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Anotace

RODROVA, K. Evoluce GC architektury savcti s dfirazem na letouny (Chiroptera).
Hradec Kréalové, 2021. Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec

Kréalové. Vedouci diplomové prace Radka Symonova. 63 s.

Sav¢i genom se lisi v GC architektufe od ostatnich obratlovci, protoZe vykazuje AT/GC
heterogenitu, tedy stfidani AT- a GC-bohatych oblasti patrné v sekvenci DNA. Ektotermni
obratlovci a bezobratli jsou AT/GC homogenni. Pfi¢iny a mechanizmy vzniku AT/GC
heterogenity savcl ziistavaji nejasné. Jednim z vyznamnych faktori ovliviiujicich GC
architekturu je velikost genomu a jeho jednotlivych frakci (kodujici a nekodujici).
Letouni jsou zajimavou skupinou, kterda miiZe pomoci pochopit kompozicni evoluci
obratlovct. U letound je zndmé vyrazné zmenseni genomu a fylogeneticky podminéné
zvySeni obsahu GC (GC%) na urovni celé DNA. Cilem této diplomové prace je vytvorit
pipeline (tedy néstroj, ktery pomdaha automatizovat pracovni postupy) v jazyce Python
k analyze zakladnich parametrii osekvenovanych genomii letounii v kontextu vsech savcti
a ovéreni hypotézy, zda jsou letouni GC bohatsi i na ostatnich tirovnich genomu (cDNA
a cds). Zdrojem genomickych je databaze Ensembl, kde jsou v dobé psani této prace 3
genomy letount a 89 genomi ostatnich savci. I pres nizky pocet letount v datasetu
vysledky ukazaly, Ze letouni jsou GC bohatsi i na drovni cDNA a cds. To ukazuje, Ze
u letound nemusi byt hlavni pficinou GC bohatosti pouze transpozony, jak naznacoval
dosavadni vyzkum. Cile této prace byly splnény a prace poloZila zdklady dalSimu

vyzkumu kompozicni biologie savci. Vysledky budou soucasti pripravované publikace.
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Annotation

RODROVA, K. Evolution of the GC Architecture in Mammals With Focus on Bats
(Chiroptera). Hradec Kralové, 2021. Diploma Thesis at Faculty of Science University of

Hradec Kréalové. Thesis Supervisor Radka Symonova. 63 p.

The mammalian genome is fundamentally different from other vertebrates because it
exhibits AT/GC heterogenity, i. e. alternation of AT- and GC-rich regions evident in the
DNA sequence. Extothermic vertebrates and invertebrates are AT/GC homogeneous.
Exact causes and mechanisms of mammalian AT/GC heterogenity remain unclear. One of
the significant factors affecting the GC architecture is the size of the genome and its
individual fractions (coding and non-coding). Bats are an interesting group that may help
to understand the compositional evolution of vertebrates. There is a known simultaneous
significant genome reduction and phylogenetical increase in GC content (GC%) at the
whole DNA level. The aim of this diploma thesis is to create a Python pipeline (utility to
help automate workflows) to analyze the basic parameters of sequenced chiropteran
genomes in the context of all mammals, and to test the hypothesis that bats are GC-rich
at other genome levels (cDNA and cds). The genomic source is the Ensembl database,
which, at the time of writing this thesis, contains 3 bat genomes and 89 genomes of other
mammals.

Despite the low numbers of bats in the dataset, the results showed that bats are also GC
rich at the cDNA and cds levels. This indicates that in bats, transposons alone may not be
the main cause of GC richness, as previous research has suggested. The goals of this work
were fulfilled and lay the foundation for further research in mammalian compositional

biology. The results will be included in a forthcoming publication.

Keywords
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1. Uvod

Predkladana prace se zaméruje na kompozicni analyzu genomickych dat letounti
(Chiroptera) a dalSich zastupct savcl z online dostupné genomové databaze Ensembl
(http://www.ensembl.org/). Letouni (Chiroptera) byli vybrani jako vyznamna modelova
skupina savci se zajimavymi a dosud ne zcela pochopenymi a zdaleka neprobadanymi
kompozi¢nimi vlastnostmi genomu (Andreas et al., in prep).

Makromolekuldrni komplex jaderné DNA (nuDNA) mda podobu pravotocivé
dvousroubovice diky dvéma antiparalelnim vldknim DNA (3‘-5‘ a 5°-39)
a vodikovym mistkiim mezi jejich dusikatymi bazemi, které obé vlakna spojuji. Na
zakladé pravidla komplementarity (Watson et Crick, 1953) se baze péruji typicky A=T
(adenin-thymin) a G=C (guanin-cytosin). Existuje vSak celd fada vyjimek v podobé
alternativniho péarovani bazi — kromé zminéného tzv. watson-crickovského napf.
hoogsteenovské parovani, kdy se jedna o vazby vodikovych mtstkii mezi bazemi uz
sparovanymi i volnymi, které spojuji nekomplementarni baze nebo komplementarni baze
v jinych polohdch neZ obvyklé vazby (kanonické). Vznikaji tak tzv. nekanonické
struktury, jeZ mohou vytvéret i triplexy a kvadruplexy, napiiklad guaninu (Bucek, 2008;
Takahashi et Sugimoto, 2021). Navic se struktura molekul DNA miiZe ménit v zavislosti
na okolnim prostredi — presna konformace urcité molekuly DNA nebo jejiho useku zavisi
i na povaze molekul, s nimiZ interaguje (Snustad et Simmons, 2009). Byla zjisténa
existence i levotocivé DNA, tzv. (Z-DNA), kterd se vyskytuje u dvousroubovic bohatych
na GC, u niZ se usuzuje, Ze by mohla souviset s vyvojem a rozvojem nékterych
onemocnéni (Snustad et Simmons, 2009; Ravichandran et al., 2019). V literature
se posledni desetileti diskutuje nad vyznamem obsahu GC (tedy GC%) v genomech
a jeho evoludi, a to jak u rostlin (napf. Smarda et al., 2014) a Zivocichd (napf. Symonova
et al., 2017) tak u vird (Matyasek a Kovarik, 2020), bakterii (Hildebrand et al., 2010)
a dalSich organizmt. V dostupnych publikacich se uvadi, Ze tfi vodikové mustky mezi G
a C jsou pricinou vyssi stability DNA bohaté na GC (napf. Snustad et Simmons, 2009;
Vinogradov et Anatskaya, 2017). Galtier et al. (2001) uvadi, Ze oblasti bohaté na GC
obsahuji geny s kratkymi introny, kdeZto v oblastech chudych na GC se sekvenci kédujici
proteiny vyskytuje podstatné méné (Bernardi, 2005). Také se predpokladalo, Ze tendence
k vyssimu obsahu GC (tj. GC%) koreluje s termostabilitou. Souhrn velkého mnoZstvi

studii na toto téma podava Bernardi (2005). To vsak bylo vyvraceno jak u prokaryot
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(Hurst et Merchant, 2001), tak u eukaryot (Ream et al., 2003). Stabilita dvousroubovice
DNA je vSak déna predevSim interakcemi mezi bazemi — tzv. base-stacking (patrové
interakce) jsou dominantni sloZkou celkové stability sloZitéjSich struktur DNA
(Yakovchuk et al., 2006). V ramci obratlovcti existuji znacné rozdily v usporadani na GC
bohatych a na GC chudych oblasti v genomu mezi savci a ptdky na jedné strané
a ostatnimi skupinami na strané druhé. U vyssich obratlovci (savci a ptaci) byla zjisténa
tzv. AT/GC heterogenita, kdy se na chromozomech stfidaji oblasti DNA bohaté ¢i bohatsi
na GC soblastmi DNA na GC chudymi ¢i chudsSimi. Genomy nizZsich obratlovci
a bezobratlych jsou pak z tohoto pohledu tzv. AT/GC homogenni, protoZe se u nich vyse
popsané zasadni rozdily v GC% nevyskytuji (Bernardi, 2005). Tato AT/GC heterogenita
je patrnd na chromozomech pfi cytogenetické analyze stejné jako na sekvenci DNA pfi
bioinformatické analyze (napf. Symonova et al., 2017). Pfesné dtivody a mechanizmy
vzniku AT/GC heterogenity u vysSich obratlovci dosud nejsou znamy. Toto téma
v letoSnim roce detailné rozpracovala Symonova, 2021. Jednim ze soucasné
nejprijimanéjSich navrhovanych vysvétleni tohoto fenoménu je tzv. GC-vychylena
genova konverze (GC-biased gene conversion, gBGC) souvisejici s meiotickou
rekombinaci a fidici evoluci bazi, kdy je u AT/GC heterozygoti preferovana fixace alely
s G nebo C, bez ohledu na vyslednou fitness organizmu (Mugal et al., 2015; Weber et al.,
2014; Kostka et al., 2012).

V pribéhu evoluce druhti dochazi v jadernych genomech k neustilym zménam,
pri¢emZ letouni vykazuji znatelné zmenSeni genomu (Kapusta et al., 2017) a vyraznou
dynamiku chromozomové evoluce (Soitero et al., viz Andreas et al, in prep). Zména na
molekularni trovni vSak nezarucuje, Ze dojde i k fenotypové zméné — jednim z dileZitych
poznatki je skutecnost, Ze se geny béhem evoluce cCasto duplikuji a duplikované geny
nékdy ziskavaji odlisSné funkce (Snustad et Simmons, 2009). K ziskdni novych
zajimavych informaci nejen z genetiky se tak postupné dostava do popredi bioinformatika,
tedy obor s vyvaZenou kombinaci znalosti jak z biologie, tak z informatiky, ktera ziskava
a analyzuje zejména molekularné-biologicka data z osekvenovanych genomt a mtize tak

vyznamné prispét k osvétleni zatim nezodpovézenych otazek.



1.1 Velikost genomU eukaryot

Pojmem jaderny genom rozumime celou genetickou informaci uloZenou
v bunécnych jadrech organismu (nuDNA; u nékterych virdt v RNA) zahrnujici kédujici
i nekodujici oblasti. Eukaryota maji nejen mnohem vice nuDNA oproti prokaryotiim, ale
jejich nuDNA je navic béhem metafaze sbalena do rizného poc¢tu chromozomd, z nichz
je kaZzdy obvykle pritomen ve dvou (diploidie) nebo vice kopiich (polyploidie) (Snustad
et Simmons, 2009). Eukaryota maji dalSi, dodatecné, genomy ve svych organelach —
mitochondriélni a plastidovy, vzniklé endosymbiézou. O velikosti genomu je jiZ dlouho
zndmo, Ze koreluje s velikosti buiiky, rychlosti déleni bunék a dalSimi vlastnostmi
organismu, napt. metabolismem, rychlosti individudlniho vyvoje (¢ili vyvinu) ¢i velikosti
téla (Elliott et Gregory, 2015). Velikosti genom1 zjisténé na zakladé genomickych dat se
uvadi v jednotkach bp (base-pairs), tzn. jednoho paru dusikatych bazi, tedy proti sobé
stojici baze z kaZdého komplementarniho Fetézce, od cehoZ se odvijeji dalsi trovné
vypoctu — kbp (1 000 bp), Mbp (1 000 000 bp) a Gbp (1 000 000 000 bb). Ackoliv miiZe
jaderny genom dosdhnout ohromnych rozmeért a lisi se u riznych druhti organismt, pouze
jeho mala cast, tzv. exom, kdduje sekvenci aminokyselin. Exom je soubor exonii vSech
gend, které jsou oddéleny introny. Exom je zatim nejlépe prozkouman predevsim
u ¢lovéka, kde mu vsak néleZi pouze 1,15-1,17 % z celkového genomu (Zhao, 2012; Hatje
et al., 2019). Napri¢ ZivocisSnou Fisi jsou dostupnd kvalitni data o procentudlnim
zastoupeni exomu v celém genomu pro 5 dalSich druhti: Amphimedon queensladnica
(Porifera, 24,45 %), Sycon ciliatum (Porifera, 9,95 %), Mnemiopsis leidyi (Ctenophora,
17,37 %), Nematostella. vectensis (Cnidaria, 11,68 %) a danio pruhované (Danio rerio,
4,67 %) (de Mendoza et al., 2019). Napf. masoZrava rostlina bublinatka opomijena
(Utricularia gibba) je pfesnym opakem —diky svému vyjimecné malému eukaryotickému
genomu nekédujici oblast predstavuje pouze 3 % (Ibarra-Laclette et al., 2013). DalSim
prikladem budiZ axolotl mexicky (Ambystoma mexicanum), oblibeny modelovy
organismus zndmy svou neotenii, jehoZ haploidni genom ¢ita 32 Gbp, coZ je ve srovnani
s Clovékem priblizné 10x vic (lidsky genom dosahuje velikosti pres 3 Gbp; Nowoshilow
et al., 2018, Piovesan et al., 2019). OvSem pocet repetitivnich sekvenci u axolotla
dosahuje aZ 65,6 % celkového genomu (18,6 Gbp). U clovéka se udavana proporce
repetitivnich sekvenci zvySuje témér s kaZzdou verzi nové zvefejnéného referencniho
genomu (nyni je to verze GRCh38.p13, NCBI), zejm. pak s pouZitim novych long-read

technologii (diskutovano v Symonova, 2021). Soucasna literatura uvadi pro lidsky genom



50 % repetic (Healton et al., 2020, Nowoshilow et al., 2018; Treangen et Salzberg, 2012).
Avsak existuji naznaky, Ze frakce lidského genomu, ktera je repetitivni nebo odvozena od
repetitivnich sekvenci dosahuje velikosti aZ 66-69 % (de Koninng et al., 2011). Nedavno
prvni pricku nejvétSiho osekvenovaného ZivociSného genomu po axolotlovi obsadil
bahnik australsky (Neoceratodus forsteri) s velikosti genomu 43 Gbp (asi o 30 % vétsi
neZ axolotl; Meyer et al., 2021).

Na rtiznych drovnich DNA probiha evoluce, at’ uZ mutaci, rekombinaci ¢i duplikaci
a ukazuje se, Ze velkou roli v ni hraji transpozony, které v dneSni védé predstavuji
rozsahlé a duleZité téma biomedicinského vyzkumu. Transpozibilni elementy (TE, nebo
také mobilni genetické elementy, ,,skdkajici geny“) jsou sekvence DNA se schopnosti
ménit v genomu svou pozici a pocet kopii (Bourque et al., 2018). Zkoum4 se jejich
eliminace (degradace)/pririistky (inzerce) béhem evoluce (Kapusta et al., 2017), jejich
funkce, distribuce ¢i epigenetické projevy na fenotypu (Bourgeois et Boissinot, 2019).
Kromé jejich pfemistovani, tzv. transpozice, odtud jejich nazev, se také ukazalo, Ze jsou
z velké miry epigeneticky umlCovany, ¢imZ je redukovan jejich efekt na genom
hostitelského organismu. Tyto epigenetické modifikace vS§ak mohou zpétnovazebné vést
k reaktivaci TE, nebot metylovany cytosin je hypermutabilni, coZ vede v konecném
disledku ke sniZeni proporce cytosinu, a tudiZ sniZeni proporce substratu pro
epigenetické regulace TE (Zhou et al., 2020). Pokud dojde napf. vlivem ptisobeni
dlouhodobého a zavazného stresu k mobilizaci transpozont v genomu, zaleZi na tom,
kam se integruji, resp. kde dojde k jejich inzerci (Pray, 2008). Jak jiZ bylo nastinéno vySe,
eukaryota vykazuji v genomech velké rozdily ve velikostech — studie Zhou et al. (2020)
popisuje, Ze transpozony za toto nesou podstatny dil zodpovédnosti, ktera vSak do znacné
miry zavisi na pisobeni DNA metyltransferazy, ktera potlacuje transkripci metylovanych
CpG ostriivki. Dopad evoluce na velikost genomu je Siroce diskutovan, jelikoz se zda, Ze
velka Cast organizmt prosla jeho vice ¢i méné dramatickym zvétSeni ¢i naopak
zmenSenim. Napf. hlodavec Tympanoctomys barrerae 1z Celedi osmakovitych
(Octodontidae) vykazuje ze vSech znamych savci nejvyssi pocet chromozomt (2n = 102,
ca 6,19 Gbp) (Evans et al., 2017); naproti tomu napf. ryby z rodu ¢tverzubct (Tetraodon
sp.) se vyznacuji nejmensim genomem ze vSech obratlovci (340-385 Mbp) (Crollius,
2006). Genomy letounti a ptaki prodélaly znatelnou redukci DNA (Kapusta et al., 2017),
pripisovanou mj. jejich adaptaci k aktivnimu letu (Wright, Gregory, Witt, 2014).



1.2

1.3

cDNA

Komplementarni DNA (cDNA) je produkovana pii sekvenaci transkriptomu
reverzni transkriptdzou, coZ je enzym katalyzujici proces transkripce mRNA do DNA.
Jeji piirozené vyuZiti je zndmé predevSim u retrovirG pro prenos jejich genetické
informace (Ryabov, 2008). U eukaryot se reverzni transkripce vyuZivd ve formé
telomerazy, kterd pracuje jako reverzni transkriptdza a je schopna prodluZovat konce
eukaryotickych chromozomii (telomery) tvorbou telomerické DNA, kterou obsahuje
a pouZiva jako templat. Reverzni transkriptazu lze vyrobit i laboratorné, napt. pro potrebu
exprese specifického proteinu. Diky DNA-polymeraze je moZné prenést jednovlaknové
molekuly ¢cDNA do dvouvldknové molekuly cDNA, které nachazi vyuZiti v cDNA
knihovnach (Stekel et al., 2000). To, které ze svych moZnych sloZek laboratorné ziskana
cDNA obsahuje, zaleZi na technologii jeji pfipravy — v laboratofi nebo in silico — €ili zda
je templatem primarni transkript (pre-mRNA, pfiprava pred sestfihem, splicingem) nebo
zrald mRNA (priprava po splicingu). Data cDNA dostupnéa z databaze Ensemblu obsahuji
celou sekvenci v€etné kodujicich a neprekladanych sekvenci (tj. exony, introny a oba
nepreklddané regiony 5’UTR a 3'UTR (Ensembl)). Podle Browna (2021) se pfi
porovnavani cDNA s genomickou DNA vymezuji pozice relevantnich genti a odhaluji

hranice mezi introny a exony.

cds

Zkratka cds se odvozuje z anglického ,,coding sequence” a oznacuje tu ¢ast DNA
nebo RNA, ktera kdduje protein, je ¢tena jako kodony a sklada se pouze z exoni. Typicky
zacinad kodonem ATG v jeho funkci start kodonu a koné¢i stop kodonem (UAA, UAG,
UGA). Jde tedy o tu frakci genomu, kde se uplatiiuje geneticky kod a kterd je obecné na
GC nejbohatsi (Bernardi, 2005). Soubor vSech exonli v genomu se nazyva exom, tj.
sekvence vyskytujici se ve zralé mRNA po splicingu a odstranéni intronii. KdyzZ Gilbert
et al. (1977) predloZili hypotézu o tzv. presouvani exont, kterd se nakonec potvrdila —
predpokladali, Ze by se exony z jednoho genu mohly kombinovat s exony genu jiného za
vytvoreni kodujici sekvence, ktera by méla nékteré vlastnosti obou ptivodnich genti. Dnes
je tato rekombinace zprostfedkovana introny zndma jako hlavni doména preskupovani
gend u Zivocichi (Cancherini et al., 2010). Pokrocilejsi doba umozZiiuje genomy nové

sekvenovat, a tak mame prileZitost o jejich evoluci odhalit vice informaci. NiZsi ndklady
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1.4

na sekvenovani koédujici frakce genomu prispély k vlné zdjmu o sekvenovani
transkriptomu (RNA-Seq) jako alternativni a technicky celkové jednodussi a levnéjsi
strategii, ktera je navic tkanové specificka a ma tak dileZitou vypovidaci hodnotu o funkci
genomu a celé buiky (Cirulli et al., 2010). Transkriptom totiZ obsahuje molekuly RNA
vzniklé z DNA prepisem (transkripci), tedy hlavné mRINA, ale mohou to byt i proteiny
nekodujici RNA, jako napf. ribozomdalni RNA (rRNA) a transferové RNA (tRNA).
Exomové a transkriptomové sekvenovani spolecné s SNP array (single nucleotide
polymorphism) se vyznamné uplatiiuji napt. pri detekci nadort (napt. Liu et al., 2014,
Wyatt et al., 2014) nebo patologickych nalez(i u plodu (napt. Srebniak et al., 2016).
Zatimco exom zustava u jednotlivych typti bunék neménny, transkriptom se méni
v zavislosti na typu a funkci bunék. V dtisledku toho neni cely exom v kazdé buiice
preloZen do bilkovin — rtizné typy bunék prepisuji pouze Casti exomu a pouze kédujici

oblasti exonti jsou nakonec preloZeny do proteinii (Ku et al., 2014).

Odhady GC % na drovni DNA, cDNA a cds

Na dvod do tzv. kompozicni biologie 1ze obecné Fici, Ze eukaryotni organizmy
s vétSimi populacemi maji GC% vysSi neZ ty s populacemi malymi a velikost
chromozomt negativné koreluje s GC % (vlivem jiZ zminéného mechanizmu gBGC,
soucasné nejrobustnéjsi koncept vysvétlujici AT/GC heterogenitu savct a ptaki a AT/GC
homogenitu niZsich obratlovcti; Mugal et al., 2015). U tii vySe popsanych trovni genomu
se GC% obsah pomérné lisi. Existuje negativni vztah mezi GC% a velikosti DNA
sekvence, tzn. obecné kratsi geny, kratsi exony, kratsi introny a mensi genomy jsou GC
bohatsi a naopak (Bernardi, 2005). TotéZ se zda, Ze prinejmensim do urcité miry plati
o TE (Symonova et Suh, 2019). Proto je celkovda DNA na GC nejchudsi, cDNA je na GC
bohatsi a cds na GC nejbohatsi frakci genomu — podobny je vztah tii vySe uvedenych
frakci a jejich velikosti, tj. DNA — ¢cDNA - cds (Symonova et Matoulek, nepublikovana
data). Existuje mnoZstvi literatury, kde se autofi snaZili pouZit jako tzv. proxy GC%
celého genomu (tam, kde nebyl sekvenovan genom) GC% na 3. pozici kodonu, tzv. GC3
(bylo snazsi osekvenovat cds/transkriptom neZ cely genom) (Galtier et Mouchiroud,
1998). GC3 je sice dilezitym faktorem, stejné jako GC1 a GC2 (tj. GC% na 1. a 2. pozici
kodonu), ale od jeho uZiti jako proxy GC% celého genomu se upustilo, a to nejen proto,

Ze stale roste pocet osekvenovanych celych genomi (Elhaik et al., 2009).
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1.5 C-value paradox a C-value enigma

V kapitole 1.1 jiZ bylo nastinéno, Ze i zdanlivé primitivni eukaryotni organismus
miZe mit velky genom a naopak — znamena to tedy, Ze velikost genomu eukaryot
nekoreluje s komplexitou organismu. Tomuto jevu se zacalo Fikat ,,C-value paradox“ (,,C-
value“ minéno jako haploidni cytologicka velikost genomu v pikogramech (pg), nebo 1C,
mnoZstvi DNA; Gregory, 2005). Po zjisténi, Ze eukaryotické genomy obsahuji spoustu
nekodujicich oblasti, se od tohoto terminu upustilo a se vznikem novych otazek se
prerodil v tzv. ,,C-value enigma“. Analyza Elliotta a Gregoryho (2015) ukazala nejmensi
prumérny pocet gent kodujicich protein u hub (9 953), témér dvakrat vyssi pocet genti
pak u Zivocichti (18 943) a jeSté vyssi pocet genii u rostlin (35 577). V porovnani
s celkovym genomem vsak predstavovaly exony u hub cca 47 %, u Zivocichti cca 10 %
a u rostlin cca 8 %, pricemzZ repetitivni sekvence mély u hub zastoupeni cca ze 14 %,
u ZivocCichii cca 27 % a u rostlin cca 51 %, z toho bylo 75 % identifikovano jako
transpozony. Pro vysvétleni tohoto jevu bylo navrZeno nékolik teorii o ,,sekundarni
DNA* — teorie mutacniho tlaku (zahrnujici ,,odpadni“ a sobeckou DNA a jeji akumulaci
v pribéhu casu), nukleoskeletdlni teorie (koevolucni interakce mezi obsahem DNA
a velikosti buiiky, které se postupné vyrovnavaji) nebo nukleotypicka teorie (kauzalni
souvislost mezi obsahem DNA a velikosti buiiky — zmény velikosti genomu primé;ji
buiiku k pfimym zméndm) (Gregory, 2001). Dalsi hypotézou o vyskytu této

fe
1

,odpadni“ DNA, jak byla dfive repetitivni frakce hojné nazyvéna, je genomova
rovnovaha (Gene Balance Hypothesis). Podle této hypotézy by mohly transpozony
vyrovnavat exprimované geny poskytnutim jakéhosi pruZinového napéti mezi
pericentromerickym heterochromatinem a mikrotubuly (Freeling et al., 2015), viceméné
na principu stechiometrie, coZ by mohlo byt diivodem k vyskytu repetitivnich casti
genomi a mit celkovy vliv na genovou expresi (Birchler et Veitia, 2012). Tento princip
byl zatim vSak testovan spiSe jen na popularnich rostlinnych modelech s velkymi genomy,
a toryZi, kukufici a ¢iroku (Freeling et al., 2015; Birchler et Veitia, 2012; Shi et al., 2020).

Review Julie Blommaert (2020) predstavuje uceleny prehled v soucasnosti
diskutovanych teorii evoluce velikosti genomu — tzv. neutrdlni a selekéni (obr. €. 1).
Neutrélni teorie (MHH — mutational hazard hypothesis a MEH — mutational equilibrium
hypothesis) predpokladaji, Ze velikost genomu je produktem genetického driftu a selekéni
tlaky v akumulaci ¢i redukci DNA v ni hraji bud’ minimélni, nebo Zadnou roli. Selekéni

teorie (nukleotypickd a nukleoskeletalni) navrhuji, Ze by velikost genomu mohla byt
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(mal)adaptivni vlastnosti s dopadem na fenotyp organismu — télesné rozméry, vyvin
a dalsi vlivy souvisejici s velikosti bunék.

Velikost genomu a plasticita chromozomt, jakoZto dvé rozdilné proménné,
a procesy jejich regulace jsou dileZitymi aspekty v evoluci genomu (Slijepcevic, 2018).

Mnoho dalsich faktorti v této oblasti hraje roli, a jesté zdaleka neni tak prozkoumana.

L. T ] LR

( mutational hazard \ Scentyps s SeN0me hypothesis
hypothesis

nucleoskeletal streamlining
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main
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= i DNA amount has no 10 relationship between null
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Obr. ¢. 1 — Prehled evolucnich hypotéz o objasneni velikosti genomu, jejich predikce a nulové hypotézy
s navrZenymi experimenty pro otestovani a vypracovdni nového prehledu vlivu genetického driftu
a prirodniho vybéru na velikost genomu. Jako potencidlni prikladové organismy jsou zndzornény kukurice
(Zea mays), virnik (Brachionus plicatilis), potemnik (Tribolium sp.) a octomilka (Drosophila melanogaster).

(ptevzato z Blommaert, 2020).

1.6 Fylogeneze Zijicich savcl

V této praci jsou dostupna genomicka data rozrazena do velkych savéich skupin dle
Springera et al. (2004), a to na Monotremata, Marsupialia, Afrotheria, Xenarthra,
Euarchontoglires a Laurasiatheria (obr. €. 2). Veskeré poznatky jsou ¢erpany od Zimy

a Gaislera (2007).
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Skupina Monotremata neboli ptakofitni zahrnuje ptakopyska a jeZury, ktefi se
v ramci savcl vyznacuji nejednou zvlastnosti — napr. existenci kloaky a vejcorodosti.

Marsupialia (vacnatci) se ptivodné vyskytovali na severnich kontinentech, posléze se
rozsirili po byvalé Gondwané, dnes se tedy vyskytuji v JiZzni Americe (Ameridelphia)
a Australii (Australidelphia), pfipadné na Novém Zélandu ¢i Tasmaénii. Typicka je pro
né pritomnost vaku, ve kterém se vyviji mlad’ata, a pFitomnost epipubickych kosti.
V této skupiné bychom také nasli zastupce se schopnosti pasivniho letu (vakoveverky),
v této praci vSak nejsou zahrnuty.

Ostatni velké skupiny se Fadi do nadfadu placentdlové (Placentalia), kam patii
i Clovék. Hlavni charakteristiku a zaroven apomorfii predstavuje predevsim
alantochoridlni placenta. Do Fadu Afrotheria, jehoZ zastupci, jak uZ nazev napovida, Ziji
hlavné v Africe, event. na Madagaskaru, patfi napf. chobotnatci (sloni, Proboscidea),
sirény (Sirenia), hrabaci (Tubulidentata) a damani (Hyracoidea). Morfologicky je tato
skupina dosti rozlicnd — napf. drobni bércouni v poméru ke slontim. Jako velice
zajimavym Fddem bychom mohli oznacit sirény, které se zdrZuji ve vodnim prostredi
a lze na né narazit i v mélkych vodach Indonésie i Jizni Ameriky, jiZ vyhynuly koroun
bezzuby se dokonce vyskytoval v chladnych vodach Komandorskych ostrovi.

Samostatnou linii gondwanského ptvodu pak tvori skupina chudozubych
(Xenarthra), ktei mohou mit duplné redukovany chrup - =zahrnujeme sem
mravenecnikovité (Myrmecophagidae), lenochodovité tfiprsté (Bradopodidae)
a dvouprsté (Choloepodidae) a péasovcovité (Dasypodidae). U rodu Dasypus byla
dokéazana jako u jediného savce mimo clovéka polyembryonie.

Rozsahla skupina Euarchontoglires pokryva pét fadd, a to Dermoptera (letuchy),
Scandentia (tany), Primates (priméti), Lagomorpha (zajicovci) a Rodentia (hlodavci).
Druhové nejpocetnéjsi a zaroven kosmopolitni fad savci prestavuji hlodavci, jejichz
systematika je mimoradné sloZita a stale neni iplné doreSena. Tany se daji povaZovat za
jakysi prechodny clanek mezi hlodavci a poloopicemi. U letuch pozorujeme opét
schopnost pasivniho letu, koZni bldna vSak uZ vzdalené pripomind tu, kterou bychom
nalezli u letound. Pro primaty je typicka denni aktivita, rozvoj koncového mozku,
prostorové vidéni a sloZity socialni Zivot. Klasicky (a zjednoduSenéji) se rozdéluji na
poloopice (napt. lemufi a outloni), opice Starého Svéta (napft. paviani, kockodani), opice
Nového Svéta (napf. kosmani, chapani) a Hominidy (napf. Simpanzi, gorily a clovék).

Posledni nemalou skupinou jsou Laurasiatheria zahrnujici hmyzoZravce

(Eulipotyphla), Selmy (Carnivora), luskouny (Pholidota), sudokopytniky a kytovce
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(Cetartiodactyla), lichokopytniky (Perissodactyla) a letouny (Chiroptera). V této
nesmirné diverzifikované kategorii Zivocichti narazime jak na suchozemské, tak vodni
druhy, télni rozméry v fadech nékolika malo centimetrd, ale i nékolika metrd, s délkou
Zivota sotva jeden rok, nebo tfeba i dvacet let. Rizné zastupce nalezneme na vSech
kontinentech od rovnikové zony aZ po polarni oblasti.

V drivéjsich dobach se druhy rozrazovaly zejména na zakladé morfologickych
podobnosti, ale molekularni genetika je v ohledech fylogeneze naprosto zasadni
soucasti vyzkumu a pfinasi stale nové vysledky, diky kterym miZeme lépe porozumét

piibuznostem a rozsiteni ZivocCicht v dobach soucasnych i minulych.

Monotremata =<l
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Chiroptera

Obr. ¢. 2 — Fylogeneticky strom savcti dle Springer et al. (2004)
1.7 Letouni jako jedini |étajici savci

Letouni jsou nesmirné diversifikovana skupina obratlovcii a po hlodavcich druhym
nejpocetnéjsim fadem savci (pres 1 300 druhti), jejichZ rozsiteni sahd do vSech koutti
svéta kromé polarnich oblasti a odlehlych ostrovii. Uzptisobena anatomie jim umoziuje

aktivni let a dle své potravni niky maji zpravidla i riizné tvarovana kiidla. To vSak neni
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jedinou jejich vymoZenosti — zndmd je jejich orientace v prostoru a lov pomoci
echolokace, hibernace u netropickych druhi, s vyjimkou kalonti no¢ni aktivita, rozmanita
strava nebo dlouhovékost. V soucasné dobé je velmi populdrni téma jejich vykonna
imunita Uspésné odolavajici virovym ndkazam vcetné koronavirt, jichZ jsou hostitelé
a dle aktuélnich informaci i ptivodci zoonotického prenosu SARS-Cov-2 na clovéka. Ve
vypuknuti pandemie, kterd pocala v jizni Ciné, je7 se soucasné vyznacuje vysokou
biodiverzitou netopyftich obratlovcii, miiZe navic sehravat diileZitou roli klimaticka zména
(Beyer et al., 2021). Vzhledem k mnoha svym unikatnim vlastnostem jsou tak letouni
napf. vhodnymi modelovymi organismy pro vyzkum v oblastech moZného prodlouZeni
Zivota (Teeling et al., 2018), zkvalitnéni imunitniho systému a vyssi toleranci k chorobam
(Jebb et al., 2020).

Na zéakladé dat molekularni genetiky se v poslednich letech letouni rozdéluji na dva
podfady: 1) Yinpterochiroptera, kam se fadi kalonoviti (Pteropodidae, Megabats),
vrapencoviti (Rhinolophidae, horseshoe bats), pavrapencoviti (Hipposideridae, Old
World leaf-nosed bats), megadermoviti (Megadermatidae, false vampires), netopyrkoviti
(Craseonycteridae, hog-nosed bats) a vikonosoviti (Rhinopomatidae, mouse-tailed bats),
a 2) Yangochiroptera se vSemi ostatnimi Celedémi, kde bychom nasli i skupinu
netopyrovitych (Vespertilionidae) vyskytujici se v CR a dale napf. listonosovitych
(Phyllostomidae) (doplnit sem néjakou citaci).

Letouni maji s ptaky kromé schopnosti aktivniho letu spolecnych jesté nékolik véci
— béhem své evoluce totiZ prodélali podstatné zmenSeni genomu, coZ by mohlo byt
vyhodné vzhledem ke zvySenym narokiim na metabolismus, zejména vyméné plyni
a zatiZzeni kiidel (wing loading). Analyza fosilnich zdznamt dokonce odhalila, Ze
ptakojestéfi spolecné s ptaci linii theropodnich dinosaurt méli ve srovnani se svymi
nelétavymi pribuznymi rovnéZ mensi genomy (Organ et Shedlock, 2009). Kasai et al.
(2013) mérili pomoci pritokové cytometrie obsah GC netopyra velkého (Myotis myotis).
Jejich vysledek odhalil vyssi obsah GC na menSich chromozomech v porovnani
s chromozomy vétsSimi — tento rys sdili letouni s ptaky, u ostatnich savci nebylo nic
takového dosud zaznamenano. Na druhou stranu je tfeba zdiraznit, Ze ptaci maji na GC
vyrazné bohaté mikrochromozomy (Burt, 2002), které se u letound (a u savcli obecné)
nevyskytuji. Naopak, u letount casto nachdzime chromozomy znacnych velikosti
(Sotero-Caio et al., 2017). To naznacuje, Ze mechanizmy, které vedly ke zmenSovani
genomu ptakd a letount byly zasadné odlisné (Andreas et al., in prep). Kapusta et al.

e

(2017) uvadéji u netopyrt (Microbats) i u kalonti (Megabats) nejvyssi zaznamenanou
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2.1

eliminaci DNA z 10 porovnavanych savc€ich linii, tésné nasledovanou linii mysi a krys.
Vysledky studie Sotero-Caio et al. (2017) ptredkladaji robertsonské translokace jako
prevazujici zptisob chromozomalni evoluce letound. Jednd se o zvlastni typ
chromozomové abnormality, pfi niZ dochazi k vymeéné casti nehomolognich chromozomt,

ale pti evoluci mnoha druhi se s ni setkdme pomérné casto (Snustad et Simmons, 2009).

Material a metodika

Online databaze Ensembl a NCBI

Veskerd sekvencni data zpracovana v této diplomové praci pochazi ze dvou
nasledujicich vefejné dostupnych online databazi.

Zacatek projektu Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html, Flicek et al.,
2021) se datuje uZ rokem 1999 a jeho cilem je poskytnout verejné a zdarma pristupna
genomicka data nejriznéjSich organismii od bakterii po ZivocCichy vcetné clovéka.
Sekvence DNA jsou do databaze poskytovany riznymi autory a projekty z celého svéta.
UmoZiuje vyhledavat a stahovat jak jednotlivé geny, tak celé sekvence, na karté kazdého
druhu lze nalézt souhrmné informace (pocet bp, pocet kodujicich i nekédujicich gend,
souCasnou verzi a datum posledni tpravy atd.) a nahliZet na ¢asti genomu, stahovat ve
FASTA formatu celou sekvenci DNA ¢i pouze cds, cDNA, ncRNA (non-coding RNA).
Dale webova stranka disponuje pfimo svymi online nastroji, napf. BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990) pro porovnavani DNA a proteinti nebo Data
Slicer pro vybrani a staZeni urcité oblasti genomu. Databazi Ensembl provozuje Evropsky
bioinformaticky institut ve Spojeném kralovstvi.

NCBI je zkratkou National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), které bylo zaloZeno v roce 1988. NCBI je soucasti
Narodni 1ékatské knihovny USA a sidli v aredlu agentury National Institutes of Health
v Bethsedé v Marylandu. Funguje podobné jako Ensembl, ale je daleko obsahlejsi a mimo
shromaZd'ovani genomickych dat a poskytovanim softwarovych nastroji pro jejich
analyzu ma také na starost pres 40 integrovanych databazi s knihami a odbornymi ¢lanky
pro lékare, védce, ale i Sirokou vefejnost. Vzhledem k délce existence NCBI tato databaze
na rozdil od Ensembl dlouhodobé shromaZd'uje i jednotlivé sekvence DNA generované
metodou PCR, tedy ne pouze celé genomy. Z tohoto diivodu je NCBI vyrazné rozsahlejsi.

Navic obsahuje i celogenomové sekvence pocetnych virti a prokaryot (ve svych pocatcich
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2.2

zejm. medicinsky vyznamnych). Tyto typy dat byly k dispozici mnohem dfive, neZ zacaly
geometrickou fadou nartistat pocty sekvenovanych genomti vyssich organismt. Po zadani
prislusného hesla (ndzev druhu) do vyhledavace NCBI projde veskeré databaze a po
vyhledani genomu druhu se zobrazi karta shrnujici uZite¢né informace, napt. zakladni
statistiku (v pripadé existence vice neZ jednoho dostupného genomu daného druhu)
median GC%, median celkové délky v Mbp, medidn mnozZstvi proteind. Dostupné zde
jsou i souvisejici publikace a samoziejmé je zde opét moZnost staZeni genomickych dat

ve formatu FASTA ¢i vyuZiti online nastroj BLAST.

Uvod k jazyku Python

Python (v dobé psani této diplomové prace verze 3) je v bioinformatice Siroce
uZivanym programovacim jazykem diky své snadné Citelnosti, prehlednosti a uZivatelské
prijemnosti i pro uplné zacatecéniky (https://www.python.org/). Pro tcely analyzy
genomickych dat predstavuje vhodné webové rozhrani Jupyter Notebook (JN,
https://jupyter.org/), ve kterém jsem provadéla veskeré potfebné ukony. Tento open-
source produkt vychdazejici z iPython Notebooku disponuje interaktivhim prostredim,
v némZ se zapsany kod ihned vyhodnocuje s témér okamZitou zpétnou vazbou. Zprovozni
ho naprosto bez problémti kazdy v jakémkoliv operacnim systému, at uzZ Windows, Linux
¢i Mac.

Aktuélni verzi Pythonu v JN lze zjistit jednoduchym pfikazem:

from platform import python_version
print(python_version())

(V dobé psani této prace verze 3.7.6)

Pro cile této prace bylo vSak zapotiebi do JN dodatecné importovat knihovny pro
realizaci genomovych analyz, zejména BioPython (http://biopython.org, verze 1.78),
Matplotlib (https:/matplotlib.org/, verze 3.1.3) a Pandas (https://pandas.pydata.org/,
verze 1.0.1). JN lze vyzkousSet i bez instalace, ale je potfeba pocitat s ur€itymi limity. Na
podobném principu funguje i Google Colab (https://colab.research.google.com), aviak
s omezenou paméti a vyZadujici icet Google. Analyza genomickych dat je takovouto

cestou nejvhodnéjsi a nejjednodussi, protoZe pokud bychom si zkusili otevfit pouze
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2.3

23.1

FASTA cds ve Wordu, zabralo by to vice neZ 10 tisic stran, coZ by bylo vzhledem

k nasim potfebam velice kontraproduktivni.

Sada vlastnich néstrojd v Pythonu

Sadu vlastnich nastroji v jazyce Python jsem vytvorila ve spolupraci
s Dominikem Matoulkem a za podpory projektu Erasmus+ KA203 feSeného na UHK.
Z Ensemblu bylo potfeba stdhnout poZadované sekvence, tedy DNA, cDNA a cds, pres
protokol FTP (file transfer protocol), coZ je starSi a jednoducha technologie
s nezaSifrovanym prenosem dat mezi koncovymi stanicemi pomoci sité. Zabaleny soubor
se poté rozbali a idedlné konvertuje do formatu *.csv (comma-separated values, hodnoty
oddélené carkami). S takto pFipravenym souborem dokaZe dobfe pracovat knihovna
Pandas, kterdA umoZiiuje provadét potfebné analyzy, napt. zdakladni statistické
vyhodnoceni, s dalSimi knihovnami 1ze poté i vykreslovat grafy apod. (napf. Matplotlib,

Seaborn; https://seaborn.pydata.org/).

Analyza dat dostupnych z databaze Ensembl

K datlim pfislusného druhu se lze dostat bud’ pres kartu daného druhu, napf.
Pteropus vampyrus: https://www.ensembl.org/Pteropus_vampyrus/Info/Index a poté pres
odkaz ,Download FASTA files*, nebo pres FTP Ensemblu:
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-103/fasta/ a zde najit ptislusny druh (v dobé psani prace
release 103). Ensembl se nékolikrat rocné aktualizuje a je zdhodno védét, z jaké verze
pochdazi zpracovand data a soucasné stahovat aktudlni verze (release). V jednotlivych
sloZkach se nabizi moZnosti vybéru genomickych DNA sekvenci ke staZeni ve formatu
*fa.gz, je ale potfeba se orientovat ve vSech jejich typech, jak jsou sekvence
nemaskované, (hard) maskované a soft-maskované. Soubor nemaskované DNA obsahuje
genomovou sekvenci v€etné veskerych repetic a méné komplexnich oblasti bez jakékoliv
zmény. Naproti tomu maskovand DNA projde napf. nastrojem RepeatMasker
(https://www.repeatmasker.org/), ktery oblasti transpozonti a méné komplexnich repetic
(napft. mikrosatelity) detekuje a nasledné ,,tvrdé zamaskuje“ pismenem ,,N“ — dle [UPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) znamen4 jakoukoliv dusikatou bazi
(Tab. €. 1). U soft-maskované DNA jsou veSkeré zminéné atributy pouze nahrazeny

malymi pismeny jednotlivych bazi, zatimco unikatni sekvence, tedy nerepetitivni, jsou
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ponechany velkymi pismeny. Primarné tedy stahujeme soubory obsahujici v nazvu

»toplevel“ (zahrnujici veSkeré sekvence) a ,,sm“ (soft-masked).

Tab. ¢. 1 — Znaceni sekvence DNA dle IUPAC

(prevzato z: http://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html)

IUPAC Baze

kod

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T (V) Tymin (Uracil)

R A nebo G

Y CneboT

S Gnebo C

W AneboT

K GneboT

M A nebo C

B CneboGnebo T
D AneboGnebo T
H AneboCneboT
\Y A nebo C nebo G
N jakakoliv

.or- mezera

Nejprve si tedy importujeme veSkeré potrebné balicky:

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

import gzip

from ftplib import FTP

from Bio import SeqIO

from collections import Counter

Modul gzip poskytuje jednoduché rozhrani pro kompresi a dekompresi soubort
s koncovkou *.gz, které se na rozdil od souborti typu *.rar apod. vyznacuji znacnou
kompaktnosti. Pomoci modulu ftplib se lze napojit na dloZisté serveru a poté stahnout
poZadované soubory. SeqIO z BioPythonu predstavuje rozhrani Sequence Input/Output

pro manipulaci se sekvencemi a umoZiuje Cteni, zapis a indexovani se soubory ve
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formatu *.fa apod. Modul Counter vytvaii prostiedi pro vypocet jednotlivych prvki ve

slovniku. Pfihlasime se prvné na FTP server Ensemblu:

ftp = FTP('ftp.ensembl.org')
ftp.login()

Pak potfebujeme upresnit serveru, ze které sloZky a ktery soubor chceme stahnout:

ftp.cwd('/pub/current_fasta/myotis_lucifugus/cds')

Soubor stahujeme jako binarni kod a zapisujeme do *.fa:

with open('file.fa.gz', 'wb') as file:
ftp.retrbinary('RETR
Myotis_lucifugus.Myoluc2.0.cds.all.fa.gz', file.write)
handle = gzip.open('file.fa.gz')

with open('myo_luc _cds.fa', 'wb') as out:
for line in handle:

out.write(line)

BioPython méa metodu to_dict, kterd z iterdtoru nebo seznamu vytvoii rovnou slovnik.

Z néj pak mizZeme celou sekvenci uloZit do formatu DataFrame:
record_dict = SeqIO.to_dict(SeqIO.parse("myo_luc_cds.fa",
"fasta"))
record_dict = {record_id: Counter(record_seq) for record_id,
record_seq in record_dict.items()}
df = pd.DataFrame.from_dict(record_dict, orient='index')

V ramci pribézné kontroly je zdhodno se podivat, jestli se ndm vSe naimportovalo

a zapsalo spravné:
df.head()
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Tab. ¢. 2 — Prvnich pét radki DataFrame

A T G C N
ESMLUT00000027040.1 191 190 296 277 NaN
ESMLUT00000030196.1 258 242 290 428 NaN
ESMLUT00000001598.2 376 317 491 613 NaN
ESMLUT00000007188.2 134 126 92 137 NaN
ESMLUT00000012029.2 405 454 719 681 NaN

Mista, kde se objevuje NaN, nahradime nulou, protoZe pandas potfebuje pracovat
s numerickymi daty:

df = df.fillna(o)

Pro vypocteni GC%:

df['cds GC%'] = (df['G'] + df['C']) / (df['A'] + df['G'] + df['C'] +
df['T'] - df['N'])

Tab. ¢. 3 — Prvnich pét radkii DataFrame s vypoctem GC%

A T G C N cds GC%
ESMLUT00000027040.1 191 190 296 277.0 0.0 0.60
ESMLUT00000030196.1 258 242 290 428.0 0.0 0.58
ESMLUT00000001598.2 376 317 491 613.0 0.0 0.61
ESMLUT00000007188.2 134 126 92 137.0 0.0 0.46
ESMLUT00000012029.2 405 454 719 681.0 0.0 0.61

Pro zéakladni statistické vyhodnoceni:
df .describe()
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Tab. ¢. 4 — Zakladni statistika GC% DataFrame

A G C T N cds GC%
count 44934 44934 44934 44934 44934 44934
mean 514.31 521.43 511.78 427.63 0.07 0.52
std 615.83 529.79 512.06 477.03 5.78 0.1
min 9 4 7 7 0 0.25
25% 205 226 225 186 0 0.46
50% 354 388 380 311 0 0.52
75 % 637 644 632.75 516 0 0.59
max 33038 24087 21760 24051 1000 12

S takto pripravenym DataFrame si jiZ miZeme zobrazit histogram (viz Graf ¢. 1

v kap. Piilohy):

df['cds GC percentage'].plot.hist(bins=200)
plt.xlim([0, 1])

plt.xlabel("cds GC%")

plt.title("Myotis lucifugus", style="italic")

Od dusikatych bazi odecitame jesté ,N“, které znaci nezndmé baze. U nékterych
druhti se jich vyskytuje méné, u nékterych vice, zaleZi na kvalité dostupnych dat, ktera se
mohou v téchto pomérech i vyrazné liSit. Stejny postup uplatnime i pfi psani kédu pro
cDNA (i celkové DNA). Pro lepsi predstavu a prakti¢nost 1ze proloZit hodnoty cds i cDNA
do jednoho grafu, je vSak potfeba importovat dalsi knihovhu - NumPy
(https://numpy.org/, verze 1.18.1). Tato knihovna disponuje funkcemi pro praci

s vicerozmérnymi poli, maticemi, vektory apod. Kéd by mohl vypadat nasledovné

(vystup viz Graf €. 2 v kap. Prilohy):

import numpy as np

dfi['cds GC%].plot.hist(bins=200, alpha=0.5, color="red")
df2['cdna GC%'].plot.hist(bins=200, alpha=0.5, color="green")

bins = np.linspace(0, 1)
plt.xlim([0, 1])
plt.legend(loc="upper right')
plt.ylabel('Frequency')
plt.xlabel('GC %')
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plt.title("Myotis lucifugus", style="italic")
plt.show()

Pokud se ndm maji v grafu néjakd data prolinat, je vhodné nastavit vétsi
pruhlednost (alpha) a pfedevsim barvy — idedlné barvy ne vedle sebe stojici v barevném

spektru, v naSem pfipadé Cervena a zelena.

Uvedeny postup je vhodny pro narazovou analyzu jednoho druhu, pro vétsi objem
dat vyuZijeme nastroj dna_puller, ktery je ke staZeni se vSemi potfebnymi proprietami
z vefejného uloZisté kodia Bioinformatického centra HK zde:
https://github.com/bioinfohk/dna_puller. Nutno Fici, Ze tento nastroj nemusi fungovat
v JN na OS Windows, pro ticely této diplomové prace tak probihala vétSina analyz na OS
Linux Ubuntu 20.04 LTS. Pred spusSténim kédu je nutné si vedle slozky
s nastrojem dna_puller také vytvofit jesté slozku ,,jsons“. Nastroj funguje tim zptisobem,
Ze po zadani poZadovanych druh@ organismt a typt sekvenci se stdhnou zabalené
soubory FASTA jeden po druhém a ukladdaji do slovniku ve formatu *.json. JSON je
zkratkou pro ,JavaScript Object Notation“ a reprezentuje univerzalni zptisob zapisu dat,
se kterym je nasledné moZné pracovat v jakémkoli programovacim jazyku. Pfi stahovani
dalSiho baliku se souborem FASTA se predchozi balik smaZe, aby zbytecné nezabiral
misto na disku, jelikoZ nabyvaji velikosti i nékolik Gb.

Napf. potfebujeme analyzovat zastupce nadfadu Afrotheria a jejich cds a cDNA:

import dna_puller.dna_puller as puller

species = ['Loxodonta_africana', "Procavia_capensis",
"Echinops_telfairi"]

puller = puller.DnaPuller(species, True, True, ['cds', 'cdna'])

puller.download_and_parse_data()

Takto mame pripraveny soubory pro hromadnou analyzu. VSechna data
potfebujeme sloucit, abychom ptes né mohli iterovat (opakovat proces v ménicim se

kontextu), v naSem pripadé GC% u cds a cDNA:

import os, json

species_files = os.listdir('jsons')
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dna_types = ['cdna', 'cds']

files = []

for species_file in species_files:
if species_file[-5:] == '.json':
files.append(species_file)

species_data = {}

for species_file in files:
with open('jsons/' + species_file) as file:
species_name = species_file[0:-5]
species_data[species_name] = {}
for type in dna_types:
species_data[species_name][type] = {}
data = json.load(file)
for type in dna_types:
for gene_key, gene_data in data[type].items():
species_data[species_name][type][gene_key] =
gene_data

aggregated_data = {}
for type in dna_types:
aggregated_data[type] = {}
for species_key, datas in species_data.items():
aggregated_data[type][species_key] = []
for key, data in datas[type].items():
all_count = float(data['all']) - float(data['N'])
aggregated_data[type][species_key].append(float(data['G']
+ data['C']) / all_count)

Nyni uZ jen potfebujeme umistit vSe do jednoho souboru. Rozméry a rozmisténi

grafii upravime dle obsahu a potfeb a uloZime ve formatu *.png:

import matplotlib.pyplot as plt

fig, axs = plt.subplots(2, 3, figsize=(30,50))

for index in range(@, len(aggregated_data['cdna'])):
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species_key = list(aggregated_data['cdna'].keys())[index]
y = index % 3
X = int(index / 3)

axs[x, y].set_title(species_key[0O].upper() +
species_key[1:], style='italic')

axs[x, y].set_ylim(0, 500)

axs[x, y].set_xlim(o, 1)

cdna_data = aggregated_data['cdna'][species_key]
cds_data = aggregated_data['cds'][species_key]

axs[x, y].hist(cds_data, bins=200, range=(0.2, 0.8),
color='red', alpha=0.5)
axs[x, y].hist(cdna_data, bins=200, range=(0.2, 0.8),
color='green', alpha=0.5)

plt.savefig('Afrotheria_cdna_cds.png')

Nasleduje tvorba vlastniho datasetu, kterou provadime opét v JN s daty, které
mame ve formdtu *.json v pfipraveném adresari. Nejefektivnéjsi metodou je iterace nad
soubory, tzn. cyklus, smycka, ktera se neustale opakuje, dokud nedojde na konec slovniku,
souboru Ci rovnou celé slozky souborii. Do datasetu potiebujeme hodnoty pro GC%
celkové DNA, cDNA a cds, pocet readti (gent1), pocet neznamych bazi (N), pocet bazi A,

T, G, C a jejich procento z celkovych genomovych assemblies.

Nejprve je potfeba si nacist veSkeré soubory ve sloZce, se kterymi budeme

pracovat, takZe napr. opét zastupce skupiny Afrotheria:

import os
files = os.listdir('jsons/Afrotheria')
jsons_files = []
for file in files:
if file[-5:] == '.json':
jsons_files.append(file)

Pro kontrolu, jestli se ndm nacetly soubory spravné provedeme:

jsons_files
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Nyni si spocteme neznamé baze (N) pro cDNA i cds jednotlivych druhti, k cemuz
potfebujeme tfi cykly. Prvni na vytvoreni slovniku se vSemi soubory a jejich nacteni,
druhy pro typy sekvenci (cDNA, cds) a ve tfetim se postupné pricitaji poZadované baze,

iteruje se v podstaté po klic¢i a hodnoté jako v klasickém slovniku:

import json
data = {}
types = ['cds', 'cdna']

for file in jsons_files:

species_name = file[:-5]

data[species_name] = {}

with open('jsons/Afrotheria/' + file) as input_file:
data[species_name] = json.load(input_file)

for typ in types:
print(species_name)
counter = 0
for key, values in data[species_name][typ].items():

counter += values['N']

print(typ, counter)

Ve vystupu se nactou postupné vSechny druhy a jim odpovidajici pocty N. Obdobné
miZeme seCist i zndmé baze, pouze zaménime values['N'] za values['A'] +

values['T'] + values['G'] +values['C'].

Pro zjisténi poctu readt, tedy sekvenci v jednotlivych souborech pouZijeme funkci

len, kterd umi spocist pocet poloZek v daném seznamu hodnot:

for file in jsons_files:

species_name = file[:-5]

data[species_name] = {}

with open('jsons/Laurasiatheria/' + file) as input_file:
data[species_name] = json.load(input_file)
print([species_name])

for key, values in data[species_name].items():
print(key, len(values))
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Pro vypocet GC% pridame nékolik proménnych, které uloZime do seznamu

a pocet G + C vydélime vSemi hodnotami bez nezndmych sekvenci a vyndsobime stem:

gc_val = []
all_val = []

for file in jsons_files:
species_name = file[:-5]
data[species_name] = {}
with open('jsons/Euarchontoglires/' + file) as input_file:
data[species_name] = json.load(input_file)
print(species_name)
for typ in types:
for key, values in data[species_name][typ].items():
gc = values['G'] + values['C']
total = values['all'] - values['N']
perc = gc/total*100
print(typ, perc)

Pro tvorbu korelacnich diagramii (scatter plot) délky cds versus jejich GC% je

treba predesly kod patficné upravit, ze soubort *.json budeme potiebovat pouze cds:

import os, json
species_files = os.listdir('jsons/Afrotheria')
dna_types = ['cds']
files = []
for species_file in species_files:
if species_file[-5:] == '.json':
files.append(species_file)

Dalsi burika bude shodna s kédem pro tvorbu histogrami:

species_data = {}

for species_file in files:
with open('jsons/Afrotheria/' + species_file) as file:
species_name = species_file[0:-5]
species_data[species_name] = {}
for type in dna_types:
species_data[species_name][type] = {}
data = json.load(file)
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for type in dna_types:
for gene_key, gene_data in data[type].items():
species_data[species_name][type][gene_key] =
gene_data
Nyni je potifeba udélat novy cyklus, kde si vytvorime seznamy ve slovniku,

a to jeden pro G + C vcetné ,,S“ (G nebo C) a jeden pro celkovy pocet bazi, opét bez

neznamych bazi (N), plus vypocet pro GC%:

aggregated_data = {}
for type in dna_types:
aggregated_data[type] = {}
for species_key, datas in species_data.items():
aggregated_data[type][species_key] = {'gc': [], 'all':
[1}
for key, data in datas[type].items():
gc = float(data['G']) + float(data['C']) +
float(data['S'])
all_count = float(data['all']) - float(data['N'])
gc_percent = (float(gc) / (all_count)*100)
aggregated_data[type][species_key]['gc'].append
(gc_percent)
aggregated_data[type][species_key]['all'].append
(all_count)

~r

Pfi vizualizaci GC% je tfeba nastavit vyssi limit frekvence pro osu y
a prihlednost vlastniho grafu (alpha) tentokrat na nejvyssi pro lepsi vypovédni hodnotu.

Osy jesté patficné pojmenujeme a opét uloZime:

import matplotlib.pyplot as plt

plt.rcParams.update({'font.size': 14})

fig, axs = plt.subplots(2, 2, figsize=(20,20))

for index in range(@, len(aggregated_data['cds'])):
species_key = list(aggregated_data['cds'].keys())[index]

y = index % 2
X = int(index / 2)
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axs[x, y].set_title(species_key[0O].upper() +
species_key[1:], style="italic")

axs[x, y].set_ylim(0, 15_000)

axs[x, y].set_x1lim(0, 100)

axs[x, y].set_xlabel("GC%")

axs[x, y].set_ylabel("Cds genes length")

cds_data = aggregated_data['cds'][species_key]

axs[x, y].scatter(cds_data['gc'], cds_data['all'], color='red',
alpha=0.1)

plt.rcParams['figure.constrained_layout.use'] = True
plt.savefig('Afrotheria_scatters_cds.png')

2.3.2 Data z NCBI a Animal Genome Size Database

Pro potiebu prace s celogenomovymi hodnotami GC% a velikostmi genomu je vhodné
vyuZit databdzi NCBI. K tomu je moZné potfebné taxony vyfiltrovat v odkazu
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse#!/eukaryotes/ a nasledné exportovat do
formatu *.csv. Tato data lze poté oteviit a editovat v MS Excelu. V pripadé této diplomové
prace tedy bylo tfeba zaskrtnout ,Mammals“ jako podskupinu (subgroup)
au,,Choose Columns* vybrat potfebna data, a to nazev organismu, velikost v Mbp, GC%
a pocet cds a poté uZ jen stdhnout a nasledné po manudlni kontrole ruc¢né odstranit
nadbytecna
a nekompletni data. Tyto GC% hodnoty jsou medianem vSech sekvenovanych genomd,
proto je tfeba jeSté rucné upravit hodnoty dle nejnovéjsi assembly a vyssi kvality
sekvenace. Pro kontrolu kompletnosti assembly je nezbytné vyuZit etablovany online
nastroj Animal Genome Size Database (www.genomesize.com). Ten umoZiiuje dohledat
k poZadovanym Zivocichtim C-value, tzn. haploidni velikost genomu v pikogramech (pg;
viz kap. 1.5), kterou si v pfipadé potieby mutiZeme pievést na pocCet part bazi (bp) dle

vzorce od DoleZela et. al (2003):

Hodnota v pg * 0,978 * 10, pficemz 1 pg = 978 Mbp

30


https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/genome/browse%23l/eukaryotes/
http://www.genomesize.com

2.4 Statistické testovani vysledkd

3.1

Vysledky GC% na trovnich cDNA a cds mezi letouny a ostatnimi savci ziskané
vySe popsanou metodikou byly podrobeny statistickému testovani jejich vyznamnosti
v programu R (R Core Team, 2014). Vzhledem k nizkému pocetnimu zastoupeni letount
(3 druhy) vici 89 druhtim ostatnich savcili, bylo nutné zvolit metodu intervalového
odhadu stfednich hodnot GC%. Tyto intervalové hodnoty byly nejprve vypocteny pro
vSechny ostatni savce dohromady pro kaZzdou droven DNA (tj. cDNA
a cds) na 90% hladiné pravdépodobnosti pomoci jednovybérového t-testu. Nasledné bylo
porovnano, zda hodnoty GC% vypoctené pro letouny do tohoto intervalu spadaji, ¢i

nikoliv.

Vysledky

Zékladni statistické vyhodnoceni GC% letountl v rdmci savcll

I s ohledem na nizké pocetni zastoupeni letount (3 druhy ve srovnani s 89 druhy
ostatnich savcil) v naSem datasetu maji letouni vyssi primémé GC% na urovni cDNA
(51,16 %) v porovnani s hodnotou 47,6 % u ostatnich savci (viz Tab. €. 5). Stejné tak
median hodnot GC% na urovni cDNA je u letounti 49,47 % a tudiZ vyssi neZ u ostatnich
savcl, kde ¢ini 46,35 %. Podobné i na trovni cds maji letouni vyrazné vyssi hodnoty
pruméru GC% (57,37 %) neZ ostatni savci (50,76 %) a stejné tak i median (57,26 %
letouni, 49,18 % ostatni savci). Vyssi rozptyl (Tab. €. 5) hodnot GC% na obou drovnich
u ostatnich savcl je dan vyrazné vyssim poctem zastoupenych druhti v porovnani
s letouny. Detailni testovani GC% hodnot jednovybérovym t-testem odhalilo, Ze dva
druhy letount (M. myotis a R. ferrumequinum) maji hodnoty GC% vyrazné vyssi nezZ je
intervalovy odhad stfedni hodnoty GC% ostatnich savcti. GC% tretiho druhu letount (P.
vampyrus) se pohybuje tésné na horni hranici intervalového odhadu stfednich hodnot
ostatnich savcd.

Naopak proporce cDNA a cds viici celkové DNA jsou u letounti a ostatnich savct

srovnatelné (viz Tab. €. 5).

31



Tab. ¢. 5 — Zdkladni statistické vyhodnoceni GC% na tirovni cDNA a cds s diirazem na letouny

GC%
cDNA
(ostatni
savci)

|count |89

|mean |47.

6

|std

738

|min |31.

79

25%

42,

09

50%

46,

35

75%

52,

8

|max

71,

43

GC% cds
(ostatni
savci)

% cDNAz

DNA
(ostatni
savci)

% cds
z DNA
(ostatni
savci)

50k B T E
5116 |50.76  57.73 3 245 216 poi
556 b1 ESTTT[Ls7  [l44TTToss 8T
4664|3241 5248 "loss  [53To0os a9
48054357 47 nos  fealer  [SST
44704018 572600202  [EIEEER31 6T
5342705773 60361356 pOITTNes  RagTTT
5737 7382 6346 71 45 poa

Tab. ¢. 6 — Zdkladni statistické vyhodnoceni GC% na tirovni cDNA a cds u hlavnich skupin savcti

GC% cDNA |GC% cDNA |GC% cDNA |[GC% ¢cDNA | GC% cDNA GC% cDNA
Mono-tremata Marsu-pialia | Afrotheria | Xenarthra Euarchon-toglires* Laurasia-theria
count 1 5 3 2 43 36
std |NaN 7.52 6.84 1.64 7.78 6.83
min 5298 31.79 49.17 44.55 33.33 37.75
25% |52.98 40.42 5191 45.13 41.42 42.94
75% |52.98 45.45 58.71 46.29 52.62 52.84
max 52.98 52.44 62.77 46.88 67.3 71.43
GC% cds GC%cds | GC%cds | GC% cds GC% cds GC% cds
Mono-tremata Marsu-pialia | Afrotheria | Xenarthra Euarchon-toglires* Laurasia-theria
count |1 5 3 2 43 36
std |NaN 4.1 2.24 8.01 9.43 9.23
min (01.51 44.5 38.77 41.93 36.72 32.41
25% (01.51 44.77 394 44.76 45.17 43.06
oo B8 Gonwn e 8 ma
75% 61.51 48.66 41.98 5043 59.04 57.92
max ©61.51 54.52 43.25 53.27 73.82 67.71
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Pro ziskani predstavy, jaky obsah GC existuje u hlavnich fylogenetickych linii savcti bylo
GC% vypocitano na trovnich cDNA a cds u Sesti hlavnich skupin savct (viz Tab. ¢. 6).
Na urovni cDNA se primérné hodnoty GC% pohybuji v rozmezi 42,58 %
u skupiny Marsupialia a 55,53 % u skupiny Afrotheria. Hodnoty medidnu GC% na tirovni
cDNA jsou u téchto skupin srovnatelné (42,81 % u Marsupialia a 54,65 %
u Afrotheria). Na trovni cds se primérné hodnoty GC% pohybuji v rozmezi 40,91 %
u skupiny Afrotheria a 61,51 % u skupiny Monotremata. Hodnoty medidanu GC% na
urovni cds jsou u téchto skupin srovnatelné (61,51 % u Afrotheria a 40,72 %
u Monotremata). NiZsi GC% na trovni cds neZ na trovni cDNA u skupiny Afrotheria je

ponékud prekvapivy vysledek a bude mu vénovéna pozornost v dalsi fazi vyzkumu.

Histogramy GC% pro sekvence cds a cDNA

Celkem bylo pomoci Pythonu zanalyzovano 92 druhti savci dostupnych
z databdze Ensembl v breznu roku 2021 (verze 103). Tyto druhy byly pro lepsi
prehlednost a s ohledem na své fylogenetické vztahy rozdéleny podle hlavnich savéich
skupin na Monotremata, Marsupialia, Afrotheria, Xenarthra, FEuarchontoglires
a Laurasiatheria (dle Springer et al., 2004). Histogramy hodnot GC% pro jednotlivé
sekvence na tirovnich cds a cDNA jsou na Grafech 3-7, kde cds je zobrazena cervenou
barvou a cDNA barvou zelenou.

Jediny zastupce bazdalni skupiny ptakofitnych (Monotremata), ptakopysk podivny
(Ornitorhynchus anatinus), je na Grafu 3 spolecné s vacnatci (Marsupialia). U vacnatct
miZeme vidét témér symetrické unimodalni rozdéleni s mirnym zeSikmenim z pravé
strany a frekvence vyskytu dosahujici 600-700 témér 50% obsahu GC. Vyjimkou v rdmci
téchto druhti je klokan dama (Notamacropus eugenii), ktery je vyuZivan jako modelovy
organismus pii vyzkumu vacnatci a savci obecné, u néhoZz hodnoty frekvence
nepresahuji 300 ca 45 — 55 % hodnot GC. Frekvence hodnot GC% je u ptakopyska
rozdélena rovnomérnéji, GC% u néj zato dosahuje vyssich hodnot (ca 45 — 65 %).

Ze skupiny Afrotheria (Graf 4) jsou v databazi v dobé psani této prace zastoupeny
pouze tfi druhy. Ty vykazuji jednak unimodalni symetrické rozdéleni (Procavia capensis
a Echinops telfairi) az naznak bimodalniho rozdéleni hodnot GC% (Loxodonta africana).

Oba dva zastupci chudozubych (Xenarthra, Graf 5) maji histogramy zprava

vyrazné zeSikmené.
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Zde nejobsahleji zastoupena skupina Euarchontoglires ¢itd 40 druhi a zahrnuje
primaty, tany, hlodavce a zajicovce bez zastoupeni letuch. Z technickych diivodu byli
¢lovék a mys z Grafu 6 a 7 pro svou vyrazné vyssi kvalitu zpracovani genomu vyrazeni
a analyzovani a vizualizovani zvlast (Graf 9), jelikoZ by sniZovali rozliSeni histogramt
ostatnich druhti. Pro lepsi prehlednost byla skupina Euarchontoglires rozdélena na dvé
obrazové tabule, kde jsou zvlast’ primati a jim pribuzné tany (Graf 6) a hlodavci se
zajicovci (Graf 7). Histogramy vétSiny primatd se vyznacuji naznaky bimodalniho
(dvouvrcholového) rozdéleni, které 1ze vidét i u kréalika divokého (Oryctolagus cuniculus).
U tany (Tupaia belangeri), komby Garnettovy (Otolemur garnettii), kockodana zeleného
(Chlorocebus sabaeus), orangutana sumaterského (Pongo abelii) a sifaky Coquerelovy
(Propithecus coquereli) neptesahuje frekvence GC% hodnotu 400 a je podobnd spise
hlodavctim, ackoliv u tany je opét naznak bimodality a zaroven ma nejnizsi GC%
frekvenci.

Pro sesterskou skupinu Laurasiatheria (Graf 8) je vyobrazeno 35 druht a spadaji
do ni letouni, hmyzoZravci, kytovci, sudokopytnici a lichokopytnici, Selmy a luskouni.
U vétSiny druhti je alesponi z ¢asti opét patrna bimodalita jejich histogrami. Vyraznou
vyjimku tvofi domestikovanad lama alpaka (Vicugna pacos), jejiZz histogram vykazuje
jediny vrchol a zprava je mirné zeSikmeny. Pouze nevyrazny naznak bimodality je vidét
u jezka zapadniho (Erinaceus europaeus) a rejska obecného (Sorex araneus), pri¢emZ
exom téchto druhil patii k nejmensim (viz pfiloha Tab. S1). Naopak nejvyraznéjsi
bimodalita je patrna u obou druhii medvéda, obou turli a prasete. Z letounti projevuje
bimodalitu vrapenec velky (Rhinolophus ferrumequinum), jenZ ma ze tfi zkoumanych
druhti letounti nejvétsi exom a soucasné je na rozdil od ostatnich dvou jedinym zastupcem

podfadu Yinpterochiroptera.

Tabulka s vypocty a grafy

Tabulka S1 predklada vypocty GC% pro jednotlivé frakce savcich genomd, jejich
délky (pocet genti), pocet bazi A, T, G a C a pocet nespecifikovanych dusikatych bazi (N)
z dat z databaze Ensembl. Z téchto dat byly nasledné vytvoreny grafy v programu
Microsoft Excel (viz niZe).

JelikoZ jsou soubory genomi z databdze Ensembl zrtznych zdrojt, lze
predpokladat i odliSné kvality osekvenovéani, o ¢emZ vypovidaji predevSim pocty
neznamych bazi (N). Tyto pocty mnohdy dosahuji i milionovych hodnot a je tfeba je ve
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vysledcich zohlediiovat, protoZze mohou vysvétlit napt. nebyvale vysoké hodnoty GC%
u nékterych druhti. Vzhledem k témto rozdilim nebylo GC% na trovni celého genomu
vénovana velkd pozornost a toto téma tak bude feSeno v budoucnu.

Do zobrazeni dat nebyli opét ze stejnych dtivodt jako pro histogramy zatrazeni
¢lovék a mys. Dle predpokladu je na GC% bohata predevsim kédujici ¢ast genomu (cds),
kde se primérné hodnoty pohybuji tésné pod 50 % (viz Graf 17), u cDNA je to pak zhruba
44 % s odlehlou hodnotou naleZici jezkovi evropskému (Erinaceus europaeus). Primérné
GC% cDNA se pohybuje okolo 40 %, pficemZ pét druhti vykazuje odlehlé hodnoty. Jedna
se o netopyra hnédavého (Myotis lucifugus, 58,09 %), langura Bietova (Rhinopithecus
bieti, 60 %), kaloné malajského (Pteropus vampyrus, 64.56 %), Dipodomys ordii (66 %)
a tygra ussurijského (Panthera tigris altaica, 67,5 %). Po manuélni dpravé hodnot GC%
genomu podle jiZ zvefejnénych hodnot v databazi NCBI se mezikvartilové rozpéti hodnot
vyrazné zuZilo, coz ukazuje velmi izké rozpéti téchto hodnot u savci a potencialni selekci
ve prospéch konkrétnich hodnot (Graf 18). Déle byly porovnany délky cds a cDNA viici
GC% (Graf 19 a 20), GC% cds a cDNA viici poctu neznamych bazi (Graf 21 a 22) a GC%
cds a cDNA vici celé sekvenci cds a cDNA (ATGC).

Kvantitativni pohled na ziskané vysledky

Korelaéni diagram (scatter plot) slouZi k porovnani dvou proménnych. Ve své praci
jsem vyuZila v jazyce Python ziskané vysledky pro nasledujici typy porovnani v rdmci

vSech savci hromadné:
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1) Pocet vSech sekvenci cDNA a cds (tedy jednotlivych oblasti DNA kédujicich
protein) a jejich souhrnné proporce z celého genomu (Grafy 25 a 26, z obou graft byl
vynechan ¢lovék a mys kvtili jejich diametralné odlisné kvalité genomovych assembly);

Zde existuje tésny pozitivni linedrni vztah na obou tirovnich genomu.

Pocet readl cds a jejich proporce z celkové DNA

= (bez clovéka a mysi)
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Graf ¢. 25 — Souhrnné proporce genomii cds z celkové DNA
Pocet readli cDNA a jejich proporce z celkové DNA
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Graf ¢. 26 — Souhrnné proporce genomii cDNA z celkové DNA
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2) Vztah mezi velikosti genomového assembly a jejich GC% u vsech savci. Se
soucasnou kvalitou dat a pri zahrnuti vSech soucasné dostupnych druhi savcii nelze

vztah mezi témito veli¢inami vyjadrit linedrnim modelem (viz Graf €. 27).

Velikost genomového assembly a jeho GC%
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Graf ¢. 27 - Vztah mezi velikosti genomovych assembly a GC%

3) Porovnani délky readt cds a jejich GC% pro kazdy druh savct

Spolecnym rysem vSech téchto grafti je nahlouceni vétSiny bodi v dolni Casti

s postupnym rozptylovanim smérem nahoru, kde je ru¢né nastaveny maximalni
horni limit pro osu y na pocet 15 000 bazi z dtivodu lépe vypovidajici hodnoty (Graf
10 — 16 ). Pro ¢lovéka a myS opét plati jiny limit, a to 20 000 bazi, pricemzZ nékteré
geny maji nejspisSe témér nulovou hodnotu GC%. Nejkratsi exony v porovnani s GC%
mda klokan dama (Notamacropus eugenii), tana severni (Tupaia belangeri),
lenochod kratkokrky (Choloepus hoffmanni), daman skalni (Procavia capensis),
jeZek evropsky (Erinaceus europaeus) a delfin skdkavy (Tursiops truncatus).

Rejsek ma sice jeden z nejkratSich exomi, ale dle dat z Ensemblu je velmi bohaty

na GC% (60,81 %).
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4.1

Diskuse

Vypocet GC% u FASTA souborti a tvorba grafti GC% z celého genomu savct (tedy
ne pouze na trovnich cDNA a cds) savct jiZ predstavuje vypocetné a hlavné technicky
narocnéjsi proceduru, kterd vyZaduje praci na vykonném vypocetnim klastru (napf.
Linuxovém serveru nebo virtudlnim serveru). Tato etapa je predmétem nasSeho dalsiho
smeéfovani v ramci Bioinformatického centra HK, kde bude FeSena. Z téchto dtivodt tato
urovenl genomu neni v této diplomové praci zahrnuta, protoZe bych vypocty nemohla

provadét na svém laptopu.

Vysledky v kontextu soucasného stavu znalosti o kompoziéni
evoluci obratlovcl

Vyssi GC% u cDNA i cds letounti je v porovnani s ostatnimi savci zajimavym
vysledkem, protoZe nartist GC% byl pfipisovan spiSe na transposontim, které jsou
u letounti vzhledem k savctim nebyvale aktivni, a tudiZ i vysoce zastoupeny (Andreas et
al., in prep.). Navic skutecnost, Ze k horni hranici GC% cDNA a cds ostatnich savci se
pribliZuje druh P. vampyrus, zatimco dalsi dostupny zastupce skupiny Yinpterochiroptera
(R. ferrumequinum) je na GC jesté bohatsi, podobné jako zastupce Yangochiroptera (M.
myotis), je opét v rozporu s dosud robustnimi vysledky o GC% transpozoni signifikantné
rozdilnymi pravé mezi témito dvéma hlavnimi liniemi letount (Andreas et al., in prep.).
To vSe naznacuje jeSté komplexnéjsi situaci v GC evoluci genomu letounti, nez

predpoklada predchozi studie.

Nizsi GC% na urovni cds neZ na trovni cDNA u skupiny Afrotheria je ponékud
prekvapivy vysledek, protoZe cds se alespoii v ramci obratlovcli povazuje za frakci
genomu, ktera je na GC nejbohatsi, a to i u ryb a obojZivelnik (napf. Symonova, 2021;
Matoulek et Symonova, pers. comm.). Tento vysledek tak bude podroben dalSimu

zkoumani v nésledné fazi vyzkumu kompozicni evoluce genomu savcd.

Zde zdokumentovana rozmanitost tvari histogramt mezi savci je zajimavym vysledkem

pfinejmensim z nasledujicich divodu:
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1) Vyskyt jednotlivych tvari histogramti se jevi jako alespoii do urcité miry
fylogeneticky podminény, protoZe bimodalita se vyskytuje zejména u skupin
Euarchontoglires a Laurasiatheria, zatimco zeSikmeny histogram u vacnatct
(Marsupialia) a chudozubych (Xenarthra). Skupina Afrotheria zatim nemiiZe byt
dostatecné vyhodnocena vzhledem k nizkému poctu druhti a jejich rozdilnych tvart

histogram.

2) Zjisténa bimodalita se nevyskytuje u jinych skupin obratlovci dosud analyzovanych
jinymi autory (Matoulek et Symonovad, in prep.) a naznacuje roli GC% na drovni
transkripce. Nabizi se tudiZ budouci analyza GC% transkriptomu v kontextu genové
ontologie, jak prozatim pouze u 12 druhti savct provedli autori studie Berna et al.,

(2012), avsak bez dalsiho pokracovani, jakmile byla dostupna data dalSich druht.

4.2 Kvalita genomovych assembly

Kvalita dostupnych genomt je zasadni faktor, od kterého se odviji i kvalita vSech
vystupt a vysledkti. Kvalita genomi se lisi podle jejich tirovné assembly, tedy podle
sestaveni genomu (protoZe se i v Cesky psané literatufe vZil anglicky termin assembly,
pouZivam ho rovnéZ v této praci): troveii contig (Cesky kontig, souvisly tisek DNA bez
mezer sestaveny z prekryvajicich se Cteni, tzv. readii, ziskanych pfi sekvenovani), uroveti
scaffold (sady usporadanych kontigli sestavenych dle prekryvanych sekvenci, delsi nez
kontigti, ale kratsi neZ celé chromozomy) a tiroveri chromosome (témér tiplna sekvence
DNA sestavena z mensich sekvenci predstavujici chromozom avSak s moZnym vyskytem
mezer). Dalsimi faktory ovliviiujicimi kvalitu genomt jsou vyuZité sekvenacni
technologie, respektive generace sekvenovani. V soucasné dobé poskytuji nejvyssi
kvalitu hybridni sekvenovani, kterd kombinuji méné chybové short-read sekvenovani
s chybovéjsim long-read sekvenovanim a navzdjem tak kompenzuji nedostatky obou
piistupi. Data, kterda mame nyni k dispozici, jsou vSak stale prevazné zaloZena na short-
read sekvenovani, ackoliv genomy sekvenované hybridné pribyvaji; kvili financni
narocnosti prozatim pomalu, ackoliv co se tyce lidského genomu, ndklady postupné
klesaji (Adewale, 2020). Béhem zpracovani dat v rdmci této prace vyvstala otazka jejich
rozdilné kvality a také zda by zde provedenych analyz bylo moZné paralelné vyuZit ke
zhodnoceni kvality téchto dat. Jak jiZ bylo naznaceno v kapitole Vysledky, jen nékolik

organismi ma nulovy pocet neznamych bazi (N). Urcity standard kvality vstupnich dat
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zarucCuje skuteCnost, Ze data pro tuto praci jsou vyhradné z databaze Ensembl, jejiZ
genomové assembly jsou prevazné na irovni chromosome.

Z vySe uvedeného plyne, Ze je nezbytné mit vidy na paméti kvalitu analyzovanych dat.
Pro letouny existuje od roku 2020 Sestice genomu assemblovanych v dosud nejvyssi
moZné kvalité (Jebb et al., 2020). Tato situace prozatim predstavuje spiSe vyjimku i mezi
savci, kde jsou tradicné nejlépe zpracované genomy clovéka a mysi (NCBI). To tyto dva
genomy na druhou stranu ¢ini nesrovnatelné s ostatnimi druhy, coz je dtivod, proc¢ byly
genomy Clovéka a mysi z nékterych grafti vynechany a vizualizovany zvlast. Soucasné
je potfeba zminit, Ze kvalita dostupnych dat se ukazala jako faktor vyZadujici neustalou

kontrolu vstupnich dat a také vysledki a naslednou tpravu grafi atd.

Vztah po¢tu cds sekvenci a velikosti exomu

Skutecnost, Ze proporciondlni zastoupeni exomu (cds), ale i cDNA roste spolecné
s velikosti celého genomu, miiZe znamenat, Ze ani u savcl neexistuje univerzalni hodnota
proporce exomu, jak by se mohlo jevit ze soucasné dostupnych dat o lidském exomu
(Hatje et al., 2019). Stejné tak je zajimavé, Ze i mezi savci existuji druhy, jejichZ exom
zaujiméa vyrazné vyssi frakci celého genomu, nez je tomu u ¢lovéka (ca. 1,17 %; Hatje et
al., 2019). Opét je tfeba mit na paméti kvalitu vstupnich dat, ackoliv sekvence exomu
reprezentuje podstatné mensi celek, u kterého lze tudiZ ocekavat méné zavazné zatiZeni
chybami zpiisobené vyse uvedenymi faktory. Naopak uroven celého reprezentuje jiz
daleko komplexnéjsi a komplikovanéjsi celek, kde je zndmo, Ze genomové assembly
zUstavaji vice ¢i méné neprosekvenované a tudiz podhodnocené. To je patrné zejm. pfi
porovnani velikosti assembly s velikosti genomu v pikogramech (Gregory, 2021). TudiZ
je moZné ocekavat, Ze skutecna proporce exomu je niZsi neZ zde prezentovand, avSak

zatiZzena podobnou chybou u vétSiny druht.

VyuZiti vysledk( a vyhled do budoucna

Vysledky této prace budou vyuZity v pfipravované publikaci, kterd bude navazovat
na praci Andreas et al., in prep. Pipeline vytvorena v rdmci této diplomové prace bude
nadale vyuZivana béhem aktualizaci databaze Ensembl a rozSifena na moZnost vyuZiti
genomi z NCBI. Pipeline bude jesté dale rozsitena tak, aby integrovala analyzu GC%

soft-maskované (repetitivni) a nesoft-maskované (nerepetitivné) frakce celého genomu
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(droveii DNA), ktera je v tuto chvili jiZ k dispozici z pfedchozi studie Symonovéa a Suh,
2019. Vysledky histogramti cDNA a cds s naznakem bimodality u nékterych skupin savct

vcetné letount budou podkladem pro funkéni analyzu GC% transkriptomu.
Zaveér

V rdmci této diplomové prace vznikl planovany a do budoucna nadale vyuZitelny
nastroj v jazyce Python, ktery automatizuje stahovani, analyzu a vizualizaci GC%
kompozicnich dat, prozatim z databaze Ensembl.

Zasadnim zjisténim této prace je, Ze tfi druhy letouni reprezentujici obé hlavni linie
(Yinptero- a Yangochiroptera) maji vyrazné vyssi GC% neZ ostatni savci jak na drovni
cDNA, tak na drovni cds. Tato skutec¢nost vrha nové svétlo na dosavadni poznatky o GC
biologii transpozoni u letounti jakoZto hlavni faktor urcujici vysledné GC% hostitelského
genomu. Ackoliv vysledky této diplomové prace prinesly spiSe dal$i otazniky neZ
oCekavané odpovédi na stavajici otazky, potvrzuji letouny jako zajimavou modelovou
skupinou savcti pro kompozicni biologii genomu.

Velmi zajimavym vysledkem této prace je zjiSténa bimodalita v distribuci GC% na
urovnich cDNA i cds u skupin Euarchontoglires a Laurasiatheria a také u ptakopyska,
zatimco ostatni skupiny vykazuji unimodalni symetrickou nebo zeSikmenou distribuci

GC% cDNA a cds anebo kombinaci obojiho.
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Graf 8 — Histogramy GC% cds a cDNA skupiny Laurasiatheria
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Graf 9 — Histogramy GC% cds a cDNA Homo sapiens a Mus musculus
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Graf 11 — Scatter ploty GC% vs délka genti cds skupiny Afrotheria
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Graf 13 — Scatter ploty GC% vs délka genti cds Homo sapiens a Mus musculus
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Graf 15 — Scatter ploty GC% vs délka genti cds skupiny Euarchontoglires (Rodentia, Lagomorpha)
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Graf 16 — Scatter ploty GC% vs délka genti cds skupiny Laurasiatheria
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Graf 20 — délky cDNA viici GC%
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Tab. S1 — Vypocty GC% pro jednotlivé frakce savcich genomil, jejich délky (pocet genti), pocet bdzi A, T, G a C, pocet nespecifikovanych dusikatych bdzi (N) a procentudlni
zastoupeni cds a cDNA z celkové DNA (Ensembl data)

Druh

Ornitorhynchus anatinus
Sarcophilus harrisii
Monodelphis domestica
Notamactopus eugenii
Vombatus ursinus
Phascolarctos cinereus
Choloepus hoffmanni
Dasypus novemcinctus
Echinops telfairi
Loxodonta africana
Procavia capensis
Erinaceus europaeus
Sorex araneus

Myotis lucifugus
Rhinolophus ferrumequinum
Pteropus vampyrus
Equus caballus

Equus asinus asinus
Panthera leo

Panthera pardus
Panthera tigris altaica
Felis catus

Canis lupus famil. reference breed
Canis lupus dingo
Vulpes vulpes

Ursus americanus

Ursus maritimus
Ailuropoda melanoleuca
Mustela putorius furo
Neovision vison

Tursiops truncatus
Delphinapterus leucas
Monodon monoceros
Physeter catodon
Phocoena sinus
Balaenoptera musculus
Camelus dromedarius
Vicugna pacos

Sus scrofa

Catagonus wagneri
Capra hircus

Ovis aries

Bos taurus

Bos grunniens

Bos mutus

Bison bison bison
Moschus moschiferus
Otolemur garnettii
Microcebus murinus
Propithecus coquereli
Prolemur simus
Callithrix jacchus

Saimiri boliviensis boliviensis
Cebus capucinus

Aotus nancymaae
Cercocebus atys
Macaca fascicularis
Macaca mulatta
Macaca nemestrina
Papio anubis

Mandrillus leucophaeus
Chlorocebus sabaeus
Rhinopithecus bieti
Rhinopithecus roxellana
Pongo abelii

Gorilla gorilla gorilla

Pan paniscus

Pan troglodytes

Homo sapiens
Nomascus leucogenys
Carlito syrichta

Tupaia belangeri
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Cavia porcellus

Octodon degus
Heterocephalus glaber F
Chinchilla lanigera
Sciurus vulgaris
Marmota marmota marmota
Urocitellus parryii
Ictidomys tridecemlineatus
Dipodomys ordii

Jaculus jaculus

Rattus norvegicus

Mus musculus

Mus spicilegus
Cricetulus griseus (CHOK1GSHD)
Mesocricetus auratus
Microtus ochrogaster
Peromyscus maniculatus bairdii
Nannospalax galili

GC% DNA GC% cDNA GC% cds
46.1 52.98 61.51
33.7 31.79 48.66

41.03 52.44 54.52
45 42.81 44.77
32.2 45.45 44.5
39.09 40.42 46.11
52.4 44.55 53.27
37 46.88 41.93
33.75 54.65 38.77
45.7 49.17 40.72
53.97 62.77 43.25
33.33 71.43 34.65
41.87 50.86 60.81
58.09 57.37 57.26
42.01 49.47 63.46
64.56 46.64 52.48
39.26 44.44 46.97
34.44 52.74 49.47
40.44 50.51 40.83
45 53.97 42.77
67.5 52.5 49.9
40.68 47.62 48.64
40.26 40.36 51.33
56.46 42.11 32.41
48 48.75 56.3
34.83 50.93 35.71
37 42.39 46.65
40.62 47.62 49.65
36 53.16 51.41
54.04 39.81 62.79
43.45 54.87 42.37
35.42 39.06 60.83
41.4 56.38 59.9
40.43 47.5 52.49
40.23 44.01 53.68
38.32 50 39.22
39.05 39.52 65.64
46.31 50.38 43.16
43.21 41.21 47.15
60.5 57.24 55.41
40.28 41.68 42.53
40.28 53.98 40.64
40.36 543 43.51
42.99 43.13 67.71
55 37.75 63.08
40.5 46.15 51.56
50 48.65 60.93
35.9 43.29 46.4
39.12 43.19 39.03
35.5 42.8 58.68
46 44.44 52.35
43.2 56.67 63.26
33.6 42.04 48.01
32.86 44.6 47.18
51.61 41.13 36.72
42.86 49.54 48.14
39.45 56.13 42.42
39.6 44.19 45.75
3116 47.21 38.38
39.29 41.31 43.95
33.88 63.73 45.76
39.14 67.3 59.5
60 52.24 70.01
51.03 39.81 47.15
39.27 66.21 42.42
39.38 40.11 44.7
39.24 54.49 47.45
40.28 48.88 53.7
37.01 45.45 48.9
39.38 56.83 58.96
48.02 36.36 39.36
39.3 40.97 43.6
36.17 55.69 47.1
40.72 40.24 43.02
42.8 42.92 65.73
36.5 41.54 66.04
35.9 53 56.97
52.6 43.5 73.82
38.73 33.33 53.93
56.61 42.92 45.65
42.63 393 61.5
48.1 51.57 50
66 46.09 71.62
41.1 41.1 53.04
38.95 53.23 61.21
61.84 40.91 39.83
46.5 38.1 51.33
44.2 46.12 57.42
46.4 43.97 56.67
39.28 53.66 59.14
39.13 46.55 59.13
39 44.62 44.4

len cds
32939
37202
36557
15342
32889
37921
12435
26551
16575
25635
16114
14605
13192
20719
33717
17053
44934
33772
31178
29823
26848
40302
45094
34534
41026
33197
34052
39310
20062
31888
16611
30992
30379
32206
31556
31354
33007
11806
49859
29507
33914
22823
37538
43091
34678
28733
33292
19986
38078
32202
38056
43000
40695
40677
42510
46067
49919
48770
46238
45181
40903
19255
43730
45897
21414
45194
43232
49949
115262
40527
31791
15475
16006
41055
25582
27047
28984
25983
33234
27615
30023
25958
23962
25180
29107
67174
37002
28327
25910
27611
28171
26872

len cDNA N(DNA)

33146
37458
37423
16838
33466
38432
14072
28051
20399
26203
17234
1599
14581
22432
34345
18086
45336
34012
31668
31328
27821
40796
45707
35018
41501
33546
34377
39893
20349
32325
17536
31476
31102
32966
32301
32176
33669
12704
51485
30035
34136
23113
38030
44299
35264
29403
33985
21289
38548
32618
38511
44190
41134
41227
42906
46607
51376
49537
46822
45604
41317
19830
44293
46545
22451
45716
43781
50434
196722
41094
32328
17788
17333
41711
25824
27628
29620
26265
34421
28206
30456
26267
24276
25501
31715
117497
37747
28433
26216
28140
28891
27238

10531811
46357
89779610
414069667
11420771

1
407073508
331640683
1721987023
78195493
585475382
1244406726
1111328353
68155432
7297869
160177803
3324287
26104156
13956588
99153465
58232500
45323815
10040013
15042436
71714148
136542060
38357410
36411305
132851443
173022569
223463458
35864186
11468950
82107716
8038057
25925573
8484190

29848884
47532400
31608
80755505
23710
64600
120154638
195767988
105230400
160194097
89972405
714387616
178233908
9511100
131440969
107203577
147245327
60973514
36335957
32449625
110217031
9488840
340585302
36567272
175194759
43508003
306522543
145998322
469504276
96495296
153901651
183586894
48109210
1533099162
2020574260
107161208
59849908
469628236
303433536
106575991
36299057
98898735
264570837
167333470
171054779
364982898
130297421
73600668
105748500
34242448
428748785
112230976
105923603
147976214

62

N(cds)
684
300
35656
3830323
6186
0
3420397
7069
3862593
3995
3575234
3725000
3244996
559
0
1672623
3504
18846
37380
37649
454976
628
23167
68
120872
36803
195065
96458
18874
228961
1456369
2347
14746
26986
0
2247
13726
2525574
0
37278
63
20095
0
200
469898
543199
40489
1951
2168
12468
36014
27327
28415
7650
12053
2628
8818
979
2380
16215
17792
487
7695
75101
8159
21237
29737
5985
111568
71804
252595
4003076
3090149
36468
5355
15755
6227
13574
0
76235
40448
11450
10868
11797
1901
6457
40975
5207
10381
7612
195142
8994

N(cDNA) ATGC(DNA) ATGC (cds) ATGC (cDNA) % cDNAzDNA % cds z DNA

1554
400
45131
3835095
1464

0
3437856
27141
3886527
3994
3597313
3735630
3262842
574

24
1685574
4077
20601
39807
38654
481306
629
32388
68
189774
40513
222292
135049
148409
242253
1471408
3944
17733
30672

0

2247
19170
2535794
109
39679
129
58368

0

279
525743
575600
42959
2034
2504
12487
38429
42541
39864
14355
14544
4340
10307
979
4974
18603
17946
3962
9716
82074
49393
24124
34270
6348
100005
72288
259636
4032490
3107037
64891
9533
15945
18732
33268

0

84297
43657
17968
10979
11890
2710

0

58511
8357
10411
7705
210878
8994

1802811296
3081590730
3412593428
2541704270
3475176447
3192581491
2060419685
3299882028
2111597918
3118565340
2407864424
2133134836
1832864697
1966419868
2010135660
1839436660
2405818947
2294940189
2146290051
2478865742
2332832693
2414928095
2317593971
2424789071
2349837111
2451851856
2263021934
2250425073
2277906570
2274181564
2298460478
2326909482
2344106029
2287974538
2361504502
2349072746
2044274219
1922927087
2405413179
2592535414
2466159745
2506751578
2628371213
2823125370
2525007273
2757854331
2964378037
235921039
2349741112
2083764525
2233359768
2835864148
2477147568
2610499094
2714423021
2787272842
2789706104
2821526716
2838486480
2727993489
2721424085
2707548039
2801880187
2856044136
2722968486
2788268060
2682402951
2870613227
2945849067
2611673151
3405755564
2137242230
2761329543
2140590896
2663369733
2526244269
2314771103
2284292980
2632067772
2411688644
2253482840
2311076758
2065314044
2470267327
2651715181
2654621783
2390335020
2323924942
2076176254
1543152531
2330520439
291343199%

67423057
72189045
67748702
21849677
59218507
71674219
16377944
39997345
22120505
41611076
23706028
20013639
17609732
31811562
59014606
27378438
88752066
68028984
53056231
46320892
40808487
74551614
89263981
62890217
82461290
56938591
62994956
69487583
32200188
53450482
27127090
61555576
51692186
53901178
52989461
1297760
57222665
16548597
87985489
48787960
61847347
36423291
68258226
71739924
58076918
43676324
54927363
32354805
64504186
51976442
60662101
72933067
68302980
66097527
70223138
75897388
81383383
92267743
75543870
73149520
64076262
31384057
68182786
74109074
32256837
70344475
68488732
79771423
132548168
62299050
48213484
20473324
23425776
73750978
43333286
42137549
48312952
45719399
52365848
44164811
52180063
44683051
39475984
41630765
45748008
85631176
63459346
48259665
41663629
45953734
4724010
44177206

89856567
141220233
87932411
23049837
78944556
90476012
17536608
63658588
24399014
42090169
24584621
20941736
18566919
33557343
82632781
28179117
107844115
72343739
63233659
62682181
54440004
94925730
109619079
69189081
101778733
64891543
73409895
91752400
52923512
62556800
27875071
75959384
67101259
69228178
82663831
70412338
80238879
17186095
179897460
60000602
82457230
45677457
93161297
93642550
70992784
44212733
73371683
34765588
95954884
61632871
61073483
85923986
99120592
94465113
87475471
114460269
130913688
139496838
113857000
84020935
83989332
50724581
97479651
106031556
52815334
94607518
93484270
116637852
345102391
80752682
56428880
21916499
24357605
92045055
68124325
45635482
75631930
76213471
63645292
48618060
65045188
70949856
48114955
44875561
68052938
215699291
82458342
59760926
55293981
59819155
45291484
58178212

4.98
4.58
2.58
0.91
2.27
2.83
0.85
1.93
1.16
1.35
1.02
0.98
1.01
1.71
4.11
1.53
4.48
3.15
2.95
2.53
2.33
3.93
4.73
2.85
4.33
2.65
3.24
4.08
2.32
2.75
1.21
3.26
2.86
3.03

3.5

3.93
0.89
7.48
231
3.34
1.82
3.54
3.32
2.81

1.6
2.48
1.47
4.08
2.96
2.73
3.03

3.62
3.22
4.11
4.69
4.94
4.01
3.08

1.87
3.48
3.71
1.94
3.39
3.49
4.06
11.71

1.66
1.03
0.88

4.3
2.56
1.81
3.27
3.34
2.42
2.02
2.89
3.07
2.33
1.82
2.57
8.13
3.45
2.57
2.66
3.88
1.94

3.74
234
1.9
0.86

1.7
2.25
0.79
1.21
1.05
1.33
0.98
0.94
0.96
1.62
294
1.49
3.69

2.47
1.87
1.75
3.09
3.85
2.59
3.51
2.32
2.78
3.09
1.41
235
1.18
2.65
221
2.36
224

2.8
0.86
3.66
1.88
2.51
1.45

2.6
2.54

1.58
1.85
1.37
275
2.49
2.72
2.57
2.76
2.53
2.59
2.72
2.92
3.27
2.66
268
235
1.16
243
2.59
1.18
2.52
2.55
2.78

4.5
2.39
1.42
0.96
0.85
3.45
1.63
1.67
2.09

1.9
1.83
2.32
1.93
1.91
1.69
173
3.23
2.65

2.01
298

0.2
1.52



