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1. Uvod

1.1. Pohlavni chromozomy motyla

Pohlavni rozmnozovani je mezi eukaryoty Siroce rozsifeno, protoze ze své podstaty
umoznuje promichdni genetického materidlu, azvySuje tak Sanci potomkli na preziti
(Zimmer 2009). Systémy uréeni pohlavi lze rozdélit do dvou skupin. Bud'to je pohlavi uré¢eno
environmentalnimi faktory, a neni tak zavislé na genetické vybave, nebo piimo genetickymi
faktory, kdy je pohlavi jedince uréovano chromozomy nesoucimi geny pro vyvoj daného
pohlavi. Druhy jmenovany zplsob determinace pohlavi je mnohem castéjsi. Existuji v zasadé
dva chromozomalni systémy: saméi heterogamie (@XX/3XY), ktera je typicka pro savce
a vétSinu skupin hmyzu, asami¢i heterogamie (RWZ/3ZZ), kterou nalezneme u ptakd,
nckterych hadii a motylt. Pohlavni chromozomy se u rGznych skupin organisma vyvinuly
opakované a nezavisle (Bachtrog 2006), ptesto vykazuji vysokou podobnost co do funkce
aslozeni. Tato pozoruhodna konvergentni evoluce, diferenciace arole pohlavnich
chromozomti ve vzniku novych druhti pfedstavuji vyznamna a fascinujici témata v oblasti
evolucni genetiky.

Motyli (Lepidoptera) predstavuji druhové nejrozmanitéjsi skupinu zivocichd
s heterogametickymi samicemi. NejcastéjSi a ancestralni karyotyp tvoii 31 chromozomi
Vv haploidni sad¢ (Lukhtanov 2000), ale mezi diploidnimi organismy najdeme praveé u motyla
nejvetsi variabilitu vV poctu chromozomu, Ktery se mize velmi lisit i u blizce ptibuznych druht
(Traut etal. 2007). Nachazime karyotypy V rozmezi n = 5, napfiklad u jihoamerického motyla
Hypothyris thea (Nymphalidae) (Brown et al. 2004) az n = 226 u modraska Polyommatus
atlanticus (Lycaenidae) (Lukhtanov 2015). Chromozomy motyld jsou uniformni, malé
a holocentrické, tedy postradajici primarni konstrikci v oblasti centromery. Pti déleni buniky
se vlakna déliciho vieténka pripojuji na 30-70 % délky chromozomu (Senaratne et al. 2021).
Variabilita v poctu chromozomu je piicitana pravé holocentrické povaze motylich
chromozomtl, které pfi meidze snadno podlehnou fragmentacim nebo fuzim a dochazi tak
k prestavbam karyotypti (Bures a Zedek 2014; Zedek a Bures 2018; Hill et al. 2019).
Jednotlivé motyli chromozomy neni mozné rozli§it béznymi technikami pruhovani, a jejich
studium je umoznéno az diky molekularné-cytogenetickym metodam, naptiklad fluorescenéni
in situ hybridizaci. Variace této metody genomova in situ hybridizace (GISH) nebo
komparativni genomova hybridizace (CGH) umoziiuji identifikovat pohlavni chromozomy

a analyzovat chromozomalni piestavby (Traut et al. 2001; Yoshido et al. 2006).



Chromozom Z u motyla je podobny autozomiim, ¢asto je V karyotypu nejvétsi a nese
fadu pohlavné vazanych geni. Sekvencéné se od chromozomu W znaéné 1isi (Traut et al.
2007). Sekvence DNA chromozomu Z je mezidruhové konzervativni (Sahara et al. 2012),
ackoli vysledky studie Van’t Hof etal. (2013) potvrzuji, Ze na chromozomu Z dochazi
k dynamickym chromozomalnim pfestavbam V podob¢ inverzi, které mohou pfispét
k adaptivni evoluci a procesu speciace.

Chromozom W se nachazi u skupin Tischeriidae a Ditrysia zahrnujicich 98 % znamych
druhti motyla (Traut et al. 2007) a piesto 0 jeho molekularnim slozeni a roli v uréeni pohlavi
mame velmi malo informaci. Tento chromozom je obvykle tvofen pifevazné konstitutivnim
heterochromatinem, ktery obsahuje hojné mnozstvi repetitivni DNA, zejména mobilni
elementy (Hejnickova et al. 2023). To zpisobuje tézkosti pii skladani genomu (,,assembly*)
(Carey etal. 2022). Doposud bylo na chromozomu W nalezeno jen nékolik malo
protein-kodujicich gentl, které jsou obvykle kopii geni z chromozomu Z, naptiklad period
(per) umartinace Antheraea pernyi, Saturniidae) (Gotter etal. 1999) nebo laminin a
u drsnokiidlece biezového (Biston betularia, Geometridae) (Van’t Hof et al. 2013). Jediny
protein-kodujici gen specificky pro chromozom W, ktery byl dosud objeven, je GUW1
u cernopasky bavinikové (Helicoverpa armigera, Noctuidae) a jeho funkce neni prozkoumana
(Deng et al. 2020).

V karyotypu bazalnich skupin motyli (Lepidoptera), stejné jako u sesterského tadu
chrostikii  (Trichoptera), chybi chromozom W asami¢i pohlavi je charakterizovano
piitomnosti pouze jednoho chromozomu Z (Sahara etal. 2012). Avsak imezi bazalnimi
skupinami byl nalezen druh disponujici chromozomem W, Phymatopus californicus
(Hepialidae) (Volenikova 2015). U samic evoluéné mladsich skupin motyli se
chromozom W obvykle naléza, ale existuji i druhy, u kterych doslo k sekundarni ztrat€, napt.
Samia cynthia ricini (Saturniidae) (Yoshido et al. 2005). Nékteré druhy maji vEtsi pocet
chromozomti W, napiiklad Bactra lacteana (Tortricidae) s konstituci QWiW,Z/3Z1Z;
(Suomalainen 1969), jini zastupci maji nasobny pocet Z chromozomu, naptiklad Trabala
vishnou QW2z1Z,/32Z1Z1Z,Z; (Lasiocampidae) (Rishi etal. 1999). Vé&tsi pocet pohlavnich
chromozoml nalézame U karyotypovych ras a pocinajicich nebo kryptickych druhd, naptiklad
urodu Leptidea byly detekovany multivalenty tvofené vétSim poétem W i Z chromozomi
(Sichova et al. 2015; Hook et al. 2023).

Vznik pohlavnich chromozomu u eukaryot je tradicné vysvétlovan univerzalnim
modelem degenerace paru autozomti. Predpokladanym zacatkem procesu je mutace, ktera da

vzniknout pohlavni determinant¢ neboli faktoru urCujicimu pohlavi na jednom



z homologti autozomalniho paru. V blizkosti tohoto faktoru se za¢nou hromadit pohlavné
antagonistické mutace, tedy mutace vyhodné pro dané pohlavi ptipadné skodlivé pro pohlavi
opacné. Evolucné¢ uspéSnad kombinace pohlavné antagonistickych mutaci je udrzovana
omezenim rekombinace. Nerekombinujici oblast postupné geneticky eroduje, tj. akumuluje
mobilni elementy, tandemové repetice apseudogeny ajeji struktura je tvofena
heterochromatinem. Vznika tak degenerovany pohlavné specificky chromozom,
oznacovany Y V piipadé samci, respektive W v piipadé sami¢i heterogamie (Charlesworth
etal. 2005). Alternativnim zptisobem vzniku pohlavnich chromozomu je adopce B
chromozomu, coz je nadpocetny jaderny element DNA, jehoz vyskyt je v ramci populaci
a druhti variabilni. B chromozomy jsou z velké ¢asti tvofeny repetitivni DNA, ktera usnadiuje
ektopickou rekombinaci a diky tomu mize B chromozom ziskat pohlavi determinujici faktor,
ptipadné se mize zalit parovat S existujicim univalentem chromozomu X nebo Z (Clark
a Kocher 2019; Lewis et al. 2021).

Evolu¢ni ptivod chromozomu W u motyld doposud nebyl objasnén, roste vSak pocet
dukazi o jeho nekanonickém pavodu u riznych skupin fadu Lepidoptera z B chromozomu
(Dalikova et al. 2017; Dai et al. 2022). Konzervativni sekvence chromozomu Z a nedostatek
jeho homologie s chromozomem W hypotézy 0 ptuvodu chromozomu W z B chromozomu
podporuji (Fraisse et al. 2017). Navic nedostatek podobnosti mezi chromozomy W rtznych
druhd motyla poukazuje na moznost opakované adopce chromozomu B (Lewis et al. 2021).

Nase znalosti 0 diferenciaci pohlavnich chromozomu u zivo¢ichi vychazi ze studia
evolucné starych systému, kde jsou chromozomy jiz diferencované a degenerované. Moznost
evolu¢né mladé systémy (s rychlou evoluci pohlavnich chromozomd, ,,sex chromosome turn
over”), jako jsou napiiklad pravé motyli, ukterych se nezfidka vyskytuji neo-pohlavni
chromozomy (Bachtrog 2006; Bergero a Charlesworth 2008; Kaiser a Bachtrog 2010; Abbott
etal. 2017). Neo-pohlavni chromozomy vznikaji spojenim pohlavnich chromozomi
s autozomy, coz vede ke vzniku riznych konstituci, napt. neo-WZ1Z> nebo W1W-neo-Z. Neo-
pohlavni chromozomy se pomérné ¢asto vyskytuji U organismi S chromozomalnim systém
XXIXY, ato jak u bezobratlych (napt. u nékterych octomilek), tak u obratlovct (napt. u ryb
nebo Supinatych plazi). U organismi S pohlavnimi chromozomy ZZ/ZW jsou ale neo-
pohlavni chromozomy vzacné (Pennell et al. 2015), s vyjimkou motyli, U nichz jsou faze
pohlavnich chromozoml aautozomi bézné. Gonozomy se u takovych druht skladaji
Z evolucné ruzné starych ¢asti, coz nam poskytuje ptileZitost zkoumat jejich vznik, ranou

evoluci adiferenciaci ataké faktory, které chromozomalni fuze zpisobuji. Neo-pohlavni



chromozomy byly objeveny napfiiklad u obalece jable¢ného Cydia pomonella a dalsich
zastupct Celedi obalecCovitych (Tortricidae). Byla unich potvrzena faze chromozomu
Z s autozomem, ktery Uubource morusového (Bombyx mori, Bombycidae) odpovida
chromozomu 15 (Nguyen et al. 2013). U monarchy stéhovavého Danaus plexippus (Mongue
et al. 2017) je neo-Z chromozom tvofen ancestralnim Z a autozomem, ktery je homologem
chromozomu 16 u B. mori. Pfitomnost mnohacetného pohlavniho chromozomalniho systému
WZ1Z; byla prokazana také u Yponomeutidae, napf. u Teinoptila gutella a vSech druha
Yponomeuta kromé& Y. tokyonella (Provaznikova 2022). U této celedi vznikla tato
chromozomalni konstituce fizi mezi chromozomem W a homologem chromozomu 2

u B. mori, na kterém se nachazi klastr genti se expresi specifickou pro ovaria, viz Obr. 1.
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specifickou expresi
~ch. 2 B. mori

Z,

, W fuze x neo-W

w, ow Z,

par autozomu

v

Obrazek 1: Vznik neo-W u predivek rodu Yponomeuta. Chromozom W podstoupil fizi
S autozomem, na némz se nachdzel klastr nesouci geny s tkanové specifickou expresi
v samiCich ovariich. Neo-W se nadale paruje s pavodnim chromozomem Z, ale také
s homologem autozomu, ze kterého se stal chromozom Z». Pivodni autozomalni par odpovida

chromozomu 2 u Bombyx mori.

Doposud neni jasné, ¢im jsou casté fize pohlavnich chromozomii s autozomy
zpusobeny. Bliz§i studium genového obsahu autozomi tvoticich neo-pohlavni chromozomy
u vyse popsanych ptiklada (¢eledi Tortricidae, rodu Danaus a Yponomeuta) odhalilo, Ze tyto
autozomy nesou klastry gent, které jsou u B. mori exprimovany v ovariich (Suetsugu et al.
2013). Nabizi se tak moznost, ze vznik neo-pohlavnich chromozomi je pohanén pohlavné
antagonistickou selekci. Geny prospéSné pro samice a Skodlivé pro samce vedou

ke konfliktu, ktery mtize byt selekci vyfesen pohlavné specifickou expresi pouze u samic, jak



je tomu u B. mori, kde jsou chorionové geny potfebné pro vytvoreni obalu vajicka na
chromozomu 2 a exprimuji se pouze V ovariich (Suetsugu et al. 2013). Druhou moznosti je
vznik selek¢niho tlaku na t€sn€jsi vazbu téchto genii na samici pohlavi, tj. na chromozom W.
Pro zodpovézeni otdzky, zda jsou fuze pohlavnich chromozomil s autozomy Vv populacich
motyli zvyhodnény pohlavné antagonistickou selekci, je potfeba identifikovat pohlavné
antagonistické geny. Mank a Ellegren (2009) navrhli srovnani exprese jako nepfimy zptsob
identifikace pohlavné antagonistickych gend u kufete (Gallus gallus). Ve své praci
porovnavali expresi genil S riznymi ucinky U riznych vyvojovych stadii za ptedpokladu, Ze
exprese pohlavné antagonistickych gent je U ranych embryi, kdy jesté neni realizovan rozdil
mezi pohlavimi, U samce i samice stejna, ale 1isi se mezi dospélci, viz Obr. 2. Tento pfistup
neni ovlivnén kompenzaci genové davky ani meiotickou inaktivaci pohlavnich chromozomii,

které se vyvinuly U nékterych taxontl.

gen vyhodny pro samice, Skodlivy pro samce

H

|

? & 3 3

relativni Uroven exprese

embryo dospélec embryo dospélec

Obrazek 2: Piiklad exprese pohlavné antagonistického genu. Uroveii exprese genu, ktery
je vyhodny pro samice ale nevyhodny pro samce je U embryi stejna, zatimco u dospélych

samic je exprese vyssi a u samcich dospélcti je potlacena (Mank a Ellegren 2009, upraveno).

Vyuziti porovnani exprese U motyll za ¢elem identifikace pohlavné antagonistickych
genll brani absence metod pro spolehlivé urceni pohlavi v ¢asnych stadiich vyvoje, tj.
U embryi a mladych larev, u kterych se obvykle neprojevuje pohlavni dimorfismus a samce

a samice tedy nelze morfologicky odlisit (Fukova et al. 2009).



1.2. ldentifikace pohlavné specifickych sekvenci DNA

Ovéieni pohlavi U ranych vyvojovych stadii hmyzu je zapotiebi nejen pro testovani
vlivu pohlavné antagonistické selekce zminéné vyse, ale také v celé plejadé biologickych
disciplin, od imunologie a parazitologie pies metabolomiku az po studium migrace
a popula¢ni dynamiky (Belousova etal. 2019). Identifikace pohlavi je také nezbytna
Vv biologickych metodach regulace $iFeni hmyzich Skidci, kde se vyuziva sterilizace samcii
¢i samic (Koukidou a Alphey 2014; Marec a Vreysen 2019). Rozliseni pohlavi na zakladé
morfologickych znaki je v ¢asnych fazich vyvoje u vétSiny hmyzu obtizné. Zaroven se vSak
vétsina praci provadénych na motylech (Lepidoptera) soustiedi pravé na studium larev, nebot’
zvitata Vv subadultnich stadiich jsou nejvétsi hrozbou pro soucasné intenzivni zeméedélstvi
a lesnictvi (Zalucki et al. 2012; Jumaev et al. 2021).

Spolehlivé uréeni pohlavi (,,sexing*) je umoznéno, pokud jsou pro dany druh dostupné
pohlavné specifické markery. Tradi¢nim markerem pouzitelnym u mnoha druhti motyla je
heterochromatinové télisko, tzv. ,.sex chromatin“ nebo Smithovo télisko, které se nachazi
Vv interfaznich jadrech samic (Smith 1945; Traut a Marec 1996). Pohlavné specificky
chromatin je tvofen chromozomem W a indikuje tak jeho piitomnost. Metoda vSak funguje
pouze U druht s jasné diferencovanym chromozomem W, zatimco U druhii S neo-pohlavnimi
chromozomy neni technika spolehliva. U nékterych druhG Smithovo télisko chybi, ackoli
chromozomem W disponuji, naptiklad ujasoné¢ dymnivkového (Parnassius mnemosyne,
Papilionidae) (Vlasanek et al. 2017). Zaroven je tato metoda z praktického hlediska pouzitelna
aZ U stfednich apozdnich larvalnich instari. Rand vyvojova stddia jsou na piipravu
chromozomalnich preparati zpravidla ptili§ mala, atkoli naptiklad v praci Fukové (2009) bylo
timto zpisobem ovéfovano pohlavi jiz u Cerstvé vylihlych larev.

Pohlavi 1ze ovétit také metodou pritokové cytometrie, ktera detekuje odlisné mnozstvi
DNA v bunkach samic a samct na zaklad€ rizné velikosti chromozomi Z a W, eventuelné
absenci chromozomu W. Genom samic u druhd, které postradaji chromozom W je mensi, nez
genom samcu a zaroven lze touto metodou urcit velikost chromozomu Z (Hejnickova et al.
2019). Tento zptisob je naro¢ny jak na potiebny material, tak na samotny postup.

Rada molekularnich testli pro uréeni pohlavi u zvitat je zalozena na PCR amplifikaci
znamych pohlavné vazanych usekii DNA, tedy na porovnéavani alel ¢i poctu kopii stejného
genu u raznych pohlavi. Rozsitenym zptisobem genetického ovefeni pohlavi U ptakt je vyuziti
rizné velikosti intronti v genu CHD (,,chromo helicase DNA-binding gene®). Poloha CHD

genu Vv nerekombinantni ¢asti chromozoml Z a W umoznila rozdilnou evoluci téchto tzv.



gametologt, které tak maji na obou chromozomech riiznou délku, coz je spolehlivy marker
(Griffiths et al. 1998; Vucicevic et al. 2013). U vrtule velkohlavé (Ceratitis capitata, Diptera,
Tephritidae) byl popsan postup molekularniho sexingu na zakladé homologickych oblasti
kodujici ITS1 (internal transcribed spacer®), pohlavné vazané ribozomalni DNA, pfi¢emz
samci a samice jsou rozliSeni na zakladé vzoru restrikénich fragmentd vzniklych po §tépeni
produktti PCR restrik¢nim enzymem (Douglas et al. 2004). V téze praci byla také jako marker
pro samce pouZita repetitivni DNA pochazejici z Y chromozomu.

Metody molekularniho uréeni pohlavi pouzitelné i pro vajicka a ¢asné instary byly
vyvinuty pro nékolik druhd motyli. U nejlépe prostudovaného motyla bource morusového
Bombyx mori je znam gen feminizer (fem), ktery je na chromozomu W, koduje kratké regulaéni
RNA a zodpovida za determinaci pohlavi (Abe et al. 2008). U zavijec¢e kukuti¢ného (Ostrinia
nubilalis) byly detekovany dva mikrosatelity specifické pro samice (Coates a Hellmich 2003).
Na obalece C. pomonella byla nalezena sekvence specifickd pro chromozom W (CpW2-
EcoRlI), ktera byla spole¢né s genem period (Cpper) lokalizovanym na Z chromozomu pouzita
jako marker pro metodu multiplex PCR (Fukova et al. 2009). Na zaklad¢ této prace byl
molekularni sexing proveden také u obale¢e mramorovaného (Lobesia botrana, Tortricidae),
unéjz byly nalezeny homologni sekvence CpW2 abyly ovéfeny metodou duplex PCR
spolecné s ¢asti genu EF1-a (elongation factor 1 alpha) jako vnitini kontrolou (Aguirre et al.
2020). Na chromozomu W zavije¢e mouc¢ného (Ephestia kuehniella, Pyralidae) bylo
dokézano, Ze obsahuje inserty mitochondridlni DNA, jejichz fragmenty bylo mozné pouZit
jako PCR markery pro ovéteni samiciho pohlavi (Traut et al. 2013). Gen GUW1 byl pouzit
jako marker pro identifikaci samic u ¢ernopasky H. armigera. Gen byl odhalen mapovanim
transkriptomu ziskaného z vaji¢ek na sam¢i genom a jedna se 0 prvni protein-kodujici gen
specificky pro chromozom W, ktery byl u motylti objeven (Deng et al. 2020), jeho funkce vsak
neni objasnéna.

Piekazkou pro $irsi uplatnéni vyse uvedenych metod je skutecnost, Ze jsou zaloZeny na
detekci znamych sekvenci vazanych na chromozom W. Tento chromozom v$ak u zadného
zastupce motylt nebylo dosud technologicky mozné kompletné osekvenovat kvili jeho
repetitivnimu obsahu (Sahara et al. 2003; Traut et al. 2007; Kawamoto et al. 2022). K rozsifeni
naSich znalosti 0 molekularnim slozeni chromozomu W vSak mohou pfispét neustale

pifibyvajici sekvenacni data.



1.3. Novodoba sekvenac¢ni data

Prvni rozsifenou sekvena¢ni metodou bylo Sangerovo sekvenovani (Sanger et al. 1977)
zalozené¢ na modifikované replikaci DNA. Sangerovo sekvenovani fungujici na principu
inkorporace dideoxynukleotidit DNA polymerazou se pouziva dodnes, avSak rozsifenéjsi je
sekvenovani tzv. druhé generace, které vzniklo v 90. letech. Ptineslo rychlejsi a mén¢ pracné
zpusoby cteni molekul DNA. Dominantni metodou této generace je Illumina sekvenovani,
jehoz princip spociva Vv syntéze fetézce DNA na PCR amplikonech generovanych pomoci
oligonukleotidovych technickych sekvenci ptichycenych k desticce tzv. ,,flow cell“, pficemz
se meéti emise svétla, které je uvoliiovano po kazdém pridani nukleotidu. Tato metoda je velmi
ucinnd, maximdalni délka jednotnych sekvenci sice dosahuje jen n¢kolik stovek part bazi
(obvykle 100-250 bp), je vsak velmi piesna a chybovost se uvadi maximalné 1 % (McCombie
et al. 2019).

Na pocatku 21. stoleti vznikly sekvenacni metody tieti generace, které ctou Vv redlném
¢ase pouze jednu molekulu DNA. Detekce slozeni molekul je rychla, umoziuje ziskat az
miliony bazi dlouhé sekvence, které ale maji oproti Illumina sekvenovani vyssi chybovost
(v rozmezi zhruba 5-15 %). Opakované sekvenovani vSak chybovost snizuje (Lin et al. 2021,
Wang etal. 2021). V soucasné dobé na trhu pievladaji dvé sekvenaéni technologie tieti
generace — Pacific Biosciences (PacBio, USA) a Oxford Nanopore Technologie (ONT, Velka
Britanie) (Udaondo et al. 2021).

Principem sekvenovani metodou ONT je prichod DNA molekuly nanoporem
ukotvenym na membrané, inspirovanym bakteridlnimi transmembranovymi proteiny. DNA
molekula je diky motorovému proteinu protahovana nanoporem, ktery je opatien elektrodami
zaznamenavajicimi specifické zmény iontového proudu pii prichodu jednotlivych nukleotid
a v podob¢ kiivky je tak identifikovana cela prochazejici molekula DNA. Technologie
umoziuje detekovat i epigenetické modifikace jednotlivych bazi (Schatz 2017).

Prilom v dostupnosti sekvenovani nastal vroce 2014 uvedenim pienosného
sekvenatoru MinION na trh. MinION je malé a cenové dostupné zafizeni, které se piipojuje
k pocitac¢i standardnim USB portem. Naléza uplatnéni v celé Skale védnich disciplin, protoze
umoznuje V kratkém case urcit sekvenci jak DNA, tak RNA. Jadro sekvenatoru tvoii
pritokova komtirka (,,flow cell®), kterd ma membranu s 512 méficimi kanaly z nichZ kazdy je
napojen na ¢tyfi nanopory. V realném cCase je ale mozné sekvenovat pouze na jednom z nich.

DNA molekula prochazi nanopdrem rychlosti 400-450 bazi za sekundu a vyrobce uvadi zisk



az 100 Gbp béhem tii dni, pficemz délka sekvenci dosahuje stovky tisic, ojedinéle i miliony

bazi (nanoporetech.com).

wewvr

pohlavnich chromozomt W a Y, které¢ byly diive ze sekvenacnich projekti navzdory svému
biologickému vyznamu obvykle vylouceny. Identifikace sekvenci vdzanych na pohlavi se
setkava predevsim se dvéma obtizemi. Zaprvé jsou sekvence chromozomia Wa Y vysoce
repetitivni a zadruhé tyto chromozomy obecné ziskavaji pouze polovi¢ni sekvenacni pokryti
Vv porovnani s autozomy (Tomaszkiewicz et al. 2017; Carey et al. 2022). Byly vSak popsany
komparativni genomické metody, které své principy stavi pravé na vySe uvedenych

faktorech a vyuzivaji porovnavani pohlavné specifickych k-meri.
1.4. K-merovéa analyza

,»K-mery* jsou stejné¢ dlouhé prekryvajici se useky sekvence DNA o stanovené délce
..k viz Obr. 3.

k=2: k=4: k=6:
AAGTCCATGG AAGTCCATGG AAGTCCATGG
AA AAGT AAGTCC
AG AGTC AGTCCA
GT GTCC GTCCAT
TC TCCA TCCATG
CcC CCAT CCATGG
CA CATG
AT ATGG
TG
GG

Obrazek 3: Znazornéni principu rozkladu sekvence na Kk-mery. Sekvence
AAGTCCATGG je rozlozena na k-mery pro hodnoty k = 2, 4 a 6.

K-mery se uplatiuji jako velmi uzite¢ny bioinformaticky nastroj. Pouzivaji se pii
sekvenovani DNA Ke zjisténi prekryvii mezi nahodnymi fragmenty, coz je klicové pro slozeni
kratkych sekvenci do celého genomu (Manekar a Sathe 2018). K-merova analyza se také
uplatiiuje pii studiich raznych aspekti genomi, vcetné jejich struktury afunkce, ataké
umoziuje detekovat sekvenacni chyby a jednonukleotidové polymorfismy (SNP) (Leggett
a MacLean 2014; Miyao et al. 2019).



Porovnani k-mert ziskanych ze sekvenacnich dat umoziuje detekovat oblasti, které se
mezi vstupnimi sekvena¢nimi daty lisi. Predpokladem pro vyuziti k-merové analyzy K uréeni
pohlavi je, Ze se na pohlavnim chromozomu W (nebo Y) nachazi unikatni sekvence DNA,
které nejsou repetitivni, a odliSuji se od autozomui i svych homologi na Z (nebo X)
chromozomu. Jinymi slovy pii porovnani genomickych dat od obou pohlavi mohou k-mery
detekovat oblasti, které se vyskytuji pouze vV genomu heterogametického pohlavi (Carvalho
a Clark 2013; Li et al. 2018; Rangavittal et al. 2019; Wang et al. 2020; Zhang et al. 2021).

Jednim z piikladd nastroje, ktery vyuziva k-merové analyzy Kk identifikaci pohlavné
specifickych sekvenci, je Y chromozome Genome Scan (,, YGS*) (Carvalho a Clark 2013).
Jde o bioinformaticky postup (,,pipeline) slouzici k detekci sekvenci vazanych na
chromozom Y u ¢lovéka a octomilky (Drosophila virilis, Diptera, Drosophilidae). V praci
bylo vyuzito kratkych sekvenacnich ¢teni samice a sam¢iho sloZzeného genomu. Data byla
rozdélena na k-mery a po odstranéni téch, které odpovidali repeticim a sekvena¢nim chybam,
byly detekovany unikatni sam¢i k-mery. Ty byly nasledné namapovany na kompletni sam¢i
sekvenci genomu, a tak autoii dosahli zietelného odliseni fragmenti nalezicich autozomtiim
a chromozomu X. Na fragmenty DNA pfitomné u jedincti obou pohlavi bylo namapovano
méné nez 5 % unikatnich samcich k-mert, zatimco fragmenty specifické pro
chromozom Y méli 95-100% shodu se sam¢imi k-mery. Pomoci této metody bylo u D. virilis
nalezeno 800 novych scaffoldl vazanych na chromozom Y o celkové velikosti 8,5 Mbp a Ctyfi
nové geny. V lidském genomu, ktery byl pouZit jako pozitivni kontrola, byly pomoci YGS
odhaleny vSechny diive znamé geny nebo genové rodiny (Carvalho a Clark 2013).

Postup YGS byl aspésné ovéfen i U organismi s chromozomalnim uréenim pohlavi
WZ/ZZ, konkrétné na sekvenacnich datech emu (Dromaius novaehollandiae) (Zhang et al.
2017) a na bourci morusovém (B. mori) (Li et al. 2018).

YGS vyZzaduje vstupni data od jedné samice a jednoho samce, data z dalsiho samce je
mozné pouZit V ptipad¢ vyuziti validacniho kroku. Z toho plyne, Ze v ptipad¢ aplikace YGS
na outbredni populace mohou byt jako pohlavné specifické oznaceny i k-mery obsahujici
jednonukleotidové polymorfismy specifické pro daného jedince heterogametického pohlavi.
Tento aspekt Ize eliminovat pouzitim vice biologickych replik, a pfi vyhodnoceni brat v potaz
pouze k-mery, které se vyskytuji ve vSech replikach daného pohlavi.

Pfi k-merovych analyzach je pro hmyzi genomy (piiblizn¢ o velikosti 100-500 Mbp)
typicky vyuzivana délka k-meru k = 15 (Carvalho a Clark 2013; Li et al. 2018), ale Ize pouzit
I delsi k-mery, naptiklad 17-mery v praci Liu et al. (2019).
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1.5. Pfedivka brslenova jako modelovy druh

Studovanym modelem této prace je piedivka brslenova Yponomeuta cagnagella
(Yponomeutidae, Hiibner 1813). Tento druh byl studovan kviili odvozenému karyotypu, ktery
se 1iSi mezi pohlavimi. Samice maji 29 pdarG autozomi atfi pohlavni chromozomy:
neo-WZ1Z2, které v meidze tvofii trivalent, viz Obrazek 1. Samci maji 31 chromozomalnich
paru (Nilsson et al. 1988; Vesela 2012).

Predivka brslenova je béznym Sklidcem S holoarktickym rozsifenim. Vyskytuje se
lokalng, ale hojné a méa jednu generaci za rok. Zije v fidkych lesich, kiovinatych stranich,
Vv ruderalnich biotopech podél silnic a parcich s brslenovymi vysadbami (Menken et al. 1992).
Od poloviny do konce ¢ervence kladou samicky vajicka na vétve hostitelské rostliny. Larvy
se lihnou zhruba po dvou tydnech, ale ptezimuji pod ztvrdlymi vajecnymi obaly. Prvni instary
housenek se objevuji koncem dubna nebo zac¢atkem kvétna a zivi se Cerstvymi listy. Larvy
ptedivky brslenové Ziji ve spolecném zaptedku a pii pfemnoZeni mohou opftist svymi vldkny
celé kete a zpiisobit holozir. Kolem poloviny ¢ervna se kukli do kokont, které jsou volné
piipevnény k hedvabné siti na rostliné. Dospélci vylétaji z kokonti asi po dvou tydnech a brzy
poté se pari.

Piedivky jsou vyznamnym modelem pro vyzkum speciace aevoluce s ohledem na
zmény hostitelskych rostlin. Nad¢eled” Yponomeutoidea patii mezi jednu z nejstarSich skupin
zivocichd, U které se vyvinul externi ptijem potravy a ktera jiz ve spodni kiidé kolonizovala
rostliny. Do rodu Yponomeuta patii 76 znamych druhti (Ulenberg 2009), z nichz velka ¢ast
zpusobuje Clovéku ekonomické Skody zejména na rostlinach celedi jesencovitych
(Celastraceae), razovitych (Rosaceae) a vrbovitych (Salicaceae). Y. cagnagella spada do
komplexu deviti tzce piibuznych druht (Y. evonymella, Y. gigas, Y. grisea, Y. irrorela, Y.
mahalebella, Y. malinella, Y. padella a Y. rorrella), jejichz fylogenetické postaveni neni
doposud zcela vyjasnéno. Tyto druhy mohou Zit sympatricky, jsou si morfologicky podobné
a Vv laboratornich podminkach né€které z nich hybridizuji (Turner et al. 2010; Hora et al. 2019).
Spole¢ny ptedek druhii rodu Yponomeuta se pravdépodobné zivil brslenem evropskym
(Euonymus europaeus, Celastraceae). U ¢asti druhti véetné vySe zminéného komplexu
predivek doslo béhem geografické disperze ke zmén¢ hostitelské rostliny na n€které zastupce
razovitych. Nékteré druhy véetné Y. cagnagella se vsak opét vratili k pivodni zivné rostling

(Turner et al. 2010; Ulenberg 2009).
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2. Cile prace

U vétSiny druhd motyltl je mozné zjistit pohlavi jedince diky pohlavnimu dimorfismu

dospélcu, ptipadné pitvou larev v 3.-5. instaru, chybi vSak moznost ovéfit pohlavi U ranych

vyvojovych stadii. Pro studium role pohlavné antagonistické selekce v evoluci vzniku

pohlavnich chromozomil je nezbytné nutné vyvinout nastroje pro rychlé a spolehlivé uréeni

pohlavi embryi a larev prvniho instaru.

Predkladand diplomovd prace ma za cil identifikovat sekvence 2z pohlavniho

chromozomu W pomoci k-merové analyzy genomovych sekvenaénich dat obou pohlavi

predivky brslenové, Yponomeuta cagnagella.

Dil¢imi cili bylo:

osekvenovat genom samice piedivky Y. cagnagella,

ze ziskanych sekvenacnich dat poskladat samici sekvenci genomu,
identifikovat k-mery specifické pro samice,

pomoci nastroje YGS nalézt fragmenty chromozomu W,

navrhnout na tyto sekvence primery a ovéfit jejich specificitu,

oveétené PCR markery otestovat na jedincich ranych vyvojovych stadii.
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3. Metody

3.1. Material a data

Housenky a kukly zkoumaného organismu, tedy piedivek Yponomeuta cagnagella,
pochéazely ze dvou ruznych divokych populaci. Prvni ¢ast byla ziskdna z Amsterdamu
(Nizozemsko) od Petera Roessingha (Amsterdamska universita). Dal$i material byl sbiran
Vv jihoCeské obci Levin Petrem Nguyenem. Sebrané housenky byly do pozadovaného instaru
chovany na listech brslenu evropského (Euonymus europaeus).

Hruba sekvenacni data pro prvni ¢ast projektu (YGS) byla obdrzena od vedouciho prace
Petra Nguyena. Slo 0 sekvenaéni ¢teni ziskané technologii Illumina o délce 150 bp a bylo
pouzito parové ¢teni (pair end). V ramci této prace byl z DNA dalsi samice poskladan novy
genom a jako referenéni byl pouzit sam¢i genom, ziskany z prace (Volenikova et al. 2022).

Prehled pouzitych sekvenacnich dat je uveden v Tabulce I.

Tabulka I: Prehled vstupnich dat Yponomeuta cagnagella. Misto ptivodu je uvedeno
zkratkou: CZ = Ceska republika; NL = Nizozemsko. Sloupec ,,Rok* uvadi rok odchytu a rok
sekvenovani daného jedince. ,F_ONT* je genom ziskany Vv této praci, ,,M_ONT* je

poskladany genom publikovany Vv praci Volenikova et al. (2022).

O_zn§1éeni Pohlavi DO/HStO Rok Ziskano Typ dat
jedince pivodu
F1 Q NL 2010/2016 P. Nguyen [llumina
F2 Q Cz 2015/2016 P. Nguyen Illumina
M1 ) NL 2016/2016 P. Nguyen Illumina
M2 3 NL 2016/2016 P. Nguyen [llumina
M3 ) NL 2010/2016 P. Nguyen Illumina
F_ONT Q NL 2016/2021 A. Pilikova ONT
M_ONT 3 NL 2016/2021 A. Volenikova gen. assembly

K bioinformatickym analyzdm bylo vyuZivano prostiedi opera¢niho systému Linux
avypoCetni  zdroje  aulozné  kapacity  virtudlni  organizace =~ Metacentrum

(metavo.metacentrum.cz). Skripty, které byly v této praci pouzity, jsou dostupné na webové

platform¢ github: github.com/aneta-pilikova/w-chromosome-markers. Na tyto skripty

pouzivané Vv dil¢ich krocich vyzkumu je v pribéhu této prace odkazovano pomoci zkratek,

napi: (git/11_Jellyfish).
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3.2. Sestaveni samiciho referen¢niho genomu

3.2.1. Izolace vysokomolekularni genomové DNA

Genomova DNA pro sekvenaci dlouhych ¢teni byla izolovana z kukly samice piedivky
Yponomeuta cagnagella do té doby uchované v -80 °C (F_ONT, viz Tab. I). Samotna izolace
byla provedena kitem Circulomics Nanobind HMW, podle protokolu Nanobind Insect Big
DNA Kit, High Molecular Weight Insect DNA Extraction Protocol (Pacific Biosciences,
USA) optimalizovaného pro motyly. Postup byl proveden s t¢émito zménami: ve 2. kroku bylo
piidano 400 ul pufru CT, v 8. kroku bylo pouzito 300 ul pufru IL1, v 16. kroku bylo piidano
60 ul pufru BL3, v navazujicim kroku bylo pouzito 500 ul isopropanolu, ve 29. kroku bylo
DNA rozpusténo ve 100 pl pufru EB a v kroku 33 byl vzorek misto pokojové teploty uchovan
v lednici. Cistota ziskané DNA byla ovéfena pfistrojem NanoDrop One (ThermoFisher
Scientific, USA), koncentrace DNA byla stanovena zatizenim Qubit 4 Fluorometer s Kitem
Qubit dsDNA BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA) a délka fragmentd byla ovéiena
standardni elektroforetickou separaci (1,5% agardzovy gel v TAE, 5V/cm, barveno ethidium

bromidem).
3.2.2. Sekvenace DNA s vyuzitim technologie Oxford Nanopore

Z genomové DNA byla pfipravena sekvenacni knihovna podle protokolu Genomic
DNA by ligation SQK-LSK110 pomoci kit Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109, SQK-
LSK110 (Oxford Nanopore Technologies, Velka Britanic) a NEBNext Companion Module
for Oxford Nanopore Technologies Ligation Sequencing (New England BioLabs, USA).
Cilem tohoto kroku bylo pro¢isténi smési, oprava konci molekul DNA a nasledné navazani
adaptéru. Nasledn¢ byla DNA kvantifikovana pomoci Qubit 1x dsDNA HS Assay Kit na
zatizeni Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific, USA). Sekvenace DNA byla
provedena podle Genomic DNA by ligation SQK-LSK110 protokolu, na komurce FlowCell
R10.3 (1070 poru) ptistrojem MinlION Mk1B (ONT). Na FlowCell bylo naneseno 22 fmol
DNA. Sekvenace trvala 52 hodin pti —180 mV. Vysledkem sekvenovani byla data ve formatu
FASTS.

3.2.3. Skladani samic¢iho genomu

Primarni data ziskana ze sekvenacni platformy MinlON byla ptfevedena na sekvenci
ptislusnych nukleotidii procesem ,,basecallingu®. Jednotlivym signalim elektrického proudu

zaznamenanym pii priachodu nanopoérem tak byly pfifazeny odpovidajici dusikaté baze
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a hodnoty kvality, tedy pravdépodobnost chyby piekladu. Byl pouzit basecaller Guppy-4.4.1
(ONT), (git/01_Basecalling). V tomto kroku bylo zaroven provedeno filtrovani sekvenci na
kvalitu acteni smensim skéorem nez 7 byla odstranéna, protoze U nich byla nizka
pravdépodobnost piifazeni spravného nukleotidu. Vysledné sekvence byly uloZeny ve formatu
FASTQ. Nasledné¢ byla ovéfena kvalita sekvenacnich dat pomoci nastroje NanoPlot
(De Coster et al. 2018), (git/02_NanoPlot). Na zaklad¢ zjisténé délky sekvena¢nich Cteni
nebyla data dale filtrovana ak samotnému poskladani byl pouzit program Flye-2.8
(Kolmogorov et al. 2020), (git/03_Flyel). Zaroven byly v tomto kroku sekvence opraveny
sebou samymi na zakladé jejich piekryvu (,,polishing®) pomoci samotného nastroje Flye.
Vysledny soubor je tvofen ,,contigy*, tedy souvislymi genomovymi sekvencemi, u nichz je
poiadi DNA bazi znamo S vysokou mirou spolehlivosti aty jsou v nékterych piipadech
usporadany do delsich ,,scaffoldi®, obsahujicich fetézce contigli @ mezery. V této praci je pro
contigy i scaffoldy sestaveného genomu vyuzivan termin fragmenty. Kvalita ziskaného
genomu byla vyhodnocena nastrojem BUSCO (Simado et al. 2015), (git/04_BUSCOL1), ktery
ovéfuje informacni obsah a komplexitu assembly, ataké Quast (Gurevich etal. 2013),
(git/05_Quast). Timto zpusobem byl ziskan soubor, ktery je v prubéhu prace oznacovan jako
F_ONT, viz Tab. I, a ktery byl pouzit pro k-merovou analyzu (YGS). Pfi vyhodnoceni kvality
assembly (viz kapitolu 4.1) je tento soubor povazovan za prvni verzi (v1).

Genom byl posléze skladan znovu, ato postupem, ktery ve své praci pouzila Hruba
(2022). Uelem byla snaha 0 zvyseni kvality anasledné pouzitelnosti genomu pro dalsi
analyzy. Ze sekvenac¢nich dat byla pted sestavenim genomu odstranéna kratka ¢teni (,,ready*)
s vyuzitim nastroje NanoFilt (De Coster et al. 2018) a to se dvéma variantami nastaveni. Prvné
byla odstranéna sekvenaéni ¢teni mensi nez 5000 bp (v2) a v druhém piipadé¢ ¢teni kratsi nez
10000 bp (v3). Vznikly tedy dvé sady dat (,,datasety*), s nimiz bylo dale pracovano zvlast,
a byly nejprve opét vyhodnoceny pomoci nastroje NanoPlot (git/06_NanoFilt). Pro zvyseni
kvality sekvenci byl pro polishing pouzit také program Canu-2.1.1. (Koren etal. 2017),
(git/07_Canu). Genom byl nasledné skladan assemblerem Flye-2.8 (git/08_Flye2), coz opét
zahrnovalo i polishing. Pro vyhodnoceni kvality obou genomu sestavenych z datasetd
s riznou minimalni délkou sekvencnich cteni byly pouzity nastroje BUSCO, s modulem
Augustus (Manni et al. 2021), (git/09_BUSCO?2), a Quast (git/05_Quast). Tento zpusob

assembly zahrnoval filtrovani a vice polishing procedur.
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3.3. K-merova analyza s vyuzitim YGS

3.3.1. Analyza kratkych sekvenacnich ¢teni

Soubory se sekvena¢nimi daty ziskanymi technologii Illumina (F1, F2, M1, M2, M3,
viz Tab. 1) ve formatu FASTQ byly extrahovany a vSechny soubory s datovymi soubory pro
stejného jedince slouceny piikazem ,,cat”. Kvalita sekvenacnich ¢teni byla ovétena nastrojem

FastQC-0.11.5 (Andrews 2010), (git/10_FastQC).
3.3.2. Rozd¢leni sekvenci na k-mery

V souladu s postupem Vv publikované pipeline YGS (Carvalho a Clark 2013) byl
K filtrovani kratkych C¢teni ajejich rozlozeni na k-mery pouzit program Jellyfish-1.1.11
(Margais a Kingsford 2011), (git/11_Jellyfish). Byl pouzit piikaz ,,jellyfish dump®, jehoz
vystupem je seznam vSech k-mert a jejich pocet, s doporucenou délkou k-meru pro hmyz
k = 15. Minimalni kvalita sekvenci byla stanovena na 20 a minimalni frekvence k-meru byla
3. Vystupem tohoto kroku byly soubory ve formatu FASTA obsahujici vSechny 15 mery

nalezené v daném jedinci a jejich pocet.
3.3.3. YGS

Primarnim  pfistupem  knaplnéni  cild  bylo  vyuziti  publikovaného
postupu Y chromozome Genome Scan (YGS) pipeline (Carvalho a Clark 2013), viz kapitolu
1.4. Bioinformaticky postup (,,pipeline) YGS slouzi K identifikaci sekvenci specifickych
pro Y chromozom, tedy nachazejici se U samci. Pro ovéfeni tohoto pfistupu u motyld, kde je
heterogametickym pohlavim samice, byla pohlavi v publikovanych skriptech zaménéna.
YGS je zaloZzena na piimém porovnavani kratkych slov  DNA (k-mert) genomu
heterogametického pohlavi s kratkymi ready z opacného pohlavi, pfi¢emz odstranuje vSechny
typy identickych opakovani. YGS pracuje sbitovymi poli (bit-arrays), ktera mohou
kompaktné uchovavat pritomnost (kédovanou jako ,,1°') nebo nepfitomnost (,,0) kazdého
k-meru. Kazdy k-mer a jeho reverzni komplement povazuje za shodny a uklada ten, ktery je

abecedné prvni. Jednotlivé kroky pipeline YGS jsou znazornény na Obrazku 4.
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extrakce 15-mert z kratkych cteni
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Obrazek 4: Hlavni kroky YGS pipeline. Postup zahrnuje extrakci k-mert z kratkych ¢tent,
extrakci repetitivnich k-mert z genomickych fragmentd a porovnani mezi genomickymi
k-mery a k-mery z kratkych ¢teni. Zkratky pouzité v bitovych polich (bit-array): F = samice,
M = samec, R = repetice, G = genom. Sekvence pro validacni krok je z jiné samice, neZ ze
které byl poskladan genom. Nejprve bylo vytvoteno bitové pole pro 15 mery pfitomné
v kratkych ¢tenich samceu (,M*) a bitové pole reprezentujici 15 mery v kratkych ¢tenich
samic (,,F*), kterd slouzila pro validaci. Dalsi bitové pole bylo vytvotfena pro 15 mery, které
se Vv sestaveném sami¢im genomu vyskytovaly vice neZ jednou, opakované k-mery, ulozené
v bitovém poli (,,R%). Ctvrté bitové pole bylo ziskano ve finalnim kroku pro kazdy fragment
sestaveného genomu (,,G*). Ta byla porovnana s bit-array F, ¢imz byly ziskany validované
samic¢i 15 mery, které byly nasledné porovnany s bit-arrays M a R, ¢imz byl pro kazdy
fragment genomu ziskan podil unikatnich samicich k-merd, které nemaji shodu se sam¢imi

¢tenimi (Zhang et al. 2017, upraveno).

17



Skript YGS.pl (Carvalho a Clark 2013) je napsan v programovacim jazyce Perl. Postup

zahrnuje tfi hlavni kroky, které bézi samostatn¢.

1. YGS.pl mode trace. V prvnim kroku byla vytvoiena bitova pole (bit-arrays), reprezentujici
15 mery piitomné v kratkych ¢tenich samcu ,,M* a také samic ,,F* (git/12_YGS_trace).
2. YGS.pl mode contig. V této ¢asti byly extrahovany 15 mery z fragmenti reprezentujicich
sami¢i genom, ziskany slozenim dlouhych sekvenacnich ¢teni (viz kapitolu 3.2.3). Tento krok
slouzi k ziskani téch k-meru, které se v sestaveném saméim genomu vyskytovaly vice nez
jednou. Tyto repetitivni k-mery byly ulozené v bitovém poli ,,R*, (git/13_YGS_contig).
3. YGS.pl mode final run. V tomto kroku bylo ziskéano tfeti bitové pole pro kazdy fragment
sestaveného genomu ,,G*. Logicka operace G NOT R, poskytuje bitové pole S unikatnimi 15
mery pro fragmenty genomu (,,GSC*) a s pouzitim bit-array ,,F* je diky operaci ,,GSC AND
F ziskan soubor unikatnich validovanych 15 merd vyskytujicich se v jedné kopii (,,VSC®)
v kratkych ¢tenich samic. Nasledné je pomoci operace ,,VSC NOT M* dosazeno porovnani
sestaven¢ho genomu s kratkymi ¢tenimi samcii. Tento validacni krok je podle autort volitelny,
ale poskytuje jasn&jsi oddéleni mezi fragmenty DNA vazanymi na chromozom W a témi
ostatnimi. Vedle tohoto validaéniho kroku je soucasti pipeline logicka operace ,,GSC NOT
M poskytujici porovnani sestaveného samiciho genomu akratkych &teni samct
(git/14_YGS_finalrun). Vystupem kroku final run je tabulka s hodnotami uvadéjicimi pro
kazdy genomovy fragment napiiklad pocet rlznych 15 merti, pocet chybégjicich
u homogametického pohlavi, pocet unikétnich, a také % validovanych pohlavné specifickych
15 merq, tedy chybéjicich v druhém jedinci heterogametického pohlavi.

YGS pipeline byla sestkrat zopakovana pro vSechny dostupné kombinace dat, aby byla

zvysena pravdépodobnost, ze odhalené W-specifické sekvence nebudou falesné pozitivni.
3.3.4. Zpracovani vysledki YGS

Vysledkem vyse uvedeného postupu bylo Sest tabulek, z nichz kazda uvadéla podil
unikatnich sami¢ich 15 mert (z F1 nebo F2) pro kazdy fragment samic¢iho genomu (F_ONT),
které nemaji shodu s k-mery ziskanymi ze sam¢ich ¢teni (M1, M2, M3). Nasledné byl z kazdé
tabulky exportovan sloupec s nazvem scaffoldu ¢i contigu a piislusné procento validovanych
unikatnich 15 merd (v originale P_VSC_UK: percentage of valid single-copy k-mers
unmatched by the male reads), (git/15_proceeding). Pro dalsi analyzu byly vybrany pouze ty
fragmenty DNA chybgjici v samcich vzorcich ve vSech provedenych kombinacich. Jako

prunik vSech provedenych analyz byl vypocitan pramér hodnot P_VSC_UK pro kazdy
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fragment. Vysledkem téchto krokti byla finalni tabulka zobrazujici vysledky porovnani
genomickych sekvenci vSech samcti a se v§emi samicemi.

Z této tabulky byl na zakladé praméra hodnot P_VSC UK vytvoien histogram
v programu RStudio (Boston, USA) s vyuzitim baliku pro vizualizaci dat ggplot2 (Wickham
2016). Histogram zobrazil miru mapovani saméich ¢teni na samici fragmenty z YGS
(git/16_histogram).

Podle Zhang et al. (2017) 1ze za potencialn¢ pohlavné specifické povazovat ty scaffoldy,
které mély proporci nenamapovanych saméich k-mert vétsi nez 70 % a je doporuceno jejich
ovéteni metodou PCR. V této praci byly hodnoty P VSC UK filtrovany s hranici 75 % napftic¢
vSemi analyzami, ¢imz byly identifikovany fragmenty, které obsahovaly sekvence potencialné
specifické pro chromozom W. Filtrovani bylo provedeno Vv tabulkovém procesoru Microsoft
Excel (Office 16, Microsoft® Excel® pro Microsoft 365 MSO, Version 2108, Build
14332.20145).

YGS postupem byl ziskan seznam identifikatorl (fragmentti assembly F_ONT), které
maji vysoké procento samicich 15 mert (téméf se nevyskytuji v kratkych sekvenacnich datech
M1, M2 a M3), a jsou tedy potencialné specifické pro samice. Sekvence téchto fragmentt byla
ziskana z ptuvodniho assembly (F_ONT) a nasledné namapovana na sam¢i genom z dal$iho
jedince, ktery V dosavadni analyze nebyl zahrnut (M_ONT; Volenikova etal. 2022)
s vyuzitim programu BLAST (Altschul etal. 1990). Byla nastavena pomérné relaxovana
hodnota e-value (10%2), tedy pocet ocekavanych shod podobné kvality, které by mohly byt
nalezeny pouhou nahodou. Ty fragmenty, jez m¢ly mezi pohlavimi shodu vétsi nez 90 % byly
z dalsich analyz vylouceny, ¢im byl ziskan seznam sekvenci, které nemaji shodu ani v sam¢im
genomu dalsiho jedince, a tudiz Ize ocekavat, Ze jsou vazané na chromozom W. Byl vytvoien
soubor s kandidéatnimi samic¢imi fragmenty ve formatu FASTA,
(git/17_BLAST _proceeding).

Nésledné byly Vv téchto kandidatnich sekvencich zamaskovany repetice S vyuzitim

RepeatMasker (repeatmasker.org). Tento nastroj byl pouzit S vychozim nastavenim a jako

referen¢ni knihovna DNA byla zvolena Drosophila melanogaster.

Protoze YGS pracuje S bitovymi poli, jsou ztraceny informace o konkrétnich pouzitych
k-merech. Jako dalsi krok ovéifeni byly z vystupt Jellyfish ziskany k-mery unikatni pouze pro
samice (git/18_F_kmers), které byly namapovany na samic¢i assembly (F_ONT) s vyuzitim
nastroje bowtie2-2.2.9 (Langmead a Salzberg 2012) asamtools-1.3.1 (Li etal. 2009)
(git/19_Bowtie2). Byl tak ziskan soubor ve formatu BAM, na ktery byly v programu

Geneious Prime 2022.0.2 (Biomatters, Novy Zéland) nastrojem ,Map to reference®

19


http://www.repeatmasker.org/

namapovany také kandidatni W-specifické fragmenty ziskané postupem uvedenym vyse.
Takto byly identifikovany oblasti S hojnym vyskytem sami¢ich 15 mert.

Kandidatni fragmenty po zamaskovani RepeatMasker, které byly identifikovany jako
sami¢i postupem YGS, a které byly bohaté na samici k-mery, byly namapovany na referenéni
sam¢i genom M_ONT pomoci nastroje Map to reference v programu Geneious. Byl pouzit
standardni assembler Geneious S vychozim nastavenim. Sekvence, u kterych byla nalezena
shoda byly vytazeny, a vybér kandidatnich W-specifickych oblasti tak byl timto krokem jesté

zuzZen.
3.4. Navrzeni PCR primert pro ovéfeni kandidatnich sekvenci

Na kandidétni oblast, dle ptedpokladl specifickou pro chromozom W, byly navrZzeny
PCR primery s vyuzitim programu Geneious. Kritéria pro navrzeni primerQ byla nastavena na
délku 20 bazi, 0 offtargets, 50-55% CG, Hairpin Tm a Selfdimer Tm pod 40 °C a velikost
produktu 400-600 bp. Primery, které byly softwarem navrzeny byly in silico ovéteny
mapovanim jak na samici, tak na sam¢i genom, skrze nastroj Map to reference v Geneious.

Navrzeny byly také primery na geny pro vnitini kontrolu. Jako referencni autozomalni
geny, které se vgenomu vyskytuji uobou pohlavi pouze v jediné kopii, byly pouzity
acetylcholinesterdza-1 (Acel) (ncbi.nlm.nih.gov/gene/692783) a acetylcholinesterdza-2

(Ace2) (ncbi.nlm.nih.gov/gene/692776). Sekvence téchto primert byly staZzeny z databaze

NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA) pro druh Bombyx mori a jejich
piitomnost u samice i samce Yponomeuta cagnagella byla ovéfena v programu Geneious. Gen
Acel byl jako vnitini kontrola pouZit U studovaného druhu jiz v bakalaiské praci autorky
(Pilikova 2019) ato jako vnitini standard pro qPCR. Jako dalsi referenc¢ni gen byl pouzit
elongacni faktor 1 alpha, (EF1-a) ziskany od Anny Volenikové, ktery byl jako vhodny
autozomalni referen¢ni gen ovéfen i U jinych druhti (Cho et al. 1995; Carabajal Paladino et al.
2019). Primery navrzené pro vnitini kontrolu byly in silico otestovany spole¢né S ostatnimi
navrzenymi primery, aby byla ovéfena jejich komplementarita a vyloucena tvorba dimert
pomoci softwaru Multiple Primer Analyzer (ThermoFisher Scientific, USA, dostupné z:
thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-

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

tools/multiple-primer-analyzer). Teplota nasedani primert byla kromé programu Geneious

ovefena také nastrojem Tm Calculator (ThermoFisher Scientific, USA, dostupné z:

thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-
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biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-

calculator).

Primery byly syntetizovany firmou Generi Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, CR). Pfehled

primert navrzenych na oblasti W chromozomu je uveden v Tabulce Il a ptehled referen¢nich

primert v Tabulce I11.

Tabulka I1: Primery navrZené pro amplifikaci ¢asti chromozomu W.

Nazev Sekvence primeru Amplifikovany Velikost
primeru P fragment produktu (bp)
Ycag-1-F TATGTCTGCCGAATACGCCA .

contig_24514 643
Ycag-1-R TTCAAGGCGGGATTCGGATT
Ycag-2-F TCCGAATCCCGCCTTGAAAA )

contig_24514 600
Ycag-2-R GCGGGTTACATGTTTGGCAG
Ycag-3-F GAGTGTCGACAGCTGCAGTA .

contig_24514 672
Ycag-3-R CCCACATGCGCTTTCTACCT
Ycag-4-F GCTGACGCATACATTCGACG .

contig_24514 433
Ycag-4-R ACTAGTCAAAGCGGGCTTGA
Ycag-5-F TCAAGCCCGCTTTGACTAGT .

contig_24514 413
Ycag-5-R GGGCCGACTGGGTATGTTTT
Ycag-6-F GTGTTTGTGTGAGTGTCCGC )

contig_16238 311
Ycag-6-R TAGAGAGTGCGAGGTGGTCA
Ycag-7-F AGAGGTAGGCAGAGACCAGG )

contig_24139 444
Ycag-7-R ATGTGATATCGGGCGGCATT
Ycag-8-F GAGGTGAAACTGGCTGACGA .

contig_3883 340
Ycag-8-R AAACATTGTTGGTGAGCGGC

Tabulka I11: Piehled primert navrzenych na referen¢ni autozomalni geny.

Nazev primeru Sekvence primeru Velikost produktu (bp)
Acel-F CCACCTCCTCTGGCGAATAAT
Acel-R GATACGCCGAGACTGGCAAC e
Ace2-F TTTGCTCGATCTTGGGCCAA
Ace2-R ACGTCGCTTGTAGATGCCAT >
EFl-a-F CACATYAACATTGTCGTSATYGG
EFl-a-R CATRTTGTCKCCGTGCCAKCC o
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3.5. PCR ovéfeni kandidatnich markera

VSechny primery byly otestovany na vhodné nasedaci teploty teplotnim gradientem
55-65 °C, nebot’ se doporucené teploty velmi lisily mezi dodavatelem Generi Biotech sro.,
analyzatorem ThermoFisher Scientific a softwarem Geneious, kde byly primery navrzeny. Ze
dvou testovanych polymeraz - ExTaq (TaKaRa, Japonsko) a OneTaqg (New England BioLabs,
USA) se jako optimalni ukazala byt druha jmenovana. Byla testovana i riiznd koncentrace
DNA (10-90 ng/ul), pti¢emz se nejlépe osvéd¢ilo mnozstvi 50 ng na reakci.

Na PCR ovéteni primerd byla pouzita reakéni smés 0 objemu 20 pl se slozenim: 50 ng
DNA, 1x OneTaq Quick-Load Reaction Buffer, 1 U OneTaq Quick-Load DNA Polymerase
(New England BioLabs, USA); 10 uM forward a 10 uM reverse pro kazdy testovany primer
a 2,5 mM dNTPs (New England BioLabs, USA).

Pro PCR byl pouzit termocycler Biometra TAdvanced (Analytik Jena, Némecko)
a reakce méla nasledujici teplotni profil: poc¢ate¢ni denaturace pii 94 °C (3 minuty), 25 cykla:
denaturace pii 94 °C (30 sekund), nasedani primert pii odpovidajici teploté (30 sekund)
a elongace pii 68 °C (1 minuta na 1000 bazi produktu). Nasledovala finalni elongace pii 68 °C
(3 minuty) a zchlazeni na 4°C.

DNA pouzita pro PCR ovéteni byla ziskana z desitek jedinct obou pohlavi z ¢eské
I nizozemské populace, a to bud'to izolaci pomoci kitu NucleoSpin DNA Insect (Macherey-
Nagel, Némecko) dle protokolu vyrobce, nebo pomoci cetyltrimetylamoniumbromidu
(CTAB), podle postupu uvedeného v diplomové praci Kreklové (2020). Cast vzorki byla
ziskana béhem bakalaiské prace autorky (Pilikova 2019), dalsi vzorky byly izolovany stejnymi
metodami v letech 2021-2022. Pary primeri byly vzdy testovany na dvou riznych jedincich
od obou pohlavi a obou geografickych populaci.

Vysledek PCR byl ovéfovan gelovou elektroforézou. Vzorky a velikostni standard
PCRBIO Ladder i (PCR Biosystems, Velka Britanie), v nékterych piipadech Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder (Thermofisher Scientific, USA), byly naneseny na 1% agarozovy gel v 1x TAE
pufru (Tris-Acetate-EDTA: 40 mM Tris, 20 mM kyseliny octové, 1 mM EDTA; pH 8).
Fragmenty DNA byly nasledné barveny v 0,05% roztoku ethidium bromidu po dobu 15 minut
a zobrazeny v UV svétle dokumentacnim zatizenim AZURE 200, nebo AZURE 280 (Azure
Biosystems, USA).
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4. Vysledky

4.1. Assembly genomu

Kukla samice predivky brslenové, ze které byla izolovana DNA, vazila 49,5 mg
a koncentrace vyizolované DNA byla podle pfistroje Qubit 26,7 ng/ul a dle stanoveni na
spektrofotometru Nanodrop byla DNA dista bez proteinii nebo dal§ich kontaminanth
(260/280 = 1,87; 260/230 = 1,82). Slo 0 dlouhé molekuly DNA (> 10 000 bp), coz bylo
oveéteno elektroforeticky. Po pfipravé sekvenacni knihovny byla koncentrace DNA dle
ptistroje Qubit 44,8 ng/ul. Na flow cell bylo naneseno 12 pl, tedy 537,6 ng = 22 fmol.
Sekvenace probihala celkem 52 hodin. Bylo ziskano 12,5 Gb dat, z toho ¢teni delsi nez 10 kbp
tvotila 7,2 Gb. Délka nejkratsi sekvence, ktera pokryva alespon 50 % celkové délky genomu
readi (N50) odpovidala 16 635 bp, nejdelsi sekvence dosahovala 430 859 bp. Velikost
sam¢iho genomu Yponomeuta cagnagella je 710 Mbp (Volenikova et al. 2022), coz znamena,
ze genom byl pokryt (coverage) ptiblizn¢ 17x. Po basecallingu byla kvalita sekvenci ovétena
programem Nanoplot. Primérna délka ¢teni byla 4381,9 bp a pramérné skore kvality bylo
11,1.

Prvni verze (v1) genomu byla sestavena bez filtrovani kratkych sekvena¢nich ¢teni
a s polishing procedurou pouze programem Flye, viz kapitolu 3.2.3. Tento genom byl dale
pouzivan pro k-merovou analyzu jako soubor F_ONT, viz kapitolu 3.3.3. Nasledné byl ze
stejnych ONT sekvenaénich éteni sestaven genom znovu, viz skripty (git/5-9). Bylo vyuzito
filtrovani kratkych sekvenci, a polishing programem Canu i Flye a vznikly tak dv¢ dalsi verze
genomu — jeden u n¢hoz byla eliminovana sekvenacéni ¢teni krats§i nez 5000 bp (v2) a u dalsiho
chybéla ¢teni krat$i nez 10000 (v3). Komplexita assembly byla vyhodnocena programem
BUSCO. Pouziti BUSCO zaroveil s modulem Augustus, coz je genovy prediktor patii
K nepfesnéj§im programtim svého druhu (Manni etal. 2021), nepfineslo komplexnéjsi
vysledky. Nevétsi komplexity bylo dosazeno s referenénim datasetem endopterygota odb10
(git/04_BUSCO1), ato pro prvni verzi genomu, Viz Tab. IV a V. Programem BUSCO se
stejnym nastavenim byl ohodnocen i genom M_ONT (Volenikova et al. 2022).
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Tabulka IV: Vysledky z programu BUSCO. V tabulce jsou uvedeny pocty ortolognich genii
BUSCO (endopterygota_odb10) bez pouziti modulu Augustus pro slozeny genom
Y. cagnagella (v1, v2, v3a M_ONT [Volenikova et al. 2022]).

Parametr F_ONT (v1) (v2) (v3) M_ONT
kompletmch(cf:})USCO genl 2057 2 004 1984 2028
kompletnich BUSCO gent 1569 1673 1565 1826

Vv jedné kopii (S)
kompletnich duplikovanych

BUSCO gent (D) 488 1 0 2
fragmentovanych BUSCO a1 74 81 57

gent (F)

chybéjicich BUSCO genti 26 46 59 39
(M)
prohledanych BUSCO 2124 2124 2124 2124
skupin celkem

Srovnani vysledkd vsech BUSCO analyz ukazuje Tabulka V. Pro vSechny verze

assembly genomtli bylo lepSich vysledki dosazeno pfi pouziti referencniho datasetu

endopterygota bez modulu Augustus.

Tabulka V: Srovnani vysledku z programu BUSCO v procentech.

1) endopterygota

Referencni
Assemby BUSCO Vysledek
dataset
F_ONT

C: 96,9 % [S: 73,9 %; D: 23,0 %]; F: 1,9 %; M: 1,2 %, n: 2 124

(v2) endopterygota

C: 94,4 % [S: 78,8 %; D: 15,6 %]; F: 3,5 %; M: 2,1 %; n: 2 124

(v3) endopterygota

C:93,4% [S: 73,6 %; D: 19,8 %]; F: 3,8 %; M: 2,8 %; n: 2 124

M_ONT | endopterygota

C:95,5% [S: 86,0 %; D: 9,5 %]; F: 2,7 %; M: 1,8 %; n: 2 124

Kvalita assembly byla ohodnocena také programem Quast, z jehoz vysledki 1ze vidét,

Ze prvni verze genomu byla sestaven do N = 22107 contigi @ N50 dosahovala 124 kbp. Genom

sestaven ze ¢teni delsich nez 5000 bp (v2) byl uspofadan do N = 15513 contigti (N50 = 165

kbp) a verze sestavena ze ¢teni delSich nez 10000 bp (v3) se skladala z N = 10701 contigi

a hodnota N50 byla 178 kbp. Publikovany genom M_ONT m¢él nejméné contigti (N = 11779)
a nejnizsi hodnotu N50, ktera dosahovala 96486 bp, viz Tab. VI.
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Tabulka VI: Vyhodnoceni vlastnosti poskladaného genomu Y. cagnagella programem
Quast (v1, v2,v3a M_ONT).

Parametr F_ONT (v1) | (v2) (v3) M_ONT
contigli celkové 22 107 15513 10 701 11779
contigti=50000 4 446 3 656 4 081 4 248
nejdelsi contig (bp) 6 584 164 4 634 531 2 864 924 931 231
celkova délka (bp) 799 750997 | 735953 823 | 788 679 736 | 626 271 432
N50 (bp) 124 538 165 257 178 975 96 486
neznamych, N (bp) 1900 4100 2 600 3545
neznamych na 100 kbp 0,24 0,56 0,33 0,57

Ze srovnani uvedené¢ho v Tabulkach IV, V a VI je patrné, Ze filtrovani dat od kratkych
sekvenacnich ¢teni a nasledné polishing procedury (oprava ¢teni mezi sebou na zakladé
podobnosti) programem Canu nepfinesly vétsi komplexitu sekvence genomu. Genomové
verze 2 a 3 byly sestaveny do mensiho mnozstvi contigh a dosédhly vyssi hodnoty N50 (viz

Tab. VI), avsak genom bez Giprav mél mensi pocet chybé&jicich BUSCO gent (viz Tab. 1V).
4.2. Vysledky YGS

K-merovou analyzou byl stanoven celkovy pocet 15 merd v genomu F_ONT, ato
202 087 576, z toho unikatnich 90 859 741 (45,0 %) a repetitivnich 111 227 835 (55,0 %)

Kazdé opakovani k-merové analyzy postupem YGS (viz kapitolu 3.3.3) mé¢lo za
vysledek tabulku o0 jedenécti sloupcich pro kazdy fragment F_ONT genomu z celkovych
22149, které byly detekovany, viz Tab. VII.
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Tabulka VII: Ukazka ¢asti tabulky ziskané krokem final-run. Uvedeny vybér reprezentuje

vyslednou tabulku pro jedince M3 (trace) a F1 (male_trace), dale jako M3F1. GI: nazev

sekvence ve FASTA souboru; NUM: ciselny index sekvence; MAX K: maximdalni pocet

k-merd; K: poéet k-meri nalezenych v dané sekvenci; UK: pocet k-merti bez shody se

samc¢imi ¢tenimi; SC_K: pocet unikatnich k-merd nalezenych v sekvenci; SC_UK: pocet

unikatnich k-mert bez shody se sam¢imi ¢tenimi; P SC_UK: procento unikétnich k-meri bez

shody se sam¢imi Ctenimi; VSC K: pocet validovanych unikatnich k-mert; VSC UK: pocet

validovanych unikatnich k-mertt bez shody se samc¢imi ctenimi; P VSC UK: procento

validovanych unikatnich k-meri bez shody se sam¢imi ¢tenimi.

MAX SC_ | P.SC VSC_ | P_VSC
Gl | Num | K UK | SCK | Ui | "o | VSCK | "0k | Uk
contig
) 1 | 44736 | 43127 | 780 | 5564 | 375 | 67 | 5303 | 136 | 26
Coggg 2 | 17038 | 17021 | 185 | 111 | 87 | 784 | 20 4 20,0
contig 320 | 299 6
“looo | 3 So3 57 | 8606 (60627 | oo | 112 | 58175 | 5008 | 86
Cfgg'(?o 4 | 20688 (20479 | 1002 | 992 | 681 | 686 | 362 | 111 | 307
Cf(;‘g'(?l 5 | 40287 | 39587 | 1082 | 1322 | 720 | 545 | 635 | 164 | 258
—Eonﬁg
“looop| 6 | 8255 | 8213 | 310 | 302 | 210 | 695 | 123 50 | 407
contig 7| 11648 | 12610 | 127 | 1825 | 106 | 58 | 1572 | 17 11
10003 ' ’
contig
8 | 37510 | 36971 | 662 | 4923 | 518 | 105 | 4402 | 130 | 3,0
10004
contig
Tooos | @ 3833437117 | 876 | 5526 | 708 | 128 | 4994 | 336 | 67
Cfég'& 10 | 35733 | 34987 | 907 | 1497 | 648 | 433 | 857 | 192 | 224

Z téchto tabulek bylo ziskano procento validovanych unikatnich k-merd bez shody se

sam¢imi ¢tenimi (P_VSC_UK) pro kazdé opakovani, viz Tab. VIII.
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Tabulka VIII: Ukazka ¢asti finalni tabulky ziskané analyzou YGS. Vynesené hodnoty

odpovidaji procentu unikatnich samicich 15 meri, které byly pfitomny na daném fragmentu

assembly (P_VSC_UK). V popisku sloupce je zaznamenano, z jaké analyzy vysledek vychazi,

napi. M2F2 znamena, ze jedinec M2 byl pouzit jako trace a jedinec F2 jako male_trace.

V poslednim sloupci je prumér hodnot P VSC UK z vysledkii vSech analyz.

fragment | MIFL | MI1F2 | M2F1 | M2F2 | M3F1 | M3F2 (P_‘{;gg‘_éGK)

contig_1 6.8 41 8,7 5.5 26 26 5,05

contig_10 20 32 25 28 20 24 24,83
contig_1000 | 7.2 4,2 95 6.1 8.6 4,9 6.75
contig_10000 | 83 | 211 16 171 | 307 | 321 20,88
contig_10001 | 252 | 434 | 201 | 285 | 258 | 301 30,35
contig_10002 | 65 | 148 | 374 | 246 | 407 23 24,50
contig_ 10003 | 71 | 143 | 45 78 11 14 6,03
contig_10004 | 2.4 4.2 76 78 3 33 472
contig_10006 | 5.6 35 45 44 6.7 4,2 4,82
contig_10007 | 617 | 618 | 128 | 159 | 224 | 128 31,23

Z hodnot ve sloupci primér (P_VSC_UK) byl vytvoten histogram zobrazujici distribuci

fragmentd F_ ONT genomu S ohledem na proporci namapovanych samcich sekvena¢nich

¢teni, viz Obr. 5.
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Obrazek 5: Vysledek YGS: mira mapovani sam¢ich k-meri na samici fragmenty.
Genomové fragmenty V levé ¢asti grafu odpovidaji autozomim a chromozomu Z, protoze
obsahuji malé procento K-mert specifickych pro samice, zatimco Vv pravé Casti grafu jsou
sekvence s vysokym podilem k-mert specifickych pro samice, tedy kandidatni W-specifické.
Fragmenty dosahujici hodnoty > 75 % ve vsech analyzach byly povazovany za specifické pro

samice.

4.3. ldentifikace kandidatnich samicich sekvenci

Vysledky YGS umoznily odlisit fragmenty pochazejici z autozomt a chromozomu Z,
které sdili stejné k-mery uobou pohlavi, od fragmenti odpovidajicich chromozomu W.
Z finalni tabulky byly ziskany fragmenty assembly F_ ONT, které ve vSech analyzach dosahly
hodnoty P_VSC_UK > 75 %. Postup YGS po kombinaci vSech Sesti analyz ukazal, Ze vétSina
chromozomu W je repetitivni a pouhych 31 detekovanych contigi 0 celkové velikosti 70569
bp je bohatych na unikatni sami¢i sekvence, viz Tab. IX. Sekvence téchto fragmentu je

uvedena jako ,,YGS RESULT_ W-specific_fragments“ na github.com/aneta-pilikova/w-

chromosome-markers.

Pro blizsi uréeni oblasti, které by bylo mozné pouzit jako pohlavné specifické markery,
byla YGS pipeline rozvedena o dalsi kroky, které v originalnim postupu autofi neuvadéji.
Zuzeni vybéru kandidatnich sekvenci bylo dosazeno mapovanim FASTA sekvence téchto

fragmenti nastrojem BLAST na sam¢i genom M_ONT, ktery doposud nebyl Vv analyze
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zahrnut. U 13 fragmentl byla nalezena shoda, a byly proto z analyzy vytazeny (v Tab. IX
sloupec ,,BLAST M_ONT®), 18 contigi bylo povazovano za fragmenty specifické pro
samice.

Dalsim ptidatnym krokem bylo ovéfeni, zda kandidatni oblasti nejsou znamé repetice,
které unikly mechanismu eliminace repetic ptimo V pipeline YGS. U zbyvajicich 18
fragmentid byly zamaskovany repetitivni sekvence programem RepeatMasker. Zamaskovano
bylo celkem pouhych 3473 (7,04 %) bazi z celkovych 49329. Jedna zrepetic byla
identifikovana jako retrotranspozon LTR, Tyl/copia (2257 bp), a dale $§lo 0 jednoduché
repetice (1128 bp) a oblasti s nizkou komplexitou (88 bp).

Nasledn¢ byl porovnanim vystupti ziskanych programem Jellyfish ziskan soubor
759 421 k-mert specifickych pro samice, které byly namapovany na 18 kandidatnich
fragmentd a mezi nimi bylo 7 oblasti obohacenych 0 sami¢i k-mery, tedy potencialné
specifickych pro chromozom W (v Tab. IX sloupec ,,Map F 15 mers®). Jedna z oblasti

obohacenych 0 samici k-mery je zobrazena na Obrazku 6.

2.7"'53 2, "‘E 2, "‘I"‘ 2,7 "‘“ 2, "‘: 2.5;33 4 “1 2, “2 2, “3 2, “4 2, “5 2, “E
GAAAAA ‘TLC‘ ‘TT...T‘L‘._A‘._TI'LLL—I'._A_T._.“‘L‘L'I_I'J.J '?'"'TLL‘I"I‘I'CI'“..TI'L.....L“LCI"LT‘\TLL._A‘ TCCCICI'T...““TL‘L‘L\LLL‘ AT 7

e e

2,750 2,760 2,770 2,780 2,790 2,800 2,810 2,820 2,830 2,840 2,850 2,860
WﬁTmmﬂmmemm-TMMmmmmldec.TﬂTmm_clrrGMMTlplAIA-mAn'l

Obrazek 6: Ukazka mapovani samicich 15 meri na kandidatni oblast o délce zhruba 100

bp. Tato oblast byla povazovana za potencialné¢ W-specifickou.

V dal$im kroku bylo téchto 7 kandidatnich oblasti znovu porovnano S genomem
M_ONT (Volenikova et al. 2022) v programu Geneious nastrojem Map to reference, ktery
vyuziva jiny algoritmus nez BLAST. Byly vytazeny dalsi 3 oblasti, u kterych byla detekovana
shoda se sekvencemi v sam¢im genomu (Tab. X sloupec ,,Map M_ONT®).

Po téchto in silico oveétovacich krocich byly 4 contigy povazovany za sami¢i markery,

viz Tab. IX.
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Tabulka IX: Proces identifikace pohlavné specifickych oblasti pro samice Y. cagnagella.
Z celkovych 31 fragmenti detekovanych jako samic¢i sekvence v analyze YGS jich bylo 13
vylouceno po porovnani s M_ONT nastrojem BLAST (oznaceno hnédou barvou) ve sloupci
BLAST M_ONT. Dalsich 11 fragmentt bylo vyfazeno, protoze nebyly obohacené o samici
k-mery, vyznaceno hnédé ve sloupci Map F 15 mers. Pro dalsi 3 contigy byla nalezena shoda
pfi mapovani na M_ONT nastrojem Map to reference a jsou v poslednim sloupci Map
M_ONT vyznaceny hnédou barvou. V poslednim sloupci Tabulky IX jsou zelen¢ vyznaceny
4 potencialni sami¢i markery, tedy fragmenty, okterych lze predpokladat, ze
nalezi chromozomu W.

nazev ) Vysledek YGS — hodnoty P_VSC_UK BLAST [ Map F| Map

# | frag- d(f)';‘)a ML1F | M1F | M2F | M2F | M3F | M3F | pri- | MON | 15 1M _ON
mentu 1 21|21 |2 |[mel| T [Mmers] T

1 _CSESUI% 5086 | 78,3 | 78,1 | 81,6 | 80,9 | 86,3 | 857 | 81,8

2 f;’:lt;gg 1873 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

3 i‘;ggg 3155 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

4 _Cfgztlsgs 4426 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

5 _clogéngge 950 | 857|818 | 100 | 90,9 | 100 | 90,9 | 91,5

6 _Cfg‘ztggo 3493 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

7 _Czoé‘z“lgg 1763 | 77,8 | 83,3 | 88,9 | 83,3 | 88,9 | 100 | 87

8 _0202”5'299 582 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

9 _Clog‘lti% 14217 | 100 | 77,8 | 100 | 88,9 | 100 | 77,8 | 90,8

10 _Cloflﬁlg(i 1321 | 100 | 100 | 100 | 200 | 100 | 100 | 100

11 _Cf;éggg 2132 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1200 | 100

12 _0203'[‘;:392 2034 | 88,9 | 100 | 100 | 100 | 88,9 | 100 | 96,3

13 _020;‘7“395 1784 | 75 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1200 | 958

14 ngtlig 523 | 100 | 100 | 90 | 87,5 | 96,7 | 100 | 957

15 Cg‘;‘tz'g 515 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

16 nggg 1987 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

17 Coé‘;ifjg 2398 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

18 _‘3202”1“798 1090 | 100 | 100 | 100 | 80 | 100 | 80 | 93,3
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19 _Clol‘lt;gg 621 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
20 clogég% 2277 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
21 C°2”2”29 877 | 100 | 100 | 93,3 | 100 | 100 | 100 | 98,9
22 C°2”2”39 873 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
23 nggg 786 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
24 _‘:205”5“793 1301 | 100 | 100 | 100 | 75 | 100 | 75 | 91,7
25 _"207”;:)95 3402 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
26 Czog‘ltggs 2181 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
27 _Czogéi794 2087 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
28 nggg 1766 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
29 Coféilg 824 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
30 nggg 2004 | 85,7 | 100 | 100 | 100 | 100 | 83,3 | 94,8
31 igzt;g 2241 833|818 75 |81,8| 75 |818 | 79,8

Kandidatni contig_24514 byl identifikovan jako W-specificky S vysokou mirou
pravdépodobnosti, protoze jde 0 oblast, ktera se zda obohacena usamic Vv analyze YGS,
nevyskytuje se v dostupném sam¢im genomu a hojné na ni mapuji samiéi 15 mery. Na tento
contig o délce 2542 bp bylo navrzeno pét para primert (Ycag-1 az Ycag-5). Primery Ycag-6
byly navrzeny na contig_16238, Ycag-7 na contig 24139 a Ycag-8 na contig_3883, viz
Tabulku Il v kapitole 3.4. Vsechny primery byly nejprve otestovany in silico a nasledné byly

ovéieny jako PCR markery pro pohlavné specifické sekvence.
4.4. Ovéreni PCR markera

PCR anasledna elektroforeticka separace byla provedena podle postupu uvedeného
v kapitole 3.5. Primery byly testovany na raznych vzorcich DNA od kazdého pohlavi a pfi
ruznych teplotach nasedani, zaroven byly ovéfovany primery na ¢asti referen¢nich genti Acel,
Ace2 a EF1-a. Piestoze byly referen¢ni primery navrhovany tak, aby mohly byt spole¢né
S testovanymi pohlavné specifickymi primery pouzity jako vnitini kontrola (duplex PCR),
experimenty ukdazaly, Ze vétSinou maji riznou teplotu naseddni. Pary primert byly vzdy

testovany na dvou riiznych jedincich od obou pohlavi a obou geografickych populaci.
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Objednané primery se zdaly pii kontrole nesedacich teplot jako nespecifické, a tvorily

produkty i u saméich vzorku, viz Obr. 7.

61°C 63 °C 65°C 61°C

Csciitn O S OlgindS

Obrazek 7: Vysledky PCR s primery Ycag-1. Tento par primerd, navrzen na délku produktu
643 bp tvoii nespecificky produkt zhruba o velikosti 1500 bp usamce. Pismenem M je
oznacen velikostni standard PCRBIO Ladder |. K™ oznauje negativni kontrolu, tedy PCR
reakci bez DNA.

Také u paru primert Ycag-3 vznikaly nespecifické produkty, jak je vidét na Obrazku
8. Zaroven se ukazalo, Ze primery navrzené na Cast genu Ace2 vytvaii zietelné produkty
o velikosti zhruba 1500 bp adalsi kratsi sekundarni produkty, které vsak neodpovidaji
oc¢ekavané délce 542 bp, a ukazaly se tak jako nespecifické. Fragmenty o velikosti 1500 bp
byly vZdy dobfe zfetelné, viz Obr. 8, 9, 14.
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Obrazek 8: Vysledky PCR s primery Ycag-3 a Ace2. Par primert Ycag-3 hybridizuje pfi
teploté 63 °C a tvoti n€kolik rizné dlouhych produkti, ackoli ocekavana velikost fragmentt
byla 627 bp. Primery navrzené na referenéni gen Ace2 hybridizuji pii teploté 57 °C a u v§ech
jedinct tvoii nespecifické produkty o velikosti okolo 1500 bp a n&kolik dalgich kratsich. M?
znaéi standard Gene Ruler 1 kb DNA Ladder a M? PCRBIO Ladder 1.

Par primert Ycag-4 byl navrzen na produkt 0 velikosti 433 bp. Fragment této velikosti

byl detekovan jak u samic, tak u samct, viz Obrazek 9.

M Q@ @33 kx ¢ ¢33 K M

Obrazek 9: Vysledky PCR s primery Ace2 a Ycag-4. Primery pro cast referenc¢niho genu
Ace2 vytvaii produkty 0 velikosti 1500 bp a fadu kratSich fragmentii u obou pohlavi. Primery
Ycag-4 vytvaii produkt dlouhy 433 bp také u obou pohlavi.

Primery Ycag-5 byly navrzeny na sekvenci 0 délce 413 bazi. DNA fragmenty byly

detekovany u samcu i samic, viz Obr. 10. Na témze obrazku lze pozorovat nespecifické
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amplikony syntetizované primery Ycag-1, které u samce z nizozemské populace nevytvari
zadny produkt. Pro srovnani byly pouzity primery Acel, které mély tvofit kratky produkt
0 délce 121 bp, ale byly pozorovany i fragmenty DNA 0 jiné velikosti.
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Obrazek 10: Vysledky PCR s primery Ycag-5, Ycag-1 a Acel. Primery Ycag-5 vyvari
produkty o velikosti okolo 500 bp u vSech testovanych jedinct bez rozdilu pohlavi. Primery
Ycag-1 také nejsou specifické a vidime DNA fragmenty U jedné samice a jednoho samce.
U druhého samce, ktery byl z nizozemské populace (*) tento primer neamplifikoval zadnou
DNA. Cast genu Acel o velikosti 121 bp byla detekovéana u vech testovanych vzorkd, avsak
vytvati i sekundarni produkty o0 délce zhruba 700 bp.

Par primerd Ycag-7 detekoval pravdépodobné tUsek satelitni repetice, ato u vsech

testovanych jedinct pii riznych teplotach, viz Obr. 11.
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Obrazek 11: Vysledky PCR s primery Ycag-7. Produkty primerd Ycag-7 vytvareji vzor
typicky pro repetitivni useky DNA u obou pohlavi.

34



Primery Ycag-8 byly navrzeny na oblast 0 velikosti 340 bp. Vedle toho ovsem vznikaly

také vétsi amplikony, asi 450 bp, a to opét u vzorkti obou pohlavi, viz Obr. 12.

S °C 60 °C 63 °C
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Obrazek 12: Vysledky PCR s primery Ycag-8. Pti teplotach 57 °C a 60 °C vznikaji dva
zietelné produkty (340 bp a 450 bp) u vsech jedinct. Pii teploté 63 °C lze u jedné za samic
a jednoho samce pozorovat pouze produkt ofekavané velikosti (340 bp), a u zbylych dvou

opét dva produkty. Tento primer neni pohlavné specificky.

Byla provedena také duplex PCR reakce sprimery Ycag-8 a Ace2. Oba pary primera

vytvafely vice produkti u samcu i samic, viz Obr. 13.

sl il o it @Rl KS KO k& K? K& K Mo
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Obrazek 13: Vysledky duplex PCR s primery Ycag-8 spole¢né s vnitini kontrolou Acel.
Testované primery Ycag-8 amplifikuji dva zfetelné produkty (340 bp a asi 450 bp) u vsech
vzorki bez rozdilu pohlavi. Primery Acel produkuji kratky fragment DNA (121 bp; *), ktery

je méné znatelny U vSech jedinct a fadu dalSich produkti s velikosti okolo 650 bp.
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Srovnani vysledkd PCR s referen¢nimi geny a nékterymi ovétfovanymi primery lze vidét
na Obrazku 14. Referen¢ni geny nevytvari zietelné produkty, ale detekuji sekvence u vSech

testovanych jedinct. Primery Ycag-3 a Ycag-4 neamplifikuji pohlavné specifické sekvence.

wMQ 233Kk 2233k 223838k P33k R eIk

Obrazek 14: Vysledky PCR s primery na detekci geni EF1-a, Acel a Ace2 spole¢né s
primery Ycag-3 a Ycag-4. Primery navrzené na gen EF1-a vytvaii produkt o velikosti 541
bp, gen Acel ma 121 bp dlouhy produkt a dalsi nespecificky, Ace2 syntetizuje usek DNA
0 délce asi 1500 bp ataké kratsi fragmenty. U referencnich genid neni rozdil mezi jednici
riznych pohlavi. Primery Ycag-3 vytvaii nékolik produkti, které nejsou specifické. U jednoho
ze samcu vidime jiny vzor nez U ostatnich, avSak ani tento primer neidentifikuje pouze oblast
sami¢iho genomu. Primery Ycag-4 poskytly stejny vysledek, jako na Obrazku 4, tedy

produkty o délce 433 bp vznikaji u samic i samct.

Nejsou ukazany vsechny vysledky ovétovani PCR markert tedy primerd navrzenych na
oblasti contig_24514, contig_16238, contig_24139 a contig_3883, ale celkovy vysledek je
prezentovan formou Tabulky X. Zadny z navrzenych part primert nebyl pohlavng specificky

a nelze jej pouzit pro molekularni ur¢eni pohlavi samic.
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Tabulka X: Souhrn vysledku ovéfovani PCR markeri na jedincich obou pohlavi.

Néze Velikost
azev Fragment| produktu Vysledek amplifikace
primeru
(bp)

Ycag-1 0202;'19[ 643 | nespecifické produkty o délkach 643 bp a 1500 bp u obou pohlavi

Ycag-2 C20 2;'194— 600 nespecifické produkty 0 riznych délkach u obou pohlavi
contig_ e o . T .

Ycag-3 24514 672 nespecifické produkty 0 riznych délkach u obou pohlavi
contig_ Y .

Ycag-4 24514 433 produkt ocekéavané velikosti U obou pohlavi
contig_ A ,

Ycag-5 24514 413 produkt o¢ekavané velikosti U obou pohlavi
contig_ P ., 1 ,

Ycag-6 16238 311 nespecifické produkty 0 riznych délkach u obou pohlavi

i contig_ nespecifické produkty repetitivni povahy 0 rdznych délkach

YCg-7 | o139 | 44 U obou pohlavi
contig_ ,

Ycag-8 3883 340 dva produkty (340 bp a 450 bp) u obou pohlavi
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5. Diskuze

5.1. Sestaveni genomu

Modelovym druhem pro motyly je bourec morusovy (Bombyx mori), domestikovany
druh motyla, ktery je vyznaénym producentem hedvabi, ataké detailn¢ studovanym
organismem z hlediska fyziologie, evoluce agenetiky. B. mori ma 28 chromozomi
Vv haploidni sadé a velikost genomu ~ 450 Mbp (Tong et al. 2022). V roce 2004 vznikla dvé
nezavisla genomova assembly B. mori, a to pro kmen p50T s coverage 3x (Mita et al. 2004)
a pro kmen Dazao s coverage 5,9x (N50 = 12,5 kbp) (Xia et al. 2004), ¢imz se tento druh stal
vibec prvnim motylem se znamou sekvenci genomu. V obou studiich bylo pouzito whole-
genome shotgun (WGS) Sangerovo sekvenovani a bylo dosazeno celkového pokryti genomu
ptes 90 %. Dalsim milnikem bylo assembly B. mori sestavené vroce 2008 v ramci
mezinarodniho uskupeni International Silkworm Genome Consortium, kdy autofi obohatili
stavajici assembly 0 nova sekvena¢ni data, dosahli coverage 8,5x a odhalili vice nez 3000
genu specifickych pro bource (International Silkworm Genome Consortium 2008). V dnesni
dob¢ je bourec morusovy zdaleka nejprostudovanéj§im zastupcem fadu Lepidoptera, jeho
genom byl sekvenovan na uroven chromozomi mnoha dostupnymi technologiemi (Tang et al.
2021), je znamo a anotovano ptes 17 000 gent, avsak sekvence chromozomu W ani u tohoto
druhu doposud sestavena nebyla (Kawamoto et al. 2022)

Genom druhu Yponomeuta cagnagella je tvofen 61 chromozomy usamic a 62
chromozomy u samct. Prvni genom tohoto druhu byl publikovan v praci Volenikové et al.
(2022). Jednalo se 0 assembly sestavené z dat ONT a Illumina stejného samce, ktery byl v této
praci pouzit jako kontrola M_ONT, viz kapitolu 4.3. Autofi stanovili velikost genomu 709.54
+ 6.52 Mbp podle pritokové cytometrie, coz lze povazovat za presnéjsi udaj, nez vypocet
z k-merového spektra, které indikuje velikost genomu 508,47 Mbp. Pti porovnani s genomy
dalsich motylu je patrné, ze genom piedivky brslenové (Y. cagnagella) je jednim z nejvétsich
motylich genomu (Liu et al. 2020). Sekvenovanim technologii ONT bylo ziskano 26 Gbp
sekvence (N50 = 19,1 kbp), coz odpovida hloubce cteni piiblizné 37x. Po polishing
procedurach dosahl tento publikovany sestaveny genom N50 96,5 kbp, byl uspotadan do
N = 11790 contigti 0 celkové velikosti 626,3 Mbp, viz také Tab. VI. Ohodnoceni genomu
pomoci nastroje BUSCO s vyuzitim databdze endopterygota, které bylo pro srovnani
provedeno se stejnym nastavenim jako V této praci, ukazuje na 95,5 % kompletnich ortologt,

2,7 % fragmentovanych a 1,8 % chybe¢jicich BUSCO gent, viz Tabulku V.
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Vysledné assembly F_ONT sestavené Vv této praci (viz kapitolu 4.1) mé¢lo velmi
uspokojivé parametry. Sekvenovani bylo provedeno na jiz pouzité a promyté priitokové
komiirce, ktera stale méla 1070 funk¢nich nanoporu a vytézek ¢inil 7,2 Gbp (N50 = 16,6 kbp).
Nejdelsi fragment mél délku pies 431 kbp. Kazda pozice v genomu byla sekvenatorem pokryta
zhruba 17x. Pti ptipravé sekvenacni knihovny nebyly eliminovany kratké fragmenty. Pokud
byla nasledné pfed samotnym sestavenim genomu odstranéna kratka ¢teni (v2, v3) nebyla
komplexita vysledného assembly vyssi, viz Tabulku IV aV. Genom (v1) pii srovnani
s databazi endopterygota dosahl komplexity 96,9 %, fragmentovanych BUSCO ortologii bylo
1,9 % achybgjicich bylo pouhych 1,2 %. Genom vSak dosahoval velkého poctu
duplikovanych gent (23 %) a byl pokladan do pomérné velkého poctu contigti (N = 22107),
coz ovsem vzhledem K povaze YGS analyzy nebylo na zavadu. Vysledné assembly genomu
pouzité pro dalsi analyzy (v1) mélo délku 800 Mpb a hodnota N50 byla 124,5 kbp (viz Tab.
VI). Pokud uvazime, ze samice Y. cagnagella disponuje 61 chromozomy a velikost genomu
je £ 710 Mbp, dostavame se na hypotetickou délku jednoho chromozomu 11,6 Mbp. Nejdelsi
ziskany scaffold dosahoval 6,5 Mbp, coz pievySuje polovinu velikosti tohoto hypotetického
chromozomu. Hodnota N50 genomové sekvence ziskané v této praci piesahuje tyto statistiky
z genomi jinych nemodelovych druhi motyli, které byly postaveny na stejné sekvenacni
technologii ONT, piehled napt. v publikacich Triant et al. (2018), Ellis etal. (2021) nebo
Volenikova et al. (2022). Genom byl sekvenovan v roce 2020 a vzhledem k tomu, ze chybélo
pouhych 1,2 % ortologi BUSCO (endopterygota), predstavovalo assembly tohoto sami¢iho
genomu Y. cagnagella cenny zdroj pro studium tohoto druhu.

Sekvenovani pred nastupem sekvenacénich platforem tieti generace (viz kapitolu 1.3)
bylo pomalé, velmi financn€ narocné, a proto Vv podstaté¢ omezené na druhy ekonomicky
vyznamné. V soucasnosti dochdzi ke sniZovani chybovosti a finan¢ni a ¢asové ndro¢nosti
masivné paralelniho sekvenovani, coz spolecné se Sirokym spektrem bioinformatickych
nastrojii ¢ini assembly genomu rtznych organismi V podstaté¢ rutinni soucast vyzkumu
a genomicka data neustale piibyvaji. V databazi National Center for Biotechnology
Information (NCBI) je pro taxon Lepidoptera dostupnych 1 839 genomd, z toho 376 na irovni

chromozomt (ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/?taxon = 7088, ke dni 8. 4. 2023). Do konce

roku 2020 bylo zvetejnénych pouze 242 motylich genomi, z toho 12 na urovni chromozoma.
V pozdéjsi fazi této diplomové prace, v listopadu 2022, byly zvetejnény sekvence genomu
Y. cagnagella a dalsich ¢tyt ptibuznych druhi ziskanych v ramci projektu Darwin Tree of

Life (darwintreeoflife.org), ktery ma za cil sekvenovat kompletni genomy eukaryotnich

organismi ve Velké Britanii a Irsku. V soucasnosti bylo v ramci tohoto projektu dostupnych
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701 genomu pro fad Lepidoptera (portal.darwintreeoflife.org/data, 8. 4. 2023). Genom

Y. cagnagella byl ziskan ze samic¢iho vzorku pochazejiciho z tizemi Velké Britanie. Sekvence
byla sestavena na zakladé dat z technologii PacBio a Arima2 Hi-C do 90 contigt, hloubka
Cteni byla 39x a velikost genomu 575,39 Mbp. Jeho sekvence byla stazena z databaze NCBI
(ncbi.nlm.nih.gov/genome/121631?genome_assembly id%20=%202017806) adale je
oznacovanajako ,,F DTOL®. Assembly bylo ohodnoceno stejnou metodou jako sami¢i genom
F_ONT asam¢i genom M_ONT, viz kapitolu 3.2.3. Assembly F DTOL obsahovalo
Vv porovnani S databazi endopterygota 98,8 % komplexnich BUSCO ortologu,

fragmentovanych 0,7 % a chybgjicich 0,5 %. Dostupna je i ¢ast chromozomu W, ackoli 39
sekvenci nalezicich chromozomu W o celkové délce 132 kbp se nepodafilo lokalizovat.
F_DTOL assembly pro druh Y. cagnagella je tedy nejlepsi dostupnou verzi genomu tohoto
druhu.

Prestoze lze jiz standardné dosdhnout assembly na tirovni jednotlivych chromozomu
s nesrovnateln¢ mensi mirou Usili, nez na pocatku 21. stoleti, sekvence pohlavnich
chromozomt W a Y jsou pii skladani genomu stale problematické (Tomaszkiewicz et al.
2017). 1 v nejlepsich genomovych sekvencich motyli piedstavuji sekvence pohlavnich

chromozomu patrn¢ artefakty (Wan et al. 2019; Carey et al. 2022).
5.2. K-merova analyza YGS

Nastrojem, ktery byl zvolen pro identifikaci pohlavné vazanych sekvenci v této praci
je .Y chromosome Genome Scan“ (YGS) (Carvalho aClark 2013), viz Kkapitolu
1.4. Vstupnimi daty pro vyvoj YGS byly celogenomové sekvence ze dvou jedincti Drosophila
viridis. Po rozlozeni sekvenci na k-mery, jsou k-mery s piili§ nizkou frekvenci vyskytu
odstranény, nebot’ pravdépodobné piedstavuji sekvenacni chyby. Autofi uvadi, Ze stejné
dilezitou soucasti je také identifikace vSech typi repetitivnich sekvenci, protoze ty jsou ze
své podstaty sdilené mezi chromozomem Y (a W) a zbytkem genomu. Tento krok je pfimo
implementovan v YGS. Pfimym porovnanim K-merd referenéniho genomu a sekvenacnich
Cteni heterogametického pohlavi je dosazeno odstranéni opakujicich se sekvenci vSech typt
(napt. transpozonu ¢i segmentalnich duplikaci). Dulezité je naopak zachovani variant téchto
repetic, tedy polymorfismii (nazyvanych ,,sequence family variants* nebo ,,singly unique
nucleotide). Mnoho unikatnich oblasti chromozomu Y (a W) jsou ve skute¢nosti vzacnymi
variantami nékteré z repetic, napiiklad poSkozené mobilni elementy, které jsou pro tento
chromozom  unikatni  (Traut etal. 2013) amohou byt vyuzity pro

identifikaci Y (nebo W) chromozomalnich sekvenci pomoci k-merové analyzy (Carvalho
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a Clark 2013; Li et al. 2018). Postup YGS byl uspésné ovéien k detekci sekvenci specifickych
pro samice motyla B. mori (Li et al. 2018).

YGS stanovuje procento namapovanych k-merti unikatnich pro kazdy fragment
assembly heterogametického pohlavi, neidentifikuje vsak konkrétni oblasti DNA, které jsou
na tyto unikatni k-mery bohaté. V predkladané praci bylo identifikace téchto sekvenci
dosazeno dodateénym mapovanim k-mer na kandidatni fragmenty. Na nékterych
fragmentech, které byly YGS identifikovany jako potencialné samiéi, byly samici k-mery
distribuovany roztrouSené a nepiekryvaly se. Je pochopitelné pravdépodobné, Ze se u samic
vyskytly i neobvyklé spole¢né alely, které u samct chybély vlivem nahody a nemusely byt
specifické pro chromozom W. Za potencialni pohlavné specifické markery byly povazovany
ty sekvence, na kterych byly pozorovany piky namapovanych k-meri, jak je vidét napiiklad
na Obrazku 6 (kapitola 4.3). Po ovéfeni specificity kandidatnich fragmenti na vSech
dostupnych datech in silico byly domnélé sami¢i markery ovéteny PCR experimenty na DNA
jedinct obou pohlavi a obou populaci.

Vysledky ovéieni specificity PCR markert (viz kapitolu 4.4) ale ukazaly, Ze kandidatni
oblasti nebyly pohlavné specifické. Otestované primery amplifikovaly produkty u jedinci
obou pohlavi, tudiz sekvence DNA, na které byly navrzeny, nebylo mozné pouzit jako
markery pro molekularni sexing.

Po zvefejnéni genomii nékolika zastupcti rodu Yponomeuta ziskanych v projektu
Darwin Tree of Life byly ovéfované sekvence analyzovany nastrojem blastn

(blast.ncbi.nlm.nih.gov) v databazi ,nucleotide collection (nr/nt)“. Testované fragmenty

(contig_24514 acontig_16238, viz Tabulku IX) byly identifikovany jako sekvence
nachazejici se jak na chromozomu W, tak na chromozomu Z atfad¢ autozomt, ato piimo
u testovaného druhu nebo blizce ptibuznych (Y. rorelus, Y. padella, Y. sedellus,
Y. evonylemela aY. plumbellus) svice nez 90 % identity. Fragmenty contig_24139
a contig_3883 (viz Tabulku IX) byly namapovany na chromozom Z a autozomy téchto druht.

Detekované sekvence jsou tedy pravdépodobné €asti repetitivnich sekvenci, které se
nachazi v genomu n¢kolika druhti rodu Yponomeuta, véetné Y. cagnagella. Repetitivni povaze
nékterych casti kandidatnich fragmentd nasvédcuji ivysledky PCR, viz Obrazek 11
a Obrazek 12 (kapitola 4.4).

Pies vsSechny kroky provedené za ucelem zpresnéni postupu YGS a snizeni
pravdépodobnosti falesné pozitivnich vysledkl se nepodafilo predejit detekci nespecifickych
repetic, které unikly detekci v pipeline YGS i maskovani pomoci RepeatMasker. Dale byla

zkoumana povaha 18 fragmentt, které byly postupem YGS anaslednym porovnanim
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s genomem M_ONT identifikovany jako kandidatni W-specifické oblasti (viz sloupec BLAST
M_ONT v Tabulce IX). Nastrojem Minimap byla ovéfena pfitomnost 14 kandidatnich
sekvenci pfimo na sekvenci chromozomu W ziskané z assembly F_DTOL. Namapovany byly
vSechny fragmenty kromé ¢étyft, veetné fragmentu contig_3883, ktery byl Vv této praci jednim
z testovanych markerti. Totoznost vSech 18 kandidatnich sekvenci, které byly v této praci
identifikovany jako potencialné W-specifické, byla ovéiena také nastrojem DANTE
(Domain based ANnotation of Transposable Elements, Galaxy Version 1.1.0), coz je nastroj
pro anotaci mobilnich elementi na zdkladé¢ podobnosti S databazi konzervovanych
proteinovych domén, (Qit/20_ DANTE). Celkové 4 repetice byly anotovany jako
retrotranspozony (LINE ¢i LTR), a jeden jako DNA transpozon (Wicker et al. 2007), viz
Tabulku XI.

Tabulka Xl: Vysledky ovéieni identity testovanych sekvenci nastrojem DANTE.

Fragmenty contig_3883 a contig_16238 byly v této praci ovéfovany jako kandidatni samici

markery.
fr;\gl‘;:rf::\tu [zﬁlpk)a Klasifikace repetice Procento identity
contig_ 3883 | 3155 Tﬁdalgl 'Fﬁfrtgl‘:]ag el; TIR, 100 %
contig_16238 4426 Ttida_I, LINE 100 %
contig_10146 14217 Trida_I, LTR, Tyl/copia 5 shod, 86 - 100 %
contig_19260 3493 Ttida_I, LINE 63 %
contig_636 2398 Ttida_I, LINE 100 %

V této praci byly jako potencialni pohlavné specifické markery ovéfovany 4 fragmenty
sami¢iho genomu (contig_24514, contig_16238, contig_24139 a contig_3883). Ani jeden
z nich neni pohlavné specifickou sekvenci, jak bylo ukazano metodou PCR (viz kapitolu 4.4)
apodle pozdéjsich ovéfeni metodou blastn anastojem DANTE jde 0 ¢asti mobilnich
elementi. V ptipadé contigu 16238 jde o retrotranspozon tfidy | (LINE). Kandidatni
fragment contig 3883 byl anotovan jako DNA transpozon PIF-Harbinger. Fragmenty
contig_24514 a contig 16238 jsou pravdépodobné soucasti doposud neznamych repetic, které
se nachazi i na chromozomu W, ale nejsou pro né&j specifické. Doposud neni zndma zadna
repetitivni sekvence, ktera by byla pro chromozom W u Y. cagnagella specificka, coz bylo

studovano i v bakalarské praci autorky (Pilikova 2019).
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Pravdépodobnym vysvétlenim téchto vysledktl je nedostatecna kontinuita vstupniho
samiciho assembly F_ONT. Pokud byly v této genomové sekvenci mezery misto repetitivnich
sekvenci, piipadné mély repetice artificialni zastoupeni, mohlo to byt zdrojem chyb v analyze
YGS, ktera poskytla falesné pozitivni vysledky. Svou roli mohl ptipadné hrat také populaéné
specificky rozdil v sekvenci nalezené repetice. V provedenych analyzach byli vsichni
zahrnuti jedinci sam¢iho pohlavi z nizozemské populace, a to véetné M_ONT, ktery byl pouzit
jako reference. Je tedy mozné, Ze detekované fragmenty byly varianty transpozoni, které ve
studovaném sam¢im vzorku chybély. Tomu nasvédcuje vysledek z jednoho experimentu PCR.
V kapitole 4.4 1ze na Obrazku 10 vidét, ze u jednoho z testovanych jedinct nevznika zadny
produkt, pticemz $lo 0 vzorek DNA samce z nizozemské populace.

Oblasti, které byly Vv této praci metodou YGS detekovany jako pohlavné specifické,
mohly byt také ve skute¢nosti rozhranim dvou transpozont. Pokud se mobilni elementy na
chromozomu W vmezeti jeden do druhého, vznika na jejich rozhrani unikatni sekvence
(Abe et al. 2005; Traut et al. 2013), ktera se v analyze muze zdat jako pohlavné specificka.
Zaroven mobilni elementy, které jsou dostatecné divergované, obsahuji znaéné mnozstvi
jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) (Jin-Shan et al. 2005), které mohou byt k-merovou
analyzou také detekovany jako oblasti specifické pro samice. Chromozomy Y a W jsou
prevazné slozeny z repetitivnich sekvenci, které vSak az na vyjimky nejsou vyluéné vazané na
tyto chromozomy a vétsina repetic ma analogické sekvence na autozomech, ¢i chromozomu
X nebo Z (Schaack etal. 2010; Kim etal. 2012; Hall etal. 2013). | motyli
chromozomy W jsou zpravidla tvofeny pravé mobilnimi elementy, ato zejména
retrotranspozony, jak bylo dokazano u Bombyx mori (Abe et al. 2005; 2010) a také u Ephestia
kuehniella (Traut etal. 2013). U rtiznoroZce trnkového (Peribatodes rhomboidaria) bylo
identifikovano deset repetic obohacenych na chromozomu W, znichz vétSina jsou
retrotranspozony LTR nebo LINE (Hejni¢kova etal. 2023). Pohlavni chromozom W u'Y.
cagnagella je obohacen o DNA transpozon Maverick (Pilikova 2019). Piedejit detekci
repetitivnich sekvenci pii hledani pohlavné specifickych markerti by bylo mozné, pokud by
bylo maskovani provedeno pomoci druhové specifické databaze repetic pro Y. cagnagella,

naptiklad s vyuzitim nastroje RepeatExpoler (repeatexplorer.org, Novak et al. 2013).

Mobilni elementy maji hlavni roli ve vyvoji a diferenciaci pohlavnich chromozomil, coz
je v ptipadé motyli usnadnéno absenci meiotické rekombinace u samic (Hejnickova et al.
2023). Pritomnost transpozonil V oblasti uréujici pohlavi mize usnadnit translokaci pohlavni

determinanty bud'to prostfednictvim transpozice nebo ektopické rekombinace, coz muze
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potencialné vést ke vzniku nového paru pohlavnich chromozomt (Tennessen et al. 2018;

Kabir et al. 2022).
5.3. Dalsi cesty k identifikaci pohlavné vazanych sekvenci

Doposud znamé zptisoby ovétreni pohlavi U motylti pomoci PCR piedpokladaly znalost
konkrétnich sekvenci vdzanych na pohlavni chromozomy at uz konkrétnich genti nebo
satelitnich repetic (Fukova et al. 2009; Aguirre et al. 2020; Deng et al. 2020) viz kapitolu 1.2.
Kromé YGS, je zndmo nékolik dalSich bioinformatickych nastrojl, které umoziuji odhalit
pohlavné specifické sekvence bez ptedchozi znalosti specifickych oblasti genomu (de novo),
a které by se daly uvazit jako alternativni piistupy k vyvoji molekularnich markerti pro urceni
pohlavi u motyld. Na principu porovnani genomu heterogametického pohlavi s kratkymi
sekvenac¢nimi ¢tenimi genomu homogametického pohlavi prostfednictvim k-merd funguje
také mnastroj DiscoverY (Rangavittal etal. 2019), ktery byl navrzen na detekci
oblasti chromozomu Y u ¢loveéka a gorily. Autofi uvadi, ze jde o efektivni metodu ziskani
samcich fragmentt, ov§em oblasti, které jsou homologni k chromozomu X je stale obtizné
detekovat. Kompletni sekvence lidského chromozomu Y byla ziskana az v roce 2022, ¢imz
bylo dokonceno uplné osekvenovani genomu ¢lovéka od telomery Kk telomefe (Nurk et al.
2022). DiscoverY dosahuje lepsich vysledkii nez YGS, pokud ma referenéni assembly malou
kontinuitu, ovsem kvalita sestaveného genomu je i v ptipadé této metody hlavnim limitem
(Rangavittal et al. 2019).

K identifikaci pohlavi byla pouzita i metoda K-mer Quotient (KQ) zalozena na poméru
frekvenci k-mert pfedstavena v praci Li etal. (2018), v niz byly identifikovany sekvence
pohlavniho chromozomu W u Bombyx mori z inbredni linie Dazao. Pfislusnost patii¢éného
genomickému fragmentu je stanovena na zakladé frekvence vyskytu k-mert, které byly
ziskany ze sekvenacnich dat. Pokud pomér frekvence k-meru u samct a samic odpovida
pfiblizné ¢islu 1, je dany k-mer soucésti autozoml a pomér 2 je typicky pro chromozom Z,
ktery maji samci dvakrat. Chromozom W je pfitomen pouze usamic, aproto je pomeér
frekvence k-mert, které jej reprezentuji, 0 (Li etal. 2018). Tento postup byl ovéfen i na
D. melanogaster, kde byly uspésné identifikovany oblasti chromozomu Y. K identifikaci
pohlavné specifickych markerd Vv predkladané praci nebyl nastroj KQ zvolen, protoze
vyzaduje vyuziti genomickych dat s vysokou hloubkou pokryti, autoti doporucuji coverage
veétsi nez 50%. Nevyhodou je také moznost zkresleni vysledka pii pouziti vice jedinct, ktefi
nebudou zinbredni linie. V takovém ptipadé by byly frekvence k-mert ovlivnény

polymorfismy, a proto je tento piistup u divokych populaci nevhodny.
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Jednim z pouzivanych postupii pro zachyceni skupinové-specifickych sekvenci na
zaklad¢é specifickych k-meri je KmerGO (Wang et al. 2020), ktery umoznuje rozdéleni
sekvenci na k-mery a urceni frekvence jejich zastoupeni, k ¢emuz je v ptipadé YGS poticba
vyuzit jiny nastroj (naptiklad Jellyfish). KmerGO detekuje skupinové-specifické k-mery, a to
véetn¢ informace o jejich piislusnosti ke genomické sekvenci. Oproti tomu u pipeline YGS
jsou identifikovany fragmenty genomu, které jsou o0 unikatni k-mery obohaceny,
ale pohlavné-specifické k-mery bylo na oblasti potfeba namapovat zpétné, viz kapitolu 3.3.4.
Hruba (2022) tspésné pouzila KmerGO ve své diplomové praci pro identifikaci sekvenci
specifickych pro chromozom W u modraska jehlicového (Polyommatus icarus, Lycaenidae).
V celkovych 23 odhalenych sami¢ich genomovych fragmentech se ji podafilo identifikovat
jednu oblast o velikosti 263 bp, kterou pouzila jako sami¢i marker pro uréeni pohlavi U ranych
stddii modraskd (Hruba 2022). Pfes vynalozené usili se Vv ramci této predkladané prace
nepodatilo nastroj KmerGO kvuli technickym pfekazkam pouzit a postup zopakovat.

Molekularni uré¢eni pohlavi je mozné provést také na zakladé analyzy znamych genti na
chromozomu Z. U tii druhd motyla riznych nadéeledi (Plutella xylostella, Yponomeutoidea;
Galleria mellonella, Pyraloidea a Lymantria dispar, Noctuoidea) byl metodou gPCR
porovnavan pocet kopii genu kettin, ktery lezi na chromozomu Z, tudiz je u samcich vzorku
amplifikovano dvojnasobné mnozstvi sekvenci odpovidacich ¢asti tohoto genu nez u samic
(Belousova et al. 2019). Pritomnost genu Kkettin na chromozomu Z byla uY. cagnagella
ovéfena nastrojem blastn, a to jak u genomu sestaveného v této praci (F_ONT) tak u genomu
publikovaného (F_DTOL). Na ovéfeni pohlavné vazanych genti metodou qPCR je vSak
potieba zna¢né mnozstvi DNA, nebot” postup vyzaduje technické i biologické repliky, a proto
jej prakticky nelze pouZit pro ur¢eni pohlavi ranych vyvojovych stadii. Stanoveni spravnych
parametri experimenti PCR je ¢asové naro¢né a piinasi nejednoznacné vysledky, jak je vidét
na ptikladu testovani znamych samiéich markerd u motyla Tuta absoluta v praci Carabajal
Paladino et al. (2019).

Studium sekven¢niho obsahu chromozomu W u motylii je stidle vyzvou a Siroce
uplatnitelny nastroj pro detekci pohlavné specifickych sekvenci chybi. Kromé prace Hrubé
(2022) a Li etal. (2018) nebyly, pokud vime, k-merovou analyzou detekovany fragmenty
specifické pro chromozom W u motylt. Piibyvajici mnozstvi komplexné€jSich sekvenacnich
dat nam vsak dava nad¢ji, ze vlastnostem pohlavnich chromozomi, jejich evoluci

a pohlavnimu rozmnozovani jako takovému brzy porozumime 1épe.
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6. Zaver

Cile diplomové prace byly castecné naplnény. Genom samice predivky Yponomeuta
cagnagella byl sekvenovan technologii Oxford Nanopore a podafilo se jej poskladat do
pomérné kompletniho assembly. Byly nalezeny k-mery specifické pro samice a postupem
YGS byly identifikovany kandidatni sekvence odpovidajici chromozomu W. Po in silico
oveéteni specificity téchto sekvenci byly na Ctyfi predikované sami¢i markery navrzeny
primery. Pti PCR byly amplifikovany produkty u jedincti obou pohlavi, tudiz sekvence DNA,
na které byly primery navrzeny, nebyly pohlavné specifické. Po zveiejnéni komplexnéjsich
genomu predivek byly domn¢lé sami¢i markery identifikovany bud'to jako znamé mobilni

elementy, nebo doposud neanotované repetice.
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