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Cile prace

1) Vypracovani literarni reSerse na téma evoluce genomu v kontextu polyploidie,
sestavovani genomické sekvence a komparativni analyza.

2) Porovnani genovych oblasti dvou subgenomu P. exilis.

3) Provedeni srovnavaci analyzy s genomy Arabidopsis lyrata a Crucihimalaya
himalaica.



1 UVOD

Tato diplomova prace se zabyva analyzou genomu Pachycladon exilis. Jedna se o druh
z Celedi Brassicaceae nachazejici se v Jiznich Alpach na Jiznim ostrové Nového Zélandu.
naznacuji evolu¢ni umisténi rodu Pachycladon v ramci ¢eledi Brassicaceae a jeho vztah
k rodu Arabidopsis. Cilem diplomové prace je uvést druh P. exilis do souvislosti s druhem
Crucihimalaya himalaica jakozto kandidatem na evolu¢niho rodi¢e jednoho ze dvou
subgenomi P. exilis. V ptipad¢, ze nahled na urCeni subgenomii bude uspésny, oteviou
se moznosti na uréeni ptvodu i druhého subgenomu a osvétleni evolu¢niho puvodu
celého rodu Pachycladon.

Béhem experimentalni ¢asti bude provedena komparativni analyza s genomem A.
lyrata, urCeni unikatnich a duplikovanych genti v genomu P. exilis, sestaveni
transkriptomu C. himalaica, komparativni analyza s timto sestavenym transkriptomem a
nasledné¢ pilotni analyza uréeni subgenomu P. exilis. Vysledkem je urceni kolinearnich
oblasti s A. lyrata, vztahti mezi dvéma vybranymi scaffoldy a definovani cesty pro

kompletni analyzu s C. himalaica.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Celogenomova duplikace

Duplikace je formou mutace, pii které je genova oblast replikovana a v nékterych
ptipadech vlozena na fyzicky odlisné misto. K tomuto jevu piispiva n€kolik mechanismd.
nebo dokonce celého genomu (Panchy et al, 2016). Vzhledem k frekvenci ancestralnich
I novodobych celogenomovych duplikaci (WGD) u rostlin neni piekvapenim, jak velké
mnozstvi duplikovanych gent rostlinné genomy obsahuji. Napiiklad u Arabidopsis
muzeme k nejméné 60% vSech genl pfifadit alesponi jednoho paraloga v odpovidajicim
syntenickém bloku, ktery vznikl béhem jedné ze tii WGD (Renny-Byfield a Wendel,
2014).

Na rozdil od ostatnich eukaryotickych genomu se rostlinné genomy vyvijely ve
vyrazné vyssi mife (Kejnovsky et al., 2009) a rozdily ve velikostech genomu mezi
rostlinami jsou mnohem vétsi nez mezi jakymikoliv jingmi eukaryotami. Naptiklad u
dvoud¢loznych rostlin se velikost genomu pohybuje od 63 Mb u masozravych rostlin rodu
Genlisea (Greilhuber et al., 2006), az k ptiblizné¢ 150 Gb u Paris japonica z ¢eledi
kychavicovité (Pellicer et al., 2010). Rostlinné genomy navic Casto obsahuji velké
mnozstvi duplikovanych genii, WGD se v poslednich 200 milionech let u
krytosemennych rostlin objevila hned né&kolikrat, na rozdil od c¢lovéka, u kterého se
posledni WGD vykytla asi pted 450 miliony let (Panopoulou et al., 2003), a u pucicich
kvasinek pak asi pted 200 miliony let (Wolfe a Shields, 1997). WGD nebo polyploidizace
je nejdramatictéjsi mechanismus genové duplikace, ktery vede k nahlému zvyseni jak
velikosti genomu, tak také zdvojeni celé genové sady. AvSak nemusi to byt jedinym
mechanismem vedoucim k duplikovanym geniim. Obecné genova duplikace vytvari dvé
genové kopie, coz teoreticky umoziuje jedné nebo obéma nebyt pod selektivnim tlakem
a v n¢kterych ptipadech ziskat nové genové funkce, které mohou napomahat k adaptaci.
Mizeme tedy fict, ze genova duplikace je jednou ze zmén v genomu, ktera mtize vést k
evolu¢nim novinkam (Panchy et al., 2016). Mezi dalsi patii vybirani mezi jiz existujicimi
geny (True a Carrol, 2002), vytvaieni genti de novo z mezigenovych sekvenci
(Schlétterer, 2015) nebo vytvareni novych regulacnich mist transkripce, které mohou vést

k alternativni expresi gent (Wray et al., 2003).



Vzhledem k tomu, jak casté jsou WGD, a genové duplikace obecné, ve vsech
evolucnich liniich kvetoucich krytosemennych rostlin, je pifekvapujici, jak jsou genomy
krytosemennych rostlin ¢asto male a dokonce i mnozstvi identifikovanyh geni je
mnohem niz8i, nez by se oCekavalo. Zejména pak pii predpokladu, ze kazdd WGD
zdvojnasobi jak velikost genomu, tak i pocet gend. Pestoze je rozsah velikosti genomu u
krytosemennych rostlin velky, velikost genomu zvolenych modelovych rostlin je stale
pomérné mala (Leitch et al., 1998). Vysvétleni velikosti rostlinnych genomu je mozné
vyvodit z analyzy péstovanych uzitkovych rostlin a jejich piibuznych druhu, kdy po
WGD obvykle nasleduje také proces diploidizace, kdy v polyploidnim genomu probihaji
ne ptilis objasnéné procesy zplisobujici delece genti za vzniku téméf diploidniho genomu
(Wolfe, 2001). Tento proces je evidentné velmi G¢inny a maze tak stopy WGD, ktera az
do éry moderni genomiky nebyla viilbec evidovana. Zejména pak u semennych rostlin,
kde pravé diploidie neexistuji a téméf vSechny suchozemské rostliny jsou paleoploidy
(Renny-Byfield a Wendel, 2014). Jiz dlouho je znamo, ze rozdily ve velikosti genomu
nemusi byt spojeny S rozdilnym poctem genil, ale spiSe s liSicim se nashromazdénim nebo
odstranénim repetitivni a negenové DNA. Neni tedy pieckvapenim, Ze ke zmenseni
velikosti u allopolyploidnich genomii nejvice pfispiva odstranovani repetitivnich
sekvenci DNA (Renny-Byfield et al., 2011). Tento proces obvykle probiha
rekombina¢nimi mechanismy, kdy nékteré z nich za sebou nechévaji stopy, jako
napiiklad solové koncové repetice, které mlzeme pozorovat napiiklad u ryze nebo
jec¢mene (Shirasu et al., 2000, Vitte et al., 2003), nebo nahromadéni malych deleci, které
muzeme pozorovat napiiklad u baviniku (Grover et al., 2007). Zajimavosti je, ze toto
odstraniovani repetitivnich sekvenci mize byt subgenomové specifické. Napiiklad u
tabdku je matefsky genom relativné neporuSeny, kdezto otcovsky projevuje znadmky
genomové eroze (Renny-Byfield et al., 2011). Procesy odstrafiovani DNA tedy zptsobuji
snizeni velikosti genomu, ale také mohou vést k rozdilnosti homeolognich chromosomii,
kdy se stavaji vice diploidnimi. Spekuluje se o tom, Ze tento proces by mohl byt dilezity
mimo jiné pro zarovnani chromosomovych parG pfed rekombinaci béhem meiosy,
stabilizovani meiotickych part a zvySovani fertility vzikajicich allopolyploidnich linii
(Feldman a Levy, 2012). Navzdory skute¢nosti, ze se homeologni chromosomy mohou
zietelné liSit s ohledem na jejich unikatni ¢ésti a oblasti obsahujici duplikace, zbyvajici
repetitivni obsah allopolyploidnich genomti ma tendenci byt vice homogenni. Zejména
byvaji zachovavany pivodni genomické odlisnosti zpusobené translokacemi, divergenci

sekvenci a vyménami repetitivni DNA, ke kterym dochazelo béhem uplynulych vice nez
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milionu let. Jak ukazuje in situ hybridizace, subgenomy se tedy z dlouhodobého hlediska
stavaji téméf nerozeznatelné (Renny-Byfield et al., 2013). Navic se béhem vice nez
milionu let pocet duplikovanych chromosomu obvykle snizi, takze polyploidé se ve
vysledku stejné vrati k podobnému poétu chromosomt, jako se vyskytovalo u jejich
ancestralniho predka (Lim et al., 2007).

Navzdory ptispévku mnoha duplika¢nich mechanismt a dalSich zmén na velikost
genomu, zlstava u rostlin obsah geni relativné stejny napiic¢ vSemi suChozemskymi
druhy. Vzhledem k tomu, ze v rostlinnych liniich vedoucich k Arabidopsis probéhlo
nejméné pét WGD a za predpokladu, ze spolecny predchiidce vSech suchozemnskych
rostlin mél pfiblizn€ 10 tisic gend, u existujicich rostlin by pocet genl stoupl az na 320
tisich i v pfipad¢, Zze neuvazujeme dalsi duplika¢ni mechanismy (Panchy et al., 2016).
Toto ocekavané vysoké Cislo nam indikuje rozsahlou ztratu gent, a i pfestoze nckteré
duplikované geny piezily pfes miliony az stovky miliont let, pfevladajici situaci je, Ze
jedna z kopii duplikovaného genu je ztracena (Hanada et al., 2008). I pfesto se vSak v
rostlinnych genomech vyskytuje ptevaha duplikovanych genti, coz je zplisobeno zejména
vysokou mirou duplikace béhem evoluce a také stavem, kdy u nékterych duplikaci je
preferovano jejich zachovani (Panchy et al., 2016). Proces ztraty genti mize zahrnovat
delece cel¢ duplikované sekvence a/nebo pseudogenizaci za vzniku mutaci zpiisobujicich
ztratu funkce. V ptipad¢, Ze jsou dva duplikované geny kompletné identické, neméla by
delece kterékoliv z nich danému organismu piinést Zzadnou selektivni nevyhodu. AvSak
realné jsou jedinci s duplikovanymi geny jen zfidka shodni. Nefunkéni duplikace nejsou
vzdy ztraceny, rostlinné genomy jsou posety tisici zdanlivé nefunkénich duplikaci
oznacovanych jako pseudogeny (Guo et al., 2009). Pseudogeny se identifikuji na zakladé
jejich podobnosti s funkénimi geny a vyskytu mutace zbavujici funkce (napiiklad
piedcasny stop kodon nebo posunuti ¢teciho ramce v genech kodujicich proteiny) (Vanin,
1985). Ackoliv jsou pseudogeny pravdépodobné nefunkcni, existuje mala skupina
pseudogent v ryzi a Arabidopsis, ktera je i pfesto exprimovana (Yamada et al., 2003,
Thibaud-Nissen et al., 2009).

Spole¢nym tématem ohledné modelt zachovani duplikovanych genti je otazka, zda se
v ptipadé, Ze jsou ob¢ kopie gend zachovany, vyskytuji rozdily ve funkei, expresi nebo
interakci. V nékterych ptipadech duplikované geny ziskavaji nové funkce a pfispivaji tak
k evolu¢nim novinkam. U nékterych duplikaci je pak mozné pozorovat nové funkce diky
zméné v morfologickych znacich, kdy néktery ze znakti muze byt z fenotypu vyfazen

nebo naopak posilen (Hanada et al., 2009).



Po duplikaci gent se rychlost evoluce (a substituce sekvenci) obvykle zvySuje, alespon
zpocatku, diky tomu, ze pfitomnost dvou kopii uvoliiuje selekcni tlak proti diive
nepiiznivym mutacim (Scannell a Wolfe, 2008). V souladu s timto piedpokladem
duplikované geny vykazuji volnéjsi purifikacni selekci, stejné jako rozdily ve strukturach
sekvenci, jako naptiklad v délce kodujici oblasti nebo v distribuci indeld (Wang et al.,
2013). Tento rGst rychlosti evoluce nemusi byt nezbytné stejny pro obé kopie — naptiklad
u kukufice se rozdil asymetrického vyvoje WGD duplikaci pohybuje kolem 21,2% a u
Physcomytrella patens pak dokonce kolem 68,3% (Carretero-Paulet a Fares, 2012).
Vzhledem k neofunkcionalizaénimu modelu tato situace odpovida piedpokladu, kdy
jedna z kopii zachovava plivodni funkce a mutace pfispivajici k novym funkcim se
hromadi ve druhé kopii. AvSak situace mize byt také popsana jako postupna ztrata funkci
v jedné kopii, kdy ve chvili, kdy je jedna z kopii zasazena degenerativni mutaci,
pravdépodobnost vyskytu dalsi mutace ve stejné kopii je vyssi. Z toho vyplyva, Ze pro
kazdy konkrétni piipad asymetrie u duplikovanych ¢asti genomu je tieba urcit pti¢inu a
neofunkcionalizaci tedy nelze standardné piedpokladat (Panchy et al., 2016). Asymetrie
v rychlosti evoluce ukazuje rozdily v evoluci u duplikovanych kopii, avSak existuje
souvislost také s pfibuznymi neduplikovanymi oblastmi. Na posouzeni, zda duplikace
ovliviiuji rychlost evoluce, je mozné pouzit rozdilné pfistupy. Zaprvé, duplikovana
dvojice miiZze byt porovnana s pfedpokladanym ptedkem. Tento ptistup je vSak ponékud
obtizny, zejména kvilli komplikacim spojenym s ur€ovanim ptedkl. V druhém ptipadé
muze byt duplikovana dvojice porovnana s blizce ptibuznm singletonem, ktery v
minulosti mohl byt také duplikovan, ale jehoz paralogy byly ztraceny. V tomto ptipadé
pak duplikaty i singletony maji spole¢ného ancestralniho ptedka a tedy by pravdépodobné

mély zachovavat i stejné funkce (Panchy et al., 2016).



2.2 Polyploidie

Situace, kdy organismus obsahuje vice nez dvé sady chromosomtl, se nazyva polyploidie.
Tento stav je uz del$i dobu uznadvam jako dilezity rys rostlinnych genomt a predpoklada
se, ze vede k rozmanitosti fenotypu (Soltis et al., 2009). Polyploidie se rozdéluje do dvou
typt. Prvni, allopolyploidie, zahrnuje vznik mezidruhovou hybridizaci. Ve druhém
ptipad¢ se mezidruhova hybridizace nevyskytuje a hovotfime tak o autopolyploidii.
Allopolyploidové typicky obsahuji v dobé vzniku dva nebo vice odlisSnych subgenomti,
maji v mnoha pfipadech fixni heterozygoty a jejich chromosomy pii meiose netvori
multivalenty. Autopolyploidové maji alespon tii kopie stejného, nebo téméf identického,
genomu a stejnomérné u nich probiha multivalentni nebo nahodné bivalentni parovani
mezi homolognimi chromosomy (Weindel a Doyle, 2005). V minulosti byly polyploidni
rostliny identifikovany cytologii zjiSténim poctu chromosomu a pokrok, ktery pifinesla
genomicka éra, odhalil desitky dalSich ancestralnich a netradi¢nich ptipada polyploidie.
Napiiklad rozsahla analyza distribuce stafi udalosti vedoucich k duplikaci genti odhalila
dfive neznamé piipady paleopolyploidie u uzitkovych a modelovych rostlin (Blanc a
Wolfe, 2004). Pomoci synonymni substituce bylo mozné odhadnout ¢as divergence mezi
duplikovanymi geny a identifikovat piky odpovidajici duplika¢nim uddlostem, které
vychazeji z diiveéjsi WGD (Renny-Byfield a Wendel, 2014). Dalsi vyskyty WGD byly
uréeny diky tomu, Ze nékteré Casti rostlinnych genomi se u nich vyskytuji v nékolika
kopiich (u Arabidopsis je to az 58%) a tyto sady gent vykazuji vysokou miru kolinearity
s jejich duplikovanymi protéjsky (Blanc et al., 2000). Od prvotni identifikace WGD byly
u linie Arabidopsis dale dokazany dalsi WGD v prib&hu evoluce a zacaly se objevovat
mimo jiné i dikazy o WGD napfic¢ fylogenezi mnoha skupin krytosemennych kvetoucich
rostlin (Soltis et al., 2009). Fylogeneticka analyza exprimovanych sekvenac¢nich znacek
(EST) ze semennych a kvetoucich rostlin, za pouziti plavuni a mechorostu jako outgroup,
ukdzala ancestralni WGD jiZ na pocatku evoluce semennych rostlin a dals$i vnofenou
WGD pti vzniku krytosemennych rostlin (Jiao et al., 2011).

genomu, nachylnost k polyploidni mitéze a meiozé za vzniku aneuploidnich bunék, nebo
epigenetické nestabilité, paleogenomickd data naznacuji, ze pravé opakované cykly
polyploidizace vedly k velké genetické rozmanitosti rostlin (Soltis et al., 2009). Neni
pravdépodobné, Ze by polyploidizace sama o sob& vedla k tolika zaznamenanym

obménam napii¢ fylogenezi krytosemennych rostlin, spiSe se to pfipisuje post-



polyploidni diploidizaci (PPD), kterd v liniich paleopolyploidie a mesopolyplodie
vytvarela zna¢nou genetickou a taxonomickou rozmanitost (Mandakova a Lysak, 2018).
Komplexni proces PPD, ktery zahrnuje velké mnozZstvi evolu¢nich modifikaci
transformujicich polyploidni genom do kvaziploidniho, je casto pfehlizeny a malo
studovany (Dodsworth et al., 2016). PPD je spojeno s Sirokou fadou procesi, naptiklad
zmenSovani genomu, rozdéleni specifickych subgenomii (k ¢emuz patii zachovani nebo
ztrata ur¢itého genu a genova sub- nebo neo- funkcionalizace), modulace genové exprese,
aktivace transponovatelnych elementi a epigenetické reprogramovani. Na
chromosomalni urovni je PPD zprostfedkované homeolognimi rekombinacemi a
nelegitimnimi rekombinacemi mezi transponovatelnymi elementy, coz vede k
strukturnim chromosomalnim zménam, tedy i redukci poc¢tu chromosomi (Mandékova a
Lysak, 2018). Jedn4 se o jednu ze zdkladnich cest diploidizace a sniZzovani poctu
chromosomil. Tradi¢né je tento proces vniman jako jeden z mechanismi vedoucich k
preméné polyploidii na funkéni diploidy. Momentaln¢ dostupnd data komparativni
genomiky naznacuji, Ze tento proces je v evoluci mnohem castéj$i nez napiiklad
zvySovani po¢tu chromosomu zlomem v centromeie (Mandakova a Lysak, 2018).

I kdyz polyploidie ptinasi mnoho novych informaci k pochopeni rostlinnych genomd,
stale se jednd o obtizné odvétvi, zejména kvili mnozstvi genomickych dat. Oproti
diploidim maji polyploidy obvykle vétsi velikost genomu a to i bez ohledu na jeho
zmenSovani v ramci evoluce (Leitch a Bennett, 2004), coz uz samo o sobé¢ ¢ini polyploidy
méné¢ vhodnymi modelovymi organismy. Sekvenovani vétSich genomu je finanéné
naroénéj$i a je potieba vétsi vypocetni Kkapacita pii sestavovani genomu nez u
preferovanych inbrednich diploida (Kelly et al., 2012). Naptiklad prvni sekvenovany
genom kvetouci rostliny patii Arabidopsis thaliana a byl vybran ¢aste¢né diky jeho malé
velikosti. Prvotni sestavovani genomu bylo zaloZeno na Sangerové metodé sekvenovani
a hlavnim hlediskem pro vybér potencionalnich druhti na sekvenovéani byly zejména
naklady s timto spojené (Renny-Byfield a Wendel, 2014). Az sekvenovani dalsi generace
umoznilo velky rozmach projekti zaméfenych na sekvenovani genomu a rozsifeni na
sekvenovani dalSich uZitkovych a ostatnich rostlin v celé fylogenetické §ifi. I tak bylo
sekvenovani omezeno na druhy s relativné malymi genomy, ¢astecné kviili cen¢ a také
kvtli problémiim s repetitivnimi Useky, které tvoii prevladajici ¢ast vétSiny rostlinnych
genomu (Kelly et al., 2012). Dalsi vyzvou pfi sestavovani allopolyploidnich genomi byla
jejich genomova slozitost a nadmeérné mnozstvi repetitivnich sekvenci. Aktudlni pokrok

v sekvenacnich technikach naStésti pfindsi nadéji ve vyfeSeni 1 téchto komplikaci.
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Nicméné i tak stale zlstavaji problémy pfi sestavovani polyploidnich genomut a pfi

spravném urceni a sestaveni homeolognich gent a alel (Renny-Byfield a Wendel, 2014).



2.3 Polyploidie v ¢eledi brukvovité

U australskych rostlin celedi Brassicaceae (brukvovité) s diploidnim poctem
chromosomil (n = 4 az 6) byla jako pfi¢ina nasobného poctu chromosoml odhalena
mesopolyploidni WGD. Cytogeneticka analyza ukézala, ze karyotyp australského tribu
Camelineae pochazi z osmi rodovych chromosomu (n = 8) vzniklych WGD, kdy nasledné
doslo ke snizeni poctu chromosomi. (Mandakova et al., 2010).

Hybridizace a WGD jsou dulezitymi procesy vedoucimi k genetické obméné a
specializaci u suchozemskych rostlin. Zejména u krytosemennych rostlin bylo
zdokumentovano mnoho pfipadi specializace zpusobené témito procesy (Soltis et al.,
2007). Komparativni vyzkum vychézejici z celogenomovych a EST sekvenacnich dat
pfind$i mnoho ptesvédcivych dikazi o ancestralnich WGD béhem evoluce ve
fylogenetické linii krytosemennych. U brukvovitych (pfipadné ktizatych, Brassicaceae)
byla provedena analyza na zaklad¢ genomové sekvence Arabidopsis thaliana a ukazal se
vyskyt tii paleopolyploidnich WGD (alpha, beta, gama) (Bowers et al., 2003). Zatimco
fylogenetické zafazeni nejstarsi udalosti (gama) je stale nejisté (Soltis et al., 2009), u beta
WGD bylo potvrzeno, ze vedla k rozdéleni fylogeneze mezi ¢eledémi Caricaceae a
Brassicaceae (Tang et al., 2008). Nejmladsi (alpha) duplikace ziejmé prob¢&hla pouze v
ramci Brassicaceae a je podobna k celogenomocé triplikaci v sesterské celedi
Cleomaceae (Barker et al., 2009). Alpha duplikaci mizeme zatadit do obdobi asi 23-43
milionu let zpét (mya) (Barker et al., 2009) a beta duplikaci asi 72 mya (Ming et al.,
2008). Béhem tii paleoploidnich WGD probihala také diplodizace vedouci k diploidnimu
genomu, zmenSeni velikosti genomu a pieskupeni chromosomu (Thomas et al., 2006).
Napiiklad funkéené diploidni a stabilni genom Arabidopsis je vysledkem preskupeni
karyotypu jiz diploidizovaného genomu ancestralniho piedka z Celedi kiizaté (Lysak et
al., 2006). Po WGD byly nékteré duplikované geny smazany nebo podrobeny sub- nebo
neo- funkcionalizaci (Sémon a Wolfe, 2007). V piipadé genii, u kterych zalezi na
mnozstvi produktu, jako jsou naptiklad transkripéni faktory, byl obvykle preferenéné
zachovan pouze gen v jednom z duplikovanych genomi, coZ je popsano v teorii
rovnovahy gent (Veitia et al., 2008). Krom¢ tii vySe uvedenych WGD genomy nékterych
skupin z Brassicaceae podlehaly take dalsim WGD, napiiklad celogenomova triplikace
asi 8-14 mya pravdépodobné vedla k diversifikaci v ramci ¢eledi Brassiceae (Lysak et
al., 2007).



Predpokladalo se, ze geny koordinujici funkce, které organismu ptinaseji néjakou
selektivni vyhodu, a adaptivni geny by mohly byt identifikovatelné studiemi zabyvajicimi
se rozdilnou genovou expresi napfic¢ rostlinymi druhy v heterogennim prostiedi (Hoffman
a Willi, 2008). Stejné studie mohou figurovat v situaci, kdy se porovnavaji profily exprese
blizce pfibuznych druhti, jako napiiklad téch, které se vyvinuly béhem posledni faze
tretihor pifi rysovani Alp na Novém Z¢landé. Také by mohly pomoci pii urceni
kandidatnich gend, které mély vliv pii diversifikaci druht (Voelckel et al., 2010). Pti
oveétovani tohoto ptistupu byly nejprve porovnavany expresni profily na microarrayich
ptirozenych populace dvou blizce piibuznych alpskych rostlin z prevazné endemického
novozélandského druhu Pachycladon (brukvovité). Analyzy dlouhodobych vztahtu a
ontologie ukdzaly, Ze se profily sekundarnich metaboliti téchto dvou populaci lisi. Tato
informace podpoftila tvrzeni, ze profilovani transkriptomu pouzivané pii predikci mize
byt pouzito jako slibny pfistup pii identifikovani domnélych adaptivnich zmén mezi

blizce ptibuznymi druhy (Voelckel et al., 2010).
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2.4 Pachycladon exilis

Do australské flory patii 20 az 21 tisic druht krytosemennych rostlin, kdy 90% z nich je
endemickych (Chapman, 2009). Rozsifeni druhi pfes ocean hralo velkou roli v pivodu
nyn&j$i australské flory, kdy bylo zdokumentovano nékolik rozptyleni na velké
vzdalenosti pies celou plochu Australe az na Novy Zéland. Toto rozsifeni je mozné dat
do souvislosti s hybridizaci a polyploidii (Dierschke et al., 2009). Tribus Microlepidieae
zahrnuje 17 rodi a asi 56 druhd endemickych v Australii a na Novému Zélandé (Heenan
et al., 2012). Na rozdil od mnoha euroasijskych druhti kiizatych, bylo vSech 16
australskych rodi a Pachycladon z Nového Zélandu ve vyzkumu zanedbavany a jejich
fylogenetickd pozice nebyla dlouhou dobu znama. Prvni reprezentativni fylogeneticka
analyzy rodu Pachycladon odhalila jeho vznik skrze intertribalni hybridizaci (Joly et al.,
2009). Dale pak byl potvrzen allopolyploidni pivod Pachycladon pomoci srovnavaci
analyzy malovani chromosomt (Mandakova et al., 2010), kdy se ukazalo, Ze
pravdépodobné vsech 11 druhi z rodu Pachycladon majicich 10 chromosomt ma stejnou
strukturu, ktera vznikla sloucenim dvou indentickych nebo velmi podobnych
rodiCovskych genomli s osmi chromosomy (oznacené¢ jako ancestrdlni karyotyp
ktizatych, ACK, Schranz et al., 2006). Pivod deseti chromosomt Pachycladon pak byl
vysvétlen jako postpolyploidni diploidizace piivodniho mesotetraploidniho genomu, dale
doprovazenou postupnou diploidizaci (Mandakova et al., 2017).

Rod Pachycladon se vyvinul z allopolyploidniho piedka pied asi 2 miliony let (Joly et
al., 2009) a béhem posledniho milionu let se diverzifikoval do deseti morfologicky a
ekologicky rozdilnich druhti. Devét z téchto druhi je endemickych v Jiznich Alpéach na
Novém Zélandé¢ a jeden se vyskytuje na Tasmanii (Heenan et al., 2012). Devét
novozélandskych druhit tvoii tfi rozdilné skupiny odlisné svou genetickou
charakteristikou, morfologickymi vlastnostmi a preferovanym mistem vyskytu (Heenan
a Mitchell, 2003). Tyto druhy se od sebe 1isi vyrazné zejména jejich preferenci na urcity
druh pidy. Naptiklad druhy P. novaezelandiae a P. wallii jsou omezené na pudu
obsahujici bridlici, zatimco dalsi skupina skladajici se z P. fastigiatum, P. enysii a P.
stellatum se vyskytuje na drobové pidé. Dalsimi druhy vyhledavajicimi konkrétni ptidu
jsou P. fasciarium specializovany na vapenec a P. exilis vyskytujici se v ptdach se
zasaditymi ionty. Zbyvajici dva druhy, P. cheesemanii a P. latisiliguum nemaji zadna
geologicka specifika (Voelckel et al., 2010). Tyto preference odpovidaji hypotéze, ze

adaptace na rozdilny druh pudy vedla z velké ¢asti k diverzifikaci a evoluci odliSnych
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druht z rodu Pachycladon. Vzhledem k tomu, ze druhy se lisi také v ramci nadmotské
vysky, mizou byt i tyto preference hnaci silou diverzifikace (Yogeswaran et al., 2010).

Pachycladon je monofyleticky rod charakterizovany malymi genetickymi rozdily
mezi druhy, v§echny druhy se samooplodnuji. U Sesti druhti Pachydladon byla provedena
analyza karyotypu a u vSech druhti byl zjistén stejny pocet chromosomu 2n = 20 a genom
srovnatelny s Arabidopsis (Joly et al., 2009), kdy oba tyto rody patii do stejné
polyfyletické¢ho tribu Camelineae. Pomoci fylogenetického vyzkumu byla relativné
blizka piibuznost rodu Pachycladon a modelové rostliny Arabidopsis thaliana potvrzena
(Heenan et al., 2002). Blizka ptibuznost mezi témito rody je podpofena generaci pohlavné
odvozené od mezidruhového hybrid mezi A. thaliana a P. cheesemanii (German et al.,
2009). Na zakladé poétu chromosomt a piedbéznych cytogenetickych dat se dale
piedpokladal polyploidni piedek vSech druhti Pachycladon (Lysak et al., 2006). Diky
identifikaci dvou paralognich kopii péti jednokopiovych jadernych gend byl potvrzen
allopolyplodni ptivod zafazeny do obdobi pleistocénu mezi asi 0,8 az 1,6 mya (Joly et al.,
2009). Dale byla objevena asi 6 az 9 miliond let stard allopolyploidni WGD zasahujici
vSechny australské druhy, coz vedlo az k existujicim diploidnim karyotypiim (n = 4-6)
(Mandakova et al., 2010). Diky podobnym doposud skrytym WGD udalostem, které jsou
stale odhalovany pomoci komparativnich genetickych a cytogenetickych analyz, miizeme
tyto rody oznacit jako mesopolyploidy (Mandakova et al., 2010). Ac¢koliv studie oznacuji
tribus Camelineae jako allopolyploidniho ptedka rodl z Australie a Nového Zélandu,
stale nebyl ani pomoci struktury genomut objasnén vztah mezi obéma polyploidnimi
Camelineae skupinami (Mandakova et al., 2010).

Studium Arabidopsis a dalsich pfibuznych modelovych rostlin vede k mnohem
vétSimu porozuméni genetickych a molekularnich procesi, které se podileji na vyvoji a
evoluci rostlin (Hall et al., 2002). Bylo zjisténo, ze i Pachycladon ma nékolik vlastnosti,
které ukazuji tento rod jako vhodného kandidata pro studium molekularnich a
genetickych procestl, které mohou byt zdkladem pro rostlinny vyvoj. Zejména jeho druhy
vykazuji znacnou morfologickou rozmanitost. Naptiklad listy mohou byt pilovité nebo
lalo¢naté, kvétenstvi laternalni nebo terminalni, semena okfidlena i neokfidlena a dalsi
morfologické rozdily mezi druhy tohoto rodu (McBreen a Heenan, 2006). S vyuzitim
vyhod a informacnich zdroju, které jsou u Arabidopsis dostupné, a pfifozené
morfologické a ekologické rozlicnosti v ramci Pachycladon, je mozné rozvinout
vyzkumny program majici za kol porozumét genetickym procestim, které jsou dulezité
pfi rozsifovani rostlinnych druhti na Novém Zéland¢é (McBreen a Heenan, 2006).
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Studie ¢ty druhd Pachycladon provedena Lysakem et al. (2009) je prvni
celogenomovou analyzou druhii rozmisténych napfi¢ celym ostrovem. VSechny tyto
druhy maji deset chromosomu (Lysak et al., 2009) a kromé& uréeni intergennich
chromosomalnich vlastnosti byla provedena i analyza karyotypu (Mandakova et al.,
2010). Obecné podobné struktury genomu podpotily piedpoklad monofyletického
ptavodu celého rodu (Heenan et al., 2002) a umoznily odvozeni ptivodniho karyotypu,
ktery zustal zachovany i v nyné&jSich druzich. Staze karyotypu u Pachycladon jasné
ukazuje, Ze rozSifeni druhii na Jiznim ostrové na Novém Zélandu béhem pleistocénu
nebylo spojeno s vyraznym pieuspoifadanim chromosomua (Heenan a Mitchell, 2003).
Karyotypy ¢tyt zkoumanych druhi se 1isi pouze v poctu heterochromatickych uzlt a
NOR, tedy mist kli¢ovych pro formovani jadérka, kdy Zadny z téchto rozdili nebyl
spojeny s intragennimi fylogenetickymi vztahy. Proto je mozné fict, Ze speciace probihala
skrze homoploidni divergence ptivodniho allopolyploidniho genomu (Mandakova et al.,
2010). Na zaklad¢ fylogenetické analyzy australského tribu Camelineae a rodu
Pachycladon (Mandakova et al., 2010) autofi dospé&li k zavéru, ze ob&é skupiny mohou
pochazet z velmi podobného allopolyploidniho ptfedka. Toto srovnani naznacuje, Ze
posledni kroky vedouci ke snizeni poctu chromosomil u australskych druhd byly
zprostfedkovany tandemickymi koncovymi translokacemi néasledovanymi inaktivaci
nebo ztrdtou centromer, aniz by doSlo k mnaruSeni struktury chromosoml a
chromosomovych ramen (Mandakova et al., 2010). Data napovidaji, ze ptivodni karyotyp
Pachycladon (n=10) byl allopolyploidii odvozen z ACK (n=8) (Mandakova et al., 2010).
Nejen Ze se o¢ekava, ze z ACK je odvozen pivodni genom Pachycladon, také se
predpokladd, ze z ACK pochazeji i vSechny doposud analyzované genomy rodu
Camelineae. Jako dalsi také karyotypy Crucihimalaya a Transberingia, dvou rodu ¢asto
ptibuzné spojovanych s Pachycladon, vykazuji podobnou strukturu jako ACK. Je tedy
pravdépodobné, ze ptuvodni genom Pachycladon byl odvozen hybridizaci mezi dvéma
genomy podobnym ACK (Heenan et al., 2002, Joly et al., 2009). Primarni allopolyploid
m¢él strukturu podobnou duplikovanému ACK (n=16) nebo byly zucastnéné genomy
redukované pted hybridizaci a dany allopolyploid mél mén€ nez 16 chromosomalnich
part. Skutecnost, Ze paralogni genomické bloky nelezi na stejnych chromosomech,
naznacuje, ze nyné&jsi chromosomy Pachycladon spiSe byly pieorientovany béhem
hybridizace, nez diky homologni rekombinaci mezi dvéma genomy se stejnym

allopolyploidnim pfedkem (Mandakova et al., 2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Vstupni data

Hlavnimi datovymi soubory byly jiz anotované genomové a proteinové sekvence
Pachycladon exilis. Anotace byla vytvofena pomoci TriAnnot upraveného pro celed’
Brasiccaceae. Velikost genomu je okolo 430 Mb. Sestaveni sekvence probéhlo v
kombinaci Illumina WGS sekvenovani, Chicago scaffolding (Dovetail genomics) a
BioNano hybrid scaffolding. Délka nejdelsiho scaffoldu 12 je 18,3 Mb, celkova délka
vSech 5055 scaffoldu je 392,9 Mb a primérnd délka 588,3 Kb. 78 scaffoldli presahuje
délku 1 Mb. Anotace Pachycladon exilis byla provedena na 3018 scaffoldech z celkovych
5055, kdy zbyvajici byly z anotace vylouceny z diivodu, Ze jejich délka neptesahla 2000
bp. Na zminénych anotovanych 3018 scaffoldech je umisténo 33556 protein kodujicich
genl. Nejdelsi protein ma 5081 aminokyselin a prumérné délka anotovaného proteinu je
421 aminokyselin. V nejdelsim scaffoldu 12 je 2548 anotovanych genti s 7541 exony,
které zabiraji 1,5 Mb scaffoldu, a 9342 anotovanych pseudogend, které¢ zabiraji 2,2 Mb.
Vzhledem k tomu, Ze geny a scaffoldy obsahovaly slozité ndzvy na zaklad¢ anota¢niho
software, bylo provedeno kompletni piejmenovani pomoci ptikazu v bash shellu, tedy v

unixovém piikazovém tadku.

Ptikaz pro fasta soubor s proteinovou sekvenci:
sed '/./'d;s/\N([™ 1%\) *\(.*\)/\\|\1|s||\2|g/' ID_change.txt | sed -f
- AllGenes_Proteins.fa > All _Genes_newID Proteins.fa
kde AllGenes Proteins.fa je plivodni fasta soubor, All_ Genes newlID Proteins.fa novy

soubor a ID_change.txt je vytvofeny slovnik obsahujici plivodni a nové nazvy.

Pro uvodni komparativni analyzu byla vyuzita genomova a proteinova sekvence
Arabidopsis lyrata ziskana z databaze EnsemblPlants, kdy v osmi chromosomech je
uspotfadano 32667 gent kodujicich proteiny.

Pfi identifikaci rodi¢ovského subgenomu byla dale vyuzita sekvenacni raw data

Crucihimalaya himalaica ziskana ze SRA archivu pod ID SRR3138110.
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3.2 Kontrola kvality vstupnich dat

Sekvenovani a genomické pfistupy poskytuji stale rostouci mozstvi genomickych a
transkriptomickych dat, avSak tato data dosahuji rozdilné kvality, coz vede k nutnosti
dikladné kontroly kvality vyslednych sekvenacnich dat. Tento problém fesi naptiklad
hodnotici néstroj Benchmarking Universal Single-Copy Ortholog (BUSCO) pomoci
intuitivnich kvantitavnich méfeni genomickych dat a jejich uplnosti za podminky
oc¢ekavaného genového obsahu. BUSCO identifikuje kompletni, duplikované,
fragmenované a chybé¢jici geny a umoziuje jejich podobnostni srovnani s rozdilnymi
sadami dat. (Waterhouse et al, 2017).

Kontrola kvality vstupnich dat je kli¢ova pro zhodnoceni vysledkl prace, tudiz bylo
nutné vstupni data zkontrolovat a urcit jejich kvalitu (1. faze celého experimentu
zobrazena na obr. 4). Byl vyuzit software BUSCO v3 (http://busco.ezlab.org)
implementovany na linuxovém serveru a analyza byla provedena pro vSechny genomové
sekvence Pachycladon exilis a pro anotované geny P. exilis a dale také pro sestaveny
transkriptom C. himalaica. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o druhy z ¢eledi brukvovité,
jako lineage databazi, tedy OrthoDB soubor, byl zvolen embryophyta_odb9 s Arabidopsis
jako vychozim druhem pro analyzu.

OrthoDB (www.orthodb.org) je hierarchicky katalog orthologli. Funkéni anotace
skupin orthologii je vytvofena pomoci sluzeb InterPro, GO, OMIM a fenotypl
modelovych organismu s dalsimi referencemi na hlavni zdroje naptiklad UniProt, NCBI
nebo FlyBase. OrthoDB tedy pomaha uréit vlastnosti orthologt, jako naptiklad genové
duplikace a ztraty, miru divergence, piibuzné skupiny, exon-intron architekturu,
syntenické orthology a fylogenetické stormy a hierarchicky klasifikuje ortology a pomoci
klastrovani na kazdé Girovni umoziuje ur¢it druhové fylogenetické zafazeni (Waterhouse
etal., 2013).

OrthoDB v10 pokryva dohromady 1271 eukaryot, 5609 bakterii, 404 archei a 6488
vird. Celkové se jedna o 37 milionu genti, klasifikovanych do vice nez 8,5 milionil
orienta¢nich skupin ortologti na 624 urovnich pfesnosti. Tyto urovné odkazuji na
posledniho spolecného ptedka z n€hoz se existujici ortholog vyvinul a jsou definovany
na zakladné taxonomie na NCBI. Pieklad genti kdédujicich proteiny byl ziskan hlavné z
RefSeq a kompletnich genomti NCBI, kdy ID genomu odpovida vyhledatelné taxonomii

daného organismu (Kriventseva et al., 2019).
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Ptikaz pro fna soubor s genomovou sekvenci:
python /software/busco/3.0.2b/scripts/run_BUSCO.py -i AllGenes CDS.fna
-0 busco_genes -1 embryophyta_odb9/ -m genome -c 1 -sp arabidopsis
kde AllGenes CDS.fna je vstupni a busco_genes je vystupni soubor,
embryopthyta odb9 urcuje lineage z OrthoDB, -sp urcuje blizce ptibuzny druh pro lepsi
praci softwaru Augustus (pouzity pii béhu BUSCO) a -m nastaveni médu, v tomto
ptipad¢ tedy genomovou sekvenci.

Ptikaz pro grafické zobrazeni:

python /software/busco/3.0.2b/scripts/generate_plot.py -wd
BUSCO_summaries
kde slozka BUSCO_summaries obsahuje txt soubory, pro piedchozi béh je to napiiklad
short_summary_busco_genes.txt. Vychozi je pak PNG soubor s grafem. Grafické
zobrazeni je vytvafeno programovacim jazykem R s balickem ggplot2 pro vykresleni

dat.
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3.3 Ur¢eni podobnosti mezi sekvencemi Pachycladon exilis a

Arabidopsis lyrata

Béhem zpracovani dat byl v mnoha piipadech pouzit BLAST, jednak u samotného urceni
podobnosti, dale také pro vytvotfeni jednoho ze vstupnich souborii pro béh software
MCScanX. Nejdiive byla vytvotrena databaze, pro proteinovou i genomovou sekvenci A.

lyrata.

Ptikaz pro vytvofeni databazi:
makeblastdb -input_type fasta -in lyr prot.fa -dbtype prot
makeblastdb -input_type fasta -in lyr_CDS.fa -dbtype nucl

BLAST byl poté spoustén s vytvorenymi databazemi a nejdiive proteinovymi a
genomovymi sekvencemi P. exilis, kdy parametr -b 1 urcuje, Ze se hledal pouze jeden
nejlepsi hit. Pro béh MCScanX pak bylo dilezité, aby vystupni blast soubor byl ve
formatu m8, ktery specificky urcuje poradi sloupct v tabulce. V dalsi analyze soustiedéné
pouze na scaffoldy 13 a 51 bylo pracovano pouze s jejich sekvencemi, jednak pro
opétovny béh BLASTu, tentokrat i s moznosti 2 nejlepSich hitd, a ddle pro srovnani téchto

scaffoldi, kdy byl jako databaze urcen vzdy pravé jeden z nich.

Ptikaz pro samotny béh BLASTu, prvni piipad pro proteiny, druhy pak pro geny:
blastall -i All Genes_newID Proteins.fa -d lyr prot.fa -p blastp -e
le-10 -b 1 -v 1 -m8 -o lyr pach prot.blast
blastall -i All Genes_newID CDS.fa -d lyr CDS.fa -p blastn -e 1le-10 -b
1 -v1-m8 -o lyr_pach_CDS.blast

Dale byly ur¢eny nejlepsi recipro¢ni hity mezi proteinovymi sekvencemi A. lyrata a
P. exilis. Nejdiive byl spustén BLAST se sekvencemi A. lyrata jako databazi a
sekvencemi P. exilis jako dotazem, nasledné s opa¢né zvolenymi sekven¢nimi soubory.
V obou piipadech byl zvolen parameter -b 2, tedy ptipustné vyhledavani dvou nejlepsich
hitti, a vystupni format souboru jako -m8. Po vytvofeni téchto blast soubort byla dale

provedena jejich komparativni analyza, kdy byly hledany nejlepsi recipro¢ni hity.
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3.4 Komparativni analyza syntenickych oblasti

Pro zjisténi a vyzualizaci kolinearnich a syntenickych oblasti mezi A. lyrata a P. exilis v
druhé fazi experiment (obr. 4) byl zvolen program MCScanX.

MCScan je algoritmus schopny porovnat genomy, pfipadné¢ chromosomy, za Gcelem
identifikace ptfedpokladané homologni chromosomové oblasti a zarovnani téchto oblasti
za pouziti homologie a vzdalenosti genii. Sada nastroji MCScanX implementuje a
upravuje algoritmus MCScan pro detekci syntenie a kolinearity, coZ rozsifuje pivodni
software zatazenim 14 uZzite¢nych programi pro vizualizaci vysledkt a dal$i downstream
analyzy. Schéma znazornujici praci s timto programovym balikem je zobrazeno na obr.
1. MCScanX muze byt vyuzit pro efektivni analyzu strukturnich zmén chromosomu a
urceni historie expanse genovych rodin, ktera mohla vést k adaptaci druhu (Wang et al,
2012).

Spusténi tohoto nastroje je velmi intuitivni. V prvnim kroku se na zakladné vstupnich
BLAST a GFF souborti vytvoii tzv. collinearity soubor, ktery je vyuzit pro dalsi analyzy
— V piipadé této diplomové prace pro tvorbu dotplotu, circle a dual synteny plotu. V
collinearity souboru jsou zobrazeny kolinearni bloky ziskané parovym pfifazenim gent
za vstupnich podminek, v tomto pifipad¢ byl minimalni pocet geni tvoficich kolinearni

blok stanoven na 5.

Ptikaz pro spusténi MCScanX pro proteinové sekvence:
MCSCanX lyr pach_prot
kde vstupnimi soubory jsou lyr_pach prot.blast (BLAST soubor mezi protienovymi
sekvencemi A. lyrata jako databaze a P. exilis jako dotaz) a lyr_pach_prot.gff (gff
soubor obsahujici pozice vSech genll na chromosomech/scaffoldech). Vystupnim

souborem je pak lyr_pach_prot.collinearity.

Celogenomové vysledky z BLASTP jsou dale pouzity k vypoctu kolinearnich bloki
pro vSechny potencialni pary chromosomu a scaffold. Nejprve jsou shody z BLASTP
sefazeny podle pozic genl. V pfipad¢, Ze po sobé jdouci BLASTP zaznamy maji shodu
ve stejném genu a tyto geny jsou oddéleny méné nez péti jinymi geny, tyto shody se spoji
do jednoho reprezentativniho genového paru s nejmensi BLASTP E-value, ¢imz se
zabrani vysokému poctu lokdlnich kolinedrnich genovych pari zptsobenych
tandemovymi oblastmi. Poté je pomoci dynamického programovani nalezena cesta s

nejvetsim skore (tedy fetézce kolinearnich genovych para) (Wang et al, 2012).
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...............................

* collinearity

* ctl

N

/

Dot/circle/dual synteny/bar plotter

i

*.png

Obrazek 1: Schéma znazorfujici praci s programovym balikem MCScanX. Plnou ¢arou jsou
ohrani¢eny soubory, se kterymi se pracuje, piipadng které jsou vysledkem, te¢kovanou ¢arou je
znazornén béh programu. *.ctl soubour je control file obsahujici informace pro sestaveni grafil.

Analyza pomoci programu MCSCanX byla nejprve provedena pro vSech osm
chromosomit A. lyrata a 10 nejdelSich scaffoldi P. exilis. Nasledn¢ bylo mnozstvi
nejdelSich scaffoldi rozsifeno na 100 z celkovych 3018, pomoci vizualizace v dot plotteru
(downstream analyza, java skript jako soucést bali¢ku stejné jako dal§i zminéné
vyzualizaéni skripty) byly pfifazeny ke konkrétnim chromosomtiim A. lyrata a pro lepsi
vyzualizaci pokryti chromosomt byl vytvofen bar plot. Pro kazdy chromosom byl dale
vytvofen kruhovy graf, pomoci kterého je mozZné piehledné vyzualizovat kolinearni
oblasti a duplikace scaffoldl. Pro dals$i préci byl jako reprezentativni zvolen chromosom

3 A. lyrata a k nému konkrétné scaffoldy 13 a 51 assembly P. exilis. Pro lepsi vizualizaci

byl vytvoren také dual synteny plot.
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Prikaz pro vytvofeni circle plotu pro pokryti osmi chromosomu A. lyrata nejdelsimi
10 scaffoldy P. exilis:
java circle_plotter -g lyr pach_prot.gff -s lyr pach_prot.collinearity
-c circle_longest 10.ctl -o <output PNG_file>
kde vstupnimi soubory jsou lyr pach prot.gff pouzity pro vytvoieni collinearity
souboru, lyr_pach_prot.collinearity a circle_longest_10.ctl jako txt soubor obsahujici
informace pro vyvoteni grafu. Vystupnim souborem je pak png obrazek s vytvoienym

kruhovym grafem.

Circle_longest_10.ctl:
800
all,al2,al3,al4,al5,al6,al7,al8,Scaffold51,Scaffold28,Scaffold5, Scaffo
1d25,Scaffold7,Scaffold21,Scaffold88,Scaffold13,Scaffold30,Scaffoldl2

Ptikaz pro vytvoteni dot plotu zobrazujici pokryti chromosomu 3 A. lyrata a
scaffoldy P. exilis, které patii mezi 100 nejdelSich scaffoldu:
java dot_plotter -g lyr pach_prot.gff -s lyr pach_prot.collinearity -c
dot_al3.ctl -o <output PNG_file>
kde vstupnimi soubory jsou lyr_pach prot.gff pouzity pro vytvoteni collinearity
souboru, lyr pach_prot.collinearity a dot_al3.ctl jako txt soubor obsahujici informace

pro vyvoteni plotu. Vystupnim souborem je pak png obrazek s vytvofenym dot plotem.

Dot _al3.ctl:
800
800
al3
Scaffoldl3,Scaffold21,Scaffold5,Scaffold51,Scaffold83,Scaffoldle4,Scaf
fo0ld108,Scaffold9e
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3.5 Analyza kolinearity vybranych scaffoldii

Pro podrobné¢jsi analyzu byly zvoleny scaffoldy 13 a 51 Pachycladon exilis (téeti faze
experiment, obr. 4). Nejdfive byl vytvofen BLAST mezi proteinovymi sekvencemi
vybranych scaffoldi a proteinovymi sekvencemi Arabidopsis lyrata, kdy A. lyrata byla
zvolena jako databaze a P. exilis jako dotaz. Databaze s proteinovymi sekvencemi byla

jiz vytvotena v pfedchozim kroku.

Piikaz pro spusténi BLASTu s A. lyrata jako databazi a P. exilis jako dotazem:
blastall -i Scaffold13_51 newID.fa -d lyr_prot.fa -p blastp -e le-10 -
b1-v1-m8 -0 lyr 13 51 prot.blast

Pro lep$i vizualizaci situace byl spustétn MCScanX se vstupnimi soubory
lyr 13 51 prot.blast a upravenym gff souborem, ve kterém se nachézely pozice gent na
chromosomu 3 A. lyrata a scaffoldt 13 a 51 P. exilis. Vystupni collinearity soubor byl
vizualizovan pomoci circle plotteru.

Nasledné byl proveden BLAST mezi scaffoldy 13 a 51 navzdjem, kdy v prvnim
ptipadé byl scaffold 13 zvolen jako databdze a scaffold 51 jako dotaz, a ve druhém
ptipadé tomu bylo naopak. Pro potteby analyzy byl hledan pouze jeden nejlepsi hit. Z
vyslednych blast souborti byly nalezeny nejleps$i recipro¢ni hity. Dale byla provedena
analyza v programu Excel. Hlavnim cilem bylo kromé kolinearnich sesterskych gent najit
také duplikované geny, kolinearitu s anotovanymi pseudogeny na sesterském scaffoldu a

jedine¢né geny.

Ptikazy pro vytvoteni databazi pro BLAST:
makeblastdb -input_type fasta -in Scaffoldl3_newID.fa -dbtype prot
makeblastdb -input_type fasta -in Scaffoldl3_newID.fa -dbtype prot

Ptikaz pro spusténi BLASTu se scaffoldem 13 jako databazi a scaffoldem 51 jako
dotazem:
blastall -i Scaffold51 newID.fa -d Scaffoldl13 newID.fa -p blastp -e
le-10 -b 1 -v 1 -m8 -o 13 51 prot.blast
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3.6 Sestaveni transkriptomu Crucihimalaya himalaica

Jako jeden z rodi¢ovskych subgenomi pro P. exilis se pfedpoklada Crucihimalaya
himalaica a tento druh byl z tohoto divodu take zahrnuta do této diplomové prace.
Sekvenacni raw data transkriptomu jsou ulozena v SRA archivu pod ID SRR3138110 a
pro dalsi praci s nimi bylo potieba vytvofit ze stazeného datasetu assembly. K tomuto
ukolu bylo pouzito softwaru Trinity.

Trinity je softwarovy bali¢ek kombinujici tfi moduly: Inchworm, Chrysalis a
Butterfly. Na rozdil od de novo assembly genomu, kde nékolik velkych spojitych
sekvencnich grafii reprezentuje spojitosti mezi sekvena¢nimi ¢tenimi napfic¢ celymi
chromosomy, pfi vytvareni assembly transkriptomu ocekdvame cetné jednotlivé nespojité
grafy, kde kazdy ptedstavuje transkripni komplex na neptekryvajicich se mistech
genomu. Trinity tedy rozdéluje data do téchto jednotlivych grafii a nésledné kazdy graf
nezavisle zpracovava za ucelem ziskani izoforem s celou délkou a transkripti oddélenych

od paralognich geni. (Grabherr et al, 2013).

1.Inchworm Sekvenéni éteni | —®| Graf s k-mery > | Linearni kontigy

2. Chrysalis | pe Bruijnovy grafy

3. Butterfly Kompaktni grafy »| Prifazeni ¢teni > Transkripty

Obrazek 2: Schéma zobrazujici prubeh vypoctu Trinity. Pribéh je rozdélen do tii fazi
oznacenych jako Inchworm, Chrysalis a Butterfly.
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V prvnim kroku Inchworm (obr. 2, bod 1.) sestavi ¢teni do unikatnich transkripénich
sekvenci, pti ¢emz pracuje na zdkladé greedy pfistupu vybirani k-merd, coz umoziuje
rychlé a ucinné sestaveni, pii kterém se nahrazuje jediny nejlepsi zastupce mnozinou
alternativnich variant se shodnymi k-mery (vzhledem k alternativnimu sesttfihu, duplikaci
gentl nebo variantam alel). Chrysalis (obr. 2, bod 2.) dale shlukuje ptibuzené kontigy,
které odpovidaji Castem transktiptim z alternativniho sestfihu, pfipadné unikatnim
¢astem paralognich geni. Poté Chrysalis sestavi de Bruijniv graf pro kazdy shluk
piibuznych kontigii tak, ze kazdy odpovida slozitosti ptrekryvani mezi variantami.
Nakonec Butterfly (obr. 3, bod 3.) analyzuje cestu tvofenou ¢tenimi a pary Cteni v
kontextu odpovidajicim de Bruijnovym grafim a uvadi vSechny vérohodné sekvence
transkritpu, ¢imz se ziskaji isoformy vytvofené alternativnim sestiihem a transkripty

ziskané z paralognich gent (Grabherr et al, 2013).

Ptikaz pro béh Trinity-v2.4.0:
Trinity.pl --seqType fq --max_memory 106G --left SRR3138110 1.fastq --
right SRR3138110 2.fastq --CPU 20 --output trinity ssr
kde vstupnimi soubory jsou SRR3138110 1.fastq a SRR3138110 2.fastq a vystupnim
souborem Trinity.fasta obsahujici assembly. Z celkové velikosti 1091 Mb pro kazdy
vstupni soubor byl vytvofen fasta soubor o velikosti 220 Mb za 111780 sekund, tedy asi
za 31 hodin.
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3.7 Prirazeni sekvenci k rodi¢ovskym subgenomiim

Na zavér byla provedena komparativni analyza se sestavenym transkriptomem
Crucihimalaya himalaica (konec 4. faze zobrazené na obr. 4). Tato analyza byla
soustiedéna zejména na scaffoldy 13 a 51 Pachycladon exilis a jejich piifazeni k
rodicovskym subgenomtim. Pro obecny nahled na problematiku byl vytvoten recipro¢ni

blast mezi transktiptomem C. himalaica a proteinovymi sekvencemi P. exilis.

Ptikazy pro beh programu BLAST:
blastall -i Cru _him.fa -d Scaffoldl3 51 newID.fa -p blastx -e le-10 -b
2 -v 2 -m8 -0 13 51 cru_2.blast
blastall -i Scaffoldl3 51 newID.fa -d Cru_him.fa -p tblastn -e 1le-10 -
b2 -v2-m8 -0cru_13 51 2.blast
kde v prvnim piipadé je jako databaze proteinova sekvence scaffoldi 13 a 51 P. exilis a
jako dotaz sestaveny transkriptom C. himalaica, ve druhém ptipadé je tomu pak opacné.

V obou piipadech bylo parametrem -b 2 zvoleno vyhledavani dvou nejlepsich hiti.

Pro zGzeni pohledu na feSenou problematiku, byl BLAST spuStén znovu pouze se
sestavenym transkriptomem C. himalaica jako databazi, scaffoldy 13 a 51 P. exilis jako
dotazem a zuzenim béhu programu pouze na 1 nejlepsi hit. Pfi nasledné analyze pomoci
programu Excel byly dale vybrany pouze kolinearni sesterské geny P. exilis z danych
scaffoldl a pohled byl soustfedén na primérnou podobnost danych gent a transkriptti C.

himalaica.
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3.8 Schéma experimentalni ¢asti

1. faze

A lyrata :> BUSCO <:: P.exilis

2. faze
Alyrata - p.exilis A.lyrata - P. exilis -
prot * - prot DS + DS
BLAST BLAST
+ *IEFF
| MCScanX |::> EXCEL
3. faze

Scaffold 13 + | Scaffold 51 Scaffold 51 + Scaffold 13
BLAST | BLAST

MCScanX [:> EXCEL

4, faze

Raw data

C.H. l::)‘ TRINITY l:{)

Scaffold

+
@ 13a51
BUSCO BLAST

.:> EXCEL |

Obrazek 4: Schéma zobrazujici Ctyfi faze experimentalni ¢asti této diplomové prace. Oranzovou
barvou je oznaCen pouzity software, Zlutou barvou vstupni soubory a modrou barvou vystupni
soubory.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kontrola transkriptomu a anotace

Pomoci BUSCO byla testovana kvalita datovych soubord. Na zakladé 1440 sekvenci,
které obsahuje datovy soubor embryophyta odb9, pak byly zjistény hodnoty zobrazené
na obr. 5. Pro fasta soubor obsahujici vSechny anotované geny Pachycladon exilis bylo
ze zminénych 1440 sekvenci 1332 kompletnich. 641 z nich je duplikovanych a 691 se
vyskytuje v jedné kopii. V procentech to znamena 92.5% kompletnich BUSCO gend,
48.0% v jedné kopii a 44.5% duplikovanych. 88 sekvenci bylo oznaceno jako chybéjici,
avSak neni vylouceno, Ze by se mohly vyskytovat mezi anotovanymi pseudogeny.
Tomuto pfedpokladu odpovidaji vysledky analyzy provedené na datovy soubor s celym
genomem, kdy jako chybéjici sekvence jich bylo oznaceno 15 a pocet kompletnich
BUSCO sekvenci se navysil na 1421, tedy 98,6%. Vysoka mira duplikovanych BUSCO
gent odpovida predpokladu, ze je genom P. exilis duplikovany.
BUSCO Assessment Results

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)

Fragmented (F) . Missing (M)

busco_pach_all_seq

busco_pach_genes

%BUSCOs

Obrazek 5: Grafické zobrazeni vytvofené programem BUSCO, konkrétné rozsifenim v
programovacim jazyce R s balickem ggplot2. Na ose y jsou dva datové soubory, pro které bylo
BUSCO spusténo a které byly zahrnuty do grafického zobrazeni —genomova sekvence
Pachycladon exilis a anotované geny Pachycladon exilis. Osa X je rozdélena na procenta. V fadku
u kazdého datového souboru jsou barevné odlisSeny vysledky — modra znac¢i kompletni BUSCO
geny (C), kdy svétlejsi odstin jsou sekvence kompletni a v jedné kopii (S), tmavsi odstin pak
duplikované (D). Zluta barva znaéi fragmentované BUSCO geny (F), Gervena chybgjici BUSCO
geny (M). Na kazdém tadku jsou pak napsany i konkrétni pocty sekvenci v kazdé z kategoriich.
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Zajimavym tématem k diskuzi je pomér kompletnich BUSCO genti mezi genomem a
anotovanymi geny P. exilis, kdy kompletnich BUSCO genti u anotovanych gent je o
6,1% méné nez u analyzy genomu. Tento trend je mozné pozorovat i U analyz jinych
rostlinnych druhd. Napiiklad pfi studiu kokost (Cocos nucifera, Xiao et al., 2017) je
procento kompletnich BUSCO genii u assembly genomu 90,8% a u anotovanych genti
potom 81,2%. Komparativni analyzu autofi provadéli spole¢né s dal§imi palmami, u
kterych byl tento trend totozny. U Phoenix dactylifera (verze PDK30) bylo procento
kompletnich BUSCO genti u assembly genomu 78% a u predikovanych genti jen 56,96%.
U Elaeis guineensis pak 84,5% kompletnich BUSCO genti u assembly genomu a u
predikovanych genti 42,2%. Dalsi potvrzeni tohoto trendu je mozné nalézt u sestavovani
genomu Rhodiola crenulate (Fu et al., 2017), kdy procento kompletnich BUSCO genti u
assembly genomu je 91,63% a u sady anotovanych genli 86,72%. Podobné vysledky byly
ziskdny 1 v ramci zivoCisné fise. Napiiklad u broukd Hycleus cichorii a Hycleus
phaleratus (Wu et al., 2018) je procento kompletnich BUSCO genti u genomu 92,51%
pro H. cichorii a 92,59% pro H. phaleratus. Procento kompletnich BUSCO genti u sady
anotovanych gent je pak 86,40% pro H. cichorii a 84,89% pro H. phalaratus. Uvedené
priklady ukazuji, Ze rozdil mezi BUSCO vysledky u genomu a anotovanymi geny neni

ojedinély a je mozné se s touto situaci setkat i v rdmci jinych studii.
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4.2 Komparativni analyza s genomem Arabidopsis lyrata

Uvodni komparativni analyzu byla provadéna s genomovou a proteinovou sekvenci
Arabidopsis lyrata. Sekvencni soubory byly ziskany z EnsemblPlants. Genom byl
sestaven na Stanford Human Genome Center s pokrytim 8x a anotovan na U.S.
Department of Energy Joint Genome Institute (JGI), tento genom byl publikovan v roce
2011 v Nature Genetics (Hu T. T. et al., 2011). V tab. 1 jsou zobrazeny zakladni
informace o velikosti a po¢tu genli v chromosomech A. lyrata.

Druh A. lyrata byl pro tivodni komparativni analyzu zvolen z toho divodu, Ze existuje
jeho anotace s informacemi o pofadi geni v chromosomech. Také byla zohlednéna
ptibuznost mezi P. exilis a A. lyrata.

Na tvod bylo provedeno hleddni nejlepSich recipro¢nich hitd mezi proteinovymi
sekvencemi A. lyrata a P. exilis. Z duvodu duplikace genomu P. exilis byly vytvoieny
vstupni BLAST soubory s parametrem dvou nejlepsich hitl. Pfi zohlediovani nejvyssiho
bit skore bylo nalezeno 18236 nejlepsich recipro¢nich hitd, pti zohlediiovani nejnizsi e-
hodnoty pak 18280. Celkem bylo piitazeno 65484 hiti s A. lyratou jako databazi a P.
exilis jako dotazem, v opa¢ném piipad¢ pak 56204 hitu.

Tabulka 1: Informace o chromosomech A. lyrata. Tabulka zobrazuje pocet genti a komulativni
délku CDS v daném chromosomu a jeho velikost.

Velikost Pocet genti Kumulativni délka CDS
Chromosom 1 34 Mb 5380 6013 kb
Chromosom 2 20 Mb 3006 3257 kb
Chromosom 3 25 Mb 4216 4552 kb
Chromosom 4 24 Mb 3640 3836 kb
Chromosom 5 21 Mb 3470 3686 kb
Chromosom 6 25 Mb 4177 4684 kb
Chromosom 7 25 Mb 4113 4588 kb
Chromosom 8 24 Mb 3476 3768 kb
Celkem 198 Mb 32667 34,4 Mb
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K analyze pomoci programu MCScanX byly jako vstupni soubor pouzity proteinové
sekvence, konkrétné vytvofeny BLAST soubor ve formatu m8 pomoci blastp pro
proteinové sekvence A. lyrata a P. exilis. A. lyrata byla zvolena jako databaze a P. exilis
jako dotaz. Vyhledavani bylo z(zeno pouze na jeden nejlepsi hit. Druhym vstupnim
souborem pak byl gff soubor upraveny pro potieby MCScanX, tedy soubor obsahujici
pozice vSech gend rozdelené podle chromosomii a scaffoldd. Vychozi nastaveni
MCScanX pracuje s hodnotami match_score 50, gap_penalty -1 (hodnoty vyuzivané pii
vypoctu hodnoty fetézce pari kolinearnich genti, kdy vybran je ten s nejvyssi celkovou
hodnotou) a E-value 1e-05 (pravdépodobnost vyskytu geni v kolinearnim bloku). Pro
nejdelsi ze scaffoldd, scaffold 12, byl vytvoreno celkem 7 kolinearnich blokd dohromady
s 2215 pary geni na chromosomech 1, 6 a 8 A. lyrata, jak v plus, tak i v minus sméru.
Celkové bylo vytvoieno 274 kolinearnich bloki s 28153 kolinearnimi pary. Na obr. 6 je
mozné pozorovat pokryti osmi chromosomu A. lyrata 100 nejdelsimi scaffoldy P. exilis,

kdy biléd mista zobrazuji nepokryté ¢asti chromosom.

all al2z al2 ald als als al? oals

Obrazek 6: Sloupcovy graf vytvoreny programem MCScanX, konkrétné java skriptem bar
plotter jako soucast downstream analyzy. Jedna se pouze o Cast vysledného grafu. Analyza byla
provedena pro genomovou A. lyrata a P. exilis a dany graf zobrazuje rozlozeni 100 nejdelsich
scaffolda P. exilis na osmi chromosomech A. lyrata (al1-al8).
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Pro podrobné¢;jsi pohled na pokryti A. lyrata byl zvolen circle plot (obr. 7) zobrazujici
pouze 10 nejdelsich scaffoldt P. exilis a jen z této ¢asti sekvenci P. exilis je mozné vidét
jisté trendy, naptiklad ze scaffold 25 je cely kolinearni s ¢asti chromosomu 1 nebo ze
chromosom 3 je témé&f cely pokryt jen pomoci scaffoldt 13, 21, 5 a 51, kdy scaffold 51
je kolinearni opét cely. Zajimavosti je, ze chromosom 5 neni kolinearni s zddnym z 10
nejdelSich scaffoldu, avSak jak je vidét na obr. 6 mezi dal§imi ze 100 nejdelSich scaffoldt
jiz kolinearita je. Dale je moZzné pozorovat duplikace kolinearnich blokt, naptiklad u

chromosomu 1, 3 nebo 7.

Scaffoldl3

Scaffold8s

Scaffold30

Scaffold21

Scaffold?

Scaffoldl2

Scaffold2s

ScaffoldS

all
Scaffold28

ScaffoldSl

alz

alg

al4

als

Obrazek 7: Kruhovy graf vytvofeny programem MCScanX, konkrétné java skriptem circle
plotterem jakou soucast downstream analyzy. Jedna se o zobrazeni pokryti osmi chromosomt
A. lyrata (al1-al8) deseti nejdel$imi scaffoldy P. exilis (Scaffold51, Scaffold28, Scaffold5,
Scaffold25, Scaffold7, Scaffold21, Scaffold88, Scaffold13, Scaffold30, Scaffold12).

30



Scaffgldls

Scaffgldzl

Scaffgldsl

w

caffgeToer
T

Obrazek 8: Dot plot vytvofeny programem MCScanX, konkrétn€ java skriptem dot plotterem
jakou soucast downstream analyzy. Jedna se o pokryti chromosomu 3 A. lyrata scaffoldy P.
exilis. Konkrétné se jedna o scaffoldy ¢islo 13, 21, 5, 51, 83, 104, 108 a 90, které patii mezi 100
nejdelsich scaffoldu P. exilis.

Pro podrobngjsi analyzu byl zvolen chromosom 3 z toho diivodu, ze je mozné vidét,
ze jeden tisek chromosomu pokryvaji hned dva scaffoldy, konkrétné scaffold 13 a scaffold
51 (obr. 7 2 9). Na dot plotu (obr. 8) je mozné pozorovat nejen kolinearni bloky u danych
scaffoldii, ale take jejich smér. Z celkového poctu 4216 proteini kddovanych
anotovanymi geny u A. lyrata v chromosomu 3 bylo vytvofeno se vSemi proteinovymi
sekvencemi P. exilis 3924 kolinearnich parti v 27 kolinearnich blocich dohromady v obou
smérech. Vzhledem k tomu, ze jednim z cilem prace bylo rozlisit rodicovské subgenomy
P. exilis, byly zvoleny scaffoldy 13 a 51 jako nejpiihodnéjsi pro dalsi analyzu. Na obr. 9
je jasné vidét, ze tyto dva scaffoldy tvofi kolinearni bloky se stejnym usekem
chromosomu 3 A. lyrata a tudiz je mozné se domnivat, Ze se jedna o duplikované oblasti
genomu P. exilis, kdy kazdy ze scaffoldl patii do jednoho ze subgenomii. Scaffold 51
tvofi dva kolinearni bloky, jeden v plusovém sméru sekvence chromosomu 3 s 1392
koline4rnimi pary a druhy v opacném sméru sekvence chromosomu 3 s 10 kolinearnimi

pary. Scaffold 13 tvofi 6 kolinearnich bloki s chromosomem 3, ve sméru sekvence A.
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lyrata jsou to bloky s 122 a 46 kolinearnimi pary a v opaéném sméru pak s 777, 276, 238
a 35 kolinearnimi pary. Na obr. 9 je mozné pozorovat, ze ¢ast scaffoldu 13 se piekryva
take se scaffoldem 21, ktery plynule navazuje na scaffold 51 spolu s ¢asti scaffoldu 5. Na
grafu je také mozné pozorovat barevné odlisené kolinearni bloky v ramci jednotlivych
scaffoldu.

Vzhledem ke kolinearnim blokim je mozné pfedpokladat, Ze n¢které ze scaffoldi ve
skute€nosti tvofi vEtsi oblasti a nekteré ze scaffoldll je mozné rozdélit a jejich ¢asti
ptifadit k jinym. Napftiklad jiz zminovany scaffold 51 a ¢ast scaffoldu 21 spolu s ¢asti
scaffoldu 5. Vzhledem k pouze drobné oblasti ve scaffoldu 5, ktera tvofi kolinedrni blok
s chromosomem 3 A. lyrata, by bylo vhodné pro efektivitu komparativni analyzy tento
scaffold rozd¢lit. Dalsi z moZnosti vidénych na obr. 9 také muze byt propojeni scaffoldt
104, 108, 83 a také konec kolinearniho bloku na scaffoldu 21. Opét je mozné pozorovat,
ze ¢ast scaffoldu 21 neni kolinearni s chromosomem 3 A. lyrata a je tedy mozné, Ze by

bylo mozné tuto oblast propojit s jinym kolinedrnim blokem u jiného chromosomu.

Scaffold13

Scaffold?

D Scaffol
R
L/’ Scaffoldli

O Scaffold104

Scaffolda3

ScaffoldS i

ScaffoldS1

Obrazek 9: Kruhovy graf vytvoreny programem MCScanX, konkrétné java skriptem circle
plotter jakou soucast downstream analyzy. Jedna se o ptehlednéjsi zpracovani obr. 8, tedy dot
plotu pokryti chromosomu 3 A. lyrata scaffoldy P. exilis. Konkrétné se jedna o scaffoldy ¢islo
13,21, 5, 51, 83, 104, 108 a 90, které patii mezi 100 nejdelsich scaffoldu P. exilis.
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4.3 Srovnani scaffolda 13 a 51 P. exilis

Pro podrobngjsi srovnani podobnosti a kolinearity byl nejdiive pro oba scaffoldy spustén
BLAST, konkrétné blastn s vyhleddvanim dvou nejlepSich hitd. V prvnim ptipade byl
jako databaze scaffold 13 a scaffold 51 jako dotaz, ve druhém piipad€ tomu bylo naopak.
V prvnim ptipadé bylo nalezeno 1050 hitli s podobnosti nad 80%, v druhém ptipadé 1063.
V ptipadé€ omezeni se na hity s podobnosti vyssi nez 80%, primérna podobnost pro prvni
ptipad je 91,97% a pro druhy ptipad je 91,98%. Na obr. 10 je mozné pozorovat kolisani
pruméru podobnosti po sobé jdoucich deseti hitt a také kiivku pramérné podobnosti. Tab.
2 popisuje zakladni informace o obou scaffoldech. Pti bliz§Sim porovnani hitd bylo uréeno
u 1144 gent nejlepsi recipro¢ni hit mezi scaffoldy 13 a 51, tedy tyto geny je mozné
oznacit jako sesterské. Primérna podobnost mezi témito sesterskymi geny je 89,9%, kdy
pokles byl zpiisoben zohlednénim nejlepsSich recipro¢nich hitd s podobnosti mensi nez
80%. U 41 genii ve scaffoldu 13 a 42 geni ve scaffoldu 51 byla nalezena dalsi vyznamna
podobnost s geny, které byly jiz zafazeny mezi nejlepsi reciproéni hity, tudiz je mozné
predpokladat, ze se jedna o duplikace existujicich genti v daném scaffoldu.

Tabulka 2: Srovnani scaffoldti 13 a 51 P. exilis. Prvni informaci je celkova délka scaffoldd, dale
jsou zohlednény do kategorii exony, geny a pseudogeny.

13 51
Celkova délka 11,3 Mb 8,7 Mb
Pocet genil 1716 1573
Celkova délka genti 3,9 Mb 3,7 Mb
Primérna délka genu 22794 b 2353 Db
Median 1868 b 1876 b
Nejdelsi gen 17,63 kb 21,5 kb
Nejkratsi gen 89b 113 b
Pocet exonil 5617 5081
Celkova délka exonu 1095,7 kb 984,1 kb
Pocet pseudogenti 328 277
Celkova délka pseudogenti 1328 kb 521,5 kb
Primérna délka pseudogenu 24248 b 1883 b
Nejdelsi pseudogen 21 kb 20 kb
Nejkratsi pseudogen 146 b 143 b
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Obrazek 10: Grafy zobrazujici primer podobnosti deseti po sob¢€ jdoucimi geny mezi scaffoldy
13 a 51 P. exilis. Horni graf (A) zobrazuje ptipad, kdy pro BLAST byl jako databaze zvolen
scaffold 13 a dotaz scaffold 51, spodni graf (B) ukazuje opaény piipad. Konstantni oranzova
fada znaci primér podobnosti napti¢ celymi scaffoldy.

Jako vstupni soubory pro MCScanX byl pouzit jiz vytvofeny BLAST soubor mezi
genovymi sekvencemi scaffoldii 13 a 51, kdy scaffold 13 byl nadefinovan jako databaze
a scaffold 51 jako dotaz, a GFF soubor obsahujici pozice vSech anotovanych genii ve
scaffoldech 13 a 51. MCScanX pti vychozim nastaveni vytvofil kolinearni pary s 2276
geny (tedy dohromady 1138 kolinearnich parti) z celkovych 3289 hitl ve vstupnim
BLAST souboru. Kolinearnich blokti bylo vytvoieno 6, s délkami 111,41 a9 ve shodném

sméru se scaffoldem 13 a o délkach 692, 238 a 48 v opacném sméru.
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Pti pouziti vstupniho BLAST souboru s opa¢nym nastavenim vstupnich soubort, tedy
se scaffoldem 51 jako databazi a scaffoldem 13 jako dotazem, byl vytvoien collinearity
soubor s 2306 kolinearnimi geny (tedy celkové 1153 kolinearnich parti) z celkovych 3289
hitd ve vstupnim BLAST souboru. Celkem bylo vytvofeno 6 kolinearnich bloki o
délkach 114, 41 a 9 ve shodném sméru se scaffoldem 51 a o délkach 698, 243 a 49 v
opacném sméru. Rozdil je zplisoben pravdépodobné duplikovanymi oblastmi v ramci
scaffoldii. Obecné kolinedrni pary odpovidaji pfedpokladiim z diive zminéné BLAST
analyzy.

Vzhledem k tomu, ze bylo urceno 1144 sesterskych dvojic mezi scaffoldy 13 a 51
(tedy 1144 dvojic se vzdjemnym nejlepSim recipro¢nim hitem), hodnoty 2306 a 2276
kolinearnich part souhlasi se skute¢nosti, ze nékteré geny jsou duplikované a tedy se tvoii
u nékterych gend nasobné dvojice. Na obr. 11 je graficky zobrazena kolinearita mezi
scaffoldy 13 a 51. Je mozné pozorovat barevné odliSené kolinearni bloky i genovy tsek
na zacatku scaffoldu 13, ktery neni se scaffoldem 51 kolinearni. Na né€kterych mistech

jsou také viditelné inverze celych kolinearnich blokd.

Scaffoldsl

Scaffc

Obrazek 11: Graf vytvotreny programem MCScanX, konkrétné java skriptem dual synteny plotter
jakou soucast downstream analyzy. Jedna se o zobrazeni kolinearnich blokli mezi Scaffoldem 13

(vlevo) a scaffoldem 51 (vpravo) P. exilis.
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4.4 Pseudogeny, duplikované a jedinecné geny P. exilis

Po vylouceni jednoznac¢né sesterskych genti potvrzenych nejlepsim reciprocnim hitem se
ve scaffoldech 13 a 51 vyskytuji dalsi geny, které mtizeme rozd¢lit do nékolika kategorii,
konkrétné duplikované geny, jedinecné geny a geny, jejichz homolog se stal
pseudogenem, jak je mozné vidét na kolacovych grafech na obr. 12.

Scaffold 13 obsahuje celkem 1716 gent, kdy prvnich 272 je z analyzy vylouceno
vzhledem k tomu, Ze se vyskytuji mimo syntenickou oblast se scaffoldem 51. Ze
zbyvajicich 1444 genii je 1144 sesterskych, tedy kolinearnich, s geny ve scaffoldu 51. Na
300 nesesterskych genli jsem provedla dalsi analyzu, kdy bylo zjisténo, ze 41 gent je
duplikovanych k né¢kterému z genti, ktery ma sesterskou dvojici ve scaffoldu 51. K dal§im
94 genlim byla nalezena sestersk4 shoda mezi anotovanymi pseudogeny ve scaffoldu 51.

Zbylych 165 genl je tedy moZno oznacit jako unikatni ve scaffoldu 13.

Scaffold 13 Ostatni (nesesterské)

~

165
= Sesterskeé se scaffoldem 51 = Ostatni = Duplikované = Pfifazeny pseudogen Unikatni
= Mimo syntenickou oblast
Scaffold 51 Ostatni (nesesterské)
264
= Duplikované = Pfifazeny pseudogen Unikatni

= Sesterské se scaffoldem 51 = Ostatni

Obrazek 12: Kolacové grafy zobrazuji rozlozeni genti ve scaffoldu 13 (horni dvojice) a
scaffoldu 51 (spodni dvojice).
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Scaffold 51 obsahuje celkem 1573 geni, kdy 1144 geni bylo oznaceno jako sesterské,
tedy kolineérni, s geny ve scaffoldu 13. Ze zbyvajicich 429 gent je jich 42 duplikovanych
k nékterému z gent, ktery ma sesterskou dvojici ve scaffoldu 13. K dal§im 123 genim
byla nalezena shoda mezi anotovanimi pseudogeny ve scaffoldu 13. Zbylych 264
muzeme oznacit jako unikatni.

Je vidét, ze scaffold 51 obsahuje vétsi mnozstvi unikatnich genii nez scaffold 13.
Vzhledem k tomu, Ze genom P. exilis je duplikovany, je mozné predpokladat, Ze v ramci
evoluce u subgenomu obsahujicim scaffold 13 doslo ke genetické erozi. Tento termin
vysvétluje ztratu genetické variace, naptiklad ztratu alel urcujicich hodnotu specifického
znaku nebo celého souboru znakt (Fasola et al., 2015). Geneticka eroze pouze u jednoho
ze subgenomu byla pozorovana i u dalSich polyploidnich rostlin, naptiklad u Arabidopsis
thaliana (Thomas et al., 2006), Brassica rapa (Wang et al., 2011) nebo kukuftice (Zea
mays, Schnable et al., 2011). U kukufice se pak dokonce dv¢ tietiny gent, které maji u
ryze nebo ¢iroku znamého ortologa, vyskytuji samostatné, tedy byl zachovan pouze jeden
ze dvou duplikovanych gent (Schnable et al., 2011). Mimo genetické eroze je pak dalsi
moznosti transpozice gend, tedy ztrata genu na konkrétni pozici a naopak ptesun na pozici
jinou (Zhao et al., 2017). Tento ptipad byl popsan jak u ryze (Oryza sativa, Tarchini et
al., 2000), tak i v ramci ¢eledi brukvovitych naptiklad u A. thaliana (Freeling et al., 2008).

Primérnd hustota rozloZeni wunikatnich, kolinearnich, duplikovanych genli a
pseudogenti je zobrazena na obr. 13 pro scaffold 13 a na obr. 14 pro scaffold 51. U obou
scaffoldii je mozné pozorovat trend, kdy unikatni i1 kolinearni geny jsou pravidelné
rozprostfené napfi¢ celymi scaffoldy, i kdyz hustoty jejich vyskytu jsou na opacnych
stranach spektra. Praimérny vyskyt kolinearnich genti ve scaffoldu 13 je 79,3 % a ve
scaffoldu 51 je 72,7 %. Primérny vyskyt unikatnich genti ve scaffoldu 13 je 11,4 % a ve
scaffoldu 51 je 16,8 %. Naopak duplikované oblasti se vyskytuji pouze v nékterych
Castech, sice obecné s malou hustotou vyskytu. Je mozné pozorovat, Ze u scaffoldu 13 se
vyskytuji spiSe v druhé pilce syntenické oblasti, u scaffoldu 51 pak zejména na zacatku.
Nejvyssi hustoty duplikované oblasti ve scaffoldu 13 se vyskytuje zejména v tseku kolem
genll s oznaCenim Scaffold13 gene 07350 a Scaffold13 gene 16780 s hodnotami 0,3,
tedy tfi duplikované geny na deset po sobé jdoucich gent. U scaffoldu 51 pak v useku
kolem genti s oznaCenim Scaffold51_gene 02260, Scaffold51_gene 02560 a
Scaffold13 gene 06050 opét s hodnotami 0,3. Scaffoldy doposud nejsou uspotadany do
chromosomu a neni tedy zndmo konkrétni potadi a orientace genli v chromosomech. Je
tedy pravdépodobné, ze jeden ze scaffoldli ve vysledném uspotadani bude mit inverzni
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poradi gent oproti tomu, jak je nyni anotovano. V tomto ptipad¢ by se pak duplikované
geny vyskytovaly ve stejnych oblastech chromosomi. Useky bez zaznamenanych
duplikaci jsou u scafflodu 13 1 51 napiic¢ celymi scaffoldy a jejich vyskyt je spise
ojedinély. Obecné hustota vyskytu duplikovanych gend u scaffoldu 13 je 2,8 %, u
scaffoldu 51 pak 2,7 %. Geny, k nimz byl nalezen recipro¢ni hit s pseudogenem v
opacném scaffoldu, tedy posledni skupina genti, na které byla zaméfena podrobna
analyza, se vyskytuji s primérnou hustotou 6,5 % ve scaffoldu 13 a 7,8 % ve scaffoldu
51. Obecné byly tseky s témito geny identifikovany napfti¢ celymi scaffoldy, avSak v
nékterych konkrétnich oblastech se nevyskytuji viibec. Naptiklad u scaffoldu 13 je to
zejména konec scaffoldu. U scaffoldu 51 je mozné jiz na grafu pozorovat hned dvé
signifikantni oblasti bez vyskytu takovych gent, mezi geny Scaffold51 gene 01000 a
Scaffold51 _gene_ 02380 a mezi geny Scaffold51 gene_ 07100 a Scaffold51_gene
07930. Naopak velmi signifikantni vyskyt u scaffoldu 13 je v useku kolem genu s
oznac¢enim Scaffold13_gene 13260, kde hustota kolisa kolem hodnoty 0,5 a 0,6.
Vzhledem k diive zminénému ptedpokladu, Ze existuje moznost realné inverze orientace
scaffoldii, zminéné oblasti bez existujicich pseudogeni by se opét vyskytovaly v
podobnych oblastech obou scaffoldd. V ptipadé, ze by nékteré z geni byly chybné
anotovany jako pseudogeny, je mozné, ze by se oblasti scaffoldii bez pseudogenti

vyskytovaly ve vEtsi mife, nez je tomu nyni.
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Obrazek 13: Graf zobrazuje vyskyt genii napii¢ scaffoldem 13. Existence byla oznacena jako 1,
absence jako 0, graf pak zobrazuje pramér po sobé deseti jdoucich gent. K¥ivky zohlediuji
rozloZeni kolinearnich gent se scaffoldem 51 (A), duplikovanych gent (B), pseudogenii (C) a
unikatnich gent (D) na scaffoldu 13.
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Obrazek 14: Graf zobrazuje vyskyt genu napfi¢ scaffoldem 51. Existence byla oznacena jako 1,
absence jako 0, graf pak zobrazuje pramér po sobé deseti jdoucich gent. K¥ivky zohlediuji
rozloZeni kolinearnich gent se scaffoldem 13 (A), duplikovanych gent (B), pseudogeni (C) a
unikatnich genti (D) na scaffoldu 51.
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4.5 Komparativni analyza s transkriptomem Crucihimalaya himalaica

Vzhledem k piedpokladu, ze jeden ze subgenomii Pachycladon exilis evolu¢né pochazi z
genomu Crucihimalaya himalaica, byla provedena podrob¢jsi analyza vztahu mezi
genomy téchto rostlin.

Kontrola kvality byla také byla provedena na sestaveném transkriptomu
Crucihimalaya himalaica. Graficky vystup je na obr. 15. Poc¢et kompletnich BUSCO
sekvenci je 1384 (96,1%), z toho 308 (21,4%) v jedné kopii a 1076 (74,7%)
duplikovanych, a 35 chybé&jicich BUSCO sekvenci. Je predpokladano, ze tak vysoké ¢islo
u duplikovanych sekvenci bylo zpiisobeno sestavenim transkriptomu, tedy zpracovanim
dat ze SRA archivu pomoci software Trinity. Autofi sekvena¢nich dat v SRA archivu také
provadéli sestaveni transkriptomu pomoci programu Trinity (Qiao Q. et al., 2016) pouze
s tim rozdilem, Ze nadefinovali minimdlni pokryti k-meru na 2, v ptipad¢ této diplomové
prace bylo pracovano s vychozim nastavenim, tedy hodnotou 1. V ¢lanku uvadéji jako
vysledek 66084 transkriptl, 49438 unigenes (nejdelsi transcript v jednom genu), z nichz
39189 anotovanych se signifikantni shodou. Transkriptom, ktery byl vytvofen pomoci
Trinity v pfipadé této diplomové prace a dale s nim bylo pracovédno, obsahuje 117606
transkripti. Noveé vytvoiené genomové assembly publikované v ¢lanku (Zhang T., et al.,
2019) z roku 2019 pak obsahuje 29420 transkriptt sestavenych pomoci Trinity s 96%
kompletnimi BUSCO geny, z toho 16% duplikovanymi, kdy 26806 gent bylo funkéné
anotovanych. Zminéné vysledky odpovidaji tomu, Ze podle hodnot BUSCO soubor

transkriptomu zpracovavany v této diplomové praci obsahuje 74,7% duplikovanych

sekvenci. Tyto duplikace pak pravdépodobné jsou variantami transkriptd téhoZ genu.

BUSCO Assessment Results

Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)
Fragmented (F) . Missing (M)

busco_crhi

%BUSCOs

Obrazek 15: Grafické zobrazeni vytvorené programem BUSCO, konkrétné rozsifenim v
programovacim jazyce R s balickem ggplot2. Na ose y se nachazi transkriptom Crucihimalaya
himalaica. Osa X je rozdélena na procenta. Barevné jsou odliSeny pfifazené BUSCO geny, kdy
kazd4 kategorii je popsana i konkrétni hodnotou.
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Genom P. exilis je duplikovany, tudiz je mozné predpokladat, ze jedna z kazdé dvojice
sesterskych genti mezi dvéma scaffoldy pochazi z C. himalaica a z $ir§iho pohledu Ize
tento piedpoklad zobecnit i na celé scaffoldy. Jako ukazkovy piiklad lze zvolit jiz
zminované scaffoldy 13 a 51.

Z recipro¢niho blastu sestavené¢ho transkriptomu C. himalaica a proteinovych
sekvenci scaffoldu 13 a 51 P. exilis byly ziskany nasledujici hodnoty. Z celkové 117606
transkripti byl pfifazen nejlepsi reciprocni hit dohromady k 1815 transkriptim pfi
zohlediovani co nejvyssiho bit skore (633 s geny ve scaffoldu 13 a 1181 s geny ve
geny ve scaffoldu 13 a 1183 s geny ze scaffoldu 51). Porovnani bylo provedeno pomoci
tblastn v ptipadé, ze C. himalaica byla databazi a P. exilis jako dotaz a pomoci blastx v
opacném ptipadé. V obou bézich programu byly povoleny dva nejlepsi hity.

Dalsi analyza byla zamé&fena na primérnou podobnost gent ve scaffoldech 13 a 51 P.
exilis a transkriptomem C. himalaica, kdy byl spustén tblastn s transkriptomem C.
himalaica jako databazi a nejdfive s celym scaffoldem 13 a nasledné s celym scaffoldem
51 jako dotazem, s omezenim béhu programu na jeden nejlepsi hit. S celym scaffoldem
13 bylo nalezeno 1429 hiti s podobnosti vEtsi nez 80%, u scaffoldu 51 pak 1377. V
ptipadé, kdy dand ¢isla vztdhneme na urcéené sesterské geny ve scaffoldech 13 a 51, u
scaffoldu 13 bylo urceno 917 genti se sesterskou dvojici ve scaffoldu 51 a s recipro¢nim
hitem s C. himalaica, coz odpovida 80,16% vSech sesterskych gent ve scaffoldu 13. U
scaffoldu 51 se pak jedna o 968 genil se sesterskou dvojici ve scaffoldu 13 a s recipro¢nim
hitem s C. himalaica, coz odpovida 84,62% vsech sesterskych genu ve scaffoldu 51. Na
obr. 16 je mozné porovnat kiivky primérné podobnosti deseti po sobé jdoucich gend
napii¢ scaffoldem 13 a 51 s transkriptomem C. himalaica, kdy byly v analyze
zohlediovany pouze sesterské geny scaffoldd 13 a 51. U scaffoldu 13 je primérna
podobnost 88,58 %, u scaffoldu 51 pak 92,33 %. V ptipadé, kdy jsou kiivky podobnosti
zobrazeny na jednom grafu, primérnd podobnost scaffoldu 51 a transkriptomu C.
himalaica se nachazi ve vétsiné usekt nad kiivkou pramérné podobnosti scaffoldu 13 a
transkriptomu C. himalaica. Tato c¢isla odpovidaji pfedpokladim z vysledkt hledani
nejlepsich reciprocnich hiti, kdy vétsi pocet gent byl u genl ze scaffoldu 51, dokonce
prakticky dvojnasobny.

Z vyse uvedenych skute¢nosti miizeme usoudit, Ze scaffold 51 bude pravdépodobné

patiit do subgenomu evolu¢né spojeného s C. himalaica a scaffold 13 pak do druhého
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subgenomu pochazejicicho od druhého evolu¢niho rodice, kdy jejich zkiiZzenim béhem
evoluce doslo k celogenomové duplikaci a vyvinuti P. exilis. Stejny predpoklad pak lze

mimo zminéné scaffoldy aplikovat také na cely genom P. exilis.
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Obrazek 16: Graf zobrazuje hodnoty podobnosti mezi scaffoldem 13 P. exilis (A) a genomovou
sekvenci transkriptomu C. himalaica a scaffoldem 51 P. exilis (B) a genomovou sekvenci C.
himalaica. Tato srovnavaci analyza zahrnuje pouze sesterské geny mezi scaffoldy 13 a 51. Graf
zobrazuje prumérné podobnosti 10 po sobé€ jdoucich gent.
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5 ZAVER

Pachycladon je rod z ¢eledi brukvovité, endemicky na Novém Zélandu a Tasmanii. Jedna
se o rostlinny mesopolyploidni rod s duplikovanym genomem, ktery se
z allopolyploidniho pfedka vyvinul pied asi 2 miliony let (Joly et al., 2009). Konkrétné
druh Pachycladon exilis se vyskytuje na Novém Z¢landu v pudach se zasaditymi ionty a
jeho genomem se zabyva tato diplomova prace.

Pomoci experimentdlnich metod bylo pii vypracovavani této diplomové prace
dosazeno pozadovanych vysledkl. Nejprve byla zkontrolovana kvalita sestavené anotace
P. exilis pomoci programu BUSCO s vysledkem 98,6% kompletnich BUSCO gent pro
genom P. exilis. Nasledné byla provedena komparativni analyza s genomem Arabidopsis
lyrata, kdy byly uréeny nejlepsi recipro¢ni hity mezi genomem P. exilis a A. lyrata,
celkové pokryti a kolinedrni oblasti pomoci programu MCScanX. Data ukazuji vysokou
miru podobnosti genomt A. lyrata a P. exilis, konkrétné bylo nalezeno 28153
kolinearnich pard, coz odpovida asi 84% genomu P. exilis. Pro podrobnéjsi analyzu byl
zvolem chromosom 3 A. lyrata a scaffoldy 13 a 51 assembly P. exilis, u kterych byly
zjistény vzajemné duplikované oblasti. Pii zaméfeni se pouze na scaffoldy 13 a 51 byly
urCeny jedineéné a duplikované geny a pseudogeny a jejich umistény ve scaffoldech.
Primérn4 podobnost mezi scaffoldy 13 a 51 s omezenim na BLAST hity s podobnosti
vetsi nez 80% je asi 92%. Po vyfazeni prvnich 272 gent scaffoldu 13 z komparativni
analyzy kvili tomu, Ze nelezely v kolinedrni oblasti téchto scaffoldi, bylo nalezeno 1144
sesterskych gentl, tedy nejlepSich recipro¢nich hitli, mezi scaffoldy 13 a 51. Dale bylo ve
scaffoldu 13 ureno 165 unikatnich gend, 41 gentd duplikovanych k nékterému
zZ reciprocnich hitti a 94 s recipro¢nim hitem k né€kterému pseudogenu scaffoldu 51. Pocet
unikatnich genid ve scaffoldu 51 je 264, 42 jich je duplikovanych k nékterému
z recipro¢nich hitli a k 123 byl nalezen recipro¢ni hit s n€kterym z pseudogenti scaffoldu
13. Nasledné¢ byl pomoci programu Trinity sestaven transkriptom Crucihimalaya
himalaica a provedena komparativni analyza tohoto transkriptomu se scaffoldy 13 a 51
P. exilis. Praimérna podobnost mezi transkriptomem C. himalaica a scaffoldem 13 je
88,6% a mezi transkriptomem C. himalaica a scaffoldem 51 92,3%. Z téchto vysledku je
mozné usuzovat, ze scaffold 51 patii do subgenomu evolucné pochazejiciho z C.
himalaica.

Vzhledem Kk tomu, ze tento projekt neni u konce a dale se vV ném pokracuje,

nasledujicim krokem je identifikace celych subgenomut P. exilis a jejich evolucni
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ptifazeni ke C. himalaica a k druhému kandidatnimu rodié¢i. Diky existujcimu aktualnimu
projektu se sestavenim assembly C. himalaica (Zhang et al.,, 2019) bude dalsi
komparativni analyza usnadnéna. Dal§im pokracovanim projektu je sestaveni
chromosomii P. exilis a uréeni, zda dané chromosomy jsou subgenomové specifické nebo
jestli béhem hybridizace a nasledné evoluce doslo k jejich namixovani. Zajimavym

tématem také muze byt uréeni ¢asu hybridizace a dalSich udalosti v rodu Pachycladon.
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