smes obsahuje zaroven primery pro amplifikaci konzervované sekvence piitomné u obou
pohlavi a tento produkt bude slouzit jako pozitivni kontrola dokladajici spravny prabéh reakce.
Pro amplifikaci jako pozitivni kontrola byla zvolena ¢ast genu pro 18S rRNA a pouzity byly
primery, které jiz byly u druhu P. icarus otestovany (Hrubd, 2020). S ohledem na tyto primery,
u nichz byla optimalni teplota nasedani na cilovou sekvenci 62 °C, byly i nové primery
navrhované na podobnou teplotu. VSechny navrzené pary primerd byly také otestovany
v kombinaci s primery pro pozitivni kontrolu, zda spole¢né nevytvareji sekundarni struktury,
pomoci nastroje Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher Scientific, USA, dostupné z:

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html).VSechny navrzené primery byly také

zpétn€ namapovany na slozené genomové sekvence samice. Primery, které mapovaly na vice
nez jedno misto byly z dal$iho postupu vyfazeny. Z navrzenych primert (viz Tabulku I) bylo
vybrano 10 part (viz Tabulku VI), které byly pofizeny od firmy Generi Biotech s.r.o. (Hradec
Kralové, Ceska republika).
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Tabulka I: Navrzené primery pro amplifikaci ¢asti chromozomu W.

Pozice
Nazev . pocatku
primeru Sekvence primeru primeru na

kontigu
8238_Fl1 GGGACAACAATAAGGAACGTAGC 1096
8238_F2 ACGTGAGTCGGATTTTAGGAGTC 1127
8238_F3 CAATCAGAGTATGGTCGTGATTC 1168
8238_R1,2,3 AGGGACCTGAGAAGATACGG 1294
8238_F4,5,6 ATATTGCGTGTCCAGTTTCTCTG 2892
8238_R4 GTTTCGATTACTATGCGGTATACTC 3239
8238_R5 AAAACTGGTCGTCCTATTTGTTATAAATTG 3207
8238_R6 AGTGAAAATCTCAAGGAAAATAACACATTC 3728
8238_F7 CCTTGAGATTTTCACTTAAATAACTTGTTC 3713
8238_R7 GGCTTTGCGTTTTGAATAAGTCC 3917
8238_F8 CACGCGAAATTGAATGTGTTATTTTCC 3688
8238_RS8 ACATCAATTATTACAAGGGGCCAG 3890
632_F1 GCGAAACGAAAAGAGCCTGTTC 4446
632_RI1 ATTACAGCAAAACGAAAGCTCAGG 5208
632_F2 AGGAAGTTGTACCAGTCGCG 4429
632_R2 GCAAAACGAAAGCTCAGGAGAATA 5202
7321_F1I CAAACAAAGCTGTACACTATCAAAACG 32566
7321_RI CGTATTTAACAACCAAAAAGAAAAGGAAG 33407
11217_F1,2 GTCTGTCTGCCTTTTTGTGCTG 2596
11217_R1 GTCAGTAATGTCAGTATATTCTATATCTATGC 3994
11217_R2,3 CTGTCAAAGTTGCATATTATTTGTTTCTTAG 4170
11217_F3 GCCTGACGGTACAGCATTAAG 3943
11217_F4 TTTTATTCTTAAAACACTATTAAAACCTATCGC 4445
11217_R4 AGGTCGTGAACAAGTCGTCAC 5488

Prvni ¢islo v nazvu primeru oznaCuje kontig, na ktery byl primer navrhovan. Primery
podbarvené Sedé byly vyfazeny, jelikoz mapovaly i na jiné oblasti samiciho genomu. Primery

zapsané kurzivou nebyly testovdny.
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3.5. Izolace DNA z modraski druhu P. icarus

DNA izolovand pro ovéfeni navrzenych primert byla ziskdna pomoci kitu NucleoSpin
DNA Insect (Macherey-Nagel, Némecko). Pro izolaci byly pouzity vzorky dospélct
i housenek, které byly skladovany v -80 °C na sucho nebo v etanolu. Tkan z motylu byla
vlozena do zkumavky, ve které bylo pfipraveno 100 pul pufru , Elution Buffer” a 40 pl pufru
,Buffer MG“. U vzorkli uchovanych v etanolu, byla tkan nejprve vysuSena. Tkan ve
zkumavkach byla homogenizovdna pomoci sterilnich tlouckd. Do kazdé zkumavky bylo
nasledné pridano 10 pl dodané proteinazy K, vzorky byly promichény a ponechany 20 minut
inkubovat pfi pokojové teploté. Dale bylo postupovano podle pfilozeného protokolu od
vyrobce. Findlni eluce byla provedla do 50 ul pufru ,,Elution Buffer”. Dalsi vzorky DNA byly
ziskdany od Moniky Hospodaiské (viz Tabulku II).

3.6. Otestovani navrzenych primera pomoci PCR

Navrzené primery byly testovany pomoci PCR pfi raznych teplotach nasedani (62, 64,
66 a 68 °C). Jako optimdlni byla vybrana teplota 62 °C. Pfi souCasném pouziti primerd pro
cast chromozomu W i pro 18S rRNA byly vyzkousSeny riazné kombinace koncentraci primert.
Toto testovani bylo provedeno pouze s pary primert €islo 3, 4 a 6. Jako optimalni byla vybrana
reak¢ni smés o objemu 20 ul s timto slozenim: 1-15 ng DNA; 1x OneTaq Quick-Load
Reaction Buffer a 1 U OneTaq Quick-Load DNA Polymerase (New England BioLabs, USA);
1 uM kazdy primer pro ¢ast chromozomu W; 0,1 uM kazdy primer pro ¢ast genu pro 18S
rRNA; 0,2 mM kazdy dNTP (TaKaRa, Japonsko).

Teplotni profil PCR reakce sestdval z pocatecni denaturace pii 94 °C po dobu 3 minut
a dale 25 cykla, které zahrnovaly denaturaci trvajici 30 sekund pifi 94 °C, nasedani primert
trvajici 30 sekund pii teploté 62 °C a elongaci pfi teploté¢ 68 °C. Doba elongace zavisela na
délce amplifikovaného produktu PCR (1 minuta na 1000 bazi). Poslednim krokem byla findlni
elongace, trvajici 3 minuty pfi teploté 68 °C. Po provedeni vSech téchto kroki byly vzorky
zchlazeny na 4 °C. Pro provedeni téchto krokt byl pouzit termocycler Biometra TAdvanced
(Analytik Jena, Némecko).

Pary navrzenych primert byly testovany na DNA ze samce a samice modraska P. icarus.
Vysledky reakci byly analyzovdny pomoci gelové elektroforézy v 1% agarézovém gelu v 1x
TAE pufru (Tris-Acetate-EDTA: 40 mM Tris, 20 mM kyseliny octové, 1 mM EDTA; pH 8).
Po separaci fragmenti DNA ve stejnosmérném elektrickém poli byl gel barven v 0,05%

vodném roztoku ethidium bromidu po dobu 15 minut za stidlého michani a nasledné
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vyfotografovan v UV svétle. Jako velikostni marker byl pouzit PCRBIO Ladder I (PCR
Biosystems, Velka Brit4nie).

Fungujici primery byly dale otestovany na vétsim mnozstvi jedinct (5 samcii a 4 samice)
a par Cislo 3 pak na DNA z fady dal$ich jedinct obou pohlavi z péti zemi Evropy (viz Tabulku
D).

Tabulka II: Pouziti modrasci druhu P. icarus.

(;zgf‘lfce:‘ Pohlavi Misto sbéru Datum Izolace DNA
B Q CR, fakultni zahrada | 14.6.2021 | Monika Hospodaiska
FI1B2 3 odchov odchov Tato price
FIB6 Q odchov odchov Tato prace
C Q CR, fakultni zahrada 14.6.2021 | Monika Hospodaiska
C 3 CR, fakultni zahrada | 14.6.2021 Tato price
D Q CR, Frantigkov 25.7.2021 | Monika Hospodaiska
E Q CR, Frantigkov 25.7.2021 Tato price
E 3 CR, Frantigkov 25.7.2021 Tato préce
F Q CR, Masovice 26.7.2021 Tato prace
G Q CR, Vysné 29.7.2021 Tato price
H Q CR, Vysné 29.7.2021 | Monika Hospodaiska
F1H6 Q odchov odchov Tato prace
F1HS 3 odchov odchov Tato prace
CH Q CR, Vysné 29.7.2021 | Monika Hospodaiska
I Q CR, Tieboii 10.8.2021 Tato price
J Q CR, Tieboii 10.8.2021 | Monika Hospodaiska
K Q CR, Tieboii 10.8.2021 | Monika Hospodaiska
FIK1 3 odchov odchov Tato price
F1K4 Q odchov odchov Tato prace
L Q CR, Lipnice 11.8.2021 | Monika Hospodaiska
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FIL1 3 odchov odchov Tato price
FILS Q odchov odchov Tato prace
M Q CR, Lipnice 11.8.2021 | Monika Hospodaiska
N Q CR, Horni Radoui 13.8.2021 Tato price
12A Q CR, Levin 8.8.2019 | Monika Hospodarska
13B Q CR, Tust 2.8.2019 | Monika Hospodaiska
A Q Polsko, Mscichy 4.6.2022 | Monika Hospodatska
A 3 Polsko, Mscichy 4.6.2022 | Monika Hospodaiska
A Q Bulharsko, Madzarovo | 6.5.2022 | Monika Hospodaiska
A 3 Bulharsko, Poda 5.5.2022 Tato price
B Q Bulharsko, Poda 4.5.2022 | Monika Hospodarska
FI1B2 3 odchov odchov | Monika Hospodarska
F1B6 Q odchov odchov Monika Hospodartska
C Q Bulharsko, Kozuch 8.5.2022 | Monika Hospodaiska
F1C2 3 odchov odchov Tato prace
D Q Bulharsko, Madzarovo | 6.5.2022 | Monika Hospodaiska
A Q Spanélsko, Olot 24.7.2022 Tato prace
B Q Spanélsko, Olot 24.7.2022 Tato prace
C Q Spanélsko, El Brull | 24.7.2022 Tato price
A Q Estonsko, Laulasmaa 7.6.2022 | Monika Hospodaiska
C Q Estonsko, Paldiski 8.6.2022 | Monika Hospodatska
F1Cl1 3 odchov odchov Tato prace
D Q Estonsko, Paldiski 8.6.2022 | Monika Hospodarska
F1D5 3 odchov odchov Tato prace

Jedinci jejichz oznaceni zacina , F1“ se vylihli v laboratofi a jsou potomky matky, ktera je
v tabulce uvedena v fadce nad nimi. DNA z jedinci podbarvenych Sedé byla pouzita

k testovani primerd, které provedla Monika Hospodaiska.
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3.7. Pouziti nastroje Minimap2 pro zjisténi oblasti nasedani primeru

Cilem této prace bylo nalézt sekvence pochdzejici z chromozomi W a neo-W.
Pro zjisténi, z jaké oblasti pochédzeji kontigy, které byly identifikovany jako specifické pro
samice, byl pouzit program Minimap2 verze 2.24 (Li, 2018) s parametrem (-x asm10). Pomoci
tohoto programu byly kontigy specifické pro samice, na které byly navrzeny primery,
mapovany na slozeny genom samce modraska P. icarus (Monika Hospodarska,

nepublikovéno).

3.8. Pouziti primera pro urceni pohlavi Cerstvé vylihlych housenek

Radné otestovany par primert &islo 3 byl pouzit pro uréeni pohlavi u Eerstvé vylihlych
housenek, u kterych neni mozné urcit pohlavi na zakladé morfologie. Housenky byly
uchovany homogenizované v 500 pl TRI reagentu (Sigma-Aldrich, USA) zmrazené na -80 °C
Monikou Hospodaiskou. Z takto pripravenych jedinct byla izolovana sou¢asné DNA i RNA.
Homogenizované housenky v TRI regentu byly rozmrazeny pti pokojové teploté, poté bylo ke
kazdému vzorku pfidano 100 pl chloroformu a vzorky byly vortexovany po dobu 15 s.
Po inkubaci 5 minut pfi pokojové teploté byly zkumavky centrifugovany na 12000 g pti 4 °C
po dobu 15 minut. Nasledné bylo pfeneseno 250 pl vodné faze do nové zkumavky pro izolaci
RNA. Organickd faze byla ponechéna pro izolaci DNA.

Izolace DNA pokracovala z organické faze, ktera zbyla v pivodnich zkumavkach,
odkud byly nejprve odstranény posledni zbytky vodné faze, a nasledné bylo pfidano 300 ul
Back Extraction pufru (4M guanidium thiokyanat, 50mM citrat sodny a 1M Tris base v MilliQ
H>0; pH 8,5 — 9). Vzorky byly promichdny vortexovanim 15 s, inkubovany 10-15 minut pfi
pokojové teploté a nasledné centrifugovany na 12000 g 10 minut. Poté bylo 300 ul vodné faze
obsahujici DNA presunuto do nové zkumavky, byl pfidan 1 pl glykogenu (ThermoFisher
Scientific, USA) a obsah zkumavek byl vortexovan pii nizké rychlosti. Pak bylo ptidano 300
ul isopropanolu a smés byla promichana prevracenim zkumavky 10-15x. Po inkubaci 5 min
pii pokojové teploté byly vzorky centrifugovany na 12000 g 10 minut a supernatant byl
odstranén. Pelet byl 2x promyt 500 ul 70% etanolu vychlazeného na -20 °C. Po odstranéni
druhé davky byl vzorek kratce stoCen, aby mohly byt odstranény posledni zbytky etanolu.
Pelet byl kratce vysuSen pii pokojové teploté v oteviené zkumavce a nasledné byl rozpustén
ve 20 ul PCR H>O. Takto pripravené vzorky byly pies noc ponechany v lednici a néasledujici
den fadné vortexovany. Pro zméteni koncentrace DNA byl pouzit kit Qubit 1X dsDNA HS
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Assay Kit a pfistroj Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific, USA). Koncentrace DNA
byla v fadu desetin aZ setin ng/pl. Pro uréeni pohlavi jedince byl pouzit 1 pl této DNA a metoda

PCR byla provedena stejnym zptsobem, jak je popsano v kapitole 3.6.
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4. Vysledky

4.1. Sekvenace genomu samice modraska P. icarus technologii Oxford Nanopore

Izolace genomové DNA z housenky byla provadéna z 41 mg tkané a bylo ziskano
4,15 ug. Vytézek DNA poté, co byla zbavena kratkych fragmenta byl 2,17 ug. Koncentrace
pfipravenych knihoven byla 24,6 ng/ul a 56,6 ng/ul.

Sekvenaci bylo ziskdno celkem 9,64 Gbp v 586460 sekvenaCnich Ctenich, jejichz
hodnota N50 byla 32470 bp. Po filtraci na minimalni délku sekvenacnich ¢teni 5000 bp zbylo
393001 sekvenacnich cteni a hodnota N50 byla 34373 bp. V pfipadé filtrace na miniméalni
délku sekvenacnich ¢teni 10000 bp zbylo 274738 sekvenacnich ¢teni a hodnota N50 byla
37626 bp. Z dat po filtraci byly vytvoreny slozené genomy, jejichz kvalita byla zkontrolovana
pomoci programi BUSCO a Quast. Pro dalsi pouziti byl vybran sloZzeny genom vytvoreny ze
sekvenci o minimdlni délce 5000 bp a upraveny pomoci programu PurgeDups. I pfesto, Ze
program BUSCO v tomto sloZzeném genomu nalezl pouze 62,2 % kompletnich BUSCO gent
pfitomnych v jedné kopii, byl tento slozeny genom nejvice kompletni ze vSech, které se
podafilo vytvorit. Pocet duplikovanych BUSCO genti se po pouziti nastroje PurgeDups snizil
z 927 na 83 (viz Tabulku III). Z vysledkd programu Quast mizeme vidét, ze sekvence se
podafilo poskladat do 3538 kontighi a hodnota N50 slozeného genomu cinila 385084 bp (viz
Tabulku IV).

Tabulka III: Vysledek z programu BUSCO pro slozeny genom P. icarus pouzity pro

k-merovou analyzu.

Pocet kompletnich BUSCO gent (C) 3373
Pocet kompletnich BUSCO gent v jedné kopii (S) 3290
Pocet kompletnich duplikovanych BUSCO gent (D) 83
Pocet fragmentovanych BUSCO gena (F) 485
Pocet chybégjicich BUSCO gent (M) 1428
Celkovy pocet prohledanych BUCBO skupin 5286
C:63,8 % [S: 62,2 %;D:1,6%];F:9,2 %; M: 27,0 %
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Tabulka IV: Vysledek z programu Quast pro slozeny genom P. icarus pouzity pro

k-merovou analyzu.

Pocet kontigt 3538
Pocet kontigti >= 50000 bp 2114
Nejvétsi kontig [bp] 5621148
Celkovy pocet bazi 538017602
N50 [bp] 385084
Pocet neznamych bazi 1914
Pocet neznamych bazi na 100 kbp 0,36

4.2. K-merova analyza
4.2.1. Vybér pohlavné specifickych k-merua
Po stanoveni hranice mezi chybovymi a informativnimi k-mery byly vybrdny k-mery
specifické pro samce a pro samice. Bylo nalezeno 147457 21-mera a 344432 55-mert
specifickych pro samce. Pro samice bylo specifickych 158673 21-mert a 222427 55-meru.
Pomoci obou metod popsanych v kapitole 3.3.3. bylo nalezeno 23 kontigh specifickych
pro samice a v naSem piipade byly vysledky ziskané pomoci obou metod srovnatelné, takze
v zadném kontigu pravdépodobné nebyly vyrazné rozdily v po¢tu namapovanych k-mera
specifickych pro samice mezi jednotlivymi ,,okny®. O téchto kontizich lze predpokladat, ze
pochdzeji z chromozomu W (viz Tabulku V) a z téchto kontigl byly pozdéji vybrany ty, na
které byly navrhovany primery (viz kapitolu 4.3.).
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Tabulka V: Nalezené kontigy z chromozomu W.

) ) Délka kontigu Prumér Soucet
Nazev kontigu
[bp] 21-mery | 55-mery | 21-mery | 55-mery
kontig_11217 9887 13,4 33,2 67 166
kontig_11999 49054 0,32 1,84 8 46
kontig_12001 35224 0,222 3,333 4 60
kontig_1215 74591 0,368 0,789 14 30
kontig_ 1282 22120 1,75 1,833 21 22
kontig_13746 55161 0,036 0,107 1 3
kontig_ 2964 57854 0,103 0,310 3 9
kontig_3060 21857 0,818 0,909 9 10
kontig_3184 112569 0,316 1,403 18 80
kontig_3497 31821 0,438 0,063 7 1
kontig_3941 141521 0,014 0,113 1 8
kontig_3967 46532 2,042 7,667 49 184
kontig_5231 84017 0,186 0,279 8 12
kontig_ 5292 82617 0,024 0,095 1 4
kontig_ 5432 155347 0,013 0,179 1 14
kontig_625 154635 0,577 1 45 78
kontig_632 87374 2,409 3,909 106 172
kontig_7321 64907 1,636 3,242 54 107
kontig_7326 33460 0,176 1,059 3 18
kontig_7756 67000 0,265 0,029 9 1
kontig_8181 8581 1,2 1,4 6 7
kontig_ 8238 12983 26,571 37,286 186 261
kontig_8381 15404 1,125 1,125 9 9

Sloupce oznacené , Pramér” obsahuji primérny pocet namapovanych 21-mert a 55-mert
specifickych pro samice vypocteny z jednotlivych , oken* daného kontigu. Sloupce oznacené
,,Soucet”“ obsahuji celkovy pocet k-mert specifickych pro samice namapovanych na dany

kontig.
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4.3. Navrzeni a otestovani primeru

Pro navrzeni primert byly vybrany celkem 4 kontigy (oznacené Cisly: 632, 7321, 8238,
11217). Pomoci programu Geneious Prime 2022.0.2 (Biomatters, Novy Zéland) se podafilo
navrhnout celkem 24 primert (15 part), pficemz nekteré primery byly pouzity v riznych
parech. Po zpétném namapovani na slozené genomové sekvence samice bylo pét primert
vylou€eno, nebot’ tyto primery mapovaly na vice oblasti. Ze zbyvajicich 12 part bylo 10

otestovano (viz Tabulku I a VI).

Tabulka VI: Pouzité kombinace primeru a vysledek testovani na DNA ze samce a samice.

Cislo
Pouzité Délk k
paru (Tume ¢lka produktu Vysledek amplifikace
primeru primery [bp]
] 8238_F1 155 Pti nizsich teplotach produkt
8238 R1,2,3 1 u samce
) 8238_F2 125 Pti nizsich teplotach produkt
8238 R1,2,3 1 u samce
3 8238_F4,5,6 263 Produkt oc¢ekavané velikosti
8238 _R5 u samice
4 8238_F4,5,6 300 Produkt oc¢ekavané velikosti
8238 R4 u samice
5 8238_F7 152 Pti nizsich teplotach produkt
8238_R7 i u samce, nespecifické produkty
6 8238_F4,5,6 784 Produkt oc¢ekavani velikosti
8238_R6 a nespecifické produkty u samice
. 632_F1 717 Produkt oc¢ekavané velikosti
632_R1 u obou pohlavi
11217 _F1,2 ., p
8 1 217_R ’3 1522 Zadny produkt u obou pohlavi
11217 _F3 -
9 11217 I{Z 3 176 Zadny produkt u obou pohlavi
11217 _F1,2 v, ,
10 1121 7‘ R1 1345 Zadny produkt u obou pohlavi
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Obrazek 2: Vysledky testovani objednanych primeru na DNA ze samice a samce pri

teplotach nasedani 62, 64, 66 a 68 °C.




Objednané pary primert byly nejprve testovany na DNA z jedné samice a jednoho

samce pii ruznych teplotach nasedani (62, 64, 66, 68 °C; viz Obrazek 2).

V dalsim kroku byla metoda PCR optimalizovana pro soucasné pouziti primert pro ¢ast
chromozomu W a pro ¢ast genu pro 18S rRNA. Tato optimalizace byla provedena s pary
primeru Cislo 3, 4 a 6. U primert 3 a 4 byl optimalni prabéh reakce popsany v kapitole 3.6.
U paru 6 vSak pii tomto postupu nebyl produkt pochazejici z chromozomu W vibec patrny.
Pfi pouziti stejného postupu, avSak s 30 cykly, produkt patrny byl, ale oproti referencnimu
produktu byl velmi slaby a Spatné rozeznatelny, a navic v reakci vznikal i nespecificky

produkt. Proto byl par primert Cislo 6 z dalsiho testovani vyfazen (viz Obrazek 3).

Obrazek 3: Vysledky optimalizace PCR pro soucasné pouziti primeru pro amplifikaci
¢asti chromozomu W a asti genu pro 18S rRNA jako vnitini kontroly. Cisla 3, 4a 6
oznaCuji pouzity par primerd pro amplifikaci ¢asti chromozomu W. Ocekavana velikost

vnitini kontroly: 571 bp.

Pary primert oznacené Cisly 3 a 4 byly dale otestovany na DNA z dalSich jedinct (viz

Obrazek 4).
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Obrazek 4: Vysledky testovani paru primeru Cislo 3 a 4 na DNA z S samcu a 4 samic.
Ocekavana velikost amplifikovaného elementu parem primera 3: 265 bp, parem primert 4:

300 bp.

Pfi dal§im testovani byla nalezena jedna samice (oznacena F1HO), u které primery na
¢ast chromozomu W neamplifikovaly zadny produkt. Takovy vysledek byl ziskan pii pouziti
primert Cislo 3 i 4 (viz Obrazky 5 a 6). Stejnym postupem otestovala primery Monika

Hospodatska také na matce této samice, u které byl ziskan totozny vysledek.

Obrazek 5: Vysledky testovani paru primeru ¢islo 3 ukazujici samici F1H6, u které tyto

primery nevytvari zadny produkt. Vzorek od této samice je ozna¢en rameckem.
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Obrazek 6: Vysledky testovani paru primeru ¢islo 4 ukazujici samici F1H6, u které tyto

rvr v r

primery nevytvari zadny produkt. Vzorek od této samice je ozna¢en rameckem.

Po ziskani tohoto vysledku bylo provedeno testovani nizSich teplot nasedani primerd
(50-62 °C). Nicméné ani po této upravé metody nebyl u samice F1H6 amplifikovan zadny
produkt pomoci primeru ¢islo 3.

Pfi testovani paru primert ¢islo 3 na dalSich jedincich uz zadny podobny vysledek ziskan
nebyl. U vSech testovanych samic primery amplifikovaly produkt o ocekavané délce
a u zadného z testovanych samcu tento produkt vytvoren nebyl. Vysledky testovani primert

na jedincich z Ceské republiky ukazuje Obrazek 7 a vysledky testovani na jedincich z ostatnich

populaci Obrazek 8.
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Obrazek 7: Vysledky testovani paru primera &islo 3 na jedincich z Ceské republiky.

Pro informace o jedincich viz Tabulku II.
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Obrazek 8: Vysledky testovani paru primeru ¢islo 3 na jedincich z ostatnich zemi.

Pro informace o jedincich viz Tabulku II.

4.4. Pouziti programu Minimap2 pro zjiSténi oblasti nasedani primeru

Nastroj Minimap2 byl pouzit pro zjisténi, zda navrzené primery nasedaji na oblast
puvodniho chromozomu W, nebo do oblasti neo-W, kterda ma stile homologii k neo-Z
chromozomu. Pokud by kontig pouzity pro navrzeni primeri pochazel z puvodniho
chromozomu W, pfi mapovani na sam¢i genom by se ho nepodafilo nikam namapovat. Pokud
by se jednalo o kontig pochdzejici z neo-W, jeho Cast by v samim genomu mapovala
k homolognimu tdseku chromozomu neo-Z.

U kontigli pouzitych pro navrzeni primeru se podafilo na sam¢i genom namapovat vzdy
jen kratké useky, které mapovaly na rizné autozomy, nebo i na pohlavni chromozom Z.
Komplementarita mezi takto malymi useky je pravdépodobné zplisobena vyskytem repetic.

Lze tedy predpokladat, ze vSechny navrzené primery nasedaji na pivodni chromozom W.
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4.5. Urceni pohlavi u ¢erstvé vylihlych housenek

Otestovany par primert Cislo 3 byl pouzit pro uréeni pohlavi u Cerstvé vylihlych
housenek pomoci PCR. Pro tuto metodu byla pouzita DNA izolovana z housenek pomoci
trizolu za soucasné izolace RNA (viz kapitolu 3.8.). Touto metodou bylo uréeno pohlavi u 38

housenek, 19 z nich bylo ureno jako samice a 19 jako samci (viz Obrazek 9).

(B J SRS el R ORI BN S 16 17 18.:19 20 21 22

L B B B I I I BB R U -

25 26 27, 288y, AN 507 G0 S0 RS 86 37 . 38

- e W W 9 W W W e v e e e

» .o “» . u o

Obrazek 9: Vysledky urceni pohlavi u cerstvé vylihlych housenek modraska P. icarus.
Jednotlivi jedinci jsou oznaceni Cisly 1-38, u samic jsou na snimku z gelové elektroforézy

patrné dva prouzky, u samcu jen jeden.
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5. Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo identifikovat sekvence pochdzejici z pohlavniho
chromozomu W u modrdska Polyommatus icarus, navrhnout a otestovat markery pro urceni
pohlavi a pouzit tyto markery ke genotypovani Cerstvé vylihlych housenek. K tomuto ucelu
byla pouZzita srovnavaci analyza resekvenacnich genomovych dat 6 samct a 4 samic, pii které
byly ziskané sekvence rozdéleny na k-mery mapované k referen¢nimu samic¢imu genomu.
V identifikovanych sekvencich specifickych pro samice pak byly navrzeny primery. Pomoci
pouzité¢ metodiky se podafilo nalézt funkéni marker pro urCeni pohlavi pomoci PCR

u modraska P. icarus.

5.1. Bioinformaticka analyza

Pro vytvoreni k-merti byl pouzit nastroj KmerGO, ktery nevyzaduje instalaci ani zadné
prerekvizity pro spusténi (Wang a kol., 2020), coz je vyhoda oproti jinym nastrojum jako jsou
MetaGO (Wang a kol., 2018), HAWK (Rahman a kol., 2018), Kover (Drouin a kol., 2016)
nebo Kevlar (Standage a kol., 2019). Tento nastroj je mozné vyuzit i pro vybér k-merd
specifickych pro jakékoli skupiny, tedy ne pouze pro pohlavi (Wang a kol., 2020). Nicméné
v této praci tato funkce pouzita nebyla, protoze pro vybér pohlavné specifickych k-merd bylo
nutné znat hranici pro odstranéni k-mera obsahujicich sekvenacni chyby a tuto funkci nastroj
KmerGO nenabizi (Wang a kol., 2020). Bylo nalezeno vyrazné vice pohlavné specifickych
55-mert nez 21-mera (viz kapitolu 4.2.1.). To je dano tim, Ze pfi zvoleni delSich k-mert bude
vice k-mera zasahovat do urcité pohlavné specifické sekvence. Jelikoz 55-mery maji pfiblizné
dvojnasobnou délku nez 21-mery, bylo nalezeno pfiblizné dvojnasobné mnozstvi pohlavné
specifickych 55-mert. V pripadé 21-mert jich bylo vice specifickych pro samice, zatimco
u 55-mert bylo vyrazné€ vice 55-mert specifickych pro samce. To muze byt zptisobeno tim,
ze samci maji 2 pohlavni chromozomy Z, takze tento chromozom ma u samcu vétsi efektivni
velikost populace nez u samic. Za pohlavné specifické byly vybrany pouze ty k-mery, které
zcela chybély u vSech jedinct opacného pohlavi. Jelikoz pro tuto praci byly pouzity pouze 4
samice, velmi pravdépodobné u nich fada alel z chromozomu Z chybé¢la vlivem ndhody. Tyto
alely, které mohly byt pfitomné u samcu, se pak jevily jako specifické pro samce, ackoliv se
v populaci mohou bézné vyskytovat i u samic. Jelikoz, jak jiz bylo zminéno vySe, 55-mert je
vice nez 21-mert, bylo toto zkresleni vysledkti vlivem pouziti malého vzorku jedincu

vyrazngjsi v ptipadé 55-mera.

33



Analyza k-mer( byla jiz pouzita k identifikaci pohlavné specifickych sekvenci
u drozofily a ¢lovéka, tedy u druhti s heterogametickym sam¢im pohlavim. K-merova analyza
byla tedy pouzita k identifikaci sekvenci pochézejicich z pohlavniho chromozomu Y
(Carvalho a Clark, 2013), ktery je stejné€ jako chromozom W u samic motylu tvofen prevazné
repeticemi a je obtizné jeho sekvence skladat do delSich usekt (Traut a kol., 2007). Carvalho
a Clark (2013) pouzili pro identifikaci novych sekvenci z chromozomu Y u octomilky
Drosophila virilis k-merovou analyzu, pfi které srovndvali 15-mery vytvorené z kritkych
sekvenacnich Cteni samiciho genomu a dostupnych sloZzenych sekvenci genomu. Pro tuto
analyzu byly vybrany jen unikdtni k-mery, které na slozené genomové sekvence mapovaly
pouze jednou, coz umoznilo odstranit k-mery pochdzejici z repetic a odstranény byly také
chybové k-mery. Vysledky této analyzy umoznily jasné odlisit , scaffoldy” pochazejici
z autozomu a chromozomu X od ,,scaffoldi“ pochazejicich z chromozomu Y. U  scaffolda”
pfitomnych u jedinci obou pohlavi bylo nenamapovanych k-meri 0-5 %, zatimco
u ,,scaffoldi“ z chromozomu Y to bylo 95-100 % (Carvalho a Clark, 2013). Tato metoda byla
také pouzita k identifikaci sekvenci z chromozomu W u emu hnédého (Dromaius
novaehollandiae; Zhang a kol., 2017). Na rozdil od postupu pouzitého v této praci byly tedy
pro vytvoreni k-merd pouzity pouze sekvence z genomu jedné samice. Nalezené sekvence
pochazejici z pohlavniho chromozomu Y by ale nebylo mozné pouzit pro navrzeni markert
pro urceni pohlavi pomoci PCR, protoze tato metoda nijak neidentifikuje konkrétni useky
sekvenci, které jsou specifické pouze pro samce. Pro vyvoj PCR markert by tedy byla nutna
dalsi analyza sekvenci z chromozomu Y, kterd by identifikovala vhodné oblasti pro navrzeni
primert. Proto byl v této diplomové praci pouzit jiny postup, ktery zaroven identifikoval
sekvence z chromozomu W 1 konkrétni dseky specifické pouze pro samice.

Dal§im rozdilem oproti této diplomové praci bylo, ze jedina samice byla sekvenovana
na vyrazné vyssi hloubku procteni (pfiblizné€ 85x po filtraci dat; Carvalho a Clark, 2013) oproti
jedincim v této diplomové praci, jejichz genomy byly sekvenovany pii hloubce procteni
priblizné¢ 20x. Vysledky prezentované v této diplomové praci tedy ukazuji, ze nalezeni
sekvenci z chromozomu W je mozné i pfi vyrazn€ nizSim mnozstvi dat od jednoho jedince,
coz muze vyrazné snizit naklady na sekvenovani genomu jednoho jednice, a proto je mozné
do analyzy zahrnout vice jedinci obou pohlavi. Navic pouziti vice jedinct od obou pohlavi
umoziuje vyhnout se zkresleni vysledkt vlivem alel polymorfnich gent (viz nize).

Carvalho a Clark (2013) pouzili stejny postup také u dalSich druhti octomilek
a u lidského genomu. U vétsiny lidskych | scaffoldi“ se podafilo jasné urcit, zda pochazi

z chromozomu Y ¢i nikoli, av§ak nékolik ,,scaffoldi* nebylo mozné jasné zaradit. Jak bylo
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pozdéji zjisténo, vSechny tyto ,,scaffoldy* pochdzely z chromozomu Y a jejich problematicka
identifikace byla ve vétsin€ piipadu zplisobena chybami v poskladani sekvenci (Carvalho
a Clark, 2013). Skladani genomovych sekvenci tedy muze byt zdrojem chyb, které
zkomplikuji naslednou analyzu. Postup pouzity v této praci sklddani genomu také zahrnoval,
a to mohlo zplsobit, ze nekteré sekvence z chromozomu W nebyly nalezeny, protoze byly
béhem sklddani genomu Spatné poskladany. Nicméné i presto se podafilo najit funkcéni
markery pro uréeni pohlavi pomoci PCR. Pokud by tomu tak nebylo, nebo by bylo potieba
najit vice raznych markerd, bylo by mozno optimalizovat postup a jako referenci pouzit
neposkldadané sekvence. Jelikoz v této diplomové praci byla pro ziskani referen¢niho genomu
pouzita platforma Oxford Nanopore, kterd vytvari dlouhé sekvenacni Cteni, byl by tento postup
mozny. Piikladem néstroje, ktery umoziuje identifikaci pohlavné specifickych sekvenci ze
sekvenaCnich dat bez sklddani genomovych sekvenci je Redkmer, ktery byl vyvinut pro
identifikaci specifickych sekvenci z chromozomu X z minimalné zpracovanych dlouhych
sekvenacnich ¢teni (Papathanos a Windbichler, 2018).

Dalsi pouziti k-merové analyzy pro identifikaci pohlavné specifickych sekvenci pochazi
z roku 2018, kdy byla tato metoda pouzita pro identifikaci sekvenci pochazejicich
z chromozomu W u bource morusového (B. mori). Pro analyzu byla pouzita kratka sekvenacni
Cteni ziskana sekvenaci genomu samce a samice na platformé Illumina pfi hloubce procteni
genomu piiblizné 73x. Jedinci pochézeli z inbredni linie. Ze sekvenci byly vytvoteny 15-mery
a pro kazdy k-mer byla spocitana frekvence v sam¢im a sami¢im genomu. Pro kazdy k-mer
byl vypoCten pomér mezi frekvenci u samce a u samice. Pro k-mery pochdazejici z autozomu
byl tento pomér roven pfiblizné 1, pro k-mery pochéazejici z pohlavniho chromozomu Z byl
tento pomér piiblizné 2, jelikoz samci maji dva chromozomy Z, zatimco samice jen jeden.
A pro k-mery z chromozomu W byl pomér frekvenci pfiblizné 0, jelikoz tento chromozom je
pfitomen pouze u samic v jedné kopii (Li a kol., 2018).

Autorfi predpokladali, ze takto identifikované k-mery pochdzejici z pohlavniho
chromozomu W (pifipadné Y) mohou jednoznacné oznacit kontigy pochazejici z téchto
chromozomt a usnadnit tak sklddani genomu. Tuto hypotézu ovéiili na D. melanogaster
a vysledky porovnali s vysledky dvou jinych metod pro urCeni , scaffoldi“ pochazejicich
z chromozomu Y (jedna metoda identifikuje ,,scaffoldy* z chromozomu Y na zékladé poctu
alignment vytvofenych ze samicCich a samcich sekvenci a druha metoda vyuziva porovnani
slozeného genomu s kratkymi sekvenacnimi ¢tenimi samic¢iho genomu). Zjistili, Ze metoda
zalozena na poméru frekvenci k-mer mezi pohlavimi byla schopna identifikovat nejvice

,,scaffoldd” z chromozomu Y. Pficemz tato metoda byla vyrazné Gspesnéjsi pfi identifikaci
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,,scaffoldu” kratSich nez 5 kbp, coz je vyhodné, protoze sekvence z pohlavniho chromozomu
Y (ptipadné W) byvaji obvykle velmi fragmentované (Li a kol., 2018). V této diplomové praci
byla pro vybér pohlavné specifickych k-mert také pouzita metoda zalozena na rozdilné
frekvenci k-merd mezi pohlavimi, tedy na tom, ze k-mery pochdzejici z chromozomu W se
nachazeji pouze u samic. Pomoci mapovani takto nalezenych pohlavné specifickych k-mera
byly nalezeny pohlavné specifické kontigy z nichz nejkrat§i mél délku 8581 bp (viz Tabulku
V).

Li a kol. (2018) tedy pouzili sekvence z genomu samce 1 samice, avsak na rozdil od této
diplomové prace byl sekvenovan jeden jedinec od kazdého pohlavi, byt pfi vyrazné vyssi
hloubce cteni stejné jako v praci Carvalho a Clark (2013). I v praci Li a kol. (2018) tak mohlo
dojit ke zkresleni vysledka vlivem polymorfismu specifickych pro sekvenované jedince, coz
bylo v této diplomové praci eliminovano pouzitim vice jedinct obou pohlavi. I pfi pouziti 4
samic a 6 samcl k jistému zkresleni vlivem polymorfismtii dochazi, jak naznacuji pocty
nalezenych pohlavné specifickych k-mert (viz kapitolu 4.2.1.).

Je tedy patrné, ze k-merovou analyzu lze pouzit mnoha riznymi zpisoby pro nalezeni
sekvenci pochdzejicich z pohlavniho chromozomu W (nebo Y). V této diplomové praci bylo
dokazano, ze pro nalezeni takovych pohlavné specifickych sekvenci je dostaCujici pouziti
slozeného genomu vytvoreného z dlouhych sekvenacnich ¢teni s pomérné vysokou chybovosti
pii pokryti genomu mensim nez 1. I kdyz je pravdépodobné, Ze nebyly nalezeny vSechny
sekvence z chromozomu W. Ptesto se vSak podafilo vyvinout funkéni PCR markery pro urceni
pohlavi.

Pro zlepseni vysledkd by bylo mozné vynechat tvorbu slozeného genomu (viz vyse).
Zlepseni vysledkd by také mohlo pfinést ziskani dlouhych sekvenci s nizs§i chybovosti.
Metodou, ktera produkuje dlouhd sekvenacni Cteni stejné jako pouzita technologie Oxford
Nanopore avSak s niz§i chybovosti, je Pacbio HiFi (Wenger a kol., 2019; De Coster a kol.,
2021). Jinou moznosti, jak zvysit kvalitu referencnich sekvenci, je pouzit tzv. ,polishing®
pomoci kratkych ¢teni s nizkou chybovosti. Pro tuto metodu by bylo potieba ziskat od jedné
samice jak dlouha a chybova sekvenacni ¢teni Oxford Nanopore, tak kratké a presné Illumina
sekvence, coz by vSak vyrazné zvysilo naklady (De Coster a kol., 2021).

Metody pouzivané pro molekularni uréeni pohlavi u fadu Lepidoptera vyuzivaji
napfiklad znamé geny na chromozomu Z, které se lisi poctem kopii mezi pohlavimi, coz muze
byt identifikovdno pomoci kvantitativni PCR (Belousova a kol., 2019), nebo rozdilné
mnozstvi DNA v buiikach rizného pohlavi, detekované priutokovou cytometrii (Nakamura

a kol., 1990; Dolezel a Gohde, 1995; Hejnickova a kol., 2019). Tyto metody jsou vSak
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technicky narocné, jelikoz vyzaduji specialni pfipravu vzoru a také specialni méfici pfistroje.
Metodika pouzita v této praci umoziiuje nalézt markery pro jednoduché urceni pohlavi z DNA
jedinci pomoci PCR. Jiné techniky urceni pohlavi, také zalozené na metodé¢ PCR, vsak
vyzaduji znalost sekvenci pochazejicich z pohlavnich chromozomu. Naptiklad mikrosatelit
(Coates a Hellmich, 2003) nebo konkrétnich genti (Fukova a kol., 2009). Postup pouZity v této
diplomové praci naproti tomu umoziiuje identifikovat pohlavné specifické sekvence de novo.
To je velkou vyhodou, protoze u zastupct fadu Lepidoptera je pohlavni chromozom W tvoifen
prevazné repetitivnimi sekvencemi a transpozony (Traut a kol., 2007), a proto byva obtizné
data ziskana jeho sekvenaci zpracovat a poskladat do delSich usekd, pfipadné slozit sekvenci
celého chromozomu. To je divodem, pro¢ jsou sekvence z tohoto chromozomu casto

nekompletni a Spatn€ zpracovatelné (Tomaszkiewicz a kol., 2017).

5.2. Navrzeni a otestovani primeru

V programu Geneious Prime 2022.0.2 bylo pouzito grafické zobrazeni k-mert
specifickych pro samice namapovanych na referenéni sami¢i genom. Pfi pouziti tohoto
zobrazeni bylo patrné, ze oblast specificka pro samice je tvofena nékolika malo bazemi
a v nékterych pfipadech jen jednou bazi. Mohou to byt varianty repetic, které se na
chromozomu W mohou snadno hromadit, protoze tento chromozom na rozdil od zbytku
genomu nerekombinuje, diky samici achiazmatické mei6ze (Maeda, 1939; Traut a kol., 2007;
Fukova a kol., 2007). Primery byly navrhovany tak, aby jejich 3’ konec lezel presné na jedné
nebo vice bazich specifickych pro samice. Stejny postup navrhovani primera pouzili také Li
akol. (2018), ktefi na nékteré identifikované W-vazané kontigy navrhli primery a pomoci PCR
s DNA ze samce a samice otestovali, ze se prislusna sekvence nachdzi pouze u samice.

Nicméné ne ve vSech pripadech bylo v této diplomové praci mozné navrhnout primer
timto zptsobem. To bylo zptasobeno bud’to nevyhovujici teplotou nasedani takového primeru,
nebo takto navrzeny primer tvofil sekundarni struktury. Podobné jako v praci Li a kol. (2018)
byla pfi PCR pouzita relativné vysoka teplota, aby se zabranilo nasedani primerd na
nespecifické oblasti. Jak je vidét z Obrazku 1, pfi pouziti paru primert ¢islo 6 se sami¢i DNA,
teplota nasedani primera vyrazné€ ovliviiuje, zda se budou tvofit nespecifické produkty.

Otestované pary primerd, které nebylo mozné pouzit pro urCeni pohlavi budto
amplifikovaly pfislusny produkt u jedinci obou pohlavi, takze sekvence, na kterou byly
navrzeny nebyla dostate¢né pohlavné specificka. Nebo neamplifikovaly zadny produkt u obou

pohlavi, coz mohlo byt zptsobeno napfiklad inverzi nebo mutaci v cilové sekvenci u samice.
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Par primert cislo 3 byl vybran jako nejlépe fungujici pro urceni pohlavi pomoci PCR,
jelikoz amplifikoval produkt o oCekavané velikosti u samic a netvorily zadny produkt u samct
(viz obrézky 4, 7 a 8). Jedinou vyjimku tvofila samice H pochéazejici z Ceské republiky a jeji
potomci. U samic z této rodiny primery zadny produkt nevytvotily (viz Obrazek 5). Tento
neocekavany vysledek muize byt zplisoben mutaci, inverzi nebo deleci cilové sekvence na

chromozomu W, ktera se pfenasi i na potomky samic¢iho pohlavi.

5.3. Nalezeni sekvenci z chromozomu neo-W

U modraska P. icarus pravdépodobné existuji neo-pohlavni chromozomy a karyotypové
rasy s odlisSnou konstituci pohlavnich chromozom (Kreklova, 2020). U kontiga specifickych
pro samice nalezenych v této praci bylo tedy zjistovano, zda pochazeji z oblasti pivodniho W
chromozomu, nebo z autozomu, ktery fizi s chromozomem W vytvofil neo-W.
Nalezené kontigy specifické pro samice byly mapovéany na slozeny samci genom (viz kapitolu
3.7.a4.4)), ptiCemz na sam¢i genom mapovaly vzdy jen malé useky, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno repeticemi, které se na chromozomu W hojné vyskytuji (Traut a kol., 2007). V této
praci se tedy nepodafilo najit sekvence pochazejici z autozomu, ktery fiizoval s chromozomem
W. Jelikoz vysledky prace Kreklova (2020) naznacuji, ze neo-W chromozom u P. icarus je
velmi mlady, a tudiz dosud nediferencovany, kontig, ktery by pochdzel z pohlavniho
chromozomu neo-W, by svoji velkou Casti mapoval na autozom v sam¢im genomu, coz
ukdzali napt. Gan a kol. (2019). Ti pouzili podobny postup pro nalezeni sekvenci z neo-W
chromozomu u lejs¢ika zlutého (Eopsaltria australis), kdy byly sekvence, o kterych autofi
predpokladali, ze pochazeji z chromozomu W (a Z), mapovany na referencni genom zebficky
pestré (Taeniopygia guttata castanotis). Pro tuto analyzu pouzili nastroj RaGoo v1.0 (Alonge
a kol., 2019) a zjistili, ze velka Cast sekvenci z pohlavnich chromozomt mapuje nejen na
pohlavni chromozomy referen¢niho druhu, ale také na autozom 1A. To tedy naznacuje
pfitomnost neo-pohlavnich chromozomi u lejs¢ika zlutého vzniklych fuzi s autozomem (Gan
a kol., 2019).

Jinou moznosti pro nalezeni kontigu z neo-W by bylo identifikovat autozom, ktery se
podilel na tvorbé neo-W u P. icarus a vybrat kontigy, které na tento chromozom mapuji. Poté
u téchto kontigi zjistit, zda na nékterou jejich Cast nemapuje ve€tSi mnozstvi k-mert
specifickych pro samice, coz by mohlo odhalit diferencovanou oblast. Dalsi moznosti by bylo
identifikovat kontigy pokryvajici misto fize mezi chromozomem W a autozomem.

Pro vytvofeni PCR markerd by pak bylo mozné navrhnout primery kolem mista fuze.
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Pfi néasledném provedeni PCR by u samic pravdépodobné vznikal produkt o odpovidajici

velikosti a u samci, nebo samic bez neo-W chromozomu, by se produkt netvofil.
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6. Zavér

V této diplomové praci se podafilo pomoci srovnavaci analyzy resekvenacnich
genomovych dat samcl a samic modraska Polyommatus icarus nalézt sekvence pochazejici
z pohlavniho chromozomu W a navrhnout na tyto sekvence primery, které by bylo mozné
pouzit jako markery pro urCeni pohlavi pomoci PCR. Po otestovani navrzenych primert byl
nalezen funk¢ni par, ktery umoziiuje spolehlivé odlisit samice od samct jednoduse pomoci
PCR.

Tato metoda byla pouzita k urCeni pohlavi u Cerstvé vylihlych housenek P. icarus.
Z téchto housenek byla izolovana soucasné také RNA, kterou bude mozno dale vyuzit pro
sekvenovani a studium role pohlavné antagonistické selekce ve fixaci neo-pohlavnich
chromozomt u modraska P. icarus. Nalezeni PCR markert pro urCeni pohlavi tedy vyrazné

usnadni dalsi studium tohoto modraska.
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