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1. Uvod
1.1.  Architektura genomu

Geneticka informace je v eukaryotickém genomu uloZena ve formé& deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), kterou lze rozdé€lit na DNA kodujici protein a nekodujici DNA. DNA
kodujict protein je tvotfena geny, Useky DNA o variabilni velikosti, které se prekladaji do
proteinti. Geny tvori malé procento celkové genetické informace a skladaji se z exonu a
intront. Napfiklad u clovéka je DNA tvorena pouze z 1.1% exony a z 24% introny (Venter
a kol., 2001). Alternativnim splicingem vznika Siroka variabilita ve vysledném proteinu
vzniklého prekladem jednoho genu tim, ze dojde k vystfizeni intrond a ponechanim exond,
které se razné poskladaji. Exony se nasledné prekladaji do sekvence aminokyselin
(Watson, 2014).

Kromé intronti je nekodujici DNA tvorena cis-regulacnimi elementy, mezi které
patii sekvence ovliviiyjici transkripci, jako jsou promotory (sekvence, na které se vaze
DNA polymeraza), enhancery (sekvence vzdalené od mista exprese, které zesilyji
efektivitu transkripce), silencery (sekvence vzdalené od mista exprese, které zeslabuji
efektivitu transkripce), insulatory (sekvence vzdalené od mista exprese, které blokuji
enhancery a silencery) ¢i sekvence, na které se vazi transkripcni faktory (Arnone a
Davidson, 1997; Pennacchio a Rubin, 2001, shrnuto v Ludwig, 2002).

Dalsi vyznamnou slozkou nekodujici DNA jsou repetitivni elementy. Repetice jsou
motivy sekvenci, které se opakované vyskytuji napfic genomem v mnoha kopiich. Ackoliv
jsou eukaryotické genomy na repetice bohaté, jejich fukce neni zcela objasnéna. Pfedchozi
vyzkum ukazal, ze mnozstvi repetitivni DNA ovliviiuje velikost genomu, ale nesouvisi s
jeho komplexitou (Van Straalen a Roelofs, 2006). Repetice se proto diive povazovaly za
tzv. junk DNA, coz je DNA bez specifické funkce (Ohno, 1972). Dnes jiz ale vime, ze
hraji vyznamnou roli naptiklad v regulaci genové exprese, epigenetice (Pappalardo, 2021),
¢i v evoluci genomu (Feschotte a Pritham, 2007).

Repetitivni elementy nekoduji protein, ale jejich prepisem vznikaji nekddujici
RNA, mezi které fadime tzv. mikroRNA (“miRNA”), malé interferujici RNA (“siRNA”),
piwi-interagujici RNA (“piRNA”) a dlouhé nekoddujici RNA (“IncRNA”). Tyto RNA hraji
dilezitou roli v mnoha bunéénych funkcich. Naptiklad u mouchy Drosophila
melanogaster se mikroRNA podili na rastu tkani, hormonalni aktivité, vyvoji bunék

zarode¢né linie a bunek nervové tkané (Carthew a kol., 2017). siRNA a piRNA plni
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dulezitou roli pfi vyvoji embrya (Lucchetta a kol., 2009; Belicard a kol., 2018). “piwi-
interagujici” RNA se také podili na metabolismu tuki (Jones a kol., 2016). IncRNA se
obecné podili na organizaci genomu a zajist'uji i spousténi exprese tim, ze k sob¢ prikladaji
vzdalené ¢astt DNA zodpovédné za efektivni expresi, napt. enhacery a promotory (Soibam
a Zhamangaraeva, 2021; Kajino a kol., 2019). Dale ma funkci v buné¢ném metabolismu a
uplatiiyji se pfi opravnych reakcich poskozené DNA. U samic se také podili na inaktivaci
chromozomu X (Yang a kol., 2015; McHugh a kol., 2015; shnuto v Shapiro, 2022).

Z organizacniho hlediska mohou repetitivni elementy byt dvou typt — mobilni
elementy a tandemova opakovani (Biscotti a kol., 2015). Mobilni elementy neboli
transpozony jsou sobecky se pohybujici repetitivni sekvence, které mohou mit velikost od
100 paru bazi (,,bp*) do 10 000 paru bazi (Arkhipova a Yushenova, 2019). Obsahuji v sobé
oblasti, které po prelozeni davaji vznik proteinim s biochemickymi aktivitami
zodpovédnymi za stiihani, vkladani, ¢i slepovani molekul DNA a nekoduyjici sekvence
zodpoveédné za jejich pohyb po genomu (Wells a Feschotte, 2020). Existuji dva typy
mobilnich elementi — retrotranspozony a DNA transpozony. Retrotranspozony se po
genomu pohybuji zpisobem nazyvanym “copy and paste”, coz znamena, ze se mobilni
element z jednoho mista zkopiruje a vlozi do jiného mista v genomu. DNA transpozony se
po genomu §ifi principem tzv. “cut and paste”, coz znamena, ze se mobilni element v
jednom misté vystiihne a vlozi do jiné Casti genomu. Pfi tomto procesu se vyuziva enzymu
transpozaz a integraz (Wells a Feschotte, 2020).

Tandemovéa opakovani jsou repetice tvorici oblasti mnoha za sebou jdoucich
jednotek, které se dale podle délky monomeru rozdé€luji na mikrosatelity (<5 bazi),
minisatelity (<25 bazi) a satelity (>150 bp) (shrnuto v praci Jenner a kol., 2022). Satelitni
DNA miuize tvorit i vice nez 50% DNA v genomu (Mora a kol., 2023). Specialnim typem
tandemovych repetic jsou strukturalni elementy, mezi které patii centromery a telomery
(Biscotti akol., 2015). Centromery jsou tvofené repetitivni sekvenci s doménami znacicimi
mista vytvoreni kinetochoru (Willard, 1990) a hraji dulezity vyznam pfi replikaci, jelikoz
se na n¢ vazou mikrotubuly déliciho vieténka (Ludwig, 2002). Podle mista vyskytu
centromery délime chromozomy na metacentrické (centromera se nachéazi uprostied
chromozomu), submetacentrické (centromera je slabé posunutd k jednomu konci
chromozomu, takze velikost ramének na jedné strané neodpovida velikosti ramének na
druhé strané chromozomu), akrocentrické (centromera je siln€é posunuta k jednomu konci
chromozomu), telocentrické (centromera se nachéazi na konci chromozomu). Poslednim

typem jsou chromozomy holocentrické kde centromera neni lokalizovana a mikrotubuly



se vazou podél vétsi ¢asti chromozomu (Schroeder-Reiter a Wanner, 2009). Navzdory
konzervované funkci, centromerickda DNA podléha rychlé evoluci na urovni sekvence
(Logsdon a Eichler, 2022). Telomericka DNA je podrobné popsana v nasledujicich
kapitolach.

1.2 Zakladni informace o telomerach

Telomery na koncich chromozomu plni ochrannou funkci. Bez telomer by byl chromozom
nestabilni a mohl by degradovat (Blackburn, 1991). Samotné konce telomer jsou tvofené
repetitivni sekvenci, ktera formuje na konci smycku s proteinovym komplexem. Tento
proteinovy komplex byl podrobné zkouman u savci a je tvoreny proteiny TRF1 a TRF2,
které se vyskytuji ve formé dimeru, pot¢ RAP1, POT1, TPP1 a TIN2 (Obrazek 1). Na
samotném konci telomery se téchto komplext vyskytuje mnoho (Doksani, 2019). Tato
struktura zabrafiuje tomu, aby chromozomy navzajem fuzovaly a burika jejich konce
vnimala jako dvojvlaknovy zlom (Greider, 1999). Ptijde-li chromozom o své telomery,

vede to ke genomové nestabilité a tvorbé chromozomovych aberaci (McClintock, 1940).

Telomericka sekvence
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Obrazek 1: Schéma chromozomalniho konce u savci. Proteinovy komplex shelterin se
vaze na mikrosatelitni telomerickou sekvenci formujici na konci chromozomu tzv. T
smycku. Hlavni proteiny této struktury TRF1 a TRF2 se vyskytuji ve formé dimeru a vazou
se na dvouvlaknovou DNA. Jednofetézcovy pievis na 3" konci, tzv. G previs, predstavuje
vazebné misto pro POT1 a vytvoreni smycky je zprostfedkovano vzajemnou interakci s

dal§imi proteiny - RAP1, TPP1 a TIN2 (Doksani, 2019).

Telomery se pii kazdém dé€leni buriky zkracuji, coz je zpusobeno netplnou

replikaci tzv. opozd'ujiciho se fetézce (,,lagging strand*“) DNA polymerazou (Olovnikov,
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1973). Délka telomer ma tzkou spojitost se stafim buriky (Harley, 1991). Cooke a Smith
(1986) a dalsi prokazali, ze telomery spermie byly delsi, nez telomery somatickych bunék.
V tomto experimentu byla dokazana ptitomnost telomerazy, enzymu, ktery ma na svédomi
prodluzovani telomer a ktery je pfirozen€ aktivni pouze u bunék zarodecné linie. Enzym
telomeraza je druh reverzni transkriptazy, RNA-dependentni DNA polymerazy a jeho
soucasti je RNA sekvence komplementarni k DNA vlaknu telomery. Dle tohoto vlakna se
reverzni transkripci prepise RNA sekvence telomerického motivu do DNA, ¢imz dojde k
prodlouzeni jednoho vlakna telomery. Komplementarni vlakno se poté doplni DNA
polymerazou (Chan a Blackburn, 2004). Enzym telomeraza je taktéz aktivni v nadorovych
bunkach, tudiz vyzkum telomerazy ma uzkou spojitost s vyzkumem potencialnich 1é¢iv
rakoviny (Cong, a kol., 2002). Pokud by telomeraza u gametickych bunék neexistovala,
dédily by se zkracené chromozomy (Harley, 1991).

Prodluzovani telomer je ale mozné i bez aktivity telomerazy. Misto toho se na
konce chromozomi mohou transpozici presouvat mobilni elementy z jinych Casti genomu,
jak bylo pozorovano naptiklad u mouchy Drosophila melanogaster, nebo motyla Bombyx
mori (Mason a Biessman, 1995; Fujiwara a kol., 2005). U nekterych rakovinnych buné¢k,
¢i transformovanych zivo€iSnych bun€k, dochéazi k prodluzovani telomer homologni
rekombinaci (Conomos a kol., 2013). Tyto mechanismy jsou oznacovany jako alternativni
prodluzovani telomer. Servant a Deininger (2016) formulovali hypotézu, ze telomeraza i
telomerické retrotranspozony se vyvinuly ze spoleCného ancestralniho retroelementu a

tudiz vySe zminéné zpusoby prodluzovani telomer v eukaryotickych genomech koexistuji.

1.3 Stavba telomer

Z hlediska sekvence se u eukaryotickych organismi vyskytuji dva druhy telomer —
telomery tvofené tandemovym opakovanim mikrosatelitd a mobilnimi elementy. Sekvence
tvotici mikrosatelity byva v ramci vyvojovych linii pomémé konzervovana a Ize ji obecné
charakterizovat vzorcem (TnAnGn)n. Mikrosatelitni telomericky motiv (TTAGGG). je
pfitomny u obratlovct a 1ze ho nalézt i u vSech bazalnich skupin fiSe Metazoa jako jsou
napi. houbovci (Porifera), zahavci (Cnidaria), zabernatky (Ctenophora) a vlockovci
(Placozoa). Pravdépodobné se tedy jedna o ancestralni telomericky motiv. U rostlin se
obdobne vyskytuje (TTAGGC)y, u hlistic 1ze nalézt (TTTAGGG)na u ¢lenovet (TTAGG),
(shrnuto v praci FulneCkova a kol., 2013). U nékterych skupin Clenovci vSak motiv

(TTAGG)n typicky pro Arthropoda nenalézame. Napftiklad u ¢melaki z fadu blanokiidlych



(Hymenoptera) nalézame motiv (TTAGGTTGGGG)n (Fajkus a kol., 2022) a u brouku
(Coleoptera) pozorujeme telomerickou sekvenci (TCAGG), ¢i (TTAGGG), (Prusédkova a
kol. 2021).

Zvlastnim ptipadem jsou telomery tvorené mobilnimi elementy. Tento typ telomer je
znamy pouze u zastupcl fadu Diptera, konkrétné naptiklad u komart rodu Anopheles a
Chironomus, ¢i u octomilky Drosophila melanogaster (Biessman a kol., 1998). U
octomilky byly telomery podrobné zkoumané a zjistilo se, ze obsahuji 3 typy
retrotranspozibilnich elementd, oznaCenych jako HeT-A, TART a TAHRE, které se
vyskytuji v telomerické oblasti nahodné, ale vzdy v stejné orientaci (detailné popsano v
Pardue a DeBaryshe, 2008).

K telomeram nasledné pfiléhaji subtelomerické oblasti, které jsou taktéz tvorené
repeticemi a hraji dulezitou roli pfi replikaci a v genomové stabilité. U ¢lovéka je délka
téchto sekvenci v rozpéti 2-15 kilobazi a obsahuji jak sekvence podobné telomeram, tak
repetice specifické pouze pro subtelomery, duplikované segmenty DNA a unikéatni
(nerepetitivni) sekvence (Riethman a kol., 2005). Casto v nich miizeme najit také klastry

genu pro ribozomalni RNA (napt. Roa a Guerra, 2012; Provaznikova a kol. 2021).

1.4 Identifikace telomerické sekvence

Ke zkoumani telomer se tradicné vyuzivaji laboratorni metody, jako jsou napftiklad
Southernv prenos (tzv. ,,Southern blot“) a fluorescencni in-situ hybridizace (FISH).
Metoda Southernova pienosu umoziuje detekovat cilovou sekvenci na membrané
s navazanou DNA pomoci znacené proby. Vyizolovanad genomova DNA zkoumaného
organismu se nafragmentuje pomoci Stipacich enzymu a rozdéli elektroforézou dle
velikosti na agar6zovém gelu. DNA z gelu se pomoci pasobeni kladného a zaporného
naboje prenese na membranu, na kterou se hybridizuje fluorescencné znacena proba.
Fluorescencni signal poté prozrazuje pfitomnost naSeho motivu v genomu zkoumaného
organismu (Southern, 2006). Pro zjisténi zda se cilova sekvence vyskytuje na koncich
chromozomu je mozné Cast vyizolované genomové DNA vystavit pusobeni exonukleazy
BAL31, ktera degraduje konce chromozomu. Pokud je nasledné proba ve standardnim
vzorku uspésné detekovana, avsak ve vzorku po inkubaci s enzymem BAL31 ne,
zkoumany motiv se snejvysSi pravdépodobnosti vyskytuje v telomerické oblasti
(McEachern a kol., 2000). Fluorescen¢né¢ znac¢ené proby vyuziva i metoda FISH. Sonda je

hybridizovana na chromozomalni preparaty a vysledna fluorescence je detekovana
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fluorescen¢nim mikroskopem (Levsky a Singer, 2003). Nevyhodou Southernova pfenosu
i metody FISH je vS§ak nutna znalost kandidatniho motivu.

Soucasny rozvoj sekvenacnich metod umoziiuje k objeveni novych kandidatnich
motiva vyuzit bioinformatickych pfistupt. Zakladni metoda vyuziva sekvenovani vzorku
kontrolni genomové DNA zkoumaného organismu a vzorku DNA vystaveného pusobeni
vySe zminéného enzymu BAL31. Naslednou komparativni analyzou repetic v obou
vzorcich lze zjistit u kterych sekvenci doslo ke zméné frekvence vyskytu, a tedy které se
potencialné vyskytuji na chromozomalnich koncich (Peska a kol., 2017). Tato metoda se
vyuzila k identifikaci telomerického motivu napt. u Allium ursinum (Cesnek medveédi),
jehoz telomericky motiv (CTCGGTTATGGG). byl dlouho neznamy (Peska a kol., 2017).

K identifikaci novych telomerickych motivi se vyuzivaji jak programy urcené
k obecné analyze repetitivnich sekvenci, tak nastroje specializované na hledani telomer.
Mezi nej¢astéji vyuzivané programy patii napt. RepeatExplorer2, ktery analyzuje repetice
tak, ze vyhledava v jednotlivych sekvenacnich ctenich podobnosti a nasledné je spojuje do
klastri (Novak a kol., 2020). Ac¢koliv se timto zptusobem podafilo Gspésné identifikovat
telomerickou sekvenci u mnoha organismu vCetné druhti s velkymi genomy (napt. Peska
a kol. 2015), je znamé ze RepeatExplorer2 neni pfilis efektivni pfi hledani mikrosatelitt.
Pro analyzu sateliti s kratkym monomerem je naopak vhodny nastroj Tandem Repeats
Finder, ktery hleda DNA motivy opakujici se v urcité vzdalenosti od sebe, ¢imz je zajisténa
uspeSnost pii detekci kratkych tandemovych repetic (Benson, 1999). Pro specifickou
identifikaci telomerickych sekvenci byla vyvinuta cela fada nastroju, zpracovavajicich jak
neposkladana sekvenacni Cteni, tak zrekonstruované genomové sekvence (tzv. assembly).
Piikladem je program BioSEREF, ktery pfi prohledavani sekvenacnich dat vyuziva nejen
informaci o jiz zndmych telomerickych motivech, ale i délku monomeru satelitni sekvence
a pozici motivu ve fragmentu DNA (Somanathan a Baysdorfer 2018). Telomerické

sekvence v genomovych assembly ¢i dlouhych ¢teni sekvenovani treti generace dokaze

vyhledat napt. Telomere Indentification toolKit (https:/github.com/tolkit/telomeric-

identifier).

1.5 Pavouci a jejich genomy

Pavouci predstavuji atraktivni skupinu pro studium kvuli mnoha vlastnostem, jako je napf.

struktura a tvorba hedvabi, které predstavuje uzite¢ny material na poli biomedicinského
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prumyslu (Salehi a kol., 2020). Dalsi fascinujici aspekty hodné blizsiho studia predstavuji
toxiny pavoucich jedu (Saez a kol., 2019), nebo chovani pavoukd, jako jsou tieba zasnubni
tanecky u skakavek (Girard a kol., 2011).

V soucasné dobé je na svété znamo 50 800 druhti pavoukl ze 129 Celedi (World
Spider Catalog, 2023). Rad Araneae se d&li na 2 velké podiady — Mesothelae a
Opisthothelae. Pavouky podiadu Mesothelae (sklipkosi) tvofi jedind Celed Citajici 85
druht (Coddington, 2005) a piedstavuji bazalni skupinu pavoukl. Primitivnost této
skupiny je dana segmentaci abdomenu, kterd u Opisthotelae jiz pfitomna neni. Podiad
Opisthotelae 1ze rozdélit na infratad Mygalomorphae, kam patii dvé Celedi Atipoidea
(sklipkankoviti) a Avicularioidea (sklipkani), a infrafad Araneomorphae (dvouplicni),
ktefi predstavuji zbytek pavoukli (Wheeler a kol., 2016).

Co se tyCe karyotypu, pavouci disponuji velmi variabilnim po¢tem chromozomad,
ktery saha od 7 do 94 chromozomu v diploidnim stadiu (Suzuki, a kol., 1954). Vsechny
chromozomy ancestralniho pavouciho karyotypu jsou akrocentrické (Kral, 2006). U
pavoukt nachazime urceni pohlavi odvozené od typu Drosophila, které je charakteristické
pfitomnosti chromozomt X a Y, kdy samec je urCen heterogametickym usporadanim
pohlavnich chromozomu (Bull, 1983). Pavouci maji mnohocetné pohlavni chromozomy
X, kdy ancestralni systém je X>0 pro samce (0 symbolizuje chybéjici chromozom Y) a
X1X2X5 pro samice. Tento zpusob uréeni pohlavi je zarover nejcastéjsi. Napf. u pavoukt
ze skupiny Mygalomorphae v§ak nachazime az 13 chromozomt X (Sember a kol., 2020).
U pavouku z Celedi Paratropididae lze pozorovat chromozom Y. ktery ale hraje roli
nepohlavniho chromozomu, vzniklého fizi chromozomu X s autozomem. V karyotypu
nékterych pavoukud jako napfiklad u celedi Sparassidae muzeme pozorovat viceCetné
chromozomy Y (Rowell, 1991; Kral a kol., 2013). U zastupcu Celedi Pholcidae, Sicariidae,
Drymusidae, Filistatidae a Hypochilidae nachazime jiz jednodussi karyotyp ve formé
Xi1X2Y (Kral a kol., 2006).

Z hlediska genomiky se jednad o pomémé malo zkoumanou skupinu a mnoho
vlastnosti pavoucich genomu zdstava neznamych. Jednim z divodu je i jejich velikost
zpusobena pravdépodobné vysokym podilem repetic, které komplikuji bioinformatické
analyzy. Gregory a Shorthouse (2003) zkoumali velikost genomu u 115 druhti pavoukt a
zjistili, ze hodnota pro haploidni genom se pohybuje od 0.74 pg (0.72 Gbp) do 5.73 pg
(5.60 Gbp) s prameérnou velikosti 2.40 pg (2.30 Gbp). Velkym otaznikem zistava i
pavouci telomericka sekvence (Kuntner, 2022). Ackoliv drtiva vétSina Clenovcu sdili

mikrosatelitni sekvenci (TTAGG),, pavouct na ptitomnost tohoto motivu byli nékolikrat



testovani s negativnim vysledkem. V praci Vitkova a kol., (2005) bylo u pavoukt rodu
Brachypelma za vyuziti Southernova prenosu a FISH dokéazano, ze jejich telomery nejsou

tvofené motivem (TTAGG)n, ani (TTAGGG)n.

1.6 Sekvenovani dat typu ,,Linked-Reads*

Na zékladé zatim nepublikovaného vyzkumu (Volenikova A. a Nguyen P., osobni
komunikace) se zda, ze data typu ,,.Linked-Reads* od spolecnosti 10X Genomics by mohla
byt vhodna pro zkoumani telomer. Sekvenovani tohoto typu dat funguje na principu
vlozeni fragmentu vysokomolekularni DNA do gelové kulicky, ktera se nasledné pfida do
oleje za vzniku emulze. Kazda gelova kulicka obsahuje tzv. barcode — poznavaci
technickou sekvenci (Obrazek 2). Kazdy ,,barcode* je unikatni pro kazdou gelovou ulicku
a existuje velmi nizka pravdépodobnost, pfi které se vyskytne stejny ,,barcode™ na dvou
riznych gelovych kulickach. Smés téchto gelovych kulicek v oleji s navazanou DNA
projde isotermni inkubaci, coz vede k nafragmentovani vysokomolekularni DNA
molekuly. Po inkubaci vznikne mnoho fragmenta, avSak kazdy fragment obsahuje prave
takovy ,,barcode”, na jaké gelové kulice byl navazany. S touto vlastnosti mizeme zpétné
poskladat piivodni vysokomolekularni DNA molekuly z malych fragmentd. Pritomnost
,barcode* umoziujici snadnou rekonstruci kratkych ¢teni do tzv. assembly predstavuje
hlavni vyhodu tohoto sekvenovani (Marks a kol., 2019).

Pripravena knihovna fragmenta se nasledné sekvenuje na platformé spoleCnosti
Ilumina. Kazdy z fragmenti DNA obdrzi tzv. adapter (technicka sekvence). Sekvence
komplementarni k adapterim se pfilepi na sklenény Cip. Fragmenty DNA s adaptery se
nasledné komplementarné€ navazou na sekvence prilepené na sklicko. V dalsim kroku se
provede PCR reakce, pii které se dvojité vlakno DNA za vysoké teploty 94 °C rozvolni za
vzniku jednovldknovych molekul DNA, na které nasedne DNA polymeraza a
dosyntetizuje komplementarni DNA sekvenci. Na sklicku tak vznikne velké mnozstvi
DNA fragmentt o stejné velikosti, kazdy obsahujici adapter, jeden pftilepeny na sklicku,
druhy na opa¢nym konci fragmentu DNA. Takto naamplifikovana DNA vytvoii mosty,
coz znamena, ze se konec DNA fragmentu s adapterem, ktery neni pfilepeny na sklicko,
ohne a volny konec s adapterem se spoji se sekvenci komplementarni k danému adaptéru
na sklicku. Cely proces se opakuje v mnoha cyklech.

Illumina sekvenovani produkuje Cteni typu ,single end“ nebo ,paired end”.

V prvnim piipade dochazi ke ¢teni pouze jedné strany fragmentu, zatimco v druhém se Cte
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fragment z obou stran a vznika , forward” a ,reverse” ¢teni. Typicka délka Cteni je 150
para bazi. S touto znalosti poté mizeme osekvenovat fragmenty o raznych délkach na
zakladé toho, jaké mnozstvi informace chceme skutecné ziskat. Chceme-li znat kompletni
sekvenci fragmentu, zvolime fragment o velikosti 300 paru bazi (150 bp ,,forward“a 150
bp ,,reverse”). Ve vétsin€ pripadu je ale délka fragmentu delsi a neosekvenovana sekvence
mezi parovymi Cteni se nazyva ,insert” (Solodskikh a kol., 2019). lllumina sekvenovani
patii mezi metody tzv. Next generation sequencing, neboli sekvenovani nové generace,

které se snazi osekvenovat velké mnozstvi informace za kratky ¢as a za nizkou cenu.

Sample
Index

P5 Read 1 gDNA Insert

10x Read 2
Barcode

Obrazek 2: Struktura Cteni sekvenovaného metodou , Linked-Reads” od 10x Genomics.
Sekvence oznaCena P5 a P7 ptedstavuji adaptery pro Illumina sekvenovani. Sekvence
oznacené Read 1 a Read 2 oznacCuji mista primeru pro parové sekvenovani. 10x Barcode
je ,.barcode”, slouzici k rekonstrukci pavodnich fragmenti DNA a jehoz velikost ¢ini 16
para bazi. Sample index slouzi k identifikaci sekvenaéni knihovny. gDNA Insert je

sekvenovany vzorek DNA (Marks a kol, 2019).



2. Cile prace

Telomery jsou nukleoproteinové struktury, které chrani konce chromozomu. Jejich
sekvence byva v ramci vyvojovych linii pomérné konzervovana a zpravidla se jedna o
tandemové opakované kratké motivy (Vitkova a kol., 2005; Gomes a kol. 2010). U vétSiny
¢lenoveu (Arthropoda) mizeme nalézt mikrosatelitni telomericky motiv (TTAGG),
(Vitkova a kol., 2005). V ramci Arthropod vsSak existuji vyjimky — skupiny, které
telomerickou sekvenci (TTAGG), nemaji. I presto vSak jejich telomericka sekvence Casto
nasleduje podobny vzorec, jako napiiklad u ¢melakt zfadu Hymenoptera, ktefi maji
telomerickou sekvenci s motivem (TTAGGTTGGGG), (Fajkus a kol., 2022), ¢i u broukt
(Coleoptera), u kterych 1ze najit (TCAGG). (Prusakova a kol., 2021). Extrémnim pfipadem
jsou nékteti zastupci dvouktidlych (Diptera), konkrétné octomilka Drosophila a komari
rodu Anopheles a Chironomus, jejichz telomery jsou tvofené mobilnimi elementy
(Biessman a kol., 1998).

Jednim z velkych taxont, kde telomericka sekvence zistava neznama, jsou pavouci
(Araneae). Ackoliv pavoukim blizce piibuzni Amblypygi ztfidy Arachnida maji
telomerickou sekvenci (TTAGG). (Lerma a kol., 2021), ptfedchozi vyzkum vyvratil
ptitomnost tohoto motivu v pavoucich telomerach. Stejného vysledku bylo dosazeno 1 pii
testovani motivu (TTAGGG),, konzervovaného u mnoha linii zivo€ichu (Metazoa)
(Vitkova a kol., 2005). Cilem této bakalarské prace je objevit telomerickou sekvenci u
pavouki. Ke zpusobu identifikace telomerické sekvence bude vyuzit bioinformaticky
pfistup a nasledna fyzicka lokalizace kandidatnich motivii na pavoucich chromozomech

metodou fluorescencni in situ hybridizace.
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3. Metody
3.1 Sekvenacni data

K ziskani dat byly vyuzity vefejné dostupné databaze — Darwin Tree of Life (DToL;

www.darwintreeoflife.org) a National Center for Biotechnology Information (NCBI;

www.ncbi.nlm.nih.gov). Vyhledana byla pouze data osekvenovana metodou , Linked-

Reads® od spolecnosti 10X Genomics (10X Genomics, Pleasanton, USA). Data tohoto
typu byla zvolena na zakladé predchozich zkuSenosti garanta a Skolitele projektu, ktefi u
datasett osekvenovanych timto piistupem pozorovali telomerickou sekvenci ve vyssi mife

nez u standardnich Illumina dat (A. Volenikova a P. Nguyen, osobni komunikace).

3.2 Konverze dat

Data stazena z databaze DToL byla v komprimovaném formatu cram. Ke konvertovani z
cram formatu na format fastq potfebny pro dalsi analyzy bylo vyuzito balicku SAMtools
v. 1.11 (Li akol., 2009), konkrétné modulti sort a fastq. Data stazena z databaze NCBI byla

jiz ve formatu fastq a tudiz konverzi nevyzadovala.

3.3 Kontrola kvality

K vizualizaci kvality dat byl vyuzit program FastQC v. 0.11.5 (Andrews, 2010). Tento
program je vhodny pro vSechna sekvenacni data druhé generace a poskytuje informace o
poctu a kvalité Cteni, pritomnosti technickych nebo nadreprezentovanych sekvenci a

dalsich zakladnich statistikach datasetu.

3.4 Filtrovani dat

Technické sekvence a ¢teni o $patné kvalité predstavuji problém pfi analyze repetitivnich
sekvenci, jelikoz programy uzptisobené k analyze repetic nedokazou rozlisit mezi uméle
ptidanou technickou sekvenci a pravym ¢tenim. Z tohoto divodu byly technické sekvence

a Cteni o Spatné kvalit€¢ odstranény pomoci nastroje Trimmomatic v. 0.39 (Bolger a kol.,
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2014) s nasledujicimi parametry: SLIDINGWINDOW:5:20, CROP: 135, HEADCROP: 30,
MINLEN:105. Pomoci piikazu SLIDINGWINDOW byla stanovena minimalni hranice
kvality Cteni a Cteni o niz§i kvalité byla odstranéna. Pomoci piikazu CROP byl ofiznut
urcity pocet paru bazi od konce Cteni, aby byla zajisténa stejna délka vyslednych cteni,
potiebna pro dalsi aplikace. Pfikaz HEADCROP odstrani dany pocet paru bazi od zacatku
Cteni — , . barcode”. Parametr MINLEN udavéa minimalni délku ¢teni. Soubor s technickymi
sekvencemi byl poskytnut ~ RNDr. Martinou  Dalikovou, Ph. D.

(https://github.com/avolenikova/forStudents/blob/master/Truseq PE frankenstein.fa).

Uspesné odstranéni technickych sekvenci a Cteni o §patné kvalité bylo ovéfeno opétovnou

vizualizaci v programu FastQC, popsaného v sekci 3.3 Kontrola kvality.

3.5 Komparativni analyza repetic

Porovnani repetitomu napii¢ ziskanymi datasety pavoukl bylo provedeno pomoci
programu RepeatExplorer2 (Novak a kol. 2020). Pred samotnou analyzou bylo nutné
provést upravu dat. Sekvenacni Cteni byla konvertovana do formatu fasta pomoci ptikazu
sed a na zacCatek , headeru” (hlavicky) Cteni bylo pfidano oznaceni druhu a na jeho konec
znak /1 oznacujici ,,forward™ ¢teni a /2 oznacCujici ,,reverse” ¢teni pomoci piikazu awk
(pokud se jiz na konci Cteni nevyskytovaly). Vzhledem ktomu, ze program
RepeatExplorer2 vyzaduje, aby vstupni soubory mély ,.coverage* (pokryti) mensi nez 1x
velikost genomu, z kazdého datasetu byly vytvoreny tfi pseudo ndhodné repliky o velikosti
500 000 cteni. Komparativni analyza repetic byla provedena v grafickém rozhrani
programu RepeatExplorer2 bézicim na serveru Galaxy (The Galaxy Community, 2022),
s nastavenim pro parové Cteni, databazi repetic Metazoa verze 3.0 a automatickym
filtrovanim abundantnich sateliti. Ostatni parametry byly ponechany v zakladnim
nastaveni. Vysledky byly nasledné zpracovany v programu RStudio (RStudio Team,
2020).

3.6 Zjistovani velikosti genomu

Pro slozeni genomové sekvence a druhové specifické analyzy bylo tfeba znat informace o
velikosti zkoumanych genomu. Toho bylo dosazeno pomoci programu GenomeScope V.

2.0 (Ranallo-Benavidez a kol., 2020), ktery na zaklad¢ frekvence k-mert sekvenacnich dat
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dokéze in silico odhadnout velikost genomu, charakterizovat miru heterozygosity, nebo
repetitivni kontent. 21-merové spektrum bylo vytvofeno v programu jellyfish v. 2.3.0
(Margais a Kingsford, 2011). Vstupnim souborem byly veskeré parové Cteni ziskané
v sekci 3.4 Filtrovani dat, které byly spojené do jednoho souboru. Vysledny histogram byl

analyzovan ve webovém rozhrani http://gb.cshl.edu/genomescope/genomescope2.0/, kde

je mozné si informace o genomu prohlédnout.

3.7 Slozeni genomové sekvence (,,assembly*)

Tvorbu tzv. assembly z dat osekvenovanymi metodou ,,Linked-Reads® nabizi exkluzivné
program Supernova v. 2.1.1 taktéz vyvinuta spolecnosti 10x Genomics (Weisenfeld a kol.,
2017). Tzv. barcode pfifazeny jednotlivym fragmentim DNA se zde uplatiiuje k sestaveni
pavodni vysokomolekularni DNA. Vstupnim souborem jsou , forward” a ,reverse“ ¢teni
ve formatu fastq z odstavce 2.2 Konvertovani dat (data nezbavena technickych sekvenci a
nefiltrovana na kvalitu). Styl vytvoreného ,,assembly* byl zvolen pseudohap (,,assembly*
tvorené jednim pseudohaplotypem). Parametr maxreads byl vypocitan nasledovné:
(velikost genomu x 56) / velikost ¢teni. Velikost genomu byla zjisténa pomoci programu
GenomeScope (viz vye). Cislo 56 odkazuje na 56x coverage genomu, ktera je doporucena

autory programu.

3.8 Vyhodnoceni kvality ,,assembly“

Kvalita vytvoreného ,assembly“ byla provéfena pomoci programt Quast v. 4.6.3
(Gurevich a kol. 2013) a BUSCO v. 5.2.2 (Manni a kol. 2021). Tyto programy ukazuji, jak
je dané ,assembly“ kompletni, jak moc je fragmentované, z kolika kontigt je se sklada
apod. Quast vystup obsahuje tabulku, ve které jsou vypsané pocty kontigl a jejich
velikosti, celkova velikost a délka, procentualni zastoupeni C a G bazi a hodnota N50. N50
je Cislo udavajici délku, pro kterou kontigy o stejné délce ¢i delSi zaujimaji alespon
polovinu viech bazi v ,assembly“. Cim v&tsi je toto &islo, tim mensi je fragmentovanost
,,assembly®. Vysledky programu BUSCO poskytuji informace o kompletnosti ,,assembly*
na zakladé uspésné identifikace geni konzervovanych v pfislusné vyvojové linii. U
programu BUSCO je tedy treba specifikovat dataset, se kterym se dané ,assembly*
porovna. V naSem ptipad¢ byl vybran dataset arachnida, ktery obsahuje geny typické pro

- 13-


http://qb.cshl.edu/genomescope/genomescope2.0/

pavoukovce. Cim vice BUSCO genti spoleénych pro tento dataset a ,,assembly“ pavouka
nalezneme, tim je zrekonstruovana genomova sekvence kompletnéjsi. V pfipadé

kontrolniho datasetu z motyla Yponomeuta evonymella byl pouzit dataset lepidoptera.

3.9 Ovéreni molekularni identity ,,assembly*

Pro kontrolni identifikaci druhu ze kterého bylo vytvoreno ,,assembly* byl pouzit program
BLAST  (Altschul, 1990) implementovany v GeneiousPrime v. 2020.1.2

(https://www.geneious.com). BLAST vyhledavd podobnosti mezi vybranou sekvenci a

datasety nahranymi v konkrétni databazi. V nasem piipad€ byla zvolena sekvence genu
pro cytochrom oxidazu I (COI) piislusného druhu ziskana z databaze NCBI, ktera byla
hledana ve zhotoveném ,,assembly“ a nalezena sekvence byla zpétné¢ porovnana s NCBI
databazi nt/nr. Gen COI ma4 silné konzervované Casti, které umoziuji jeho identifikaci
napii¢ fylogenetickymi liniemi, ale zaroveni obsahuje variabilni ¢asti, které rychle mutuji

a tudiz jsou druhové specifické, a proto je pro tuto aplikaci vhodny (Hebert a kol., 2003)

3.10 Priprava druhové specifickych dataseta

Pro jednodussi identifikaci telomerické sekvence bylo pristoupeno k vytvoreni datasetu
obohaceného o koncové sekvence kontigi. Na zakladé informaci z literatury a kontinuity
vytvoreného ,,assembly“ byla zvolena délka konct kontigli 5 000 paru bazi. Pro izolaci
téchto konct byl pouzit script v programovacim jazyce Python (Van Rossum a kol., 2009),
jehoz autorem je BSc. Marco Badici (Pfiloha 1). Tento skript vyselektuje kontigy vétsi nez
5000 paru bazi, ze kterych extrahuje pouze koncové casti o délce 5 000 paru bazi. U
kontigli mensich nez 5000 paru bazi k extrakci koncovych casti nedochazi a v datasetu
jsou ponechany.

Na ,,assembly*“ i obohaceny dataset byly nasledné¢ namapovany cteni ziskana
v kapitole 3.4 Filtrovani dat. K mapovani byl pouzit program Bowtie2 (Langmead a
Salzberg, 2012) s nasledujicimi parametry: --very-sensitive-local (lokalni mapovani s
vysokou presnosti), --al-conc (vytvoti soubor s ¢tenim, které je mapované konkordantng),
--un-conc (vytvori soubor s ¢tenim, které je mapované diskondantn¢). Konkordantné
mapovana Cteni spliiuji ocekavanou vzdalenost mezi sebou, je-li tato vzdalenost porusena,

¢teni se mapuje diskordantné. Ze vzniklych konkordantnich ¢teni byly pomoci programu
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seqtk (Shen a kol., 2016) vytvoreny subsety Cteni odpovidajici rizné velikosti pokryti
genomu dle informaci z manualu k nastrojim pouzitym k identifikaci repetic (viz

nasledujici sekce).

3.11 Analyza repetitivnich sekvenci

Druhové specifické datasety ze ¢teni mapujicich na , assembly“ a na obohaceny dataset
byly analyzovany tfemi programy, identifikujicimi repetice a potencialni telomerické
sekvence. Jako prvni byl vyuzit jiz zminény RepeatExplorer2 (viz kapitola 2.5) se stejnymi
parametry, ale bez nastaveni pro komparativni analyzu. Velikost repliky odpovidala 0,5x
velikosti genomu.

Pro vyhledani sateliti s kratkym monomerem byl pouzit Tandem Repeats Finder
(Benson 1999). Vstupnim souborem byla replika ¢teni o velikosti 0,2x velikost genomu.
Cteni byla konkatenovana do jedné pseudomolekuly a vzajemné oddélena uméle vlozenou
sekvenci , NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN”. Pfi zadavani parametru trf byla
zvolena maximalni délku monomeru 20 paru bazi. Vystupni soubory z této analyzy ve
formatu html byly pomoci programu TRAP (Sobreira a kol., 2006) zpracovany do tabulky,
ve které jsou repetitivni sekvence sefazeny od nejabundantnéjsi po nejméné abundantni.

Kandidatni telomerické motivy byly identifikovany programem BioSERF
(https://bioserf.org/; Somanathan a Baysdorfer, 2018). Vstupnim souborem byla replika

¢teni o velikosti 0,2x velikost genomu. Miniméalni pocet opakovani motivu byl stanoven
na tii (MinBPRepeats=3). Z kapacitnich divodu serveru byla analyza byla provedena

tiikrat pro separatni hledani motivt o délce 1-5 bp, 6-10 bp a 10-15 bp.

3.12 Lokalizace kandidatnich motivu

Oveéreni fyzické lokalizace kandidatnich sekvenci bylo provedeno u pavouka tfesavka
velka (Pholcus phalangioides; Fussli, 1775), ktery byl sbiran na izemi ptirodovédecké
fakulty JihoCeské univerzity, budova B (48.9775658N, 14.4453183E) v obdobi Cervence a
srpna 2022. Vzhledem k tomu, ze telomericka sekvence se mezi pohlavimi nelisi, byly
sbirani samci i samice tohoto druhu.

Pted pitvou byli pavouci vlozeni na zhruba 10 minut do mraziciho boxu o teploté
-21 °C pro znehybnéni. Podchlazenym pavoukiim byl odstfihnut abdomen od zbytku
télicka. Abdomen byl pitvan ve fyziologickém roztoku (Glaser 1917 cit. v Lockwood,
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1961; 0,9% NaCl, 0,042% KCI, 0,025% CaCl2, 0,02% NaHCO3) a poté z né& byly
ptipraveny chromozomalni preparaty podle protokolu Herrera a kol. (2021) , spreading*
(roztiraci) technikou. Ovaria ze samic a testes ze samci byla vlozena do roztoku KCI na
20-25 minut, aby doslo rozvolnéni chromozomui. Hypotonizované gonady byly poté
fixovany ve fixazi slozené z etanolu a kyseliny octové v poméru 3:1 po dobu 10 minut. Po
uplynuti této doby se fixaz vymeénila za Cerstvou a inkubace pokracovala dal§ich 20 minut.
Nasledné byla tkan presunuta do kapky 60% kyseliny octové na podloznim skle ocisténém
kyselym etanolem (1% HCI v etanolu) a macerovana wolframovymi jehlami. Vznikla
suspenze byla poté rozetiena na podloznim skli¢ku na histologické ploténce zahraté na
45°C. Nasledovalo odvodnéni v etanolové fade (70%, 80%, 100%) po dobu 30 sekund.
Vzniklé preparaty byly uchovavany pii -21 °C. Jiz vytvoiené chromozomalni preparaty
z kontrolniho druhu motyla predivky zhoubné (Yponomeuta evonymella;, Linné, 1758)
byly poskytnuty kolegyni Ksenyi Bobryshavou.

Fyzicka lokalizace kandidatnich motivi byla provedena podle protokolu Cuadrado
a kol. (2009). Hybridizacni smés pro kazdy preparat se skladala z 29,4 ul 2x SSC a 0,6 pl
100 pmol oligonukleotidii, znacenych na 5' konci fluorescen¢nim barvivem Cy3 (Generi
Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika). Z divodu rozdilné Gspé&snosti komeréni
syntézy jednotlivé sondy obsahovaly kadidatni motivy v riizném poctu monomert, a to
konkrétné: (A)ss, (AT)20, (GT)20, (TATGTA)11, (TTTGTA)11 a (TTAGG)2. Piipravena
hybridizacni smés byla denaturovana v 80°C po dobu 5 minut a poté presunuta na led, kde
se chladila 10 minut. Smés byla nasledné nanesena na chromozomalni preparat, ktery se
prekryl krycim sklickem o rozméru 24x40 mm. Preparaty se poté inkubovaly ve vlhké
komturce pfi teplot¢ 37°C po dobu 2 hodin. Po inkubaci se kryci sklicko z preparatu
odstranilo a nezhybridizovana sonda byla odmyta roztokem 4x SSC v 0,2% TWEEN-20
(Sigma-Aldrich, St. Loius, USA) po dobu 10 minut a poté roztokem 4x SSC v 0,1%
TWEEN-20 (Sigma-Aldrich) po dobu 5 minut. Preparaty byly nasledné odvodnény
v etanolové fade (70%, 80%, 100%; po 3 minutach). Suché preparaty byly obarveny
pomoci 10 pl fluorescenéniho barviva DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) v DABCO
antifade (1,4-Diazobicyclo-[2,2,2-octane]; koncentrace 0,5 ng DAPI/ ml DABCO) a
prekryty krycim sklickem o velikosti 24x32 mm. Kryci sklicko se zafixovalo pomoci laku
na nehty, ¢imz bylo zaroven zabranéno 1 vyschnuti preparatu. Preparaty byly uchovavany
v5 °C. Preparaty byly pozorované na konfokalnim mikroskopu Olympus FV3000
(Olympus, Tokyo, Japonsko), fotky z mikroskopu byly upraveny pomoci programu Fiji
(Schindelin et al., 2012).
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4. Vysledky
4.1 Sekvenacni data pavouku

Z databaze Darwin Tree of Life byly ziskany datasety sekvenované metodou , Linked-
Reads“ ze 3 druht pavoukd — tfesavka velka (Pholcus phalangioides; Pholcidae),
zaptednik tmavy (Clubiona reclusa; Clubionidae) a lov¢ik hajni (Pisaura mirabilis;
Pisauridae). V databazi National Center for Biotechnology Information byly k dispozici
data ze Ctyt zastupct rodu Nefila z Celedi Araneidae. Pro ucely této prace byl stazen pouze
jeden dataset reprezentujici tuto skupinu, konkrétné data ze druhu nefila chluponoha
(Nephila pilipes; identifikacni Cislo v databazi GenBank DRX230504). Jako kontrolni
druh byl vybran motyl pfedivka zhoubna (Yponomeuta evonymella; Yponomeutidae),
jehoz telomericka sekvence je znama a jedna se o mikrosatelitni motiv (TTAGG),. Tento
dataset byl stazen z databaze DToL.

Pomoci nastroje FastQC byla analyzovana kvalita a mnozstvi sekvenaCnich dat
v jednotlivych datasetech (Tabulka 1). Tento nastroj obsahuje i modul k identifikaci
nadreprezentovanych sekvenci, vjehoz vystupu se u datasetu motyla Yponomeuta
evonemylla objevila telomericka sekvence (TTAGG).. Podobny vysledek byl pozorovan u
datasetu  Clubiona reclusa, kde byla pfitomna nadreprezentovana sekvence
(TTAGGTTGGGG)s. U zadného jiného pavouciho datasetu se vSak nadreprezentované

sekvence nevyskytovaly.

-17 -



Tabulka 1: Zakladni vlastnosti pouzitych datasetd. V tabulce je znazornén mnozstvi dat

v jednotkach giga paru bazi (Gbp), primérna kvalita v jednotkach ,phred score®,

ptitomnost nadreprezentovanych sekvenci a jejich mnozstvi v 5 datasetech — Clubiona

reclusa, Pholcus phalangioides, Pisaura mirabilis, Nephila pilipes a Yponomeuta

evonymella. Délka ¢teni ve vSech datasetech Cini 151 paru bazi. ,,Phred quality score® nad

hodnotu 20 je jiz akceptovatelnd kvalita, pfi které je pouze 1% cCteni chybnych. n.d. —

nadreprezentovana sekvence nebyla detekovana.

Priamérna

Mnozstvi dat kvalita Nadreprezentované Primérny vyskyt .
Dataset nadreprezentované
(Gbp) (;,phred sekvence
« sekvence (%)
score)
Clubiona
76 39 (TTAGGTTGGGG), 0,0115
reclusa
Pholcus 140 39 n.d. n.d.
phalangioides
Pisaura 136 39 n.d. n.d.
mirabilis
Nephila 136 34 n.d n.d.
pilipes
Yponomeuta 64 39 (TTAGG), 0,05
evonymella

Ackoliv byla ziskana data v pomérné€ vysoké kvalité, bylo i presto tfeba je pro dalsi

analyzy vyfiltrovat. Pomoci programu Trimmomatic byly uspésné odstranény technické

sekvence a Cteni o §patné kvalité (Tabulka 2). Priklad datasetu pfed a po odstranéni ¢teni

o Spatné kvalité 1ze pozorovat na Obrazku 3a-b a uspeésné odstranéni technickych sekvenci

na Obrazku 3c-d.
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Tabulka 2: Zakladni vlastnosti datasetti po odstranéni ¢teni o nizké kvalité€ a technickych

sekvenci. Mnozstvi dat (Gbp), pramérna kvalita v jednotkach ,phred quality score®,

pfitomnost nadreprezentované sekvence a mnozstvi nadreprezentované sekvence v 5

datasetech — Clubiona reclusa, Pholcus phalangioides, Pisaura mirabilis, Nephila pilipes

a Yponomeuta evonymella. Praimérna délka Cteni ve vSech datasetech Cini 105 paru bazi.

Priamérna
Mnozstvi LS Nadreprezentované Prumérny vyskyt ,
Dataset dat (Gbp) (,phred sekvence nadreprezentované
P quality sekvence (%)
score®)
Clubiona 37 40 n.d. nd,
reclusa
Pholcus 78 40 n.d. n.d.
phalangioides
Pisaura 77 40 n.d. nd,
mirabilis
Nephila pilipes 64 35 n.d. n.d.
Yponomeuta 29 40 (TTAGG), 0,027 %
evonymella
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Obrazek 3: Znazomeni kvality ¢teni a pfitomnosti technickych sekvenci u nefiltrovanych
(a,c) afiltrovanych (b,d) dat na ptikladu datasetu pavouka Pholcus phalangioides. Obrazek
a,b znazormuje kvalitu ¢teni - zelend barva predstavuje Cteni o nejlepsi kvalité, oranzova
barva predstavuje Cteni o stfedni kvalité, Cervena barva predstavuje Cteni o Spatné kvalité.
Krabicové grafy a jejich poloha ukazuje kvalitu ¢teni. Osa X predstavuje pozici paru bazi
v Cteni osa Y predstavuje kvalitu Cteni v jednotkach ,,phred quality score”. Na obrazku b
1ze pozorovat posun krabicovych grafii do zelené oblasti, coz je znamka zlepSeni kvality.
Obrazek c,d znazoriiuje pritomnost technickych sekvenci - zelena kiivka znazoriuje
procentualni zastoupeni baze adeninu, Cervena kiivka baze thyminu, ¢erna kfivka baze
guaninu a modra kfivka baze cytosinu. Osa X predstavuje pozici paru bazi v ¢teni, osa Y
predstavuje procentuadlni zastoupeni bazi. Na obrazku d lze pozorovat snizeni
nepravidelnosti a klikatosti kfivek v pozici 1-30 bp, coz znaci Uspé€Sné odstranéni

technickych sekvenci. Délka ¢teni pred filtrovanim €ini 151 bp, po filtrovani 105 bp.

4.2 Komparativni analyza repetic

Vzhledem k tomu, ze telomerické motivy byvaji ve vyvojovych liniich konzervované, byla

provedena analyza repetic ve které byly porovnany 4 datasety pavoukt — Clubiona reclusa,
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Pholcus phalangioides, Pisaura mirabilis a Nephila pilipes. Komparativni analyza
identifikovala vSechny repetice u studovanych druha. Celkem bylo anotovano 195 klastri,
z ¢ehoz pouze 6 klastri obsahovalo ¢teni ze vSech dataset (Tabulka 3). Pouze jeden klastr
(klastr 32) byl tandemova repetice, ale obsahoval vétsi mnozstvi ¢teni z jediného druhu
pavouka, a to Nephila pilipes. Klastry 10 a 18 tvotily stejny superklastr a byly anotovany
jako ribozomalni DNA (rDNA). Klastr 8 nemél zadnou anotaci a po blizsim prozkoumani
obsahoval sekvence s nizkou komplexitou (homopolymery, dimery atd.). Klastr 91
obsahoval sekvenci (TTAGGTTGGGG),, ktera vsak byla pfitomna pouze ve Cteni z
datasetu Clubiona reclusa a formoval superklastr s klastrem 13, tvofenym mobilni element

typu LINE Ty3/Gypsy (retrotranspozon). Vysledky této analyzy jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3: Piehled klastri spoleénych pro vSechny 4 datasety pavoukt

Klastr | Tandemova repetice Vlastnosti klastru
Neznama repetice bez anotace o nizké
8 ne o :
komplexité (homopolymery, dimery...)
10 ne Castecna shoda s rDNA, soucasti
superklastru s klastrem ¢. 18
LINE Ty3/Gypsy, soucasti superklastru
13 ne «
s klastrem €. 91,
18 ne CasteCna shoda s rDNA, soucasti
superklastru s klastrem ¢. 10,
Vétsi mnozstvi ¢teni pouze u pavouka
32 ano . .
Nephila pilipes
Soucasti superklastru s klastrem ¢.13,
91 ne obsahoval nadreprezentovanou sekvenci
(TTAGGTTGGGG)

Tato analyza byla z divodu uvedeného v nasledujici kapitole zopakovana i bez
datasetu Clubiona reclusa. Ackoliv bylo identifikovano sedm dalsich klastrd, zadny z nich
nebyl vyhodnocen jako tandemova repetice. Jednalo se pfevazné o neznamé repetitivni
elementy bez anotace (klastry 17, 43, 54, 87, 92 a 190) a sekvenci obsahujici parcialni
shodu s rDNA (klastr 56).
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4.3 Rekonstrukce genomové sekvence

Protoze komparativni analyza repetic neodhalila zadné dalsi kandidatni telomerické
motivy napfic¢ skupinou, bylo pfistoupeno k praci na urovni jednotlivych druhd. K tomu
bylo nezbytné zjistit velikost genomu zkoumanych druhti a nasledné zrekonstruovat
genomovou sekvenci.

U datasetu Clubiona reclusa, ktery obsahoval potencialni telomericky motiv
(TTAGGTTGGGG),, byla velikost genomu v haploidnim stavu odhadnuta na 243 702 746
paru bazi (Tabulka 4). Celkova délka slozené genomové sekvence Cinila 241 642 818 paru
bazi. Zhotovené ,,assembly” bylo tvorené 2 326 kontigy, z ¢ehoz 459 kontigt bylo vétsich
nez 5 000 paru bazi a Cislo N50 bylo 8 871 374. Vysledky programu BUSCO prozradily,
ze ,,assembly“ je kompletni z 80,6%. 2,5% BUSCO gent bylo nalezeno fragmentovanych
a 16,9% v ,assembly” zcela chybélo (Tabulka 5). Pii kontrole molekularni identity
datasetu vSak porovnani sekvence genu cytochrom oxiddza I odhalilo, ze sekvenovana data
nepochazi z pavouka Clubiona reclusa a dataset byl zfejmé v databazi chybné oznacen. S
nejvyssi pravdépodobnosti se jedna o data ze ¢melaka Bombus hortorum, ktery se v
sekvenci cytochrom oxiddzy I shoduje s vytvorenym ,assembly” s 99,7% identitou. Tento
dataset byl tedy z dalsiho vyzkumu vyloucen.

U nahradniho druhu, pavouka Pholcus phalangioides, byla velikost genomu
analyzovana s vysledkem 943 638 241 paru bazi (Tabulka 4). Celkova délka ,,assembly*
Cinila 1 252 395 564 paru bazi a slozeny genom se skladal z 61 816 kontigh. Kontiga
vétsich nez 5 000 paru bazi bylo 15 031 a ¢islo N50 doséahlo 2 944 798. BUSCO analyza
prozradila, ze ,,assembly* bylo kompletni z 68,6%. 5,5 % nalezenych BUSCO gent bylo
fragmentovanych a 25,9% v genomové sekvenci chybélo (Tabulka 5). Ovéreni sekvence
cytochrom oxidazy I potvrdilo, ze se jedna o spravny druh, tedy pavouka P. phalangioides.

Velikost genomu motyla Yponomeuta evonymella byla odhadnuta na 456 766
665 part bazi (Tabulka 4). Celkova délka , assembly* vytvoreného kolegyni Ksenyi
Bobryshavou ¢inila 851 627 286 paru bazi a byla tvofena 39 263 kontigy. Kontigt vétsich
nez 5 000 paru bazi bylo 12392, Dle vystupu nastroje BUSCO bylo zjisténo, ze
,,assembly“ je kompletni z 85,5%, 5,4% nalezenych BUSCO gent bylo fragmentovanych
a9,1% v ,assembly* chybélo (Tabulka 5).
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Tabulka 4:

Odhad velkosti

genomu

zkoumanych druht  pomoci programu

GenomeScope2. U datasetG Clubiona reclusa, Pholcus phalangioides a Yponomeuta

evonymella byla kromé velikosti odhadnuta mira 1 heterozygozity a homozygozity,

velikosti haploidniho genomu a celkova uspésnost predpovidaného modelu.

. . Velikost oy
Dataset Heterz);y)gouta Hom(();y)goznta haploidniho nllis(]l);s;l?‘syt)
¢ ¢ genomu (bp) ¢
Clubiona reclusa 0,05 99,96 243 702 746 98,42
Pholcus 0,98 99,09 943 638 241 98,31
phalangioides
Yponomeuta 1,24 98,82 456 766 665 98,59
evonymella

Tabulka 5: Vlastnosti slozenych genomovych sekvenci u datasetG Clubiona reclusa,
Pholcus phalangioides a Yponomeuta evonymella. Mezi hlavni charakteristiky ,,assembly*
patii celkova délka zrekonstruované sekvence, poCet fragmentt (kontigh) ze kterych je
tvorena a Cislo N50. Tato hodnota udava délku kontigu, ktery by dosahl poloviny délky
genomove sekvence pii sefazeni kontigh od nejdelSiho po nejkratsi. Kompletnost

,assembly” byla ovéfena pomoci identifikace konzervovanych ortologii nastrojem

BUSCO.

Celkova Pocet Kompletni Fr(a:g::;nt- Chybéjici
Dataset délka ) Poc'eto kontigu N50 BUSCO BUSCO BUSCO
»assembly kontigu >5000 geny Ty geny
(bp) bp (%) (%) (%)
Clubiona | 41 642818 | 2326 459|881 g0 % 2.5% 16,9 %
reclusa 374
Pholcus 1252395 2 944
phalangioides 564 61816 15 031 708 68,6 % 5,5 % 25,9 %
Yponomeuta 199
851 627 286 39 263 12 392 85,5 % 5.4 % 9,1 %
evonymella 298
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4.4 Identifikace kandidatnich telomerickych motivu

Ze zhotoveného ,assembly” byly pomoci skriptu v programovacim jazyce Python
izolovany veskeré kontigy del$i nez 5 000 part bazi. Z nich byly ponechany pouze jejich
konce o délce 5 000 paru bazi, které byly doplnény kontigy kratSimi nez 5 000 para bazi.
V ,,assembly“ pavouka Pholcus phalangioides bylo 15 031 kontig vétSich nez 5 000 paru
bazi. U motyla Yponomeuta evonymella se jednalo o 12 392 kontigg.

Mapovanim sekvenacnich Cteni na ,,assembly* a upraveny set kontigi byly ziskany
pro kazdy druh dva datasety — standardni a obohaceny. U pavouka Pholcus phalangioides
mapovalo na ,,assembly* 97,01% sekvenacnich Cteni, zatimco na upravené kontigy pouze
57,47%. U motyla Yponomeuta evonymella bylo dosazeno podobnych hodnot, tedy
98,11% cteni mapujicich na ,,assembly* a 58,52% na upravené kontigy. Ziskané datasety
slouzily jako vstupni soubory do tfi programt k analyze repetitivnich sekvenci —
RepeatExplorer2, Tandem Repeats Finder a BioSERF.

Analyza repetic pomoci programu RepeatExplorer2 u pavouka Pholcus
phalangioides v obohaceném datasetu odhalila celkem 566 klastrd, zatimco ve
standardnim datasetu pouze 508 klastri. V obohaceném datasetu bylo s vysokou jistotou
identifikovano 29 tandemovych repetic, z nichz 2 byly mobilni elementy typu LTR
Ty3/gypsy tvorené tandemovym opakovanim, avsak s velmi nizkou abundanci 0,086 % a
0,085%. Pouze 7 satelith mélo odhadovanou abundanci vyssi nez 0.1% a délka jejich
monomeru se pohybovala od 28 do 2 321 paru bazi (Tabulka 6). U motyla Yponomeuta
evonymella analyza obohaceného datasetu odhalila 317 klastrii a analyza standardniho
datasetu 496 klastrt, pficemz zadny z téchto klastri neobsahoval telomerickou sekvenci
(TTAGG),. Prehled identifikovanych tandemovych repetic s abundanci alespon 0.1 %

v obohaceném datasetu je shrnut v tabulce 6.
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Tabulka 6: Prehled tandemovych repetic identifikovanych programem RepeatExplorer2
s abundanci alesponi 0,1%. U pavouka Pholcus phalangioides bylo identifikovano 7
satelitd, zatimco u motyla Yponomeuta evonymella pouze jeden. Telomericka sekvence u

Y. evonymella nebyla timto programem detekovana.

. Zastoupeni
Délka ,
Zastoupeni sekvence
Druh Dataset Klastr | monomeru p :
(péri bazi) sekvence (%) ve standardnim
p datasetu (%)
» l’la[l)Zl’Ol;Cl:Zj des obohaceny 1 28 1,6 0,32
2 186 0,47 0,24
3 28 0,27 0,13
4 177 0,18 0,089
5 361 0,12 0,058
6 2321 0,11 0,058
7 178 0,1 0,051

Na rozdil od RepeatExplorer2 je program Tandem Repeats Finder vhodny pro
hledani sateliti s kratkym monomerem. U pavouka P. phalangioides patiily mezi
nejabundantné&jsi repetice identifikované jak ve standardnim, tak v obohaceném datasetu
mikrosatelity s velmi kratkymi motivy, jako naptiklad (CT)n, (TA)n, a (TG)n. Nasledovaly
satelity s delSim monomerem, nicméné zadny neodpovidal vzorci typickému pro telomery,
tedy TnAnGn (Tabulka 7). U motyla Y. evonymella se telomericky motiv nachazel na
prvnim misté jak ve standardnim, tak v obohaceném datasetu, pfi¢emz jeho mnozstvi bylo

v obohaceném datasetu vétsi (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Tandemové repetice identifikované programem Tandem Repeats Finder.
Uvedeno je 10 nejabundantnéjSich motivih pro kazdy druh. Zatimco u pavouka P.
phalangioides nebyla pozorovana zadna sekvence odpovidajici typickému telomerickému
vzorci TaAnGn, u motyla Yponomeuta evonymella je telomerickd sekvence (TTAGG)a
nejabundantné&jsi repetici jak ve standardnim tak v obohaceném datasetu. V obohaceném

datasetu je jeji abundance vyssi nez ve standardnim.

Pramérny
, , Pocet pocet
Lok | (CElony opakovani | opakovani
Druh Dataset Sekvence pocet pocet p p
, . | monomeru | monomeru
bazi lokusit
za sebou | zasebouyv
lokusu
Pholcus ' 12 4 1 15,37
phalangioides standardni TA 3 61,5 ,
CT 156 4 78,5 19,62
AATA 104 3 26 8,66
TG 237 3 118,5 39,5
TCACTGACTCG
GTCACTCAA 237 3 11,7 3,9
TGAATAAATA
AATAAATAAA 80 2 4 2
AAAACCATTA 68 2 6,8 3,4
TTATCAGTAAC
TCAGT 32 1 2 2
ACTGAGATAC
TGATAA 32 ! 2 2
CATATTTTG 83 1 8,9 8,9
o gi‘fng 1os | Obohaceny TG 639 9 319,5 35,5
TA 174 6 87 14,5
T 479 5 479 95,8
TTTGTA 125 4 20,8 5,2
ACTCGGTCACT
CGCTCAATC 208 2 10,6 5.3
GCGGTGAATT
GTTG 140 2 9,6 4,8
AATTCACCGCT
AGGAA 184 2 11,8 5.9
CACTCACTAG
ATCACT 72 2 4.5 2,25
TATGTA 198 2 35 17,5
TTTCATTAATT
CTGAAATTA >3 ! 2.6 2,6
i’i OOZ;% ;‘l;“ standardni TTAGG 6040 61 1208 19,80
GT 551 9 275,8 30,64
GACA 305 5 76,3 15,26
CAT 94 3 31,4 10,46
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GTGTGgGTGTG 1 ) ” 5
GTGC 123 2 30,7 1535
TGTGTC 208 2 34,7 17,35

AGGT 56 1 14,2 14,2

GTTAAACGTG

pibetayet 54 1 32 32

CTAAT 35 1 72 72
Yponomeuta |-\ 1o ceony TTAGG 7794 76 1559 20,51

evonymella

TG 348 4 174 435

CATAA 420 4 84 21
CTGT 275 3 68,6 22,86
ATCT 176 3 43 14,33

A 160 2 160 80
TTGAAT 202 2 33,7 16,85

GTTA 210 2 524 26,2

TC 68 2 34 17

CTAC 86 1 218 218

Specificka predikce telomerickych motivii byla provedena pomoci programu
BioSERF. U pavouka P. phalangioides opét k nejcastnéj$im motivam patfily velmi kratké
mikrosatelity, zejména (A)x a (TA)a (Tabulka 8). Dale se jednalo o jeden delsi motiv,
(TTTGTA)x, ktery byl pozorovéan také v predchozi analyze, konkrétné v obohaceném
datasetu analyzovaném nastrojem Tandem Repeats Finder (Tabulka 7). U motyla Y.
evonymella byla telomericka sekvence identifikovana pouze v obohaceném datasetu, kde

patfila k nejabundantnéjSim sekvencim (Tabulka 8).
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Tabulka 8: Kandidatni telomerické motivy identifikované programem BioSERF.

Datasety byly analyzovany na pfitomnost kandidatnich motiva, které mély délku 1-5, 6-10

a 11-15 parta bazi. U pavouka P. phalangioides k nejCast€jSim motivim patfily

mikrosatelity (A)n, (TA)n a (TTTGTA).. U datasetu motyla Yponomeuta evonymella 1ze u

obohaceného datasetu pozorovat telomerickou sekvenci (TTAGG)x.

Délka e
monomeru HOS
Druh Dataset . o opakovani Sekvence
(para bazi)
sekvence
Pholcus , (A)n
phalangioides standardni 1-5 >50 000 (TA)n
6-10 >12 000 (TTTGTA).
11-15 - -
. (A)n
obohaceny 1-5 >600 000 (TA)n
(TACAAA),
6-10 >2 000 (TTTGTA).
(An
1-15 >100
(O
Yponomeuta standardni -5 52 000 000 (TA)
evonymella (Adn
(An
(ACGCAC),
6-10 >1500 (ATGTTT),
(TGTGCG),
11-15 >200 (A)n
(An
obohaceny 1-5 >200 000 (TTAGG),
(TA)n
(ACATAA),
6-10 >800 (CATACA),
(TATGTT),
(An
11-15 >80 (TTTCATTTTCA),
(AAATGAAAATG),

Souhrn ziskanych mikrosatelitnich motivl je uveden v Tabulce 9. Analyza repetic

pomoci nastroje RepeatExplorer2 neodhalila zadny kandidatni motiv tohoto typu a jeho

vystup tedy neni v tabulce uveden.
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Tabulka 9: Piehled nejabundantnéjsSich kandidatnich motiva z analyzy Tandem Repeats

Finder a BioSERF. Tu¢ng jsou zvyraznény repetice vybrané pro fyzické mapovani.

Druh Dataset Kandidatni sekvence Kandidatni sekvence
v atase Tandem Repeats Finder BioSERF
TA, CT, AATA, TG,
TCACTGACTCGGTCACTCAA,
mapovany TGAATAAATAAATAAATAAA,
Pholcus AAAACCATTA,
phalangioides asse“nibl . TTATCAGTAACTCAGT, A, TA, TTTGTA
” ¥ ACTGAGATACTGATAA,
CATATTTTG
TG, TA, T, TTTGTA,
ACTCGGTCACTCGCTCATCGCG
GTGAATTGTTG,
m , AATTCACCGCTAGGAA,
apkovany CACTCACTAGATCACT, A, TA, TTTGTA, C
na konce TATGTA.,
TTTCATTAATTCTGAAATTA
TTAGG, GT, GACA, CAT,
mapovany GTGTGTGTGTGC, GTGC, TA, A, ACGCAC.,
Yponomeuta na TGTGTC, AGG, T, ATGTTT
evonymella « GTTAAACGTGGTGCCAT, !
,,assembly CTAAT TGTGCG
TTAGG, TG, CATAA, CTGT, AC%E::GC%T?% A
mapovany ATCT, A, TTGAAT, GTTA, TC, T AT’GTT ’
na konce CTAC TTTCATTTTCA,
AAATGAAAATG

4.5 Lokalizace vybranych motiva na chromozomech

Kandidatni telomerické motivy u P. phalangioides (TTTGTA)n, (TATGTA)n, (A)n, (TA)n,
(TG)n a kontrolni telomericka sekvence u Y. evonymella (TTAGG), byly nasyntetizovany
jako fluorescencné znaCené oligonukleotidy a nahybridizovany na chromozomalni
preparaty prislusného druhu metodou nedenaturujici fluorescencni in situ hybridizace
(FISH).

U motyla Yponomeuta evonymella sonda uspésné oznacila konce pachytennich
chromozomt a navzdory pozadi byl signal jasné lokalizovan v telomerické oblasti

(Obrazek 4A-C). U pavouka Pholcus phalangioides se terminalni lokalizace zadného
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z kandidatnich motivl na chromozomech nepotvrdila a sondy znacily celé chromozomy.
Detekce navic byla ztizena pfitomnosti artefakti zpisobenych barvenim DAPI (Obrazek
4N, Q) a nizkym poctem chromozomalnich figur na preparatech. Vysledky analyzy FISH

jsou znazornény na Obrazku 4.
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Obrazek 4: Lokalizace vybranych kandidatnich telomerickych motivii metodou
nedenaturujici fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Modra barva predstavuje
chromatin barveny DAPI, Cervena sondy kandidatnich sekvenci znacené fluorescencni
barvou Cy3. Obrazky v levém sloupci znacené pismeny A, D, G, J, M, N obsahuji slozeny
obraz DAPI a sondy. Obrazky v prostiednim sloupci B, E, H, K, N, Q obsahuji pouze
DAPI barveny chromatin bez pfitomnosti sondy. Obrazky v pravém sloupci obsahuji
chromosomalni preparaty pouze s navazanou sondou. Obrazky oznacené pismeny A, B, a
C nalezi motylu Yponomeuta evonymella. Obrazek A znali piitomnost uspesné
nahybridizované telomerické sondy (TTAGG). na pachytennim jadfe, slouzici jako
pozitivni kontrola. Signal je jasné lokalizovan v terminalni oblasti chromozomu. Obrazky
D-R  zobrazuji  chromozomalni  preparaty pavouka Pholcus phalangioides
s nahybridizovanymi sondami (TTTGTA), (obr. 4D-F) a (TATGTA), (obr. 6G-I) na
mitotickych chromozomech, (A), na interfaznim jadre (obr. 4J-I), a sondy (TA), (obr. 4M-
O) a (TG)x, (obr. 4P-R) na mitotickych chromozomech. Lokalizace kandidatnich motivu

v telomerach se nepotvrdila a sondy znacily celé chromozomy.
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5. Diskuse

Pavouci jsou jednou z mala vyvojovych linii, u nichz telomericka sekvence zistava
neznama. U pavoukiim blizce pfibuzné skupiny Amblypygi (biCovci), patiici mezi
Arachnida (pavoukovci), mizeme nalézt telomericky motiv s motivem (TTAGG), (Lerma
a kol., 2021). Pfedchozi vyzkum ukazal, ze pavouci telomery neobsahuji mikrosatelitni
telomerickou sekvenci typickou pro Arthropoda s motivem (TTAGG),, ani sekvenci
typickou pro Metazoa s motivem (TTAGGG), (Vitkova a kol., 2005). Cilem této
bakalarské prace bylo telomerickou sekvenci pavoukii odhalit, a to s pouzitim jizZ
osekvenovanych dat vefejné dostupnych v databazich jakou jsou Darwin Tree of Life

(DToL; www.darwintreeoflife.org) a National Center for Biotechnology Information

(NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov).

Prvnim krokem bylo ziskat vhodna data. Vybrana byla data osekvenovana metodou
,Linked-Reads“ od 10x Genomics. Tento druh dat byl zvolen k analyze telomerickych
sekvenci na zakladé predchozich zkusenosti Skolitelky a vedouciho laboratote, protoze u
jinych druhi nemodelovych organismii v datech osekvenovanych touto metodou
pozorovali telomerickou sekvenci s vétsi Cetnosti, nez u standardnich Illumina dat (A.
Volenikova a P. Nguyen, osobni komunikace). Z DToL jsme ziskali sekvena¢ni data ze 3
druht pavoukti — Pholcus phalangioides (ttesavka velka), Clubiona reclusa (zaptednik
tmavy) a Pisaura mirabilis (lov¢ik hajni). Z databaze NCBI byla ziskana sekvenacni data
pavouka Nephila pilipes (nefila chluponoha). Tyto 4 druhy pavoukt reprezentuji 4
fylogenetické vétve v ramci infrafadu Araneomorphae (Wheeler a kol., 2016) a zaroven
jsou od sebe znacné fylogeneticky vzdaleni, ¢imz je zajiStené dostatecné fylogenetické
pokryti skupiny. Z infrafadu Mygalomorphae bohuzel zadny zéstupce touto metodou
osekvenovany nebyl. Pozitivni kontrolou byl zvolen dataset motyla Yponomeuta
evonymella, jehoz telomericka sekvence s motivem (TTAGG), je dobfe znama
(Provaznikova, 2023).

Pii kontrole kvality ziskanych dat v programu FastQC byla u Y. evonymella
pozorovana nadreprezentovana sekvence (TTAGG)n, odpovidajici telomerickému motivu
u tohoto druhu. Podobna situace byla u datasetu pavouka Clubiona reclusa, kde se
objevil motiv (TTAGGTTGGGG),, castecné odpovidajici obecnému telomerickému
vzorci TnAnGn, a tedy predstavujici kadidatni telomerickou sekvenci. U zadného jiného
pavouka nadreprezentovana sekvence pozorovana nebyla. Duvodud, pro¢ se kandidatni
sekvence objevila pouze u neékterych dataseti, muze byt nékolik. Pouzity modul analyzuje

100 000 sekvenacnich Cteni a vyskytuje-li se v nich urcita sekvence alespon z 0,1%, pak ji
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program vyhodnoti jako nadreprezentovanou. Pfitomnost sekvence ve vystupu tohoto
programu je tedy ovlivnéna ndhodnym vybérem cteni a abundanci dané sekvence
v genomu. V pripadé telomerické sekvence hraje roli délka telomer, pocet chromozomu a
velikost samotného genomu, kdy s vétsSim poctem chromozomu a s delSimi telomerami
roste 1 obsah telomerické sekvence v datasetu a naopak.

Na zaklad€ znalosti o konzervovanosti telomerickych motiva v ramci vyvojovych
linii (Vitkova a kol. 2005, Gomes a kol. 2010) byla provedena komparativni analyza
repetic u vSech ziskanych druha pavouka s predpokladem, ze tandemova repetice spole¢na
pro vSechny datasety by ptedstavovala vhodny kandidatni telomericky motiv. Satelit
pfitomny u vSech druhid se vSak podafilo identifikovat pouze jeden a po bliz§im
prozkoumani bylo zji§téno, ze je abundantni pouze u druhu Nephila pilipes (Tabulka 3). U
ostatnich dataset se vyskytoval pouze v minimalni mife (jednotky sekvenacnich cCteni).
Dalsi sekvence spole¢né pro vSechny datasety byly anotovany jako rDNA a neznamé
repetice, které vSak netvofily tandemové usporadani, ocekavané pro telomery. Kandidatni
sekvence (TTAGGTTGGGG), ziskand v pfedchozim kroku byla pfitomna pouze v
sekvenacnich ¢teni z datasetu Clubiona reclusa, a to ve formé superklastru, kde se pojila
s mobilnim elementem specifickym pro tento druh.

Vzhledem k tomu, ze komparativni analyza repetic neodhalila zadny kandidatni
motiv, bylo pfistoupeno k analyze repetic na trovni druhu. Pro lepsi detekci telomerické
sekvence byl vytvoren in silico obohaceny dataset, kdy se ze sekvenaCnich dat
zrekonstruovala genomicka sekvence a izolovaly se pouze konce slozenych fragmentt. U
husenicku (Arabidopsis) bylo zjisténo, ze minimalni délka funkcnich telomer je 400 part
bazi (Watson a kol., 2021). Pfi pusobeni BAL31 exonukleazy pro detekci telomer
(podrobn& popsano v kapitole 1. Uvod) dochazi k odtraveni piiblizng 10 kilo part bazi
(Peska a kol. 2017). Délka izolovanych konci kontigi by se tedy méla pohybovat
v rozsahu 400-10 000 part bazi, v zavislosti na kontinuité ziskané genomické sekvence.

Z divodu zjisténé pritomnosti nadreprezentované sekvence (TTAGGTTGGGG)n,,
silné¢ se podobajici telomerické sekvenci (TTAGG), byla pfedmétem dalSiho studia
zvolena zaptednice Clubiona reclusa, pro niz bylo vytvofeno genomové ,,assembly*. Pfi
nasledné kontrole molekularni identity datasetu pomoci porovnani sekvence genu
cytochrom oxidaza I viak bylo zji§téno, ze jeho sekvence se shoduje z 99,7% se sekvenci
¢melaka Bombus hortorum (Hymenoptera). Sekvence zaprednice se v ,,assembly” viibec
nevyskytovala a nemohlo tedy jit o kontaminaci naptiklad z potravy. S nejvyssi

pravdépodobnosti doslo k zaméné sekvenovaného vzorku nebo dat, které byly chybné
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nahrané do databaze. Pivod dat ze ¢melaka podporovala i nalezena nadreprezentovana
sekvence (TTAGGTTGGGG),, ktera odpovida telomerickému motivu pro tuto skupinu
(Fajkus a kol., 2022).

Po vytazeni datasetu C. reclusa ze studovanych druht byla nejprve zopakovana
komparativni analyza repetic u zbyvajicich datasetd. Ani v tomto pfipadé se vSak
nepodafilo ziskat kandidatni telomerickou sekvenci, ktera by byla spolecnd vSem
pavoukim a vykazovala tandemovou organizaci. Jako nahradni druh ke studiu byla
vybrana tfesavka Pholcus phalangioides, ktera je v Ceské republice hojna a bylo tedy
mozné z ni ziskat chromozomalni preparaty pro pozdejsi ovéfeni lokalizace kandidatnich
motivi. Genomové ,assembly P. phalangioides se skladalo z 61 816 fragmentu
s hodnotou N50 pfiblizné 3 mega pard bazi (Tabulka 5). Na zakladé téchto hodnot a
informaci z literatury uvedenych vysSe byl pfipraven obohaceny dataset zizolovanych
konct kontigt o délce 5 000 parti bazi. Stejnym zptusobem bylo postupovano i v piipadé
kontrolniho druhu, motyla Yponomeuta evonymella.

Nasledna identifikace kandidatnich repetic byla provedena na sekvenacnich Ctent,
mapujicich na ,,assembly“ a obohaceny dataset, a to pomoci tii riznych bioinformatickych
nastroji. Tyto programy byly vybrany tak, aby byly analyzovany tandemové repetice
s dlouhym (RepeatExplorer2) i kratkym (Tandem Repeats Finder) monomerem a nezavisle
predikovany telomerické motivy (BioSERF).

Analyza RepeatExplorer2 nalezla u pavouka Pholcus phalangioides mnozstvi
satelitl, znichz se vSak zadny nepodobal znamym telomerickym motivim. Délka
monomeru nejkrat§iho abundantniho satelitu byla 28 part bazi (Tabulka 6), pficemz u
znamych minisatelitnich telomer se délka jednotky pohybuje pod touto hodnotou (Jenner
a kol., 2022). Identifikovany byly i dva satelity, obsahujici domény mobilnich elementa.
Telomery tvofené tandemovym opakovanim retrotranspozont byly popsany u vybranych
druhti dvoukfidlého hmyzu (shrnuto v Kuznetsova a kol. 2020), nicmén¢ abundance téchto
repetic u P. phalangioides byla velmi nizka (<0.1%). Vzhledem k ¢astému vyskytu rDNA
v subtelomerickych oblastech (Roa a Guerra, 2012; Provaznikova a kol.) byly podrobné
prozkoumany i vSechny klastry superklastru obsahujiciho rDNA, zadny z nich vSak nebyl
oznacCeny jako satelit. U motyla Y. evonymella RepeatExplorer2 telomerickou sekvenci
nebyl schopny identifikovat, a to z divodu prili§ kratkého monomeru (Novak a kol., 2020).

V ptipadé Tandem Repeats Finder a BioSERF se u pavouka mezi
nejabundantnéjsimi motivy shodné objevovaly velmi kratké repetice, a to konkrétne (TA)n,

(TG)n, (A)n, jak u standardniho, tak obohaceného datasetu (Tabulka 7 a Tabulka 8).
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V obohaceném datasetu byly dale identifikovany dva delSi velmi podobné kandidatni
motivy, (TTTGTA), a (TATGTA), (Tabulka 9), ani jeden vSak neodpovidal vzoru
TnAnGn. U motyla byla telomericka sekvence (TTAGG), nalezena obéma vySe zminénymi
nastroji. Ve vystupu Tandem Repeats Finder byla na prvnim misté u obou datasetl, ale
liila se abundanci, ktera byla v obohaceném datasetu vyssi (Tabulka 7). Podobny jev byl
pozorovan u vysledki BioSERF analyzy, kde byl telomericky motiv Gspésné odhalen
v obohaceném datasetu, ale nikoliv ve standardnim (Tabulka 8). Tato data ukazuji, ze in
silico obohaceni bylo uspé$né a u kontrolniho druhu napomohlo klepsi identifikaci
telomerické sekvence.

Fyzické mapovani mikrosatelitnich motivii identifikovanych u P. phalangioides
bylo ovéfeno na chromozomalnich preparatech pomoci fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH). Ackoliv uvedena metoda fungovala a u kontrolniho druhu Y. evonymella bylo
mozné telomery detekovat (Obrazek 4A-C), u P. phalangioides se telomericky patern
kandidatnich motivi nepotvrdil. Z davodu limitovaného mnozstvi preparatu
s pachytennimi jadry a DAPI artefakti (Obrazek 4N, Q) bylo mozné az na motiv (A)a
lokalizaci ovéfit na mitotickych chromozomech, sondy ale hybridizovaly po celé délce
chromozomu a na koncich v telomerickych oblastech nepfevazovaly (Obrazek 4C-R).
Testované mikrosatelity se tedy pravdépodobné vyskytuji napfic¢ celym genomem. Ke
stejnym vysledkim nezavisle dosli i Vorackova a Forman (osobni komunikace,
nepublikovana data), ktefi na P. phalangioides hybridizovali stejné motivy (TA),, (TG)s a
(A)n s totoznym vysledkem.

I presto, Ze telomerickou lokalizaci zkoumanych mikrosatelita u tfesavky Pholcus
phalangioides nebylo mozné potvrdit, se zda ze sekvence s nizkou komplexitou se na
chromozomalnich koncich u pavoukd opravdu vyskytuji, at uz v telomerickych c¢i
subtelomerickych oblastech. Dle vysledku z databaze telomerickych sekvenci automaticky
predikovanych  zkonci  genomovych  assembly” na Urovni chromozomu

(https://github.com/tolkit/a-telomeric-repeat-database), by se u pavouka P. phalangioides

mohla vyskytovat telomericka sekvence s motivem (A),. Tato sekvence skutecné je 1 mezi
motivy identifikovanymi v rdmci této prace. Predikované telomerické motivy u ostatnich
druhti pavoukil uvedenych v této databazi se vSak témér zcela lisi mezi jednotlivymi druhy
a zpravidla se jednd o velmi jednoduché mikrosatelity, neodpovidajici typickym
telomerickym motiviim.

Ze ziskanych dat vyplyva, Ze telomericka sekvence u pavouku pravdépodobné neni

variaci na jiz znamé motivy a nenasleduje klasicky vzorec ThAnGn. K vyfeSeni této
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problematiky bude tfeba provést podrobné&jsi analyzy repetitivnich sekvenci na dalSich
druzich pavoukd, a to zejména druhl s malymi genomy a velkym poctem chromozomd,

vetné presného ovéteni lokalizace na chromozomalnich koncich.
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6. Zavér:

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo objevit telomerickou sekvenci u pavouku. Ke
zpusobu identifikace telomerické sekvence bylo pfistoupeno bioinformaticky, a to
s pouzitim sekvena¢nich dat dostupnych ve vefejnych databazich. Kandidatni sekvence
byly zkoumény nejprve komparativni analyzou repetic napfi¢ zastupci infrafadu
Araneomorphae, ktera vSak potencidlni telomerické motivy neodhalila. Podrobné analyza
byla tedy provedena na vybraném druhu Pholcus phalangioides tak, ze byl dataset
obsahujici sekvenacni ¢teni pavouka obohacen o telomerickou sekvenci pro snadné&jsi
odhaleni analyzou repetitivnich motiva. Paralelné se postupovalo stejnym stylem na
datasetu motyla Yponomeuta evonymella, jehoz telomericka sekvence (TTAGG), je dobie
znama a byl tedy pouzit jako pozitivni kontrola. Z analyzy repetitivnich sekvenci na
koncich obohacenych o telomerickou sekvenci bylo odhaleno 5 kandidatnich motivi u
pavouka P. phalangioides: (TTTGTA)n, (TATGTA)n, (A, (TA), a (TG)a. Vysledky
fyzické kolalizace metodou FISH kandidatni sekvence v telomerach pavouka Pholcus
phalangioides nepotvrdily a sondy znacily celé chromozomy, ackoliv u kontrolniho
datasetu Yponomeuta evonymella tento zpusob fungoval a telomericka sekvence
(TTAGG), byla uspésné detekovana. Ziskana data ukazuji, Ze u pavouklu se
pravdépodobné nevyskytuje telomericka sekvence nasledujici klasicky telomericky vzorec
TuAnGn, ale jedna se zatim neznamy motiv, ktery mutze byt tvofeny sekvencemi s nizkou

komplexitou.
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8. Prilohy

Ptiloha 1: Script pro pfipravu obohaceného datasetu

1. # Script for telomeric enrichment by Marco Badici
2. # Prepare environment

3. import os

4. from Bio import SeqIO

5. import numpy as np

6.

7. os.chdir('C:\Users\lukas\Desktop\Data\")

8.

9. # Prepare input and output files

10.input file = 'assembly.fasta'

11.

12. fasta sequences = SeqlO.parse(open(input file), 'fasta')
13.

14. #Divide sequences based on length

15.with open('under 5000.fasta', 'w') as under:

16 with open('over 5000.fasta', 'w') as over:

17 for fasta in fasta sequences:

18 if len(fasta.seq) <= 5000:

19 SeqIO.write(fasta, under, 'fasta')
20 else:

21. SeqIO.write(fasta, over, 'fasta')
22.

23.

24.1list ids = []

25.1list descriptions = []

26.1list sequences = []

27

28.over = SeqlO.parse(open('over 5000.fasta'), 'fasta')
29.for entries in over:

30. list ids.append(entries.id)

31. list descriptions.append(entries.description)
32. list sequences.append(str(entries.seq))

33.

34.1ist ids = np.repeat(list ids, 2)

35.

36.redo list = []

37

38.for i in list ids:

39 for j in range(l,3):

40. redo list.append(i+' '+str(j))

41.

42.redo list = list(dict.fromkeys(redo list))

43.

44.1ist descriptions = np.repeat(list descriptions, 2)
45.
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46
47
48
49

53
54

61

66.
67.

68
69

71

74

76

8.

79

81
82

85

first 5000.append(i[:5000])
last 5000.append(i[-5000:7])

.list sequences = []
.while True:

55.
56.
57.
58.
59.
60.

try:

list sequences.append (first 5000.pop(0))
list sequences.append(last 5000.pop(0))

except IndexError:

break

.descriptions = []
62.
63.
64.
65.

for 1 in list descriptions:

element = str(i).split(' ',

. #Extract 5 000 bp from ends of long contigs
.first 5000 = []

.last 5000 = []

.for 1 in list sequences:
50.
51.
52.

1) [-1]

descriptions.append(str (element))

print(len(redo list))

.print(len(descriptions))
.print(len(list sequences))
70.

.print(descriptions)

2.

73.

.for 1 in range(len(list ids)):
77 .

.ofile = open("over 5000 modif.fasta",
75.

ofile.write(">" + redo list[i] +

list sequences[i] + "\n")

.ofile.close()
80.

data = fp.read()

data2 = fp.read()

data += "\n"
data += data2
1

with open('combined.fasta', 'w')

fp.write(data)

. # Merge all files and create enriched dataset
.with open('under 5000.fasta') as fp:
83.
84.
.with open('over 5000 modif.fasta') as fp:
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.

as fp:
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