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1. Uvod

1.1. Receptory

Kazdy organismus vnima svoje vnitini a vnéjsi prostiedi pomoci receptord, které jsou
soucasti tzv. smyslového ustroji. To si miizeme predstavit jako slozity stroj, ktery pfijima
informace z okoli a plni specifické funkce. Takova soustava muze reagovat na mechanické,
svételné, tepelné nebo chemické podnéty, dle kterych délime receptory zivocCichi na Ctyfi

skupiny mechano-, foto-, termo- a chemoreceptory (Vacha a kol, 2004).

Kontaktni (chutova) a distan¢ni (Cichova) chemorecepce je dilezitym smyslem pro
vSechny organismy (Vécha a kol, 2004). Chut je komplexni chemosenzoricky smysl uréeny
k analyze potravy, ktera je nezbytna pro preziti. Kontaktni chemoreceptory savcti umoziuji
rozliSovat pét chuti: sladka, kysela, sland, horka a umami (vnimani kyseliny glutamové nebo
jejich soli). Sladka chut’ a umami jsou obecné povazovany za ,,dobré“ a vyvolavaji pozitivni
reakci jedinct, opakem jsou napiiklad hotké a kyselé chuté, které nas varuji pred toxickymi

latkami nebo latkami se snizenym pH (Yarmolinsky a kol., 2009).
1.2. Chut'ové receptory hmyzu

Na rozdil od savci, ktefi maji chutové receptory specificky umistény v chutovych
pohércich na jazyku a mékkém patfe, hmyz méa mnohem sofistikovanéjsi chemosenzoricky
systém. Navzdory tomu, ze obratlovci a hmyz si nezavisle na sob€ vyvinuli odli§né anatomickeé
a molekularni drahy pro chutové vjemy, existuji jasné paralely v organizaci a kodovani gent
pro chut'ové receptory (Yarmolinsky a kol., 2009). Hlavni podobnosti mezi savéim a hmyzim
chutovym systémem je to, ze oba funguji na principu vyvolani specifickych behavioralnich
reakci (Gordon & Scott, 2009). Na rozdil od savci chutové receptory hmyzu ovliviiuji
nejenom stravovaci navyky jedince, ale také jeho rozmnozovaci chovani (Scott a kol., 2001).
Oproti savcim je hmyz mnohem mensi nez jeho zdroje potravy a pred pozitim potravy se
obvykle pohybuje po jejim povrchu. S timto faktem nejspis souvisi to, ze hmyz ma chutové

organy nejenom v oblasti ust, ale také na nohou a kiidlech (Obr. 1) (Yarmolinsky a kol., 2009).
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Obrazek 1: Lokalizace chut’ovych receptori u motyli. Rozmisténi chutovych receptoru na téle a
hlavé motyla je vyznaceno Zlutou barvou (pfevzato z Agnihotri a kol., 2016).

Zakladni jednotkou chutového aparatu hmyzu je senzila (Obr. 2), uvnitf které se
nachazi svazek tfi nebo Ctyf senzorickych neuront (gustatory receptor neurons, GRNs).
Dlouhou dobu byla specificnost GRNs u hmyzu neznama, tedy az na nékolik priklada
z vyzkumu octomilky Drosophila melanogaster (napt. Clyne a kol., 2000, Dahanukar a kol.,
2007). Pozdéji vsak nékolik studii prokéazalo, ze ackoliv se struktura senzil t¢éméf nelisi mezi
druhy, GRNs uvnitf senzil mohou plnit odli§né funkce (Zhang a kol., 2013). Velké rozdily
ve zdrojich potravy mezi jednotlivymi druhy hmyzu jsou pak zptisobeny chutovymi receptory
(gustatory receptor, Gr) na GRNs, mnozstvim GRNs v senzilach a jejich umisténim na téle
(Agnihotri a kol., 2016). Dale se exprese Gr muze lisit u dospélct a larev, coz znamena, ze
stejny GRN muaze mit odliSny vliv na chovani jedince v pribéhu zivota
(Ernst & Westerman, 2021). GRNs se rozdéluji na nékolik druhii podle toho, jaké chutové
receptory exprimuji na povrchu své membrany (Kwon a kol., 2014). Na zakladé molekularni
fylogeneze a afinity ke specifickym ligandim byly Gr hmyzu klasifikovany do ¢tyt skupin:
receptory citlivé na oxid uhlicity, D-fruktézu, cukry a hotké latky (Xu, 2020).
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Obrazek 2: Bunécna organizace chut'ové senzily. Senzila obsahuje ¢tyfi neurony s chutovymi
receptory (GRNs; Cervena, fialova, modra a zelena barva), které jsou citlivé na odlisné chemické
podnéty, a jeden neuron mechanoreceptoru (Cerna barva). Dendrity se zanofuji do dutiny naplnéné
endolymfou obsahujici proteiny schopné vazat signalni molekuly nerozpustné ve vodé (odorant
binding proteins). Proteiny jsou exprimovany do dutiny z podptmych bun¢k (hnéda barva). Axony
vedou pfimo do mozku (pfevzato z Amrein, 2016).

1.2.1. Evoluce chut'ovych receptoru

Chutové receptory jsou kodované multigenovou rodinou proteint, jejichz evolucni
dynamika je jiz dlouhou dobu stfedem pozornosti molekularnich biologti (Agnihotri et al.,
2016). Mechanismem vzniku genovych rodin jsou duplikace, ty jsou obecné jednou z
nejdualezitéjSich hnacich sil v evoluci gent a najdeme je u vSech organismu (Letunic, 2002).
Jedna se o zdvojeni urcitého tiseku DNA na stejném ¢i jiném chromozomu, také se muize
duplikovat cely chromozom nebo dokonce i cely genom. Duplikace vznika vétSinou zlomem
a vyménou genetické informace mezi nesesterskymi chromatidami. Mohou také vznikat v
disledku poruch rekombinace napf. nerovnomérnym crossing-overem. Bez ohledu na jejich
ptivod mohou mit duplikované geny tfi rizné osudy. Obé€ kopie mohou pretrvavat v genomu
s dokonalou (nebo téméf dokonalou) sekvencni identitou, coz mize mit za nasledek vyssi
uroven exprese genového produktu. V druhém piipadé€ je jedna kopie potlacena negativni

selekci nebo nahromadénim bodovych mutaci, dokud se nestane pseudogenem. Tteti moznosti



je vznik nahodnych mutaci, které mohou zpusobit to, ze se alespon jedna ze dvou kopii bude
funkéné lisit, bud’ ziskanim nové funkcni role, nebo specializaci nékterého aspektu jeji
predchozi funkce. Interakce a kombinace duplikace a pfirozené selekce mohou vést ke vzniku
genovych rodin obsahujicich od dvou do stovek vice ¢i méné€ podobnych gent vykonavajicich

stejné nebo rozlicné funkce (Sankoff, 2001).

Ukazalo se, ze vyvoj rodin hmyzich chemoreceptorovych gent je znacn€ dynamicky a
dochazi k Castym vznikim i zanikim gend, coz pak hraje roli v adaptaci a speciaci
jednotlivych druhti (Sanchez-Gracia a kol., 2009). Naptiklad Guo a kol., 2017, nalezli u
Bombyx mori sedm novych kopii genu pro jeden z chutovych receptori. Velikost genovych
rodin je tak u motyl velmi variabilni. Napftiklad v genomu B. mori bylo nalezeno 65 gent Gr,
(Wanner & Robertson, 2008), u Danaus plexippus 47 genti (Zhang a kol., 2011) a 25 genti u
Plutella xylostella (You a kol., 2013). Z téchto a dalSich vyzkumu také vyplyva, ze pro evoluci
Gr jsou charakteristické Cetné tandemové duplikace, které vedou ke vzniku genovych klastra,

a jak pozitivni, tak 1 negativni genova selekce (Engsontia a kol., 2014).
1.2.2. Typy chut'ovych receptoru a jejich funkce

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2. chutové receptory hmyzu se déli v zavislosti na
jejich ligandu na receptory citlivé na oxid uhliity, D-fruktozu, hotké latky a cukry. Oxid
uhlicity je plyn vSudypiitomny v zivotnim prostfedi. CO> hraje velkou roli v zivoté hmyzu a
jeho detekce ma odlisny vyznam mezi druhy. Nékteré druhy mohou naptiklad pouzivat detekci
CO, pro orientaci v prostoru. Piesné timto zptusobem vcely Apis mellifera jednoduse
vyhledavaji své uly podle vyssi koncentrace COa, nez je v atmosféie (Seeley, 1974) a komari
pouzivaji tyto receptory k lokalizaci hostitele (Chen a kol., 2021). Naproti tomu motyli
pouzivaji urCeni koncentrace CO; obsazené¢ho v nektaru k odhadu stari a kvality kvétin

(Thom a kol., 2004).

D-fruktéza obsazena v hemolymfé hmyzu je meéfena specifickymi chutovymi
receptory. Tyto receptory se nachdzi v mozku a hraji velkou roli v regulaci stravovani jedince.
Receptory inhibuji pocit hladu pfi nadmérné hladiné D-fruktozy, a naopak stimuluji krmeni
pfi jejim nedostatku (Miyamoto a kol., 2012). V roce 2011 Sato a kol. prokazali, Ze receptory
citlivé na tento cukr jsou vysoce specifické napfic¢ druhy a reaguji pouze na D-fruktézu. Diky

tomuto objevu byly D-fruktozové receptory klasifikovany zvlast od cukernych receptora.

Receptory citlivé na horké latky umoziuji hmyzu podobné jako u savcu detekovat

potencialné Skodlivé chemikalie. Hotké latky, se kterymi hmyz pfichdzi do kontaktu,



pochazeji z nékolika raznych zdroji. Naptiklad mnoho rostlin je produkuje ve formé
sekundarnich metabolitd, které slouzi jako obranny mechanismus proti $kudcim. Dalsi z
téchto chemikalii ¢asto pochazeji z mikroorganismu, které kolonizuji rozkladajici se ovoce.
,Horké“ chemikalie zahrnuji Sirokou S§kalu strukturné odliSnych sloucenin, jako jsou
alkaloidy, terpenoidy a fenoly (Amrein, 2016). Vnimani tohoto variabilniho spektra
chemikalii je pokryto rozsahlou skupinou Gr, které jsou schopné vazat na sebe jednu nebo
vice signalnich molekul. Chut'ové receptory pro hotké latky jsou ukazkovym piikladem toho,

jak flexibilni a rozmanité mohou chut'ové receptory hmyzu byt.
1.3. Cukerné receptory

Cukerné receptory umoziuji hmyzu detekovat cukry v potravé (Slone a kol., 2007).
Védci vénuji svoji pozornost t€émto receptorum jiz od osmdesatych let minulého stoleti. Cukry
nejsou pro hmyz pouze zdrojem energie, ale také dilezitym fagostimulantem. Jednotlivé cukry
nebo jejich kombinace v rostliné davaji hmyzu signaly o jejim slozeni a kvalit€¢ a zaroven
stimuluji nebo inhibuji jejich stravovaci navyky (Agnihotri a kol., 2016). Je prokazano, ze
exprese a molekularni slozeni gend cukernych receptorti se miize ménit mezi druhy nebo mezi
skupinami jedinci stejného druhu zijicich v odlisSném prosttedi. Jedna se tedy
o dynamicky systém, ktery pomaha prezit v novych podminkach (Menken a kol., 1992;
Omura a kol., 2008; Wada-Katsumata a kol., 2013). Lze fici, e cukerné receptory mohou hrat
velkou roli ve speciaci a adaptaci hmyzu. Zajimavym piikladem adaptace je Svab Blattella
germanica, u kterého se vyvinula adaptivni behavioralni reakce na glukozu. V normélnich
podminkach by se méla glukdza vazat na cukerné receptory tohoto Svaba a ptuisobit na néj jako
fagostimulant. Pravé proto byla glukéza dlouhou dobu pfidavana do pasti na Svaby.
averze k latkam obsahujicim glukézu. Pfi porovnani jejich receptord s chutovymi receptory
divokych $vabu bylo zjisténo, Ze u jedinct, ktefi se mnohokrat setkali s nastrahou, doslo ke
zménam na urovni GRNs a misto cukernych receptorti se u nich pfi setkani s glukézou
aktivovaly receptory pro horké latky. Dal§im piikladem jsou zmény stravovacich navykt u
motyll, ktefi se bézné stravuji nektarem kvétin, jako je napfiklad motyl Vanessa indica.
Omura a kol. (2008) zkoumali cukerné receptory V. indica a Argynnis hyperbius patticich do
Celedi Nymphalidae. Na rozdil od A. hyperbius se V. indica nestravuje pouze nektarem, ale
také mizou ze stromi a hnijicim ovocem, které obsahuji ethanol a kyselinu octovou. Ukazalo
se, ze ackoliv obsah cukru ve fermentacnich produktech je nizsi, ethanol dokaze zvysit

citlivost cukernych receptora V. indica. Kdyz se pokusili ovéfit reakci cukernych receptora



A. hyperbius, zjistili, ze ethanol a kyselina octova na n€ maji opacny efekt a zcela inhibuji

stravovani.

V této bakalarské praci se zabyvam cukernymi receptory piedivky zhoubné neboli
Yponomeuta evonymella, ktera slouzi jako modelovy organismus pro zkoumani speciace
a adaptace motyli. Podrobny popis role cukernych receptort Y. evonymella je uveden

v kapitole 1.4.
1.3.1. Stavba cukernych receptoru

Cukerné receptory jsou tvorené sedmi transmembranovymi doménami
s N termindlnim koncem exponovanym na vnitini strané cytoplazmatické membrany
a C koncem na vnégj$i stran¢ (Zhang a kol., 2011). Existuji dva odli§né nazory, zda se jedna o
receptory sprazené s G-proteinem podobné receptorim savci (Mombaerts, 1999) nebo
ligandové tizené iontové kanaly (Sato a kol., 2008). Moderné&jsi studie ale naznacuji, ze Gr
mohou byt obou typt. Ve své studii Zhang a kol. (2011) prokazali, ze cukerné Gr motylt jsou
svoji strukturou podobné ¢ichovym receptoram, o jejichz struktufe vime mnohem vic. V roce
2021 byl publikovan ¢lanek, ktery potvrdil, ze Cichové receptory hmyzu tvoii tetramer
sprazeny s G-proteinem a zaroven maji iontovy kanal umistény uprostied Ctyt jednotlivych

proteint (del Marmol a kol., 2021).

Nejveétsi mnozstvi vysledkt, tykajicich se pfimo chutovych receptort hmyzu, bylo
ziskano vyzkumem D. melanogaster. Jiao a kol. (2008) zkoumali cukerny receptor Gro4f
citlivy na sachardzu, glukozu a maltézu a dospéli k zavéru, ze tento konkrétni receptor ma
strukturu heterodimeru. Podobné vysledky byly publikovany o rok pozdéji (Lee a kol., 2009),
a potvrdily, ze vSechny cukerné receptory D. melanogaster jsou zpravidla heteromultimery.
Existuji 1 vyjimky, napfiklad cukerny receptor Gr5a citlivy na trehal6ézu byl jiz v roce 2003
urcen jako homodimer (Chyb a kol., 2003). Studie, které se zabyvaly Gr motylu, potvrzuji, ze
struktura receptord u Lepidoptera se nejspi$ lisi od D. melanogaster (Ozaki a kol., 2011,
Sato a kol., 2011), a v soucasné dobé se védci vice priklani k tomu, ze se v pripadé¢ motylu

jedna o homomultimery (Xu, 2020).
1.3.2. Struktura genu pro cukerné receptory

Engsontia a kol. (2014) na ptikladu B. mori ukazali, ze geny pro cukerné receptory
tvoti klastr, kde maximalni vzdalenost mezi jednotlivymi geny je 100 kbp. U B. mori bylo
nalezeno pét genll umisténych na 15. chromosomu (chr. 15), podobnou klastrovou strukturu

ma taktéz P. xylostella (Engsontia a kol., 2014). Lokalizace gentu pro cukerné receptory



P. xylostella na chr. 15 byla ovéfena pomoci nastroje BLAST proti slozenému genomu
(1lPluXylo3.1). Dle Engsontia a kol. (2014) jsou geny pro cukerné receptory P. xylostella
v priméru tvofeny 387 aminokyselinami, pocet exond se pohybuje mezi 3-5 a primérna délka

exonu je 150 bp. SloZeni intront je konzervované a moc se nelisi mezi druhy.
1.3.3. Specifita cukernych receptoru

Vsechny druhy fadu Lepidoptera mizeme rozdélit do tii skupin na zakladé
specificnosti jejich zivnych rostlin. V pfirodé najdeme monofagni, oligofagni a polyfagni
druhy. Takové rozdilné stravovaci navyky jsou vysledkem ligandové specifickych Gr
(Tang a kol., 2014). Bylo pozorovano, ze vice nez jeden typ Gr dokaze detekovat jeden typ
cukru, a naopak vice typt cukri muaze aktivovat jeden druh Gr (Agnihotri a kol., 2016). U
mnoha motyll je iniciace stravovani fizena aktivaci nékolika receptorti zaroven. Napriklad
stravovani Manduca sexta je indukovano kombinaci inositolu s glukézou nebo sacharézou
(Glendinning a kol., 2007). Piiklady miry afinity nékterych cukrd k Gr motyld jsou

znazornény v Tab. 1.

Tabulka 1: Mira citlivosti medialni (M) a lateralni (L) senzily na vybrané cukry. Pfevzato z
Agnihotri a kol., 2016, pavodni data pochazi z Dahanukar a kol., 2007; Slone a kol., 2007; Jiao a kol.,
2008; Wanner & Robertson, 2008; Jiang a kol., 2015.

Druh Pieris brassicae Pieres rapae Bombyx mori  |Mamestra brassicae
Cukr M L M L L L

D-xyl6za - - - + + NA
D-rib6za - - + - + NA
D-fruktéza + - ++ - + +
D-galaktdza - - - - + +
D-glukéza + ++ + ++ ++ +
D-maltdza - - - +++ +++ +
Sachardza ++ +++ ++ +++ ++++ +
Trehaldza - - - + + -

- necitlivost, + slaba citlivost, ++ mirna citlivost, +++ silnd citlivost, NA - data nejsou dostupna.

1.4. Yponomeuta evonymella

Rod Yponomeuta, Cesky predivky, patfi do pomérné malé celedi Yponomeutidae
(Lepidoptera, Ditrysia), a zahrnuje 76 druht se Sirokou distribuci v jihovychodni Asii,
vychodni a zapadni Evropé, na zapadé Kanarskych ostrovi, v Africe, Australii, na Novém
Z¢élandu av Severni Americe (Turner a kol., 2010). Pro tento rod je charakteristické monofagni
a velmi zfidka oligofagni stravovani na rostlinach z Celedi Celastraceae, Rosaceae nebo
Salicaceae. Zivné rostliny z ¢eledi Celastraceae jsou typické pro evoluéné star§i druhy rodu

Ypomomeuta pochézejici z Asie. Yponomeuta evonymella se spoleéné s né€kolika dalSimi



druhy vyskytuje na izemi zapadni Evropy (Povel, 1984) a zpravidla se stravuje na rostlinach
z Celedi Rosaceae nebo Salicaceae (Turner a kol., 2010). Protoze se druhy Yponomeuta
morfologicky témef nelisi, dlouhou dobu byly rozliSovany pouze na zakladé urceni zivné
rostliny. Bylo prokézano, ze chemické slozeni zivné rostliny ovliviiuje stravovani larev a
ovipozici u dospélci. Zajimavé je, ze i presto, ze se ruzné druhy Yponomeuta muzou
vyskytovat ve stejné lokalit€, mezi druhy nedochazi k pateni. U téchto druhti tedy muselo dojit
ke vzniku pre-zygotickych reprodukénich bariér. Napriklad aktivace sexualniho chovani maze
byt ovlivnéna druhové specifickou vyskou rostliny, na které obvykle dochazi k ovipozici, nebo
odlisnymi vibra¢nimi signaly a ovijenim ktidel u riznych druhti. DaleZitou roli pfi pareni také
hraji druhové specifické samci feromony (Lofstedt a kol., 1991). V piirodé je zndm pouze
jeden hybrid a to u druhti Y. malinellus a Y. padellus (Arduino, 1985). Ukazalo se, ze pareni
je ovlivnéno nejenom sexualnimi feromony produkovanymi samcem a samici, ale 1 t¢kavymi
chemickymi latkami uvolfiovanymi zivnou rostlinou a detekovanymi Cichovymi receptory
predivek (van der Pers a kol., 1980; Deisig a kol., 2014). Existuje vyzkum (Bakker a kol.,
2008), ktery se vice zabyval timto jevem a jeho vysledky ukazuji, ze neexistuje prokazatelna
spojitost mezi ovipozici a zivnou rostlinou. Zaroveri je ale potieba brat v potaz, ze vyzkum byl
provadén pouze na dvou druzich Yponomeuta a chovani jedinci bylo pozorovano v klecich.
Je vidét, ze existuje urcity vztah mezi slozenim zivné rostliny a chemoreceptory predivek,

ktery se projevuje jinak beéhem rtiznych fazi jejich zZivota.

Samice kladou vajicka do shlukti az 100 kusech na stonky konkrétni zivné rostliny,
Casto v blizkosti pupenu nebo vedlejsich vétvi. Ackoliv se cukerné Gr neucastni fizeni
ovipozice, je dulezité, aby samice spravné volily zivnou rostlinu, ktera obsahuje vhodné
fagostimulanty pro jejich larvy. Dle fyziologickych experimenti je Yponomeuta citliva
pfevazné na izomery cukernych alkoholti obsazenych v listech zivnych rostlin. Dulcitol v
rostlinach celedi Celastraceae plsobi jako fagostimulant, sorbitol, ktery ma obdobny efekt, je
obsazen v Celedi Rosaceae (Menken a kol., 1992). Malé mnozstvi dulcitolu bylo také nalezeno
v Rosaceae a predpoklada se, ze to mohlo usnadnit pfesmyk na jinou zivnou rostlinu
(Roessingh a kol., 1999). Experimenty ukazaly, ze Y. evonymella pozitivné reaguje jak
na dulcitol, tak na sorbitol, ackoliv reakce na sorbitol je mnohem vyraznéjsi. Y. cagnagella,
ktera se stravuje na Celastaceae, reaguje pouze na dulcitol (Roessingh a kol., 1999). Tato fakta
podporuji teorii o vzniku novych druhit Yponomeuta v dusledku presmyku na jinou Zivnou
rostlinu. Roessingh a kol. (1999) uvadi, ze receptory, které vazou oba cukerné alkoholy, se

nachazi na jednom druhu GRNs a jejich citlivost mezi druhy muze byt dana jednoduchymi



modifikacemi gent Gr. Morfologické a funk¢ni studium cukernych receptort je velmi obtizné,
jelikoz jsou receptory exprimované pouze v nékolika neuronech nachéazejicich se v senzile
pfipojené na galeu. Z divodu naro¢ného pitvani predivek podminéného sezonnosti, malou
velikosti larev a velmi nizkym vytézkem materidlu neexistuji moderni studie, které by se
zabyvaly cukernymi receptory Yponomeuta. Anotace genu cukernych receptord v genom
Yponomeuta mize bytjednim ze zpisobu, jak se dozveédét vic o evoluci Gr a speciaci predivek,

aniz bychom byli limitovani mnozstvim materialu.
1.5. Historicky pfehled sekvenovani

1.5.1. Sekvenovani prvni generace

Zajem o sekvenovani genomu roste jiz od 50. let minulého stoleti, kdy byla odhalena
struktura dvousroubovice DNA a jeji funkce. Prvni sekvenovani bylo provedeno v roce 1968,
kdy se Dr. Wu podatilo osekvenovat pouhych 13 nukleotidi bakteriofaga lambda (Wu, 1972).
I takové kratké sekvenovani pojmenované ,Primer extension method“ bylo obrovskym
pokrokem, na jehoz zakladé¢ byla nasledné vytvorena nova, dosud pouzivana metoda,
Sangerovo sekvenovani, ktera patii do tzv. sekvenovani prvni generace (Sanger a kol., 1977).
Pii Sangerové sekvenovani je vyuzivan proces replikace DNA, kde k jednofetézcovému
vlaknu ptiseda 15-25 bp dlouhy primer, ktery je komplementarni k zacatku sekvenovaného
mista, dale probiha syntéza DNA za pfitomnosti ¢tyt 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfat (ANTP)
a Ctyt dideoxynukleotidi (ddNTP). Metoda prosla fadou modernizaci a v souCasné dobé se
pouzivaji dideoxunulkeotidy znafené odliSnymi fluorofory. Jednotlivé ddNTP jsou v
porovnani s dNTP v reakci zastoupeny jen v relativné malém mnozstvi, pii jejich navazani
dojde k zastaveni syntézy DNA. Jelikoz je v reakci velké mnozstvi stejnych molekul, jejich
syntéza je pozastavena v ruznych mistech. Nakonec jsou molekuly DNA, které zacinaji
v misté¢ nasednuti primeru a konc¢i navazanim ddNTP, rozdélené podle velikosti pomoci

kapilarové elektroforézy ajednotlivé ddNTP jsou snimény laserem (Karger a Guttman, 2009).

Do stejné skupiny sekvenovani prvni generace také patfi Maxamovo—Gilbertovo
sekvenovani, které bylo vyvinuto Allanem Maxamem a Walterem Gilbertem v letech
1976-1977 (Maxam a Gilbert, 1977). Tato metoda je zalozena na principu chemického Stépeni
jednovlaknové DNA ve ctyfech zkumavkach. V kazdé zkumavce je provadéno Stépeni jen
urCitych typt bazi G, A+G, C+T a C. Dale jsou reakce naneseny na husty polyakrylovy gel a
rozdelené podle velikosti. Odectenim pozice jednotlivych bazi ve vSech ¢tyfech reakcich pak

1ze stanovit sekvenci daného tuseku.



Trvalo to témér 13 let, nez se védcum podarilo oskenovat a slozit lidsky genom pomoci
Sangerova sekvenovani (The Human Genome Project, 1990-2003). Moznosti sekvenovani
prvni generace jsou velmi omezené. Pro porovnani délka lidského diploidniho zenského
genomu je 6,37 Gbp (Piovesan a kol., 2019) a maximalni délka sekvence, kterou lze ziskat
Sangerovym sekvenovanim je 1,1 kbp (dle SEQme s.r.0). Dalsi nevyhodou této metody je

moznost zpracovani pouze jednoho tiseku DNA béhem jedné reakce.
1.5.2. Sekvenovani druhé generace

Obrovsky zajem o sekvenovani zpusobil velky pokrok v rozvoji sekvena¢ni metodiky
a prinesl nam tadu novych zpisobu sekvenovani, kterym dnes fikame sekvenovani dalSich
generaci (Next Generation Sequencing — NGS). Cilem NGS bylo co nejvice zrychlit a zlevnit
sekvenovani, a to prostiednictvim soucasného zpracovani obrovského mnozstvi rtznych
fragmenti DNA zachycenych na jediném sekvenacnim elementu, napt. na destiCce
(Hu akol., 2021). NGS mtzeme dale rozdélit na dvé skupiny: historicky starsi druhou generaci
,,sekvenovani kratkych ¢teni“ a nejmodernéjsi tfeti generaci ,,sekvenovani jediné molekuly*
(Adewale, 2020). Do prvni skupiny patfi napfiklad Illumina, platforma poskytujici
sekvenovani o délce Cteni 100-450 bp, ktera dokaze sekvenovat az 900 miliard bazi zaroven.
Jelikoz dana metoda nedokaze presné urcit nukleotid z analyzy pouze jedné molekuly, je nutno
namnozit DNA pomoci polymerazové tetézové reakce (Polymerase Chain Reaction — PCR)
(Hu a kol., 2021). Pii sekvenovani metodou Illumina jsou pomoci adaptéri jednotlivé
nastfihané useky DNA piichyceny na malou desticku. Vlastni sekvenacni proces pak vyuziva
mechanismu replikace DNA, kdy jsou do rostouciho fetézce zafazeny baze s navazanou
fluorescencni barvou. Kamera sekvenatoru v kazdém jednotlivém kole syntézy ret€ézce DNA
snima signal z celé desticky a podle rozdilné fluorescence pozna, jaky nukleotid byl pfidan u

kazdého jednotlivého useku.

Znamou metodou, kterd je zalozena na Illumina sekvenovani, ale umoziuje ziskat
sekvencni informace z delSich useku, je pfiprava knihovny 10X Genomics. Béhem této
metody je DNA nastépena na dlouhé useky. Molekuly jsou nasledné spolu s enzymy napojené
na tzv. , Gel Beads”. které obsahuji Cetné kopie unikatnich primerti nesoucich barkod, tyto
primery existuji v milionech riiznych verzi. Spojeni DNA, enzymu a ,,Gel Beads” je uzavieno
v olejové kapénce a tvoti tzv. GEM (“Gel Beads Emulsion”). Uvnitf jedné kapénky dochazi
ke Stépeni fragmentu DNA a pfipravé sekvenacni knihovny, fragmenty pochazejici z jedné
molekuly DNA tak kromé klasickych adapterd nesou i barkdd. VSechny |, GEMs™ jsou pak

smichané do jedné knihovny pfipravené k sekvenovani. ZnaCeni kratkych fragmentd DNA
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barkodem usnadriuje nasledné skladani genomu. V roce 2019 firma Bio-Rad Laboratories, Inc.
zazalovala 10X Genomics za pouziti patentované technologie, ktera vyuziva rozdéleni vzorkt

dle mikrofluidity. Proto se tato metoda od roku 2020 jiz neprovadi z pravnich davodu.
1.5.3. Sekvenovani tfeti generace

Do treti generace patii dva konkurenti: PacBio od spolecnosti Pacific Biosciences
(PacBio) (Menlo Park, CA, USA) a platforma Oxford Nanopore Technologies (ONT)
(Oxford, UK). Obé metody jsou zalozeny na principu sekvenovani vysokomolekularnich
usektt DNA. Stfedni délka ¢teni pro PacBio je 15 kbp a primérna chybovost > 1 % (Wenger
a kol., 2019) a pro ONT 30 kbp, > 5 % (Jain a kol ., 2018).

PacBio taktéz vyuziva replikact DNA, pfi které jsou nukleotidy fluorescencné znaceny.
Cely proces probiha ve specialni komurce veliké jen nékolik nanometra, ktera umoziuje
specifické sifeni svétla, a tedy zachyceni nepatrného fluorescencniho signalu. ONT na druhou
stranu je zcela nova metoda, ktera vibec nevyuziva fluorescence ani jiného znaCeni
nukleotidi. Tato metoda pouziva nanopory: pory ve dvojvrstvé lipidové membrany, které
pfipominaji transmembranové iontové kandly biomolekul. Sekvenovani se provadi
v sekvenatoru, do kterého je vlozena komurka (flowcell), obsahujici dvé komory vyplnéné
elektrolytem a rozdélené membranou. Mezi komory je pfivedeno napéti, které vytvari
elektricky gradient na membrané. Molekuly DNA jsou zachycené na jednotlivych porech a
jsou hnané na druhou stranu membrany. Pfi prichodu nukleotidi pory dochazi ke zméné
napéti mezi membranami, a tyto zmény jsou detekované a zaznamenavané velmi citlivym

detektorem.

Udaondo a kol. (2021) jako jedni z nékolika provedli praktické porovnani téchto dvou
technologii a dospéli k zavéru, Ze sekvenovani jediné molekuly mize rozhodné nahradit
sekvenovani druhé generace, ale zaroven nejde jisté fici, zda je metoda PacBio lep§i nez ONT,

nebo naopak.
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2. Cile prace

Rod Yponomeuta je oblibenym modelovym organismem pro studium sympatrické

speciace, adaptace a interakce hmyzu s hostitelem. Hlavni motivaci této prace je hypotéza, ze

zmény chutovych receptoru predivek vedly k pfesmyku na jinou zivnou rostlinu a ovlivnily

tak vznik novych druht. Cilem je ziskat kompletni sekvence gent pro cukerné receptory u

predivky Y. evomymella, které poté mohou poslouzit jako podklad pro funkéni studie

cukernych receptori a objasnéni jejich role ve vnimani sorbitolu a dulcitolu a zménach

zivnych rostlin. K feSeni bylo stanoveno nékolik dil¢ich cilt:

Slozeni genomu Y. evonymella s pouzitim dostupnych kratkych sekvenci

Identifikace genti pro cukerné receptory ve slozeném genomu Y. evonymella s pomoci
znamych sekvenci genu pfibuzného druhu P. xylostella (Engsontia a kol., 2014)
Vyhledavani gent pro cukerné receptory v genové knihovné Y. evonymella

Sekvenovani Casti genomu Y. evomymella obsahujici potencialni geny pro cukerné
receptory s pouzitim technologie ONT

Anotace genu na osekvenované Casti genomu.
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3. Material a metody

Vsechny skripty pouzité vtéto praci jsou dostupné na strankach Github. Nazev
jednotlivych  skriptt je dale uveden vtextu ve formatu (github/“nazev®).

https://github.com/kbobryshava/Skripts

3.1. Slozeni genomu Y. evonymella

10X Genomics sekvenacni Cteni Y. evomymella byly stazeny ve formatu cram ze

stranek projektu Darwin tree of life.

https://github.com/darwintreeoflife/darwintreeoflife. data/blob/master/species/Y ponomeuta_e

vonymella/Yponomeuta evonymella.md

Soubory byly prevedeny do formatu FASTQ pomoci Samtools verze 1.11 (Danecek et al.,
2021) (github/1.cram2fastq) a jejich kvalita byla zkontrolovana v programu FastQC verze
0.11.5 (Andrews, 2010) (github/2 fastqc).

Genom byl slozen v programu Supernova verze 2.1.1 (github/3.supernovarun,
github/4.supernova format) se tfemi odliSnymi hodnotami parametru maxreads (Weisenfeld
a kol., 2017). Hodnota byla ur¢enad pomoci navodu 10X Genomics (Danecek a kol., 2021),
ktery je optimalizovan pro savce, proto bylo rozhodnuto vyzkouset nékolik moznosti pro
nalezeni optimalniho nastaveni pro Lepidoptera. Parametr maxreads=140M (hloubka Cteni
27x) byl pouzit jako minimalni mozna hodnota pro slozeni genomu, maxreads=250M
(hloubka ¢teni 56x) jako doporucend hodnota pro savce, maxreads=350M (hloubka Cteni 68x)
jako nejvétsi mozna hodnota pro vyuziti vSech dostupnych ¢teni z Darwin tree of life. Slozené
genomy byly poté vyhodnoceny v programech Busco verze 3.0.2 (Manni a kol., 2021) a Quast
verze 4.6.3 (Mikheenko a kol., 2018) (github/5.busco+quast).

Ukazalo se, ze vSechny verze slozeného genomu obsahuji velké mnozstvi duplikaci,
proto byl pouzit program Purge-dups verze 1.0.1, jehoz tikolem bylo odstranit duplikace mimo
jiné na zakladé hloubky ¢teni (https://github.com/dfguan/purge dups) (github/7.purgedups).
JelikoZ se v tomto programu vyuziva mapovani puvodnich sekvenci na slozeni genom, 10X
sekvenacni Cteni byly filtrovany na kvalitu a délku v programu Trimmomatic verze 0.39, pfi
cemz byl zarovefi odstranén barkod a adaptery [llumina

(https://github.com/usadellab/Trimmomatic) (github/6.trimmomatic).
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3.2. Anotace genu Gr

Pro nalezeni genu Gr byly pouzity sekvence mRNA gent pro cukerné receptory
P. xylostella (Engsontia et al., 2014), které byly namapovany na slozeny genom Y. evonymella
v programu Minimap verze 2.17 (Li, 2018) (github/8.minimap2). Prekryvajici se sekvence
byly oznacCeny jako ,.exon“ a na kazdy exon byly navrzeny primery v programu Geneious
Prime 2021.0.3 (Tab. 2). Déle byly potencialni geny Gr vyhledavany v BAC (Bacterial

artificial chromosome) knihovné Y. evonymella.
3.3. Prohledavani (screening) BAC knihovny

3.3.1. BAC knihovna

BAC knihovna Y. evonymella byla vytvofena komercni firmou AC Amplicon Express
(Pullman, WA, USA). Sam¢i vysokomolekularni DNA byla ¢astecné Stépena Hind III a
vlozena do bakterialniho vektoru pCC1BAC (Epicentre, Madison, WI, USA), ktery byl poté
transportovan do DH10B Escherichia coli. Knihovna obsahuje 20736 BAC klont s primérnou
délkou insertu 125 kbp, které jsou rozdéleny do 54 desti¢ek. Prohledavani probihalo metodou
,Matrix technology: pooling and superpooling™ (verze manualu zaii 2014). BAC klony byly
rozdéleny do 18 superpoolt a kazdy superpool byl nasledné rozdélen do 96 matrixpoold.
Usporadani klonti v matrixpoolech odpovidalo jejich poloze v zasobnich destickach.
Prohledavani bylo provadéno pomoci dvou kol polymerazové tetézové reakce (PCR —
polymerase chain reaction) a jeho vysledkem bylo ur€eni desticky, fady a sloupce, ve kterém

se nachazi pozadovany BAC klon.
3.3.2. Primer test

V prvnim kroku byly ureny optimalni teploty nasedani primera a jejich specifi¢nost
pomoci PCR. Jedna PCR reakce o objemu 10 ul obsahovala 1x One Tag® Quick-Load®
Reaction Buffer (NEB, Ipswich, MA, USA); 0,2 mM dNTPs; 2,5 U One Taq® Quick-Load®
DNA Polymerase (NEB, Ipswich, MA, USA); 0,03 uM forvard a reverse primert a 15-20 ng
genomoveé DNA Y. evonymella. PCR reakce probihala v Thermal cycler Biometra Tadvanced
(Analytik Jena, Némecko) za nasledujicich podminek: denaturace pii 94 °C 5 minut, poté 35
cykll pii 94 °C 30 sekund, 54-62 °C 30 sekund, 68 °C 30 sekund, finalni synteticka faze pfi
68 °C 3 minuty. Vysledné PCR produkty byly separovany na 1,5% agar6zovém geluv 1x TAE
a vizualizovany pomoci barveni ethidium bromidem v kone¢né koncentraci 0,5 pg/ml. Pomoci

téchto vysledkd byla urCena nejvhodnéjsi teplota nasednuti pro jednotlivé primery a
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nespecifické primery byly vyfazeny. PCR produkty byly dale precistény pomoci soupravy
Wizard SV Gel & PCR Clean Up System (Promega, Madison, WI, USA) a odeslany na
Sangerovo sekvenovani (SEQme s. r. 0.). Ziskané sekvence byly namapovany na exony Gr na
slozeny genom Y. evonymella. Primery byly ureny jako sekvenéné specifické, pokud identita

jejich PCR produktd vici exonu, na ktery byly navrzeny, byla vétsi nez 85 % (Tab. 2)
3.3.3.PCR I

Prvni kolo screeningu probihalo podobné jako primer test. Jako pozitivni kontrola byla pouzita
genomova DNA Y. evonymella vyizolovana pomoci cetyltrimetylamoniumbromidu (CTAB)
dle Kreklova Monika (2020), do zbytku reakci byl pfidan 1 ul BAC DNA. Pro kazdou reakci
bylo provedeno tfi opakovani, matrixpool byl zvolen pouze tehdy, kdy vSechna tfi opakovani

byla pozitivni.
3.34.PCR I

Druhé kolo screeningu PCR 1II probihalo na vybranych matrixpoolech podle vysledkt
PCR 1. Matrixpool je rozdélen na nékolik ¢asti. Prvni tfi vzorky odpovidaji desti¢ce, dalSich
osm vzorki fadé a dalsich deset sloupci. Podle toho, jaké vzorky se jevi jako pozitivni na gelu
1ze urcit soutadnice hledaného BAC klonu. Desticku urcuje poradi pouze jednoho pozitivniho
prouzku (na obr. P1-P3) sou¢asné s &islem matrixpoolu. Radu a sloupec Ize zjistit z kombinace
dvou pozitivnich prouzkt pomoci klice (Obr 3). V pripadé tady se musi v kli¢i shodovat

pismeno, u sloupce cislo.
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Obrazek 3: Kli€ k ucréeni polohy BAC kloni v knihovné (pievzat z Users Manual For
Superpool systém constructed after January 1, 2008, Amplikon express). Cervenou barvou jsou
zvyraznény vysledky uvedené v Obr. 6.

3.4. Izolace BAC DNA a ovéreni klonu

Vybrané BAC klony byly vysety na LB medium (1% pepton, 5% kvasni¢ny extrakt,
1% NaCl) s 1,5% agarem a chloramfenikolem (25 mg/ml) a inkubovany pies noc pti 37 °C.
Pro kazdy BAC klon byly nahodné vybrany tfi izolované kolonie. Jednotlivé bakterialni
kolonie byly pfeneseny na nové medium a pouzity pro PCR klon test. PCR reakce probihala
stejné jako v predchozich krocich s jednou vyjimkou, jako templat nebyla pouzita vyizolovana
DNA, ale do pripravené PCR reakce byla na jednu minutu ponotena plastova Spicka, na kterou
byla nabrana ¢ast zkoumané kolonie. PCR produkty byly pfeci§tény pomoci soupravy Wizard

SV Gel & PCR Clean Up System a 50 ng DNA bylo poslano na Sangerovo sekvenovani.

Ovéfené kolonie s pozitivnim PCR testem byly pfeneseny do 200 ml tekutého LB
media s chloramfenikolem (25 mg/ml) a tfepany asi 15 hodin pii 37 °C a 200 RPM.
Namnozené buiiky byly ihned po tfepani umistény na led a centrifugovany 10 minut pii 4 °C
a 14000 RPM. BAC DNA byla izolovana pomoci kitu NucleoBond Xtra Midi plasmid DNA

purification kit (Macherey-Nagel, Francie) dle protokolu od vyrobce. Koncentrace precisténé
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DNA byla zméfena na Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, USA) pomoci kitu Qubit dsDNA
BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA). PCR produkty byly pfecistény pomoci
soupravy Wizard SV Gel & PCR Clean Up System a 50 ng DNA bylo poslano na Sangerovo
sekvenovani (SEQme s. r. 0.) (Pfiloha I).

3.56. Chromosome walking

Konce insertu BAC klonu 35:021 byly osekvenovany pomoci Sangerova sekvenovani
(SEQme s. 1. 0.) s pouzitim univerzalnich primerd M13. Sekvence byly zbaveny vektoru a
byly na né navrzeny primery v Geneious Prime 2021.0.3 (Tab. 3). Dale nasledovalo druhé
prohledavani BAC knihovny a izolace BAC DNA. PCR produkty byly pfecistény pomoci
soupravy Wizard SV Gel & PCR Clean Up System a 50 ng DNA bylo poslano na Sangerovo
sekvenovani (SEQme s. r. 0.) (Pfiloha I).

3.6. Uprava BAC DNA

Pro odstranéni linearnich molekul DNA byla pouzita Exonukledza V (New England
BioLabs, UK). Reakce o 50 pl obsahovala 7,5-10 pg DNA; 1x NEBuffer™ 4; 1 mM ATP;
20 U Exonukleazy V a celkovy objem byl doplnén pfidanim milliQ H>O. Reakce probihala
v Thermal cycler Biometra Tadvanced pii 37 °C 1 hodinu a byla zastavena zahtatim na 70 °C
po dobu 30 minut. Déle byly kruhové molekuly Castecné nastépeny pomoci restrikéni
endonukleazy Afe I (New England BioLabs, UK). Pro Stépeni 5 ug DNA byla pouzita 1 U
enzymu a 5 pg BSA, reakce o objemu 50 pl probihala v Thermal cycler Biometra Tadvanced
pfi 37 °C 10-90 minut a byla zastavena chladem pfi -20 °C nebo pfidanim 2,5 ul nanéasejiciho
pufru (50% glycerol; 250 mM EDTA,; 5,9 mM bromfenol). K odstranéni veskerych tseka
DNA kratSich, nez 25 kbp, byl pouzit Short read Eliminator Kit Family (Pacbio, USA) dle

klasického protokolu od dodavatele.
3.7. Priprava knihovny a Oxford Nanopore sekvenovani

Knihovna byla pfipravena z BAC DNA o celkové koncentraci 1 pg v objemu 50 pl.
Aby byly vSechny molekuly DNA v knihovné zastoupeny ve stejné mite, vzorek obsahoval
250 ng BAC DNA kazdého klonu. Pfiprava sekvenacni knihovny pro Oxford Nanopore
probihala dle protokolu ,Ligation Sequencing gDNA protocol“ pomoci SQK-LSK109
Ligation Sequencing Kit a NEBNext Companion Module for Oxford Nanopore Technologies
(New England BioLabs, UK). K sekvenovani, které probihalo na pfistroji MinlON Mk1B,
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byla pouzita komurka Flow Cell (R9.4.1) FLO-MIN106D. K fizeni sekvenovani byl pouzit
software MinKNOW verze 22.08.9.

3.8. Basecalling, Nanoplot, Nanofilt

Pro prevedeni dat z napéti do bazi (basecalling) byl pouzit program Guppy verze 6.0.6
s vyuzitim , high accuracy* algoritmu (Sherathiya et al., 2021) (github/9.guppy). Dataset byl
filtrovan na délku cteni > 30 kb a kvalitu > Q15 v programu Nanofilt

(https://github.com/wdecoster/nanofilt) a vysledky byly vizualizovany v programu Nanoplot

(https://github.com/wdecoster/NanoPlot) (github/10.nanofilt+nanoplot).

3.9. Skladani sekvence BAC klonli a mapovani genl

Filtrovana ONT sekvenacni cteni byla slozena v programu Flye verze 2.2.9
(Kolmogorov et al., 2019) (github/11.flye). Na slozenou kruhové sekvence BAC kloni byly
namapovany exony potencidlnich Gr Y. evomymella v programu Minimap verze 2.17
(Li, 2018). Dale se vysledky zpracovavaly v Geneious Prime verze 2021.0.3, kde byl na

sekvence taktéz namapovan vektor.
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Tabulka 2: Primery navrzené pro screening BAC knihovny. Zelenou barvou jsou zvyraznéné primery, které byly pouzité k vyhledavani. Specifi¢nost na

gelu znamena, Zze PCR produkt obsahoval pouze jeden prouzek a jeho velikost odpovidala délce useku, na ktery tyto primery byly navrzené. Teplota nasedani
primerti odpovida optimalni teploté na zaklad¢ primer testu.

Poradi , L . , . , Teplota nasednuti Velikost | Specifi¢nost na | Podobnost produktu vici
Gen Gr exom Nazev primeri Forward primer (5'—3") Reverse primer (5'—3") primerii ( °C) produkty (bp) gelu pivodni sekvenci

1 1 scr el _Grl ACTAAAGCCGTCGGAAAGCA | TGTTGTACGATGTGCCGTCA 60 400 ne

1 4 scr_e4 Grl CAGGAAGTTGAAGACCCACG | AGCACATCCTGTCGCTACTG 54 160 ano 56,0%
1 5 scr_e5_Grl TAGAACAAGTCGGCCCTGTT TTGGAGATGCGTCTATGCGT 60 271 ano 85,9%
2 2 scr €2 Gr2 | CTGAAAACAAACGAAGATCAGG | CCGTAGGAGAGGAATATGGC 58 155 ne

2 5 scr e5_Gr2 ACAGTATAATGACGCAAGTGA | ACAGTGTTCTACAGCACGG 54 200 ano 57,0%
2 5 scr e5_Gr2 TGTACGGGACTAATGGCTGC | AAGTTGGGTCTCAGTTGGCCC 60 180 ne

3 1 scr el Gr3 GGGTTCTTCTGCGGATCTCC CCGCCGAAACGCTTTATTCC 62 180 ano 91,8%
3 3 scr e3 Gr3 AGGCGAGAGGTCAGGTAGAA [ CGAAAGTCGGACCGAGAGAG 62 160 ano 55,0%

Tabulka 3: Primery navrzené pro chromosome walking. Zelenou barvou jsou zvyraznéné primery, které byly pouzit k vyhledavani.

Teplot dnuti
BAC klon|M13 primer| Nazev primeri Forward primer (5'—3") Reverse primer (5 —3") e;)ﬁini;;aieo Cn)u ! Velikost produktu (bp) | Specifi¢nost na gelu
35.021 forward | chrw ml3f 1 TGCGGAAACTTGTTTTTGGCT CCGAATTCACTAGCGCCCTT 58 450 ano
35.021 forward | chrw_ml3f 2 TCACTCAGGTTTCCTCACGC CCCAGGTTCGATTCCCAGTG 58 200 ano
35:021 reverse chrw_ml3r 1 AGTGAACTTTCCGTGGAACTT | GTCCGAGGAAGAAAGAACGC 60 250 ne
35.021 reverse chrw ml3r 2 | ACAAAACACACACAGGACATTACA | CCAACAGCTTAACGTGCCTT 58 300 ano

19



4. Vysledky

4.1. Skladani genomu Y. evonymella

V prvnim kroku byl genom Y. evonymella slozen de novo s pouzitim 10X Genomics
sekvenacnich ¢teni. K dispozici bylo 211,5 tisic ¢teni dlouhych 151 bp. Celkové byly vytvoreny
tfi verze genomu s vyuzitim odliSnych hodnot parametru maxreads a tyto genomy byly
porovnany mezi sebou. Celkova délka genomu se pohybovala mezi 620 Mbp a 850 Mbp a
hodnota N50 mezi 60 kbp a 200 kbp (Tab. 5) Kompletnost genomt byla posouzena
prostiednictvim vyhledavani 1658 genu pro Insecta a pozdéji 5286 gend pro Lepidoptera
z databaze BUSCO (Tab. 4). Na zakladé téchto vysledka byl pro dalsi pouziti vybran genom,
ktery vykazoval nejvétsi kompletnost (90,3 % kompletnich gena Insecta, N50 = 199,3 kbp).
Vzhledem k velkému poctu duplikaci v genomu (45,5 % gent Insecta) byla provedena

deduplikace.

Pro ovéreni efektivity deduplikace byl pavodni sloZzeny genom porovnan s genomem po
deduplikaci (Tab. 6, Tab. 7). Délka genomu klesla témét o polovinu, ale podafilo se zachovat
velké N50 (122,5 kbp) a 88,6 % kompletnich ortolognich gent pro Lepidoptera. Knihovna pro
Lepidoptera byla k programu BUSCO pfidana pozd¢ji, proto nékteré analyzy byly provedeny

pouze s knihovnou Insecta.
Tabulka 4: Vysledky analyzy prostiéednictvim BUSCO databaze pro t¥i slozené genomy. Cervenou

barvou jsou znazornény hodnoty duplikovanych genu, dle kterych bylo rozhodnuto provést deduplikaci
vychozich dat.

Insecta maxreads = 140M | maxreads =250M | maxreads =350M
Pocet kompletnich BUSCO genii 1382 83.4% 1234 90,3% 1351  81,5%
Pocet kompletnich BUSCO genu v jedné kopii 1120 67.6% 612 44.8% 870  52.5%
Pocet kompletnich duplikovanych BUSCO genii 262 15.8% 622 45.5% 481  29.0%
Pocet fragmentovanych BUSCO genit 173 10,4% 64 4,7% 205 12,4%
Pocet chybgjicich BUSCO genii 103 6,2% 69 5,0% 102 6,2%
Celkovy pocet prohledanych BUCBO skupin 1658

Tabulka S: Kvantitativni analyza sloZzenych genomii prostiednictvim programu QUAST.

Quast maxreads = 140M | maxread = 250M | maxread = 350M
Celkova délka genomu (Mbp) 616,26 851,62 819,35
Pocet kontigu 53146 39263 56574
Nejvetsi kontig (Mbp) 0,47 1,59 0,92
N50 (Kbp) 58,07 199,29 131,52
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Tabulka 6: Srovnani kompletnosti genomii (maxreads = 250M) pi‘ed a po deduplikaci. Cervenou
barvou jsou znazomeény kategorie duplikovanych genu.

Insecta pred deduplikaci| po deduplikaci
Pocet kompletnich BUSCO genu 1234 90,3% 1203 88,0%
Pocet kompletnich BUSCO genu v jedné kopii 612  44,8% 1197  87,6%
Pocet kompletnich duplikovanych BUSCO genu | 622 45,5% 6 0,4%
Pocet fragmentovanych BUSCO genu 64 4,7% 73 5,3%
Pocet chybéjicich BUSCO gen 69 5,0% 91 6,7%
Celkovy pocet prohledanych BUCBO skupin 1367

Lepidoptera pred deduplikaci| po deduplikaci
Pocet kompletnich BUSCO genu 4794 90,7% 4686 88.6%
Pocet kompletnich BUSCO genti v jedné kopii 2452 46,4% 4653 88.0%
Pocet kompletnich duplikovanych BUSCO gent | 2342 44.3% 33 0,6%
Pocet fragmentovanych BUSCO genu 157 3.0% 199 3.8%
Pocet chybéjicich BUSCO genli 335 6,3% 401 7,6%
Celkovy pocet prohledanych BUCBO skupin 5286

Tabulka 7: Srovnani sloZeného genomu (maxreads = 250) pi‘ed a po deduplikaci.

Slozeny genom pred deduplikaci po deduplikaci
Celkova délka genomu (Mbp) 851,62 549,59
Pocet kontigu 39263 23347
Nejvétsi kontig (Mbp) 1,59 1,04
N50 (Kbp) 199,29 122,50

4.2. Mapovani genu P. xylostella na genom Y. evonymella

Ve svoji studii Engsontia a kol. (2014) urcili pét geni pro cukerné receptory
P. xylostella: PxGrl, PxGr2, PxGr3, PxGr4 a PxGr44. Sekvence mRNA téchto gent byly
namapovany na slozeny deduplikovany genom Y. evonymella. Podatilo se najit dva kontigy,
které nesou nékteré z téchto genti. Geny PxGrl a PxGr2 byly namapovany na kontig 217727
dlouhy 39,34 kbp a gen PxGr3 na kontig 121737 dlouhy 45,26 kbp. Podarilo se namapovat
celou mRNA P. xylostella, pticemz se sekvence rozdélily do Ctyf az sedmi exont (Tab. 8).
P. xylostella a Y. evonymella jsou stale pomérné vzdalené¢ druhy, proto identita mezi
namapovanymi useky byla velmi nizka. Geny pro PxGrl a PxGr2 mapovaly na jednu oblast a
s velikou pravdépodobnosti se jednalo o jeden gen pro cukerny receptor. Jelikoz PxGr jsou

paralogni geny, nelze fici, jestli je namapovany gen ortologem PxGrl nebo PxGr2.

21



Tabulka 8: Obecné informace o piredpokladanych genech pro cukerné receptory nalezenych ve
slozeném genomu Y. evonymella. Exony Y. evonymella jsou del§i z divodu pfitomnosti inzerci.

Kontig Gen Pocet namapovanych mRNA mRNA Smér
exonul Y. evonymella (bp) | P. xylostella (bp)

217727 | PxGrl 5 1127 1098 reverse

217727 | PxGr2 7 1193 1092 reverse

121737 | PxGr3 4 1080 1050 reverse

4.3. Prohledavani BAC knihovny

Vysledky prvniho mapovani naznacuji, ze slozeny genom Y. evomymella neni
kompletni. Napftiklad dle vysledki BUSCO v genomu chybi 401 ortologni gent pro
Lepidoptera a 199 gent je fragmentovano. Nepfitomnost gent pro cukerné receptory, které by
odpovidaly PxGr4 a PxGr44 naznacuje, ze by se tyto geny mohly vyskytovat v téch ¢astech
genomu, které se nedostaly do ,,assembly“. Zarovei bylo oekavano, ze vSechny geny budou
mapovat pouze na jeden kontig, protoze se jedna o genovy klastr. Vyskyt gend na dvou
kontizich muaze také napovidat, ze slozeni genomu nebylo optimalni. Proto bylo dale pouzito
prohledavani BAC knihovny Y. evonymella a ONT sekvenovani vybranych klona k doplnéni

oblasti, ve které se potencialné vyskytuji geny pro cukerné receptory.

K prohledavani BAC knihovny bylo na genom Y. evonymella navrzeno celkem osm
primerd. Pro kazdy primer byl proveden primer test (Obr. 4) a zvolena teplota nasednuti

primerd.

primer 1 primer 2 primer 3 primer 4 primer 5

Zmp R 3 K-
R ELEY-ELX

“. - eae - ee ®ed _
& s ‘.‘*..

Obrazek 4: Ukazka vysledkii testovani primeri. PCR reakce byla provedena se tfemi riiznymi
teplotami nasedani: 58 °C (1), 60 °C (2), 62 °C (3), K- je negativni kontrola, M je velikostni marker
PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems). Vzorek 3 pro primer 5 chybi na gelu z davodu vyschnuti produktu
v prub¢hu reakcee.
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Selekce BAC klont probiha v nekolika krocich: PCR I slouzi k selekci matrixpoolti
(Obr. 5), PCR IT k ur¢eni piesné polohy BAC klonu v knihovné (Obr. 6). Vysledkem prvni PCR
byla selekce celkem Sesti matrixpoolt (MP 3, 9, 12, 14, 16,17), ve kterych by se potencialné
mohly vyskytovat useky genomu nesouci geny pro cukerné receptory. Vysledkem druhé PCR
bylo urceni tfi BAC klont, jeden pro PxGrl a dva pro PxGr3 (Tab. 9). Lokalizace téchto klona
v knihovné byla urcena podle klice od dodavatele (kapitola 3.3.4., Obr. 3).

Jelikoz je znamo, ze geny pro cukerné receptory tvoii genovy klastr, kde vzdalenost
mezi geny nepiesahuje 100 kbp, byla pouzita metoda ,,Chromosome walking®. Tato metoda
umoziuje najit v BAC knihovné klony nesouci ¢asti DNA, které navazuji na puvodni usek
zobou stran. Dle dodavatele by velikost DNA vlozené do bakterialniho plazmidu méla
v pruméru odpovidat 125 kbp. DNA pred klonovanim je nastiihana na nahodnych mistech,
proto piekryvy mezi molekulami mohou byt desitky az tisice bazi. Pomoci chromosome
walking 1ze teoreticky prodlouzit hledany usek DNA az 0 250 kbp, ale v praxi byva prodlouzeni
kratsi. Pro chromosome walking byl pouzit pouze jeden BAC klon 35:021. Vyizolovana BAC
DNA byla sekvenovana s univerzalnimi primery M13. Sekvence pro primer M 13 forward byla
dlouha 838 bp, pro M13 reverse 1020 bp. Dale nasledovalo druhé kolo prohledavani knihovny
s pouzitim primert navrzenych na oba konce tohoto klonu (Tab. 3). Béhem prohledavani se
podarilo vyselektovat tfi klony, jeden uplné novy klon 52:A24 a dva, které se shodovaly s klony
pro PxGr3 z prvniho kola prohledavani (Tab. 9).
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Obrazek 5: Ukazka vysledkiit PCR L. Pro PCR I byly zvoleny pouze matrixpooly, které byly pozitivni
ve vSech tfech opakovanich. Na obrazku je vysledek prvni PCR s pouzitim primert pro PxGrl exon 5,
Sedymi ramecky jsou znazornény prouzky, které byly urceny jako pozitivni. PCR II byla v tomto pripadé¢
provadéna na matrixpoolech 9, 12 a 14. Cisla uvedena na gelu odpovidaji pofadi matrixpooli
v superpoolu, K+ je pozitivni kontrola (genomova DNA), K- je negativni kontrola, M je velikostni
marker PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems).

Desticka Rada Sloupec

44@38&.,®.u.iu ubwoa

¢DlI D2 D3 |[RI R2 R4 RS R7 R8|S1 82 83 S5 §S6 S7 S8

Obrazek 6: Ukazka vysledki PCR II. Na obrazku je vysledek druh¢ PCR provadéné na
matrixpoolu 12 s pouzitim primera pro PxGrl exon 5. Podstatou tohoto kroku je uréeni polohy BAC
klonu v knihovné pomoci klice (Obr. 3). Pozitivni prouzky na gelu odpovidaji cislu desticky (2),
stejnému pismenu z 2. sloupce klice (O) a stejnému ¢islu z 3. sloupce kli¢e (21). D1-D3 jsou vzorky pro
urceni desticky, R1-R8 pro urceni fady a S1-S10 pro uréeni sloupce. K+ je pozitivni kontrola (genomova
DNA), K- je negativni kontrola, M je velikostni marker PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems).
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Tabulka 9: Vysledky prohledavani BAC knihovny. Umisténi vyhledavanych BAC klona
v knihovné.

Metoda Primery Desticka Rada |[Sloupec | Nazev
screening | scr_e5 Grl 35 o 21 35:021
screening | scr el Gr3 26 F 13 26:F13
screening | scr el Gr3 41 M 4 41:M4
chr. walking| chrw_ml13f 1 26 F 13 26:F13
chr. walking| chrw_m13f 2 41 M 4 41:M4
chr. walking| chrw ml3r 2 52 A 24 52:A24

4.4. Priprava BAC DNA pro ONT sekvenovani

Celkove byla izolovana DNA ¢ty BAC klont. Pred izolaci byly vybrany tfi kolonie pro
kazdy BAC klon a ovéfeny na piitomnost gent pro cukerné receptory pomoci PCR (Obr. 7).
Koncentrace DNA se po izolaci pohybovala mezi 244-352 ng/ul.

M
-
——
—

Obrazek 7: Ukazka vysledki PCR pro kontrolu BAC kloni. Grl exon5 je pozitivni kontrola, K- je
negativni kontrola a M je velikostni marker PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems).

Pred upravou DNA bylo potieba provést optimalizaci metody pro pouziti enzymu Afe 1.
Vzorek BAC DNA byl stépen po dobu 10-90 minut a poté byla reakce zastavena bud’
premisténim vzorku do -20 °C nebo pfidanim nanaseciho pufru. Vsechny reakce byly nasledné
naneseny na gel a nestépena DNA byla rozdélena podle velikosti v elektrickém poli (Obr. 8).
Jelikoz pro moje ucely bylo tfeba pouze CasteCné Stépeni, byly vzorky Stépeny po dobu
10 minut. Zaroven bylo zjisténo, ze vzorky, do kterych byl pfidan nanéSejici pufr, nebyly
kompatibilni s protokolem ONT. Finalni reakce byly tedy po 10 minutach zastaveny
okamzitym zchlazenim vzorku na -20 °C. Jelikoz béhem uprav dochazelo k velkym ztratam
DNA (Tab. 10), byla urCena optimalni pocate¢ni koncentrace vzorki minimalné 200 ng/ul

(12 000 ng). Vysledna koncentrace ptfipravené knihovny byla 10,2 ng/ul (153 ng).
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Obrazek 8: Optimalizace doby §tépeni BAC DNA pomoci Afe I. V prvni jamce je nanesen nestépeny
vzorek DNA, v dalsich jamkach jsou vzorky, které byly st€peny 10-90 minut. M je velikostni marker
PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems).

Tabulka 10: Vysledné mnozstvi BAC DNA v jednotlivych krocich uprav.

BAC klon Vyizolovana Stépeni Selekce dlouhych | Objem DNA v
DNA (ng) Exonukleazou V | fragmenti SRE (ng) | knihovné (ul)
35:021 14640 5150 3880 3,2
26:F13 21120 8900 900 13,9
41:M4 14640 6450 945 13,2
52:A24 19980 8150 635 19,7
4.5. ONT

Komirka pted sekvenovanim obsahovala 1558 funkénich port a sekvenovani probihalo
po dobu 18 hodin a 35 minut pfi pocateCnim napéti 200 mV. Béhem ONT sekvenovani se
podarilo ziskat 4,88 Gb dat, kterd dohromady tvofila 518 tisic ¢teni s odhadovanou hodnotou
N50 = 26,04 kbp. Dataset byl filtrovan na délku cteni > 30 kbp a kvalitu > Q15 v programu
Nanofilt a filtrovana data odpovidala hloubce ¢teni cca. 100x (Obr. 9).
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Obrazek 9: Rozlozeni kvality a délky sekvenci v datasetu A) pred filtraci, B) po filtraci.
ONT grafy jsou vygenerované programem Nanoplot.
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4.6. Mapovani gentl pro cukerné receptory

Sekvence ziskané ONT sekvenovanim se podafilo slozit do péti kruhovych molekul
DNA. Ke kazdému kontigu byl pfifazen klon pomoci mapovani PCR produkti pouzitych na
prohledavani knihovny (Pfiloha I) a urCena jeho velikost (Tab. 11). Kontig 8 byl pomoci
BLASTu urcen jako genomova DNA F. coli.

Tabulka 11: Informace o kontizich.

Kontig Klon Velikost (kbp) | Hloubka cteni
1 35:021 198,41 77x
2 52:A24 116,79 329x
3 41:M4 113 451x
4 26:F13 111,08 367x
8 genom E. coli 4572,1 14x

Dale byly namapovany exony gent Grl, Gr2 a Gr3 vyextrahované ze slozeného genomu
Y. evonymella na vSechny Ctyfii kontigy (Priloha IT). Zaroven byly také namapovany geny PxGr4
a PxGr44 P. xylostella, které nebyly nalezeny ve slozeném genomu. Gen Gr2 se znovu
namapoval na oblast shodnou s Grl (dale je tento gen uvadén jako Grl/2). Geny PxGr4 a
PxGr44 se opét nepovedlo namapovat. Navzdory vysledkiim chromosome walking 26:F13 a
41M4 se nepodafilo spojit s 35:021 ani mezi sebou. To samé platilo 1 pro klon 52:A24. Tti
klony 35:021, 26:F13 a 41:M4 obsahovaly gen pro Gr3. Celkova identita sekvenci téchto BAC
klonti v oblasti od prvniho do posledniho exonu Gr3 se pohybovala v rozmezi 97,2 % az
98,4 %. V oblasti exonu 1 se 26:F13 a 35:021 se lisily od odpovidajiciho tiseku na 41:M4 deleci
Ctyt nukleotidt (Obr. 10). V oblastech dalsich exont Gr3 se BAC klony mezi sebou lisi pouze
ptitomnosti nékolika jednonukleotidovych polymorfismu (Single Nucleotide Polymorphisms —
SNP), pficemz exon2 je u vSech klont zcela identicky (Obr. 11). Oblast dlouha 5000 bp ve
sméru 5'od prvniho exonu ma mezi klony vysokou podobnost 97,8 % (Obr. 12), kdezto
podobnost oblasti ve sméru 3"od posledniho exonu prudce klesa (Obr. 13). Jiz po 1500 bp
pozorujeme pokles identity na 76,9% a po 5000 bp je identita sekvenci pouhych 54,2 %.
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Identity
Ce 1. Gr3_41:M4

TGGGTTATACACCTTCGTCACGCACTTAC THNANETCAGTACAGTAAACCGGCGCGGG

te2Gr3.266F13 TGGGTTATACACCTTCGEGTCACGCACTTACT TCAGTACAGTAAACCGGCGCGGAG

e 2.Gr3 35021 TGGGTTATACACCTTCGTCACGCACTTACT TCAGTACAGTAAACCGGEEGCGGG

Obrazek 10: Porovnani sekvenci DNA Y. evonymella odpovidajicich produktu pro exon 1 Gr3.
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Obrazek 11: Porovnani geni Gr3 mezi tiremi BAC klony. Fialovou barvou jsou oznaceny namapovan¢ exony, ¢ervenou PCR produkty, v Sed¢ oblasti se
sekvence shoduji, v ¢erné se lisi.
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Obrazek 12: Porovnani okolnich oblasti ve sméru 5’od prvniho exonu. V Sedé oblasti se sekvence shoduji, v ¢erné se Lisi.
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Obrazek 13: Porovnani okolnich oblasti ve sméru 3"od posledniho exonu. V Sed¢ oblasti se sekvence shoduji, v cemé se lisi.
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5. Diskuze

5.1. Slozeni genomu Y. evonymella

Pro slozeni genomu Y. evonymella byl vyuzit program Supernova verze 2.1.1
(Weisenfeld a kol., 2017). Tento software byl optimalizovan na lidském genomu a vSechna
doporuceni pro jeho pouziti plati pro savce. SavCi genomy jsou zpravidla vétsi nez motyli, a
mohou se lisit v distribuci repetic. V praci Weisenfeld a kol. (2017) upozorfiuji na to, ze pii
skladani jinych genomu nez savcich, je tieba optimalizovat mnozstvi DNA, které je pridavano
do reakce pro vytvoreni ,, 10X Genomics Linked-Reads”. Dale doporucuji vyzkouset rizné
nastaveni hloubky c¢teni. Hloubka, ktera se pouziva pii skladani savCich genomu je 56x, to
odpovida parametru maxreads = 250 M pouzitému v této praci. Pfi porovnani slozenych
genomu s ruznou hloubkou ¢teni v této praci, se doporucené nastaveni ukazalo jako optimalni
1 pro predivky. Avsak nejde to fici jednoznacné, je vidét, Zze slozeny genom neni zcela
kompletni, coz by kromé parametru maxreads mohlo byt ovlivnéno i pfipravou sekvenacni
knihovny (Weisenfeld a kol., 2017). Jelikoz se ale jednalo o prevzata sekvenacni data, detaily
tohoto postupu nam nejsou znamé. Je dulezité zminit, ze samotny projekt Darwin tree of life
pouziva primarné¢ PacBio a ONT data, ke kterym maji dopliikové sekvence zpracované
10X Genomics (Bishop et al., 2021). Vétsinou se jedna o kombinaci dvou az Ctyf metod
zaroven. Y. evonymella je jeden z mala organismu, u kterého jsou zatim dostupna pouze

10X Genomics data.
5.2. Slozeni BAC klont

Béhem skladani sekvence BAC klont byl taktéz slozen cely genom FE. coli, ktery by se
nemél vyskytovat v pfipravené sekvenacni knihovné. Existuji dva kroky, ve kterych mohlo
dojit k chybé. Pfi spravném prabéhu experimentu by se méla veskera bakterialni genomova
DNA odstranit jiz béhem izolace plazmidové (BAC) DNA. Soupravy pro danou izolaci funguji
na principu alkalické lyze (Sambrook & Russell, 2001). Nejdiive se provadi lyze bunek
v alkalickém prostiedi, pii které je cely jejich obsah uvolnén do roztoku, béhem tohoto kroku
dochazi k denaturaci nukleovych kyselin a proteinid. Nukleoidova DNA a bakterialni proteiny
precipituji pfi neutralizaci roztoku, kdezto plazmidovda DNA diky kratsi délce renaturuje a
zustava tak v roztoku. Precipitat obsahujici proteiny a chromosomalni DNA se odstrani
centrifugaci a plasmidova DNA se ze supernatantu vysrazi isopropanolem a promyje
ethanolem. Spravné by meélo dojit k odstranéni vysrazené DNA dfiv, nez dojde k jeji renaturaci

a zpétnému rozpusténi. Pro tento krok plati pravidlo, ¢im kratsi je molekula DNA, tim rychleji
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dochazi k renaturaci. To znamena, ze pokud by genomova DNA E. coli byla béhem izolace
nalamana na kratké uiseky, mohlo by dojit k tomu, Ze by ztstala v roztoku spolu s plazmidovou
DNA. Takova DNA by se vyskytovala ve vzorku v linearni podobé, a proto by méla byt
odstranéna Exonukleazou V. Exonukledza V byla zakoupena specialné pro tento konkrétni
experiment a vzhledem k tomu, ze enzym byl novy a uchovéval se v podminkéach doporuc¢enych
vyrobcem, je velmi mala pravdépodobnost, ze by mél snizenou reaktivitu. Uvazujeme-li, ze
enzymatické §tépeni probéhlo v poradku, pak to znamend, ze se vzorku nachéazela kruhova
DNA E. coli. Zaroven ale lze fici, ze kontaminace knihovny neméla velky vliv na jeji kvalitu.
V Tab. 11 je vidét, ze nejmensi hloubka cteni u BAC kloni byla 77x a nejvétsi 451x, u
genomoveé DNA L. coli pouze 14x.

Sekvenovana knihovna byla tvofena tak, aby vSechny klony byly zastoupeny ve
stejném mnozstvi, proto je zvlastni, ze hloubka ¢teni 35:021 je pétkrat nizsi, nez u ostatnich
klont. Tento jev lze vysvétlit tim, ze klon 35:021 je nejdelsi, a to znamena, Ze se ve vzorku se
stejnym mnozstvim DNA (250 ng) nachdzelo méné kopii tohoto klonu. Ale také Ize
predpokladat, ze tato hloubka Cteni byla ovlivnéna tim, ze vzorek byl kontaminovan DNA
E. coli. Pti izolaci DNA mél klon 35:021 nejnizsi vytézek a DNA tohoto klonu se nepodatilo
ziskat v dostate¢ném mnozstvi ani béhem nékolika opakovani izolace. Pro sekvenovani byla
pouzita DNA z nékolika izolaci, coz mohlo vést ke zvySenému riziku kontaminace DNA

E. coli.
5.3. Anotace genu pro cukerné receptory

BAC klony byly rozliSeny pomoci mapovani PCR produkti (Pfiloha I). Dale na tyto
klony byly namapovany exony gent Gr vyextrahované ze slozeného genomu Y. evonymella.
Zajimavym objevem této prace byl vyskyt tii kopii genu Gr3, pfiCemz se tento gen lisil v poctu
nukleotidii v exonu 1 mezi klonem 41:M4 a dvojici klonti 26:F13 a 35:021. Vzhledem k tomu,
ze exony jsou urcené na zdkladé mRNA P. xylostella, ktera neni kompletni (neobsahuje ani
jednu z nepiekladanych oblasti ani pocatecni metionin), nelze presné fici, jaky konkrétni vliv
ma tato inzerce na sekvenci kodovaného proteinu. Zaroven ale vime, ze jiz prvni anotovany
exon pochazi z kodujici oblasti, 1ze tedy usuzovat, ze inserce se projevi bud” posunem cteciho
ramce, a tedy vyraznou zménou vétsSiny aminokyselin, anebo vznikem stop kodonu a vznikem
nefunkcniho proteinu. Je tedy mélo pravdépodobné, ze pozorované rozdilné varianty genu Gr3
jsou dusledkem velké vnitrodruhové variability, ktera by se mohla v BAC knihovné objevit
diky tomu, ze na jeji vytvoreni byly pouzity desitky jedinci z jedné populace. Piestoze se

celkova identita anotovanych exona a intronti pohybuje v rozmezi 97,2 % az 98,4 %, coz zhruba
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odpovida nukleotidové diversité zjis§téné napt. u druhu Heliconius melpomene (Martin et al.,
2016) nebo poctu variabilnich nukleotidd u P. xylostella (Perry et al., 2020), homologie mezi
sekvencemi se ztraci necelych 1,5 kbp od posledniho anotovaného exonu, coz dale naznacuje,
ze hypotéza vnitrodruhové variability je malo pravdépodobna. DalSim vysvétlenim rozdilt
v anotovanych Gr3 muze byt jejich recentni duplikace. Tuto hypotézu nelze s dostupnymi daty
dostatecné testovat. Jednou z moznosti, jak potvrdit mozny vyskyt duplikace, je provedeni
BAC-FISH (Fluorescencni in situ hybridizace se sondou vyrobenou z bakteridlniho umélého
chromosomu). Pomoci této metody 1ze namapovat vyselektované BAC klony na chromozomy
Y. evonymella. Geny Gr se pravdépodobné budou nachéazet na chr. 15 podobné jako geny pro
cukerné receptory P. xylostella. Pokud se ukéaze, ze vSechny BAC klony hybridizuji na jeden
chromozom, lze ovéfit, jestli se jedna o chr. 15 pomoci specifickych genovych markera
(Behalkova, 2019). Pokud se tyto klony budou nachazet piili§ blizko u sebe, mohou
hybridizovat na stejnou oblast i kdyby se jednalo o duplikace. Je to dano strukturou
chromosomt, ve kterych je DNA hodné kondenzovana a dve oblasti, na které mapuji klony, se
mohou prekryvat. Resenim tohoto problému by bylo pouziti tzv. fiber-FISH, pii které se
molekula DNA natahne na sklicko a ma pak linearni podobu (Ersfeld, 2004).

Prestoze geny pro Gr maji spoleéného predka a jevi se jako ortologni pro nékteré
skupiny, jejich sekvence se mohou lisit o0 10-95 % mezi druhy (Engsontia a kol., 2014). Jiz
béhem mapovani genu P. xylostella na slozeny genom Y. evonymella bylo zjisténo, ze tyto
druhy maji pfili§ velkou mezidruhovou variabilitu. Naptiklad geny pro PxGrl a PxGr2 byly
namapovany na stejnou oblast a nebylo mozné urcit, o jaky paralog se jedna. Pro piesné urceni
gentl pro cukerné receptory by byl nejvice vhodny transkriptom Y. evonymella. Existuji dvé
moznosti sekvenovani mRNA pomoci Illumina nebo ONT. Béhem Illumina sekvenovani je
mRNA piekladana do cDNA (complementary DNA), nevyhodou tohoto kroku je riziko ztraty
malo zastoupenych transkriptd (Zucha et al., 2020), mezi které patii geny Gr. ONT na druhou
stranu Ize pouzit pro sekvenovani originalnich molekul RNA. Jednim z divodu, pro¢ vime tak
malo o cukernych receptorech Yponomeuta, je to, ze jsou jejich geny exprimovany pouze na
nekolika neuronech. Proto je velmi obtizné vyizolovat jejich transkript nebo vytvofit preparaty
pro hybridizaci genli pfimo na tkani (Dr. Peter Roessingh, Institute for Biodiversity and
Ecosystem Dynamics, Amsterdam, osobni sdéleni). Pro sekvenovani RNA metodou Illumina
je potieba 25-1000 ng RNA (Illumina Stranded mRNA Prep protocol, Illumina, Inc., USA), pro
sekvenovani ONT 50 ng polyadenylované RNA nebo 500 ng veSkeré RNA (Direct RNA

Sequencing protocol, Oxford Nanopore, UK). Nejvhodn&jsim materialem pro studium

33



cukernych receptort by mohla byt Gsta larev Y. evonymella, ve kterych se nachazeji chutové
senzily aktivné exprimujici geny Gr na svych neuronech (Latorre Estivalis et al., 2022).
Ptiprava vzorku z Celistnich makadel, ktery by mél dostacujici mnozstvi materialu k izolaci
doporuc¢eného mnozstvi RNA, by byla pfilis ¢asové a financné narocna. Tento problém by se
dal vyfesit kompromisem, tedy izolaci RNA z hlav larev, coz by usnadnilo preparovani a
zaroven by to stale zvysilo pravdépodobnost vyskytu transkriptl pro cukerné receptory oproti

izolaci RNA napftiklad z celého organismu.

Existuje také nékolik zpusobu, jak lze pokraCovat v sekvenovani oblasti kodujici
cukerné receptory. Prvni je velmi efektivni, ale finan¢né€ narocny, jedna se o vyhledavani genti
v celém genomu Y. evonymella slozeném z dlouhych cteni s vysokou presnosti (napi. PacBio
HiFi sequencing). Druhou moznosti je obohaceni o okolni sekvence jiz znamych genii pomoci
tzv. ,,Cas9 target enrichment”, které by mohlo byt provedeno z jednoho jedince (McDonald a
kol., 2021). Pfitomnost vice nez dvou variant okrajovych sekvenci jednoho Gr genu by
ukazovala na nedavnou duplikaci. Je to také dostupny zpusob, jak dostat chybéjici tseky DNA

pro sloZeni linearni sekvence obsahujici geny Gr aniz by bylo potfeba sekvenovat cely genom.
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6. Zaver

Cilem této prace bylo anotovat geny pro cukerné receptory u piedivky Y. evonymellia.
Nejdrive byl slozen genom Y. evonymella z dat dostupnych na strankéach projektu Darwin tree
of life. Dale byly na tento genom namapovany znamé geny pro cukerné receptory referen¢niho
druhu P. xylostella. Z péti znamych genu se podafilo namapovat pouze tfi, ptiCemz dva z nich
se nachazely ve stejné oblasti. Kvili nekompletnosti genomu byla oblast s pravdépodobnym
vyskytem gent Gr doplnéna pomoci sekvenovani klonti z BAC genomové knihovny metodou
ONT. Kombinovani nékolika metod sekvenovani je bézné a pouziva se napiiklad pii skladani

genomu v Darwin tree of life.

Na zékladé mapovani byly vybrany dva geny, které se jevily jako geny pro cukerné
receptory a na jejich exony byly navrzeny primery. Pomoci téchto primerti bylo provedeno
prohledavani BAC knihovny Y. evonymella. Béhem prohledavani se podafilo vyselektovat ti1
BAC klony. Déle bylo rozhodnuto provést chromosome walking za i€elem prodlouzeni finalni
oblasti s moznym vyskytem gent Gr. Celkové byla sekvenovana DNA c¢tyi BAC klond.
Sekvence byly slozeny do péti kruhovych molekul, které odpovidaly plazmidové DNA BAC

klonti a genomu £. coli.

Jednotlivé kontigy byly pfifazeny k BAC klonim pomoci mapovani PCR produktt
ziskanych béhem primer testu. Dale byly na klony namapovany exony genu pro cukerné
receptory vyextrahované ze slozeného genomu Y. evonymella. Podafilo se namapovat exony
odpovidajici genu Grl1/2 a tii kopie genu pro Gr3. Gen Gr3 na klonech 35:021 a 26:F13 oproti
41:M4 mél deleci Ctyt nukleotidd na prvnim exonu a prestoze samotné geny mély mezi sebou
podobnost v priméru 97,8 %, tyto tii BAC klony nebylo mozné spojit dohromady. Vsechny
tyto poznatky poukazuji na moznou recentni duplikace gent pro cukerné receptory. Ackoliv
experimentalné ziskana data nejsou dostatecna pro urceni kompletni sekvence gend, tato prace

pfinesla motivaci pro pokracovani ve vyzkumu cukernych receptort Y. evonymella.
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8. PFilohy

Priloha I: Vysledky Sangerovo sekvenovani béhem klon testu.
>scr13 26:F13 produkt

GCCGGAATATCGCACGAACTCCTAACACAACTCTCTCCATTGCTCGTKGGGSGAC
CTTAAGCCTTCTTATCAGGCCCATAGTCACCGACCAGGWCTCACATCCAAGTCAT
CACTGGCAACACACATGGGTTATACACCTTCGTCACGCACTTACTTCAGTACAGT
AAACCGGCGCGGGCACGGAATAAA

>scr13 41:M4 produkt

TCCTGACACRACTCTCTCCAKTGCTCGTTGGGCGACSTTGAGCCTKCTKATCAGAC
CCATAGTCAGCGACCAGGTCTCACATCCMAGTCATCACTGGCAACACACATGGGT
TATACACCTTCGWCACGCACTTACTTACCTCAGTACAGTAAACCGGCGCGGGCAC
GGAATAAAGCGTTTCGGCGGA

>scrS1 35:021 produkt

ATGCTATTGACTGGACTGACTGAMATYGRGAAKAYGATGCTTTACTARGARACA
ATATCWCCCATTTCCWWTTTCACGKAACTACTACTTACTTGCAATTTTCAKYGAT
GKATCRWATTAMACTTTATACATGCATATTGTTGTTAKAAACARCTGACCTATCA
GKGAAACMAACGCRTACACSCWTCTCCA

>chrw_52:A24 produkt

ARCCAGCTTCGATCGTTGATGTACTASCGTTAGGCATAKACGGMGACCCTTCCAT
GCWCTGAACGCGCCCTGTGTTGCTTAACCTTCGTGATACCTTAAGATCACTCAGG
TTACGGGGCTACGAGCGATTCCGAAAACCCGGAAAATTTTATTTATTGTAAACGA
ATTTTAAGGAATTTTTTACAAAAATGAGTTCAATGCAAGKATGATTAGCCGAATA
TTATCWTTGCTGGAGAMWTTTTTCCGAGYGGATCCTCGTTTGKMAWGGCCTGTG
AGGYTKTTGGTA
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Priloha II: Anotace cukernych receptort a usekt pouzitych pro screening na DNA BAC klont.
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Obrazek 1: PCR produkty namapované na BAC klony A) 35:021 obsahuje produkt pro Grl a Gr3,

B) 26:F13 obsahuje produkt pro Gr3.
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Obrazek 2: PCR produkty namapované na BAC klony C) 41:M4 obsahuje produkt pro Gr3, D)
52A24 obsahuje pouze produkt pro chromosome walking (chrw 52:A24 produkt)
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Obrazek 3: Mapovani exonu geni pro cukerné receptory na klon 35:021.
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Obrazek 4: Mapovani exonu geni pro cukerné receptory na klon 35:021, obrazek je priblizen na gen pro Grl/2.
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Obrazek 5: Mapovani exonti genu pro cukerny receptor Gr3 na klon 26:F13.
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Obrazek 6: Mapovani exonu genu pro cukerny receptor Gr3 na klon 41:M4.
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