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ABSTRAKT:

Predmétem diplomové prace je testovani nékolika hypotéz o evoluci asexudlniho
rozmnozovani u modelové skupiny ryb rodu sekavec a jeho udrzeni pii vzijemné
kompetici sexualnich a asexualnich forem, ¢imz se dotkne jedné z nejstarSich a zaroven
nevyfeSenych otdzek biologie. Konkrétn€ se prace zabyvd otdzkou akumulace
nesynonymnich mutaci, jejichz zrychlena akumulace v genomu klonélnich linii teoreticky
vede ke zvySené extinkci oproti sexudlné se mnozicim populacim (tzv. teorie Mullerovy
rohatky a Kondrashovovy sekerky). Diplomovéa prace je zalozena na sekvenacnich datech
normalizované cDNA tkané oocytil a jater, kterd poslouzila jako zakladni matrice pro
vytvoreny transkriptom a dat nenormalizované cDNA sekvenace (RNAseq), jez poslouzily
k validaci ziskanych polymorfismu, detekci diferencialni exprese a alelové specifické
exprese (ASE) hybridnich biotypti. Diplomova prace tedy nastifiuje Siroké spektrum
hypotéz tykajicich se evoluce hybridnich linii rodu sekavec, dale téz nasledkl, vlivi
polyplidizace a hybridizace na transkriptom. Vysledky evoluce hybridnich linii poukazuji
na zvySenou akumulaci nesynonymnich mutaci v genomu hybridnich linii v zavislosti na
jejich stari, kterd nicméné prozatim nevede k znatelné degeneraci hybridnich linii. Ziskany
pohled na transkriptom oocytli mezi asexudlnimi a sexudlnimi jedinci odpovida zjiSténim
recentnich poznatki a odhaluje velké mnozstvi nevysvétlenych fenomént, které mohou
mit funkéni selekéné pozitivni ¢i negativni vliv na gynogentické jedince. Z hlediska ASE
se hybridni jedinci jevi vyvazené v zavislosti na sloZzeni genomu.
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Subject of this thesis is to test several hypotheses about the evolution of asexual
reproduction in model group of fish family Cobitis and its mutual competition among
sexual and asexual forms, which touches one of the oldest unresolved issues of biology.
Specifically, the work deals with the accumulation of non-synonymous mutations, which
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1 Uvod

Diplomova prace se zabyva historicky starou, le¢ stile zcela nevyfeSenou
problematikou evoluce sexualni reprodukce, speciace a hybridizace. Pro studium
asexuality existuje excelentni modelovy komplex relativné blizce piibuznych druhid
kostnatych ryb rodu Sekavec produkujicich viabilni potomstvo vzniklé z mezidruhového
kiizeni, které je nicméné gynogenetické (samec nemusi geneticky pfispét k tvorbé
potomstva, je pouze aktivatorem diploidniho, ¢i polyploidniho oocytu, z né¢hoz vznika
embryo). Vyhoda tohoto modelového komplexu tkvi nejen v detailné¢ prostudované
fylogenezi, populacni historii, ekologickych preferencich, ale i fyziologii druhti Cobitis
taenia, Cobitis elongatoides a Cobitis tanaitica. Navic mnohé hybridni kombinace téchto
druht vyskytujici se bézné v ptirodé byly artificialné vytvofeny in vitro.

Od usvitu dgjin je lidem jasné, Ze biologicka rozmanitost mezi organismy neni
kontinualni, ale spiSe ma tendenci shlukovité klastrovat. Ponechme stranou, zda ma smysl
hledat obecné platnou definici druhu, ¢i zda pro rizné typy organismu plati rizné definice
(Dubois, 2011), ale samotna existence této shlukovitosti se did povazovat za dikaz
objektivni existence druh (Fontaneto et al., 2007). Druhy mohou vznikat riznymi
zpusoby, ale pfinejmensSim pro sexualni organismy proces speciace vyzaduje existence
mechanisml omezujicich genovy tok mezi druhy. Ty byvaji typicky kategorizovany jako
pre- a post zygotické. Vyzkum speciace ukazal, Ze mezidruhova diferenciace mize byt
zpusobena nékolika divergovanymi geny velkého uc¢inku (e.g. (Mihola et al., 2009))
zatimco zbytek genomu muze podléhat vyrazné admixii (e.g. (Nadeau et al., 2012)).
Mozné vSak je také ucast mnoha genidl s malym, ale epistatickym c€inkem, které mohou
byt lokalizovany do specifickych oblasti v genomu, ¢i vyrazné roztrouseny (rev. v
(Seehausen et al., 2014)) (viz e.g. (Parchman et al., 2013)).

At jiz vSak ke speciaci dochazi jakkoli, zda se, ze speciacni proces ma charakter
kontinua, kdy je mira reprodukéni izolace mezi druhy timérna jejich generické distanci —
toto byva také nazyvano tzv. ‘speciation clock’ (Bolnick and Near, 2005). Komparativni
studie ukazaly, ze s tim, jak se zvySuje distance mezi hybridizujicimi druhy, snizuje se
nejen fertilita hybridd, ale i typ jejich postizeni. Naptiklad u ryb (Russell, 2003)
hybridizujici blizké pary druhi vytvaieji oboustranné plodné potomstvo, ale se zvySujici se
distanci mezi druhy vzristad pravdépodobnost postizeni fertility jednoho, posléze obou

pohlavi a nakonec se u nejvzdalenéjSich part projevuje hybridni nezivotaschopnost.



Hybridizace je vSak uzce spjata i s fenoménem asexuality a produkci hybridnich
klonalnich linii (e.g. (Choleva et al., 2012). Jak kauzaln¢ hybridizace a asexualita spolu
souvisi, neni zndmo, ale ma se za to, ze dva nesourodé genomy v jedinci nedokazi uspésné
kontrolovat slozity meioticky aparat, coz mtze vést k produkci neredukovanych gamet.
((Schultz, 1969); (CARMAN, 1997); (California, 2008)). (Moritz et al., 1992) si vs§iml, Ze
proporce neredukovanych gamet u hybrida stoupa s divergenci jejich rodic¢i a navrhl tzv.
Balance Hypothesis, ktera predikuje, ze ke vzniku trvale asexualni linie mtze dojit jen
tehdy, kdyZ jsou parentdlni genomy dostateéné vzdaleny, aby jejich kombinace vedla
k disrupci meiozy, ale ne tak vzdaleny, aby byla vyrazné postizena fitness hybrida. Tato
hypotéza koreluje s pozorovanimi, ze znamé hybridni klonalni formy pochazeji
Z hybridizaci druhtl, které nejsou sesterské, ale vzdy je mezi nimi jistd vEtsi geneticka
distance (Moritz et al., 1992). Je tedy docela mozné, ze tak jako tvorba reprodukéné
izolacnich mechanismti vyzaduje postupnou akumulaci epistatickych mutaci mezi
divergujicimi druhy (Dobzhansky-Miiller model speciace), tak i vznik asexuality pomoci
hybridizace je vysledkem obdobné akumulace epistatickych interakci postihujici proces

meiozy.
1.1 Asexualita

Termin asexualita je pouzivan pifedevSim ve spojeni s eukaryotnimi organismy,
jelikoZ vyluéné eukaryota ptesly ve svém vyvoji k "pravému" sexudlnimu rozmnozovani.
Asexualitu vnimame jako stav reversovany, kdy organismy pieSly od sexudlni formy ke
klonalni reprodukci zabranujice rekombinaci sesterskych alel a zménam redukéniho déleni,
at’ jiz endoduplikaci genové sadky nebo preskocenim redukcni faze meidzy endoduplikaci
po redukéni fazi. Jelikoz je meidza velmi komplexnim procesem, nemiizeme fici, Ze by
existovala sada jedineénych zmén podminujici zvrat ke klonalni reprodukci (Bengtsson,
2009). Termin asexualita je ale tradicné pouzivan i ve spojitosti s reprodukci bakterii a
archea, proto byl nahrazen terminem apomixie (Kondrashov, 1993). Ackoliv samotné
zatazeni bakterii a archei mezi asexudlni jedince je zvlastni, uvazime-li, Ze rekombinace,
inkorporace i piivodem xenogenni DNA je zcela bézné. Nicméné v odborné literature se
setkdvame s obéma terminy, budu tedy v této praci nadéale uzivat terminu asexualni
reprodukce.

Asexualitu mizeme definovat kratce jako zavrzeni sexu a preskoceni redukce

gamet, jez casto vedou ke zménam ploidie. Korelace mezi polyploidii a asexualitou je



velmi té€sna. Polyploidie je pro meioticky cyklus velmi nevyhodny stav, protoZe zpisobuje
pocetni aberace v genomu, Castym produktem je pak vznik aneuploidii, zejména pak v
piipadé orthoploidie. AZ na vyjimky vznik polyploidni sadky genomu neni spojen s
redukci genomu, ale pravé naopak, troven ploidie bunék zlstdva vétSinou konstantni
(Bengtsson, 2009).

S asexudlni reprodukci je rovnéz uzce asociovana hybridizace, protoze hybridizace miize
vést opét k naruseni meidzy (Johnson and Bragg, 1999). Hybridizace a polyplidizace
nejcastéji nastavaji v jeden okamzik. V ptipad¢ hybrida s ortoploidni sddkou chromozomu

mohou vznikat gamety schopné dat vzniku jak sexualnim, tak asexualnim gametam.

1.1.1 Mechanismy vzniku neredukovanych gamet

Zmény v meidze vedouci k asexualnimu rozmnozovani byly studovany u rostlin,

a to velmi detailng, proto se v této ¢asti zamétim predevsim na né. Principy alteraci meidzy
jsou ale univerzalni a nevztahuji se exklusivng na fisi rostlin.

Jak je vySe zminéno, pro prechod k asexudlni reprodukci je nezbytné zabranit
redukci gamet. Neredukované gamety vznikaji u sexudlnich rostlin spontanné s cetnosti
mensi nez 0.5 %. Genetické defekty meidzy odrazi predevsim faze, ve které vznikly.

Meioticka faze 1 je charakterizovanou parovanim a rekombinaci v mistech
chiasmat. Zmény v proteinech zasadnich pro profazi I vedou nejéastéji porucham parovani
sesterskych chromatid, a tedy vzniku univalenti, coz vede k disbalancované segregaci
anafazi [ a disbalancované segregaci v anafézi I1, pfedevSim pokud také dojde k predCasné
ztraté kohezinového komplexu mezi sesterskymi chromatidami, napf. diky mutaci v
rekombinaze 8 (De Muyt et al., 2009). Tato situace byla mnohokrat popsana jako nasledek
mutace v komplexu dyad/SWI1 (chromosomové organizatory) (Ravi et al., 2008).
Problémy obecnéjSiho rdzu v bunééném cyklu mohou hrat také vyznamnou roli. Jak je
notoricky znamo, mezi hlavni regulatory bunééného cyklu patii cyklin dependentni kinazy.
Zcela zasadnim rozdilem mitézy o meidzy jsou dvé konsekventni déleni bez stadia
replikace DNA. Byt mala zména v spravné regulaci hladiny cyklinii mezi fazemi I a II
meidzy, mize vést k syntéze DNA — vloZeni S faze a tvorb€ diploidni gamety. Za replikaci
mezi meidzou I a II je napf. zodpovédny CYCA1 a CYCA2, ¢i OSDI1 (neznama funkce,
pravdépodobné moduluje funkci CDK skrze aktivaci APC komplexu) branici vstupu do

druhé faze meiotického cyklu. Vznikaji tedy dv€ diploidni, nikoli ¢tyfi haploidni gamety



(Wang et al., 2010). Dalsi cestou vedouci k neredukovanym gametam je mechanismus
spojeny s orientaci chromosoml na vieténku béhem meidzy II, kdy je nutno fyzicky
oddelit dvé délici vieténka (Ramanna and Jacobsen, 2003), tento mechanismus se nicméné
mezi zivoCichy mirn¢ 1isi. Krytosemenné rostliny po prvni telofazi I zlistavaji ve spole¢né
cytoplasmé az do druhé cytokineze. Organizace, orientace dé€licich vietének musi byt proto
ptisné kontrolovana. Zde mizeme napiiklad uvést mutanty genti Atpsl a jason zpusobujici
preskupovani chromozomu oddélenych po telofazi I, kdy kazda diploidni buiika mutze
obsahovat i chromatidy homolognich chromozomd. Vznikaji dyady, triady,
balancovanych, ¢i disbalancovanych konstituci diky fuzim mikrotubulli, ¢i jinym
preskupenim délicich vietének (d’Erfurth et al., 2008). Nicméné toto se d&je pouze u
samc¢ich gamet, sami¢i meidza Il se vyznacuji jinou tfidimenziondlni organizaci. Dalsi
problémy mohou nastavat také béhem cytokineze, ale ty nebudou rozvedeny, protoze se

exkluzivné vztahuji pouze na sam¢i pohlavi.
1.1.2 Gynogeneticka forma reprodukce

Gynogenese, jak vyplyvé z ndzvu, oznacuje materidlni pivod genomu (antonymem
by byla androgeneze — eliminace maternalniho genomu a splynuti dvou spermii).
Gynogenetickd reprodukce (na spermiich zéavisla partenogeneze, botaniky nazyvana
pseudogamie) je oznaceni jedné z forem klonalni reprodukce dependentni na spermiich pro
iniciaci déleni oocytu. Geneticka informace opac¢ného pohlavi se aZ na vyjimky Zadnym
zpusobem nepodili svou genetickou informaci, nepiedava ji do dalsi generace. Samice se z
tohoto pohledu chovaji paraziticky, jelikoz samec z oplozovani vaji¢ek prakticky nema
zadny benefit, naopak "plytva" energii. Donor spermii mize byt i hermafrodicky jedinec.
K syngamii, fizi buné€k, zpravidla nedochazi, pokud ano - zygota zanikd, nebo mize dat
vzniku jedinci polyploidniho genomu, pficemz paternalni genotyp byva transkripéné
umlcen. Jak bylo feceno - meiotickych alteraci vedoucich k zachovani ploidie pohlavni
bunék je mnoho. Gynogeneze byva spojena z polyploidii, a to linii tvofenymi pouze
samicemi nebo hermafrodity. Gynogeneze byla nalezena u kmenti Chordata, Mollusca,

Annelida, Arthropoda, Rotifera a Platyhelmites (Beukeboom and Vrijenhoek, 1998).
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1.1.3 Teorie uspéchu sexualni formy reprodukce

K ¢emu je sexudlni reprodukce viibec zapotiebi, kdyz je mozné zvolit cestu narocné
klonalni reprodukce? A to z mnoha hledisek - sexudlni reprodukce vyzaduje mnoho
energie a asu na vyhledani partnera, zvysuje riziko napadeni predatory, pfenosu paraziti.
Vyvoj reprodukcnich organti je sdm o sob¢ energeticky naro¢ny, nemluvé o ndkladech
vydanych na atrakci prenasecti gamet, atrakce partnera a soupeieni. Fitness obou pohlavi
musi byt stabilizovan i pies Casto bizarni morfologické rozdily. Sexualni druhy musi
udrZzovat jistou densitu jedinct populace pro Gspé$né parovani. Také vyvstava otazka
konfliktu mezi pohlavimi, samec c¢asto investuje do vyvoje potomka méné energie.
Hlavnim argumentem je ale fakt, ze fitness klonalni reprodukce je 2x vyssi nezli u sexuélni
reprodukce — hypotéza nazvana "two-fold cost of sex” (Flegr, 2007). Selek¢ni koeficienty,
se kterymi je bézné& pracovano v populacni genetice, se malokdy blizi hodnoté 0.5. Tedy
pro¢ doslo u bezmala 98 % eukaryot k ptechodu k sexualni reprodukci?

Hledisko kratkodobych ptinosti vysvétluje hypotéza synergistické epistaze. V
ptfipadé, ze na jednom chromosomu koexistujici mutace majici rizné fenotypové projevy
vzhledem k fitness, bude vysledek fitness jedince vzdy sumou jednotlivych mutaci. V
pripadé klonalni reprodukce nelze tyto vazbové skupiny rozbit a vyloudit je z populace.
Pro¢ by méla byt rychlejsi adaptabilita vyhodnéjsi? Na tuto otazku odpovida teorie Cervené
kralovny — "Aby ses dostala nékam jinam, musi§ bézet dvakrat tak rychleji!" (Lewis C.).
Teorie Cervené kralovny popisuje vztah host-parazit v evoluci (Hamilton 1980). Rychlé
zmény, adaptabilita na nové prostfedi dava hostiteli velkou vyhodu v obrané pied parazity
(Flegr, 2007)(Salathe et al., 2008). Naopak u hybridd, asexuald, by se dal ofekavat diky
heteroznimu efektu, odlisného fenotypu od obou rodic¢t docasné opacny efekt. Odbocime-
li mirn€ od generalizovaného tématu; u studovaného komplexu gynogenetickych ryb s
rodi¢ovskymi druhy rodu Cobitis nebyla tato korelace detekovatelna, i kdyz byla potvrzena
rozdilna preference mikrohabitati (Kotusz et al., 2014), morfologie, fyziologie a exprese
na urovni celého transkriptomu odli§na od obou rodict.

Z pohledu dlouhodobych vyhod sexudlni reprodukce hovoiime o DNA reparaci, u
samce. DNA reparace, moznost vyuziti nadpocetné kopie DNA k reparaci HEJ, NHEJ je
spjata spiSe s polyploidizaci haploidniho genomu, ktera je ale také spojena s nastupem

sexualni reprodukce. Hlavni vyhody sexudlni reprodukce popsal Fisher-Miiller.
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Predstavme si situaci, kdy mame dva loci a ctyfi alely, napf. dvé dominantni a dvé
recesivni alely, pficem dominantni alely leZi na jiném loci neZ recesivni alely. Reknéme,
ze pro adaptaci v novém prostiedi je vyzadovana piitomnost obou recesivnich alel v
jedinci, nejpravdépodobnéjsi situaci je tedy stochasticky vznik mezi ¢leny populace. V
klonalni linii je nezbytné "vyckat" na pfitomnost recesivnich alel loci v jedince, zatimco
sexualni reprodukce dava moznost spojeni a rekombinace loci mezi jedinci a tak i rychlejsi
adaptabilité¢. Miiller navrhl dalsi pfelomovou hypotézu ve studiu asexuality: Miillerova
rohatka. Ta fik4, ze rekombinace neni jen schopna kombinovat vyhodné mutace pro
urychleni adaptace, ale muze zbavit genotyp nevyhodnych, s$kodlivych mutaci.
Zjednodusme situaci nasledujicim zptisobem: mutace maji nezavislou fitness, ke zpétnym
mutacim téméf nedochazi a populace ma nekoneénou efektivni velikost (drift nehraje roli),
pak primérny pocet mutaci na chromosomu bude nepfimo umérny mutacni rychlosti. U
klonalnich linii tedy s kazdou generaci musi zékonité klesat fitness a neni cesty zpét,
reverzni mutace a vyskyt selekén¢ vyhodné mutace je spise ojedinély jev. Hlavni roli v
procesu degenerace tedy hraje efektivni velikost populace, drift. Naproti tomu u sexudlni
reprodukce pteskupenim vazebnych skupin miize dojit k rychlé purifikaci mutaci s
nepiiznivym vlivem na fitness. Miiller (1964) se dival na evoluci perzistence sexu spise z
pohledu asexualnich linii; existuje téZ hypotéza Kondrashovy sekerky (Kondrashov, 1993),
kterd se naopak na problém akumulace nesynonymnich mutaci divd z pohledu vyvoje
sexualnich druhti. KaZdopadné spoleénym jmenovatelem teorii Miillerovy rohatky a
Kondrashovy sekerky je fakt, Zze nesynonymni mutace vedou ke snizeni fitness
(Kondrashov, 1988) (Kondrashov, 1993). Kondrashov piedev§im poukazal na vyznam
nezavislosti mutaci, protoze v pfipad€ s akumulaci nesynonymnich mutaci mize vzristat
také synergie mezi mutacemi vzhledem fitness a vliv Miillerovy rohatky miiZze byt zna¢né
zpomalen (Kondrashov, 1994). Ackoliv se asexualni linie zdaji byt evoluéné mrtvé, bez
vyznamu, opak je pravdou.

Asexualni linie mohou diky sniZeni efektivni velikosti populace (selekce na pozadi)
a driftu prezit opravdu dlouhou dobu, takovym ptikladem je Celed’ rotifera rod bdelloidea,
kde zname asexualni linie staré 35 — 40 miliont let (Waggoner and Jr, 1993), jejich stafi
muze byt ale az dvojnasobné (Mark Welch and Meselson, 2000). Asexualni linie vznikaly
v evoluci druhil nezavisle, mnohokrat a ¢asto velmi vyrazné ovlivitovaly vyvoj druht, ze
kterych vznikly, at" jiz urychlily separaci druhd, nebo se naopak staly konkurenty,

sexudlnimi parazity snizujici celkovou fitness obou, ¢i jednoho druhu. Vznik klondlnich
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linii se v evoluci opakoval nescetnekrat. "Mirnd zatéz paraziti spolu S rozumnou mirou
mutacni rychlosti mtize poskytnout sexu obranu proti opakovanym invazim klona."
(Howard, 1994). Asexualni hybridy muZzeme také oznalit za jeden z mezistupnd evoluce
druht.

Sexudlni reprodukci mizeme ale také oznalit za evolucni past, protoze vedla k
vyvoji genomického imprintingu mezi pohlavimi, ktery brani alternativnim forméam
prvni fikd, ze imprinting vznikl jako nasledek konfliktu mezi pohlavimi diky rozdilnym
investicim do vyvoje a vychovy nové generace. Piikladem mohou byt geny pro rist
placenty, napi. Igf2 (Moore and Haig, 1991), nebo notoricky znamy gen medea. Druha
teorie vyzvedava vyznam evolucni, prezence alel v genomu rozdilného fenotypu, pfi¢emz
pouze jedna alela je exprimovana, muze hrat zasadni roli adaptabilite, plasticité organismu

— se zménou prostiedi mize dojit ke zméné imprintingu alel (Beaudet and Jiang, 2002).
1.2 Evoluce rodu Cobitis

Ve své praci jsem se zaméfil na genomické studium konsekvenci hybridizace,
polyploidizace a asexuality u hybridniho komplexu Cobitis taenia. Tato skupina
sladkovodnich ryb vznikla patrné¢ béhem terciéru a jako jedina linie rodu Cobitis
kolonizovala ne-Mediteranni Evropu (Bohlen et al., 2006). Béhem tohoto procesu se
rozriznila do nékolika druht obyvajicich Siroké oblasti od Atlantickych povodi az po
Volhu a od Skandinavie az po Cerné Mote (Janko et al., 2007). Konkrétné se jedna o
nasledujici druhy (jelikoz se jedna o vétsi pocet druhli a jejich néslednych kombinaci
V hybridnich liniich, uvedu za druhovym jménem 1 zkratku, pomoci niZ budu genom
daného druhu oznacovat): C. taenia (tt; T znac¢i genom tohoto, a tudiz ¢ista diploidni forma
ma toto oznaceni — u dal$ich druhti tomu bude analogicky), C. tanaitica (nn), C. pontica
(pp), C. taurica (cc) a C. elongatoides (ee). Jak je dolozeno, tyto druhy se velice ochotné
kiizi a do dnesni doby bylo popsano mnoho typh hybridii v riznych kombinacich vcetné
polyploidnich: et (tzn. e X t), en, ec, eet, ett, een, enn, a dokonce i trihybridnich kombinaci
etn, etp (Janko et al., 2007).

O evoluéni historii tohoto komplexu je znamo, ze druh C. elongatoides patrné
divergoval od ostatnich v Pliocénu a obsadil Dunajskou oblast, zatimco zbyvajici druhy
maji rozsiteni Pontokaspické (Bohlen et al., 2006). Béhem klimatickych zmén piedevsim

Vv Pleistocénu dochézelo k sekundarnim kontaktim mezi vicemén¢ alopatrickymi druhy a k
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jejich vzajemnému kiizeni. Takto pravé vznikaly zminéné hybridni linie, z nichz nejstarsi
ma kolem 350 tisic let (Janko et al., 2005). Evolu¢n¢ velice zajimavé jest to, ze vSechny
dosud znamé hybridni linie se rozmnozuji klonaln¢ a to gynogeneticky (Janko et al., 2007),
(Choleva et al., 2012), pficemz dochazi ke tvorbé klonalnich vajicek, ktera jsou posléze
oplodnéna spermiemi samct rodi¢ovskych druhti, av§ak genom spermie je obvykle zni¢en
a oplozeni pouze iniciuje déleni a vyvoj klonalniho vajicka. Tyto a podobné asexualni linie
jsou V literatuie také nazyvany ,,pseudogamni* anebo sexualni paraziti (Bengtsson, 2009).
Ve vzéacnéjsich pripadech genom spermie s vajickem splyne a vytvoii polyploidni zygotu a
zalozi tim novy polyploidni klon. Tim vlastné dochdzi u sekavct k vyvoji tzv. ,leaky
gynogenesis* (Janko et al., 2007), kdy je rozmnozovani klonalni, avsak mize dochazet
Kk jednosmérnému genovému toku z rodi¢ovskych druhid a k inkorporacim jeho genomd.
Tak doSlo k tomu, Ze nejstar§i znamé asexudlni hybridni linie patrné vznikla pied cca 350
tis. lety jako diploidni EN forma, ale postupem c¢asu dala vzniknout mnoha nezavislym
triploidnim klonalnim liniim o genomové kompozici een, enn i etn. Proces polyploidizace
nekonéi na triploidni trovni, ale pokracuje dale k tetraploidizaci; nicméné z doposud
nezndmych divodi tyto tetraploidni linie nejsou uspéSné a az na vyjimky netvoii
perzistentni klonalni linie (Janko et al., 2012). Ve skute¢nosti tetraploidni zygoty vykazuji
radove vyssi imrtnost nez zygoty triploidni (Juchno and Boron, 2006).

Ackoliv o cytologickych mechanismech klonality neni u Evropskych sekavch
mnoho znamo, Ize se na zéklad¢ s jejich vzdalenymi asijskymi piibuznymi (asexudlni linie
japonskych Misgurnus anguilicaudatus; (Zhang et al., 1998)) domnivat, ze ke klonalité
dochazi pomoci tzv. ,,premeiotické endoduplikace. Oogonie se pied vstupem do meidzy
endoduplikuji — z diploidnich, nebo triploidnich oogonii se stanou tetra- nebo hexaploidni
oogonie - a ty pak vstoupi do ,,normalni* meidzy s rekombinaci a segregaci. Protoze vSak
K tvorbé bivalenti dojde jen mezi sesterskymi chromosomy vzniklymi endoduplikaci,
rekombinace nevnasi do potomstva Zadnou variabilitu a vysledkem je vzhledem
k somatické tkani neredukovana klonalni gameta.

Na rozdil od klasickych pfipadii hybridizace se sekav¢i hybridi nezdrzuji jen
v uzkych hybridnich zoénach, kde dochazi k reprodukénimu kontaktu rodi¢ovskych druht,
ale expanduji do zazemi jednotlivych druhu tak Gspésné, Ze v podstaté okupuji celé jejich
dnesni aredly. Teoreticky by se mohlo zdat, Ze sekav¢i hybridi sice mohou mit mistné a
docasné velky vyznam — jsou schopni uspésné kompetovat s rodi¢i, uzirat jim zdroje,

menit jejich populacni hustoty a dokonce, jak matematicky dokazano, jsou schopni i
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vyrazné ovliviiovat biogeografii rodi¢ovskych druhil tim, Ze omezuji jejich pocty, a tim 1
Sanci expandovat (Janko and Eisner, 2009). Nicméné z dlouhodobého hlediska slouzi jen
jako evolu¢ni ,,zumpa“ pro genomy, které se do nich dostanou pii jejich vzniku. To proto,
Zze neni zndm zatim zadny zplsob, jak by mohlo dojit ke zpétnému genovému toku
z klonalnich hybridit zpét do sexudlnich druhli. Takze pokud skute¢né klony casem
podlehnou zminénym procestim jako Miillerova rohatka, vezmou s sebou do hrobu i celou
svoji genetickou vybavu, aniz ji mohly nékomu predat.

Ukazalo se ale, ze tomu tak vzdy byt nemohlo. (Choleva et al., 2014) ukazal, ze C.
tanaitica, a¢ jaderné velmi blizky druhu C. taenia, ma mitochondrialni DNA velice blizce
ptibuznou druhu C. elongatoides. Pomoci matematické analyzy autofi dokazali, ze
k takovému mosaicismu mohlo dojit jediné hybridizaci, coz ukazuje obrovsky paradox. Na
jednu stranu mame komplex druhi, které se spolu kiizi, ale hybridi jsou pouze klonélni,
coz teoreticky vylucuje jakoukoliv vyménu gent mezi druhy, na druhou stranu zde mame
vzhledem Kk velkym arealim jeden znejvétsich znamych piipadi fixace cizorodé
mitochondrialni genealogie v zivocisné fisi.

Sekavec se tedy jevi jako zcela excelentni modelovy taxon umoziujici studovat jak

spolu souvisi speciace, hybridizace, asexualita i polyploidie.
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Schéma ¢. 1: Na obrazku a) je znazornéno geografické holocenni Siteni druhi C. elongatoides a C. taenia. Na
obrazku b) je schématicky vyobrazeno, jakym zpsobem dochazi k hybridizaci mezi druhy C. elongatoides ,
C. taenia a C. elongatoides. Schémc) je mapa stfedniho toku Odry a jejich ptitokt na izemi Polska - hybridni
z6ny mezi druhy C. elongatoides a C. taenia, body vyznaeny Cervené vyznacuji habitaty druhu C. taenia,
zatimco Zluté body oznaéuji druh C. elongatoides. Pevzato z (Janko et al., 2012).
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1.3 Vliv hybridizace a polyploidizace na transkripci

Polyploidie je dédi¢ny stav vyznacujici se zménou celkového stavu poctu
chromosomii. Polyploidie je velmi béznad mezi rostlinami, kde se predpoklada, ze ptiblizné
80 % krytosemennych rostlin vzniklo duplikaci, at’ jiz z mezidruhového kiiZzeni nebo
autogamii (Otto and Whitton, 2000). K polyploidizaci doslo v evoluci mnohokrat a Casto
vedla k neofunkcionalizaci genut, rapidni zméné komplexity organismu, jelikoZ jedna z
genovych kopii se stala redundantni a vedla k tniku pted specializovanymi parazity
(Weiss-Schneeweiss et al., 2013).

Hybridizace je zejména, ale nejen u rostlin, velmi vyznamny evolu¢ni podnét. V
pfipadé¢ kompatibility genom, transkriptomti dochazi k casto k jevu heterdzy (nové
nez oba rodice. Tento jev ma zcela zasadni hospodaisky vyznam (Xing and Zhang, 2010).
Hlavni hypotéza tazajici se na efekt transgrese hybridu vidi pfi¢inu v modifikaci genové
exprese. Molekuldrni mechanismy podtrhujici tyto zmény hybridnich genomil poukazuji na
genetickou povahu dominance parentdlnich alel. Obecné mulze dojit k nartistu piinosné
genetické variability novych kombinaci alel (Birchler et al., 2010).

Geny, které se projevuji dominantné transgresivne, mohou byt dulezité pro hybrida
z hlediska drastického vlivu na fenotyp (Chen, 2010).

Zejména v ptipadech triploidizace, jak se naptiklad déje vnesenim tfetiho haplotypu
do genomu diploidniho hybrida pfi procesu gynogenetické reprodukce, mohou nastavat
vaznéjsi problémy, pomineme-li problémy meiozy,

V piipad¢ gynogenetického rozmnozovani triploidnich jedincti existuje vice
scénaft meidzy. Maji ale spolecné rysy, kdy se chromosomy jednoho druhu mezi sebou
preferencné paruji a vytvareji bivalenty, protoZe jsou si sekvencné podobnéjsi. Jeden z
chromozomt tedy zlistdva nesparovany a v nékterych ptipadech mize dojit i k jeho ztrate.
Podobny systém existuje i u vyssich obratlovcti druhu Rana (Morishima et al., 2008).

Gynogentické rozmnozovani hybridniho jedince P1 generace vyZzaduje nckolik
podminek. Sesterské chromatidy nesmi byt béhem anafaze spojeny, tzn. ztratu jejich
koheze, rekombinace — naruSenim funkce kinetochoru a rekombinazy ad. (Qi et al., 2006).

V anafézi [ nesmi dojit k redukénimu déleni.
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1.4 Metody studia transkriptomu — diferencialni exprese a imprinting

Recentni vyvoj masivné paralelizovanych sekvenacnich technologii posunul smér
kvantitativni transkriptomiky o velky skok kuptfedu. Naprostad vétSina produkovanych dat
dnesnich dnii je generovana pievazné na principu syntézy z divodu nejvyhodnéjsiho
poméru ceny za sekvenovanou bazi spolu s pfijatelnou chybovosti (illumina), kterou lze
statisticky fesit. Jeden typ dat pfevazuje predevsim diky uzivatelim, ktefi preferuji analyzu
identicky ziskanych dat, aplikujice generické postupy bez domysleni konsekvenci.

Dnes je mozné sekvenovat RNA neuvéfitelnych komplexit, od absolutni
kvantifikace obsahu cDNA jednotlivych bunék, cDNA asociovanou s uritym typem RNA
vazajicich proteinti, po analyzu sestiihovych variant, malych RNA, a dals$i. Nepteberné
moznosti designll experimentd, diky vysoké reproducibilit¢ a cené, vytlacilo masivni
sekvenovani nové generace microarray technologii do propadlisté déjin. V piipad¢€ analyzy
transkriptomu neni ani potieba referenéniho genomu, existuje tedy moznost pracovat i s
nemodelovymi organismy. Nicméné de novo assembly ¢cDNA je nutno vénovat i piesto
trochu pozornosti, vlastni assembly je dnes sice plné automatizovany algoritmicky
(ptevdzné aplikovany algoritmus de Bruijn grafi) a velmi pokrocily proces schopny
dobrych vysledku i s ready délky okolo 50 bp porovnanim s vysledky assembly podle
referenéniho templatu genomu (Grabherr et al.,, 2011a). Dynamicky rozsah méfeni
RNAseq (sekvenovani RNA) se odviji pfedev§im od hloubky sekvenovani - kolik
"prostoru" ma fragment k hybridizaci na sekvenaéni desti¢ku, tzn., odviji se od kapacity
desticky a molarni koncentrace fragmentu CDNA — pocet readii / kapacita desticky.

Technicky proces ziskani transkriptomu bych shrnul kratce a obecné asi takto:
izolovana MRNA (adekvatni integrity) je tepelnym Sokem na odpovidajici distribuce
fragmentd, které jsou piepsany na zakladé polyA fetézce nebo nahodnych hexamert do
cDNA (Casto se spike kontrolami). cDNA je opatiena sekvenénimi kody (barcode) tak, Ze
na reparované konce fragmentli je pfidan adenin termindlni polymerdzou, které zvysSuji
ucinnost ligace s barcode dsDNA. Barcode slouzi k rozeznani vzorku v ptipad¢, kdy na
sekvenacni desticku aplikujeme smésny vzorek. Po sekvenaci je nutno vzorky rozdélit do
samostatnych souborti, podle barcode a sméru sekvenace a posléze je téchto kodu zbavit.
V ptipad¢ poklesu kvality na koncich readu jsou takové baze umazany. Nyni mlze byt
provedeno de novo assembly, ¢i mapovani na jiz pfipravenou referenci. Sestavené cDNA je

ale nutno mnoha rozdilnymi pfistupy kontrolovat, napt. definovat transkribovaou oblast,
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anotovat je, predikovat nekodujici RNA, identifikovat rRNA (pokud nebyla aplikovana
adekvatni metoda snizeni komplexity RNA) a dalsi (Wilhelm and Landry, 2009). Priklady
zminénych kontrol jsou mnohdy opomijeny a mohou vést ke zcela Spatnym interpretacim
vysledki (Lovén et al., 2012).

Bohuzel i RNAseq ma své limitace, na které je nutné brat pii analyze a interpretaci
ohled. Obsah GC se lisi v sekvenci, mize dramaticky ménit a zplsobovat problémy pfi
sekvenacni reakci. Délka exonu ne vzdy musi odpovidat délce cDNA. Pii ptipravé
knihovny mohou vznikat PCR amplifika¢ni artefakty. Bias mtze v konecné fazi zpusobit i
volba nevhodného softwaru pro provedeni alignemntu. Nékteré programy, at vyuzivaji
referenci genomu nebo ne, mohou stanovit pocet sestithovych variant a skupin, Jde 0
matematicky 1 vypocetné slozity proces zaCinajici s bipartitni grafy; cilem je najit fetézec s
maximdlnim poctem bipartit, piekryvajicich se fragmenti feSenim Dilworth, ¢i Konig
matematickych teorému (Dilworth, 1950). Reprezentovatelnost sestfihovych variant neni
velka, navic je silné ovlivnéna délkou sekvence (Rehrauer et al., 2013).

Dalsi otazkou je, zda ponechat ready mapujici se na referenci pouze parcialné —
napt. nemame sestaveny kompletni sekvence cDNA, nebo ready s konkrétni hranici
rozdilt viaci referenci, které vykazuji dobrou shodu i1 s jinymi misty v referenci.
Jednoznaéna odpovéd’ neexistuje, zde ma vyznam spise konzistence analyzy mezi vzorky.

Dtive, nez se pokusim o popis statistickych metod, upozornil bych rad ¢tenaie bez
povrchové znalosti tématu na nutnost spravné volby designu experimentu. V Zadném
piipadé neni akceptovatelné analyzovat smés dat rozdilnych designi spole¢né, protoze
statistické metody detekce DE genl se zaméfuji na konkrétni design, ve vétsSiné piipadi
blokovy, nebot’ dne$ni sekvenacni platformy disponuji velkou kapacitou. Schéma dvou

moznych RNAseq designt je znazornén na Obr. €. 2.
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Schéma. ¢. 2: Znazornéni pouZivanych designit RN Aseq experimentd; pievzato z (Auer and Doerge, 2010).

Prvnim krokem analyzy diferencialni exprese je ziskani samotné informace poctu
namapovanych readii na referenci. Je ale nutno si uvédomit, Ze mezi vzorky neexistuje
rovnost v sekvenacni hloubce a geny rozhodné nemaji stejnou délku. Z tohoto ditvodu je
data nutno normalizovat, abychom zajistili srovnatelnost mezi knihovhami geny a
sestfihovymi variantami (Pickrell et al., 2010). Nejtrivialngj$im pfistupem, jak zajistit
normalizaci vzhledem k délce genti a sekvenaéni hloubce, je RPKM (pocet readit na
kilobazi na milion mapovanych readit). Bohuzel RPKM neni vhodna normaliza¢ni metoda
napt. pro cDNA ziskanou metodou nahodnych hexamert (random primimg), protoze je
Castecné zdvisla na sekvencnim sloZeni, a tedy ani pokryti cDNA reference nemusi byt
uniformni (Hansen et al., 2010). Problémem je také mylny ptedpoklad homogenity mezi
vzorky. Pfikladem mohou byt geny siln¢ exprimované u jednoho vzorku, které "brani
sekvenovani cDNA jinych nizce exprimovanych genil, pfi¢emZ situace u jiného vzorku
muze byt jind. Jinymi slovy, ackoliv zname celkovy pocet readii v knihovn¢, mnozstvi
celkové RNA mezi vzorky se miiZe liSit v zavislosti na sloZzeni RNA. Z toho diivodu byly
vytvofeny sofistikovanéjsi pfistupy. Prvnim z nich je TMM (trimmed mean of M values).
Pro kazdy testovaci vzorek je spocitan vézeny primér logaritmovanych pomeérii mezi
referenci a testem po vylouceni genl s nejvétsim pomeérem reference / test. Referencni
hodnotou je pocet readii na sekvenacni desticce, test znaéi pocet readii ve vzorku. Slabé

exprimované geny by mély mit TMM blize 1 (Robinson and Oshlack, 2010). Na
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podobném proncipu funguje normalizacni metoda DESeq, ktera ale pocitd normalizac¢ni
faktor jako podil geometrického primér poméru vSech vzorkii a medianu vzorku a opét
ziskdvame pomér blizici se 1 s predpokladem, Ze vétSina gend neni diferencialné
exprimovana (Anders and Huber, 2010). Ac¢koliv existuje velké mnozstvi normaliza¢nich
metod, TMM a DESeq jsou nejvice preferovany pro svou robustnost a univerzalnost;
pochopiteln¢ nejsou vSak Vhodné pro data, kde naopak ocekavame velké rozdily v expresi.
Statistick¢ analyzy diferencialni exprese vychazeji z piedloh pro analyzu
microarray dat, protoZe normalizovana data obou metod vypadaji velmi podobné, pokud
nejsou dale transformovéany. Prvnim pfistupem, ktery je dodnes soucasti pouzivanych
statistickych programti zamétenych na RNAseq je "nafitovani" dat na poissoniv model,
ktery dobte vystihuje trend dat, nicméné neni schopen pftili§ dobfe "zachytit" biologickou
varianci dat (Dillies et al., 2013). Diky tomu vnasi poissontuv model vice chyb I. fadu —
falesné¢ pozitivnich vysledkdi podhodnocenim variability mezi biologickymi rerplikaty
(Langmead et al., 2010). Recentné¢ jsou data "fitovana" na negativné binominalni model,
ktery byl ziskdn aproximaci poissonovského modelu. Pro vyuziti statistické sily
biologickych replikati byl navrzen model spoleéné disperze (Auer and Doerge, 2010).
Analyza disbalance paternalnich alel vyzaduje ponc¢kud delikatnéjsi pristup diky
celé fad¢ pticin. Prvni z nich, ktera se nastésti netykd naseho pfistupu, je biologicky zdroj
variability zptisobeny sestfihovymi variantami (Cho et al., 2014). Problematické jsou téz
haplotypy pieklenuty jedinym readem, obzvlasté pak takové SNP, které se nachazeji
Vv blizkosti inzerce/delece (indel), protoze v téchto mistech aligmnet obsahuje velké
mnozstvi chyb (Li, 2011a). Klasickym statistickym pfistupem k detekci alelické disbalance
je binomialni, ¢i chi-kvadrat test, kde u diploidniho organismu testujeme odchylku od 0,5
poméru alel. BohuZel pro nizké, ¢i hodn€ vysoké hodnoty exprese je P hodnota
nadhodnocena. Zna¢na technicka variabilita mezi SNP pozicemi miiZze vést ke shlukovani
spiSe dle experimentalniho designu nezli z biologické variability. V ptfipadé uziti klasické
frekvenéni statistiky volime spiSe odstranéni problematickych regionti, pro minimalizaci
chyb I fadu. Moznym feSenim je opét implementace vhodné&jsich modeld (napf. poisson-
gama) a bayesianské statistiky (Leon-Novelo et al., 2014). To vsSe je mozno kombinovat s
iterativnimi maximum likelyhood metodami jako napi. EM (expectation—maximization)

algoritmus (Teare et al., 2006).
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2 Cile prace

V Pivodnim zadani své prace jsem mél za ukol otestovat, zda u klonalnich
sekav¢ich linii dochazi k akumulacim Skodlivych nesynonymnich substituci (napf.
Miillerova rohatka, a to za pomoci genomickych, ¢i transkriptomickych dat. Jak se ale
ukdzalo, pfipravné prace pro provedeni samotné studie byly natolik komplikované a
obsahlé, Ze jsem de facto se svymi Skoliteli musel fesit n¢kolik urovni a témat zaroven.

Vzhledem k ziskanym datiim se tedy cile mé prace zaméfuji na nasledujici témata:

1) Sestavit a anotovat vérohodny transkriptom sekavce, ktery bude vyuzitelny pro
nasledné mapovani RNA readii mnoha jedinct.

2) Ziskat mapu pozic (SNP), ve kterych se jednotlivé druhy sekaveu lisi.

3) Vyuzit RNAseq dat pro studium genové exprese s cilem najit loci, které mohou
souviset s hybridnim ¢i polyploidizaénim genomickym Sokem, jakoz i loci, které
mohou souviset s iniciaci asexuality.

4) Vyuzit druhové specifickych SNP a RNAseq dat k testovani genomového umléent,
nebo imprintingu, tj. testovat, zda nékteré druhove specifické alelické varianty genti
jsou v hybridech exprimovany vice, nez jiné.

5) Kone¢né pomoci ziskanych SNP pozic u rodicovskych druhd i rizné ploidnich
hybridi testovat, zda u asexudlnich linii dochéazi k vy$§imu tempu nesynonymnich

mutaci, coz by mohlo nasvéd¢ovat roli Miillerovy rohatky v evoluci klond.
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3 Material a metody

Rad bych c¢tenaie upozornil, ze v metodach se mohou vyskytovat pasaze, které se

zdanlivé podobaji vysledkiim. Jedna se o vysledky kontrol, které jsou nezbytnou soucasti

nejen bioinformatickych analyz, bez nichz by nebylo mozné se dopracovat vysledku -

kvali mnoha technickym problémtim, lidskym chybam i biologickym faktoram, které je

titeba v kazdém kroku sledovat.

Pro analyzy transkriptomu a jednonukleotidovych polymorfisma byly uzity nize

uvedené vzorky CDNA - tab. ¢. 1, 2 a 3 popisujici zékladni charakteristiku vzorkd, jejich

druhovy, geograficky ptivod, véetné typu sekvenovani a ptipravy RNA.

Vzorek
co01
co02
co03
co04
co05
co06
co07
co08
co09
col0
cab04L
cabO5L
cab050
cabO6L
cabloL

Pohlavi

=
E
=
M
=
E
M
M
M
E
E
E
E
E

F

Biotyp

pp
ee

SS
SS
tt
tt
pp
ee
nn
nn
tt
tt
tt
tt
tt

Geograficky plvod

Bulgaria

Odra R. (E4), Poland

Zagortsi, Bulgaria

Zagortsi, Bulgaria

Odra R. (0903), Poland

Odra R. (0903), Poland

Kachul, Bulgaria

Odra R. (E4), Poland

Oltenitza, Danube River, Romania
Oltenitza, Danube River, Romania
NorthEastern poland
NorthEastern poland
NorthEastern poland
NorthEastern poland
NorthEastern poland

Pocet readd
43981964
14557443
8393163
3749533
6938768
4621640
21875011
22168759
30777098
26481992
21639250
15804728
28451417
11709835
19427035

SNP
164228
124640

37104
37969
59196
37156
44519
46167
99779
83443
59786
64753
83197
36965
64842

Tab. ¢. 1: Vzorky 454 sekvenovani normalizované cDNA, ze kterych byla vytvofena prvotni databize
jednonukleotidovych polymorfismti a druhové specifickych pozic diky srovnani nékolika druhil v ramci rodu
Cobitis; vzorky konc¢ici L, ¢i o jsou vzorky normalizované cDNA specificky jedné tkané; pokud toto
oznaceni chybi, jedna se o smésny vzorek normalizované CDNA

Vzorek pohlavi

cab02L
cabO3L
cab04L
cabO5L
cabO6L
cab0O7L
cab08L
cab09L

b e o e o e o e M M |

Biotyp

etn
etn
tt
tt
tt
eet
eet
eet

Geograficky pavod Pocet SNP
readd (N)
neznamy 55579372 46445
neznamy 40701503 45980
NorthEastern poland 16243592 32255

NorthEastern poland
NorthEastern poland
Polska Woda
Polska Woda
Polska Woda

27129726 47751
32475299 48885
31435509 41545
39565517 43315
35280898 39791

SNP
(tt)
133532
158026
25782
41246
41929
128984
141146
140404

mtDNA

tt
ee
tt
tt
tt
tt
tt
ee
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cabloL
cabliL
cab13L
cabl4L
cab15L
cabl6L
cabl7L
cabl18L
cabl9L
cab20L
cab21L
cab22L
cab23L
cab24L
cab25L

Tab. €. 2: Vzorky jater cDNA sekvenovani nenormalizovanych dat platformou illumina — RNAseq jater

Vzorek

cab0lo
cab02o0
cab03o0
cab04o
cab050
cab06o
cab070
cab08o
cab09%o
cab10o
cabllo
cab13o
cabl50
cabl6o
cabl7o
cab18o
cab19o
cab200
cab2lo
cab220
cab230
cab250

b e o e e T e A e e o e e O v M A |

F

Pohlavi

M T M M M M M M M M T T T T T T T Mmoo

F

tt
et
een
een
etn
ett
ett
ee
ee
ee
ee
et
et
ett
ett

Biotyp

etn
etn
etn
tt
tt
tt
eet
eet
eet
tt
et
een
etn
ett
ett
ee
ee
ee
ee
et
et
ett

NorthEastern poland

Barycz

Polska Woda

Polska Woda

Barycz

Barycz

Barycz

Budkowiczanka R, Odra basin
Budkowiczanka R, Odra basin
Budkowiczanka R, Odra basin
Budkowiczanka R, Odra basin
Barycz

Swedrnia

Swedrnia

Barycz

Geograficky pQvod

neznamy

neznamy

neznamy

NorthEastern poland
NorthEastern poland
NorthEastern poland

Polska Woda

Polska Woda

Polska Woda

NorthEastern poland

Barycz

Polska Woda

Barycz

Barycz

Barycz

Budkowiczanka R, Odra basin
Budkowiczanka R, Odra basin
Budkowiczanka R, Odra basin
Budkowiczanka R, Odra basin
Barycz

Swedrnia

Barycz

44951055
21624757
14520839
50005977
37778308
14540303
56825040
26537273
29507575
31694148
39984649
19681257
23467650
32301761
27813983

Poc.
readu
47564562
67643876
28588893
12238231
22703041
28776800
40178876
4624141
25472396
30603626
15764331
47647538
29642299
19716928
24280629
20188754
21225612
18846248
20685617
26201436
19583650
27633355

50854
35641
31824
45409
45866
30924
48248
44136
46601
44683
47557
34308
32273
38119
36144

SNP
(tt)
158160
160054
135847
21100
30505
33546
174757
55942
164826
39068
99653
203212
139422
119339
124251
129733
131981
125399
147495
120212
93809
117129

46030
84950
88592
165254
150395
74199
136921
116454
131635
126245
135404
111344
76005
104742
90485

SNP
(N)
45163
43327
42080
37838
45236
45535
44243
16893
39787
48032
33993
44892
41208
38996
40271
39874
40271
38985
42029
36789
35014
37552

mtDNA

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
ee
tt
tt
ee
tt
tt
tt
ee
ee
ee
ee
tt
tt
tt

Tab. €. 3: Vzorky oocytli cDNA sekvenovani nenormalizovanych dat platformou illumina — RNAseq oocytil
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3.1 Priprava vzorku

Zdrojova tkan pro izolaci DNA byla fixovana v roztoku 99 % etanolu — ploutve a
svalova tkan; V ojedinélych piipadech byla zutilizovana i Cerstva krev. Vzorky byly
rizného stafi, tedy i riizného stadia degradace genomické DNA. Pro pfipravu sekvenacnich
knihoven se ukdzalo pfinosné upotiebit vzorky s ptevladajicim obsahem neposkozené,
vysokomolekularni gDNA. Existuje totiz zavislost mezi stabilitou DNA a jeji délkou,
kratké ready prezentované v nadmérném mnozstvi jiz v inicialnim cyklu aplikace
ultrazvuku (22 — 44 KHz) nedestruuji tempem jako dlouhé sekvence — rozlozeni délek
readii se vychyluje od normality. Vysokomolekularni gDNA je nezbytna ptredevsim
Vv piipad¢, kdy je nutno se vyvarovat systematické chybé sonikace — jelikoz preferen¢né
fragmentuji konkrétni sekvenéni motivy (Poptsova et al., 2014); tento bias muze u
nizkomolekularni DNA nabyvat rozdilnych intenzit. Na miru degradace ma vliv rovnéz

slozeni roztoku, je nutné dbat na Cistotu izolatu a volit vhodné rozpoustédlo.

3.1.2 lzolace RNA

RNA byla izolovana metodou Trizol (guanidinium thiokyanatova-phenol-

chloroformova extrakce).

1) Homogenat v roztoku trizolu rozmrazen pii RT.

2) Vortex vzorku 2 min — fadné rozpusténi zloutku oocytti.

3) Inkubace 5 min pii RT.

4) Pridano 200 pl chloroformu (200 pl chloroformu na 1 ml Trizolu).

5) Prottepano v ruce po dol5s.

6) Nasleduje inkubace pii RT trvajici 2-3 min.

7) Vzorek je centrifugovan pii max. 12 000 g, 15 min, nutno chlazeni rotoru na
2-8°C.

8) Horni vodna faze s RNA je ,,pfepipetovana‘“ do nové ¢isté mikrozkumavky,
pozn.: vodna faze tvoii cca 60% objemu Trizolu, interfazni vrstva s DNA a
ani spodni fenolova, organicka faze nesmi kontaminovat RNA).

9) Na I ml Trizolu je ptidano 0,5 ml isopropanolu k vysrazeni RNA (v ptipadé

izolace z minimalniho mnozstvi vstupni tkané je pfidan navic glycerol).
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10) Nasleduje piiméfené promichavani v ruce a vzorek je inkubovan 10 min pii
RT.

11) Vysrazena RNA je centrifugovana pti max. 12 000 g, 10 min, 2-8°C.

12) Supernatant je odstranén a k peletu je pfidano 1 ml 75% etanolu (1 ml
etanolu na 1ml Trizolu).

13) Rozpusténi RNA peletu promichanim na vortex tfepacce - 2x cca 5s.

14) Centrifugovano max. 7 500 g, 5 min, 2-8°C

15) Odebran maximalni objem supernatantu. Poté je vzorek ponechan Kk suSeni
10-15 min na vzduchu (vakuové suSeni neni mozné, jelikoz zcela vyschly
pelet nelze snaze rozpustit)

16) RNA rozpusténa v 10-20ul ddH20 (RNase-free-water) - dle velikosti
pelety.

17) Roztok nékolikrat ,,propipetovan®.

18) Byly ptipraveny alikvoty pro NanoDrop, a gPCR, aby nedochazelo
k rozmrazovani RNA a tim K jeji degradaci.

19) Vzorky byly skladovany pti -80°C.

3.1.3 Priprava cDNA a RNA sekvenacni knihovny

cDNA byla piipravena dle SMART piistupu (Zhu et al., 2001) s postupem

doporuc¢enym vyrobcem (clonetech), nicméné s modifikovanymi primery — CDS-T22

namisto primeru BD SMART CDS Primer II A. Ptehled pouzitych oligonukleotidi:

SMART Oligo Il oligo. 5’ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCTGrGrG-3’
CDS-T22 primer 5/ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTGTTTTTTTCTTTTTTTTTTVN-3’
SMART PCR primer 5’ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’

Tab. €. 4: Sekvence primert uzitych k pfipravé cDNA reverzni transkripci

1) Prvnim krokem bylo provedeni syntézy prvniho vladkna cDNA ve sméru 3’-5’

(primer hybridizuje s polyA sekvenci) a to s nasledujicimi polozkami kitu:

0,3 ung RNA
10 pmol SMART Oligo Il oligonucleotide
10 pmol CDS-T22 primer
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2) Reakéni smés je zahtata na teplotu 72 °C a prudce ochlazena na ledu po dobu 2
min.

3) Reakce syntézy c¢cDNA prvniho vldkna je iniciovana pfidanim hybridiza¢niho
primeru (primer-RNA) spolu s reverzni transkriptazou do celkového objemu 10 pl
obsahujiciho:

- 1X First-StrAND Buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.3); 75 mM KCI; 6 mM
MgClI2)

- 2mMDTT

- 4 mM ekvimolarniho roztoku dNTP

4) Syntéza prvniho vlakna probiha pii 42 °C po dobu 2 h. Po ukonceni reakce je smés
ochlazena na ledu.

5) Pro piipravu dvouvlaknové cDNA je prvni vlakno ziedéno 5x v TE pufru, roztok je
posléze inkubovéan 7 min pfi 70 °C k preparaci amplifikace dlouhych readi DNA.
Reakéni smér pro Long-Distance PCR (50 ul) obsahuje nize uvedené slozky:

- 1ulcDNA

- 1x Encyclo reaction buffer (Evrogen)

- 200 uM dNTPs

- 0.3uM SMART PCR primer

- 1 x Encyclo polymerase mix (Evrogen)

Bylo provedeno 18 PCR cyklii tohoto nastaveni:

Inicialni denaturace: 95°C 2 min
Denaturace: 95°C 10s
Hybridizace: 65°C 30s
Extense 72 °C 3 min

Finalni Extense: 72 °C 5 min

6) RNA sekvenacni knihovna byla pfipravena a sekvenovana v servisnim oddé¢leni
EMBL Genomics Core Facilities. RNAseq knihovny byly sekvenovany na
instrumentu HiSeq 2000, 50 single-end (SE).
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3.1.4 Priprava normalizované cDNA a normlizované RNAseq knihovny

V inicialnim kroku je cDNA hybridizovana (mira abundance vzniknuvs$i dSDNA
koreluje s rychlosti odbouravani dané dsDNA DNS (duplex specifickou nukledzou)) —
tohoto faktu je v nasledném kroku vyuzito k normalizaci (Zhulidov et al., 2005). Princip
graficky znazornén ve schématu ¢. 2. RNA integrita vztazena k 18S a 28S peaku byla
testovana Bioanalyzer 2100 (Agillent Technologies, Santa Clara, CA, USA), RIN hodnoty

byly u vSech vzorktl vyssinez 7,5.

1) Hybridiza¢ni smés obsahuje nize uvedené komponenty:
- 3 ul (150 ng) purifikované cDNA
- 1 ul 4x Hybridization Buffer (200 mM HEPES-HCI, pH 8.0; 2 M NaCl)

2) Reakéni smés je piekryta mineralnim olejem a inkubovana pii 98 °C po dobu 3
min, po uplynuti denatura¢niho procesu je cDNA hybridizovéana pti 68 °C 5 h.

3) Do hybridiza¢ni reakce je ptidano:
- 5 ul 2x DNase Buffer (100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM MgCI2, 2 mM DTT)
- 1ul DSN enzyme

4) Inkubace s DNasou probiha 20 min pii 67 °C. Pro inaktivaci enzymu je do reakce
pfidano 10 ul 5mM EDTA

5) Po normalizaci je cDNA zifedéna 20 ul ddH20 a je piipravena PCR reakéni smés
(50 pl):
- 1pl ztedéné cDNA
- 1 x Encyclo reaction buffer (Evrogen)
- 200 uM dNTPs
- 0.3 uM SMART PCR primer
- 1 x Encyclo polymerase mix (Evrogen)

6) Reakeni smés podstupuje 18 PCR cykla za téchto podminek:

Denaturace 95°C 7s
Hybridizace 65 °C 20s
Extenze 72 °C 3 min

7) 1 pg normalizované cDNA byl zpracovan v servisnim stiedisku Genomics Core
Facilities EMBL k ptipravé sekvenaéni knihovny dle protokolu Library Preparation
Protocol (Roche).
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8) Knihovny jedinct byly zna¢eny MID adaptéry (Roche) a byl vytvofen tzv. ,,pool”.
Pocet jedinct byl zvolen dle pozadované sekvenacni hloubky — 2 jedinci na

,flowcell lane* sekvena¢ni platformy GS FLX+ (454 Life Sciences, Roche).
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Schéma €. 2: Znazornéni principu cDNA normalizace (zrdoj:
http://www.evrogen.com/technologies/normalization.shtml)

3.2 Kompozice referenéniho transkriptomu

Hlavnim poZadavkem na referen¢ni sekvenci je obsahnout maximalni mnoZstvi
exprimovanych gent, jejich sestfihovych variant a to nejvyssi mozné délky. Z toho diivodu
byly zvoleny tkang, organy ontogeneticky zna¢né riznorodé — oocyty v 6. vyvojovém
stadiu a jatra — pouze samice. Cilem normalizace cDNA je navic ziskani transkriptd byt i
minimalni kvantity v transkriptomu, a to pfi zachovani rozumné sekvenacni hloubky.

Referencni sekvence transkriptomu byla sestavena pouze z jednoho druhu — Cobitis

taenia, protoZe se ukazalo, ze vnesenim sekvenéni variability smichanim druhi zpasobuje
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problémy se spravnym slozenim cDNA, které ndsledné neodpovida realité¢ ani jednoho
druhu. Frekventované timto zptisobem vznikaji tzv. pseudoparalogni cDNA sekvence -
homologni geny vykazujici znaky paralogi — zdaji se byt vysledkem duplikace
ancestralniho genu, nicméné v zadném stadiu vyvoje nedoslo k jejich duplikaci (Koonin,
2005). V tomto piipadé nehledejme pfic¢inu v horizontalnim genovém pienosu. Mapovanim
readii na referenci obsahujici in silico vzniklé pseudoparalogy dochazi k situaci, kdy
jednotlivé druhy mapuji své ready na rozli¢né pozice, timto pseudoparalogni geny navic
zdanlivé zvysuji polymorfismus takovych loci.

Ready ziskané sekvenaci normalizovanych cDNA knihoven Sesti jedinct C. taenia
(viz tab. ¢. 5) byly zbaveny sekvenci a konct s nizkou kvalitou pomoci Trimmomatic
softwaru (Bolger et al., 2014). Technické PCR multiplikaty byly odstranény z datasetu
readu uzitim cdhit-454softwaru (Li and Godzik, 2006). Vyslednych 1886536 readii —
648620753 para bazi bylo selektovano k tvorbé cDNA assembly — referencni sekvence
(provedeno: Mgr. Jan Paces, Ph.D.).

Jedinec Typ tkané Knihovna Pocet bazi Pocet readii
co05 oocyty co05 97492888 364919
co06 oocyty co06 66110724 243092
cab04 jatra cab04L 103716091 285342
cab05 pocyty cab050 150231825 374684
jatra cab05L 91235506 208142
cab06 jatra cab06L 54725340 154445
cab10 jatra cabl0L 96836134 255912

Tab. ¢. 5: Tabulka jedinct tvofici referenéni cDNA transkriptom se zékladni deskripei; K referenci byl
ptilozen appedix zrekonstruovany dle illumina sekvenacnich dat
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3.2.1 Assembly transkriptomu

Vlastni assembly 454 dat bylo provedeno Newbler softwarem (verze: 2.6
20110517 1502, Roche) modifikovanym pro analyzu 454, tak illumia datovych set,
s parametry: 20 bp minimalni délka readu, minimalni piekryv readit 40 bp, minimalni
identita prekryvajicich se readii 90 %, minimalni délka vSech sekvenci, minimalni délka
dlouhych sekvenci 300 bp, automatické odstranéni vektorovych sekvenci.

Prvni verze assembly se sklada z 29333 ¢cDNA sekvenci (v¢etné pfislusnych in
silico generovanych alternativnich sestiihovych variant) s po¢tem bazi 32540805 a N50 1
rovno 1291 viz tab. ¢. 5, pficemz 95.39 % sekvenovanych bazi ma kvalitu vyjadienou
phred score (Q) vétsi nez 40. Distribuce délek cDNA verze lom300tt_v5 je graficky
vyjadiena v grafu ¢. 1. Sekvenac¢ni hloubka pokryti cDNA sekvenci je znazornéna v graf ¢.

2 (assembly 454 dat provedeno Mgr. Jan Paces, Ph.D.).
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Graf ¢. 1: Histogram distribuce délek cDNA ve finalni verzi referenénich sekvenci

1 N50 znaci délku nejkratsiho kontiguu definovaného jako sumu viech kontigusi vétsi nebo rovno 50%
celkové délky vSech kontiguii.
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Graf ¢. 2: Histogram hloubky pokryti cDNA sekvenci; median = 9 hloubka/kontigu

Takto ptipravena de novo assembly ale nicméné nereflektuje posledni pozadavek

analyz — detekovat transkripty, které jsou exprimovany diky mozné deregulaci transkripce

wrwe

jedincich provedena programem Trinity v2.0.2 (Grabherr et al., 2011b) de novo assembly a
to nejen hynridnich jedinct, ale i Cistych druhd. Na vSech vygenerovanych transkriptech
delsich nez 300 bp byla provedena shlukovaci analyza — Markovo fetézové shlukovani
programem mcl (Enright et al., 2002) na zakladé¢ hodnot bitscore, ktera reflektuji vahu
podobnosti mezi dvéma sekvencemi (minimalni hodnota, kdy byly sekvence povazovany
za podobné, ¢ini 80). Vystupem shlukovani pii nastavené granularité rovné 2 je format,
kde je kazdy signifikantni shluk reprezentovan nazvy genu v fadku. Abychom mohli
stanovit, zda jsou dané transkripty specifické naptiklad pro skupinu asexuélnich jedinct,
bylo nutné nejprve stanovit jejich poéty ve shluku, ¢ehoz bylo dosazeno regexp knihovnou

V programovacim jazyce python3.4, schéma ¢. 1

#!/usr/bin/python3.4
import re
cnt = 0
lom300tf cab02 = []
# regexp hledani transkriptll z ptGvodni referencéni sekvence a nové
sloZenych jedinct z oocytl a jater
pO = re.compile ("lom300tf [ics] [0-9]+")
pl = re.compile("cab02 TR[0-%a-zA-Z ]+")
soubor = open('clusters.txt', encoding='utf-8")
# nalezeni vsSech transkriptl, podle definovaného tvaru, zéapis jejich
Jjména a poctu do nového listu (pro ilustraci neuvedeny vsichni jedinci)
for i in soubor:
cnt += 1
m0 = re.findall (p0, 1)

32



m0 _cnt = len(re.findall(p0,1i))

ml = re.findall (pl, 1)

ml cnt = len(re.findall (pl,i))

if mO:
lom300tf.insert (cnt,m0_cnt)

else:
lom300tf.insert (cnt, 0)

gen F = list(set(gen))

zapis = open("clst%$s.fas" % cnt, mode = "w")
SeqIlO.write (gen F,zapis,"fasta")

Schéma €. 1: Znazornéni hledani kontiguii konkrétnich jedincti z vystupu shukovaci analazy

Nyni, kdy pro kazdého jedince mame pocet transkripti ve shluku podobnych
sekvenci, miizeme se v databazi dotazat, zda byly pfitomny pouze transkripty asexudlnich,

¢i sexualnich jedinci, a vybrat posléze nejdelsi transkript - nejdelsi sestfihovou variantu ve

shluku. Toho bylo dosazeno nize uvedenym pfistupem v jazyce python, schéma ¢. 2.

# Vybér nejdelsiho kontigu ze shluku je proveden aplikaci knihovny Bio
files = glob.glob("*.fas")
for i in files:

maximum = 0
handle = open(i, "rU")
for ii in SeqglIO.parse (handle, "fasta"):
1 = len(ii.seq)
if 1 > maximum:
maximum = 1
to _handle = ii
jmeno = ii.id
zapisl = open("%s.fasta" % jmeno, mode="w")

SeqIO.write (to _handle, zapisl, "fasta")
zapisl.close ()
# Vybér hybrid specifickych kontigut
cur.execute ("select transcripts from animals lom mcl raw a
join animals lom mcl b using (cluster)
where (
.1lom300tf + b.cab04 + b.cab05 + b.cab06 + b.cabl0 +
.cabl8 + b.cabl9 + b.cab20 + b.cab2l) = 0 and (b.cab02
b.cab03 + b.cab07 + b.cab08 + b.cab09 + b.cabll +
.cabl3 + b.cabl5 + b.cabl6 + b.cabl7 + b.cab22 +
.cab23 + b.cab24 + b.cab25) >= 1"

oo + 00

)
asex = cur.fetchall()
for y in glob.glob('*.fasta'):
fasta?2 = SeqlO.index(y, "fasta")
for yy in fastaZ2:
for yyy in asex:
if fasta2fyyl.id in str(yyy):
zapis2 = open ("hybrid/%s.fasta"™ % fasta2[yy].id,
mode="w")
SeqlO.write (fasta2lyy], zapis2, "fasta")
Schéma €. 2: Popis vybéru nejdelsi fasta sekvence z definovanych skupin s testem toho, zda je podmnozinou
asexudlnich kontiguai.
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3.2.2 Dodatecné korekce transkriptomu

Reference musela byt v nckolika postupnych krocich vycisténa, nebot byly
artificidlné vygenerovany duplikdty cDNA. Pro navazujici analyzy s cilem odstranit
problematické ¢cDNA bylo nutno zbavit se nebety¢nych skupin sekvenci chovajicich se
jako pseudoparalogy, skupin sestiihovych variant v jednotlivych generovanych
sestithovych skupinédch, rozde¢lit chimérické geny vzniklych spojenim skrze sekvencné
parcialné¢ homologické sekvence. Diky témto krokiim byly postupné ziskano 5 verzi

referen¢ni transkriptomu. Basalni popis zmén v transkriptomu je uveden v tab. ¢. 6.

1) Zprvni verze transkriptomu byly odstranény cDNA, u kterych dochazelo k
»hasedani® readii na vice loci totozné ¢cDNA i jinych ¢cDNA sekvenci — i po
nékolikanasobném mapovani stejného setu readii byly generovany nové polymorfni
pozice vzhledem k referen¢ni sekvenci.

2) Zdruhé verze byly odstranény sekvence, které pii blastn analyze (Basic Local
Alignment Search Tool) vici své sekvenci byly obsazeny s téméf 100 % identitou
ve vice nez jednom kontigu (cDNA) — detekce duplicitnich cDNA (netyka se splice
variant).

3) V transkriptomu byly ponechany pouze nejdelsi sestiihové varianty z jednotlivych
sestfthovych skupin.

4) Zbylé sekvence kratsi nezli 300 bazi, které prosly béhem procesu assembly, byly
odstranény.

5) Pii anotaci cDNA sekvenci se ukazalo, ze v procesu assembly doslo u 1432 ¢cDNA
sekvenci ke spojeni dvou a vice riznych gend, jelikoz tato ¢ast sekvenci ziskala k
vicero separovanych blastx hits - alignmentii s nejlep$im skore piesahujici limit e-
value 0,001 - a to riznych GI (jedine¢nych identifikatorti sekvenci v databazi).
Nicméné cast téchto cDNA nemusi byt chimérickych, identifikatory mohou
odpovidat sekven¢né blizce ptibuznym homolognim sekvencim. Referencni CDNA
S podezienim na vznik chimérického genu byly rozdéleny v poloviné mezi
rozdilnymi geny - na zékladé izu pozi¢niho rozsahu GI. Pokud nedoslo k fuzi napf.
ptfes UTR regiony cDNA, ale pfes homologni konzervované regiony genovych
rodin nebylo mozno takového sekvence rozdélit. Z reference bylo nasledné také
180 kontiguzi odstranéno, nebot’ po separaci nedosahly limitu 300 bp, rovnéz bylo

odstranéno 698 ptivodnich chimérickych kontiguzi.
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6)

7)

8)

Finalni verze prosla navic zménou orientace antisence cDNA sekvenci: 3°-5° do 5°-
3¢ sence orientace programem revseq (emboss, ver: 6.6.0.0). Antisence cDNA
sekvence byly identifikovany podle orientace nejdelsiho ORF (open reading frame)
mezi stop kodony tvofictho min. 20 % celkové délky cDNA (ORF detekovany
programem getorf (emboss, ver: 6.6.0.0)) a orientace blastx na zéaklad¢ pozice
alignmentii viz subkapitola 4.2.3. U 1293 cDNA se orientace bezi blastx a ORF
neshoduje. U této cDNA byla orientace determinovana pouze na zakladé blastx,
nebot” jistd ¢ast ¢cDNA neobsahuje dostatecné dlouhy ORF, viz distribuce
procentualniho obsahu ORF v cDNA graf ¢. 3, tudiz 20% limit nemusi byt
dostate¢ny. Takovyto ORF muze byt ¢isté¢ sporadicky nejdelsi v opa¢né orientaci,
pokud dojde b&éhem assembly kposunuti ORF. V orientaci 3°-5° bylo
identifikovano 5583, v 5°-3° 6016 a bez determinované orientace zustalo 9003
cDNA sekvenci. U extra kontiguzi z illumina dat nedoslo ke zméné orientace, nebot’
nebyly pouzity k analyze Miillerovy rohatky; tyto sekvence obsahuji vétsi procento
chyb a pies 550 z nich ma signifikantni shodu s transpozabilnimi elementy.

Finalni verze byla dodate¢né¢ podrobena shlukovaci analyze mcl, viz vyse a
zredukovana na 18258 transkripti, abychom s urcitosti vyloucili problémy
s mapovanim sekven¢né velmi podobnych transkripti. K témto transkriptim byl
pfipojen dodatek transkriptti z de novo assembly rna-seq, ktery se alespon v jedné
kopii vyskytoval pouze u asexudlnich jedincl, nebo nebyl ptfitomen v plvodni
referenéni sekvenci a vyskytoval se pouze u sexudlnich jidinct. Finalni pocet
transkript tedy ¢ini 21508.

Poslednim zpiisobem validace bylo vygenerovani fady funkénich primerovych part
a to jak pro amplifikaci sekvenci z cDNA tak i gDNA (housekeeping geny a
diferencialné exprimované geny pro validaci RNAseq experimentu; oligomery

morfolino k inhibici translace ad.)
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Graf ¢. 3: Histogram distribuce procentualniho zastoupeni nejdelsiho ORF v cDNA sekvenci s medianem

52,96.

verze
lom300tt_v1
lom300tt_v2
lom300tt_v3
lom300tt_v4
lom300tt_v5
Lom300_ex

poCet sekvenci  prumérna délka celkova délka N50 N90
29333 1109.4 32540805 1291 648
22176 1094.5 24271233 1249 657
20385 1096.5 22355325 1246 661
20047 1111.6 22283778 1249 668
20601 1079.9 22246219 1218 651
21508 1056.13 22714201 1215 612

Tab. ¢. 6: Deskriptivni statistika jednotlivych setti referencnich sekvenci

3.2.3 Anotace transkriptomu

Typ_anotace

. Bez shody

B Fouze BLAST

B s GO-Slim anotaci
. 5 GO anotaci

. 5 mapovanim

10000

Graf ¢. 4.: Cetnost jednotlivych kategorii, do nichz byly pfifazeny cDNA — rozlisené na zakladé existence
signifikantniho alignmentu, cDNA se signifikantnimi hity, le¢ bez anotace a anotovanych cDNA a to s a bez
,»,vahoveé* signifikantnich GO term.
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Finalni verze referenc¢niho transkriptomu byla anotovana podle ptedpokladanych
nalezenych homolognich proteini lokalnim alignmentem (blastx) proti neredundantni
proteinové databazi (nr — 12. 1. 2015) s prahem e-value 0,001. Na zaklad¢ maximalniho
po¢tu 20 piifazenych alignmentii (mensi nez prahova hodnota e-value) blastx byla
provedena programem Blast2GO (Conesa et al., 2005) vlastni anotace v¢etn¢ ptifazeni GO
(gene ontology)

Piiblizn¢ tfetina cDNA sekvenci nebyla anotovana, viz graf ¢. 4. Primarni divod
kompletn¢ anotovany genom nalezi druhu Danio rerio patfictho rovnéz do fadu
Cyprinoformes, nicméné¢ jejich spolecny piedek je stary ptiblizné 120 mil. let. (Nakatani et
al., 2011).

3.3 Mapovani RNAseq sekvenci

K mapovani SE 50 bp readii RNAseq dat (HighSeq 2000) bylo pfistoupeno
k n¢kolika rozdilnym algoritmickym piistupim: BWA (verze 0.7.12-r1039) (Burrow wheel
alignment) (Li and Durbin, 2009), Bowtie2 (Degner et al., 2009), novoalign (V3.01.02)
(Ruffalo et al., 2012) a Mosaik (verze 2014-03-26) (Lee et al., 2014b). Mosaik se jevi jako
vhodny nastroj k detekci SNP vzhledem k preciznosti mapovani, tedy nakonec i k analyze
diferencialni exprese. Programy byly spustény se zakladnimi parametry, v piipadé
programu Mosaik byly povoleny 4 missmatch baze a délka hash byla nastavena na 15 bp.
Pro analyzu SNP byl zvolen pro svou nejvyssi pfesnost Mosaik. V tabulce €. 7 je vyjadien
rozdil v mapovani hybrida biotypu ett a druhu tt pro srovnani vysledkit mapping programt

uréenych pro mapovani dat RNAseq na transkriptom.

tt eet
mapper Pokryti std Pok. map. [%] mapper Pokryti  Pok. std map. [%]
bwa 22.54 200.37 44.00 bwa 36.09 258.718 43.92
bowtie2  22.65 200.41 4491 bowtie2  36.2958 258.565 44.89
novoalign 22.77 201.36 47.14 novoalign 8.46986 91.7364 48.18
mosaik 22.9355 201.904 46.26 mosaik 37.2447 263.233 46.92

Tab. €. 7: Srovnani Procenta namapovanych readii a pokryti se standartni odchylkou, pii zakladnim
nastaveni, vi¢i finalni referenci transkriptom C. taenia. Srovnani divergence

Ready byly zbaveny jiz adaptérovych sekvenci (EMBL, genecore servisni
centrum), nicmén¢ nebyly odstraniovany nekvlitni pocatecni, ¢i koncové baze, protoze byly

pomérné vysoké kvality a pokles kvality bazi byl zanedbatelny viz graf. €. 6.
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Diky nizké hladin¢ exprese znacného poctu mRNA a nedokonalosti reverzni
transkripce (absence pozic smérem k 3’ konci ¢cDNA viz kapitola 4.4.2, graf. ¢. 5) doslo
k slozeni pouze 3 UTR a pouze kratké casti kodujici sekvence, nicméné ,,vysoky* pocet

nenamapovanych sekvenci souvisi také s kvalitou readii a vyskytem SNP v proximalni

blizkosti.
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Graf ¢. 5: Sekvenacni hloubka jednotlivych bazi napti¢ ¢cDNA kodujici gen komplementu C4-2 s délkou
4843 bp; (vzorek nemusi byt reprezentativni pro cely dataset; podobny trend Ize ale pozorovat i u mnoha
jinych nahodné vybranych ¢cDNA). Cervena pfimka je znazornénim linearniho modelu bez konfidenéniho
intervalu.

3.4 Kontrola kvality sekvenaénich dat

Ke kontrole kvality readii RNAseq sekvenancich dat byl aplikovan software
fastgQC (Trivedi et al., 2014). V ptipadé vygenerovanych sekvenac¢nich dat obecné neni
problém s poklesem kvality (phred skore) smérem ke 3° konciim readii, na zakladé téchto
zjisténi nebyly konce readii s nizkou kvalitou odstranény (v ptipad¢é zna¢ného poklesu pred
skore by se snizila uspé$nost mapovani, sic ready s nadlimitnim poctem missmatch pozic
jsou eliminovany), viz graf. ¢. 6. Jediné problémy sekvenovanych fragmenti Ccini
duplikované sekvence a vyskyt nabohacenych Kmer v ramci readii (graf ¢. 7). Bohuzel v
obou piipadech téchto zjisténi nelze jednozna¢né uréit primarni pfi¢inu prezence v
sekvenci — neexistuje zpusob, jak odfiltrovat PCR artefakty od biologickych duplikatt
(ndhodna selekce identickych duplikati riznych sekvencnich kopii). Artificialni duplikaty
v piipadé RNAseq jsou V této kvantité¢ bézné, jedna se o nadexprimované geny, viz graf ¢.
8. V RNAseq readech se vyskytl dalsi problém, a to s dishalancovanym zastoupenim

frekvence bazi pii zacatcich syntézy readii. Nastésti takovyto bias neafektuje vysledek
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expresi;

za pri¢inou biasu pozi¢ni kompozice bazi mize stat nendhodna fragmentace

(tepelnym Sokem v ptipadé naSich dat), selekci randomizacnich primerd (nebyly

aplikovany) nebo chybnym, pfili§ horlivym zasahem bioinformatika pii odstranéni

sekvenci adaptéru fragmentu.

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.8 encoding)
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Graf ¢. 6: Boxplot zobrazeni distribuce Q pro kazdou bazi v soubort PE readii (linka zobrazuje primérnou

Q).
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Graf ¢&. 7: Exspektance nabohacenych Kmer sekvenci v ramci souboru readii (detekce hypergeom. testem)
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Graf ¢. 8: Znazornéni miry duplikovanych sekvenci v ramci soubort readii RNAseq vzorku jater (pocet
neunikatnich sekvenci by nemél piekrocit 20 %)

3.5 Analyza polymorfisml 454 normalizovanych RNAseq dat

Sekvenac¢ni data jsme mapovali BWA softwarem (na zakladni nstaveni), protoze je
vhodny i pro 454 data (ta byla pfevedena ze standartniho formatu sff do fastq softwarem
sff2fastq v. 0.9.2). SNP byly ziskany cestou samtools (v. 1.2) / bcftools (call, v. 1.2-151-
g7357020) / vcfutils (VarFilter v. 0.9) (Li, 2011b). SNP, které nespliovaly nasledujici
podminky byly odstranény: sekvena¢ni hloubka DP >= 10, kvalita mapovani MQ >= 20 a
pozice, které se vyskytovaly 3 bp v blizkosti inzerce ¢i delece (indel). Sada téchto SNP
spolu se SNP illumina sekvenovani poslouzila k vytvoreni konsenzualni sekvence, viz
kapitola ¢. 3.7. Programem BWA byla data remapovdana na refrenci se zamaskovanymi
polymorfismy a SNP byly opét ziskdny softwarem bcftools call s parametrem -m
(multiallelic caller), protoze je schopen fesit i disbalanci v expresi a vzacené alelické
varianty. Remapovani je nezbytnym krokem pro zpiesnéni SNP datasetu, zejména pak pro
feSeni heterozygotnich pozic i puvodné invariantnich pozic (vzhledem k sekvenci C.
taenia). Mosaik je také mozno pouzit na 454 data, v tomto ptipad¢ ale preferujeme rychlost
BWA, protoze mimo maskovani polymorfismi v referenci a kontroly pro nas SNP 454 dat

nemaji dalsi uzitek.
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Pfed touto analyzou byly data navic mapovany modifikovanym programem
Newbler — GSmapper, na zakladé remapovani 454 dat byly odstranény tzv.
pseudoparalogni sekvence (objevovaly se velké novych SNP) (Mgr. Jan Paces, Ph.D.,
2014).

Vaznym nedostatkem 454 dat je sekvena¢ni hloubka, ktera mé za nasledek razantni
snizeni poctu nalezenych polymorfismi, viz graf. ¢. 9. Zgrafu ¢. 11 je zietelné, Ze
hloubka sekvenovani 454 normalizované RNA nebyla dostatecna pro identifikaci velké
Casti prezentovanych polymorfismi danych jedincd. Nizka sekvena¢ni hloubka je také
spojena se zkracenim 3’ konci rererencni sekvence viz kapitola €. I. Pfes tyto problémy

bylo identifikovano 394072 SNP.
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Focet readu na cDMNA
Graf ¢. 9: Srovnani distribuce poétu readii na cDNA mezi datasety: pocet readii na kontigu bez nalezenych
SNP a pocet readii ha kontigu obsahujici vice nez 1 SNP. Data jsou transformovany logl10+1.

3.6 Kontrola SNP RNAseq v pozicich identifikovanych 454 daty

Pii kontrole dat vychdzejme z hypotézy, Ze hybridi museli vzniknout nésledkem
mezidruhového ktizeni, a tedy 1 jejich heterozygotnost by méla byt mnohonésobné vyssi. U
starsich klonalnich linii by ale mé€la heterozygotnost klesat, pokud neni ovlivnéna pozitivni
selekci. Heterozygotnosti minime pouze pomér homozygotnich a heterozygotnich alel,
nikoliv heterozygozitu vychazejiciho z Hardy-Weinbergovy rovnovahy. V grafu ¢. 10
znazoriiujeme pomery homozygotnich / heterozygotnich alel u jedinch vSech
analyzovanych biotypi vcetné¢ rodi¢ovskych druhi; graf ¢. 10 znazoriiuje primérné

hodnoty pro veskeré jedince danych biotypu. Z grafi je patrné, ze hodnoty
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heterozygotnosti se mezi hybridy a rodicovskymi druhy zna¢né¢ li§i; mizeme tedy fici, ze i

IS4

zvoleny pfistup je schopen detekce velké ¢asti heterozygotich pozic v transkriptomu.

GT

pocet SNP
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Graf ¢. 10: Zastoupeni bazi v datasetu SNP vSech analyzovanych jedinct jaternich vzorkd; biotypy jsou
popsany v tabulce ¢.2,3; Odstiny zelené oznacuji heterozygotni baze, odstiny modré naopak homozygotni,
Cervend frakce (NULL) znadi pozice, které nedosahly trashold sekvenaéni hloubky a kvality. Genotypy (GT)
jsou uvedeny pod IUPAC zkratkou.

3.7 Sestaveni ,konsenzualni“ reference pro analyzu diferencialni

exprese

Polymorfismy v referenci je nutno maskovat, protoze bychom v opaéném piipadé
dosahli nerovnomérného namapovani jednotlivych druhli, a to pochopitelné¢ dle
fylogenetické distance mezi nimi. Namisto vSech ambiguidnich béazi byly do reference
vneseny pouze pozice ,,N“, které reprezentuji pozici, kde se byt jediny vzorek lisil od
reference druhu C. taenia. SNP pozice byly ziskany aplikaci postupu
samtools/bcftools/vcftools (Li, 2011c). VCF (variant standart format) byl pieveden
vcftools do tabulkového formatu a zpracovavan opét v databazi MySQL; na kazdé
variantni pozici kteréhokoliv druhu byla jednoduchym python skriptem pfepsana tato baze
v referenci na “N”. Nejpodstatnéjsi je, Ze byla pouzita nejen 454 normalizovana data, ktera
tvofila téméf polovinu vSech SNP (2555623 — podmnozina druhd (tt,ee,nn)), ale i ¢teni
illumina rnaseq dat a to opét pouze jedincu, ktefi byli analyzovani (vzdalené druhy jako C.
strumicae nebyly do “konsenzualni” reference zahrnuty). Do reference bylo zaneseno
celkem 506648 SNP — , N SNP v mistech polymorfismd.
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3.8 Identifikace a validace druhové specifickych SNP

Z MySQL transformace souhrnné tabulky SNP jedinct do binarniho formatu je
patrné (schéma ¢. 7), Ze v tento okamzik se jiZz nejedna o polymorfismy jednotlivych
jedinct, nybrz o polymorfismy v ramci souboru jedinct nalezicich k druhu. Druhoveé
specifické SNP jsou definovany jako mnoziny SNP prezentovanych pouze u jednoho
druhu (vylouc¢eni prvki — SNP obsazenych v sjednoceni dvou a vice mnozin — druhtt) — viz
MySQL detekce popsana ve schématu ¢. 11:

# Oznaceni druhové specifickych SNP (zkratky druht uvedeny v tab. ¢.)
UPDATE varl5 species SET tt ee = 1 WHERE (tt atee a) <= 1 AND (tt t+ee t)

<= 1 AND (tt c+ee c) <= 1 AND (tt g+ee g) <= 1 AND (tt_a+tt c+tt g+tt t)
>= 1 AND (ee_atee ctee gtee t) >= 1;

Schéma €. 3: Transformace SNP informaci jedincti do bindrni tabulky definujici varianty pfitomné v daném
druhu

Z celkového pocétu druhové determina¢nich SNP mezi druhy ee a tt bylo nalezeno
52202 takovych SNP z celkového poctu 506648. Nicméné, ziskané druhové specifické
SNP je nutno validovat nejlépe genomickymi daty, nebot’ geneze téchto dat je podepiena
pouze ¢tyfmi vzorky pro druh ee a 8 vzorky pro druh tt.

3.9 Detekce SNP z RNAseq illumina dat vuaéi transkriptomu se

zamaskovanymi SNP

llumina data byla remapovina na ,N* referenci softwarem Mosaik pro
maximalizaci ptesnosti; délka hash 15 bp, 4 povolnné SNP na read. SNP byly uéeny opét
samtools/bcftools/vcfutils s téze parametry. Oproti rychlému pfistupu pro detekei
polymorfisma vic¢i nemodifikované referenci byl ale ptidan krok navic. Byly provedena
deplece duplikovanych readii (dle sekvence a pozice v alignmnetu), a to programem picard
(v. 1.140) (McKenna et al., 2010); odstranéni optickych duplikati je zasadni zejména pro
ASE, na statistiku DE nema zasadni vliv. V poslednim kroku byly z VCF verze 4.1
(variant call format) (Danecek et al., 2011) vyextrahovany potifebné informace: nazev
cDNA, pozice SNP, sekvenacni hloubka na pozici, alternativni alely oproti referenci a

kvalita mapovani MQ. Nové¢ detekované polymorfismy nebyly dale uzity.
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3.10 Analyza RNAseq exprese genu

K odhaleni DE genu byly zvolen DESeq balik programu R (3.1.14) (Anders and
Huber, 2010) a balik edgeR (Zhou et al., 2014). V schématu ¢. 2 je uveden postup ziskani

DE genu balikem DESeq/edgeR a konsekventné i nabohacenych GO termint téchto gent.

3.10.1 Extrakce poctu namapovanych readit na cDNA RNAseq vzorku

Pro ziskani informace, kolik je namapovanych readii s kvalitou mapovani >= 20 a
navic pouze téch, které byly namapovany unikatné¢ na jeden “gen” — kontigu, bylo uzito
software bedtools multicov v2.25.0 (Quinlan and Hall, 2010). U ~550 gent byl rozsah, ve
kterém se pocitaly poCty readii na cDNA zkracen na rozsah nejlepsiho blast hitu vici

proteinové databazi transpozabilnich element, viz kapitola ¢. 3.10.1.
3.10.2 Identifikace diferencialné exprimovanych gent

V prvnim koku jsou ziskané pocty readii na CDNA normalizovany, jelikoz mezi
jedinci neni sekvenaéni hloubka identicka viz graf €., nastdva rovnéz problém s délkou
genu, i variance dat je nechténé obohacena o technickou variabilitu; v posledni fadé je
nutno vzit v tvahu preference kratsich readii pii klastrovani fragmentti na desti¢ce illumina
platformy (Dillies et al., 2013). V nasem pftipad¢ je volba vhodné metody normalizace
zcela zasadni, protoze bias délek gent hraje v naSem datasetu vyznamnou roli, nebot
homologni sekvence mezi druhy se mohou v ojedinélych piipadech lisit 1 co do délky.
EdgeR a DESeq jsou adekvatni rovnéZ z toho dlivodu, Ze vychézeji z predpokladu, Ze mezi
porovnavanymi skupinami z biologického hlediska neexistuje velké mnozstvi DE gend.
BohuZel tato premisa V nasem piipadé rozhodné neplati u srovnani mezidruhového, kde
o¢ekavame velké rozdily — volime zde metodu upperquartile, kde je celkovy pocet readii
na transkript délen celkovym mnozstvim readii v knihovng, to celé vynasobeno hodnotou
75 % kvantilu fadku/transkriptu (Bullard et al., 2010).

V nasledujicim kroku je stanovena variance, disperze a jejich primér v ramci
deklarovanych skupin urcenych ke komparaci vcetné variance, disperze mezi témito
skupinami. Disperzi 1ze popsat jako kvadratické umocnéni koeficientu biologické variance.
Samotna variance je sumou dvou faktorii: urovn€ variance mezi skupinami v ramci
replikatu a ,,nejistotou’ vypocitanou na zakladé koncentrace readii; tento faktor predikuje

také ndhodnou biologickou/technickou variabilitu z poissonovy distribuce, coz ma svij
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vyznam zejména u gend s velmi nizkou hladinou exprese. Cim je vyssi disperze,
biologicka variabilita mezi vzorky v ramci skupiny, tim vice je tfeba replikatii, nebo o to
vetsi musi byt rozdil v expresi, aby DE geny mohly piejit prah signifikance. V grafu ¢. 16
je znazornén vztah mezi primérem normalizovanych pocta readii a disperze v log Skalach.
DE geny jsou ur¢eny pomoci negativné binominalniho modelu vychdzejiciho aproximaci
z poissonova modelu. Vysledna P hodnota DE je korigovana FDR (false rate discovery),
jezto prah P hodnoty je pii mnohondsobném testovani zvySovan - tedy i chyba II. fadu.
Postup analyzy DE uzitim DESeq potazmo i edgeR softwaru je znazornén ve schématu €.
4. Fyzicky piiklad postupu ziskdni DE geni mezi skupinami asexudlné a sexudlné se
rozmnozujicimi jedinci je uveden s popisy ve schématu ¢. 5. Ve schématu ¢. 6 je uveden
postup, jakym bylo provedeno kontrolni znazornéni heatplot a shlukovaci analyza geni

uvedenych ve vysledcich sekce diferencialni genové exprese.

pocty fragmentd
na cDNA

Normalizace vzorkd Transformace dat Kotrola kvality vzorkd,
funkci: — funkci: ——45| detekce gradientu
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Schéma €. 4: Znarornéni postupu ziskani DE gent

library(sgldf)

library (edgeR)

# Odstranéni tadkd se sumou readi mensi nez 20 (zcela neexprimované geny)
cnt o <- dat_o[rowSums (dat_o)>20, ]

# Odstranéni jedincu, ktetri nejsou pritomni v obou datasetech, nemaji

# dostatecénou sekvenac¢ni hloubku, ¢i jde o nevhodné vzorky (biotyp)
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in o sex noN <- sqldf ("select * from animals o where name != 'cab23o' and

name != 'cab08o' and biotype != 'etn' and biotype != 'een' and biotype !=
lennl")

dat o sa noN <- cnt o[, names(cnt o) %in% in o sex noN$name]

cds o sa noN <- DGEList(dat o sa noN, group = in o sex$sex)

# normalizace dat metodou TMM (trimmed mean median)

cds o sa noN <- calcNormFactors(cds o sa noN)

# Stanoveni disperse v ramci skupiny

cds_o_sa noN <- estimateCommonDisp (cds o sa noN, verbose=TRUE)

# Stanoveni disperse mezi skupinami

cds_o sa noN <- estimateTagwiseDisp(cds o sa noN)

# Vybér skupin ke komparaci

et o sa noN <- exactTest (cds o sa noN, pair=c("asex","sex"))

top o sa <- topTags(et o sa noN, n=nrow(cds_o sa noNScounts))$table

# Selekce genu s P hodnotou < 0.05

de edgeR o sa noN <- top o sa[top o saSFDR<0.05]

de edgeR o sa noN$Sref acc <- rownames (de edgeR o sa noN)

# Spojeni vysledkd s naleZitou anotaci

de edgeR o sa ann <- sqgldf("select ref acc, logFC, logCPM, PValue, FDR,
annotation from de edgeR o sa noN join annotation using (ref acc) where
annotation != 'NA'")

# Vybér gent s nejvétsSimi rozdily exprese mezi skupinami sefazenych dle
# absolutni hodnoty (logFC) urcenym

real top o sa noN <- sqgldf("select ref acc, logFC, logCPM, PValue, FDR,
annotation from de edgeR o sa noN join annotation using (ref acc) where
annotation != 'NA' order by abs(logFC) desc limit 50")

Schéma ¢. 5: Deskripce fyzického postupu pii ziskani DE genti metodou edgeR

# Ziskani dat pro heatplot2 a shlukovaci analyzu spojenim dle klice DE
# genli s TMM normalizovanymi daty naptic¢ pouzitymi vzorky

cluster <- merge(cds_o specS$pseudo.count,de edgeR o spec,by="row.names")
cluster <- cluster[, names (cluster) %in% in o specSname]

# Vygenerovani heatplot grafu

library (RColorBrewer)

cols <- colorRampPalette (brewer.pal (10, "RdBu")) (256)

mydatascale <- t(scale(t(data.matrix(cluster))))

# Shlukova analyza tadkt na zékladé korelac¢ni parametrické matice

hr <- hclust(as.dist(l-cor (t (mydatascale), method="pearson")),
method="complete™)

# Shlukova analyza sloupu na zakladé korelac¢ni neparametrické matice
hc <- hclust(as.dist(l-cor (mydatascale, method="spearman")),
method="complete")

# barevné zvyraznéni shlukl genu

mycl <- cutree (hr, h=max (hr$Sheight)/1.5)

mycolhc <- sample (rainbow (256))

mycolhc <- mycolhcl[as.vector (mycl) ]

# Tvorba heatmap diagramu z dat normalizovanych vzrokt pouZitych k

# analyze DE genu - priklad komparace skupiny "sex" vs "asex" (20 vzorkl
# oocytu)

heatmap.2 (data.matrix (cluster), Rowv = as.dendrogram(hr), Colv =
as.dendrogram(hc), scale="row", RowSideColors=mycolhc, labRow = '"',
cexCol = 1.5,col= cols,labCol = in o sexS$biotype,trace = "none", keysize =

2,key.title = "")

Schéma ¢. 6: Deskripce aplikovanych statistickych metod programu R vyobrazenych ve vysledcich tykajicin
se diferencidlni genové exprese.
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K analyze DE byli vylou€eni ti jedinci, ktefi se vyznacovali neumérné nizkou
sekvenacni hloubkou vzhledem k suméam poctu readii na cDNA ostatnich jedinct viz graf
¢. 11, protoze se projevil i bias v datech kdy na PCA znazornéni. Jedinec této distance na
ose PCl (principal component 1) deformuje samotné znazornéni prevedeni
mnohorozmérného prostoru do 2D projekce. Byly ponechany vzorky, které byly ziskany
z jater i oocytt.. Celkem bylo analyzovano 40 jedinct: 20 vzorku jater a 20 vzorkt oocytd.
Pro kontrolu tedy byly analyzovany c¢tyii sety dat — geny anotované, anotované vcetné
neanotovanych, a to jak unikatné, tak neunikatné namapovanych, mezi kterymi vsak neni
rozdil - nebudou dale zminovany. Diference mezi vysledky ziskanych ze setu pouze
anotovanych a neanotovanych dat je uvedena ve vysledcich. Jedinci vykazuji distanci
predevSim na zaklad€é svého genotypu, viz graf PCA ¢&. 13, 14. Jedna se o PCA pouze
nékolika set genu s nejvetsi biologickou variabilitou mezi vzorky - byl pouzit set vSech
genu pritomnych v analyze (anotované i neanotované). Vzorky stejnych genotypti obou

r

skupin vykazuji mirné rozdilnou standartni chybu — vyssi u jater, coz muze byt dano
environmentalnimi faktory, naopak u oocti ocekdvame konervativni expresi. Pro
znazornéni PCA distanci byly vybrany dvé majoritni komponenty vysvétlujici nejvice

variability mezi vzorky.
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Graf. ¢. 12: Sloupcovy diagram znazorujici sekvenac¢ni hloubky vzorkli oocytii a jater; vzorek oznaceny
Sipkou byl z datasetu odstranén pro nedostate¢nou sekvenacni hloubku
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Graf ¢. 13: PCA plot znazorfivjici vzajemnou podobnost mezi vzorky oocyti pii vybrani dvou hlavnich
komponent. PC 1 vysvétluje: 28 %; PC 2 vysvétluje: 20 % variability
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Graf ¢. 14: PCA plot znazorijici vzajemnou similaritu mezi vzorky jater pii vybrani dvou hlavnich
komponent. PC 1 vysvétluje: 22 %; PC 2 vysvétluje: 16 % variability
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Graf ¢. 15: Znazornéni vztahu mezi primérnou expresi a varianci vzorkd; Sedé body reprezentuji
netransformované variance pocty readii na cDNA; svétle modré body reprezentuji varianci mezi vzorky;
tmavé modra linka zndzorfiuje spolec¢nou disperzi, trend dat, zatimco Cernd pfimka je zobrazenim
poissonovské variance

Analyzu RNAseq velmi silné ovliviluje predevSim sestaveni referencni sekvence,
zvlasté pokud je sestavena z nékolika druht, ¢i polymorfnich populaci. Dochézi totiz k
formovani vySe popsanych pseudoparalognich sekvenci. Majoritni ¢ast problematickych
sekvenci byla odstranéna tim zplsobem, ze na referenci byly sekvence remapovany;
cDNA, ve kterych byly detekovany nové SNPs, byly odstranény. Vzhledem k metod¢
ziskani cDNA, jsou castéji ,,prosekvenovany oblasti 5’ konce cDNA, nebot’ reverzni
transkripce byla provedena aplikaci primeru polyT, prepisujice sekvenci od polyA konce
mRNA. Ackoliv je uzitd reverzni transkriptaza schopna piepisu az 20 kb, Casto od

templatu disociuje, a to s patrné linearn¢, jak vyplyva z grafu ¢. 5. Timto zptisobem je do
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vysledkii vzhledem k nadmérné dlouhym sekvenci vnasen dalsi bias, jelikoz tyto dlouhé
cDNA sekvence se mohou jevit jako podexprimované. Nastésti datasety RNAseq byly
ziskany aplikaci identického protokolu vcetné¢ téze reverzni transkriptazy, a proto tato
chyba nehraje v komparaci dat s cilem identifikace diferencialné exprimovanych genu
zadnou roli (procesivita reverzni transkriptazy by méla byt sekvenéné€ nezavisla).

Pro kontrolu specifity testovani ziskanych vysledkt DE gent a verifikace gradientu
(testovani, jakym zpusobem reflektuje genotyp jedince jeho similaritu, polohu vaci
rodiCovskym druhiim) mezi druhy tt a ee byla Mgr. Ladislavem Pekarikem, Ph.D.
vypoctena mira ptispévku jednotlivych genli na vytvofeném gradientu mezi témito druhy.
Podstatny vypocet vynatku programu je uveden ve schématu ¢. 7 (autor: Mgr. Ladislav
Pekarik, Ph.D).

ordscores$naxisl<- (ordscoresS$Saxisl*cos (ang)+ordscores$axis2*sin (ang))
ordscoresS$Snaxis2<- (-ordscores$axisl*sin (ang)+ordscores$Saxis2*cos (ang))

Schéma ¢. 7: trigonometricky vypocet ptispévku genti vzhledem k PCoA "nafitovanému" gradientu mezi
genotypy tt a ee (Mgr. Ladislav Pekarik, Ph.D.)

V predeslych odstavcich této kapitoly, vénované deskripci transkripénich dat a
vybranych problémi spojenych s analyzou transkripénich dat RNAseq, byl znazornén
simplifikovany pohled na kontrolni body postupu ziskdni DE genti a samotna vstupni data.
Poslednim kontrolnim bodem je vlastni explorace distibuce vysledki DE genti. Graf ¢. 16
nam fika, jaky je vztah mezi expresi (fold-change) diferencialné exprimovanych gent a
normalizovanym poétem readu na CDNA (counts per milion — CPM) z porovnani skupin

sexudlné a asexudlné se rozmnoZzujicich jedinct jater a oocytu.
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Graf ¢. 16: Zavislot miry exprese (CPM) na nasobku zmény mezi srovnavanymi skupinami (sexualé a
asexualné se reprodukujici jedinci, A = vzorky oocytl, B = vzorky jater); cervené body znaci DE geny

stanovené na hlading a 0.05 FDR korigované P hodnoty.
3.10.3 Identifikace transpozabilnich elementt

Pro oznaceni transpozabilnich elementi (TE) jsme zvolili sekvencni srovnani
metodou blastx vici proteinové databazi TE — repbase (verze 20.05). Nalezené sekvence
byly filtrovany zpusobem, kdy byl vybran nejlepsi hit pro dany kontigu s bitscore vétsim
nez 120. Abychom se vyhli problémim s chimérickymi sekvencemi, tdzali jsme se
specificky na pocet readii v region kontigu snejvétsi shodou vuéi TE elementim,
pochopitelné¢ jen vuc€i translatovanym castem. Je tedy ziejmé, ze kratké parazitické
elementy bez vlastni moznosti transpozice nebereme ve srovnani diferencialni exprese

V uvahu.

3.10.4 Detekce nabohacenych GO terminti a KEGG drah

K anotaci kontiguzi referencéniho transkriptomu nalezi t¢z GO (gene ontology) —
kontrolovany slovnik s anotaci na tfech urovnich — molekularni funkce, biologicky proces
a bunéény vyskyt. Hypoteticky, nahodny vybér GO anotace by se nemél lisit od celkové
populace GO v transkriptomu (nelze testovat maly vybér DE gent/GO), cilem je tedy
vyvratit nulovou hypotézu rovnosti vybéru s celkovou populaci. Toho dosahneme napf.
Fisherovym exaktnim testem; zvolena hladina signifikance o = 0,05; P hodnota jest
korigovana FDR metodou. Vypocet provedeme programem goatools v0.5.9 (Haibao Tang,
2015, nepublikovano). Podobné mizeme piistupovat i v ptipadé KO (kegg ortholog).

KEGG metabolické a signalni drahy (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
jsou bohuzel od roku 2009 zpoplatnény. Nastésti existuji webové aplikace, které umoziuji
automatickou annotaci kontiguz jako napf. nami zvoleny KAAS server (Moriya et al.,
2007), tento server nabizi automatickou anotaci KO identifikatory. Ziskali jsme takto
informaci, kolik DE gent bylo zamapovano do jakych metablickych, ¢i signalnich drah a
taktéZ, kolik genli danych drah jsme byli celkové schopni zamapovat. Opét tedy mame
poCty vybéru a celkové populace a je mozné se tdzat, zda je existji v naSem vybéru
nenahodné nabohacené drahy. Pro statistickou analyzu byl zvolen Fisheriiv exaktni test.
Funkce v jazyce python je uvedena ve schématu ¢. 8. Korekce P hodnot (FDR) byla

provedena funkci p.adjust v jazyce R.
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def fisher t(table):
import stats

cur.execute ("select id, a.kegg name, a.cnt as cnt bg, b.cnt as cnt gl
from KEGG all a left join %s b using (id) where b.cnt is not null;" %
table)

test = cur.fetchall ()

count bg = count gl = 0

for c in test:
count bg = count bg + c[2]

for cc in test:
count gl = count gl + cc[3]

for t in test:

oddsratio, pvalue = stats.fisher exact ([[t[3],t[2]],
[count gl,count bgll)
cur.execute ("update %$s set pval = $s where id = %s" % (table,

pvalue, t[0]))
conn.commit ()

Schéma ¢. 8: Fisheriiv exaktni test pro detekci nabohacenych drah v podmnoziné DE genti

3.10.5 Validace RNAseq srovnani vysledki RT-qPCR vybranych DE gent

Ackoliv jsou RNAseq data genové exprese rutinné interpretovany a jejich
vypoveédni hodnota je podpoifena stovkami ¢lankd, je stdle nezbytné ziskané vysledky
validovat, nebot mize dojit k nezanedbatelnému mnozstvi chyb, at’ jiz pfi preparaci
vzorkl, sekvenovani, analyze dat, nebo jiZ nevhodnym experimentalnim designem. Je ale
znamo, Ze korelace mezi relativni expresi geni qPCR a RNAseq je velmi tésnd, jak
naznacuje tato publikace: (Gavery and Roberts, 2012). RT-qPCR

Prvni otdzkou validace RNAseq je: Jsou detekované transkripty diferencialné
exprimované mezi vzorky (hovofime o technické reproducibilité)? Za druhé: Jsou
detekované transkripty diferencidlné exprimované mezi skupinami (biologicka variance).
Za treti: Maji tyto rozdily biologickou signifikanci — napt. fenotypova kauzalita (QPCR
V tomto ohledu neni napomocna).

cDNA pro stanoveni relativni exprese uzitim qPCR byla ziskdna reverzni
transkripci popsanou v metodice. Pro qPCR byly navrzeny 3 house-keeping geny (HS) a to
pro: rpl13a, non-POU, hprtl (viz tab ¢. 8) ziskanych na zakladé identifikace HS nejnizsi
variance mezi vzorky jater uzitim softwaru normfinder (version 5, 2015-01-05) (Andersen
et al., 2004). Software je uréen primarné pro 2 (cycle threshold) hodnoty gqPCR a

microarray normalizovanych, ale nelogaritmovanych vystupnich dat, nicméné dle minéni
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autora jej lze aplikovat na RNAseq nenormalizovana data (software ale neumi

normalizovat vzhledem k délce sekvence, vyuziva pouze geometrického priméru naptic¢

vzorky).

non-POU[cobitis] FWD 5’ -CAGGTGGAGCGTAACATCAA-3"
non-POUJ[cobitis] REV 5Y-CGCAGGAGATCTTGTCTCATC-3"
rpL13a[cobitis] FWD 5'~GCCACATTGAGGAGGTCAAA-3"
rpL13a[cobitis] REV 5'-CAGCCTGGCGTCAATAAGAA-3"
hprtl[cobitis] FWD 5 -ACGGACTACCATAACCCATTTC-3"
hprt1[cobitis] REV 5'-GGTCATAGCCTTGCTCTTCAT-3"

Tab ¢. 8: Sekvence primertt HS gend ,,posazenych® blizko 3’ konci sekvence uzitych pro RT-qPCR validaci
RNAseq relativni exprese

V tab. ¢. 9 uvedeny primery pro vybrané diferencialné exprimované geny mezi

skupinou sex vs asex. jaterni tkané.

Fatt. Elong. FWD TGGTGGTTTGTCTTGAACTGG
Fatt. Elong. REV CAGCAGACAGCCCATAATACG

GSTs FWD GCTGGAGCTGAGTTTGAGG
GSTs REV CTGCATTCCATCCATTTCAACC
CH25H FWD CCAGAACAGAGAAGATGTCTGG
CH25H REV GAAGAGCACTGGGAAGAAGG
CPA2 FWD ATGTGGCTCTATCTGCAAGC
CPA2 REV ATGCCACGCTGGTAAGC

trigt FWD TCTCTCAGGTGTAGAAGGATGG
trigt REV CGATCTGTTTACGGTACTGATCC

Tab ¢. 9: Sekvence primert DE genti ,,posazenych blizko 3’ konci sekvence uzitych v RT-qPCR validaci
RNAseq relativni exprese

V grafu ¢. 17 je pozorovatelna tésna korelace - mezi datasety (RNAseq, qPCR)
exprese jak pro housekeeping geny, tak geny urcené jako diferencialné exprimované
Vv jaterni tkani na zékladé negativn¢ binom. Exprese oocytti nebyla zamérné srovnavana,
jelikoz HS geny v oocytech Casto samy vykazuji znanou expresni variabilitu a cilem
validace je pouze potvrzeni repriducibility dat (vylouceni lidské chyby pfi analyze vzorkd).
Delta Ct hodnoty qPCR byly srovnany s hodnotami fold-change RNAseq vztazené k

pramérné expresi vybranych HS gent.
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gPCR

maseq

Graf ¢. 17: Korelace mezi expresemi genll dat qPCR a RNAseq (diferencialné exprimované geny: CPA2,
fatty elongase, triqt, HPRT, 39S L13 protein, non-POU, glutathione S-transferase); spearmantiv korela¢ni
koeficient ¢ini 0.907.

3.11Analyza alelové specifické exprese (ASE) hybridnich jedincu

Dalsim diilezitym bodem mé prace je test hypotézy, zda u hybridi dochazi
k atenuaci exprese alel jednoho rodi¢ovského genomu na ukor druhého, nebo dokonce
k systematickému imprintingu jednoho rodi¢ovského genomu.

Premisou detekce disbalance exprese RNA v zavislosti na ptivodu z rodi¢ovského
druhu je nasledujici. V prvni fad¢ je nezbytné adekvatnim statistickym zptsobem testovat,
zda alela je, ¢i neni disbalancovani. Nulovd hypotéza je uvedena v schématu ¢. 9 —
parametr eallel, jakozto pomér 1:1 dvou hlavnich bazi na dané pozici SNP. Za druhé test je
provadén pouze na vySe ziskanych druhové specifickych SNP pozicich, protoze cilem je
diferencovat ready pochazejici z konkrétniho druhu. Dale jsou vybrany vSechny SNP, u
kterych lze jejich ptvod jednoznacné piipsat rodicovskym druhim — to znamena, ze
testujeme pouze ancestralni polymorfismy pfitomné v dobé vzniku hybridniho jedince.
Pokud je béhem fylogeneze klondlni linie alela ztracena, nebo dojde z zaméné baze na
dané pozici, nebylo by mozné urcit piivod alely, a proto takovéto pozice V nasem testu
nezohlediiujeme.

Nejprve ale v grafu ¢. 18 znazoriuji podobnost mezi SNP datasety jedinci,
abychom mohli vyloucit zaménu vzorku, ¢i zdsadni chybu v analyze. V grafu ¢. 19 se
bohuzel ukazuje, Ze nékolik jedinci sekvenéné vybocuje (nékteré vzorky jsou
problematické stejné jako v pfipadé exprese). Nicméné sekvencni divergence mezi vzorky

biotypt eet nema biologické vysvétleni, protoze by se mélo jednat o klony sdilejici stejny
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haplotyp dle cytochromu b, navic pochazejicich z blizkych lokalit (Polska Woda). Matice

MDS shlukovani je vygenerovana programem plink v1.07 (Purcell et al., 2007).
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Graf ¢. 18: MDS graf ziskany ze SNP oocytt (416748 SNP zredukovano na 58659 s vysokou konfidenci -

DP > 10 & MQ > 30 & QD > 20) zobrazeny komponenty s nejvétsi vysvétlujici varianci.
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Graf ¢. 19: MDS graf ziskany ze SNP jaternich vzorkd (416748 SNP zredukovano na 58659 s vysokou
konfidenci - DP > 10 & MQ > 30 & QD > 20) zobrazeny komponenty s nejvétsi vysvétlujici varianci.
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3.11.1 Determinace puivodu alely na zakladé druhové specifickych SNP

Abychom byli schopni fici, kterd z rodicovskych alel dominuje, musime mit nejen
informaci o tom, zda je v dané alele diagnosticky SNP, ale také jestli tento SNP mohl
vzniknout jako nasledek mezidruhové hybridizace; tzn., ze SNP v hybridnim genomu se
musi shodovat alespon s jednim rodi¢ovskym druhem. V schématu ¢. 9 tedy vyznacujeme
SNP dle heterozygotnosti a relativni jistoty toho, Zze se jednd o SNP piitomného

Vv rodic¢ovskych populacich v dob¢ hybridizace.

#!/usr/bin/python
import pymysqgl
# pripojeni do lok&lni databaze MySQL
conn = pymysqgl.connect (host='localhost', port=3306, user='jenda',
passwd="'xxx', db='cobitis lom300tf')
cur = conn.cursor ()
# do fuknce vstupuje list jedincl pres které iterujeme
def update_ ok (hybrid) :
for i in hybrid:
# Vybiradme z databdze SNP se sekvenacni hloubkou >= 10
cur.execute ('''SELECT ref acc, pos, %s_GT
FROM SNP RNAseq add JOIN SNP RNAseq add INFO USING
(ref acc, pos) WHERE %s DP >= 10''' % (i, 1))
animal GT = cur.fetchall ()
for ii in animal GT:
# Vybér dat z “Boole” tabluky, kde méme informaci, jaké
# polymorfismy se na dané pozici u druhu nachéazeji

cur.execute ('''SELECT ref acc, pos, tt a, tt c, tt g, tt t,
ee a, ee c, ee g, ee t FROM SNP RNAseq add bin WHERE ref acc = '%s' AND
pos = %s''' & (str(ii[0]), int(ii[11)))

animal bin = cur.fetchone ()

# Preskocime pozici pokud nemdme kompletni data
if (animal bin[2] + animal bin[3] + animal bin[4] +

animal bin[5]) < 1 or (animal bin[6] + animal bin[7] + animal bin[8] +
animal bin[9]) < 1:
continue
elif 1i[2] is None:
continue

# Totéz plati v pripadé, Ze polymorfismus neni shodny
# s vnitrodruhovymi variantami, tzn., Ze neni dédén po rodicich

elif (animal bin[2] + animal bin[6]) > 1 or (animal bin[3] +
animal bin[7]) > 1 or (animal bin[4] + animal bin[8]) > 1 or
(animal bin[5] + animal bin[9]) > 1:
continue

# NiZze vybirdme SNP, které podminky spliiuji a to pro homozygotni
# 1 heterozygotni pozice vSech mozZnych genotypu

elif (1ii[2] == "A" and animal bin[2] == 1) or (ii[2] == "C" and
animal bin[3] == 1) or (ii[2] == "G" and animal bin[4] == 1) or (ii[2] ==
"T" and animal bin[5] == 1) or (ii[2] == "A" and animal bin[6] == 1) or
(1i[2] == "C" and animal bin[7] == 1) or (ii[2] == "G" and animal bin[8]
== 1) or (ii[2] == "T" and animal bin[9] == 1):
cur.execute ("UPDATE SNP RNAseq ok et SET $s = 1 WHERE ref acc
= '%s' AND pos = %s" & (i, str(ii[0]1), dint(iifl])))
conn.commit ()
elif ((ii[2] == "W" and animal bin[2] == 1) or (ii[2] == "W" and
animal bin[9] == 1)) or ((ii[2] == "S" and animal bin[3] == 1) or (ii[2]
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== "8" and animal bin[8] == 1)) or ((ii[2] == "K" and animal bin[4] == 1)
or (ii[2] == "K" and animal bin[9] == 1)) or ((ii[2] == "M" and
animal bin[2] == 1) or (ii[2] == "M" and animal bin[7] == 1)) or ((ii[2]
== "Y" and animal bin[3] == 1) or (ii[2] == "Y" and animal bin[9] == 1))
or ((ii[2] == "R" and animal bin[2] == 1) or (ii[2] == "R" and

animal bin[8] == 1)):
cur.execute ("UPDATE SNP RNAseq ok et SET %s = 1000 WHERE

ref acc = "%$s' AND pos = %s" % (i, str(ii[0]), int(ii[1])))
conn.commit ()

Schéma ¢. 9: Stanoveni logické hodnoty (1,0) v pfipadé, Ze plati podminka ptivodu SNP u hybridnich jedincti
(MySQL, python)

3.11.2 Stanoveni disbalancovanych alel jedinct hybridniho plivodu

Abychom byli schopni snadno sledovat disbalanci exprese mezi genomy C. taenia a
C. elongatoides, oznacujeme diagnostické mezidruhové SNP tfemi kategoriemi, dle
disbalance SNP smérem k jednomu nebo druhému druhu (tt, ee, NULL). Nize, ve schématu

¢. 10 uvadim funkci k tomuto uéenou.

def update origin (hybrid) :
# Prochdzime list hybridnich Jjedinct vybiraje informace o genotypu
for i in hybrid:
cur.execute ("SELECT ref acc, pos, %s, %$s_GT FROM SNP RNAseq ok et
JOIN SNP_RNAseq add USING (ref acc, pos) WHERE %s IS NOT NULL" % (i, 1,
i))
animal polymorf = cur.fetchall ()
# Dle primadrnich klict dopliujeme informace o druhové variabilité
# na pozici
for ok in animal polymorf:
cur.execute ("SELECT ref acc, pos, tt a, tt c, tt g, tt t, ee a,

ee c, ee g, ee t FROM SNP RNAseq add bin WHERE ref acc = '%s' AND pos =
%s" % (ok[0], int(ok[1])))
animal bin = cur.fetchone /()

# Nyni je moZné dle uvedenych podminek dodat informaci o ptvodu
# alely, pokud jedna z alel neni exprimovanéa

if ok[2] == 1 and ((ok[3] == "A" and animal bin[2] == 1) or
(ok[3] == "C" and animal bin[3] == 1) or (ok[3] == "G" and animal bin[4]
== 1) or (ok[3] == "T" and animal bin[5] == 1)):
cur.execute ("UPDATE SNP_RNAseq ok et INFO SET %s = 'tt' WHERE
ref acc = "$s' AND pos = %s" % (i, ok[0], int(ok[1l])))
conn.commit ()
if ok[2] == 1 and ((ok[3] == "A" and animal bin[6] == 1) or
(ok[3] == "C" and animal bin[7] == 1) or (ok[3] == "G" and animal bin[8]
== 1) or (ok[3] == "T" and animal bin[9] == 1)):
cur.execute ("UPDATE SNP_RNAseq ok et INFO SET %s = 'ee' WHERE
ref acc = "$s' AND pos = %s" % (i, ok[0], int(ok[1l])))
conn.commit ()
if ok[2] == 1000 and ((ok[3] == "W" and animal bin[2] == 1 and
animal bin[5] == 1) or (ok[3] == "S" and animal bin[3] == 1 and
animal bin[4] == 1) or (ok[3] == "K" and animal bin[4] == 1 and
animal bin[5] == 1) or (ok[3] == "M" and animal bin[2] == 1 and
animal bin[3] == 1) or (ok[3] == "Y" and animal bin[3] == 1 and
animal bin[5] == 1) or (ok[3] == "R" and animal bin[2] == 1 and
animal bin[4] == 1)):
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cur.execute ("UPDATE SNP RNAseq ok et INFO SET %s = 'tt' WHERE

ref acc = '$s' AND pos %$s" % (i, ok[O0], 1nt(ok[l])))

conn.commit ()

if ok[2] == 1000 and ((ok[3] == "W" and animal bin[6] == 1 and

animal bin[9] == 1) or (ok[3] == "S" and animal bin[7] == 1 and
animal bin[8] == 1) or (ok[3] == "K" and animal bin[8] == 1 and
animal bin[9] == 1) or (ok[3] == "M" and animal bin[6] == 1 and
animal bin[7] == 1) or (ok[3] == "Y" and animal bin[7] == 1 and
animal bin[9] == 1) or (ok[3] == "R" and animal bin[6] == 1 and
animal bin[8] == 1)):

cur.execute ("UPDATE SNP_RNAseq ok et INFO SET %s = 'ee' WHERE

( _
ref acc = "$s' AND pos = %s" % (i, ok[0], int(ok[1])))
conn.commit ()

Schéma €. 10: Funkce slouzici k detekci druhove specifickych SNP, které zaroven spliiuji podminku, Ze alela
pochazi od rodicovskych druhd.

Kuréeni samotné disbalance exprese vychazime zpoctu podplirnych bézi
namapovanych readii na konkrétni pozici transkriptomu — pouze u pozic z piedeslych
analyz oznacenych N. Pro statistickou detekci volime zakladni binomialni test (Castel et
al., 2015), viz schéma ¢. 12. Nize uvedeny vynatek (schéma ¢. 11) bash a python skriptl
nejprve z mpileup vystupu samtools spocita pocet bazi viéi N referenci a poté zapisuje do
databaze P hodnoty srovnani dvou majoritnich bazi z alignmentu s tim, Ze u triploidnich

jedinct je nezbytné testovat modely dva (pomér alel 1/3 a 2/3).

# Podle vypisu polymorfnich mist extrakce bazi mapovanych na dany loci a
# pozici pomoci samools (pominuti indels a bazi s Q >= 20)
$: for f in $(cat animals.txt); do for i in $(cat positions.txt); do
samtools mpileup -Q 20 -r echo $i ${f} s.bam >> ${f} var.txt; done; done
# Python funkce urcend z poc¢itéani bazi v alignmentu
def cnt _allele():

cur.execute ("SELECT animal, ref acc, pos, mpileup FROM
SNP_RNAseq GT")

mpileup = cur.fetchall()

for pozice in mpileup:

# Mald a velkd pismena bazi oznacuji sekvencni orientaci

baze = str(pozice[3]) .lower ()

A cnt = baze.count ("a")

C_cnt = baze.count ("c")

G _cnt = baze.count ("g")

T cnt = baze.count ("t")

cur.execute ('''UPDATE SNP_ RNAseq GT SET

A cnt = %s, C cnt = %s, G cnt = %s, T cnt = %s
WHERE animal = '$s' AND ref acc = '$s' AND pos
= %s % (int (A _cnt), int(C _cnt), int(G_cnt), int(T_cnt),
r ( [2]

)))

p021ce[0]), str (pozicel[ll]), int(p021ce
conn.commit ()

Schéma €. 11: Vynatek postupu ziskani SNP a alelické sekvenaéni hloubky z RNAseq dat
def binom t():
cur.execute ("SELECT animal, ref acc, pos, A cnt, C cnt, G cnt, T cnt

FROM SNP RNAseq ASE2")
alely = cur.fetchall()
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alely poradi = P _vals di = P vals di FDR = P vals poll = P vals pol2
= P vals pol = P vals pol FDR = 1ls di = 1s pol = []
for ii in alely:
# pokud je jedinec diploid; HO = 1/2
if biotyp[ii[0][0:5]] in ("tt", "ee", "et"):
ii dict = {'A':ii[3], 'C':ii[4], 'G':ii[5], 'T':iif[6]}

ii dict s = sorted(ii dict.items(),
key=operator.itemgetter(l), reverse = True)

P vals di = stats.binom test(x=(ii dict s[0][1],
ii dict s[1][1]), n=sum(ii[3:len(ii)]), p=1/2)

cur.execute ("UPDATE SNP_ RNAseq ASE2 SET pVal = %$s WHERE
animal = '%$s' AND ref acc = '%$s' AND pos = %s" % (P_vals di, 1i[0],

iif1), iif2]))
cur.commit ()
# pokud je jedinec triploid; HO = 1/3, ci 2/3
else:
ii dict = {'
ii dict s =
key=operator.itemgetter (

A':ii[3], 'C':ii[4], 'G':ii[5], 'T':ii[6]}
sor ted(ii _dict.items(),
1), reverse = True)

P vals poll stats.binom test(x=(ii dict s[O0][1],
ii dict s[1][1]), n=sum(ii[3:len(ii)]), p= 1/3)

P vals pol2 = stats.binom test(x=(ii _dict s[0][1],
ii dict s[1]1[1]), n=sum(ii[3:1len(ii)]), p=2/3)

# Jelikoz nevime, jaky typ poméru alel u hybrida ocekéavat,
# volime vys$si P hodnotu
if P vals poll >= P vals pol2:
P vals pol = P vals poll
cur.execute ("UPDATE SNP RNAseq ASEZ SET pVal = $s WHERE
animal = '$s' AND ref acc = '%$s' AND pos = %s" % (P_vals pol, ii[O0],
ii[1], 1if2]))
else:
P vals pol = P vals pol2
cur.execute ("UPDATE SNP RNAseqg ASEZ SET pVal = $s WHERE

animal = '$s' AND ref acc = '%$s' AND pos = %s" % (P_vals pol, ii[O0],
iif1], 1if[2]))

Schéma €. 12: Binomialni test, srovnani majoritni a minoritni alely s hypotézou ,,vybalancované“ exprese
mezi alelami.

Nezbytnosti se opét stava korekce pro mnohonasobné testovani. V modulu scipy

tato fuknce neni napsana, pomtzeme si tedy R funkei - p.adjust — schéma ¢. 13 R skriptu.

#!/usr/bin/Rscript

library (DBI)

library (RMySQL)

m <- dbDriver ("MySQL")

con <-

dbConnect (m, user="'Jjenda',password="xxx"',host="localhost',dbname="cobitis
lom300tf")

# Vybér vsech tradku primarniho klice a nekorigované P hodnoty
res <- dbSendQuery(con, "select animal, ref acc, pos, pVal from
SNP_RNAseq ASE2;")

p_Val <- fetch(res, n = -1)

pval adj <- p Val

pval adj <- cbind(pVal adj, pVal FDR =
c(rep('NA', length (nrow(pvVal adj)))))

pval adj$pvVal FDR <- p.adjust(p Val$pVal, method = "fdr")
head(pval adj)
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# Update FDR korigované P hodnoty dle primdrniho klice
for (i in 1l:length(rownames (pVal adj))) {
sgql <- sprintf("update SNP RNAseg ASE2
set pVal FDR = %f where animal = '%s' and ref acc =
'$s' and pos = %s;",
pval adj[i,5], pval adj[i,1], pvVal adjli,2],
pval adj[i,3])
dbGetQuery (con, sql)
}

Schéma ¢. 13: R skript popisujici korekei P hodnoty binomialniho testu a jeji zapis do relacni databaze

3.11.3 Statisticka analyza ASE loci hybridnich jedinct

Jelikoz je volba binomialni distribuce vhodné€j$i pro naSe data nezli napt. chi
distribuce, jsme si i pfesto védomi, Ze existuji lepsi statistické ptistupy redukujici falesné
pozitivni signal. Navic je otazkou exprese, ktera z alel je potlacena, ale nikoliv jen na
urovni individualnich SNP, ale na trovni celého loci nebo genu. Hlavni zdroje problému
analyzy ASE tkvi v technické variabilité sekvenovani, mapovani a genotypizacni chybou.
Tedy jak naloZit s geny, kde je alela dle SNP disbalancovand obéma sméry. V naSem
pripadé se jevi jedind moznost - takovy geny vyfadit. Abychom mohli srovnat globalni
uroven umlceni bez vneseni velkého mnozstvi chyb, je pro nas dilezité vyradit maximum
fale$né pozitivnich signald. Bohuzel i pfes veskeré uskali nejsme bez genomické informace
schopni rozlisit genové konverze a nonsence mediated decay od cis, trans deregulace.
Veskeré analyzy budou zaméteny spiSe na globalni komparaci, nezli na funkéni popis

afektovanych geni, nebot’ postrddame podstatnou validaci dat.
3.12Analyza Miillerovy rohatky

3.12.1 Identifikace otevienych étecich ramcu v genech a zapis SNP jedincl

do referenc¢ni sekvence

Pro identifikaci ORF bylo aplikovano programu getorf (6.6.0.0) baliku embossy S
parametry pro hledani ORF mezi stop kodony, protoZe u dlouhych gent Casto chybi start
kodon. Byl vybran pouze nejdelsi ORF — min daleky 87 bp, pticemz byly analyzovany
pouze anotované, protein kodujici sekvence. Sekvence ORF byly ,,vyfezany*“ dle pozic
zacatku a konce nejdelsiho ORF. Celkem byly analyzovano 12432 cDNA sekvenci
vybranych na zéklad€ vySe zminénych kritérii.

Z tabulek SNP RNAseq popsanych v kapitole ¢. 4.2.2 byly do sekvence ORF

zapsany vesSkeré nalezené SNP pro daného jedince, jak vzorkd jater, tak oocytu, a to
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identickym zpusobem jako vytvofeni ,,konsenzualni reference. SNP jedince musely
splitovat podminky kvality genotypu a hloubky: GQ >= 20 & DP >= 10, aby byly zapsény
namisto baze referencni sekvence. Soubor byl formatovan tak, aby obsahoval
modifikované sekvence vSech jedincti konkrétniho nejdelsiho ORF genu. Opét zduraziuji,
ze ,,pouhych®“ ~5000 gent/ORF je dostatetné prosekvenovano na to, aby mohly byt
odhaleny SNP, ve zbytku ORF byly ponechany referencni baze, tzn. ztratu informace

snizenim dN/dS od realné hodnoty, nikoliv opacné.

3.12.2 Kontrola ORF pro pritomnost stop kodéonl vzniknuvSich vnesenim
SNP

Abychom si byli jisti smysluplnosti dat, je na mist¢ provést kontrolu, zda
nahrazenim bézi v referenci nedochazi ke generovani stopkodonti. V urcitych ptipadech
bychom to oc¢ekavat mohli. Pokud néktery z loci hybridni linie nebude pod selekei, nebo
naopak bude pod negativni selekci, mizeme ockavat i frameshift a non-sence mutace, které
bychom ale na druhou stranu neméli detekovat diky draze nonsence mediated decay, ktera
detekuje aberantni mRNA se stop kodony a zajistuje jeji rozklad. Pro kvantifikaci stop

kodonu v ORF uvadim ve schématu ¢. 14 jednoduchy skript v jazyce python.

# import knihoven z modulu Biopython

import glob

from Bio.Seqg import Seqg

from Bio import SeqgIO

# Definovani stopkoddnt a slovniku vyznamu ambiguidnich béazi

stops = ("TAA", "TGA", "TAG")

abbig e ("W", "R", "Y", "S", "K", "M")

ambig_dict e {"W": ("A", "T") , "R": ("A", "G") , "S": ("C", "G") , "K": ("G",
"TT), MMM ("AM, "CM))

# funkce pro tisk pozic obsahujici stop koddédn, a to i v pripadé, kdy je
zasazna pouze jedna alela, pro kombinace vice heterozygotnich badzi nelze
stop koddédn testovat, protoZe nevime, zda se jednd o cic, ¢i trans
postaveni.
def check stop codon(sekvence, nazev, zvire):
for seq in range (0, len(sekvence), 3):
# V pripadé, Ze nejsme schopni urcé¢it jednu bazi tripletu, triplet
# preskakujeme
if "N" in sekvence[seq:seqg+3]:
continue
# Totéz Cinime v pripadé, Ze stop koddn nenalézame
elif sekvence[seg:seg+3] not in stops:
continue
# V pripadé, Ze koddn nebo alespon jedna z alel obsahuje stop koddn,
# vypisSeme gen, ve kterém se nachazi
elif sekvence[seqg:segt+3] in stops:
print (zvire, "stopkodon nalezen, nazev genu: $%$s" % nazev)
elif sekvence[seqg:seqgt+3][0] in ambig:
phase = ambig dict[sekvence[seq:seq+3][0]]
seq lisl = seq 1lis2 = list(sekvence[seq:seq+3])
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seq 1is1[0] = phase[0]
seq 1is2[0] = phase[1l]
seq lisl = ''.join(seq lisl)
seq lis2 = ''.join(seq lis2)

if seqg lisl in stops or seq lis2 in stops:
print (zvire, "stopkodon nalezen, nazev genu: %s" % nazev)
elif sekvence[seqg:segt+3][1l] in ambig:

phase = ambig dict[sekvence[seqg:seqg+3][1]]

seq lisl = seqg lis2 = list(sekvence[seqg:seg+3])
seq 1isl[1l] = phase[0]

seq 1is2[1] = phase[1l]

seq lisl = ''.join(seq lisl)

seq lis2 = ''.join(seq lis2)

if seqg lisl in stops or seq 1lis2 in stops:
print (zvire, "stopkodon nalezen, nazev genu: %s" % nazev)
elif sekvence[seqg:seqgt+3][2] in ambig:

phase = ambig dict[sekvence[seq:seq+3][2]]

seq lisl = seq lis2 = list(sekvencel[seqg:seq+3])
seq 1isl[2] = phase[0]

seq 1is2[2] = phase[l]

seq lisl = ''.join(seq lisl)

seq lis2 = ''.join(seq lis2)

if seqg lisl in stops or seq lis2 in stops:
print (zvire, "stopkodon nalezen, nazev genu: %s" % nazev)
else:
print (zvire,"fatal error")
# Iterujeme pres vsSechny jedince z RNAseq
soubory = glob.glob('lom300tf *'")
for s in soubory:
handle = open(s, "rU")
for record in SeqIO.parse (handle, "fasta"):

zviera = record.id.split("_ ")
nazevl = zviera[0:2]
nazevz2 = ' '.join(nazevl)

print (check stop codon(record.seq, nazev2, zvieral2]))
handle.close ()
Schéma ¢. 14: Skript uréeny pro detekci stop kodond v ORF tim, Ze nahradime referen¢ni bazi druhu C.
taenia SNP konkrétniho jedince; mezi stop kodony pocitdme i heterozygotni stav, kdy v jedné alele vznikne

stop kodon.
JAini |I|II|I|I|III
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Graf ¢. 20: Kontrola dat pro Miillerovu rohatku — vznik stop kodonu v ORF vnesenim SNP jednotlivych
jedincti derivovanych z oocytt
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Graf ¢. 21: Kontrola dat pro Miillerovu rohatku — vznik stop kodénu v ORF vnesenim SNP jednotlivych
jedincti derivovanych z jater

Z graft € 20., 21., 21.1 je patrna zavislost pocty stop kodonii na ploidii 1 sekvenaéni
hloubce; zavislost na polyploidii a mizeme vyjadfit napi. GLM modelem binomialni
rodiny, viz graf ¢. 21.1 (oocyty; ploidie: signifikantni na 0.01, stfedni chyba 0.0337, s.
hloubka: signifikantni na 0.05, std. chyba: 0.0841). S nartstem poctu readi jsme schopni
identifikovat vice SNP, nariistd tedy i pocet chybnych urceni. Vliv polyploidie bohuZzel
nejsem schopen technicky ani biologicky interpretovat.

Bohuzel vysoké pocty stop kodonu jsou znaéné znepokojivé, mohou indikovat

problémy v SNP determinaci.
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Graf ¢. 21.1: Logisticka regrese (binomialni) poctu stop kodond na ploidii (diploid — O, triploid 1)
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3.12.3 Vypocet dN/dS poméru z parového srovnani

Pro otestovani hypotézy Miillerovy rohatky byl proveden vypocet poméru
nesynonymnich a synonymnich mutaci (dN/dS) pro rizné biotypy, v¢etné et hybrida. Dale
byl stejny vypocet proveden pro uméle vytvorené et hybridy, které byly ziskany nahodnym
zkombinovanim odpovidajicich sekvenci rodi¢ovskych druhi. Tyto rodi€ovské sekvence
byly nejdiive zduplikovany, poté byla kazda variantni pozice (SNP) ndhodné (ale unikatng)
piifazena bazi tak, ze kazdy duplikat obsahoval jinou variantu. Takto vzniklé sekvence z
rodicovskych druhi byly zkombinovany mezi druhy za vzniku umélych F1 hybrida, na
kterych bylo opét méfen dN/dS pomér. Ostatni sekvence byly upraveny stejnym zptisobem
a vSechny takto upravené sekvence byly nasledné srovnavany v ramci biotypt. Cilem bylo
ziskat predstavu o distribuci dN/dS poméru v ramci jednotlivych druhi a biotypt, véetné
laboratornich F1 et hybridd, stejné jako v ramci mnou vytvoienych in silico et hybridu.

Poméry dN/dS pro vsSechny pary sekvenci jsem pocital opét ve statistickém
prostiedi R. Import a alignment sekvenci byl proveden s pomoci knihovny ape (Paradis et
al., 2004), samotny vypocet pak s pomoci knihovny seqinr (Charif and Lobry, 2007), ktera
pro vypocet dN/dS poméru pouziva model LWLS85 .(Li, 1993)(Zhang and Yu, 2006)

Sekvence, které neobsahuji Zadnou synonymni a/nebo nesynonymni mutaci, a maji
tedy v citateli a/nebo jmenovateli zlomku nulu, predstavuji problém. Ten lze vyfesit
napiiklad opét pfi¢tenim cisla 1 ke kazdé hodnoté dN a dS jesté¢ pied vypoctem jejich
podilu (Paradis et al., 2004), (Bajgain et al., 2011), (Novaes et al., 2008), coz ale piinasi
nova uskali. Pfedné sekvencim bez mutaci (a tedy bez informace) je chybné pfifazen
dN/dS pomér roven 1, tedy neutrdlni. Navic pficteni 1 k hodnotam dN a dS pfinejmenSim
na mych datech zpusobovalo nahlouceni dN/dS hodnot kolem neutralni hodnoty 1 v
rozsahu, ktery znemozioval rozumnou vizualizaci dat.

Bylo vyuzito toho, jak software R fe$i déleni nulou. V R je zlomku 0/0 pfifazeno
jako vysledek "NaN" (Not a Number). Naproti tomu délenim kladného c¢isla nulou ziskame
hodnotu "Inf* (infinity, tedy nekone¢no). Zatimco prvni pfipad popisuje situaci, kdy
nemame dost informaci k vyvozeni zavéru o selekénim tlaku na danou sekvenci, druhy
pfipad néjakou informaci nese. Prvni ptipad by mél byt tedy z vypocth vytazen, kdeZto
druhy by mél ziistat zachovan.

Byly vytvofeny dvé matice: Prvni matice zahrnovala Upravu hodnot dN a dS

pfi¢tenim c¢isla 0.01, které se ukazalo byt dobrym koeficientem pfi nésledné vizualizaci
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dat. Druhd matice tuto upravu neobsahovala a slouzila k poskytnuti soufadnic

neinformativnich hodnot ("NaN"), coz mi umoznilo jejich vyfiltrovani z prvni matice.
4  Vysledky
4.1 Evaluace referenéni sekvence

Jednim z prvnich vysledkd, na které navazuji veskeré dalsi analyzy této prace, je
samotna pfiprava a vyhodnoceni referen¢ni sekvence. Byli jsme schopni sestavit celkem
21508 kontigii, Z ¢ehoz 18342 kontigu je slozeno na zakladé normalizovanych 454 dat
dlouhého ¢teni. Zbytek referencnich sekvenci tvoti assembly illumina nenormalizovanych
dat kratkého ¢teni dopliujici geny, které jsme diky nizkému pokryti nebyli schopni slozit a
taktéZz geny, které jsou exprimovany pouze u hybridnich jedincu. 6789 kontigii bylo
nejbliz§iho genomu D. rerio a také nedokonalou reverzni transkripci od polyA konce
mRNA umocnénou faktorem nizkého sekvenéniho pokryti.

Délka sekvence ma na UspéSnost anotace velky vyznam, protoze se snizujici se
délkou sekvence stoupa pravdépodobnost, ze sekvence v databazi mize byt zcela nahodné
kompozice (e-value se snizuje exponencialné s délkou sekvence). Jelikoz limit délky
cDNA byl nastaven pro sekvence delsi nez 300, je vyznam délky cDNA na anotaci jiz
marginalni, nicmén& u kratkych sekvenci je uspéSnost anotace nizsi, viz graf ¢. 25.
V transktriptomu by ale mohly byt zastoupeny IncRNA, je tedy ziejmé, Zze z porovnani
obsahu parametrtt GC (Niazi and Valadkhan, 2012) (viz graf ¢. 27), ORF (viz graf ¢. 26) a
délek sekvenci mezi anotovanymi a neanotovanymi datasety (viz graf ¢. 25) vyplyva, ze
¢ast téchto sekvenci je zfejmé nekodujicich nebo jsou tyto sekvence tvofeny prevazné 3’
UTR. Detekce dlouhych nekodujicich RNA je obzvlasté slozita, nebot’ vétSina IncRNA je
nestrukturovana (neni tomu tak v pfipadé, kdy je prekurzorem malych RNA) a lze ji
charakterizovat pouze na zdkladé ptivodu z intronovych, ¢i intergenovych pozic obsahujici
v nékterych piipadech i regulacni elementy transkripce. Homologie mezi IncRNA byva
Casto také nizka (Wang et al., 2013). Pro detekci IncRNA byly zvoleny dva pfistupy
detekce na zakladé homologie Cisté¢ sekvencni (blastn) a také kombinaci sekven¢niho a
strukturniho s ptistupu Rfam (databaze verze sekvenci 11.0) softwaru vyuzitim modeli

kovariance (Burge et al., 2012).
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Nekodujici RNA byla analyzovana dvéma zplisoby: blastn proti databazi vSech
nekodujicich RNA Danio rerio (Ensemble, 17.02.15) a Rfam piistupem. Blastn bylo
nalezeno 114 ncRNA pod prahovou hodnotou 1x10°, z ¢ehoz 108 sekvenci ziskalo
bitscore vétsi nez 80. Rfam piistupem na zakladé definovanych, znamych strukturnich
modell kovariance bylo oznaceno 143 sekvenci jako ncRNA. Prinik téchto mnozin je
mizivy - ¢ini pouhych 8 cDNA sekvenci. Z frekvence oznacenych IncRNA vyplyva, ze
mnozstvi nekodujicich sekvenci v transkriptomu pravdépodobné nema valny vliv na
uspésnost anotace, ani u ostatnich modelovych organismu kostnatych ryb nebyl nelezen
vyznamny exces INCRNA (Kaushik et al., 2013; Pauli et al., 2012). Naopak ziejmé validni
premisou miize byt pfitomnost velkého mnozstvi UTR sekvenci, pfedev§im pak 3' UTR,
vychazime-li z toho, Ze mRNA byla sekvenovana piipravou reverzni transkripci od 3'
polyA. Bohuzel detekce je opét problematicka, zaméfuje se predevS§im na piitomnost
polyA signalu a dalSich regula¢nich motivli, pro jejichz detekci je nutné aplikovat
sofistikovangjs$i algoritmy.

Pti ptipravé cDNA zifejm¢ nedoslo k ,,zadvazné™ kontaminaci, at’ jiz parazitem, ¢i
nasledkem nesterilni pfipravy. Naprostd vétSina sekvenci totiz ndlezi kostnatym rybam.
V datech se objevilo pfiblizné 100 sekvenci pfifazenych k savéim a bezobratlych
zivo¢ichum, nejvice pak lidskych (22) a mysich (21). Tyto sekvence vysazuji velmi nizkou
e-value - zfejmé se jedna o kontaminace, tudiz byly z nasledujicich analyz vylouceny.
Cetnost nejlepsich alignmentii podle druhti je uvedena v grafu &. 24; distribuce eValue je

uvedena v grafu ¢. 22.

- evalue$Hits
e 150
A
@ 400-

o 100
EL ]
(=]
0 5p- 50
-
W
|:|— . '*-' D

0 1000 2000 3000 4000
E-Value (1e-X)

Graf ¢. 22: Rozdéleni eValue hodnot sekvenci vzhledem k poétu alignmentii (na ose X je uveden pouze
exponent X: 107%).
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Frocento alignmentu v sekvenci

Graf ¢. 23: Zavislost délky anotovaného kontigu na procentudlnim zastoupeni

vuci proteinové databazi.

Stegastes partitus
Poecilia latipinna
Plecoglossus altivelis -
Oryzias latipes -
Creochromis niloticus 5
Oncorhynchus mykiss 7
COgmocotyle sikae 7
Motothenia coriiceps 7
Mothobranchius furzeri -
Lasius niger -
Larimichthys crocea -
anio reria -
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apitella teleta
Austrofundulus limnaeus 7

£
3
i_
[

Acropora digitifera -

2 IZIIIIIIZI
délka sekvence [bp]

4000

6000

procento
100

75
50

25

Graf €. 24: Sloupcovy diagram znazorfiujici primérné druhové zastoupeni na kontigu (,,gen")
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Graf ¢. 25: Histogram, komparace rozdéleni délek kontiguii anotovanych a bez anotace
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Graf ¢. 26: Porovnani soubort rozdéleni procentualniho zastoupeni otevieného Ctecitho ramce (ORF)
vzhledem k celkové délce kontigh CDNA mezi anotovanymi a neanotovanymi soubory sekvenci.
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Graf ¢. 27: Histogram porovnani procentualniho obsahu GC v setu anotovanych a neoanotovanych cDNA.

V neanotovanych sekvencich byl také identifikovan vysSi pocet polymorfnich
pozic, viz graf ¢. 28, coz je dal§im indikatorem pfitomnosti excesu sekvenci, jez nejsou
pod silnym selekénim tlakem (Mann-Whitnetiv potfadovy test — zamitdme nulovou

hypotézu o shodé rozdéleni veli¢in s P hodnotou < 2,2 x 10719y,
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Graf ¢. 28: Histogram distribuce frekvence polymorfismii na ¢cDNA (Cetnost SNP neni normalizovana na

délku sekvence, nebot’ neanotovany soubor sekvenci ma niz§i median délky)
4.2 Diferencialni genova exprese

V prvé fade bych se rad zaméfil na vysledky ziskané z diferencialni exprese. Hlavni
premisou V této analyze bylo detekovat rozdily mezi skupinami sexualn¢ a asexualné se
rozmnozujicimi jedinci, zejména pak na oocyty 6. stadia vyvoje, kterym je také vénovana
nejvetsi pozornost. Sekundarné se vysledky zaméfuji na prezentaci DE gent, které vznikly

nasledkem polyploidizace a DE gend vychazejicich z mezidruhovych rozdili. VeSkeré
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nalezené DE geny nasledujicich srovnani jsou uvedeny v elektronické piiloze pro svou

velikost.

Cile detekce diferencialni exprese byly tyto:

1)

2)

3)

4)

5)

Analyza diferencialné¢ exprimovanych geni (DE) mezi klondlné se
reprodukujicimi hybridy a ,,Cistymi“ druhy reprodukujicimi se pouze sexualni
cestou.

Identifikace DE genti mezi polyploidnimi a diploidnimi jedinci.

Detekce DE genti mezi jednotlivymi genotypy hybrida z pohledu impaktu na
analyzu DE mezi diploidnimi a polyploidnimi jedinci.

Identifikace DE gend mezi druhy C. elogatoides a C. taenia (a to dvéma
ptistupy detekce: testovani skupin fitovanych na negativn€ binomindlni model a
také pristupem zjisténi nejvyssi divergence ve sméru gradientu PCoA C. taenia
a C. elongatides, vysvétleno v kapitole ¢.) vzhledem k nutnosti determinovat
rozdily exprese spjatou s divergenci druhti.

V posledni fad¢ se pozornost upina k otdzce, zda si hybridni jednici zachovavaji
na globalni urovni genomu pitvodni miru regulace, ¢i zda jeden z rodi¢ovskych
genomu je zcela, nebo Caste¢né¢ imprintovan, nebo dokonce zda parentalni
determinace transkripce neni alterovana jevem zvanym ,,genomic shock®, ktery
se projevuje ve ztraté alel - LOH, problémy s parovanim chromosomd,
deregulace metylace, aktivace retrotrnaspozont. To vSe mulzZe byt pfi¢inou
transkripce generalné zna¢né vychylené od oboru parentalnich druhi (Wang et
al., 2015). Odpoveédét na otazku, zda doslo k aktivaci transpozoni a konkrétné
jakych tfid, pojimédme spéSe marginalné, protoze systematicky opomijime celé
tiidy transpozonil, diky tomu, Ze jsme redukovali transkriptom na zékladé¢
sekvenéni podobnosti a definovali pouze protein kodujici sekvence

transpozontl.

Je nezbytné si uvédomit, Ze oocyty uveden¢ho stadia jsou témeét transkripéné

neaktivni a vétSina mRNA je pouze maternalnim pozistatkem, ktery vSak definuje vyvoj

embrya. Nase pozorovani diferencialni exprese tykajici se oocytil je pouze nasledek jiz

probéhnuvsi determinace na gynogeneticky se replikujici embryo. Problematickym

fenoménem vnaSejicim dal$i zdroj variability do dat diferencialni exprese mezi oocyty

hybridd a sexualn¢ se reprodukujicimi druhy je polyploidie, ktera muze nebo nemusi, a
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Casto 1 zcela nepredikovateln€é, zmeénit transkripéni profil mnoha drah spojenych i
s vyvojem orgnismu (Anatskaya et al., 2016). Ve tfetim ptipadé se u hybridd, a to tkané
jakéhokoliv plivodu, mohou projevit expresni mezidruhové rozdily (zmény v cis- trans
regulaci exprese RNA), které maji vétsi vyznam nezli mutace v koujcich oblastech genu
(Wray, 2007). Nasim primarnim cilem diferencialni exprese oocytt skupin rozdélenych dle
formy rozmnozovani je odhalit geny, které by mohly stat za funkéni ptic¢inou vzniku
gynogenetického rozmnoZovani.

V grafu ¢. 28 jsou porovnany mnoziny detekovanych DE gend, mezi skupinou
hybridi a rodi¢ovskych druht pochazejicich z ooytil, ziskanymi dvéma pristupy detekce:
edgeR a DEseq. DE geny ziskané programem DESeq jsou v podstaté podmnozinou DE
genu ziskanych pfistupem edgeR, ale vybérem na stejné hodnoté alfa (FDR korekce) byly
ziskany velmi rozdilné pocty DE geni. BohuZel edgeR je nachylny vici odlehlym
hodnotdm, protoze transformuje data vzhledem k trendu disperze, zatimco DESeq
piispévky jednotlivych vzorktu navic vazi (Zhou et al., 2014). V piipadé této analyzy byl
ale zvolen edgeR, protoZze DESeq naopak pfili§ Casto zamité; na zakladé nékolika desitek —
jednotek anotovanych genll - nelze implikovat zcela zadné biologické konsekvence,

musime se ale na druhou stranu smifit s rizikem falesn¢ pozitivnich dat.

Graf ¢. 28: Venniv diagram mnozin DE genti nalezenych dvéma pfistupy selekei na hladiné a = 0.05, FDR
(edgeR a DESeq) srovnanim skupin asexudlnich a sexualné se reprodukujicich skupin tkané oocytd bez
jedincti obsahujici n genom.

Z celkového poctu celkového poétu 20470 cDNA reference jsme nalezli 473 vSech
DE gentl v oocytech pii srovnani sexualnich a hybridnich samic bez jedincti s n genomem,
z toho bylo 227 podexprimovano a 296 nadexprimovano u hybrida. U jater jsem nalezl 821
gent (267 nadexprimovano u hybridd, 554 podexprimovano u hybrid; bez n genomu).

Veskeré tyto geny ze srovnani oocytl, ale nemizeme oznacit jako DE geny s kyzenym
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biologickym vyznamem, tj. geny, které jsou zodpovédné za gynogenetickou formu
rozmnozovani, potazmo klonalni vyvoj embrya.

Vyznamnym faktorem generujicim rapidni zmény exprese U hybridnich forem
rodicovskych druhii miize byt i smotna polyploidie, bohuzel vysvétlit podil jeji variability
v komplexnich hybridnich modelech je obtizné (Wu et al., 2016). Je ale znamo, ze i
autopolyploidizace u rostlin miize byt spojend s deregulaci transkripce skrze epigenetické
mechanizmy (Zhang et al., 2014). Vyznamné zmény ale nepozorujeme. Nalezli jsme 184
vSech DE gend v oocytech pfi srovnani diploidnich a polyploidnich samic, z toho bylo
podexprimovano 110 gent a 74 nadexprimovano u diploida (bez n genomu). U jater jsem
nalezl 646 DE genti z ¢ehoZ je 599 podexprimovano a 47 nadexprimovano u diploidu.

Zdaleka nejvyznamnéj$im cCinitelem, co do rozdilnosti genové exprese se v naSem
ptipadé DE gent ukazalo mezidruhové srovnani Cobitis taenia vuci C. elongatoides.
V jaterni tkani nalezeno 3848 DE genu z ¢ehoz je 1359 nadexprimovdno u druhu tt (viz
graf ¢. 31). V oocytech je situace obdobna, bylo identifikovano 5167 DE gent; 2026
nadexprimovanych DE genti u tt a 3141 DE podexprimovanych u druhu ee (viz graf. ¢. 29).

V grafu Vennova diagramu €. 29 je znazornén intersekt téchto téi mnozin: DE geny
mezi druhy ee versus tt, DE geny srovnani diploid versus polyploid a DE geny z
komparace asex- forem vuci sexualn¢ se mnozicim rodi¢ovsky druhim. Ze srovnani byli
odstranéni jedinci obsahujici genom n (pochdzejici od C. tanaitica), protoze k jeho

hybridnim formam neméme jejich rodi¢ovské druhy.

hybridizace

Graf ¢. 29: Vennlv diagram mnoziny parového srovnani nalezenych DE genil (véetné neoanotovanych) tkané
oocyti mezi druhy ee, tt = kategorie druh; mnoziny DE gent ziskanych srovnanim diploidnich a
polyploidnich jedincti = kategorie polyploidie a mnoZiny DE parového srovnani gynogeneticky a sexualné se
reprodukujicich jedincii = kategorie hybridizace
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Kdyz jsem provedl srovnani mnozin DE genti na datech, ze kterych byly vytazeny

neanotované geny, zustaly poméry prinikli mnozin DE geni velmi podobné, viz graf. ¢.
30.

hybridizace

Graf ¢. 30: Vennlv diagram mnoziny parového srovnani nalezenych DE gend tkané oocytd pouze
anotovanych genu (selektovanych piedem) mezi druhy ee, tt = kategorie druh; mnoziny DE gent
ziskanych srovnanim diploidnich a polyploidnich jedinct = kategorie polyploidizace a mnoziny DE
parového srovnani gynogeneticky a sexualné se reprodukujicich jedincti = kategorie hybridizace

V jaterni tkan je celkovy po€et DE genl vSech srovnavanych skupin naopak nizsi
nezli v oocytech, doslo ale k znatelnému navySeni DE geni mezi skupinami di- a
polyploidd, viz graf ¢. 31.

polyploidie
~

~

hybridizace

Graf ¢&. 31: Venniv diagram mnoziny parového srovnani nalezenych DE gent tkané jater mezi druhy ee, tt
= kategorie druh; mnoziny DE gent ziskanych srovnanim diploidnich a polyploidnich jedincti = kategorie

polyploidie a mnoziny DE parového srovnani gynogeneticky a sexualné se reprodukujicich jedinci =
kategorie hybridizace

Tzv. heatplots nazorn¢ ukazuji ne/podobnosti a heterogeneity porovnavanych
skupin pro uréeni DE gent. V fadcich heatmap jsou prezentovany TMM normalizované

poéty readii na cDNA, intenzita modré barvy indikduje miru exprese vyjafené formou z-
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score. Dendrogramy ve sloupcich jsou vyjadfenim hierarchického shlukovani — distance
nejvzdalenéjsiho souseda (complete method) na zakladé hodnot spearmanovu korelace
mezi vzorky (n vzorku je nizké, data nemaji normalni rozdé€leni), v fadcich je uzita metoda
totozného hierarchického klastrovani, nicméné vychazi z hodnot korela¢niho koeficientu
dle Pearsona, protoze mizeme pracovat daty normalniho rozdéleni. Heatplots tedy slouzi
jako kontrola experimentu — konkrétné vyjadfeni podobnosti analyzovanych skupin. Déle
toto zobrazeni podava informaci o divergenci genti mezi vzorky a genovych skupinach
sloucenych na zakladé podobnosti v expresi. Podobnost exprese mezi geny mize byt
nasledkem cisté stochastickych jevl, nicméné Castym jevem zivych systému je pfitomnost
koexprese, kterda miize mit nékolik pfi¢in. Geny mohou byt napiiklad v silné vazb¢ a sdilet
regulacni oblast, nebo mohou byt pfitomny ve stejné funkcéni, metabolické draze, kdy je
transkripci nutno oboustranné regulovat. Cilem je detekovat geny koexprimujici,
koinherentni, duplikované (pfedpoklad totozné regulace), geny pod koordinovanou
epigenetickou kontrolou, ¢i geny postizené davnou genovou konverzi.

Jak se ukazuje, ve vsech srovnanich krom¢ mezidruhovaho jsou divody k obavam
z fale$né pozitivné detekovanych DE gend, které mohou byt ,tazeny” napf. jen jednim
vzorkem ze skupiny i pfes vysokou varianci ve skupiné. Nejvice jsou varianci ve
skupinach zatizeny jaterni vzorky. Bliz§i pohled na podobnosti DE genli v expresi mezi
skupinami di- versus polyploidni jedinci oocytl a jater se naskyta v grafech ¢. 32 a 33. Jak
je z grafu pti srovnani ploidie jasné, naprosta vétSina DE gent souvisejicich s ploidii mize
byt faleSné pozitivnich, zejména v jaterni tkani, kde nalézame mnoho nabohacenych genti
odpovédnych za reakci na stres a imunitni odpovédi. Je zde vSak vidét, ze napiiklad
skupina sexudlnich jedinch neni homogenni, ale jasné¢ v ni lze odliSit oba rodicovské
druhy, coz naznacuje pervazivni efekt druhové specifické exprese (viz. nize). Ze srovnani
diploidi a polyploidil jsme nenasli nabohacené zadné KEGG dréhy ani GO. Pti pohledu na
jednotlivé geny jsme vSak nalezli mezi DE geny ty, které jsou zodpovédné pro stresovou
reakci a imunitni odpovéd’; konkrétné interleukiny, gama-interfero a heat-shock kodujici
MRNA. Mezi DE geny obsazenymi pouze ve srovnani ploidie u hybridi (jak v jaterni
tkani, tak oocytech) bylo nalazeno nékolik proliferacnich faktorti nabohacenych u hybridi.
V oocytech nachazime u polyploidnich jedinc podexprimovany gen Msx1 dilezity pro

vyvoj embrya.
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Graf ¢. 32: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genti vzniknuv§ich komparaci diploidnich a
polyploidnich jedinc vzorkll oocyti (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana
data, ¢ervena - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korelaéni
koeficientl mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.
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Graf ¢. 33: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genti vzniknuvsich komparaci diploidnich a
polyploidnich jedincti vzorkd jater (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana
data, ¢ervena - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korela¢ni
koeficientll mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.

V grafech ¢. 34 a 35 je znazornéna exprese vsech signifikantnich DE gent
vzhledem k typu rozmnozovani v oocytech (sex vs asex.) a jater. Opét zde nachazime

jedince, ktefi mirné vybocuji ve své expresi a mohou deformovat pohled na mnozstvi
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signifikantni DE genti. Je také opét vidét, ze samotna skupina sexualnich jedincd neni

homogenni, ale jsou v ni vidét polovina mezidruhové rozdily.
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Graf ¢. 34: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genl vzniknuvsich komparaci sexualné a
asexualné se reprodukujicich jedinci vzorkd jater (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese —

normalizovana data, Cervend - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci
analyzy korelaéni koeficientii mezi geny, na vertikalni ose vyjadtuje podobnost mezi vzorky.
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Graf ¢. 35: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genll vzniknuvsich komparaci sexualné a
asexualné se reprodukujicich jedinc vzorkd oocytii (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese —
normalizovana data, ¢ervena - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci
analyzy korela¢ni koeficientl mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.

Celkem jsme nalezli 101 anotovanych genti, kde bychom mohli navrhnout funk¢ni
koncept z hlediska spojitosti s gynogenetickym rozmnozovanim, tj. ty, které jsou DE
vyhradné pii srovnani sexudlnich a asexudlnich skupin po odfiltrovani interferujicich
kategorii polyploidie a druhové specifickych rozdild. Na jejich zdkladé, nemlzeme
implikovat zadné funk¢éni zmény, protoze jsme neidentifikovali nabohaceni konkrétnich
GO a KEGG drah. Zaméfit se tak mizeme pouze na konkrétni geny. TotéZ plati pro jaterni
tkan. Piekvapivé jsme z tohoto pohledu individualnich genti pozorovali vliv na drahu
produkujici vitelogenin, jez tvofi majoritni ¢ast zloutkového vaku (apolipoprotein —
zejména transportni funkce, vazba na lipidy, N- doména signalal pro export). Bylo
skute¢né pozorovano, Ze hybridni jedinci produkuji vétsi mnozstvi Zloutku. Pfipominam,
ze mezi analyzovanymi jedinci byly pouze samice. V jatrech hybrida byl také zaznamenan
narust exprese gent stojicich za produkci nukleotida a replikacnich kompent, coz odpovida
ptedstave, Ze hybridni jedinci jsou nuceni syntetizovat a reparovat o tretinu vice DNA diky
¢asté incidenci polyploidie.

U posledniho typu srovnani jsme hledali DE geny vyznamné na mezidruhové
urovni, konkrétné druhti tt a ee. Rozdily genové exprese mezi druhy jsou, jak jiz vyse
uvedeno, nejmarkantnéj$i, a hlavné se zde jevi skute¢né plné konzistentni mezi skupinami.
Heatmap vyobrazeni téchto skupin je uveden v grafech ¢. 36 a 37 a ukazuje celkem jasnou
homogeneitu skupin.

DE geny ze srovnani tt viéi ee jsou zapojeny piedevS§im v metabolismu -
metabolismus lipidti, oxida¢né redukéni mitochondrialni procesy, translaci, transkripci
(transkrip¢ni faktory), geny asociovany s jadernym prostorem. Tyto geny nachdzime jak ze
srovnani oocytl, tak jater. Nejvétsi rozdily byly nalezeny u geni pro cytochrom-oxidazy,
ATPazy a vodikovych ptenaSecid mitochondrialnich Krist. Opét nachazime geny imunitni
odpovedi gent jak viperin, tool like receptor a komplementy, vyznacujici se tim, ze jsou
nadexprimované u minoritni ¢asti jedincii ve skuping. Vyznamné zmeény exprese jsou

zaznamenany také u nékolika typt lektind a v posledni fad¢ cyklint A2, E1.
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Graf ¢. 36: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE gent vzniknuvs$ich komparaci druhii tt a ee
vzorki jater (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana data, ervena - modra).
Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korela¢ni koeficienti mezi geny, na
vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.

oo
-2 o1 2

Graf ¢. 37: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE gent vzniknuvsich komparaci druhi tt a ee
vzorkil oocyti (S intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana data, ¢ervena - modra).

Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korelacni koeficientl mezi geny, na
vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.

Posledni otazkou, kterd by si zaslouZila konkrétni popis, je exprese transpozabilnich
elementi. Bohuzel nemame Zzadné klonalni hybridy z F1 generace, tudiz aktivaci TE nelze

pfimo studovat. MliZeme pozorovat pouze recentni stav klonalnich linii.
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Srovname-li sexudlné¢ a asexualné se reprodukujici jedince, a to véetné hybridl
obsahujicich genotyp C. tanaitica, miizeme pozorovat, ze diferencialné exprimované TE
elementy jsou pod- i nadexprimovany rovnocenné¢ U obou skupin (celkem 29 TE v
oocytech — 15 nadexprimovanych u hybridi; 78 v jatrech, pficemz 38 genu je
nadexprimovano u hybridi); nelze tedy tvrdit, ze u hybridnich linii existuje obecna
tendence k vyrazné zvysené expresi TE, viz graf ¢. 38 Jak u oocytu, tak U jater se jedna
zejména o retrotranspozony tiidy 1 a II. Z grafu ¢. 39 muZeme vypozorovat znaéné
mezidruhové rozdily v ,leaky*“ expresi TE. AC ne nijak vyrazné¢ TE jsou nejvice
exprimovany u jedincti biotypu ett.

Vzor exprese je podobny taktéz mezi di- a polyploidnimi jedinci, kde jsme nalezli
18 TE u oocytii z ¢ehoz je 15 nadexprimovano u diploida. V jatrech jsme nalezli 59 DE

TE, z toho 47 nadexprimovanych u diploidi
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Graf ¢. 38: Heatplot znazornéni DE genti oocyti a to pouze TE (bez n genomu)
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Graf ¢. 39: Heatplot znazornéni DE gent jater a to pouze TE (bez n genomit)

4.3 Imprinting hybridnich genomui

Jak vyplyvéa z ptedchozich zjisténi diferencialni exprese, na hybridni jedince nema
polyploidie vliv, jaky bychom ocekavali, nenachazime vyznamny rozvrat genové exprese,
ani postizeni konkrétnich signalnich a metabolickych drah. Vyvstava otazka, nakolik si
hybridni jedinci, at’ di- ¢i polyploidni, zachovavaji troveil exprese rodicovskych druhi,
zda se podobaji spiSe jednomu z rodi¢ovského druhu, nebo zda dojde k intermedidrnimu
projevu globalni genové exprese.

Pro testovani téchto moznych hypotéz navrhl Mgr. Karel Janko, Ph.D. a Mgr.
Ladislav Pekarik, Ph.D nafitovani vektoru kazdého vzorku na ordinaci RDA (ordinalni
shlukova analyza) modelu gradientu nejvétsich rozdilt mezi tt a ee. Signifikance byla
provedena 1000 nasobnou permutaci (pfistup permuta¢ni annovy). V rda grafech ¢. 40, 41
je zobrazen kazdy analyzovany vzorek na zakladé exprese vSech gend. Koordinata bodi
mezi komponentami vyjadiuje podobnost mezi vzorky. Environmentalni vektor exprese
druhti ee a # nafitovany na data je znazornén modrou ¢arou (e-ratio, t-ratio naznacuji smér,
ve kterém se nejvice projevuji znaky charakteristické pro druh ee, respektive tt). Jelikoz
nékteré vzorky obsahuji navic haplotyp n, nesvira tato piimka (e-ratio, t-ratio) mezi druhy
uhel 180°. Tyto grafy vzorkl oocytd a jater tedy fikaji, jak si jsou kvantitativn¢ podobni
jednotlivi hybridi definovanych genotypt s rodi¢ovskymi druhy ee a tt. Nafitovani modelu

sméru tt i ee je signifikantni v obou piipadech na o 0.001.
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Graf ¢. 40: Nafitovany environmentalni model podle druhu tt a ee (zde nazvano jako t-ratio, e-ratio) na rda
shlukovou analyzu vzorkid jater. PCA1 vysvétluje 21.13% variability, PCA2 13.88% (Mrg. Ladislav
Pekarik, Ph.D., 2015).
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Graf €. 41: Nafitovany environmentalni model podle druhti tt a ee (tratio, eratio) na rda shlukovou analyzu
vzorkil oocyti. PCA1 vysvétuje 27.36% variability, PCA2 15.29% (Mrg. Ladislav Pekarik, Ph.D., 2015).
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Trigonometrickym pifepoctem lze ze ziskanych expresnich vysledkd ziskat téz
ptispévek jednotlivych genti vzhledem k nafitovanému gradientu, a to jak e-ratio, tak i t-
ratio. Touto rotaci jsme ziskali nové osy rovnobé&zné s e-ratio, respektive t-ratio a geny
byly sefazeny podle svého vyznamu vuci ose gradientu (absolutni hodnota "pferotované”
koordinaty genu). Vyznam tkvi pfedevs§im jako dal$i vnitini kontrola diferencidlni exprese.
DE geny jsou expresné taktéz vychyleny, mizeme tedy srovnat priinik mnozin mezi geny
vychylujici osu gradientu tt, nebo ee a DE geny mezi vzorky druhu tt a ee. Z grafu
Vennova diagramu ¢. 42 vyplyva, ze DE geny mezi definovanymi skupinami druht

ptispivaji taktéz k diferenci mezi druhy osy gradienti.

ee DE

Graf ¢. 42: Vennlv diagram tfi mnozin: geny pfispivajici ke gradientu osy e-ratio, geny pfispivajici ke
gradientu osy t-ratio a mnozina vsech nalezenych DE genti mezi druhy tt a ee.

Z grafu ¢. 42 1ze vypozorovat, ze vétSina genti DE gentl zjisténych mezi skupinami
druhii tt a ee ndlezi do sjednoceni mnozin s geny vysvétlujici smér - prispévek k
environmentalné nafitovanému gradientu t-ratio/e-ratio na expresni data.

Alelové specificka exprese:

Nasledujici cast vysledk se bude upinat k otazce alelové exprese u hybridnich
jedincu, ¢ili zda je jeden z genomu dominantni ve smyslu regulace exprese, tj. je jeden z
genomt hybrida transkripéné umlcen, a pokud takové geny existuji, jaky je jejich
biologicky vyznam. Pfipominam, ze nemiizeme analyzovat hybridy biotypu etn a een,

protoze jsme neanalyzovali rodicovsky druh C. tanaitica.
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Pro dalsi pochopeni vysledk je dillezité zminit, Ze SNP vhodné k testovani alelické
disbalance neslo jen jisté procento gend, které se navic liSilo mezi jedinci v zavislosti na
typu pouzité tkané, Gspésnosti sekvenovani, ¢i mife exprese dan¢ho genu (pochopitelné
v malo exprimovanych genech jsme nemohli uspésné detekovat zadné SNP, protoze pocet
readii, Z nichz by se dal rekonstruovat stav dan¢ho vzorku, byl pftili§ maly). Navic,
samoziejm¢ naSe schopnost testovat alelickou disbalanci zavisi na mutacnich rozdilech
mezi geny; pokud v daném loci Zadny diagnosticky SNP nebyl nalezen, nebyli jsme
schopni tento test provézt pro dany gen. V grafu ¢. 44 znazorfnuji Cetnost genu

Vv kategoriich dle poctu diag. SNP u jedince cabl1.

cab11o cab11L
§ 1500 - § 900 -
E 1000~ E 600 -
g 500- § 300-
D- 1 1 1 1 1 D- 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
SNP/gen (diag.) SNP/gen (diag.)
o 600- o 20
5 S 500-
E 400- E -
w [T
£ 200~ £ 250-
D- 1 1 1 1 1 D- 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
SMP/gen SMP/gen

Graf ¢. 44: Znazornéni kategorii - poctu SNP na gen a jejich frekvence, a to pro diagnostické (zelend) a
vSechny SNP (Cervend) u jedince cabllo 7553 gent nebyly nalezeny diag. SNP a 4897 us cabl1L. Ve
zybtku gentli nebyly nalezeny SNP.

Podobnost mezi vzorky miiZzeme vyjadiit formou PCA a to na zadkladé¢ P hodnot
jednotlivych SNP, ptfi¢emz podle sméru vychyleni je P hodnoté¢ zménéno znaménko
(minus tt, plus ee), viz graf. ¢. 47. Nutno zduraznit, ze sekvena¢ni holoubka na SNP pozici
je normalizovana TMM metodou, abychom se opét zbavili faktoru sekvenacni hloubky a
mohli tak vzijemné porovnat jedince, aniz bychom pfifazovali jedincim s vySsi
sekvenacni hloubkou signifikantngjsi P hodnotu. Zaméfujeme se pouze ty jedince, ktefi

jsou uvedeni v DE analyze — srovnani sex Vs asex.
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Graf ¢. 47: PCA dvou hlavnich komponent srovnani vektord P hodnot vSech diagnostickych SNP vzorka
jakter a oocytl. Sekvenaéni hloubka SNP je normalizovana TMM metodou, abychom P hodnotu
nevychylovali sekvena¢ni hloubkou.

V tabulce €. 12, 13 znazoriiuji pocty diagnostickych SNP, jez bylo mozné

analyzovat. Na zaklad¢ téchto dat navrhujeme, Ze atenuace neni mezi hybridnimi genomy

rovhomérnd, nybrz exprese € alel je Castéji potlacena, jak mizeme vidét na piikladech

diploidnich hybridi. ASE je zjevné zavisld na poctu kopii alel jak ukazuje smér ASE

triploidnich hybridu.

vzorek

cab07L
cab08L
cab09L
cabllL
cabl6L
cabl7L
cab22L
cab23L
cab24L
cab25L

biotyp

eet
eet
eet
et
ett
ett
et
et
ett
ett

analyz. SNP

10827
12027
13036
6231
6235
15574
15647
6855
11250
9285

ASE - ee
1060
1186
4987
233

96
184
954
478
168
149

ASE - tt
430
448
397
650
1337
2552
1002

648
2031
1713

Tab. €. 12: Srovnani poétu vSech analyzovatelnych SNP jaternich vzorkd, validnich SNP a alelové
specifickych gend exprimovanych bud’ genomem ee, nebo tt. Piipady, kdy doslo ke konfliktu disbalance v
ramci gend, byly oznaceny jako problematické.
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vzorek biotyp analyz. SNP | ASE -ee ASE -tt

cab070  eet 22306 1844 553
cab08o  eet 5048 574 290
cab09%0  eet 22733 8243 603
cabllo et 13329 404 985
cabl6o  ett 17530 245 3111
cabl7o0  ett 19747 206 3249
cab220 et 17174 548 1150
cab230 et 7643 258 683
cab240  ett 18634 210 2942
cab250 @ ett 18147 228 2833

Tab. ¢. 13: Srovnani poétu vSech analyzovatelnych SNP vzorkli z oocytl, validnich SNP a alelové
specifickych geni exprimovanych bud’ genomem ee nebo tt.

Budemeli se zabyvat ASE geny bez toho aniZ bychom stanovili arbitrarné kolik
SNP musi obsahovat gen mtizeme napft. v oocytech diploidniho jednice cabl1 nalézt 4729
genl, které¢ obsahuji alespon jeden diagnosticky SNP (viz graf ¢. 43) a 1930 gent
obsahujici 3 a vice diag. SNP. Z téchto geni je jich 83 vychyleno ve sméru genomu ee a
134 ve sméru tt. Zbytek - 1832 genti neobsahuje diagnostické pozice;. Z posledné
jmenovanych ale melo 409 gent kontradiktorni stav, kdy alespon jeden SNP byl vychylen
opanym smérem, nez zbytek Disbalance genu ve smérou obou genomu bohuzel nelze
vysvétlit pouze nedostatecnou sekvenacni hloubkou, protoZe v téchto problematickych

ptipadech je paradoxné vyssi, viz graf. ¢. 45.

cab11o cab11L
4000 1 2000 -
o 3000 - ) i
%:: . ee % 1500 . ee
= ] et = et
g 2000 My g 1000 I NULL
% 40001 t o ool tt
D M . O 4 .
& iy Ny e & o g e
S $
Puvod alely Puvod alely

Graf. €. 43: Zndzornéni poctu genli expresn¢ vychylenych k rodi¢ovskym druhiim na ptikladu jedince
genotypu et, v grafu zelené¢ vybarvené geny (et) znaci geny majici SNP se signifikantnim vychylenim k
obéma parentalnim genomutim, kdy alespon jedna pozice je v kontradikci s ostatnimi pozicemi v genu. Geny,
které nemaji ani jedenu signifikantné disblancovanou SNP pozici, jsou oznaceny jako NULL, nicméné i tyto
SNP jsou druhové diagnostické!
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Graf €. 45: Znézornéni rozdéleni primérného pokryti pies vSechny nalezené SNP v genu. Kategorie oznacuji
smér ASE genu tak jako v pfipadé grafu ¢. 43 Oznaceni NULL se opét tyka SNP, u kterych jsme statisticky
nezaznamenali disbalanci, ale jsou druhové diagnostické.

Problém nam ale necinila jen absence diagnostické pozice v genu, ale téz smér
disbalance. Jak je znazornéno v grafu ¢. 43, velmi Casto se totiz Stalo, Ze v genu je alespon
jedna pozice, ktera se jevi jako disbalancovand ve sméru druhého parentdlniho genomu,
nez zbytek signifikantné disbalancovanych SNP, coz biologicky nedava smysl, ledaze by
doslo k rekombinaci pouze ¢asti sekvence alely.

Mnozstvi detekovatelnych, diagnostickych SNP pozic v genech exponencialné
klesa. I ptes tento fakt jsme se rozhodli pro redukci dat z divodu nebetyéného mnozstvi
falesn¢ pozitivnich SNP disbalanci a zaméfili se jen na ty geny, které mély vice nez 3
detekovatelné, diagnostické SNP. V ptipad¢, kdy provadime globalni srovnani z pohledu
SNP, neredukujeme data o kontigy s niz§im poctem diagnostickych SNP. Dal§i mozny
problém zptisobeny technickou variabilitou znazornény v grafu ¢. 46 je v genech s velkym
poctem diagnostickych SNP — median vychyleni genu s vys$§im pocétem diagnostickych
SNP muze byt faleSné pozitivni. Bohuzel tento jev nedokaZeme vysvétlit. Srovname-li
distribuce pocétu diagnostickych SNP s P hodnototou > 0,05 a P hodnotou <= 0,05,
zamitame hypotézu 0 rovnosti jejich praméru (P hodnota 0,0001145, jedinec cabl1o0). To

znamena, Ze s narustajicim poctem SNP, je alela Castéji oznacena jako disbalancovana.
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Graf €. 46: Srovnani poctu diagnostickych pozic v genu a medianu P hodnot téchto pozic na ptikladu
diploidniho hybrida et. V genech svice nez 5 diagnostickymi pozicemi je medidan P hodnot vzdy
signifikantni (zelena = median P hodnot < 0.05; ¢ervena = median P hodnot >= 0.05)

Nakonec je nezbytné dodat, ze schopnost detekovat disbalanci je spojena se
sekvenacni hloubkou v konkrétnich genech, protoze slabsi signdl represe alely nemize byt
identifikovan diky nartstu vlivu technické sekvenacni variability. V tomto ptipad¢ nulovou
hypotézu spiSe nejsme schopni zamitnout.

V nésledujicim textu se dale zaméfim na vysledky samotné detekce signifikantné
disbalancovanych gent. Za signifikantné disbalancované alely budu povazovat pouze ty,
ktery nesly alespoit 3 SNP, u nichz byla pomoci binomidlniho testu zamitnuta nulova
hypotéza po provedeni sekvencni FDR korekce. U vétSiny genl jsem bohuzel nebyl
schopen detekovat smér disbalance, protoze casto byl jeden z diagnostickych SNP
vychylen i k druhému rodi¢ovskému genomu. Z nasledujicich tabulek ¢. 10 a 11 je patrné,
kolik SNP bylo detekovano jako priikazné vychylenych a jakym smérem u jednotlivych

vzorkl a kolik z celkového poctu genti tvoti tzv. problematické SNP.

87



vzorek

cab0O7L
cab08L
cab09L
cabliL
cabi16L
cabl7L
cab22L
cab23L
cab24L
cab25L

biotyp
eet
eet
eet
et
ett
ett
et
et
ett
ett

>= 3 diag. SNP

1474
1681
1793

896

820
2212
2239

922
1536
1234

ASE - ee
28

34

199

10

1

44
30
0
2

ASE - tt

5

4

5
13
35
53
19
10
46
38

probl. alela
418
478
1179
195
367
857
483
238
632
510

Tab. €. 10: Srovnani poc¢tu vSech genti jaterni tkan€ s 3 a vice validnimi diagnostickymi SNP, exprimované
ve sméru genomu ee nebo tt. Pfipady, kdy doslo ke konfliktu disbalance v ramci gent, byly oznaceny jako

problematické.
vzorek biotyp
cab070 @ eet
cab08o  eet
cab090 @ eet
cabllo et
cabl6o | ett
cabl7o | ett
cab220 et
cab230 et
cab240 | ett
cab250 | ett

>= 3 diag. SNP

3303

643
3366
1930
2579
2896
2508

995
2719
2653

ASE - ee
65
12
343

ASE - tt
9
4
3

19
70
78
19
18
75
68

probl. alela
662
186
2208
409
1028
1122
485
211
1005
981

Tab. ¢. 11: Srovnani poétu vSech gend oocytli S3 a vice validnimi diagnostickymi SNP, exprimované ve
sméru genomu ee nebo tt. Ptipady, kdy doslo ke konfliktu disbalance v ramci gend, byly oznaceny jako
problematické.

wevr

Z tabulek je zfejmé, ze napiiklad diploidni hybridi a triploid typu ett méli opét

tendenci Kk ¢astéjsi disbalanci ve prospéch genomu tt, zatimco oba triploidi typu eet Castéji

nadexprimovali genomy druhu ee. Vybér také zahrnuje rizné sméry hybridizace, jelikoz

maternalnim predkem zvifete cab09 byl ee, zatimco maternalnim predkem ostatnich zvifat

byl tt. Toto nam teoreticky umoziiuje studovat i vliv atenuace exprese podle

maternalnich/paternalnich predkd.
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4.4 Degenerace hybridnich linii - Mullerova rohatka

V posledni fadé budou prezentovany ustfedni vysledky této prace — odpoveéd’ na
otazku, jak jsou ovlivnéni hybridni jedinci z pohledu evolu¢niho, jakym tempem dochézi v
genomu hybridd reprodukujicich se pouze klondlni cestou k akumulaci nesynonymnich
mutaci (méfeni poméru nesynonymnich / synonymnich mutaci z parové komparace), nebot’
nedochazi k rekombinaci mezi genomy rodict, a tudiz ani k ndhodnému, efektivnéjSimu
odstranovani selekéné nevyhodnych, nesynonymnich mutaci.

Hybridni jedinci neobsahuji v ORF vice stop koddénd, coz odpovida predstave, ze
konzervované ochranné mechanizmy jako nonsence mediated decay brani expresi
nefunk¢nich peptidi (Chang et al., 2007); naopak ORF se stop kodony vzniklo vice
pfedev$im u jedinci druhu C. elongatoides. To muizeme pfipisovat spise chybam
Vv mapovani, detekci SNP a v posledni fadé¢ nékolik geni nemusi byt pod stejnym
selekénim tlakem. Absolutni pocty stop kodont na jedince jsou uvedeny v grafu ¢. 20 a 21.

Z vysledki SNP RNA sekvenovani je patrné vychyleni dN/dS poméru in silico
vytvofenych et hybridi smérem k niz§im hodnotdm. Nizky pomér dN/dS pochopitelné
vykazuji také srovnani mezi rodi¢ovskymi druhy ee a tt, viz graf ¢. 65 a tabulka ¢. 11. U
parového testovani rovnosti pruméru potadovym Wilcox testem zamitame nulovou
hypotézu o shod¢ primért s P hodnotou < 2.2e-16 (chi-kvadrat = 18328.63, df = 7), viz
tab. ¢. 14; v ptipadé uziti neparametrické jednocestné anovy - Kruskal-Wallis potadovy

test se P hodnota také blizi 0 (chi-kvadrat = 18328.6252, df = 7. Uméle vytvoreny hybrid

LRA4

ee een eet ee_tt et etn ett
een <2e-16
eet <2e-16 <2e-16
ee tt <2e-16 <2e-16 <2e-16
et <2e-16 <2e-16 1 <2e-16
etn <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16
ett <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16 1
tt 1 <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16
Tab. ¢. 14: Parovy Wilcoxnuv test, neparametrické testovani rovnosti primeért
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Graf ¢. 48: Distribuce poméru dN/dS vypocitaného ze srovnani vugéi in silico hybridnim jedinctim a také mezi
druhy samymi jadernych loci.

5 Diskuse

Data pouzitd v analyzach jsou technicky rGzné zpracovand. PouZivame
normalizovana 454 sekvenovanou cDNA data pro tvorbu reference a nenormalizovanou
cDNA sekvenovanou technologii illumina. Pfed samotnym skladanim referenéniho
transkriptomu a mapovani sekvenci byla kontrolovana kvalita readii. Hlavnim problémem
referencni sekvence je nedostatecna hloubka sekvenovani, ktera vyustila v produkci mnoha
tisic nekompletnich ¢cDNA — pouze UTR, ¢ UTR s velmi kratkym usekem kodujici
sekvence, které pak nebylo mozno anotovat. Cast problémi tykajici se artificialniho
spojeni sekvenci na zédkladé podobné sekvence DNA — chimérickd DNA vznikld procesem
skladani cDNA, byla vyfesena dily anotaci (alignmentii blast hitii). V ptipad¢é kde nemame
anotaci, nebo se blastx pozice alignmentu piekryvaji, nelze chimérické geny rozdélit.

Procesem assembly byly do nékterych genti, zejména oblasti s nizkym pokrytim a
vysokou komplexitou, vneseny useky nendlezici k cDNA, které konsekventné zptisobily
posun ¢teciho rdmce. VyfeSeny byly téZ problémy s duplikovanymi sekvencemi procesem
assembly. Na referen¢ni sekvenci byly mapovany hybridni typy a rizné druhy, aby mél

kazdy druh stejnou Sanci byt namapovdn, byly do reference v mistech jedno
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nukleotidovych polymorfismli vlozeny ambiguidni pozice N. cDNA, ve kterych pfi
opakovaném mapovani vznikaly nové polymorfismy, byly odstranény. V kone¢né fazi
zustaly tedy velmi spolehlivé referencni sekvence vhodné pro nasledné analyzy, nicméné
diky nizké sekvenacni hloubce 454 sekvenovani s velkou spoustou nekompletnich,
neanotovanych sekvenci. VySe uvedené tedy dokazuje maximalni usili po co
nejkvalitnéj§im assembly referencniho transkriptomu, ale zaroven i fakt, Ze si pfipadné
obtize uvédomuji a poc¢itdm s nimi v dalsi intrepretaci.

SNP byly ziskany v pfipadé¢ 454 standartnim a illumina zpusobem, byl uzit
software vhodny pro mapovani cDNA na transkriptom. Bohuzel jsou nezbytné dalsi
analyzy pro odstranéni zjevné chybné identifikovanych SNP, které zpuasobily vznik
velkého mnozstvi stop kodonti. Behem analyzy expresnich dat RNAseq bylo uzito nékolik
ptistupli pro kontrolu kvality a konzistence dat pro maximalni vérohodnost dat. Pro vlastni
RNAseq expresni data byly navrzeny primery pro vybrané house-keeping geny a
diferencialn¢ exprimované geny pro stanoveni korelace mezi relativni expresi zjiSténou
gPCR a RNAseq, kterd se jevi, jako relativné tésnd coz dokazuje, Ze naSe nextgen
sekvenacni data jsou v podstaté spravné analyzovéna.

Detekce diferencialné exprimovanvch genu:

Samotnou pfi¢inu vzniku gynogenetického rozmnozovani nejsme schopni z dat
diferencialni exprese identifikovat, a to, jak bylo feceno, z trividlniho divodu. Zaméfili
jsme se z objektivnich divodi na analyzu rozdili mezi oocyty 6. vyvojového stadia,
nikoliv zarode¢né tkané vaje¢nikut, a sledujeme tak pouze vysledek procesu, ktery podle
vSeho nastava jiz v dobé¢ diferenciace primordialnich zarode¢nych bunck. Nicméné design
nasi studie umoznuje testovat genové projevy s asexualitou souvisejici. Proto je naptiklad
zajimavé, ze mezi DE geny skupiny sexualnich a asexualnich jedincti oocyti byl nalezen u
skupiny asexualnich jedincti podexprimovany gen pro rekombinazu 8 a nabohaceny cyklin
A2 a El, nebot’ predpokladame, ze mRNA by méla byt po ukonceni meidzy I odbourana.

Jak vyplyva z grafu ¢. 29, 30 piekryv s geny z mezidruhového srovnani a skupiny
di- vuci polyploidnim vzorkiim je zna¢ny, coz znamena, ze je Casto dost tézké odlisit efekt
té které vlastnosti studovanyc organismii. Konecné fakt, Ze efekt ploidie, hybridizace a
asexuality na evoluci podobnych mezidruhovych komplexi se da obtizn¢ odlisit, je
notoricky znamy (Kearney, 2005). Bohuzel ani jejich odfiltrovanim gend, u nichz mame
ptekryv efektu rozd€leni na sexudly vs. gynogeny s efektem ploidie, mezidruhovych

rozdil, nemtzeme s jistou urcit, zda se jednd o funkéni podminku pro umoznéni
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gynogenetického rozmnozovani studovaného hybridniho komplexu. V nasledujicich
nékolika odstavcich se zamétime na diskusi zjisténych DE gent v souvislosti s jinymi
publikovanym piipady.

Zajimavé je, Ze jsme mezi zjisténymi asex-specifickymi DE geny nalezli piekryv
s DE geny identifikovanymi v hybridnim komplexu karas-kapr (Li et al., 2014). Ackoliv
existuje shoda mezi geny, nelze ji vyjadfit kvantitativné, jelikoz autofi pouzili jiny
softwarovy piistup k anotaci gent. Jedna se o geny transkrip¢ich faktorti, ubiqvitin ligaz,
signalnich genii ras drahy, gent spojenych s extracelularni matrix, transferazy metabolismu
lipidi a genli imunitni odpovédi. Tato shoda mezi DE geny je velmi pozoruhodna,
vezmeme-li v tvahu, Ze se jedna o zcela nezavisly vznik gynogenetickych forem.

V ptipad¢ srovnani vysledki s rostlinnymi apomiktickymi modely nachdzime
shodu v nabohaceni gend u klonalné se reprodukujicich jedincii pro regulaci bunécného
cyklu, cyklinl, metyla¢nich komplexti, chromodomény a histonovych variant (v nasem
ptipadé¢ H3.3 — podexprimovan u hybrida) (Galla et al., 2015). Pozn.: Histon H3.3 je
spojen s chromatinem transkripéné aktivnich gent.

V oocytech klonalnich hybridi byla detekovana sniZzend hladina mRNA syntazy
progesteronu, a naopak zvysSena hladina pro substyp P450 odbouravajici, metabolizujici
progesteron. Vyznam progesteronu tkvi v maturaci oocytu, nicméné¢ o vlivu na
gynogenetickou reprodukci neni pfili§ zndmo. Jedinym organismem, kde bylo spojeni
produkce progesteronu sledovano ve spojitosti s asexualni reprodukci, je znam u rodu
Rotifera. Bylo zjisténo, Ze hladina progesteronu ma vyznamny negativni vliv na rust
asexualni linie. Progesteron aplikovany v rané fazi embrya miize indukovat zvrat pohlavi
ve prospéch samci. Pro asexudlné rozmnoZzujici samice je tedy selekéné velmi vyhodné
produkci progesteronu blokovat (Snell and DesRosiers, 2008). Pii fertilizaci embrya je
progesteron nezbytny také pro rozpad karyolemy a pifechod oocytu do druhé faze
meiotického cyklu. Zajimavou otazkou je nariist exprese u hybridnich, klonalnich jedinct
MRNA SRY, ktery je pfirozené lokalizovan na Y chromozomu, jeho regulacni funkce
spociva v aktivaci drah vedoucich k vyvoji testes (upozoriiuji, Ze vSichni analyzovani
jedinci jsou samice). Recentné nebylo néco takového u asexualii publikovano, ziejmé se
jedna o artefakt.

Mezi geny, které maji logickou pfimou spojitost s gynogenetickym
rozmnozovanim, je glykoprotein zona pelucida branici vzniku polyspemického embrya.

Biologicky diferencialni regulace tohoto komplexu u asexualti dava smysl, nebot’ interakce
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vajicka s okolim je pro gynogena klicova. Doposud se vi jen velmi malo o tom, jak
konkrétné je gynogeneze u riznych organismui fizena a otazkou je i to, zda aby doslo
k aktivaci vyvoje, musi spermie vniknout v pfipadé gynogenetického rozmnozovani do
oocytu, ¢i jen pouze externé aktivovat ryhovani neoplozené zygoty. Empiricky je znamo,
ze celkem casto spermie do vajicka nejen vnika, ale i pfimo geneticky pfispiva ke vzniku
embrya (Copernicus, 2003; Janko et al., 2007; Juchno et al., 2015), coz ovSem sebou nese i
to, ze vysledkem je zvySeni ploidie. ZvysSeni z diploidie na triploidii nepiedstavuje zasadni
problém alesponi z hlediska ontogeneze, ale oplozené triploidni gamety davaji vznik
nezivotaschopnym tetraploidnim formam (Janko et al., 2007, 2012; Juchno et al., 2015).
Dochazi-li k inkorporaci genomu spermie k zaniku takovych embryi, pak je takova situace
Z hlediska hybridnich samic selekéné nevyhodna a ptipadnd prestavba zony pelucidy muize
byt Zadouci. Otazkou je, zda k takové piestavbé doslo nasledkem hybridizac¢ni transkripéni
disregulace nebo pod vlivem pozitivni selekce.

Mezi DE geny, které mohou souviset s pfechodem ke gynogenezi, jsou téz
komponenty cytoskeletu, protoze se téZ vyznamné podili na fertilizaci. U hybridnich
jedincti byly detekovany velké zmény hladin RNA nékolika typii aktinu, konexinu,
fibronektinu, myosinu ad. spolu s Ran GTP proteiny "umoznujici" tyto ptfestavby. Inhibitor
polymerizace aktinu cytochalasin B mtze indukovat gynogenetickou aktivaci oocytu, a to i
u vysSich savci, ackoliv embrya zanikaji nejpozdéji ve stadiu blastocysty. Zmeény
cytoskeletu mohou tedy piimo branit vstupu spermie do oocytu (Lee et al., 2014a).

Pozorovali jsme také nabohacenou mRNA pro proteiny vapenatych a draselnych
kanalti ve vzorcich hybridnich oocyt, Aktivace embryonalniho vyvoje silné zavisi na
oscilaci vapenatych a draselnych iontil v cytoplasmé po vniknuti spermie. Protein, ktery je
zodpovédny za aktivaci sperm-specific fosfolipazy C — PLC zeta , neni sice identifikovan,
zato je detailné popsan proces aktivace tohoto receptoru. PCL zeta je lokalizovan
neobvykle v cytoplasmé, kde interaguje s vezikuly PIP2 (sekundarni pfenasecem DAG)
spoustéjici elevaci Ca®* z t&chto vezikult (Nomikos, 2015), ktery nasledné spousti
kortikalni granulovou exocytozu, nutnou pro dokonceni meiotického cyklu a prvni déleni
zygoty. Detailngji, fosfolipazy katalyzuji rozpad fosatidylionositol4,5bisfosfatu na IP3
(ionositol-1,4,5 trifosfatu) a diacylglycerol (DAG). DAG aktivuje proteinkinazu C a IP3
elevaci vapniku granul endoplasmatického retikula. DalSi cesty fertilizace zahrnuji 1
aktivaci D1b (fosfolipaza D1b) a uvolnéni fosatidové kyseliny (PA), kterd se vaze na Src

kindzu skrze SH3 a SH4 domény, ktera pak zahy aktivuje fosfolipazu C aktivujici elevaci
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vapniku. mRNA Src kindzy a epidermdlni ristovy faktor byly taktéZ nabohacena ve
vzorcich oocytld hybridnich jedincti. Elevace véapniku zpiisobuje otevieni chloridovych
kanali — depolarizace membrany zabranujici vniku dalsi spermie (Stith, 2015). Nabohaceni
gend pro vapenaté a draselné kanaly, vCetné aktivacnich drah fertilizace hybrida tak
ukazuje na potencialn¢ dulezité funkcni aspekty souvisejici s gynogenezi, jez by si
zaslouzily hlubsi analyzu.

Ze zkoumani poctu DE geni mezi diploidnimi a triploidnimi jedinci se jevi, ze
polyploidizace nema na hybridni jedince valny vliv, jelikoz je pocCet nalezenych DE gent
minimélni. Nicméné srovnavame-li n€¢kolik riznorodych skupin hybridd, pticemz kazda
kombinace haplotypti mize generovat unikatni sadu DE gend zptsobenou polyploidnim
Sokem. Pfi globéalnim srovnani di — a polyploidii mohou byt jednotlivé individuélni rozdily
v rdmci konkrétnich specifik hybridi odfiltrovany, proto nelze jednoznacné tvrdit, Ze
polyploidizace nema vliv na diferenci v expresi. Na zakladé parové komparace
jednotlivych typti hybridii mezi sebou jsme ale dosli k zavéru, Zze vyznamnou roli nehraji,
nebot’ nebyl zaznamenan exces DE genl mezi skupinami hybrid; majoritu DE genli
muzeme oznaCit opét za mezidruhové diference a to Vv zavislosti na poctu kopii alel
parentalnich genomi. Nejvice DE gent pak bylo pochopitelné nalezeno mezi skupinami
triploida ett vici eet, mezi kterymi je pozorovatelny nejznatelnéjsi nartist poctu DE genti.
Domnivame se, Ze dochéazi v hybridnich jedincich k "zprimérovani" regulace cis exprese
mezi rodi¢ovskymi haplotypy.

Jednim z fenoménd intenzivné studovanych u hybridnich, klonalné se
reprodukujicich typi je deregulace epigenetického aparatu, zejména pak demetylace
transponovatelnych elementti. Pfedev§im "mladé hybridni linie" zaZivaji doslova explozi
aktivity TE (Dion-Coté et al., 2014; Wu et al., 2016). Postupem ¢asu ale dochazi pod
selekci k homogenizaci genomu napt. vlivem genovych konverzi, které mohou zplsobit 1
jejich atlum, aktivace TE skrze hybridizaci je Casto spojovana se speciaci (de Boer et al.,
2007; Chen and Ni, 2006). Aktivni retrotranspozony, retroeclementy, mohou vést k
zasadnim a necekanym zméndm exprese, at’ vélenéni cDNA do nového regulaéni oblasti,
¢i inzerci do funkéniho genu, regulacni oblasti vedouci k jejimu vyfazeni (Feschotte,
2008). Existuji i diikazy, Ze inzerci retrotranspozonu do rekombinazy 8, hrajici zasadni roli
v rekombinaci sesterskych alel v meidze, vznikly nékteré asexualni linie rodu Daphnia
(Eads et al., 2012). Geneze aktivity transpozibilnich elementi je spojena s hybridizaci,

polyploidizaci. TE mohou byt aktivovany stresem — rizné environmentalni faktory. Drahy
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spojené s indukci stresu a aktivaci TE se velmi podobaji. Tento je byl nazvéan jako
polyploidiza¢ni Sok (Guerreiro, 2014).

Ackoliv jsme udélali maximum pro test vySe zminénych hypotéz a k referenci
pridali i kontigy sloZzené na zakladé hybridnich genomu tak, abychom detekovali piipadné
TEs specifické pro asexudlni formy, nenalezli jsme zaddny doklad toho, ze by hybridi, ¢i
polyploidi méli néjakou obecnou tendenci k upregulaci ¢i downregulaci TE. V expresi TE
se spiSe lisi druhy C. taenia a C. elongatoides a hybridni linie se vyznacuji tim, Ze
zachovavaji spise prumérnou hladinu exprese snad vyjma biotypy ett, kde jsme nalezli
nékolik konzistentné exprimovanych TE, které u rodi¢ovskych druhli exprimovany nejsou.
Aktivace TE pifi vzniku klondlni linie lze ovéfit pouze na genomu, a to nejlépe
cytogenetickymi technikami jako FISH, nebo NGS sekvenovani knihoven mate pair (k
detekcim rekombinace), ¢i celogenomovym sekvenovanim a to jak rodicovskych druhi,
tak hybridi.

Timto bych rad piesel od diskuse diferencialni exprese jednotlivych zajimavych
skupin genil k popisu globalni urovné exprese. Z grafi €. 41, 42 PCA s nafitovanymi
gradienty druhové specifické exprese, vyplyva, Ze hybridni formy jsou spisSe pramérné
mezi rodi¢ovskymi druhy v zavislosti na slozeni genotypu, tzn., ze pocet haplotypi v
genomu jednoho rodi¢e je pfimo umérny podobnosti s rodicovskym druhem. Napf.
diploidni hybrid se jevi expresné primérny, intermedidrni mezi rodicovskymi druhy,
zatimco triploid je podobngjsi tomu druhu, od n&jz obdrzel dvé genomové sady.

To, Ze hybridni jedinci se projevuji expresné primérné mezi rodicovskymi druhy,
také implikuje, Ze ani jeden rodiCovskych genomu neni globalné inaktivovan — dédi¢né
metylovan, coz jinak byva ¢asto nalézano u hybridnich komplexd jako feSeni transkripéni
inkompatibility genomd (Wu et al., 2013). Nejzajimavéj$im zjisténim o imprintingu
hybridnich genomi je geneze nového unikatniho vzoru imprintingu u stejnych i riznych
typt hybridnich jedincti nepfispivajici k celkovému epigenetickému vzoru. Tyto mensi
rozdily mezi hybridnimi liniemi se mohou stat zdrojem fenotypové variability hybridnich
linii. Epigeneticka modifikace jsou pfi¢itany spiSe hybridizaci nezli polyploidizaci (Salmon
and Ainouche, 2010).

Nase data ukazuji spiSe jiny vzor — hybridi exprimuji geny celkem vzato striktné
podle genové davky, kterou zdédili od rodi€h. Velmi zajimavé je, Ze tato jejich
primé&rnost, tedy aditivita exprese rodicovskych genomil, je patrna i na jinych, vysSich

urovnich ontogeneze. Gradient zavislosti genotypu byl vysoce prikazné nalezen i z
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pohledu morfologické analyzy (Mgr. Miroslav Pertyl Ph.D., Mgr. Janek Kotusz, Ph.D.,
2015, nepublikovéano). Co je jesté zajimavéjsi, pozorovand aditivita v zavislosti na genové
davce byla patrna i na tak vysoce komplexni trovni jako jsou interakce organismu
s prostiedim. Mgr. Ladislav Pekéarik, Ph.D. studoval environmentalni mikrohabitatové
preference sekavcich druhi a typd hybridd a opét se na gradientu genotypt tt a ee ukazalo,
ze hybridi okupuji spiSe intermediarni mikrohabitatové niky v zavislosti na jejich genotypu
(nepublikovano).

Parentalni imprinting a druhové specificka exprese genu u hybridu:

V nasledujici ¢asti prozkoumame, zda existuji imprintované alely v hybridnich
jedincich, jakym zptisobem zmény koreluji mezi jednotlivymi typy hybridi a jaké funkéni
kategorie genil byly atenuaci zasazeny. NaSe studie odhalila stopy viceméné vyrazné a
velice rozsahlé alel-specifické exprese mnoha gen. Nez se pokusim naSe data
interpretovat, bude jist¢ vhodné diskutovat silné i limitujici stranky naseho pfistupu. Za
vyznamny piinos povazuji to, ze aplikace NGS umoznila skute¢né ,large-scale” studii
témeft celého transkriptomu u vétsiho poctu zvitat, coz by norméln€ mozné nebylo. Fakt, ze
dobfe zname fylogenezi studovanych druhii, ndm navic umoznil kvalitni design studie
s moznosti odhaleni velkého poc¢tu druhové specifickych SNP. Za vyraznou vyhodu
povazuji to, ze jsme naSi studii provedli na referenci s jiz znamym velkym poctem
variabilnich pozic. Tyto pozice byly konzistentné nahrazeny v referenci pismenem ,,N*,
¢imz jsme v podstaté omezili moznost, Zze ready z nékterych alel se budou mapovat na
referenci efektivnéji a tim artificialn€ vnaSet do dat disbalanci.

Potize vSak také byly také nezanedbatelné, mnohé vychazely ze samotné podstaty
dat, jiné byly Vv podstaté typické pro mnohé nemodelové organismy. Za prvé, kvalitni
procteni druhové diagnostickych SNP jsme ziskali jen u relativné malého procenta
studovanych genll. Tento fakt je dan hlavné tim, Ze mnohé geny mély nizké pokryti
zpusobenou jejich relativné nizkou mirou exprese a také tim, Ze genetickd distance mezi
druhy neni nijak velkd. Vzhledem ktomu, ze tytéZ geny mohly byti dost rizné
exprimovany mezi zvitaty (viz pfedchozi kapitola), snizil se jesté vice pocet gentl, u nichz
jsme mohli testy alel-specifické exprese porovnat mezi vzorky (u malo exprimovanych
genii jsme prostd analyzu ASE nemohli udélat). ReSenim by jisté mohlo byt zvyseni
sekvenacniho usili, ale to by mélo jen linearni efekt, a jelikoZ rozloZeni expresni intenzity
mezi geny je zhruba lognormalni, i pfi n€kolikandsobné vysSich financnich nékladech

bychom si pfili§ nepolepsili. Dal§i mozZnosti je tak jako u datasetu pouzitého pro 454
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sekvenovani pouzit normalizaci, kterd exponencidlné¢ zvedne relativni pokryti malo
exprimovanych gent. Nicméné tim bychom do dat mohli vnést velky bias, takze ani tuto
variantu jsme neuvazovali.

Hlavnim problémem vyhodnoceni dat je jejich sekvena¢ni hloubka. V navazujicich
studiich bude nezbytné biologicky zajimavé geny validovat tradi¢nimi molekularné
biologickymi technikami jako alelové specifickou amplifikaci. Ze statistického hlediska
byla data analyzovana zcela adekvatné, ackoliv mohlo byt i pfistoupeno K baysianské
statistice a distribuce likelihood pro navrzené modely mohly vychéazet z vhodnéjSich
distribuci (konjugace) pro nase data (Skelly et al., 2011), nemluvé o zptesnéni prior hodnot
iterativnim pfistupem jako napt. EM (Expectation Maxmization algorithm) (Munger et al.,
2014) pro zajisténi vyssi robustnosti testovani. Toto jsem jiz bohuzel nestihl a budu se to
snazit v navazujicim studiu.

Obzvlaste dalezité je si uvédomit, ze nékteré SNP ¢i geny, které se ndm jevi jako
extrémné vychyleny tak, Ze jsou v podstaté homozygotni po jednom druhu, nemusi byt
disbalancovany viibec. Je totiz mozné, Ze u téchto genli doSlo ke konverzi a sekundéarni
ztraté heterozygotnosti, coz se da zjistit jediné tak, Ze osekvenujeme patticny tsek gDNA a
potvrdime, ¢i vyvratime homozygotnost. Je totiz nezbytné mit na paméti, ze v téchto
extrémnich pripadech nejsme schopni rozlisit mezi stavem dvou alel v genomu, kdy je
jedna z nich umlcena, nebo nedoSlo k jevu zndmému jako genové konverze, tedy
fyzickému nahrazeni jedné alely podle templatu druhé alely. Ptipady, kdy se jednd o
genové konverze, jsme schopni detekovat pouze z genomické DNA; bohuZzel tato analyza
nebyla v této studii zatim provedena, ale v soucasnosti na ni pracujeme za pouziti technik
Sequence Capture.

Uroveti alelickych disbalanci mezi studovanymi hybridnimi modely obecné se
zna¢n€ li8i. Procentualni zastoupeni disbalancovanych alel se mize pohybovat od 73 %
nalezenych napftiklad u kukufice do pouhych 10 % alelicky disbalancovanych genti u mysi
(Zhuang and Adams, 2007),(Cowles et al., 2002). Bohuzel odvozovat zavéry tykajici se
korelace mezi druhovou distanci @ zménou genové davky, ¢i vychyleni disbalancovanych
alel neni redlné, jelikoz studie se zaméfuji zejména na F1 generace, zatimco nase hybridni
linie se sice obecné jevi jako ,,F1%, ale zna¢ného staii.

Ptes masivni sekvenacni usili se vlastné ukazuje, ze genil viibec vhodnych pro nas
test je jen zlomek z celkového poctu. Pokud chceme srovnavat vice typt hybridi najednou,

toto mnozstvi se jest¢ snizuje kvili nekompletnimu priniku mezi zvifaty. Proto se
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domnivam, Ze hledani néjakého konkrétniho genu, ¢i typu gent, ktery je/jsou expresné
disbalancovan/y, nema valny smysl, protoze u vétSiny genii tento test vibec nejsme
schopni provézt. SpiSe ma smysl se ptit po obecnych trendech, coz naSe data jasné
umozinuji.

Domnivame se, ze z analyzovanych dat, které by mély byt nahodn¢ vybrany, je nas
soubor vysledkii ASE je reprezentovatelny pro stanoveni celkové uroven ASE, ackoliv
vétSina genil neobsahuje zadny, ¢i SNP, které nejsou druhové diagnostické. Hlavnim
poselstvim ASE je, Zze u diploidnich hybridi genom druhu C. taenia ¢astéji umlcuje alely
genomu duhu C. elongatoides., tzn., ze C. taenia umlcuje alely genomu C. elongatoides,
coz bylo prokazano i na morfologickych studiich (Kotusz, nepublikovano).

Z naSich vysledkl lze také vyvodit, Ze pomér disbalancovanych alel zavisi na
sloZzeni hybridniho genomu. A to opét zplsobem aditivnim. Mutace v cis regulacnich
mistech méni napft. silu promotoru, enhanceru, ¢i stabilitu mRNA. Zmény v trans regulaci
jsou casto globalniho charakteru, protoze se méni afinita transkripénich faktort k
sekvencné dependentnim loci. Naopak pokud se v cis elementu objevi mutace, postizeny
gen vykazuje nevyvazeny pomér exprese z obou alel. U mutaci vzniklych v trans
elementech rodi¢t nedochazi v hybridnim genomu k disbalanci mezi rodicovskymi alelami
(Shen et al., 2012). JelikoZz pozorujeme relativné vyvazenou ASE genomi hybridnich
jedinct, usuzujeme, Ze v naSich datech prevazuji zejména efekty trans regulace transkripce.
Testovat, zda nami detekované rozdily spadaji do kategorie cis ¢i trans regulace, prozatim
neni mozné, nebot nam chybi informace F1 hybridd. Regula¢nimu vlivu cis a trans
elementi jsou zcela stejné vystaveny jak rodicovské druhy, tak hybridni jedinci (bohuzel
nasi hybridi akumulovali mutace, které mohly vést k novym deregulacim transkripce),
proto je teoreticky mozné detekovat trans slozku alelické disbalance srovnanim
rodiovskych druhd (Bell et al., 2013). Nase data v tomto ohledu odpovidaji zjisténim
hybridnich komplext ryb rodu Poeciliidae (Shen et al., 2012) nebo hybrida ryze (Zhai et
al., 2013).

Umlceni jednoho z rodi¢ovskych genomii byva také zavislé na typu tkane,
vyvojového stadia (Adams, 2007). Ackoliv jsme méli moznost srovnat jen oocyty a jatra,
nenasli jsme mezi nimi tésnou korelaci.

Za dalsi dulezity bod povazuji to, ze u tfady genli jsme nasli konfliktni signal
disbalance obéma sméry. Jakkoliv se toto miize zdat paradoxni, ¢ast takovychto gent je

vysvétlitelné technickymi vlastnostmi dat. Casto jsme totiz vidéli, Ze vétsina SNP
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Vv problematickych genech ma disbalanci jednim smérem a jen jeden, ¢i malo SNP je s nimi
v konfliktu. Toto se neda jednoduse vysvétlit, ze naSe pokryti pfirozené variability
rodicovskych genomu neni idedlni; frekventovan¢ mohlo dojit i1 k situaci, Ze néktery SNP
jsme mylné povazovali za diagnosticky, a on ve skute¢nosti nebyl. Rad bych upozornil, Ze
takova to kontrola nebyva zpravidla soucésti publikaci, které¢ se zaméiuji Cist€¢ analyzu
SNP, ackoliv vysledky vztahuji na uroven genu (Berletch et al., 2015; Crowley et al.,
2015; Gerber et al., 2015).

Ackoliv metylom v této analyze studovan nebyl, identifikovali jsme DE, které jasné
poukazuji na zmény v umlCovani gent. Jelikoz je znamo, ze metylovany cytozin podléha
rychlej$i mutacni rychlosti, je mozné vypocitat pomér mezi CT a GA SNP a tim naznacit,
zda piipadé naseho modelového hybridniho, miize dochdzet k vyssi, ¢i nizs§i mife
epigenetické regulace. Je zndmo, Ze stres vyvolany polyploidnim, hybridizacnim Sokem
muze vyvolat metylaci konkrétnich geni, podobn¢ jako odpovéd’ na environmentalni stres,
kterézto mohou byt po mnoho generaci dédény. V budoucnu plénujeme téz sekvenovat
metylomy hybridnich linii rozdilného stafi, od F1 generace po linie staré az 350 tis let.

Degenerace klonalnich linii?

Vzhledem Kk tomu, Ze jsme se celou dobu potykali s daty pochazejicimi z prevazné
koédujicich oblasti, je prirozené se také ptat, zda nalezneme podporu pro obecné citovanou
teorii Miillerovy Rohatky. V tomto kontextu zdiraznuji, ze design mé prace je pro
takovyto test mimofaddné vhodny: ovzorkovali jsme rodicovské sexudlni druhy, ziskali
jsme téz data z riznych typid hybrida a pfedev§im jsme v jejich ramci méli k dispozici jak
asexualni klony evolu¢né mladé, tak 1 evolucné dosti star¢, u nichz se da efekt akumulace
nesynonymnich mutaci ocekavat predevsim. Testy rohatky se klasicky provadély tak, ze se
ze sekven¢nich dat jednoho kazdého loci (obvykle pochazejiciho z mtDNA, Paland and
(Lynch et al., 2008), (Neiman et al., 2010) byly udélany dva fylogenetické stromy, jeden ze
vSech SNP a druhy jen z kodujicich, poté bylo statisticky testovano, zda vétve vedouci ke
klonalnim liniim maji signifikantn¢ delsi vétve ve druhém typu stromu. Takovyto test u nés
ovsem nepfichdzel v ivahu, nebot’ my jsme pracovali s di-, ¢i polyploidnimi lokusy, které
navic u asexudll byly znacn€ heterozygotni diky jejich hybridnimu plvodu, a tudiz
konstrukce téchto fylogenetickych matic nebyla mozna. Proto jsme zvolili ptistup (Pellino
et al., 2013), kdy jsme v podstaté testovali, zda Ka/Ks pomér se 1isi mezi typy zvifat.

Vysledek analyzy naznacuje mirny nartist aminokyselinovych zdmén u asexuélnich

linii s ohledem na stafi hybridni, asexudlni linie. Tento fakt zapadd do kontextu
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popularnich ,,mutational* teorii o sexu, nebot’ existence Miillerovy rohatky a podobnych
teorif, ¢i jejich derivatl je snad povinné zmifovana v kazdém c¢lanku zabyvajicim se
asexualitou. Nedavna prace (Neiman et al.,, 2010) ukazovala na mtDNA lokusu, Ze
K vy$§imu tempu akumulace nesynonymnich mutaci mize dochazet i u relativné mladych
klont. Nase data naznacuji, ze sekav¢i klony, tieba 1 350 tisic let staré, by mohly mit
vyrazngjsi problém s fitness, diky nartistu nesynonymnich mutaci; nicméné selekéni zatéz
stale neni patrna, alespon tedy ne ve srovnani s jejich sexualnimi protéjsky. Predevsim
bych rad podotkl, Ze studované sekav¢i klony jsou ¢asto dominantami formami sekavci a
uspésné konkuruji svym sexualnim protéjskim (Janko et al., 2012). Nas pozitivni vysledek
Caste¢né neni v souladu s terénnimi daty; je totiz obtizné Si piedstavit, Ze by mutacemi
postizeny klon byl schopen velmi Gspés$né po stovky tisic let trvajici kompetice se
sexudlnimi druhy a jinymi mladSimi klony. Na rozdil od praci dokazujicich existenci
rohatky, fada praci ji také nepotvrdila (Pellino et al., 2013) a (Guex et al., 2002) navic byly
piimo testovany rozdily ve fitness mladych a starych klont zab rodu Pelophylax, ale
nepotvrdily se, coz je také v rozporu s teoretickymi ptedpoklady. (Janko et al., 2011)
pouzil originalni populaéné genetickou metodu pro detekci stop Miillerovy rohatky ze
sekvencnich dat asexualnich komplext jako sekavec a jinych a ukazal, ze data jsou obecné
v souladu s o¢ekavanymi vzory. Potvrzuje se vSak, Ze fada asexualnich taxond jevi vyssi
tempo extinkce ve srovnani se sexualnimi druhy (Liu et al., 2012). Nase data tedy zapadaji
do rostouciho mnozstvi evidence, Ze asexualové zvlasté¢ nesynonymni mutace akumuluji.
Tuto pozitivni evidenci podpofenou nasimi daty pak (Janko et al., 2008) interpretuje tak, Ze
Miillerova rohatka, ¢i jiné podobné procesy existuji. V nékterych analyzovanych modelech
se ale mize stat, ze Casovy interval, po ktery klony existuji, je pfili§ kratky, aby se tento
proces projevil. (Janko et al., 2012) razi teorii, Ze vétSina klont je z populace odstranéna
driftem a jinymi procesy diive, nez se u nich viilbec mohou ,,long-term costs of asexuality*
viibec projevit, coz nase ale data nepodporuji.

Ackoliv je trend dat Miillerovy rohatky jasné patrny, uvédomujeme si, ze dN/dS je
také ukazatelem selekce a Ze k hybridizaci nami studovanych linii dochazelo v dob¢, kdy
druhy C. taenia a C. tanaitica nebyly zcela oddéleny. Problémem je, ze analyzujeme i
ancestralni SNP podléhajicich selekénim tlakiim, které mohou pomér dN/dS falesné

vychylit.
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6 Souhrn

Moje prace méla od svého pocatku velice dynamicky prabeh s fadou zmén podle
toho, jak se postupné¢ ukazovaly problémy a nové otazky souvisejici se slozitosti
analyzovanych dat. Pravé tato komplexita zpilisobila, Ze nebylo mozné se zaméfit na
jedinou otazku naptiklad testu Miillerovy rohatky, protoze prace musela postupovat
Vv jednotlivych hierarchickych krocich, jez se musely také zpétn¢ validovat. Nakonec jsem
tedy prispél odpovéd'mi k n€kolika okruhim otazek, ale na druhou stranu jsem si plné
védom faktu, ze fada zavéra je stale predCasnd a bude vyzadovat dodatecné analyzy pred
publikaci. Céste¢né se tim budu zabyvat v navazujicim PGS.

Kazdopadné moje price umoznila tvorbu a validaci relativné kvalitniho
referen¢niho transkriptomu nemodelového, le¢ védecky vyznamného, organismu, na néjz
teprve poté bylo mozno vérohodné mapovat ziskané sekvence a testovat obsahlejsi
hypotézy.

Urcil jsem také fadu gent, které maji jednoznacné diferencovanou expresi mezi
jednotlivymi formami sekavcl, a dokonce zjistil nékteré obecnéjsi prvky, které jsou
podobné i u jinych asexudlnich organismi, u nichz pfitom asexuality vznikla zcela
nezavisle na naSem organizmu. Na druhou stranu jsem vsak také nasel fadu gend, jejich
exprese se sice také jasné liSila mezi sexudlnimi a klonalnimi formami, ale které u zadnych
jinych organismi doposud nepadly v podezieni, Ze by mohly s asexualitou souviset. Tim
jsem v podstaté oteviel pole pro nasledné cilenéjsi studie, které mohou studovat
biologickou validitu téchto kandidatnich gent.

Transkripéni analyza dale ukazala intermediaritu studovanych hybridi a jasny
»gene dose efekt obecné Urovné transkripce, coz je v izké korelaci s morfologickymi 1
ekologickymi daty mych kolegli. Naznacuje to, ze viceméné¢ linearni efekt genové davky se
u sekavcich hybridl a polyploida projevuje na celé ontogenetické Skale od genotypu, pies
expresi genl, morfologickou plasticitu az po interakce s okolnim prostfedim.

Ukazalo se dale, Ze sice na celotranskriptomové irovni rozhodné neexistuje néjaka
systematickd tendence k umlceni jednoho rodicovského genomu a hybridi viceméné
exprimuji oba genomy (aZ na vyjimky, kdy jsem naSel také jednotlivé geny exprimované
vyhradné alelami jediného rodiovského druhu), na druhou stranu je vSak velice rozsifena
over exprese jedné rodicovské alely oproti druhé u mnoha gent. Smér vychyleni exprese se

kupodivu zdal odliSny mezi jednotlivymi typy hybridi, coz dale mulze pfispivat
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k pozorovanému linearnimu gradientu podobnosti hybridd a di- polyploidi k jejich
rodicovskym druhtim. Nakonec je taky patrné, Ze genom C. taenia Cast&ji umlcuje alely
genomu C. elongatoides. Tyto vysledky se shoduji i s analyzami morfologie hybrida
(Kotusz and Kotusz, 2008), fikajici, ze diploidni hybridi jsou mirné¢ podobnéjsi
s rodi¢ovskym druhem C. taenia.

Za vyznamny nakonec povazuji fakt, ze jsem v praci potvrdil mirnou tendenci
asexuali k akumulaci nesynonymnich zamén, coz také potvrdilo obecné ocekavani.

Myslim si, Ze moje prace patii spiSe ke komplexnéjSim geonomickym studiim,
které na asexualnich organismech byly podniknuty; tomu také odpovida jeji rozsah,
v nékterych ¢ast vSak mozné na tkor jeji kvality. Vysledky, které jsem zde prezentoval,

budu dale rozvijet do formy nékolika publikaci.
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7 Seznam uzitych zkratek

454

A
ASE
blast

blastn

blastx

cDNA
CpG
DAG
DE
DNA
DP
DTT
ee
eet

et

etn
ett

F1
FDR
FISH

gDNA
Gl
GO

Pyrosekvenovani (syntézni sekvenacni metoda zalozena na
bioluminiscenci pyrofosfatu vznikajiciho pfi polymeraci)

adenin

alelové specifickd exprese

eng - basic local alignment search tool

eng - basic local alignment search tool nukleotidové sekvence vici
nukleotidové sekvenci

eng - basic local alignment search tool ptelozenych nukleotidovych
sekvenci do proteinu v 6 Ctecich ramcich vici proteinové sekvenci
cytosin

komplementarni DNA - pochézejici z mRNA

,,0Strovy* cytosinu a guaninu — regulacni fce, promotory
diacylglycerol

diferencidln¢ exprimované geny v ramci definovanych skupin
deoxy-ribonukleova kyselina

sekvenacni hloubka — pocet readii na pozici reference

di-thio treitol, reduk¢ni ¢inidlo

Cobitis elongatoides

triploidni hybrid druht C. elongatoides a C. taenia

diploidni hybrid druhi C. elongatoides a C. taenia

triploidni hybrid druhti C. elongatoides, C. taenia a C. tanaitica
triploidni hybrid druhti C. elongatoides a C. taenia

Prvni filidlni generace

False rate discovery, korekce P hodnot mnohonasobného testovani
eng. Fluorescence in situ hybridization

guanin

genomicka DNA

Identifikator genu

genova ontologie (kontrolovany slovnik pfifazujici genim znamé
atributy molekularni funkce, bunééné lokalizace a biologickych

procest)
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GQ
H3, H1
hprtl
HS
IP3
KEGG

INcRNA
LOH
lom300 ex N

lom300tf

MDS

MQ
mtDNA

nn
non-POU
ORF
PCA
PcoA
PCR

PE

PGS
PGS
PLC

QD
gPCR

genotype quality, phred score

Histony

Hypoxanthin fosphoribosyltransferasa 1

housekeeping gen, stabiln¢ exprimovany gen ve vSech tkanich
ionosin-3-fosfat

eng - Kyoto Encyclopedia of Genes AND Genomes, databaze
signalnich a metabolickych drah

dlouh¢ nekdujici RNA

eng — loss of heterozygosity, ztrata heterozygotnosti

extendovana verze transkriptomu o hybridni kontigy, které nejsou u
druhu C. taenia exprimovany (N znaéi zaneseni ,N“ baze na
polymorfni pozice)

jatra oocyty 300 bp limit, druhu C. taenia (454 normalizovany
transkriptom), finalni verze

mnohorozmérnd analyza — multidimenzionalni skédlovéani (v ptipadé
uziti euklieanské distance je vysledek ,,identicky* s PCA)

kvalita mapovani uddvana v Phred skore

mitochondridlni DNA

ambiguidni baze (A, T, C, ¢i G)

Cobitis tanaitica

gen koédujici Non-POU oktamer vazajici doménu

eng — open reading frame, otevieny ¢teci ramec

mnohorozmérna analyza — analyza hlavnich komponent
mnohorozmérna analyza — analyza hlavnich koordinat

eng — polaymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
eng - pair end, sekvenovani fragmentu ssDNA v obou smérech
Primordialni zdrodecné bunky

primordial germ cell, primordialni zarodecné bunky

fosfolipaza C

Phered skore: zaporny dekadicky logaritmus pravdépodobnosti
pfecteni chybné baze

quality depth, konfidence SNP berouci v potaz sekvena¢ni hloubku

kvantitativni polymerizacni fetézova reakce
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RLE
RNAseq, rna-seq

RPKM/FPKM

rpl13a
SE
SeqCap

SH2, SH3
SNP

SRY

SS

T

TC

T™M

tt

uQ

UTR

VCF
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