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Uvod

Diplomova prace se zabyva historicky starou, le¢ stale zcela nevytfeSenou
problematikou evoluce sexudlni reprodukce, speciace a hybridizace. Pro studium
asexuality existuje excelentni modelovy komplex relativné blizce piibuznych druhid
kostnatych ryb rodu Sekavec produkujicich viabilni potomstvo vzniklého 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 druhi 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 da povazovat za dukaz
objektivni existence druhti (Fontaneto et al. 2007). Druhy mohou vznikat rtiznymi
zpusoby, ale pfinejmensim pro sexudlni organismy proces speciace vyzaduje existenci
mechanisml omezujicich genovy tok mezi druhy. Ty byvaji typicky kategorizovany jako
pre a post zygotické. Vyzkum speciace ukazal, Ze mezidruhové diferenciace mize byt
zpusobena nékolika dibergovanymi geny velkého ucinku (e.g. (Mihola et al. 2009))
zatimco zbytek genomu muze podléhat vyrazné admixii (e.g. (Nadeau et al. 2012)). Mozna
vSak je také ucast mnoha genli s malym, ale epistatickym u€inkem, které mohou byt
loializovany do specifickych oblasti v genomu, ¢i vyrazné roztrouSeny (rev. in (Seehausen
et al. 2014))(see e.g. (Parchman et al. 2013)).

At jiz vSak ke speciaci dochazi jakkoliv, zda se, Ze speciacni proces mé charakter
kontinua, kdy je mira reprodukéni izolace mezi druhy imérna jejich genegické ditanci —
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. Napiiklad u ryb (Russell 2003)
hybridizujici blizké pary druhil vytvateji oboustranné plodné potomstvo, ale se zvySujici se
distanci mezi druhy vzriistd 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 znamo, ale ma se za to, Ze dva nesourodé genomy v jedinci nedokazi uspésné
kontrolovat slozity meioticky aparat, coz mize vést k produkci neredukovanych gamet.
((Schultz 1969); (CARMAN 1997); (California 2008)). (Moritz et al. 1992) si v§iml, ze
proporce neredukovanych gamet u hybridi stoupa s divergenci jejich rodic¢t a navrhnul
tzv. Balance Hypothesis, ktera predikuje, Ze ke vzniku trvale asexualni liniec mtze dojit jen
tehdy, kdyZz jsou parentadlni genomy dostatecné¢ vzdaleny, aby jejich kombinace vedla
k disrupci meiosy, ale ne tak vzdaleny, aby byla vyrazné postizena fitness hybrida. Tato
hypotéza koreluje s pozorovanimi, ze znadmé hybridni klondlni formy pochazeji
Z hybridizaci druhti, které nejsou sesterské, ale vzdy je mezi nimi jistd vétSi 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

meiosy.
1.1 Asexualita

Termin asexualita je pouzivan predev§im ve spojeni s eukaryotnimi organismy,
jelikoz vyluéné eukaryota piesla ve svém vyvoji k "pravému" sexualnimu rozmnozovani.
Asexualitu vnimame jako stav reversovany, kdy organismy pieSly od sexualni formy ke
klonélni reprodukci zabranujice rekombinaci sesterskych alel a zménam redukéniho dé€leni,
at’ jiz endoduplikaci genové sadky nebo preskocenim redukcni faze meidzy endoduplikaci
po redukéni fazi. Jelikoz je meidza velmi komplexnim procesem, nemiliZzeme fici, Ze by
existovala sada jedine¢nych zmén podmifiujici zvrat ke klonalni reprodukci (Bengtsson
2009). Termin asexualita je ale tradicné pouZzivan 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 preskoeni redukce

gamet také Casto vedouci ke zménadm ploidie. Korelace mezi polyploidii a asexualitou je



velmi té€sna. Polyploidie je pro meioticky cyklus velmi nevyhodny stav, protoze zpisobuje
pocetni aberace v genomu, ¢astym produktem je vznik aneuploidii, zejména pak v piipade
orthoploidie. Az na vyjimky vznik polyploidni sddky genomu neni spojen s redukci
genomu, ale pravé naopak, uroven ploidie bun€k zustava vétsinou konstantni (Bengtsson
2009). S asexualni reprodukcei je rovnéz izce asociovana hybridizace, protoze hybridizace
muze 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.

2.1.1 Mechanismy vzniku neredukovanych gamet

Zmény v meidze vedouci k asexualnimu rozmnoZovani byly studovany a to velmi
detailné u rostlin, proto se v této Casti zamefim predevsim na né€. Principy alteraci meidzy
jsou ale univerzalni a nevztahuji se exklusivné na fisi rostlin.

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

Meiotickd faze 1 je charakterizovanou parovanim a rekombinaci v mistech
chiasmat. Zmény v proteinech zasadnich pro profazi I vedou nejcastéji porucham péarovani
sesterskych chromatid a tedy vznikli univalentli, coZ vede k disbalancované segregaci
anafazi I a disbalancované segregaci v anafazi II, predev§im pokud také dojde k pfedcasné
ztraté kohezinového kompexu mezi sesterskymi chromatidami, napt. diky mutaci v
rekombinaze 8 (De Muyt et al. 2g009). Tato situace byla mnohokrat popsana jako nasledek
mutace v komplexu dyad/SWII (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 mald zména v spravné regulaci hladiny cyklinli mezi fazemi I a 11
meidzy, miize vést k syntéze DNA — vloZeni S faze a tvorb€ diploidni gamety. Za replikaci
mezi meidzou I a II je napt. zodpovédny CYCAI a CYCA2, ¢i OSD1 (neznama funkce,
pravdépodobné moduluje funkci CDK skrze aktivaci APC kompexu) branici vstupu do
druhé faze meiotického cyklu. Vznikaji tedy dvé diploidni, nikoli ¢tyfi haploidni gamety

(Wang et al. 2010). Dalsi cestou vedouci k neredukovanym gametam je mechanismus
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spojeny s orientaci chromosomi na vieténku b&hem meidzy II, kdy je nutno fyzicky
oddélit dveé delici vieténka (Ramanna and Jacobsen 2003); tento mechanismus se nicméné
mezi zivoCichy a rostlinami mirné lisi. Krytosemenné rostliny po prvni telofazi I zlstavaji
ve spolecené cytoplasmé az do druhé cytokineze. Organizace, orientace d¢licich vietének
musi byt proto pfisné kontrolovana. Zde mizeme napiiklad uvést mutanty genit Atpsl a
jason zpusobujici preskupovani chromozomi oddélenych po telofazi I, kdy kazda diploidni
bunika mize obsahovat i chromatidy homolognich chromozomu. Vznikaji dyady, triady
balancovanych, ¢i disbalancovanych konstituci diky fuzim mikrotubul, ¢i jinym
preskupenim dé¢licich vietének (d’Erfurth et al. 2008). Nicméné toto se d€je pouze u
samCich gamet, sami¢i meidza II se vyznacuji jinou tfidimenzionalni organizaci. Dalsi
problémy mohou nastavat také béhem cytokineze, ale ty nebudou rozvedeny, protoze se

exkluzivné vztahuji pouze na samci pohlavi.
2.1.2 Gynogeneticka forma reprodukce

Gynogenese, jak vyplyva z ndzvu, oznacuje materialni ptivod genomu (antonymem
by byla androgeneze — eliminace maternalniho genomu a splynuti dvou spermii).
Gynogenetickd reprodukce (na spermiich zavisld partenogeneze, botaniky nazyvana
pseudogamie) je oznaceni jedné z forem klonalni reprodukce dependentni na spermiich pro
iniciaci déleni oocytu. Genetickd informace opa¢ného pohlavi se az na vyjimky zadnym
zpiisobem nepodili svou genetickou informaci, nepiedava ji do dalsi generace. Samice se z
tohoto pohledu chovaji paraziticky, jelikoZz samec z oplozovani vaji¢ek prakticky nema
zadny benefit, naopak "plytva" energii. Donor spermii mizZe byt i hermafrodicky jedinec.
K syngamii, fuzi buné€k, zpravidla nedochdzi, pokud ano, zygota zanika, nebo muize dat
vzniku jedinci polyploidniho genomu, pificemZ paternalni genotyp byva transkripéné
umlcen. Jak bylo feeno, meiotickych alteraci vedoucich k zachovani ploidie pohlavnich
bunék, je mnoho. Gynogeneze byva spojena z polyploidii a to linii tvofenou gpouze
samicemi nebo hermafrodity. Gynogeneze byla nalezena u kmend Chordata, Mollusca,

Annelida, Arthropoda, Rotifera a Platyhelmites (Beukeboom and Vrijenhoek 1998).

2.1 Teorie uspéchu sexualni formy reprodukce

K ¢emu je sexualni reprodukce vitbec zapotiebi, kdyz je mozné zvolit cestu naro¢né

klondlni reprodukce? A to z mnoha hledisek, sexualni reprodukce vyzaduje mnoho
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energieg a Casu 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 pifenaseci gamet, atrakce partnera a soupeteni. Fitness obou pohlavi
musi byt stabilizovan i pfes Casto bizarni morfologické rozdily. Sexualni druhy musi
udrzovat jistou densitu jedinct populace pro UspéSné parovani. Také vyvstava otazka
konfliktu mezi pohlavimi, samec casto investuje do vyvoje potomka méné energie.
Hlavnim argumentem je ale fakt, ze fitness klonalni reprodukce je 2x vyssi nezli u sexualni
reprodukce — hypotéza nazvana "two-fold cost of sex" (Flegr 2007). Selekéni koeficienty,
se kterymi je bézné pracovano v populacni genetice, se malokdy blizi hodnoté 0.5. Tedy
pro¢ doslo u bezmala 98 % eukaryot k piechodu k sexuélni reprodukci?

Hledisko kratkodobych pifinosti vysvétluje hypotéza synergistické epistdze. V
pfipadé, ze na jednom chromosomu koexistujici mutace majici rtizné 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 n¢kam 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 davaji hostiteli velkou vyhodu v obrané pied
parazity (Flegr 2007)(Salathe et al. 2008). Naopak u hybridl, asexuali by se dal ocekavat
diky heteroznimu efektu, odliSnému fenotypu od obou rodi¢li doCasné opaény efekt.
Odbocime-li mirné od generalizovaného tématu; u studovaného komplexu
gynogenetickych ryb s rodiCovskymi druhy rodu Cobitis nebyla tato korelace
detekovatelna, i kdyz byla potvrzena rozdilna preference mikrohabitati (Kotusz et al.
2014), morfologie, fyziologie a exprese na urovni celé¢ho transkriptomu odlisna od obou
rodici.

Z pohledu dlouhodobych vyhod sexualni reprodukce hovofime o DNA reparaci: u
samce. DNA reparace, moznost vyuziti nadpocetné kopie DNA k reparaci HEJ, NHEJ je
spjata spiSe s polyploidizaci haploidniho genomu, kterd je ale také spojena s nastupem
sexudlni reprodukce. Hlavni vyhody sexudlni reprodukce popsal Fisher-Miiller.
Ptedstavme si situaci, kdy mame dva loci a cCtyfi alely, napt. dvé dominantni a dvé
recesivni alely, pficemz dominantni alely leZi na jiném loci neZ recesivni alely. Reknéme,

ze pro adaptaci v novém prostiedi je vyzadovdna piitomnost obou recesivnich alel v
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jedinci, nejpravdépodobnéjsi situaci je tedy stochasticky vznik mezi ¢leny populace. V
klonalni linii je nezbytné "vyckat" na pifitomnost recesivnich alel loci v jedinci, zatimco
sexualni reprodukce dava moznost spojeni a rekombinace loci mezi jedinci, a tak i
rychlejsi adaptabilité. Miiller navrhl dalsi pielomovou hypotézu ve studiu asexuality:
Miillerova rohatka. Ta tika, ze rekombinace neni jen schopna kombinovat vyhodné mutace
pro urychleni adaptace, ale muize zbavit genotyp nevyhodnych, Skodlivych mutaci.
Zjednodusme situaci nasledujicim zptisobem: mutace maji nezavislou fitness, ke zpétnym
mutacim témét nedochazi a populace je mé nekonecnou efektivni velikost populace (drift
nehraje roli), pak primérny pocet mutaci na chromosomu bude nepfimo umérny mutacni
rychlosti. U klondlnich glinii tedy s kazdou generaci musi zakonité klesat fitness a neni
cesty zpét, reverzni mutace a vyskyt selekéné¢ vyhodné mutace je spiSe ojedinély jev.
Hlavni roli v procesu degenerace tedy hraje efektivni velikost populace, drift. Naproti tomu
u sexudlni reprodukce preskupenim vazebnych skupin muze dojit k rychlé purifikaci
mutaci s nepfiznivym vlivem na fitness. Miiller (1964) se dival na evoluci perzistence sexu
spiSe z pohledu asexualnich linii; existuje téZ hypotéza Kondrashovy sekerky (Kondrashov
1993), ktera se naopak na problém akumulace nesynonymnich mutaci diva z pohledu
vyvoje sexualnich druht. Kazdopadné spoleénym jmenovatelem teorii Miillerovy rohatky
a Kondrashovy sekerky je fakt, ze nesynonymni mutace vedou k snizeni fitness
(Kondrashov 1988) (Kondrashov 1993). Kondrashov piedevs§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 miize byt zna¢né¢
zpomalen (Kondrashov 1994). Ackoliv se asexualni linie zdaji byt evoluéné mrtvé, bez
vyznamu, opak je pravdou.

Asexudlni linie mohou diky sniZeni efektivni velikosti populace (selekce na pozadi)
a driftu piezit opravdu dlouhou dobu, takovym piikladem je ¢eled’ rotifera rod bdelloidea,
kde zname asexualni linie staré 35 — 40 miliona let (Waggoner and Jr 1993), jejich stafi
muze byt ale az dvojnasobné (Mark Welch and Meselson 2000). Asexualni linie vznikaly v
evoluci druht nezavisle, mnohokrat a ¢asto velmi vyrazné ovlivilovaly vyvoj druht, ze
kterych vznikly; at' jiz urychlily separaci druhii, nebo se naopak staly konkurenty,
sexualnimi parazity snizujici celkovou fitness obou, ¢i jednoho druhu. Vznik klonélnich
linii se v evoluci opakoval nesCetnékrat. "Mirnd zatéz parazitli spolu s rozumnou mirou

mutacni rychlosti miize poskytnout sexu obranu proti opakovanym invazim klona."
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(Howard 1994). Asexualni hybridy mizeme také oznacit za jeden z mezistupiili evoluce
druht.

Sexualni reprodukci mizeme ale také oznalit za evolucni past, protoze vedla k
vyvoji genomického imprintingu mezi pohlavimi, ktery brani alternativnim formam
prvni fik4, Ze imprinting vznikl jako nasledek konfliktu mezi pohlavimi diky rozdilnym
investicim do vyvoje a vychovy nové generace. Piikladem mohou byt geny pro rust
placenty, napi. 1gf2 (Moore and Haig 1991), nebo notoricky znamy gen medea. Druha
teorie vyzvedava vyznam evolucni, prezence alel v genomu rozdilného fenotypu, pficemz
pouze jedna alela je exprimovana, muze hrat zasadni roli adaptabilité, plasticité organismu

— se zm&nou prostiedi mize dojit ke zméné imprintingu alel (Beaudet and Jiang 2002).

3.1 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
rozruznila do nékolika druhd 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 jednd o vétsi pocet druhii a jejich néaslednych 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 druhu, tudiz ¢istd diploidni
forma ma toto oznaceni — u dalich druhti tomu bude analogicky), C. tanaitica (nn), C.
pontica (pp), C. taurica (cc) a C. elongatoides (ee). Jak ukazano, tyto druhy se velice
ochotné kiizi a do dnesni doby bylo popsano mnoho typt hybridi v riznych kombinacich
véetn¢ polyploidnich: et (tzn. e x t), en, ec, eet, ett, een, enn, a dokonce i trihzbridnich
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, dochdzelo k sekundarnim kontaktim mezi viceméné alopatrickymi druhy a

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 klonalné a to gynogeneticky (Janko et al. 2007),
(Choleva et al. 2012), pficemz dochazi ke tvorbé klonalnich vaji¢ek, ktera jsou posléze
oplodnéna spermiemi samct rodi¢ovskych druhti, avSak genom spermie je obvykle znicen
a oplozeni pouze iniciuje déleni a vyvoj klonalniho vajicka. Tyto a podobné asexudlni linie
jsou Vv literatute 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, av§ak mize dochazet
k jednosmérnému genovému toku z rodi¢ovskych druhti a inkorporacim jeho genomii. Tak
doslo k tomu, Ze nejstar§i zndma asexudlni hybridni linie patrné vznikla pfed cca 350ti tis.
lety jako diploidni EN forma, ale postupem ¢asu dala vznik mnoha nezdvislym triploidnim
Klonalnim liniim o genomové kompozici een, enn i etn. Proces polyploidizace nekonéi na
triploidni Urovni, ale pokracuje déle k tetraploidizaci; nicméné z doposud neznamych
divodu tyto tetraploidni linie nejsou GspéSné a az na vyjimky netvoii perzistentni klonélni
linie (Janko et al. 2012). Ve skute¢nosti tetraploidni zygoty vykazuji fadove vyssi timrtnost
nez zygoty triploidni (Juchno and Boron 2006).

Ackoliv o cytologickych mechanismech klonality neni u evropskych sekavci
mnoho znamo, Ize se na zaklad¢ s jejich vzdalenymi asijskymi pfibuznymi (asexualni linie
japonskych Misgurnus anguilicaudatus; (Zhang et al. 1998)) domnivat, ze ke klonalité
dochazi pomoci tzv. ,,premeiotické¢ endoduplikace*. Oogonie se pred vstupem do meiozy
endoduplikuji — z diploidnich, nebo triploidnich oogonii se stanou tetra- nebo hexaploidni
oogonie - a ty pak vstoupi do ,,normalni“ meiosy s rekombinaci a segregaci. Avsak
K tvorbé bivalenti dojde jen mezi sesterskymi chromosomy vzniklymi endoduplikaci,
proto rekombinace nevnasi do potomstva zadnou variabilitu a vysledkem je vzhledem
k somatické tkani neredukovana klonalni gameta.

Na rozdil od klasickych ptipadi hybridizace se sekav¢i hybridi nezdrzuji jen
v uzkych hybridnich zoénach, kde dochazi k reprodukénimu kontaktu rodi¢ovskych druht,
ale expanduji do zazemi jednotlivych druht tak uspésné, 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 tspé$né kompetovat s rodici, uzirat jim zdroje,
menit jejich populacni hustoty, a dokonce, jak matematicky dokazano, jsou schopni i

vyrazné ovliviiovat biogeografii rodi¢ovskych druhti tim, Ze omezuji jejich pocty a tim 1



Sanci expandovat (Janko and Eisner 2009). Nicméné z dlouhodobého hlediska slouzi jen
jako evoluéni ,,zumpa“ pro genomy, které se do nich dostanou pfi jejich vzniku. To proto,
Zze neni zndm zatim zadny zplsob, jak by mohlo dojit ke zpétnému genovému toku
Z klonalnich hybridi zpét do sexudlnich druhti. Takze pokud skutecné¢ klony casem
podlehnou zminénym procesiim jako Miillerova rohatka, vezmou s sebou do hrobu celou
svoji genetickou vybavu aniz ji mohly nékomu ptedat.

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 gend mezi druhy, na druhou stranu zde mame
vzhledem Kk velkym arealim jeden znejvétsich znamych piipadi fixace cizorodé
mitochondrialni genealogie v Zivoci$né fisi.

Sekavec se tedy jevi jako zcela excelentni modelovy taxon umoznujici studovat, jak

spolu souvisi speciace, hybridizace, asexualita i polyploidie.
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Schéma ¢. 0: Na obrazku a) je znazornéno geografické holocenni §iteni druhii C. elongatoides a C. taenia. Na
obrazku b) je schématicky vyobrazeno, jakym zpisobem dochazi k hybridizaci mezi druhy C. elongatoides ,
C. taenia a C. elongatoides. Schémc) je mapa stfedniho toku Odry a jejich pfitokii na uzemi Polska, hybridni
zOony mezi druhy C. elongatoides a C. taenia, body vyznaéeny Cervené vyznacuji habitaty druhu C. taenia,
zatimco Zluté body oznadéuji druh C. elongatoides. Pievzato z (Janko et al. 2012).

4.1 Vliv hybridizace a polyploidizace na transkripci

Polyploidie je dédi¢ny stav vyznacujici se zmeénou celkového stavu poctu chromosomi.

Polyploidie je velmi béZnd mezi rostlinami, kde se predpokladda, ze piiblizné 80 %



krytosemennych rostlin vzniklo duplikaci, at’ jiz z mezidruhového kiiZeni nebo autogamii
(Otto and Whitton 2000). Polyploidie je nepravem vnimana jako stav evolu¢né, selekéné
nevyhodny pifimo vedouci pouze k extinkci, a tedy bez evolu¢niho vyznamu. Naopak
ukazalo se, ze polyploidie zejména tetraploidni stav se udal v evoluci mnohokrat a casto
vedl k neofunkcionalizaci gend, rapidni zméné komplexity organismu, jelikoz jedna z
genovych kopii se stala redundantni, vedl k uniku pied specializovanymi parazity (Weiss-
Schneeweiss et al. 2013).

Hybridizace je zejména, a nejen u rostlin, velmi vyznamny evolu¢ni podnét. V
ptipad¢ kompatibility genom, transkriptomt dochézi €asto k jevu heterdzy (nové vyhodné
rodice. Tento jev ma zcela zasadni hospodaisky vyznam (Xing and Zhang 2010). Hlavni
hypotéza tazajici se na efekt transgrese hybridii vidi pfi¢inu v modifikaci genové exprese.
Molekularni mechanismy podtrhujici tyto zmény hybridnich genomii poukazuji na
genetickou povahu dominance parentdlnich alel. Obecné muze dojit k narustu pfinosné
gentické variability novych kombinaci alel (Birchler et al. 2010).

Geny, které se projevuji domiantné trangresivné, mohou byt diileZité pro hybrida z

hlediska drastického vlivu na fenotyp (Chen 2010).

V pripadé¢ triploidizace, jak se napiiklad d&je vnesenim tfetiho haplotypu do
genomu diploidniho hybrida pfi procesu gynogenetické reprodukce, mohou nastdvat
vaznéjsi problémy a to pfedevSim z hlediska epigenetickych zmén a regulace transkripce.
Z toho divodu jsou pro viabilitou takovych jedinci nezbytné zasahy na urovni genu ve
formé imprintingu, hetrochromatizace jednoho z genomil a zachovani piivodni regulace
jednoho z rodiovskych druhli. V opaéném piipadé, ktery neni ojedinély, mize triploidni
jedinec ziskat vyssi fitness, a to nejen z divodu energeticky méné naro¢né vyhodné&jsi
klonalni reprodukci, ale 1 heter6znimu efektu.

Pokud je nové polyploidni genom viabilni, nastavé zasadni problém pii meiotickém
déleni redukéni faze — vysoka frekvence vzniku aneuploidnich gamet v zavislosti na typu
ploidie. Situace u autopolypoidi se odliSuje v tom, Ze jsou schopni formovat
tetravalentniho stavu — mohou vznikat abnormalni segregacni profily (Comai 2005). Pfi
tvorbé gamet anortoploidniho jedince nelze ziskat balancovany stav gamet Zadnym

znamym mechanismem. Produktem anafdze I jsou nejcastéji anuploidni bunky.



V piipadé¢ gynogenetického rozmnoZzovani triploidnich jedinc existuje vice
scénaii meidzy. Maji ale spolecné rysy, kdy chromosomy jednoho druhu mezi sebou
preferencné paruji a vytvareji bivalenty, protoZze jsou si sekvenéné podobnéjsi. Jeden z
chromozomt tedy zlstava nesparovany a v nékterych piipadech mtize dojit i k jeho ztrate.
Podobny systém existuje i u vyssich obratlovct druhu Rana (Morishima et al. 2008).

Gynogentické rozmnozovani hybridniho jedince P1 generace vyzaduje néckolik
podminek. Sesterské chromatidy nesmi byt béhem anafaze spojeny — ztrata koheze,
rekombinace — narusenim funkce kinetochoru, rekombinazy ad. (Qi et al. 2006). Nesmi
dojit v anafazi I k redukénimu délent.

Jakym zptisobem hybridizace spousti klondlni, gynogenetické rozmnozovani u
zivodichu, neni pfili§ znamo. U druhu Daphnia pulex byly nalezeny pohlavné ovlivnéné
dominantni geny, které mohou stat za kontrolou vzniku neredukovanych gamet. Konkrétné
se jedna o komplex nezavisle segregujicich ¢ty epistatickych dominantnich gent (Lynch

et al. 2008).

5.1 Hybridizace, polyploidizace a imprinting

6.1 Metody studia transkriptomu a imprintingu

Recentni vyvoj masivné paralelizovanych sekvenaénich technologii posunul smér
kvantitativni transkriptomiky o velky skok kuptedu. Naprostd vétSina produkovanych dat
dnesnich dnii je generovana pievazné na principu syntézy z divodu nejvyhodnéjsiho
poméru ceny za sekvenovanou bazi spolu s rozumnou chybovosti (illumina), kterou lze
statisticky snadno "podchytit". Jeden typ dat pfevazuje piedevsim diky uZzivatelim, 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 bun¢k, cDNA asociovanou s ur€itym typem RNA
vazajicich proteinli, analyza sestfihovych variant, malych RNA, a dal$i. Diky nepteberné
moznosti designii experimentli, vysoké reproducibilit¢ a cené, vytlacilo masivni

sekvenovani nové generace microarray technologii do propadlisté déjin. V piipadé analyzy



transkriptomu neni ani potfeba referencniho genomu, existuje tedy moznost pracovat i s
nemodelovymi organismy. Nicmén¢ de novo assembly cDNA je nutno vénovat i piesto
trochu pozornosti, vlastni assembly je dnes sice pln¢ automatizovany algoritmicky
(ptevazné aplikovany algoritmus de Bruijn grafti) a velmi pokrocily proces schopny
dobrych vysledki i s ready okolo 50 bp porovnanim s vysledky assembly podle
referen¢niho templatu genomu (Grabherr et al. 2011). Dynamicky rozsah méfeni RNAseq
(sekvenovani RNA) se odviji pfedevSim od hloubky sekvenovani - kolik "prostoru" ma
fragment k hybridizaci na sekvenac¢ni desticku, 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.
Izolovanda RNA (adekvatni integrity) je tepelnym Sokem na odpovidajici distribuce
fragmentl, které jsou piepsany na zaklad¢é polyA fetézce nebo nahodnych hexameri do
cDNA (Casto se spike kontrolami). cDNA je opatifena sekvenénimi kody (barcode) tak, Ze
na reparované konce fragmentl je pfidan adenin terminalni polymerazou, ktera zvysSuje
uc¢innost ligace s barcode dsDNA. Barcode slouzi k rozeznani vzorku v ptipadé¢, 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 pripad¢ poklesu kvality na koncich readii jsou takové baze umazany. Nyni muze byt
provedeno de novo assembly, ¢i mapovani na jiz pfipravenou referenci. Sestavené cDNA je
ale nutno mnoha rozdilnymi pfistupy kontrolovat, napt. definovat transkribovaou oblast,
anotovat je, predikovat nekodujici RNA, identifikovat rRNA (pokud nebyla aplikovana
adekvatni metoda snizeni kompexity RNA) a dalsi (Wilhelm and Landry 2009). Piiklady
zminénych kontrol jsou mnohdy opomijeny a mohou vést k zcela Spatnym interpretacim
vysledkl (Lovén et al. 2012).

BohuZzel 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 zpiisobovat problémy pii
sekvenaéni reakci. Délka exonu ne vzdy musi odpovidat délce cDNA. Pii ptipravé
knihovny mohou vznikat PCR amplifika¢ni artefakty. Bias miZze v kone¢né fazi zpusobit i
volba nevhodného softwaru pro provedeni alignemntu. Neékteré programy — at' uZz
vyuZzivajici referenci genomu, nebo ne - mohou stanovit pocet sestfihovych variant a
skupin, jde 0 matematicky i vypocetné slozity proces zacinajici s bipartitni grafy; cilem je

najit fetézec s maximalnim poctem bipartit, prekryvajicich se fragmentti feSenim Dilworth,



¢i Konig matematickymi teorémemy (Dilworth 1950). Reprezentovatelnost septiihovych
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 —
napf. nemame sestaveny kompletni sekvence ¢cDNA, nebo ready s konkrétni hranici
které vykazuji dobrou shodu i s jinymi misty v referenci.

rozdili vuci referenci,
Jednozna¢na odpovéd’ neexistuje, zde ma vyznam spise konzistence analyzy mezi vzorky

Dftive nez se pokusim o popis statistickych metod, upozornil bych rad ctenare bez
povrchové znalosti tématu na nutnost spravné volby designu experimentu. V zadném
pripadé neni akceptovatelné analyzovat smés dat rozdilnych designti spole¢né€, protoze
statistické metody detekce DE gent se zaméiuji na konkrétni design, ve vétsiné ptipada

blokovy, nebot’ dneSni sekvenacni platformy disponuji velkou kapacitou. Schéma dvou

moznych RNAseq designtl je znazornéno na Obr. €. 2
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Obr. ¢. 2: Znazornéni pouzivanych designi RNAseq experimenti; pievzato z (Auer and Doerge 2010)

Prvnim krokem analyzy diferencidlni exprese je ziskdni samotné informace poctu
namapovanych readl 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 knihovnami geny a
sestfihovymi variantami (Pickrell et al. 2010). Nejtrivialngj$im pfistupem, jak zajistit

normalizaci vzhledem k délce genii a sekvenacni hloubce, je RPKM (pocet readi na



kilobazi na milion mapovanych readit). Bohuzel RPKM neni vhodna normaliza¢ni metoda
napf. pro cDNA ziskanou metodou nahodnych hexamerd (random primimg), protoze je
castecné zavisla na sekvencnim slozeni, a tedy ani pokryti cDNA reference nemusi byt
uniformni (Hansen et al. 2010). Problémem je také mylny pifedpoklad homogenity mezi
vzorky. Pfikladem mohou byt geny silné¢ exprimované u jednoho vzorku, které "brani"
sekvenovani cDNA jinych nizce exprimovanych geni, pfi¢emz situace u jiného vzorku
muze byt jina, jinymi slovy, ackoliv zname celkovy pocet readu v knihovn€, mnozstvi
celkové RNA mezi vzorky se muze liSit v zavislosti na slozeni RNA. Z toho diivodu byly
vytvofeny sofistikovanéjsi pfistupy. Prvnim z nich je TMM (trimmed mean of medians).
Pro kazdy testovaci vzorek je spoCitan vazeny prumér logaritmovanych poméri mezi
referenci a testem po vylouceni genl s nejvétsim pomérem reference / test. Referencni
hodnotou je pocet readii na sekvenacni desticce, test znaci pocet readu ve vzorku. Slabé
exprimované geny by mély mit TMM blize 1 (Robinson and Oshlack 2010). Na podobném
proncipu funguje normaliza¢ni metoda DESeq, ktera ale pocitad normalizacni faktor jako
podil geometrického primér poméru vSech vzorki a medianu vzorku a opét ziskdvame
pomér blizici se 1 s predpokladem, ze vétSina genli neni diferencidlné exprimovana
(Anders and Huber 2010). Ackoliv existuje velké mnozstvi normaliza¢nich metod, TMM a
DESeq jsou nejvice preferovany pro svou robustnost a univerzalnost.

Statistické analyzy diferencidlni exprese vychdzeji z predloh pro analyzu
microarray dat, protoZze normalizovand data obou metod vypadaji velmi podobné, pokud
nejsou déle transformovany. Prvnim pfistupem, ktery je dodnes soucésti pouZivanych
statistickych programti zamétenych na RNAseq je "nafitovani" dat na poissoniiv model,
ktery dobfe vystihuje trend dat, nicméné neni schopen pfili§ dobfe "zachytit" biologickou
varianci dat (Dillies et al. 2013). Diky tomu vnasi poissontiv model vice chyb 1. fadu —
faleSn¢ pozitivnich vysledkli podhodnocenim variability mezi biologickymi rerplikaty
(Langmead et al. 2010). Recentné jsou data "fitovana" na model negativné binominalni,
ktery byl ziskan aproximaci poissonovského modelu. Pro vyuziti statistické sily
biologickych replikati byl navrzen model spoleéné disperze (Auer and Doerge 2010).

Dal8imi moZnostmi "zpfestiovani" vysledkd je aplikace maximum likelyhood metod.

Nyni se zaméfme na experimentalni pfistup ziskani polymorfismli porovnanim
namapovanych readii vici referen¢ni sekvenci.

expektacni minimaliza¢ni algoritmus.



Cile prace

V pivodnim zadani své prace jsem meél 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
ukazalo, tak 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
hybridd testovat, zda u asexudlnich linii dochéazi k vy$Simu tempu nesynonymnich

mutaci, coz by mohlo nasvéd¢ovat roli Miillerovy rohatky v evoluci klonti.



Material a metody

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 piipravy RNA.

Vzorek
co01
co02
co03
co04
co05
co06
co07
co08
co09
col0
cab04L
cab05L
cab050
cab06L
cab10L

Pohlavi

F

=
=
M
=
=
M
M
M
F
=
F
=
F
F

Biotyp

pp
ee

ss
ss
tt
tt
pp
ee
nn
nn
tt
tt
tt
tt
tt

Geograficky ptivod

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 readu

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: Vzroky 454 sekvenovani normalizované cDNA, ze kterych byla vytvofena prvotni databaze
jednonukleotidovych polymorfismi a druhové specifickych pozic diky srovnani n¢kolika druhd v rdmci rodu
Cobitis; vzorky koncici L, ¢i o jsou vzorky normalizované cDNA specificky jedné tkané, pokud toto
oznaceni chybi, jedna se o smésny vzorek normalizoavné cDNA

Vzorek pohlavi

cab02L
cab03L
cab04L
cab05L
cab06L
cab07L
cab08L
cab09L
cab10L
cablll
cab13L
cab14L
cab15L
cabil6L

b A o e e A e e I A e o M o M B o R i |

Biotyp

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

Geograficky ptivod Pocet SNP
readl (N)
neznamy 55579372 46445
neznamy 40701503 45980
NorthEastern poland 16243592 32255
NorthEastern poland 27129726 47751
NorthEastern poland 32475299 48885
Polska Woda 31435509 41545
Polska Woda 39565517 43315
Polska Woda 35280898 39791
NorthEastern poland 44951055 50854
Barycz 21624757 35641
Polska Woda 14520839 31824
Polska Woda 50005977 45409
Barycz 37778308 45866

Barycz 14540303 30924

SNP mtDNA
(tt)

133532 ¢t
158026 ee
25782 tt
41246  tt
41929 tt
128984 tt
141146 tt
140404 ee
46030 tt
84950  tt
88592 ee
165254 ee
150395 tt
74199 tt



cabl17L
cab18L

cab19L

cab20L

cab21L

cab22L
cab23L
cab24L
cab25L

F
F
F
F

ett
ee

ee

ee

ee

et
et
ett
ett

Barycz

Budkowiczanka R, Odra
basin

Budkowiczanka R, Odra
basin

Budkowiczanka R, Odra
basin

Budkowiczanka R, Odra
basin

Barycz

Swedrnia

Swedrnia

Barycz

56825040
26537273

29507575

31694148

39984649

19681257
23467650
32301761
27813983

48248
44136

46601

44683

47557

34308
32273
38119
36144

136921
116454

131635

126245

135404

111344
76005
104742
90485

tt
ee

ee

ee

ee

tt
tt
tt
tt

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

Vzorek

cab01lo
cab020
cab03o
cab04o
cab050
cab06o
cab070
cab08o
cab090
cab10o
cabllo
cab13o0
cab150
cabl6o
cabl70
cab18o

cab190

cab200

cab21lo

cab220
cab230
cab250

Pohlavi

M T T M M M M M M M M M M T M M

Biotyp Geograficky ptivod

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

ee

ee

ee

et
et
ett

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

Poc.
readii
47564562
67643876
28588893
12238231
22703041
28776800
40178876
4624141
25472396
30603626
15764331
47647538
29642299
19716928
24280629
20188754

21225612

18846248

20685617

26201436
19583650
27633355

SNP
(tt)
158160
160054
135847
21100
30505
33546
174757
55942
164826
39068
99653
203212
139422
119339
124251
129733

131981
125399
147495

120212
93809
117129

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 oocyti

7.1 Priprava vzorku

Zdrojova tkan pro izolaci DNA byla fixovana v roztoku 99 % etanolu — ploutve a
svalova tkan, v ojedinélych ptipadech byla zutilizovéna i Cerstva krev. Vzorky byly
ruzného stéfi, tedy i rizného stadia degradace genomické DNA. Pro piipravu sekvenacnich
knihoven se ukézalo pfinosné upotiebit vzorky s prevladajicim obsahem neposkozené,
vysokomolekularni gDNA. Existuje totiz zavislost mezi stabilitou DNA a jeji délkou,
kratké ready prezentované v nadmérném mnozstvi jiz v inicidlnim cyklu aplikace
ultrazvuku (22 — 44 KHz) nedestruuji tempem jako dlouhé sekvence — rozlozeni délek
readu se vychyluje od normality. Vysokomolekularni gDNA je nezbytnd piedev§im
Vv piipad¢, kdy je nutno se vyvarovat systematické chybé sonikace — jelikoz preferen¢né
fragmentuji konkrétni sekvenc¢ni motivy (Poptsova et al., 2014); tento bias muize u
nizkomolekularni DNA nabyvat rozdilnych intenzit. Na miru degradace ma vliv rovnéz
sloZeni roztoku, je nutné dbat na Cistotu izolatu a volit vhodné rozpoustédlo.

4.1.1
4.1.2 lzolace RNA

RNA byla izolovana metodou Trizol (guanidinium thiokyanatova-phenol-

chloroformové extrakce).

1) Homogenat v roztoku trizolu rozmrazen pii RT.

2) Vortex vzorku 2 min — fadné rozpusténi Zloutku oocytt.

3) Inkubace 5 min pfi RT.

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

5) Protiepano v ruce po dol5 s.

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 Cisté "eppendorfky",
pozn.: vodna faze tvoii cca 60% objemu Trizolu, interfazni vrstva s DNA a

ani spodni fenolov4, organicka fdze nesmi kontaminovat RNA).


http://en.wikipedia.org/wiki/Guanidinium_thiocyanate-phenol-chloroform_extraction
http://en.wikipedia.org/wiki/Guanidinium_thiocyanate-phenol-chloroform_extraction

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).

10) Nasleduje pfiméfené promichavani v ruce a vzorek je inkubovan 10 min pfi
RT.

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

12) Supernatant je odstranén a k "peletce" je ptidano 1 ml 75% etanolu (1 ml
etanolu na 1ml Trizolu).

13) Rozpusténi RNA "peletky" promichanim na vortex tiepacce - 2x cca 5s.

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

15) Odebran maximalni objem supernatantu. Poté je vzorek ponechan k suseni
10-15 min na vzduchu (vakuové suSeni neni mozné, jelikoz zcela vyschlou
"peletku" nelze snaze rozpustit)

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

17) Roztok nékolikrat ,,propipetovan a inkubovan 10 min pti 57.5 °C na ledu.

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

19) Vzorky byly skladovany pii -80°C.

4.1.3 Priprava cDNA a RNA sekvenaéni 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. Pfehled pouzitych oligonukleotidi:

SMART Oligo Il oligo. 5’ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCrGrGrG-3’
CDS-T22 primer 5’ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTTTTTGTTTTTTTCTTTTTTTTTTVN-3"
SMART PCR primer 5’ ~AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3"

Tab. ¢.: 1: Sekvence primerd uzitych k piipravé cDNA reverzni transkripci

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

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

0,3 ng RNA
10 pmol SMART Oligo Il oligonucleotide



- 10 pmol CDS-T22 primer

2) Reakéni smés je zahtata na teplotu 72 °C a prudce ochlazena na ledu po dobu 2
min.

3) Reakce syntézy c¢cDNA prvniho vlanka je iniciovana piidanim 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 eqvimolarniho roztoku dNTP

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

5) Pro ptipravu 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.
Reak¢ni smér pro Long-Distance PCR (50 pl) obsahuje nize uvedené slozky:

- 1ulcDNA

- 1x Encyclo reaction buffer (Evrogen)

- 200 uM dNTPs

- 0.3 uM SMART PCR primer

- 1 x Encyclo polymerase mix (Evrogen)

Bylo provedeno 18 PCR cykli 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 pair-end (PE).



4.1.4 Priprava normalizované cDNA a normlizované RNAseq knihovny

V inicidlnim kroku je cDNA hybridizovana (mira abundance vzniknuvsi dsDNA
koreluje s rychlosti odbouravani dané dsDNA DNS (duplex specifickou nukleazou)) —
tohoto faktu je v nasledném kroku vyuzito k normalizaci (Zhulidov et al. 2005). Princip
graficky znazornén ve schématu ¢. 1. RNA integrita vztazena k 18S a 28S peaku byla
testovana Bioanalyzer 2100 (Agilent 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 hybridizaé¢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 pul 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) Reakéni smés podstupuje 18 PCR cykld 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).



8) Knihovny jedinct byly zna¢eny MID adaptéry (Roche) a byl vytvoten 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 €. 1: Znazornéni principu cDNA normalizace (zrdoj:
http://www.evrogen.com/technologies/normalization.shtml)

8.1 Kompozice referenéni sekvence — transkriptomu

Hlavnim poZadavkem na referen¢ni sekvenci je obsdhnout maximalni mnoZstvi
exprimovanych gent, jejich sestfihovych variant a to nejvy$s§i mozné délky. Z tohoto
divodu byly zvoleny tkané, organy ontogeneticky zna¢né rtznorodé — oocyty v 6.
vyvojovém stadiu a jatra — pouze samice. Cilem normalizace cDNA je navic ziskani
transkriptl byt i minimdalni kvantity v transkriptomu a to pifi zachovani rozumné

sekvenacni hloubky.


http://www.evrogen.com/technologies/normalization.shtml

Referencni sekvence transkriptomu byla sestavena pouze z jednoho druhu — Cobitis
taenia, protoze se ukazalo, Ze vnesenim sekvenéni variability smichanim druhi zpasobuje
problémy se spravnym slozenim cDNA, které nésledné neodpovida realité ani jednoho
druhu. Frekventované timto zptisobem vznikaji tzv. pseudoparalogni cDNA sekvence -
homologni geny vykazujici znaky paralogh — zdaji se byt vysledkem duplikace
ancestralniho genu, nicmén¢ v zadném stadiu vyvoje nedoslo k jejich duplikaci (Koonin
2005). V tomto piipadé nehledejme pfi¢inu v horizontalnim genovém pienosu. Mapovanim
readii na referenci obsahujici in silico vzniklé pseudoparalogy dochazi k situaci, kdy
jednotlivé druhy mapuji své ready na rozliéné pozice, timto pseudoparalogni geny navic
zdanlivé zvysuji polymorfismus takovych loci.

Ready ziskané sekvenaci normalizovanych cDNA knihoven Sesti jedinct C. taenia
(viz tab. €. 4) byly zbaveny sekvenci a koncd s nizkou kvalitou pomoci Trimmomatic
softwaru (Bolger et al. 2014). Technické PCR multiplikaty byly odstranény z datasetu
readi utilizaci cdhit-454softwaru (Li and Godzik 2006). Vyslednych 1886536 readu —
648620753 parh bazi bylo selektovano k tvorbé cDNA assembly — referencni sekvence
(provedeno: Mgr. Jan Paces, Ph.D.).

Jedinec Typ tkané Knihovna Pocet bazi Pocet readu
co05 oocyty co05 97492888 364919
co06 oocyty co06 66110724 243092
cab04 jatra cab04L 103716091 285342
cab05 oocyty cab050 150231825 374684

jatra cab0O5L 91235506 208142
cab06 jatra cab06L 54725340 154445
cabl0 jatra cabl0L 96836134 255912

Tab. ¢.: 4: Tabulka jedinct tvofici referencni cDNA transkriptom se zakladni deskripci



4.1.5 Assembly transkriptomu

Vlastni assembly bylo provedeno Newbler softwarem (verze: 2.6 20110517_1502,
Roche) modifikovanym pro analyzu 454, tak illumia datovych sett, s parametry: 20 bp
minimalni délka readu, minimalni ptekryv readii 40 bp, minimalni identita piekryvajicich
se readii 90 %, minimalni délka vSech sekvenci, minimélni délka dlouhych sekvenci 300
bp, automatické odstranéni vektorovych sekvenci.

Prvni verze assembly se sklada z 29333 ¢cDNA sekvenci (v¢etné piislusnych in
silico generovanych alternativnich sestfihovych variant) s podtem bazi 32540805 a N50 !
rovno 1291 viz tab. €. 4, pficemz 95.39 % sekvenovanych bazi ma kvalitu vyjadfenou
phred score (Q) vétsi nez 40. Distribuce délek cDNA verze lom300tt v5 je graficky
vyjadiena v grafu €. 1. Sekvenacni hloubka pokryti cDNA sekvenci je znazornéna v graf €.

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

! 1 N50 znaci délku nejkratsiho kontigu definovaného jako sumu vsech kontigfi vétsi

nebo rovno 50% celkové délky vsech kontigu.
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Graf ¢.: 2: Histogram hloubky pokryti cDNA sekvenci; median = 9 hloubka/kontig

4.1.6 Validace a dodate¢né korekce transkriptomu

Reference musela byt v nékolika postupnych krocich vy¢€isténa, nebot byly
artificidlné vygenerovany duplikaty cDNA (tzn. geny jsou polymorfni, identicky gen
vznikne nékolikrat). Pro navazujici analyzy s cilem odstranit problematické cDNA bylo
nutno zbavit se nebetycnych skupin sekvenci chovajicich se jako pseudoparalogy, skupin
sestithovych variant v jednotlivych generovanych sestfihovych skupinich, rozdélit
chimérické genl vzniklych spojenim skrze sekvenéné parcialné homologické sekvence.
Diky témto krokidm byly postupné ziskano 5 verzi referencni transkripce. Basalni popis

zmén v transkriptomu je uveden v tab. ¢. 5.

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

2) Z druhé 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).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

3)

4)

5)

6)

7)

V transkriptomu byly ponechény pouze nejdelsi sestfihové varianty z jednotlivych
sestithovych skupin.

Zbylé sekvence kratsi nezli 300 bazi, které proSly béhem procesu assembly, byly
odstranény.

Pfi 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 nejleps§im skore piesahujici limit
e-value 0,001 - a to rtuznych GI (jedine¢nych identifikatori sekvenci v databazi).
Nicmén¢ cast téchto cDNA nemusi byt chimérickych, identifikatory mohou
odpovidat sekvenéné blizce ptibuznym homolognim sekvencim. Referen¢ni cDNA
S podezienim na vznik chimérického genu byly rozdéleny v poloviné mezi
rozdilnymi geny - na zéklad¢ Gzu pozi¢niho rozsahu GI. Pokud nedoslo k fuzi napf.
pres UTR regiony cDNA, ale pfes homologni konzervované regiony genovych
rodin nebylo mozno takového sekvence rozdélit. Z reference bylo nésledné také
180 kontigu odstranéno, jelikoZz po separaci nedosahly limitu 300 bp, rovnéz bylo
odstranéno 698 piivodnich chimérickych kontigu.

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 tvotictho min. 20 % celkové délky cDNA (ORF detekovany
programem getorf (emboss, ver: 6.6.0.0)) a orientace blastx na zéklad¢ pozice
alignmentd viz subkapitola 4.2.3. U 1293 cDNA se orientace bezi blastx a ORF
neshoduje, u této cDNA byla orientace determinovana pouze na zéklad€ blastx,
nebot’ jistd Cast cDNA neobsahuje dostate¢n¢ dlouhy ORF, viz distribuce
procentudlniho obsahu ORF v cDNA graf €. 3, tudiz 20% limit nemusi byt
dostate¢ny. Takovyto ORF muze byt Cisté sporadicky nejdelsi v opané orientaci,
pokud dojde be&hem assembly Kk posunuti ORF. V orientaci 3°-5° bylo
identifikovano 5583, v 5°-3° 6016 a bez determinované orientace zustalo 9003
cDNA sekvenci.

Poslednim zptsobem validace bylo vygenerovani fady funk¢énich primerovych part
a to jak pro amplifikaci sekvenci z cDNA, tak 1 gDNA (housekeeping geny a
diferencialn¢ exprimované geny pro validaci RNAseq experimentu; oliga

obsahujici morfolino k inhibici translace ad.)
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Graf ¢.: 3: Histogram distribuce procentualniho zastoupeni nejdel$siho ORF v cDNA sekvenci s medianem
52,96.

verze pocet sekvenci primérna délka celkova délka N50 N90
lom300tt_v1 29333 1109.4 32540805 1291 648
lom300tt_v2 22176 1094.5 24271233 1249 657
lom300tt_v3 20385 1096.5 22355325 1246 661
lom300tt_v4 20047 1111.6 22283778 1249 668
lom300tt_v5 20601 1079.9 22246219 1218 651

Tab. €. 5: Deskriptivni statistika jednotlivych sett referencnich sekvenci

4.1.7 Anotace cDNA transkriptomu

neznama sekvence

pouze Blast:

anotovano

anctovano s piifazenim GO

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.

Findlni verze referen¢niho transkriptomu byla anotovdna podle ptedpoklddanych

nalezenych homolognich proteini lokalnim alignmentem (blastx) proti neredundantni



proteinové databazi (nr — 12. 1. 2015) s prahem e-value 0,001. Na zakladé maximalniho
poc¢tu 20 pfifazenych alignmentii (mensi nez prahova hodnota e-value) blastx byla
provedena programem Blast2GO (Conesa et al. 2005) vlastni anotace v¢etné piifazeni GO
(gene ontology) a KEGG (KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes AND Genomes).

Priblizné tfetina cDNA sekvenci nebyla anotovéana, viz graf ¢. 4. Primarnim
divodem tak vysokého poctu genti bez anotace je to, ze fylogeneticky nejblizsi kompletné
anotovany genom nalezi druhu Danio rerio patficiho rovnéz do fadu Cyprinoformes,

nicméné jejich spole¢ny piredek je stary ptiblizné 120 mil. let. (Nakatani et al. 2011).
9.1 Mapovani RNAseq sekvenci

Pii mapovani SE 50 bp readit RNAseq dat (HighSeq 2000) a PE readii (2x75 — NextSeq &
2x100 - HighSeq 2000) bylo pfistoupeno k n¢kolika rozdilnym algoritmickym ptistuptim:
BWA (verze 0.7.12-r1039) (Burrow wheel alignment) (Li AND Durbin, 2009), gsnap
(verze 2012-07-20) (Wu and Nacu 2010), 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. Nicméné¢ Mosaik systematicky opomiji
frakci readii mapujicich se pouze parcialné. Veskeré programy byly spustény pouze se
zakladnimi (default) parametry.

., Single-end* ready o délce 50 bp byly mapovany programem bowtie2 (zakladni
nastaveni) pro ziskani poctu readii na ¢cDNA, pro detekci SNP bylo zvoleno mapovani
programem mosaik. Ready byly zbaveny jiz adaptérovych sekvenci (EMBL, genecore
servisni centrum).

Nenamapované ready ziejmé pochazi z UTR sekvenci, ¢i se ve vétsin¢ ptipadd
jedna o ready, jiz postradaji pozice referenéni cDNA, které nebyly assemblovany diky
nizkému pokryti; tento problém se pochopitelné projevuje také diky nedokonalosti reverzni
transkripce, pfedevSim pak v genech, kterou jsou malo transkripéné aktivni (absence pozic

smérem k 3’ konci cDNA viz kapitola 4.4.2, graf. C. 5).
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Graf ¢. 5: Sekvenacni hloubka jednotlivych bazi napii¢ cDNA kédujici 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 piimka je znazornénim ,,nafitovaného* linearniho modelu.

10.1 Kontrola kvality sekvenaé€nich dat

Ke kontrole kvality readii RNAseq sekvenancich dat byl aplikovan software
fastqQC (Trivedi et al. 2014). V piipadé vygenerovanych sekvenacnich 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 ptipadé€ znaéného poklesu pred
skore by se snizila uspé$nost mapovani, sic ready s nadlimitnim po¢tem missmatch pozic
jsou eliminovany), viz graf. ¢. 6. Jediné problémy sekvenovanych fragmentt cini
duplikované sekvence a vyskyt nabohacenych Kmer v ramci readii (graf ¢. 7). Bohuzel v
obou ptipadech téchto zjisténi nelze jednozna¢né urit primarni pfi¢inu prezence v
sekvenci — neexistuje zpusob, jak odfiltrovat PCR artefakty od biologickych duplikatd
(ndhodna selekce identickych duplikati riznych sekvencénich kopii). Artificialni duplikaty
Vv piipad€ RNAseq jsou v této kvantité¢ béZné, jedna se o nadexprimované geny, viz graf .
8. V RNAseq readech se vyskytl dal§i problém a to s dishalancovanym zastoupenim
frekvence bazi pfi zafatcich syntézy readii. Nastésti takovyto bias neafektuje vysledek
expresi; pfi¢inou biasu poziéni kompozice bazi muze byt nenahodna fragmentace
(zpisobenatepelnym Sokem v ptipadé nasich dat), selekce randomizacnich primera (nebyly

aplikovany) nebo chybny, pfili§ horlivy zasah bioinformatika pifi odstranéni sekvenci



adaptéru fragmentu.

Quality scores across all bases (Sanger / llurina 1.9 encoding)
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Graf ¢. 6: Boxplot zobrazeni distribuce Q pro kazdou bazi v soubortt PE readii (linka zobrazuje primérnou
Q).
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Graf ¢. 7: Exspektance nabohacenych Kmer sekvenci v ramci souboru readii (detekce hypergeom. testem)



Percent of seqs remaining if deduplicated 37.13%
100
% Deduplicated sequences

% Total seguences
j=10]

a0

70

50

50

a0

30

20

10

1 2 3 4 5 g 7 g 2] =10 =50 =100 =500 =1k =5k =10k
Sequence Duplication Level

Graf ¢. 8: Znazornéni miry duplikovanych sekvenci v ramci souboril readii RNAseq vzorku jater (pocet
neunikatnich sekvenci by nemél piekrocit 20 %)

11.1 Analyza polymorfismui 454 normalizovanych RNAseq dat

Vychodiskem k analyze druhové specifickych SNP byla data pochézejici ze 454
sekvenovani normalizované cDNA. Z vystupnich dat mapovanych na prvotni referenci
pomoci GS Reference Mapper 3.0 (20140129 1709) byly z high confidency tabulek
(HCD) extrahovany SNP pozice. Cely komentovany postup je znazornén v schématu €. 3.
Pouzité skripty uzité k ziskani SNP, jejich Gpravu je mozné si prohlédnout piiloze. NiZe
uvedeny postup schématu ¢. 2 popisuje ziskdni a uloZeni informaci do relacni databaze

jedno nukleotidovych polymorfismt z HCD tabulek.

#!/bin/bash

# Ziskani SNP (cDNA, pozice, varianta, hloubka) z HCD vystupni tabulky

# newbler mapperu

cat cab04 mapl/mapping/454HCDiffs.txt | grep ">" | sed -e "s/>//g" | sed

-e "s/%//g" > cab04.tsv

# Vytvoreni tabulek v relac¢ni databdzi MySQL s naslednym vloZenim dat

for i in $(cat 454 tables.txt)

do

mysgl -e "CREATE TABLE ${i} hcdlOi (ref acc char(l6), pos_start
int, pos_end int, ref seq varchar(255), var seq varchar(255), dep
smallint, freq tinyint, KEY (ref acc,pos_start));
mysgl —-e "load data local infile
"/mnt/raidl/Projects/Cobitis/ws_jenda/Mapping vs lom300tt/step3/${1i
}.tsv" INTO TABLE '$i' hcdl0i ignore 2 lines;"

# Priprava findlni tabulky do niZz budou vlozeny findlni



mysgl —-e "CREATE TABLE $i hcdlO0f (ref acc char(l6), pos start
int, pos end int, ref seq char(l), var seq char(l), dep smallint,
freg tinyint, KEY(ref acc, pos_start));"

done

Schéma €. 2: Popis ziskani SNP z vystupnich tabulek HCD a vlozeni do relacni databdze MySQL

Slozeni referenéniho
transkriptomu na zakladé
454 normalizovanych
sekvenci druhu tt

Ziskani 29333 cDNA a nasledna
redukce duplikovanych sekvenci

¥

Identifikace SNP mapovanim
15 jedincd "&istych druhG"

Vybér a dodateénd dprava SNP z HCD
tabulek newbler vystupu

¥

Nahrazeni pozic SNP v
referencni sekvenci
ambiguidnim znacenim N

Nalezeno celkem 268651 SNP pozic

Y

Opakované mapovani 15
vzorkl (druhu ee,tt,nn,pp)
a to celkem 3x, po kazdé
upravé reference, viz

Opakovani mapovani ma za cil
identifikovat cDNA, které se jevi
jako pseudoparalogy - u nékterych
CDNA je objeveno mnozstvi novych

dalsi krok SNP (mapovanim neunikatnich read()
Odstranéni potencionalnich

Redukce referenénich cDNA pseudoparalognich cDNA, ponechany

sekvenci pouze nejdelsi cDNA v ramci
sestfihovych skupin

Ziskani nevyfeSenych
heterozygotnich pozic v
ramci jednotlivych vzorkd
- krok 1

)

Ziskani nevyreSenych
heterozygotnich pozic v
ramci jednotlivych vzork{
- krok 2

SNP baze jedincd ziskanych
mapovanim nahrazeny za N misté
polymorfnich mist reference

Remapovani jedincO na referenci s
jejich SNP - ziskani druhé,
minoritni béze -> pozice s pomérem
< 0.8 vyhodnoceny jako
heterozygotni (major. vidéi
alternativi bazi

V pozicich kde neni mezi druhy
pfekryv SNP; pozice verifikovany
RNAseq daty

Detekce druhové
specifickych SNP

Databaze Ziskané SNP jsou zakladnou pro

dalsi analyzy - alelové specificka
exprese, Millerova rohatka

detekovanych SNP z
454 normalizovanych
sekvenci

Schéma €. 3: Postup ziskani SNP z datasetu 454 normalizovanych dat

Do findlni taulky jsou nahrdny pouze rozdé€len€, rozieSené polymorfismy, vyjma
vyfiltrovych variant, které byly feSeny individudlnimi skripty. Hlavni piekazkou bylo
ziskani heterozygotnich pozic, jelikoZ newbler této verze detekuje pouze majoritni pozici,
¢1 ,,balancovaného heterozygota® blizkého poméru alternativnich bazi 1:1. Newbler také

neumi feSit problémy s vicenasobnymi heterozygoty, vice-ndsobnasobnymi zaznamy



polymorfismi stejnych koordinat (rozumé€j cDNA a pozice SNP); subsidiarni programy
(autor: Mgr. Jan Pages, Ph.D.) Reseni téchto komplikaci jsou uvedena v pfiloze.

Véaznym nedostatkem 454 dat je sekvenacni hloubka, ktera ma za nasledek razantni
snizeni poc¢tu nalezenych polymorfisma, viz graf. ¢. 9. Z grafu €. 11 je fetelné, Ze hloubka
sekvenovani 454 normalizované RNA nebyla dostate¢na pro identifikaci velké casti
prezentovanych polymorfismii danych jedinct (limitem pro detekci SNP je nutna
pritomnost alespon 5 namapovanych bazi s Q >= 20). Nizkd sekvena¢ni houbka je také
spojena se zkracenim 3’ konctl rererencni sekvence viz kapitola ¢. I pies tyto problémy

bylo identifikovano 268651 SNP.
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Graf ¢. 9: Srovnani distribuce pocétu readii na cDNA mezi datasety: pocet readii na kontig bez nalezenych
SNP a pocet readii na kontig obsahujici vice nez 1 SNP. Data jsou transformovany log10+1.

4.1.8 Oznaceni detekovanych polymorfismu v transkriptomu

Finalni tabulky generovanych pozic polymorfismi a jejich frekvenci z HCD (high
confidency table) 454 dat vySe zminénych druhii Sekavcovitych ryb byly spojeny do jedné
tabulky na zakladé¢ nazvu cDNA a pozice SNP, kdy jedinci, potazmo vzorky zaujimaji
pozici ve sloupci. MySQL query (union vSech fadki pozic cDNA a nasledny LEFT JOIN

pro ziskani vSech pozic napfic¢ vzorky; autor: Mgr. Jan Paces, Ph.D.) — schéma €. 6

CREATE TABLE varl5 hcdl8f N

SELECT ref acc, pos FROM (
SELECT ref acc, pos FROM cab04 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM cabO0O5L hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM cab050 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM cab06 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM cabl0 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co0Ol hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co02 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co03 hcdl8f



union SELECT ref acc, pos FROM co04 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co05 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co06 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co07 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co08 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM co09 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM col0 hcdl8f
union SELECT ref acc, pos FROM varl5 hcdl7x N
) as a
GROUP BY ref acc, pos;

-- Doplnéni NULL v pozicich bez informace u ostatnich vzorkua
CREATE TABLE varl5 hcdl8f pos

SELECT ref acc, pos as pos,

cab04.var seq AS cab04,

cab05L.var seq AS cab05L,

cab050.var seq AS cab05o,

cab06.var seq AS cab06,

cabl0.var seq AS cabl0,

co0l.var seq AS co0l,

co02.var seq AS co02,

co03.var seq AS co03,

co04.var seq AS co04,

co05.var seqg AS co05,

col06.var seqg AS co06,

co07.var seq AS co07,

co08.var seq AS co08,

co09.var seqg AS co09,

colO.var seq AS col0

FROM varl5 hcdl8f N

LEFT JOIN cab04 hcdl8f AS cab04 USING (ref acc, pos)

LEFT JOIN cab05L hcdl8f AS cab05L USING (ref acc, pos)

LEFT JOIN cab050 _hcdl8f AS cab050 USING (ref acc, pos)

LEFT JOIN cab06 hcdl8f AS cab06 USING (ref acc, pos)

LEFT JOIN cablO0 hcdl8f AS cabl0O USING (ref acc, pos)

LEFT JOIN coOl hcdl8f AS co0Ol USING (ref acc, pos)

LEFT JOIN co02 hcdl8f AS co02 USING ( )
LEFT JOIN co03 hcdl8f AS co03 USING ( )
LEFT JOIN co04 hcdl8f AS co04 USING ( )
LEFT JOIN co05 hcdl8f AS co05 USING ( _ )
LEFT JOIN co06 hcdl8f AS co06 USING (ref acc, pos)
LEFT JOIN co07 hcdl8f AS co07 USING ( )
LEFT JOIN co08 hcdl8f AS co08 USING ( )
LEFT JOIN co09 hcdl8f AS co09 USING ( )
LEFT JOIN col0 hcdl8f AS col0 USING ( )

’

Schéma €. 6: Outer join v§ech SNP ze 454 sekvenované, normalizované cDNA v jednu databazovou tabulku

Finalni tabulka polymorfismt tohoto forméatu — SNP vzorkii uvedeny ve sloupcich s
primarnim klicem ve formé nazvu cDNA a pozice SNP (proces ziskani polymorfismil je
vicestupniovy, viz schéma €. 3; popis je uveden abstraktné a to z divodu rozsahlé Upravy
reference, coZ se projevuje postupnym ubytkem SNP, piredevSim pak redukci
problematickych pseudoparalognich cDNA) byla pfevedena do binarniho formatu a to
nasledujicim zptsobem — cilem je spojit tabulky variantnich SNP pozic s vytvofenou

tabulkou obsahujici pouze identické informace o pozici SNP. Baze je v binarni tabulce



nyni zapsana logicky v matematickém slova smyslu (ano, ne). Kazdy jedinec pfispiva do
souboru moznych polymorfismii na dané pozici, tim, ze je umoznén jejich pfepis a to ve
sméru neni pfitomen >> je pritomen (0 >> 1), ale nikdy ne v opacném smeéru, viz schéma
¢. 7.

#!/bin/bash
# Transformace IUPAC bazi do binadrniho formadtu SNP vsech jedinct
# 454 normalizovanych dat
while read i
do
mysql -e "varl5 species (ref acc, pos) SELECT ref acc, pos FROM
varl5 454 pos;"
"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET
tt a=0,tt c=0,tt g=0,tt t=0 WHERE $i IS NULL;"
"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=0,tt g=0,tt t=0 WHERE $i ='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i_!='T';W - -

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=1,tt g=0,tt t=0 WHERE $i !='A' AND $i ='C' AND $i !='G' AND
$i_!=lTl;F - -

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=0,tt g=1,tt t=0 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i ='G' AND
$i_!=lTl;F - -

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=0,tt g=0,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$l =lTl;ll

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=0,tt g=1,tt t=0 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'R';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=1,tt g=0,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'Y';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=1,tt g=1,tt t=0 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $1i = 'S';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=0,tt g=0,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'wWw';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=0,tt g=1,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'K';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=1,tt g=0,tt t=0 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'M';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=0,tt c=1,tt g=1,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'B';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=0,tt g=1,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'D';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=1,tt g=0,tt t=1 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'H';"

"UPDATE varl5 species JOIN varl5 454 pos USING (ref acc) SET

tt a=1,tt c=1,tt g=1,tt t=0 WHERE $i !='A' AND $i !='C' AND $i !='G' AND
$i !='T' AND $i = 'V';"

done < 454 animals.txt



Schéma €. 7: Postup pfevodu SNP do binarniho formatu.

4.1.9 Postup ziskani heterozygotnich SNP

V piipadé 454 sekvenacnich dat bylo ziskani heterozygotnich pozic problematické a to
z divodu, ze HCD tabulky obsahuji zdznam pouze majoritni alely, nebo jiz vyhodnocené
heterozygotni pozice. Z toho divody byl navrzen nasledujici zplisob feSeni (autor: Mgr.
Jan Paces, Ph.D.). Po inicidlnim namapovéani na N referenci byla ziskana informace o
majoritni alele (v mistech ambiguidnch N pozic), kterd byla zapsana do referenc¢ni
sekvence. Tedy ze SNP jednotlivych jedinci byly vytvofeny referencni sekvence
obsahujici pouze jejich konkrétni set jednonukleotidovych polymorfismii. V dalsim kroku
byli jedinci mapovani na své reference se zapsanou majoritni bazi heterozygotni alely.
Diky tomu je mozné extrahovat druhou bazi a na zékladé arbitrarniho poméru 0.2 - 0,8
(majoritni / suma poCtu vSech ostatnich variant) stanovit heterozygota v dané cDNA a
pozici. Skript ureny pro zapis prvni namapované alely namisto N pozice v referenénim

transkriptomu je uveden v piiloze (autor: Mgr. Jan Paces, Ph.D).
12.1 Analyza SNP RNAseq v pozicich identifikovanych 454 daty

Detekce SNP ze sekvenci RNAseq namapovanych programem mosaik byla
provedena ,manualné“ (mapovani GSmapper je pfili§ vypocetné narocné), nebot
v ptipadé€, kdy je do reference zdmérn€ vnesena ambiguidni baze N, nelze obvyklymi
software pro  detekci SNP (samtools/bcftools/vcftools; samtools/GATK;
samtools/freebayes) identifikovat variantni baze — pozice proti N referenci - lze je sice
»zavolat®, ale nasledné nelze identifikovat pouzitim ,,zabudovanych* modelti maximum
likelyhood heterozygotni pozice. Z toho divodu byly vypocteny frekvence vSech bazi na
zakladé tabulky cDNA a pozic, které byly diive oznaceny jako polymorfni — N, viz
kapitola €. NiZe uvedeny podstatny vynatek v prvnim korku popisuje ziskani vSech bazi
readu podporujici danou pozici ziskanou analyzou 454 dat, poté je uveden vynatek perl
skriptu s deskripci transliterace nalezené baze za pocet, ktery je poté vloZzen do MySQL

databaze, viz schéma ¢. 8.

# 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 1 1in $(cat positions.txt); do

samtools mpileup -Q 20 -r echo $i ${f} s.bam >> ${f} var.txt; done; done

# Vybrané baze jsou nyni spocéitany uzitim skriptovaciho jazyku perl a

# nahrany do sqgl databaze (vynatek skriptu ¢. uvedeného v priloze nizZe):
S$A = $variants =~ tr/RAa/../;



$T = $variants =~ tr/Tt/../;

$C = svariants =~ tr/Cc/../;

$G = S$variants =~ tr/Gg/../;
$sql="UPDATE Stable SET A cnt = S$A, T cnt = ST, G cnt = $G, C cnt = $C
WHERE ref acc = 'Sref acc' AND pos = $pos";

Schéma ¢. 8: Vynatek postupu ziskani SNP z nenormalizovanych RNAseq dat

Databazové¢ tabulky frekvenci bazi pro uvedené pozice byly pieneseny do prostredi
jazyka R; je nezbytné odfiltrovat sekvenacni chyby od pravé heterozygotnosti. Bylo
navrzeno testovani chi-kvadrat testem vic¢i o¢ekdvanym pomértim alel (Mgr. Karel Janko,
Ph.D.)

Tento program psany v jazyce R (schéma €. 9) vytvaii objekty pro testovani nulové
hypotézy — diploidni jednici by méli byt homozygotni v poméru bazi 0:0:0:pocet dané
baze, ¢i heterozygotni v poméru 0:0:(pocet dané baze / 2). V piipadé polyploidu je situace
komplikovangjsi, nebot’ hybrid mize obsahovat tii nebo dvé alely, v piipadé dvou alel
bude ocekavand frekvence majoritni alely 2/3 vi¢i minoritni. Prvni fddek kontingencni
tabulky tedy obsahuje ocekavané hodnoty alel a druhy tadek pozorované hodnoty
ocekavanych alel. Objekty oznaceny jako "allel" testuji pouze poméry majoritnich a
alternativnich alel, tedy bez sekvenacnich chyb — tento test je posléze uzit pro detekci
imprinting — "nevybalancovanosti" exprimované alely v (transkripéni konflikt mezi
genomy nebo typu pohlavi).

Vzhledem Kk faktu, ze nelze délit nulou, musely byt alternativni hypotézy Chi-
kvadrat testu tUpraveny — knulovym ocekdvanym hodnotam poctu bazi/readi
podporujicich SNP byla pfi¢tena jednicka, totéz je nutné posléze ucinit v piipadé
heterozygott. Tato uprava afektuje pouze SNP s niz§im pokrytim, ty ale byly feSeny
banalnéjSim zplisobem, viz schéma ¢. 10.

#!/usr/bin/env Rscript
chisg.test.for.alleles<-function (x=snp) {
phomo<-NULL; pheter<-NULL; pheter3<-NULL; pheter2<-NULL;pallel<-
NULL;pallel2<-NULL;pallel3<-NULL
len<-c (1l:length (xSpos))
for (i in len) {
# Sefazeni bazi dle poctu readt podporujicich jejich pozici
mysort<-sort(x[i, (4:7)])
# Vtvoreni ocekédvanych hodnot poméru bazi v pripadé homozygota
ehomo<-c (1,1,1,sum(x[i, (4:7)1)+1)
# Vtvoreni ocekavanych hodnot poméru bazi v pripadé heterozygota
eheter<-c (1,1, (sum(x[1, (4:7)]1)+2)/2, (sum(x[1i, (4:7)1)+2)/2)
# Tvorba ocekdvaného poméru v pripadé heterozygotni pozice polyploidniho
# jedince, kdy oclekavame tti ruzné alely
eheter3<-c (1, (sum(x[i, (4:7)])+3)/3, (sum(x[i, (4:7)])+3)/3, (sum(x[i, (
4:7)1)+3)/3)
# Tvorba ocekdvaného poméru v pripadé heterozygotni pozice polyploidniho
# jedince



eheter2<-c (1,1, ((sum(x[1i, (4:7)1)+2)/3), (sum(x[1, (4:7)]1)+2)/3*2)

# Pomér dvou hlavnich alel - testovani disbalance (alel-specifickéa

# exprese)
eallel<-c((sum(mysort[3:4])/2)+1, (sum(mysort[3:4])/2)+1)

# Pomér dvou nejabundantnéjsich alel v pfipadé polyploida
eallel2<-c((sum(mysort[3:4])/3)+1, (sum(mysort[3:4])/3*2)+1)

# expektance poméru u triploidnich jedinct, kdy ocekavame 3 ruzné alelové

# varianty
eallel3<-c((sum(mysort[2:4])/3)+1, (sum(mysort[2:4])/3)+1, (sum(mysor
t[2:4]1)/3)+1)

# Vypocet chi-kvadréat testu
phomo<-c (phomo, chisqg.test (mysort+1, p=ehomo, rescale.p=T) $Sp.value)
pheter<-c (pheter,chisqg.test (mysort+1l, p=eheter, rescale.p=T) $p.value)
pheter3<-c (pheter3,chisqg.test (mysort+1l, p=eheter3, rescale.p=T) $p.val
ue)
pheter2<-c (pheter2,chisqg.test (mysort+1l, p=eheter2, rescale.p=T) $p.val
ue)
pallel<-c(pallel,chisqg.test (mysort[3:4]+1,p=eallel,rescale.p=T)S$p.Vv
alue)
pallel2<-c(pallel2,chisqg.test (mysort[3:4]+1,p=eallel2, rescale.p=T)S$
p.value)
pallel3<-c(pallel3,chisqg.test (mysort[2:4]+1,p=eallel3, rescale.p=T)$
p.value)

}

# Korekce P hodnoty false rate discovery metodou kviali mnohocetnému

# testovani
phomo.bonf<-p.adjust (phomo,method= "fdr")
pheter.bonf<-p.adjust (pheter,method= "fdr")
pheter3.bonf<-p.adjust (pheter3,method= "fdr")
pheter2.bonf<-p.adjust (pheter2,method= "fdr")
pallel.bonf<-p.adjust (pallel,method= "fdr")
pallel2.bonf<-p.adjust (pallel2,method= "fdr")
pallel3.bonf<-p.adjust (pallel3,method= "fdr")

p<-data.frame (ref acc=x$ref acc,pos=x$pos,Phomo=c (phomo), Pheter=c (pheter)
, Pheter3=c (pheter3), Pheter2=c (pheter2),Pallel=c(pallel),Pallel2=c(pallel?2
) ,Pallele3=c(pallel3), Phomo_ FDR=c (phomo.bonf), Pheter FDR=c (pheter.bonf),P
heter3 FDR=c (phet
return (p)

}
#Zapis tabulek s poZadovanymi informacemi
files <- list.files(path =
"/mnt/raidl/Projects/Cobitis/ws_jenda/RNAseq ws/SNP_species RNASeq/SNP sp
ecies verifikace/chitest/", pattern="* var.txt")

for (i in files) {

y <- read.delim(i)

yy<-chisqg.test.for.alleles (y)

write.table (x=yy,file=paste(i, '.chi.txt', sep = ""),row.names = F,
sep = '\t', quote = F)
}

Schéma €. 9: R program pro statistickou detekei alel.

V kolacovych grafech €. jsou znazornény pocty SNP kategorii, ve kterych byly
pfijmuty, nebo zamitnuty nulového hypotézy o moZzném poméru mezi alelami v piipadg,

homo a heterozygotl. Je ziejmé, ze vétsSina polymorfismu ¢istého druhu tt a ee (graf ¢. 10)



spadd do kategorie homozygot a minoritné¢ pak heterozygot, bohuzel u velké casti
polymorfismi nelze zamitnout ani jedna z hypotéz — kategorie homo- i heterozygot. V
piipadé diploidniho hybrida et a triploidniho hybrida ett je heterozygotnost mnohem vyssi

nezli u ,,Cistych® druhti, coz podporuje hypotézu vzniku hybridizaci.

A B
hamozygot
homozygot
heteroyzgot
HELErrﬁuewugm neurﬁeynu:ngI
amo- i heteroyzgat hamo- i heteroyzgot
C D
heteroyzgot heteroyzgot
homozygot
homozygot
neureno .
neuréena
ama- i heterayzgot homo- i heteroyzgot

Graf ¢. 10: Ctyfi kategorie identifikovanych SNP vyhodnocenych jako heterozygotni, homozygotni, nebo
naopak nehomozygotni, neheterofzygotni jedince druhu tt oznaceného A, jedince druhu ee oznac¢eného B,
hybridniho jedince typu et oznaceného C, hybridniho jedince typu ett ozna¢eného D na zakladé chi-kvadrat
testovani s oo = 0,05 (FDR korekce)

Baze s nizkou sekvenacéni hloubkou nelze chi-kvadrat testem spravné identifikovat,
protoze je nulova hypotéza pro stav homozygotnosti piijata, ale alternativni hypotéza o
heterozygotnosti taktéz (pfi¢inou je samotné testovani chi-kvadrat testem, bohuzel mimo
Yaytsovu korekci P hodnoty, ¢i jind Uprava a forma testovani uvedenych hypotéz neni
mozna (binomindlni test, Fisherlv exaktni test), nebot’ aplikujeme kontingen¢ni tabulky
vetsi nez 2x2). Proto jsou paradoxné tyto pozice s nizsi sekvenacni hloubkou zatazeny do
kategorie potencionalnich kandidatd disbalancovanych, v ptipadé plivodu z rodi¢ovskych
genomu taktéz alelové specificky exprimované (ASE). V ptipadé SNP pozic naopak s
vysokou sekvenaéni hloubkou, kde se vyskytuje pouze jedna nizce exprimovana
alternativni alela a je v nepomérné nizkém poméru vii¢i majoritni alele, nelze zamitnout

ani jednu z hypotéz a tyto pozice poté spadaji do kategorie neuréenych pozic —



pravdépodobné se jedna o sekvenacni chyby. Deskripce impaktu sekvenacni hloubky na

detekci genotypu je znadzornén v grafu €. 11.
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Graf €. 11: Znazornéni distribuce sekvenancni hloubky formou boxplotu. Popisy a barevné oznaceni
jednitlivych skupin korespoduje s grafem ¢.

Cast zminénych problémd byla v piipadé homozygotd feSena tak, Ze pro
polymorfismy s nizkym pokrytim byl nastaven homozygot jako pomér mezi druhou a prvni
alternativni bazi roven nule. Heterozygotni ani homozygotni pozice a¢ s nizkym
nebo vysokym pokrytim nebyly urovany na zéklad¢ arbitrarnich pomért viz schéma ¢. 10
(perl pro stanoveni vypoctu a poméru alel je uveden v ptiloze na CD).

#!/bin/bash
for £ in $(cat RNAseqg tables.txt)
do
# Odstranéni vsch pozic, kdy SNP nebyl definovan alesponl 5 ready
mysgl -e "delete FROM $f WHERE dep < 5;"
# Stanoveni SNP v mistech, kde byla detekovdna pouze jedna béaze
mysgl -e "UPDATE S$f set base = 1lst allele WHERE ratio = 0;
done
Schéma ¢.: 10 Stanoveni homozygotnich pozic v pfipadé alel s jedou detekovanou bazi — "¢isty homozygot"

V grafu ¢. 12 je zndzornén findlni pocet vSech vyfeSenych SNP v ramci
sekvenovanych genotypl. Hodnoty odpovidaji priméru mezi vSecmi identifikovanymi
jedinci daného genotypu. Velka procentualni cast kategorie, kdy byly potvrzeny obé
hypotézy, v piipadé nizké sekvenacni hloubky byly vyfeSeny; tedy kategorie nevyteSenych

pozic se znateln¢ nezvedla.
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Graf €. 12: Barplot zndzorfiyjici primérny pocet nalezenych homozygottl, heterozygotti a neidentifikovanych
SNP mezi jednotlivymi typy genotypll na polymorfnich pozicich identifikovanych 454.

Na zékladé¢ poméru majoritni a druhé "nejabundantnéj$i" baze nelze spravné
detekovat heterozygotnost a to stanovenim arbitrarni hodnoty poméru druhé alternativni
vicéi majoritni bazi (v ptipadé polymorfismti 454 dat je tento pfistup parcialné v poradku,
ASE alely a somatické mutace jsou opomijeny, pfedevs§im se jednad o normalizovana data).
Jednim se sdé€leni vyplyvajiciho z centralniho limitniho teorému je, Ze s rostouci velikosti
vybéru z celkového N téZ klesa stfedni chyba priméru — proto nelze srovnat pomér pouze
pomér majoritni a alternativni baze. V tvahu pii detekci frekvenci alely a genotypu je
nezbytné brat také v potaz pravdépodobnost chyby a to jak baze, tak namapovani readu.
Pro stanoveni genotypu je nejCastéji uzivano lilekyhood ratio testu a expektac¢niho-
maximaliza¢niho algoritmu (Li 2011), do kterych je mozno implementovat znalost apriori
znamého oc¢ekavaného poméru alel z jiz analyzovanych haplotypi. V nasem piipad¢ se ale
spokojime pouze s chi-kvadrat testem diky faktu, Ze neexistuje program pro vyhodnoceni
SNP vic¢i N pozicemi v referenci. Timto pfistupem bohuZel nebereme v potaz veSkeré

mozné faktory ovlivitujici pomér mezi bazemi.
4.1.10 Identifikace a validace druhové specifickych SNP

Z MySQL transformace souhrnné tabulky SNP jedincti do binarniho formatu je
patrné (schéma ¢.), Ze v tento okamzik se jiz nejednd o polymorfismy jednotlivych jedinci,

nybrz o polymorfismy v rdmci souboru jedincti naleZicich k druhu. Druhové specifické



SNP jsou definovany jako mnoziny SNP prezentovanych pouze u jednoho druhu
(vylouceni prvktt — SNP obsazenych v sjednoceni dvou a vice mnozin — druhd) — Vviz

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

UPDATE varl5 species SET tt nn = 1 WHERE (tt a+nn a) <= 1 AND (tt t+nn t)
<= 1 AND (tt c+nn c) <= 1 AND (tt g+nn g) <= 1 AND (tt_a+tt c+tt g+tt t)
>= 1 AND (nn_a+nn _c+nn g+nn_t) >= 1;

UPDATE varl5 species SET tt ss = 1 WHERE (tt a+ss a) <= 1 AND (tt t+ss t)
<= 1 AND (tt c+ss c) <= 1 AND (tt gt+ss g) <= 1 AND (tt a+tt c+tt g+tt t)
>= 1 AND (ss_at+ss _c+ss _g+ss t) >= 1;

UPDATE varl5 species set ss nn = 1 WHERE (ss a+nn a) <= 1 AND (ss_t+nn t)
<= 1 AND (ss_c+nn c) <= 1 AND (ss_g+nn g) <= 1 AND (ss_at+ss _c+ss_g+ss t)
>= 1 AND (nn_a+nn_c+nn g+nn _t) >= 1

UPDATE varl5 species set ee ss = 1 WHERE (ee a+ss _a) <= 1 AND (ee t+ss t)
<= 1 AND (ee c+ss c) <= 1 AND (ee gt+ss g) <= 1 AND (ee atee ctee gt+ee t)
>= 1 AND (ss_at+ss _c+ss _g+ss_ t) >= 1;

UPDATE varl5 species set ee nn = 1 WHERE (ee a+nn _a) <= 1 AND (ee_ t+nn_t)
<= 1 AND (ee c+nn c) <= 1 AND (ee gt+nn g) <= 1 AND (ee_ atee ctee gtee t)
>= 1 AND (nn_a+nn_c+nn _g+nn_t) >= 1;

’

Schéma ¢. 11: Transformace SNP informaci jedinct do binarni tabulky definujici varianty ptfitomné v daném
druhu

Z celkového pocétu druhové determina¢nich SNP mezi druhy ee a tt bylo nalezeno
32538 takovych SNP. Nicméng¢ ziskané druhové specifické SNP je nutno validovat, nebot’
geneze téchto dat je podepfena pouze Ctyfmi vzorky pro druh ee a 8 vzorky pro druh tt.
Diky stringenci detekce SNP aplikaci chi-kvadrat testu a faktu, ze RNAseq sekvence
sekvenové na platformé HighSeq 2000 nejsou normalizovany, bylo ziskano celkem 64955

pozic SNP z celkového poctu detekovanych 268651 SNP.

13.1 Detekce SNP z RNAseq dat vicéi transkriptomu bez ambiguidnich

pozic

Pro ziskani SNP k vypoftu poméru nesynonymnich / synonymnich zamén v
transkriptomu byly RNAseq sekvence mapovany vuci transkriptomu bez polymorfnich
pozic znacenych jako N. V tomto pfipadé je mozné uziti béznych programt pro detekci
polymorfismi. V scématu ¢. je uveden postup ziskani SNP. V prvnim kroku je ze
sefazenych binarnich vystupi mapovani programem Mosaik ziskdny veSkeré
polymorfismy. Nasledné je programem bcftools (ver. 1.2) stanoven likelyhood genotypt,

pocet genotypu, ¢i alelickd frekvence, pokud je analyzovano simultdln€ vicero jedincti. V



ptipad¢ diploidl je uzit pii detekci SNP parametr --consensus-caller neptedpokladajici
minoritni varianty. V pfipadé polyploidnich vzorki je uzit parametr --multiallelic-caller.
Samotné SNP jsou filtrovany programem vcfutils.pl (ver. 0.1.19), pfiemz je jako v
piipadé 454 normalizovanych dat filtrovana sekvenacni hloubka SNP, ale také kvalita bazi
a mapovani, pozice SNP vzhledem k indel polymorfismiim ad. V poslednim kroku byly z
VCF verze 4.1 (variant call format) (Danecek et al. 2011) vyextrahovany potiebné
informace (viz schéma ¢. 12): nazev ¢cDNA, pozice SNP, sekvena¢ni hloubka na pozici,

alternativni alely oproti referenci a kvalita Q.

$: for £ in * s.bam; do samtools mpileup -g -f lom300tf.fas $i | bcftools

call --consensus-caller (--multiallelic-caller) --variants-only --skip-
variants indels - | vcfutils.pl varFilter -d 5 -a 1 - > ${i}.vcf; done
$: for i in *.vcf; do cat $i | grep -v """ | sed -e "s/;/\t/g" | awk
'"{print $1,$2,5%4,$5,%6,%8}' | sed -e "s/DP=//g" > ${i}.txt;done

$: for 1 in $(cat tables.tab); do mysgl -e "CREATE TABLE ${i} var2
(ref acc char(15),pos MEDIUMINT, ref char(l), var char(l), qual double,
dep int (11), PRIMARY KEY (ref acc,pos))"; done

# Prepis moznych kominaci poradi alel do IUPAC znaku
for 1 in $(cat tables.tab)

do

cat ${i}.txt | sed -e 's/A,G/R/g' | sed -e 's/G,A/R/g' | sed -e
's/C,T/Y/g"' | sed -e 's/T,C/Y/g' | sed -e 's/G,C/S/g' | sed -e
's/C,G/S/g" | sed -e 's/A,T/W/g' | sed -e 's/T,A/W/g' | sed -e
's/G,T/K/g' | sed -e 's/T,G/K/g' | sed -e 's/A,C/M/g' | sed -e
's/C,A/M/qg" | sed -e 's/C,G,T/B/g' | sed -e 's/C,T,G/B/g' | sed -e
's/G,C,T/B/g' | sed -e 's/C,T,G/B/g' | sed -e 's/T,C,G/B/g' | sed -e
's/T,G,C/B/g' | sed -e 's/A,G,T/D/g' | sed -e 's/A,T,G/D/g' | sed -e
's/G,T,A/D/g" | sed -e 's/G,A,T/D/g' | sed -e 's/T,A,G/D/g' | sed -e
's/T,G,A/D/g" | sed -e 's/A,C,T/H/g' | sed -e 's/A,T,C/H/g' | sed -e
's/C,A,T/H/g" | sed -e 's/C,T,A/H/g’ | sed -e 's/T,C,A/H/g’ | sed -e
's/T,A,C/H/g' | sed -e 's/A,C,G/V/g' | sed -e 's/A,G,C/V/g' | sed -e
's/C,A,G/V/g' | sed -e 's/C,G,A/V/g' | sed -e 's/G,C,A/V/g' | sed -e

's/G,A,C/V/g' > ${i} F.txt
done

Schéma ¢. 12: Deskripce postupu ziskani SNP vuci referenci bez N ambiguidnich pozic v mistech
polymorfismil detekovanych na zaklad¢ 454 dat

14.1 Detekce SNP z SeqCap dat vuci transkriptomu bez ambiguidnich

pozic

SNP z gDNA mapované na referencni transkriptom programem BWA byly
extrahovany zcela identickym zplisobem (opét s ohledem na ploidii jedince) az na vyjimku
tykajici se findlniho filtrovani SNP pozic programem vcfutil.pl VarFilter, kdy byly

odstranény vSechny baze -5 a +5 v okoli gap alignmentu — cilem je zbavit se artificialnich



chyb zplsobenych pfitomnosti extra genomovych a intronovych sekvenci pfitomnych v

readech mapujich se na cDNA.
15.1 Analyza RNAseq exprese genu

K odhaleni DE genl byly zvolen DESeq balik programu R (3.1.14) (Anders and
Huber 2010) a balik edgeR (Zhou et al. 2014). V schématu ¢. je uveden postup ziskani DE
gentl balikem DESeq a konsekventné i nabohacenych GO termini a KEGG drah téchto DE

gentl.

4.1.11 Extrakce poc¢tu namapovanych readii na cDNA RNAseq vzorku

Informace 0 namapovanych readech je ulozena v binarnim formatu — aplikaci
samtools (1.2) je informace pievedena do formatu SAM (Li et al. 2009). Ze SAM formatu
byla informace o poctu readit na cDNA ziskdna dvéma zplsoby. V prvnim piipad¢ byly
zjiStovany sumy readu na gen pouze unikatné namapovanych readii na referenci
znacenych v hlavicce formatu SAM jako @SQ. V druhém piipadé byly z binarniho
formatu ziskany namapované ready, které byly dale selektovany dle MAPQ skore
s limitem 10 (Sance, ze read se muze mapovat na jinou pozici v referenci, ¢ini 1:10)
programem Count reads_denovo.pl (Jennifer Shelton, sdileno GitHub, nepublikovano;).
Komparace mezi datasety ma za cil zjistit, zda hraje roli fakt, Ze reference mize stale
obsahovat $patn¢ slozené cDNA, které neodpovidaji sekvenci genomu, ne nasledkem
editace RNA, ale diky chyb¢ pfi sloZeni. Nize uvedené schéma ptikazii ¢. 13, v prostiedi

shell popisuji ziskdni samotnych expresnich informaci (pocet readi namapovanych na

cDNA).

# Selekce unikatné mapovanych readd - setl

$: cat animal.sam | grep -v "@SQ | grep lom300tt | awk '{ print $3}' |
sort | unig -c | awk '{ print $2, $1 }' > animal.txt

# Sumarizace pocltu readud na cDNA v MySQL
> SELECT ref acc, SUM(cnt) AS count FROM animal GROUP BY (ref acc);

# Selekce namapovanych readd s limitni hodnotou MAPQ - set2

$: samtools view -h -F 4 -b animal.bam > mapped animal.bam -@ 16

$: samtools sort mapped animal.bam animal sort m.bam -@ 16

$: samtools view -h -o cabOlL sort m.sam cabOlL sort m.bam.bam -@ 16

$: perl Count reads denovo.pl -s animal sort m.sam -o animal sort m.txt

Schéma €. 13: Ziskani poctu namapovanych readii na cDNA — dvéma zplsoby (selekce pouze unikatnich, ¢i i
neunikatné namapovanych readir)
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Graf ¢. 13: Srovnani poctu readii na cDNA mezi dvéma vySe generovanymi datasety jednoho jedince
(provedena transformace dat log10 +1).

Spearmantiv korelac¢ni koeficient mezi ziskanymi datasety ¢ini 0.994. Vyznamny
rozdil je znatelny pouze u gend s velmi nizkou expresi, kde bylo v setu 2 ponechano vétsi
mnozstvi readu. Pro analyzu DE byl zvolen set ¢. 2; sice neni ztracena ¢ast informace
ptiliSnou stringenci vybéru, viz graf €. 13; neunikdtni, zaroveit mozné chybné namapované
ready lze ocCividné b&hem normalizace a detekce DE odfiltrovat — pfi analyze nebyl
nalezen signifikantni rozdil, byly ziskdny téméf identické DE geny porovnanim nize
zminénych skupin. Naopak stringence mezi nastroji pro detekci DE gent se 1isi zna¢né. Po
filtrovani DE geni na stejné hodnoté o byla nelezeny stejné geny, ale rozdilné, vyrazné

posunuté P hodnoty.
4.1.12 Identifikace diferencialné exprimovanych genu

V prvnim kroku jsou ziskané poCty radii na cudna normalizovany, nebot mezi
jedinci neni sekvenacni hloubka identickd viz graf ¢., nastdva rovnéZ problém s délkou
gend, 1 variance dat je nechténé obohacena o technickou variabilitu, v posledni fadé je
nutno vzit v tvahu preference delSich radii nasledkem piipravy sekvena¢ni knihovny a
naopak preferenci téch kratSich pti klastrovani radii sek vénovanim na iluminat platforme
(Dillies et al. 2013). V nasem ptipadé je volba vhodné metody normalizace zcela zasadni,
protoze bias délek geni hraje v nasem datasetu vyznamnou roli, nebot homologni
sekvence mezi druhy se mohou v ojedinélych piipadech lisit i co do délky. EdgeR a DESeq
jsou adekvéatni rovnéz z toho diivodu, ze vychazeji z predpokladu, ze mezi porovnavanymi

skupinami z biologického hlediska neni mnoho DE gend.



V nésledujicim kroku je stanovena variance, disperze a jejich primér v ramci
deklarovanych skupin urcenych ke komparaci vcetné variance, disperze mezi témito
skupinami. Disperzi l1ze popsat jako kvadratické umocnéni koeficientu biologické variance.
Samotnd variance je sumou dvou faktorti: urovné variance mezi skupinami v ramci
replikatu a ,,nejistotou vypocitanou na zaklad¢ koncentrace readii; tento faktor predikuje
také nahodnou biologickou/technickou variabilitu z poissonovy distribuce, coz ma svij
vyznam zejména u gent svelmi nizkou hladinou exprese. Cim je vy$s§i disperze,
biologicka variabilita mezi vzorky v ramci skupiny, tim vice je tieba replikati, nebo o to
vétsi musi byt rozdil v expresi, aby DE geny mohly piejit prah signifikance. V grafu €. 16
je znazornén vztah mezi primérem normalizovanych pocti readii a disperze v log skalach.
DE geny jsou ureny pomoci negativné binomindlniho modelu vychéazejiciho aproximaci
z poissonova modelu. Vysledna P hodnota DE je korigovana FDR (false rate discovery),
jezto prah P hodnoty je pfi mnohondsobném testovani zvySovan - tedy i chyba II. fadu.
Postup analyzy DE uzitim DESeq potazmo i edgeR softwaru je znazornén ve schématu €.
16. Fyzicky ptiklad postupu ziskdni DE genii mezi skupinami asexualné a sexudlné se
rozmnozujicimi jedinci je uveden s popisy ve schématu ¢. 14. Ve schématu ¢. 15 je uveden
postup, jakym bylo provedeno zndzornéni heatplot a shlukovaci analyza genii uvedenych

ve vysledcich sekce diferencialni genové exprese.
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Schéma €. 16: Znazornéni postupu ziskdni DE gend utilizaci baliku DESeq (pfenesené plati i pro edgeR
vyuzivajici velmi podobny postup)

library (sgldf)

library (edgeR)

# Odstranéni genu se sumou readl mens$i nez 20

cnt o <- dat_o[rowSums (dat o) >20, ]

# Odstranéni jedinct, kteri nejsou pritomni v obou datasetech, ¢i nemaji
# dostatecénou sekvenac¢ni hloubku

in o sex <- sqgldf("select * from animals o where name != 'cab070' and
name != 'cab230' and name != 'cabl5o' and name != 'cabl4o'")

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

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

# normalizace dat metodou TMM (trimmed mean median)

cds o sa <- calcNormFactors (cds_o_ sa)

# Stanoveni disperse v ramci skupiny

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

# Stanoveni disperse mezi skupinami

cds_o _sa <- estimateTagwiseDisp(cds o sa)

# Vybér skupin ke komparaci

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

top o sa <- topTags(et o sa, n=nrow(cds o saScounts))Stable

# Selekce genu s P hodnotou < 0.05

de edgeR o sa <- top o sa[top o sa$FDR<0.05]

de edgeR o saSref acc <- rownames (de edgeR o sa)

# Spojeni vysledku s nédleZitou anotaci

de edgeR o sa ann <- sqgldf("select ref acc, logFC, 1logCPM, PValue, FDR,
annotation from de edgeR o sa join annotation using (ref acc) where
annotation != 'NA'")

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



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

Schéma €. 14: Deskripce fyzického postupu pfi ziskdni DE genti metodou edgeR

# Ziskani dat pro heatplot2 a shlukovaci analyzu spojednim dle klice DE
# genli s TMM normalizovanymi daty naptic¢ pouzitymi vzroky
cluster<-merge (cds_ o sa$pseudo.count,de edgeR o sa,by="row.names")
# Vygenerovani heatplot grafu
library (RColorBrewer)
cols <- colorRampPalette (brewer.pal (8, "Blues")) (100)
mydatascale <- t(scale(t(data.matrix(cluster[,2:21]))))
# Shlukova analyza tadkd na zédklade korelac¢ni parametrické matice
hr <- hclust(as.dist(l-cor (t (mydatascale), method="pearson")),
method="complete™)
# Shlukova analyza sloupu na zakladé korelac¢ni neparametrické matice
hc <- hclust(as.dist(l-cor (mydatascale, method="spearman")),
method="complete™)
# barevné zvyraznéni shlukl gent
mycl <- cutree(hr, h=max (hrS$Sheight)/1.5)
mycolhc <- sample (rainbow (256))
mycolhc <- mycolhcl[as.vector (mycl) ]
# Tvorba heatmap diagramu z dat normalizovanych vzrokd pouZitych k
# analyze DE genu - priklad komparace skupiny "sex" vs "asex" (20 vzorkl
# oocytn)
heatmap.2 (data.matrix (cluster([,2:21]), Rowv = as.dendrogram(hr), Colv =
as.dendrogram(hc), scale="row", RowSideColors=mycolhc, labRow = "'
cexCol = 1.5,col= cols,labCol = in o sexS$Sbiotype,trace = "none", keysize =
2,key.title = "")
# Shlukovaci analyza genu
library(parallel)
cl <- makeCluster (5, type = "PSOCK")
clusterl <- merge(cds o sa$pseudo.count,real top o sa,by="row.names")
pv <- parPvclust(cl,t(data.matrix(clusterl[,2:211])),
method.dist="correlation", method.hclust="median", nboot=1000)
# Explorace shlukovaci analyzy formou dendrogramu se zvyraznénym vetvenim
# podle signifikance P hodnoty
library (dendextend)
dend<- as.dendrogram (pv)
labels (dend) <- as.character (cluster$annotation)
dend %>%
pvclust show signif gradient (pv) %>%
pvclust show signif (pv) %>%
plot (main = "",xlab = "")
pv %>% text
pv $>% pvrect (alpha=0.95)

v

Schéma ¢. 15: Deskripce aplikovanych statistickych metod programu R vyobrazenych ve vysledcich
tykajicin se diferencialni genové exprese.

Z analyzy DE byli vylouc€eni ti jedinci, ktefi se vyznaCovali neimérné nizkou
sekvenacni hloubkou vzhledem k sumam poctu readit na cDNA ostatnich jedinct viz graf
¢. 16, protoze se projevil i bias v datech, kdy na PCA znazornéni. Jedinec této distance na
ose PC1 (principal component 1) deformuje samotné znazornéni pievedeni

mnohorozmérného prostoru do 2D projekce. Byly ponechany vzorky, které byly ziskany



jak z jater, tak oocytl. Celkem bylo analyzovano 40 jedinct: 20 vzorkd jater a 20 vzorka
oocytt. Pro kontrolu tedy byly analyzovany ¢tyii sety dat — geny anotované, anotované
vcetn€ 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
predevs§im na zaklad¢ svého genotypu, viz graf PCA ¢. 17, 18. Nejedna se o PCA pouze
nekolika set genl s nejveEtsi variabilitou mezi predem definovanymi skupinami; jak byva
obecné zvykem, byl pouzit set vSech gent pfitomnych v analyze (anotované i
neanotované). Vzorky stejnych genotypt obou skupin vykazuji mirn€ rozdilnou standartni
chybu — vyssi u jater, coz mize byt dano environmentalnimi faktory, které na oocyty
nemaji takovy vliv. Pro zndzornéni PCA distanci byly vybrany dvé majoritni komponenty,

vysvétlujici nejvice variability mezi vzorky, graf €. 15.
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Graf. ¢. 16: Sloupcovy diagram znazorujici sekvena¢ni hloubky vzorkd oocytt a jater; vzorek oznaceny
Sipkou byl z datasetu odstranén pro nedostate¢nou sekvenacni hloubku

Druh haplotyp
Cobitis elongatoides e
Cobitis taenia t
Cobitis tanaitica n

Tab. €. 6: Pracovni oznaceni haplotypti analyzovanych genomt druhd.
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Graf ¢. 15: 1 Variance péti komponent PCA s nejvy$$im prispévkem; A = vzorky oocytii; B = vzorky jater

Graf ¢. 17: PCA plot znazoriujici vzdjemnou podobnost mezi vzorky oocyti pii vybrani dvou hlavnich
komponent. Elipsy znazorfuji standartni chybu centroidu, samotny centroid dané skupiny je vyznafen
kiizkem



Graf ¢. 18: PCA plot znazoriujici vzajemnou similaritu mezi vzorky jater pii vybrani dvou hlavnich
komponent. Elipsy znazorfji standartni chybu centroidu; centroid dané skupiny je vyznaéen kiizkem
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Graf ¢. 19: Znazornéni vztahu mezi primérnou expresi a varianci vzorkl; Sedé body reprezentuji
netransformované variance poCty readii na cDNA; svétle modré body reprezentuji varianci mezi vzorky;
tmavé modra linka znazorfuje spole¢nou disperzi, trend dat, zatimco Cerna pfimka je zobrazenim
poissonovské variance

Analyzu RNAseq velmi silné ovliviluje pfedevs§im sestaveni referencni sekvence,
zvlasté pokud je sestavena z nc€kolika druhd, ¢i polymorfnich populaci. Dochazi totiz k
formovani vySe popsanych pseudoparalognich sekvenci. Majoritni Cast problematickych
sekvenci byla odstranéna tim zpisobem, ze na referenci byly sekvence remapovdiny;,
cDNA, ve kterych byly detekovany nové SNPs, doslo k jejich odstranéni.. Vzhledem

k metod¢ ziskani cDNA, jsou Castéji ,,prosekvenovany“ oblasti 5° konce cDNA, nebot’



reverzni transkripce byla provedena aplikaci primeru polyT, piepisujici sekvenci od polyA
konce mRNA. Ackoliv je uzitd reverzni transkriptdza schopna ptepisu az 20 kb, ¢asto od
templatu disociuje a to ziejme linearné, jak je patrno z grafu ¢. 5. Timto zpiisobem je do
vysledkti vzhledem k nadmérné dlouhym sekvenci vnasen dalsi bias, nebot’ tyto dlouhé
cDNA sekvence se mohou jevit jako podexprimované. Nastésti datasety RNAseq byly
ziskany aplikaci identického protokolu véetné téze reverzni transkriptdzy, a proto tato
chyba nehraje v komparaci dat s cilem identifikace diferencialné exprimovanych genu
zadnou roli (procesivita reverzni transkriptazy je sekvenéné independentni).

Pro kontrolu specifity testovani ziskanych vysledkt DE gent a verifikace gradientu
(testovani, jakym zpisobem reflektuje genotyp jedince jeho similaritu, polohu vuci
rodi¢ovskym druhtim) mezi druhy tt a ee byl Mgr. Ladislavem Pekarikem, Ph.D.
vypoctena mira pifispévku jednotlivych genl na vytvofeném gradientu mezi témito druhy.
Podstatny vypocet vynatku programu je uveden ve schématu ¢. 16 (autor: Mgr. Ladislav
Pekarik, Ph.D).

ordscores$naxisl<- (ordscoresS$Saxisl*cos (ang)+ordscores$axis2*sin (ang))
ordscores$naxis2<- (-ordscores$axisl*sin (ang)+ordscores$axis2*cos (ang))
Schéma €. 16: 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 kontolni body postupu ziksini DE gend a samotné vstupni data.
Poslednim kontrolnim bodem je vlastni explorace distibuce vysledki DE genti. Graf ¢. 20
nam fika, jaky je vztah mezi expresi (fold-change) diferencidlné exprimovanych gena a
normalizovanym poctem readti na cDNA (counts per milion — CPM) z porovnani skupin

sexualné a asexualné se rozmnozujicich jedinc, jejich jater a oocytt.



Graf ¢. 20: Zavislot miry exprese (CPM) na nasobku zmény mezi srovnadvanymi skupinami (sexualé a
asexualné se reprodukujici jedinci, A = vzorky oocytl, B = vzorky jater); cervené body znaci DE geny

stanoveneé na hladin€ o 0.05 FDR korigované P hodnoty.

4.1.13 Identifikace nabohacenych GO termini a KEGG metabolickych drah

K anotaci kontigii referen¢niho transkriptomu nalezi téz GO (gene ontology)
identifikatory a KEGG identifikatory metabolickych drah. Uzitim zminéného softwaru
Blast2GO byla provedena analyza nabohaceni subsetu GO ziskanych analyzou
diferencialné¢ exprimovanych genti programem edgeR a to z divodu nizsi stringence
testovani. Analyza nabohaceni GO byla provedeno Fisherovym exaktnim testem
(komparace pozorovanych a ocekavanych poctu GO mezi vSemi anotovanymi geny a
zvolenou podmnoZinou identifikovanych DE genti) na hladiné¢ a = 0,05 korigované P

hodnoty FDR metodou.
4.1.14 Validace RNAseq srovnani vysledki RT-qPCR vybranych DE gen

Ackoliv jsou RNAseq data genové exprese rutinné interpretovany a jejich
vypovédni hodnota je podpofena stovkami c¢lanktll, je stile nezbytné ziskané vysledky
validovat, nebot’ mize dojit k nezanedbatelnému mnozstvi chyb, at’" jiz pifi preparaci
vzorkl, sekvenovani, analyze dat, nebo jiZ nevhodnym experimentalnim designem. Je ale
znamo, ze korelace mezi relativni expresi geni qPCR a RNAseq je velmi tésna, jak

naznacuje tato publikace: (Gavery and Roberts 2012). RT-qgPCR



Prvni otdzkou validace RNAseq je: Jsou detekované transkripty diferencidlné
exprimované mezi vzorky (hovofime o technické reproducibilité)? Zadruhé: Jsou
detekované transkripty diferenciadlné exprimované mezi skupinami (biologicka variance).
Zatteti: Maji tyto rozdily biologickou signifikanci — napi. fenotypova kauzalita (qPCR
Vv 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 ziskanych na zaklad¢ identifikace HS nejniz$i variance mezi
vzorky jater uzitim softwaru normfinder (version 5, 2015-01-05) (Andersen et al. 2004).
Software je uréen primarné pro 2°°' (cycle trashold) hodnoty qPCR a microarray
normalizovanych, ale nelogaritmovanych vystupnich dat, nicmén¢ dle minéni autora jej 1ze
aplikovat na RNAseq nenormalizovana data (software ale neumi normalizovat vzhledem

k délce sekvence, vyuziva pouze geometrického priméru napti¢ vzorky).

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

Tab ¢. 7: Sekvence primertt HS gend ,,posazenych® blizko 3’ konci sekvence uzitych pro RT-gPCR validaci
RNAseq relativni exprese

Vysledky korelace relativni exprese mezi gPCR a RNAseq jaterni tkané né€kolika
nahodné vybranych gent vykazujici diferencialni expresi bohuzel nebyly dokonceny. V
tab. €. 8 uvedeny primery pro vybrané diferencidlné exprimované geny mezi skupinou sex

asex jaterni tkané. VSechny uvedené primery byly testovany.

fatt_elong FWD TGG TGG TTT GTC TTG AAC TGG
fatt_elong REV 5-CAG CAG ACA GCC CAT AAT ACG
GSTs FWD GCT GGA GCT GAG TTT GAG G
GSTs REV CTG CAT TCC ATC CAT TIC AAC C
CH25H FWD CCA GAA CAG AGA AGA TGT CTIG G
CH25H REV GAA GAG CAC TGG GAA GAA GG
CPA2 FWD ATG TGG CTC TAT CTIG CAA GC
CPA2 REV ATG CCA CGC TGG TAA GC

triqt FWD TCT CTC AGG TGT AGA AGG ATG G

trigt REV CGA TCT GTT TAC GGT ACT GAT CC



Tab ¢&. 8: Sekvence primerd DE gentl ,,posazenych® blizko 3’ konci sekvence uzitych v RT-gPCR validaci
RNAseq relativni exprese

16.1 Analyza alelové specifické exprese (ASE) hybridnich jedincu

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

Premisa detekce disbalance exprese RNA v zavislosti na pivodu z rodi¢ovského
druhu je nasledujici. V prvni fad¢ je nezbytné adekvatnim statistickym zplisobem testovat,
zda alela je, ¢i neni disbalancovand. 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 vysSe ziskanych druhové specifickych SNP pozicich, protoze cilem je
diferencovat ready pochézejici z konkrétniho druhu. Déle jsou vybrany vSechny SNP, u
kterych lIze jejich plvod jednoznaéné pfipsat rodiCovskym druhiim — to znamend, Ze
testujeme pouze ancestralni polymorfismy pfitomné v dobé vzniku hybridniho jedince.
Pokud je béhem fylogeneze klondlni linie alela ztracena, nebo dojde z zdméné baze na
dané pozici, nebylo by mozné urcit plivod alely, a proto takovéto pozice v naSem testu

nezohlediiujeme.

4.1.15 Determinace puvodu alely na zakladé druhové specifickych SNP

Ve schématu ¢. 16 je uveden postup identifikace alel, u kterych muizeme
predpokladat plivod z jednoho, nebo obou rodicovskych druhti. Pokud je jedna z alel
transkripén€ umlcena jednim z genomt, jevi se v hybridnim jedinci jako homozygotni, v
ptipad€, Ze umlceni neni Uplné, miizeme stale nalézt ptitomnost heterozygotni alely a v
tomto pfipad¢ se musi alela shodovat s obéma rodi¢i. Pozn.: heterozygotni pozice byly
vyhodnoceny na zékladé P hodnoty hypotézy nazvané jako ehomo (expected homozygot),
kde jsme testovali roylozeni bazi na zaklad¢ chi kvadrat testu oproti expektanci v pripade
homozygota a ehetero, kde jsme délali totéz, ale oproti ocekdvanému rozlozeni oproti
heterozygotu. Oc¢ekavané rozlozeni readti v tomto ptipad¢ bralo v potaz fakt, ze pozice
mohla byt i postizena sekvenacni chybou — testovali jsme tedy vSechny 4 mozné stavy
dané baze. Je dobr¢ si zde uvédomit, Ze dana pozice nemusi zamitnout ani jednu hypotesu,

anebo naopak muZe vést k zamitnuti obou najednou, coz muize byt zpisobeno jak



sekvenacni chybou, chybnym assembly, tak i samotnym procesem nevyvazené transkripce.
Po urceni homo-heterozygotnosti na vSech testovanych pozicich jsme pak piistoupili
K testovani samotné disbalance alel a to na zaklad¢ P hodnoty podle nulové hypotézy
eallel, ktera se jiz specificky pomoci chi-kvadrat testu taZe na to, zda jsou dvé majoritni

baze na dané pozici v rovnovaze; viz schéma (bash/MySQL) ¢. 17

#!/bin/bash
for i in $(cat ASE all.tab)
do
# Stanoveni puvodu homozygotnich pozic hybrida
mysql -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'A' AND b.tt a =1
AND b.ee a = 1;"
mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING

(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'T' AND b.tt t =1
AND b.ee t = 1;"
mysqgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'C' AND b.tt ¢ =1
AND b.ee c = 1;"
mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'G' AND b.tt g =1
AND b.ee g = 1;"
# pro heterozygotni baze - alesponl jedna rodicovska alela se musi

# shodovat bazi hybridniho jedince

mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'R' AND (b.tt a =
1 AND b.ee g = 1) or (b.ee a = 1 AND b.tt g = 1);"

mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'Y' AND (b.tt c =
1 AND b.ee t = 1) or (b.tt t =1 AND b.ee c = 1);"

mysqgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'S' AND (b.tt c =
1 AND b.ee g = 1) or (b.tt g =1 AND b.ee c = 1);"

mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'W' AND (b.tt a =
1 AND b.ee t = 1) or (b.tt t = 1 AND b.ee a = 1);"

mysqgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING
(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'K' AND (b.tt g =
1 AND b.ee t = 1) or (b.tt t =1 AND b.ee g = 1);"

mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN varl5 species final b USING

(ref acc,pos) SET a.ok = 1 WHERE a.base = 'M' AND (b.tt a =
1 AND b.ee ¢ = 1) or (b.tt ¢ =1 AND b.ee a = 1);"
# Vsude kde nelze zjistit - neni ok tzn. O

mysgl -e "UPDATE ${i}_ASE SET ok = 0 WHERE base IS NULL;"
done

Schéma ¢. 16: Stanoveni logické hodnoty (1,0) v ptfipadé, Ze plati podminka ptivodu SNP u hybridnich
jedinct (MySQL, bash)

4.1.16 Stanoveni disbalancovanych alel jedincu hybridniho pavodu

V niZze uvedeném vynatku bash skriptu je znazornén postup oznaceni

disbalancovanych SNPs. Ptame se, jaky genom pfevazuje — zda byla zamitnuta nulova



hypotéza o balancovaném stavu poctu bazi na SNP. Pokud je tato podminka splnéna,
ptame se, zda je tento SNP druhové urcujici a shoduje-li se baze s rodicovskymi druhy? V
poslednim kroku je stanoveno, zda pifevazuje alela pochazejici z genomu ee ¢&i tt (v
schématu ¢. 14 je uvedeno pouze nahrazeni, zda pievazuje alela pochazejici z genomu ee a

to pouze vybranych bazi pro demonstraci postupu).

Urceni disbalance ve sméru genomu ee pokud je ma hybrid disbalancovanou
alelu na P < 0.05, pozice je druhové urcujici, alela se shoduje s
Jjednim z rodicovskych genomu a baze hybrid je homozygotni a odpovidéa
rodic¢ovskému polymorfismu, pro kontrolu je udadna také podminka poctu
bazi (nejvyssi pocet musi mit vyslednd baze SNP). VsSechny typy bazi pro
prehlednost neuvedeny
mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN ${i} var b USING (ref acc,pos) JOIN
varl5 species final c USING (ref acc,pos) set a.balance =
'ee' WHERE a.Pallel FDR < 0.05 AND a.tt ee = 1 AND ok =1
AND a.base = 'A' AND c.ee a =1 AND b.A cnt > b.T cnt AND
b.A cnt > b.C cnt AND b.A cnt > b.G cnt;"
# Totéz jako vySe, nicméné zde je hybrid v heterozygotnim stavu
mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN ${i} var b USING (ref acc,pos) JOIN
varl5 species final c USING (ref acc,pos) set a.balance =
'ee' WHERE a.Pallel FDR < 0.05 AND a.tt ee = 1 AND ok =1
AND c.ee a = 1 AND a.base = 'R' AND b.A cnt > b.T cnt AND
b.A cnt > b.C cnt AND b.A cnt > b.G cnt;"
mysgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN ${i} var b USING (ref acc,pos) JOIN
varl5 species final c USING (ref acc,pos) set a.balance =
'ee' WHERE a.Pallel FDR < 0.05 AND a.tt ee = 1 AND ok =1
AND c.ee t = 1 AND a.base = 'Y' AND b.T cnt > b.A cnt AND
b.T cnt > b.C cnt AND b.T cnt > b.G cnt;"
# Zde je reSen ptripad, kdy je druhové specifickd SNP pozice urcena ve
# dvou bazich - ambiguidné, je tedy nezbytné dotazovat se adekvatnim
# zpusobem
mysqgl -e "UPDATE ${i} ASE a JOIN ${i} var b USING (ref acc,pos) JOIN
varl5 species final c USING (ref acc,pos) set a.balance =
'ee' WHERE a.Pallel FDR < 0.05 AND a.tt ee = 1 AND ok =1
AND c.ee _a =1 AND c.ee t =1 AND ((b.A cnt > b.T cnt AND
b.A cnt > b.C cnt AND b.A cnt > b.G cnt) OR (b.T cnt >
b.A cnt AND b.T cnt > b.C cnt AND b.T cnt > b.G cnt)) ;"

H o o e S e

Schéma €. 17: Vynatek bash scriptu popisujici detekci disbalance ve sméru ke genomu ee (MySQL, bash)
4.1.17 Statisticka analyza ASE loci hybridnich jedinci

Pro znazornéni poctu disbalancovanych alel byl pocitdan pocet vSech
utilizovatelnych SNP a pocet disbalancovanych, balancovanych SNP na gen (detekce
poctu balancovanych SNP je obdobnd, ptame se zde, zda byla P hodnota mensi nez a 0.05
hypotézy eallel — tedy pfijata nulova hypotéza o "vybalancovanosti" alel, ve schématech
neuvedeno). Pro kazdy gen byl vypocten také median, exponent priméru logaritmii P

hodnot (P hodnoty v tomto pifipadé nelze primérovat) a to pro vSechny SNP druhové



specifické s bazi pravdépodobného ptivodu od rodicovskych druhti. Postup je znazornén ve

schématu ¢. 18

#!/bin/bash
for i in $(cat ASE diploid.tab)
do
# Tvorba tabulky obsahujici pocet vSech pouzitelnych SNP, balancovanych a
# disbalancovanych alel a to ve prospéch tt a ee genomu (pocet
# balancovanych alel v genu pro prehlednost odstranény)
mysgl -e "CREATE TABLE ${i} ref stat(
SELECT ref acc,cnt valid SNP,cnt ee,cnt e,cnt f,cnt tt,cnt t,cnt u FROM
varl5 species final AS x
LEFT JOIN (SELECT ref acc, count(*) AS cnt valid SNP FROM
${i}_ASE WHERE tt ee =1 AND ok =1 GROUP BY (ref acc)) as a USING
(ref acc)
LEFT JOIN (SELECT ref acc, count(*) AS cnt ee FROM ${i} ASE
WHERE tt ee =1 AND ok =1 AND (balance = 'ee') GROUP BY ref acc) AS b
USING (ref acc)
LEFT JOIN (SELECT ref acc, count(*) AS cnt tt FROM ${i}_ASE
WHERE tt ee =1 AND ok =1 AND (balance = 'tt') GROUP BY ref acc) AS e
USING (ref acc)
GROUP BY ref acc);"
mysqgl -e "ALTER TABLE S${i} ref stat add column median double, ADD
COLUMN PlogAVG double;"
mysgl -e "ALTER TABLE ${i}_ref_stat add PRIMARY KEY (ref acc);"
done
# Vypocet exponentu pruméru logaritmovanych P hodnot
for £ in S$(cat ASE diploid.tab)
do
mysgl -e "UPDATE ${f}_ref_stat a JOIN (SELECT
ref acc,exp(avg(log(Pallel FDR))) as PlogAVG FROM $S{f} ASE
WHERE tt ee = 1 AND ok =1 GROUP BY (ref acc)) AS b USING
(ref acc) set a.PlogAVG = b.PlogAVG WHERE a.ref acc =
b.ref acc;"

for i in $(cat ref acc.tab)

do

# MySQL nem& funkci mediédn - nutno pocitat obskurnim zpusobem
mysgl -e "UPDATE ${f} ref stat i JOIN (
SELECT ref acc,avg(tl.Pallel FDR) as median Pallel FDR FROM (
SELECT @rownum:=Q@rownum+l as row number, d.Pallel FDR,
d.ref acc, d.ok, d.tt ee
FROM ${f} ASE d, (SELECT @rownum:=0) r

WHERE 1 AND ref_acc = '$i' AND tt _ee =1 AND ok =1
ORDER BY d.PallelZ_FDR
) as tl, (

SELECT count (*) as total rows
FROM ${f} ASE d

WHERE 1 AND ref_acc = '$i' AND tt _ee =1 AND ok =1

) AS t2
WHERE 1 AND tl.row number in (floor((total rows+l)/2),
floor ((total rows+2)/2) )) y USING (ref acc) set

i.median=y.median Pallel2 FDR WHERE i.ref acc = y.ref acc;";
done
done



Schéma ¢. 18: Postup ziskani dat pro statistickou analyzu — identifikaci ASE gent

SELECT a.med Pallel etl, b.med Pallel et2,
eetl, e.med Pallel eet2,
h.med Pallel ett2,

cabllL ref stat a

i.med Pallel ett3,

c.med Pallel et3, d.med Pallel
f.med Pallel eet3, g.med Pallel ettl,
j.med Pallel ett4 FROM

left join cab22L ref stat b USING (ref acc)
left join cab23L ref stat c USING (ref acc)
left join cab07L ref stat d USING (ref acc)
left join cab08L ref stat e USING (ref acc)
left join cab09L ref stat f USING (ref acc)
left join cablé6L ref stat g USING (ref acc)
left join cabl7L ref stat h USING (ref acc)
left join cab24L ref stat i USING (ref acc)
left join cab25L ref stat j USING (ref acc) WHERE a.med Pallel < 0.05
AND a.cnt valid SNP >= 5 AND b.cnt valid SNP >= 5 AND c.cnt valid SNP >=

5 AND d.cnt valid SNP >= 5 AND e.cnt valid SNP >=
>= 5 AND g.cnt valid SNP >= 5 AND h.cnt valid SNP
i.cnt valid SNP >= 5 AND j.cnt valid SNP >= 5

UN

SELECT a.med Pallel etl, b.med Pallel et2,
e.med Pallel eet2,
h.med Pallel ett2,

eetl,

ION

cabllL ref stat a

f.med Pallel eet3,
i.med Pallel ett3,

c.med Pallel et3,
g.med Pallel ettl,
j.med Pallel ett4 FROM

5 AND f.cnt valid SNP
>= 5 AND

d.med Pallel

right join cab22L ref stat b USING (ref acc)
right join cab23L ref stat c USING (ref acc)
right join cabO7L ref stat d USING (ref acc)
right join cabO8L ref stat e USING (ref acc)
right join cabO9L ref stat f USING (ref acc)
right join cabl6L ref stat g USING (ref acc)
right join cabl7L ref stat h USING (ref acc)
right join cab24l ref stat i USING (ref acc)
right join cab25L ref stat j USING (ref acc) WHERE a.med Pallel < 0.05

AND a.cnt valid SNP >= 5 AND b.cnt valid SNP >= 5 AND c.cnt valid SNP >=

5 AND d.cnt valid SNP >=
>= 5 AND g.cnt valid SNP
i.cnt valid SNP >= 5 AND

5 AND e.cnt valid SNP >=
>= 5 AND h.cnt valid SNP
j.cnt _valid SNP >= 5;

5 AND f.cnt valid SNP
>= 5 AND

Schéma ¢. 19: Popis ziskani dat pro korelacni matici mezi jedinci vSech gend, pfi ¢emz hybrid et ma P

median

17.1 Analyza Miillerovy rohatky

4.1.18 Identifikace otevienych ¢tecich ramcii v genech

Pro identifikaci ORF bylo aplikovano programu getorf (6.6.0.0) baliku embossy s

parametry pro hledani ORF mezi stop kodony, protoze u dlouhych genti ¢asto chybi start
kodoén. Byl vybran pouze nejdelsi ORF — min daleky 87 bp, pficemz byly analyzovany
pouze anotované, protein kodujici sekvence. Sekvence ORF byly exportovany z databaze
na zékladé pozic stop kodonu nejdelsiho ORF uZzitim skriptu uvedeného v piiloze. 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 veskeré nalezené SNP pro daného jedince a to vzorki jater, tak oocytd. Tento
zapis polymorfismu do sekvence byl proveden jazykem perl — funkce substring
(modifikovany perl skript pro vneseni majoritni béaze v pfipadé¢ identifikace

heterozygotnich pozic ze 454 dat (Mgr. Jan Paces, Ph.D.)
4.1.19 Vypocet dN/dS poméru z parového srovnani

Pro otestovani hypotézy Miillerovy rohatky jsem provedl vypolty poméru
nesynonymnich a synonymnich mutaci (dN/dS) pro rtizné biotypy, vcetné¢ ET hybridua.
Déle jsem stejny vypocet provedl pro uméle vytvorené ET hybridy, které jsem ziskal
nahodnym zkombinovanim odpovidajicich sekvenci rodi¢ovskych druhti. Tyto rodi¢ovské
sekvence jsem nejdiive zduplikoval, poté jsem kazdé variantni pozici (SNP) ndhodné (ale
unikatné) ptifadil bazi tak, ze kazdy duplikat obsahoval jinou variantu. Takto vzniklé
sekvence z rodiCovskych druhti jsem zkombinoval mezi druhy za vzniku umélych F1
hybridd, na kterych jsem opét métil dN/dS pomér. Ostatni sekvence jsem upravil stejnym
zpusobem a vSechny takto upravené sekvence jsem ndsledné srovndval v rdmci biotypil.
Cilem bylo ziskat pfedstavu o distribuci dN/dS poméru v ramci jednotlivych druht a
biotypt, vcetné laboratornich F1 ET hybridd, stejné¢ jako v ramci mnou vytvofenych in
silico ET hybridt.

Poméry dN/dS pro vSechny pary sekvenci jsem pocital opét ve statistickém
prostiedi R. Import a alignment sekvenci jsem provedl 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, pfedstavuji problém. Ten lze vyteSit
napiiklad pfic¢tenim Cisla 1 ke kazdé hodnoté dN a dS jesté pred vypoctem jejich podilu
(Paradis et al. 2004) (Bajgain et al. 2011) (Novaes et al. 2008), coz ale pfinasi nova tskali.
Pfedné sekvencim bez mutaci (a tedy bez informace) je chybné pfifazen dN/dS pomér
roven 1, tedy neutrdlni. Navic pficteni 1 k hodnotdm dN a dS pfinejmenSim na mych
datech zplisobovalo nahlou¢eni dN/dS hodnot kolem neutralni hodnoty 1 v rozsahu, ktery
znemoznoval rozumnou vizualizaci dat.

Vyuzil jsem tedy toho, jak software R feSi déleni nulou. V R je zlomku 0/0

pfifazeno jako vysledek "NaN" (Not a Number). Naproti tomu délenim kladného ¢isla



nulou ziskdme hodnotu "Inf" (infinity, tedy nekonecno). Zatimco prvni ptipad popisuje
situaci, kdy nemam dost informaci k vyvozeni zavéru o selekénim tlaku na danou
sekvenci, druhy piipad néjakou informaci nese. Prvni piipad by mél byt tedy z vypocti
vytazen, kdezto druhy by m¢l zlstat zachovan.

Vytvoril jsem tedy dvé matice: Prvni matice zahrnovala upravu hodnot dN a dS
pfi¢tenim ¢isla 0.01, které se ukazalo byt dobrym koeficientem pfi nésledné vizualizaci
dat. Druhd matice tuto Upravu neobsahovala a slouzila k poskytnuti soufadnic

neinformativnich hodnot ("NaN"), coZ mi umoznilo jejich vyfiltrovani z prvni matice.
4 Vysledky

18.1 Evaluace referencni sekvence

Jednim z prvnich vysledku, na které navazuji veskeré dalSich analyzy této prace, je
samotna piiprava a vyhodnoceni referencni sekvence.

Délka sekvence ma na UspéSnost anotace velky vyznam, protoze se snizujici se
délkou sekvence stoupd pravdépodobnost, ze sekvence v databazi miize byt zcela randomni
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, nicméné u kratkych sekvenci je uspéSnost anotace nizsi, viz graf ¢. 7.
V transktriptomu by ale mohly byt zastoupeny IncRNA, je tedy ziejmé, ze z porovnani
obsahu parametritc GC (viz graf ¢. 22), ORF (viz graf ¢. 23) a délek sekvenci mezi
anotovanymi a neanotovanymi datasety (viz graf ¢. 24) vyplyva, Ze ¢ast téchto sekvenci je
ztejmé nekddujicich. Detekce dlouhych nekoddujich 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 zaklad¢ plivodu z intronovych, ¢i intergenovych
pozic obsahujici v nékterych ptipadech i1 regulacni elementy transkripce. Homologie mezi
IncRNA byva casto také nizka (Wang et al. 2013). Pro detekci InNcRNA byly zvoleny dva
ptistupy detekce na zakladé homologie Cisté sekvencni (blastn) a také kombinaci
sekven¢niho a strukturniho s pfistupu Rfam (databaze verze sekvenci 11.0) softwaru
vyuzitim modeld kovariance (Burge et al. 2012).

Nekodujici RNA byla analyzovdna dvéma zplsoby: blastn proti databazi vSech
nekodujicich RNA Danio rerio (Ensemble, 17.02.15). Blastn bylo nalezeno 114 ncRNA

pod prahovou hodnotou 1x10° ¢ehoz 108 sekvenci ziskalo bitscore vétsi nez 80. Rfam



pfistupem na zéklad¢ definovanych, znamych strukturnich modelti 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 GspéSnost anotace, ani u
ostatnich modelovych organismi kostnatych ryb nebyl nelezen exces InCRNA. Naopak
zfejm¢ validni premisou muze byt pfitomnost nebetyéného mnozstvi UTR sekvenci,
predevsim pak 3' URT, vychazime-li z pfipravy reverzni transkripci od 3' polyA. Bohuzel
detekce je opét problematicka, zaméiuje se predevsim na pritomost polyA signalu a dalSich
regulacnich motivi, pro jejichz detekci je nutné aplikovani algoritmi strojového uceni s
ucitelem.

Pti ptipravé cDNA ziejm¢ nedoslo k ,,zadvazné* kontaminaci, at’ jiz parazitem, ¢i
nasledkem nesterilni pfipravy. Naprostd vétSina sekvenci ndlezi kostnatym rybam.
V datech se objevilo pfiblizn¢ 100 sekvenci pfifazenych k savéim a bezobratlych
zivocichum, nejvice pak lidskych (22) a mysich (21), tyto sekvence vysazuji velmi nizkou
evalue - ziejmé se jedna o kontaminace, tudiz byly z nasledujicich analyz vylouceny.
Cetnost nejlepsich alignmentii podle druhti je uvedena v grafu &. 20; distribuce evalue je

uvedena v grafu ¢. 21.

HE g I
g 27
L
= —
=
= —
= ] .
E 8 | .-.-" F"-"'ﬂ-.-"" S
:-S i ) B .'V'—"‘—-‘-—\.-" L
] %{
@ e
i —
I I I I
0 S0 100 150

E-value [ 1e-x)

Graf ¢.: 21: Rozdé€leni eValue hodnot sekvenci vzhledem k poctu alignmentli (na ose x je uveden pouze
exponent X: 107%).



Dstatni

Salma salar
Larimichthys cracea
Lepisosteus oculatus
Stegastes partitus
Cyprinus carpio
Oreachromis niloticus
Esox lucius
Oncothynchus mykiss
Astyanax mexicanus
Dianio reria
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Graf ¢. 20: Sloupcovy diagram znazoriiuyjici frekvenci deseti druhii s nejvy$8im poétem alignentd a sumu
vsech ostatnich druht - v kategorii ostatni.
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Graf ¢. 24: Histogram, komparace rozdéleni délek kontighi anotovanych a bez anotace
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Graf ¢. 23.: Porovnani soubort rozdéleni procentualniho zastoupeni otevieného ¢teciho ramce (ORF) v ramci
cDNA mezi anotovanymi a neanotovanymi soubory sekvenci.
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Graf ¢.: 22: Histogram porovnani procentualniho obsahu GC v setu anotovanych a neoanotovanych cDNA.

V neanotovanych sekvencich byl také identifikovan vyssi pocet polymorfnich
pozic, viz graf €. 25, coZ je dalSim indikatorem pfitomnosti excesu sekvenci, jeZ nejsou
pod silnym selekénim tlakem (Mann-WhitneGv pofadovy test — zamitdme nulovou

hypotézu o shodé rozdéleni veli¢in s P hodnotou < 2,2 x 10°%9),
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B neognotovane cOmA,
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Graf ¢.: 25: Histogram distribuce frekvence polymorfismi na cDNA (Eetnost SNP neni normalizovana na

délku sekvence, nebot’ neanotovany soubor sekvenci ma nizsi median délky)
19.1 Evalace SNP polymorfismu

Pro ziskani SNP bylo vyuzito n€kolik algoritmickych a statistickych pfistupt, navic

dat sekvenovanych riaznymi platformami. Zakladni databazova sestava SNP vychazejici ze



454 sekvenovanych normalizované cDNA tkané oocytl a jater ma za cil identifikovat
maximum vysoce diveéryhodnych SNP piijatelného sekvenacniho pokryti, které nejenze
umoznily mapovani na ambiguidni referenci - pro vyvazenost mapovani vse
analyzovanych druhi, ale téz pro ziskani informaci o ptivodu alely — druhové determinujici
pozice. Tyto SNP byly ziskany velmi pfesnym mapperem Newbler a dodatecné upraveny
pro maximalizaci vytézku, feSenim 1 problematicych pozic, které samotny program nebyl
schopen analyzovat.

Na takto detekovanych pozicich byly feSeny SNP dat RNAseq, nenormalizované
cDNA technologii illumina, z ddvodu absence programového pristupu feSeni dat,
vzhledem k refrenci se ambiguidnimi pozicemi byl zvolen statisticky pfistup chi-kvadrat
testovani, ktery dnes neni standartné pouZzivan na feSeni homo- a heterozygotnich pozic, z
chi distribuce, ale stale vychdzi mnoho analyz aplikujici likelyhood testovani. Chi-kvadrat
test je recentn¢ aplikovan pouze na testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy alel v
populaci.

V poslednim pitipadé byly ziskany SNP mapovanych na totoZznou referenci, avSak
bez ambiguidnich pozic. Byly tedy detekovany i takové pozice, které nebyly definovany na
zaklade 454 reference a to standartnim postupem programu Bcftools aplikujici likelyhood
testovani. Mezi ziskanymi sety SNP je rozdil pouze v primérné heterozygotnosti
analyzovanych jedinct vySe uvedenych pfistupd, testovani chi kvadrat urcuje piiblizné€ o
¢tvrtinu vice heterozygotnich pozic, které se ale v priniku pozic obou pfistupt shoduji.

V ptipadé¢ SNP ziskanych SeqCap bylo nutné odstranit problematické pozice v
mistech intron-exon hranice, protoze byly mapovany sekvence genomu na cDNA. U téchto
dat byla sekvenacni hloubka naopak casto az pfiili§ velkd, proto byla horni hranice
sekvenacni hloubky stanovena 20000; statistika v takovychto pfipadech neumi pracovat se
sekvenacnimi chybami a miZe je chybné povaZovat za pravé substituce.

Veskera ziskana data jsou ziskané z dat min kvality phre skore vetsi nez 20.
20.1 Diferencialni genova exprese

V prvé fadé bych se rad zaméfil na vysledky ziskané z diferencialni exprese. Hlavni
premisou Vv této analyze bylo detekovat rozdily mezi skupinami sexualné a asexualné se
rozmnoZzujicimi jedinci, zejména pak na oocyty 6. stadia vyvoje, jimz je také vénovana
nejvetsi pozornost. Druhotadné se vysledky zamétuji na prezentaci DE gend, které vznikly

nasledkem polyploidizace a DE genll vychézejicich z mezidruhovych rozdili.



Sumarizace cilii detekce diferencidlni exprese:

1) Analyza diferencialné exprimovanych gentit (DE) mezi klondlné se
reprodukujicimi hybridy a ,,Cistymi* druhy reprodukujicimi se pouze sexualni
cestou.

2) ldentifikace DE genti mezi polyploidnimi a diploidnimi jedinci.

3) Detekce DE genl mezi jednotlivymi genotypy hybridi z pohledu impaktu na
analyzu DE mezi diploidnimi a polyploidnimi jedinci

4) Identifikace DE genti mezi druhy C. elogatoides a C. taenia (a to dvéma
piistupy detekce: testovani skupin fitovanych na negativné binominalni 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.

5) V posledni fadé se pozornost upina k otazce, zda si hybridni jednici zachovavaji
na globalni urovni genomu ptivodni miru regulace, ¢i zda jeden z rodicovskych
genomul je zcela, nebo Castecné¢ imprintovan, nebo dokonce zda parentalni
determinace transkripce neni alterovana jevem zvanym ,,genomic shock®, ktery
se projevuje ve ztrat¢ alel - LOH, problémy s parovanim chromosomd,
deregulace metylace, aktivace retrotrnaspozéni. To vSe muze byt pfi¢inou
transkripce generaln¢ zna¢né vychylené od oboru parentalnich druhi (Wang et
al. 2015). Analyza imprintingu je feSena detekci alel specifické exprese —
kapitola 4.3. Cytogenetické aspekty gynogenetického rozmnozZovani jsou
rozvedeny v uvodu. Analyzu zvySené retrotranspozice nelze prozatim
analyticky pojmout, protoze reference se slozena pouze z druhu tt, nejsme tedy
schopni rekonstruovat RNA retrotranspozonil, kterd by v tomto druhu za

normalnich okolnosti neméla byt nabohacena.

Je nezbytné si uvédomit, Ze oocyty uvedeného stidia jsou téméf transkripéné
neaktivni a vétSina mRNA je pouze materndlnim poziistatkem, ktery mtize uréovat vyvoj
embrya. NaSe pozorovani diferencialni exprese tykajici se oocytil je pouze nasledek jiz
probéhnuvsi determinace na gynogeneticky se replikujici embryo. Problematickym
fenoménem vnasejicim do dat diferencialni exprese mezi oocyty hybridi a sexualné se
reprodukujicimi druhy je polyploidie, ta mize nebo nemusi, a to zcela nepredikovatelné,

zménit transkripéni profil organismu. Ve tfetim pfipadé se u hybridi, a to tkané



jakéhokoliv ptivodu, mohou projevit expresni mezidruhové rozdily (zmény v cis- trans
regulaci exprese RNA), které jsou akumulovany mnohem rapidnéji, nezli substituce v
germindlni linii. NaSim primarnim cilem diferencialni exprese oocytii skupin rozdélenych
dle formy rozmnozovani je odhalit geny, které by mohly stat za funkéni pii¢inou vzniku
gynogenetického rozmnozovani.

V grafu ¢. 25 jsou porovnany mnoziny detekovanych DE genii, mezi skupinou
hybrida a rodi¢ovskych druhti pochazejicich z ooytl, ziskanymi dvéma piistupy detekce:
edgeR a DEseq. DE geny ziskané programem DESeq jsou témétf podmnozinou DE gent
ziskanych pristupem edgeR, ale vybérem na stejné hodnoté alfa byly ziskdny velmi
rozdilné pocty DE genti. Program DEseq stanovuje obecn¢ P hodnoty mnohem vyssi, a
muze tak zamitat validni vysledky, proto budou veskeré vysledky analyzovany pouze

piistupem programu edgeR,

Graf €. 25: Venntliv diagram mnozin DE genti nalezenych dvéma pfistupy selekci na hladin€ o = 0.05 (edgeR
a DESeq) srovnanim skupin asexualnich a sexualn¢ se reprodukujicich skupin tkan¢ oocyti

Z celkového poctu 483 DE genli oocyti vySe uvedenych skupin (127
podexprimovano u hybridd, 356 nadexprimovano z celkového poctu 15835 cDNA
reference), vSechny tyto geny ale nemiizeme oznacit jako DE geny s kyZenym biologickym
vyznamem tj. geny, které jsou zodpovédné za gynogenetickou formu rozmnoZovani,
potazmo klonalni genezi embrya. Vyznamnym faktorem produkujici rapidni zmény
exprese u hybridnich forem rodi¢ovskych druhti je polyploidie, pfedevs§im pak u organismu
lichého poctu chromosomovych sad - anorthoploidie. Hlavnim ¢initelem co do poctu DE
gend je v nasem pripad¢ diference mezi srovnavanymi druhy ryb rodu Cobitis (tt vuci ee).
V grafu Vennova diagramu ¢. 26 je znazornén intersekt téchto tii mnozin: DE geny mezi

druhy ee versus tt, DE geny srovnani diploid versus polyploid a DE geny z komparace



asex- forem vii€i sexudlné se mnozicim rodi€ovsky druhlim. Ze srovnani byli odstranéni
jedinci obsahujici haplotyp n, protoze k hybridnim formdm neméme jejich rodicovské

druhy.

drult

hybridizace
Graf ¢.: 26: Venntv diagram mnoZiny parového srovnani nalezenych DE gent tkané oocytid mezi druhy ee,
tt = kategorie druh; mnoziny DE gent ziskanych srovnanim diploidnich a polyploidnich jedinct = kategorie
polyploidie a mnoziny DE parového srovnani gynogeneticky a sexualné se reprodukujich jedincii = kategorie
hybridizace

Pokud bylo totozné srovnani mnozin DE genii provedeno na datech, ze kterych
byly vyfazeny neanotované geny, zlstaly poméry prinikdi mnoZin velmi podobné, viz
graf. ¢. 27. Pomérové zastoupeni DE genli mezi uvedenymi skupinami odpovida grafu €.
26. V jaterni tkan je celkovy pocet DE genti vSe srovnavanych skupin je naopak nizsi nezli
v oocytech, doslo ale k znatelnému navySeni DE gent mezi skupinami di- a polyploidi, viz
graf €. 28.



hybridizuce

Graf ¢.: 27: Venniv diagram mnoziny parového srovnani nalezenych DE gent tkané oocyti pouze
anotovanych geni (selektovanych predem) mezi druhy ee, tt = kategorie druh; mnoziny DE gent
ziskanych srovnanim diploidnich a polyploidnich jedinci = kategorie polyploidizace a mnoziny DE
parového srovnani gynogeneticky a sexualné se reprodukujich jedinctl = kategorie hybridizace

hybridizace

Graf ¢.: 28: Venniiv diagram mnoziny parového srovnani nalezenych DE genu tkané jater mezi druhy ee, tt
= kategorie druh; mnoZiny DE gent ziskanych srovnanim diploidnich a polyploidnich jedinct = kategorie
polyploidnie a mnoziny DE parového srovnani gynogeneticky a sexualné se reprodukujich jedinct =
kategorie hybridizace

Ze zkoumani po¢tu DE genti mezi diploidnimi a triploidnimi jedinci se jevi, Ze

polyploidizace nema na hybridni jedince valny vliv, jelikoz je pocet nalezenych DE genii



minimélni. Nicméné srovnavame-li n€¢kolik riznorodych skupin hybrida, pticemz kazda
kombinace haplotypii mize generovat unikatni sadu DE genii zptsobenou polyploidnim
Sokem. Pti globalnim srovnani di — a polyploidii mohou byt jednotlivé individualni rozdily
v ramci konkrétnich specifik hybridi odfiltrovany, proto nelze jednoznacné tvrdit, ze
polyploidizace nema vliv na diferenci v expresi. Graf ¢. 29 a 30 indikuje, ze ani rozdily na
urovni parové komparace jednotlivych typti hybridi mezi sebou nehraji vyznamnou roli,
nebot’ nebyl zaznamenan exces DE genti mezi skupinami hybridii. Nejvice DE genii pak
bylo nalezeno mezi skupinami triploidi ett vici eet, mezi kterymi je pozorovatelny
nejznatelnéjsi nartst poctu DE gent, u nichz se miize jednat o rozdily na Grovni exprese
mezidruhové; pokud dochézi v hybridnich jedincich k "zpriimérovani" regulace cis exprese
mezi rodi¢ovskymi haplotypy.

Na zékladé této premisy byli jednotlivi jedinci rozdilnych kombinaci haplotypt
rodi¢ovskych druhii srovnani s obéma rodicovskymi druhy tkanég jater a oocyti, viz graf ¢.
31, 32, 34, 33. Znazornéné priniky mnozin indikuji vliv zastoupeni haplotypu hybrida na
mnozstvi DE gent. Jinymi slovy srovname-li triploidniho hybrida ett s druhem ee, narista
pocet genil, které vychazeji z rozdilu mezidruhového nikoliv vlivem ploidie. V grafu ¢. 35
je vyobrazen namisto polyploidie mnozina DE genti mezidruhovych rozdild mezi druhy ee
a tt. Majoritni ¢ast DE genti mnoziny tt vici eet nalezi k mezidruhovym rozdilim — 87 %
DE genti, mezi skupinami tt a ett naleZi 70 %, coZ je neocekavané vysoké Cislo a mezi tt —

et rozdily mezi druhy tt a ee ¢ini 42 %.



ett_eet polyploidie

Graf ¢. 29: Venniv diagram tii skupin hybridd porovnanych mezi sebou (mnoziny DE genti komparace et
Versus ett, et - eet, ett - eet) tkan¢ oocyti

ett_eet polyploidie

Graf ¢. 30: Venniv diagram tii skupin hybridd porovnanych mezi sebou (mnoziny DE geni komparace et
versus ett, et - eet, ett - eet) tkané jater



Graf ¢. 31: Venntv diagram mnozin DE genl z porovnani tfi skupin hybrida s rodi¢ovskym druhem ee
tkan¢ jater

Graf ¢. 32: Vennuv diagram mnozin DE genl z porovnani tii skupin hybrida s rodi¢ovskym druhem ee
tkané oocyti



Graf ¢. 33: Vennuv diagram mnozin DE gentl z porovnani tii skupin hybridi s rodi¢ovskym druhem tt tkané
jater

Graf ¢. 34: Vennuv diagram mnozin DE gentl z porovnani tfi skupin hybridi s rodicovskym druhem tt tkané
oocyti



Graf ¢. 35: Venniv diagram mnozin DE gentl z porovnani t¥i skupin hybridi s rodi¢ovskym druhem tt tkang
oocyti

Z funkcéniho hlediska byly nalezeny nabohacené GO termy mezi DE geny
ziskanych ze srovnani vzorku jater skupiny di- versus polyploidnich jedinci. U oocytl
nebyly nalaeny zadné signifikantni zmény na FDR korigované a 0.05. Celkem bylo mezi
jaternimi vzorky nalezeno celkem 143 DE gentl, z toho 22 podexprimovanych u diploidd a
121 nadexprimovanych u polyploidd, v ptipad¢ oocyti je jedna o 35 a 30 stejného potradi.
V grafu ¢. 36 a 37 je znazornén celkovy pohled na kvantitativni rozdily a podobnost
vzorkl. V fadcich heatmap jsou prezentovany TMM normalizované pocty readi na cDNA,
intenzita modré barvy indikduje miru exprese. Dendrogramy ve sloupcich jsou vyjadienim
hierarchického klastrovani — distance nejvzdalenéjsiho souseda (complete method) na
zaklad¢ hodnot spearmanovu korelace mezi vzorky (N vzorkl je nizké, data nemaji
normdlni 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. Popis tvorby heatplot je uveden v metodice Graf ¢. 36 a 37
tedy uveden zaprvé pro kontrolou experimentu — konkrétné¢ vyjadieni podobnosti
analyzovanych skupin di — versus polyploidni jedinci. Dale toto zobrazeni podava
informaci o divergenci geni mezi vzorky a genovych skupinach slou¢enych na zakladé
podobnosti v expresi. V grafu ¢. 37 je patrny problém se vzorkem, chovajici se jakou
odlehly vii¢i ostatnim vzorklim své kategorie; je t€Z mozné, Ze pii DE analyze vznikla

zna¢na €ast genl dik tomuto vzroku. Nabohacené kategorie jsou zndzornény v grafu ¢. 38.



Jedna se o geny s funkcemi jako bunécny transport, ¢i vazba heterocyklickych sloucenin,
DNA.

Blizsi pohled na podobnosti DE geni v expresi mezi skupinami di- Vversus
polyploidni jedinci oocytl a jater se naskyta v grafech ¢. 39 a 40. Similarita exprese mezi
geny muze byt nasledkem cisté stochastickych jevl, nicméné castym jevem zivych
systéml je piitomnost koexprese, ktera muze mit nékolik pfi¢in. Geny mohou byt
naptiklad v silné vazbé a sdilet regulacni oblast nebo mohou byt pfitomny ve stejné
funk¢ni, 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. Pro ptehlednost byly vybrany DE geny s nejvétsi absolutni zménou exprese mezi
vzorky (fold change). Byla zvolena metoda shlukovani na zakladé nejpodobnéjsiho
medianu mezi klastry, abychom se vyvarovali efektu outlier vzorkd, viz graf ¢. 40,41. K
tétmto DE geny byly pfifazeny anotace pro bliz§i prozkoumani jejich biologické
souvislosti. Seznam anotovanych DE geny mezi skupinami uvedenymi v grafu ¢. 26 je

priloZen v apendixu prace.
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Graf ¢. 36: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genti vzniknuvs$ich komparaci dipleidnich a
polyploidnich jedincti vzorkii oocyti (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana
data, bila - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korela¢ni
koeficientd mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.
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Graf ¢. 37: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genii vzniknuvsich komparaci diploidnich a
polyploidnich jedinci vzorku jater (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana
data, bila - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korelac¢ni
koeficientl mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.
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Graf ¢. 38: Explorace nabohacenych GO term identifikatordi v setu DE gentt mezi di — a polyploidnimi
jedinci vzorkd jaterni tkané. Procento vyskytu v referenénim setu anotovanych gent je znazornén cerveng,
zatimco procento GO term v testovaném setu je zndzornén modre.
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39: Hierarchické klastrovani 40 DE geny s nejvétsi logFC DE gen
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Graf ¢. 39IK: Hierarchické klastrovani 40 DE geny s nejvétsi logFC DE genu pfitomnych pouze mezi
skupinami di- vs polyploidni jedinci tkiané oocytid; similarita mezi geny je vyjadiena formou
dendrogramu. Bootstrap P hodnoty jsou vyjadieny Cervené, AU — aprroximately unbiased hodnoty zelené.
Cervené obdélniky vyznacuji signifikantni vétveni; tuéné ervené linky, &i tuéné ervené linky zna¢i miru
signifikance — spolu s uvedenymi AU a BP hodnotami podpory vétveni.

V grafu ¢. 40 je znazornéna exprese vSech signifikantni DE geni vzhledem k typu
rozmnozovani v oocytech. Pfiblizné¢ polovina anotovanych geni je nadexprimovéana v
ptipadé rodi¢ovskych druht a vice versa. Opét zde nachazime jedince, kteti mirn€ vybocuji
ve své expresi a mohou deformovat pohled na mnoZstvi signifikantni DE genii. BohuZzel
edgeR je nachylny vaéi outlier hodnotam, protoze transformuje data vzhledem k trendu
disperze, zatimco DESeq piispévky jednotlivych vzorkt navic vazi (Zhou et al. 2014). V
pfipad¢ této analyzy byl ale zvolen edgeR, protoze DESeq naopak pfili§ asto zamitd; na

zéklad¢ nékolika desitek — jednotek anotovanych genii nelze implikovat zcela zadné



biologické konsekvence, musime se ale smifit s opaénym problémem. Ctyficet gent s
nejvetsimi zménami v expresi mezi skupinami (fold change), byly podrobeny shlukovaci
analyze hierarchického klastrovani opét s distancni matici vychéazejici z korelacni matice a

shlukovaci metody vyuzivajici medidnu, viz graf ¢. 42, 43.
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Graf ¢. 40: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genti vzniknuvsich komparaci sexualné a
asexualné se reprodukujicich jedincG vzorktl jater (s intenzitou modré barvy stoupd mira exprese —

normalizovana data, bila - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy
korela¢ni koeficientli mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.
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Graf &. 37: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE gent vzniknuvsich komparaci sexualné a
asexualné se reprodukujicich jedincti vzorkl oocyti (s intenzitou modré barvy stoupia mira exprese —
normalizovana data, bila - modra). Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy
korela¢ni koeficientli mezi geny, na vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.
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Graf ¢. 41: Explorace nabohacenych GO term identifikatorti v setu DE gent vybranych z rozdilu mnozin
grafu €. 27 — cilem je identifikovat pouze DE geny rozdilu sexudlnich a asexualnich jedincu vzorki jaterni
tkané. Procento vyskytu v referencnim setu anotovanych gent je znazornén Cervené, zatimco procento GO
term v testovaném setu je znazornéno modie.
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Graf ¢. 42: Hierarchické klastrovani 40 DE geny s nejvétsi logFC subsetu DE geni pFitomnych pouze mezi
skupinami asexualné — sexualné reprodukujicimi se jedinci tkané jater; similarita mezi geny je
vyjadiena formou dendrogramu. Bootstrap P hodnoty jsou vyjadieny Cervené, AU — aprroximately unbiased
hodnoty zelené. Cervené obdélniky vyznacuji signifikantni vétveni; tucné cervené linky, ¢i tuéné Cervené
linky zna¢i miru signifikance — spolu s uvedenymi AU a BP hodnotami podpory vétveni.

U genil, kde bychom mohli navrhnout funkéni koncept z hlediska spojitosti s
gynogenetickym rozmnozovanim, tj. rozdil mnozin, odfiltrovani interferujicich kategorii
polyploidie a druhové specifickych rozdilt, zbyva 204 gend, ze kterych ma ptiblizné 75 %
anotaci, nelze implikovat na zdkladé nabohacenych GO funkci, bunéény kompartment ani
metabolicky proces. Naopak v tkani jater (viz graf ¢. 41) lze pozorovat znatelny vliv na
drahu produkujici vitelogenin, jez tvofi majoritni ¢ast zloutkového vaku (apolipoprotein —
zejména transportni funkce, vazba na lipidy, N- doména signalal pro export). Bylo
pozorovano, ze hybridni jedinci produkuji vétsi mnozstvi Zloutku. Pfipomindam, Ze mezi

analyzovanymi jedinci byly pouze samice. V jatrech byl také zaznamenan narlist exprese



gend stojicich za produkci nukleotidl a replika¢nich kompent, coz odpovida predstave, ze

hybridni jedinci jsou nuceni syntetizovat a reparovat o tietinu vice DNA.
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Graf ¢. 43: Hierarchické klastrovani 40 DE geny s nejvétsi logFC subsetu DE geni piitomnych pouze mezi
skupinami asexuilné — sexualné reprodukujicimi se jedinci tkané oocytd; similarita mezi geny je
vyjadiena formou dendrogramu. Bootstrap P hodnoty jsou vyjadieny ¢ervené, AU — aprroximately unbiased
hodnoty zelené. Cervené obdélniky vyznaluji signifikantni vétveni; tuéné Eervené linky, &i tuéné Gervené
linky zna¢i miru signifikance — spolu s uvedenymi AU a BP hodnotami podpory vétveni.

Posledni skupinou, z niZ jsou prezentovany ziskané DE geny, je srovnani
mezidruhové, konkrétné druhi tt a ee. Rozdily genové exprese mezi druhy jsou
nejmarkantnéjsi, celkem bylo ve tkdni oocytli nalezeno 4462 DE geny, z ¢ehoz je 2452
podexprimovadno u druhu tt. V tkani jaterni je situace obdobna, bylo identifikovano 1855
podexprimovanych DE geny a 1141 nadexprimovanych u druhu opét ve srovnani skupin v

poradi tt vici ee. Heatmap vyobrazeni téchto skupin je uveden v grafech ¢. 44 a 45.



Klastrovani uzké skupiny genll na zdkladé své absolutni zmény exprese v ramci celé
mnoziny DE gent neni uvedeno a to z divodu nereprezentovatelnosti celkového poctu
gentl.

Z grafického vyjadifeni nabohacenych funk¢nich skupin GO ¢. 46, 47 vyplyva, ze
tyto geny mohou byt zapojeny predev§im v metabolismu - metabolismus lipidii, oxidacné
redukéni mitochondridlni procesy, translaci, transkripci (transkripéni faktory), geny
asociovany s jadernym prostorem. Tyto kategorie nachdzime jak ze srovnani oocytu, tak
jater. Nejvetsi rozdily byly nalezeny u gent pro cytochrom-oxidazy, ATPazy a vodikovych
prenasecti mitochondriondlnich krist. Déle je jednd o geny imunitni odpovédi gent jak
viperin, tool like receptor a komplementy. Vyznamné zmény exprese jsou zaznamenany

také u nékolika typt lektint a v posledni fad¢€ cyklini A2, E1.

Graf ¢. 44: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE genl vzniknuvsich komparaci druhi tt a ee
vzorkil jater (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana data, bild - modra).
Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korelaéni koeficientli mezi geny, na
vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.



Graf ¢. 45: Heatplot — zobrazeni miry exprese jednotlivych DE geni vzniknuvsich komparaci druhii tt a ee
vzorkil oocytd (s intenzitou modré barvy stoupa mira exprese — normalizovana data, bila - modra).
Dendogramy na horizontalni ose vyjadiuji vysledek shlukovaci analyzy korela¢ni koeficientd mezi geny, na
vertikalni ose vyjadiuje podobnost mezi vzorky.

Sekundarnim cilem analyzy DE gent je vyjadfit rozdily mezi druhy tt a ee na
urovni tkané jater a oocytl. A to nejen z duvodu identifikace téchto rozdilti z pohledu
zamé&feni na geny hrajici roli ve vyvoji gynogenetického embrya, ale také pro komparaci
vysledkli mezidruhovych rozdill s recentni literaturou. Byly nalezeny rozdily v
metabolické aktivité mezi druhy a potazmo i hybridy. Ziskané vysledky mohou piimo

slouzit k vzdjemnému srovnani dat.
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Graf ¢. 47: Explorace nabohacenych GO term identifik:

ee oocyti. Procento
GO term v testovaném setu je zn;



21.1 Imprinting hybridnich genomu

Jak vyplyva z piedchozich zjisténi diferencialni exprese, na hybridni jedince nema
polyploidie vliv, jaky bychom ocekavali, nenachdzime vyznamny rozvrat genové exprese,
ani postizeni konkrétnich signalnich a metabolickych drah. Vyvstavad otdzka, nakolik si
hybridni jedinci, at’ di- ¢i polyploidni zachovavaji troven exprese rodi¢ovskych druht, zda
se podobaji spiSe jednomu z rodiCovského druhu, nebo zda dojde k intermediarnimu
projevu globalni genové exprese.

Pro testovani téchto moznych hypotéz navrhl Mgr. Karel Janko, Ph.D. a Mgr.
Ladislav Pekarik, Ph.D nafitovani vektorit kazdého vzorku na ordinaci rda (ordinalni
shlukova analyza — redundacni analyza) modelu gradientu tt a ee, provedeno 1000
permutaci (pfistup permutacni annovy). V rda grafu ¢. 48, 49 je zobrazen kazdy
analyzovany vzorek na zakladé exprese vSech genti. Koordinata bodi mezi komponentami
vyjadiuje podobnost mezi vzorky. Enviromentalni vektor exprese druhii ee a ¢t nafitovany
na data je znazornén modrou carou, jelikoz nékteré vzorky obsahuji navic haplotyp n,
nesvira tato ptfimka mezi druhy thel 180°. Tyto grafy vzorkl oocytl a jater tedy fikaji, jak
si jsou kvantitativné podobni jednotlivi hybridi definovanych genotypii s rodi¢ovskymi

druhy ee a tt. Nfitovani modelu sméru tt i ee je signifikantni v obou ptipadech na a 0.001.
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Graf ¢. 48: Nafitovany environmentalni model podle druht tt a ee (tratio, eratio) na rda shlukovou analyzu
vzorkd jater. PCA1 vysvétluje 21.13% variability, PCA2 13.88% (Mrg. Ladislav Pekarik, Ph.D.,2015).
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Graf ¢. 49: Nafitovany environmentalni model podle druht tt a ee (tratio, eratio) na rda shlukovou analyzu
vzorkli oocytti. PCA1 vysvétuje 27.36% variability, PCA2 15.29% (Mrg. Ladislav Pekarik, Ph.D.,2015).

Trigonometrickym pfepoctem lze ze ziskanych expresnich vysledkll ziskat téz
ptispévek jednotlivych genti vzhledem k nafitovanému gradientu a to jak ee, tak i tt. Geny
byly setazeny podle nové hodnoty os a sefazeny podle svého vyznamu vici ose gradientu
(absolutni hodnota "pterotované" koordinaty genu). Vyznam tkvi pfedevSim v tom, ze
pusobi jako dalsi vnitini kontrola diferencialni exprese. DE geny jsou expresné taktéz
vychyleny, miZeme tedy srovnat prinik mnoZin mezi geny vychylujici osu gradientu tt,
nebo ee a DE geny mezi vzorky druhd tt a ee. Z grafu Vennova diagramu ¢. 49 vyplyva, Ze
DE geny mezi definovanymi skupinami druht pfispivaji taktéz k diferenci mezi druhy osy

gradienti.



ee DE

Graf ¢. 49: Vennlv diagram tfi mnoZzin: geny pfispivajici ke gradientu osy ee, geny pfispivajici ke gradientu
0sy tt a mnozina vSech nalezenych DE genti mezi druhy tt a ee.

Z grafu €. 49 lze vypozorovat, Ze vétsina genit DE genil zjiSténych mezi skupinami
druhii tt a ee nélezi do sjednoceni mnozin s geny vysvétlujici smér, piispévek k
environmentaln¢ nafirovanému gradientu na rda expresni data.

Dalsi statistickou podporou intermedidrnosti hybridd z hlediska celkové tirovné
transkripce je srovnani distribuci novych, rotovanych kooridinat genii ziskanych spojenim
informace DE genli mezi vybranymi srovnanimi hybridi a rodiovskych druht
vychézejicich z grafu ¢. 35. Jak bylo naznaceno, pocet DE genii vzriistd s nartistem
rozdilnych haplotypii v genomu hybrida. V grafu ¢. 50, 51 srovndvame rotované hodnoty
koordinat DE genti, které jsou vysledkem srovnani tt et, tt ett, tt eet, et ett, tt eet, totéz
srovnani bylo provedeno naopak vici druhu tt. O¢ekavanym vysledkem je vyskyt DE gentli
nejvzdalenéjsich haplotyplt zasadnéji se vychylujicich environmentalni gradient ee, ftt.

Ocekavali bychom zde posun k vys§im hodnotdm u skupin haplotypové nejvzdalené;jSich,

tedy pfedevsim mezi druhy.
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Graf ¢. 50: Vyjadfeni distribuci absolutnich hodnot rotovanych kooridnat vi¢i nafitovanému gradientu ee DE
genl vyobrazenych skupin

V nasledujici ¢ast vysledkll se bude upinat k otdzce alelové exprese u hybridnich
jedinct, Cili je jeden z genomii dominantni ve smyslu regulace exprese, tj. je jeden z
genomi hybrida transkripéné umlcen, a pokud takové geny existuji, jaky je jejich
biologicky vyznam.

Pro dal$i pochopeni vysledki je dilezité zminit, Ze SNP vhodné k testovani alelické
disbalance neslo jen jisté procento gend, které se navic liSilo mezi jedinci v zavislosti na
typu pouzité tkané, UspeSnosti sekvenovani, ¢i mife exprese dan¢ho genu (pochopitelné
Vv malo exprimovanych genech jsme nemohli uspé$né detekovat Zadné SNP, protoze pocet
readu, z nichZz by se dal rekonstruovat stav dan¢ho vzorku, byl pfili§ maly). Navic,
samoziejmé 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. Jak ukazuje obrazek
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Graf ¢. 51: histogram rozloZeni testovatelnych SNP mezi studovanymi geny na pfikladu diploidniho
hybrida (cabl1 jaterni, resp. oocytarni tkan)

Mnozstvi detekovatelnych SNP pozic v genech exponencialné klesa a naptiklad 3 a

vice detekovatelnych SNP pozic mélo jen cca 2000 gend (byly rozdily v poctech takto

zpusobilych gend mezi vzorky, ale celkové se jejich pocty pohybovaly viceméné mezi

1500 a 2800 geny stiemi a vice detekovatelnymi SNP). Jelikoz tedy veskerda nase

vypovidaci schopnost zavisi na poctu detekovatelnych SNP, omezili jsme dal$i studium

alelické exprese jen na ty geny, které mély vice nez 2 detekovatelné SNP. Graf ¢. 52
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Graf ¢. 52: rozlozeni medianu pomérné exprese obou alelickych variant v ramci detekovatelnych
SNP mezi geny u diploidniho hybrida. Hodnota 1 znamend, Ze obé varianty byly stejné exprimovany, 0
znamena, ze jedna varianta témért neexistovala a lokus se jevil jako homozygotni.



ukazuje, Ze mezi geny existovala vyznamna variabilita co do vzajemného poméru
exprese obou alelickych variant. Rada geni méla pomér vyvazeny, ale existoval
nezanedbatelny pocet gent s oCividné siln¢ disbalancovanou expresi, kdy jeden genom byl
téméef unikatné exprimovan.

V ramci kazdého vzorku jsme pomoci chi kvadrat testu a nasledné sekvenéni FDR
korekce urcili ty konkrétni SNP, které se na hladin¢ celkové 5%ni pravdépodobnosti
odchylovaly od oc¢ekavané balance bud’ ve prospéch genomu C. elongatoides nebo C.
taenia. Graf ¢. 53
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Graf ¢. 53: grafy zndzornuji, jak souvisi pomér disbalancovanych SNP s celkovou urovni pomérné exprese

jednotlivych alel vyjadfenou medianem vsech detekovatelnych SNP. Na prikladu diploidniho hybrida

se ukazuje, ze pomér signifikantn¢ disbalancovanych SNP k celkovému poctu
detekovatelnych SNP v daném genu souvisi s celkovou mirou disproporce mezi alelami.
Toto je trividlni zjisténi, ale za povSimnuti stoji fakt, ze 1 Vpfipadé extrémné
disbalancovanych gent (median poméru alel roven nule, tedy prakticky homozygotni stav)
jsme méli fadu gent, u nichZ jsme nedetekovali Zadny signifikantné disbalancovany SNP.
Tento paradoxni stav nastal tim, Ze nase schopnost uréit SNP jako signifikantné
disbalancovany samoziejm¢ pifimo souvisi i1 s pokrytim dan¢ho mista sekvenac¢nimi
ctenimi.

Vyse zminény popis vysledkl byl dilezity proto, abychom si uvédomili limitace
RNAseq v analyze alelické exprese. V nasledujicim textu se zamétim na vysledky samotné
detekce signifikantné disbalancovanych gent. Pfipomindm, Ze nadéale budu u kazdého

vzorku pracovat jen stémi geny, které mély 3 a vice detekovatelnych SNP. Za



signifikantn¢ disbalancovany gen pak budu povazovat pouze ten, ktery nesl alespon jeden
SNP u ngjz byla pomoci chi kvadrat testu zamitnuta nulovd hypotéza po provedeni
sekvencni FDR korekce. Nase analyza ukazala, ze ze vSech analyzovatelnych gent jich
mély jednotlivé vzorky signifikantné disbalancovanych mezi 30% a 55% (a to v zavislosti
na daném zvifeti a typu tkang). U vétSiny gent jsem byl schopen jednoznacné urcit, kterym
smérem je jejich exprese vychylena. V takovych pfipadech mély vSechny signifikantné
vychylené SNP jasnou afinitu bud’ k jednomu, nebo ke druhému rodi¢ovskému druhu.
Avsak u nezanedbatelného procenta signifikantné vychylenych genti jsem naSel konfliktni
situaci, kdy alespoii jeden SNP byl v konfliktu se zbylymi vychylenymi. Takovychto gent,
které déle nazyvam problematickymi, bylo u jednotlivych vzorki mezi 15% a 22%.
Situace u nich zpravidla vypadal tak, ze vétSina SNP ukazovala na disbalanci k jednomu
druhu, zatimco jeden SNP byl v konfliktu. BohuZzel jsem také nalezl nemalo gent, kdy
pomér konfliktnich SNP byl vyvazeny.

Série nasledujicich obrazkd ukazuje na pruniku mezi péti vzorky jater, jak se
jednotliva zvifata shodovala, ¢i liila co do nevyvaZenosti alelické exprese genti. Aby bylo
mozno néjakym zplisobem priniky ukazat, zvolil jsem 5 reprezentativnich zvifat v jaterni
tkani, na nichz vysledky demonstruji. Vyssi pocet zaroven zobrazovanych vzorka by jiz
byl velmi nepiehledny. Zvolenych 5 zvirat obsahuje 2 diploidni hybridy (cabl1 a cab23),
jednotho triploida genové kompozice ett (cabl6) a dva triploidy genové kompozice eet
(cab08 a cab09). Vybér také zahrnuje rtzné smeéry hybridizace, nebot maternalnim
pifedkem zvirete cab09 byl ee, zatimco maternalnim pfedkem ostatnich zvifat byl tt. Toto
nam teoreticky umoziuje studovat i vliv atenuace exprese podle maternalnich/paternalnich
predkl. VeSkera nasledujici srovnani péti vybranych zvitrat jsem provedl na podmnoziné
genl, které spliiovaly tu podminku, Ze u vSech zviFat zaroven mély 3 a vice
detekovatelnych SNP pozic (celkem 1007 reprezentativnich gent).

Z nasledujici tabulky ¢. 8 je patrné, kolik SNP bylo detekovano jako prukazné
vychylenych a kterym smérem u jednotlivych péti vzorkd.

vzorek biotyp Pocet cDNA s validnimi SNP ASE sméree ASE smértt problem.cDNA

cablllL et 1007 124 364 100
cab23L et 1007 139 329 119
cab08L eet 1007 330 73 82
cab09L eet 1007 525 51 126

cabl6L ett 1007 103 187 49



Tab. ¢. 8: Srovnani poctu vSech analyzovatelnych SNP, validnich SNP a alelové specifickych gent
exprimovanych bud’ genomem ee nebo tt. Ptipady, kdy doslo ke konflitku disbalance v ramci gent, byly
oznaceny jako problematické.

Z tabulky je patrné, ze napiiklad diploidni hybridi a triploid typu ett m¢li tendenci
k Castéjsi disbalanci ve prospéch genomu tt, zatimco oba triploidi typu eet castéji
nadexprimovali genomy druhu ee.

Ukazalo se, ze fada gentl, u nichz byla zjisténa disbalance, je sdilend mezi vzorky,
ale nemalo gent také jevilo disbalanci jen u jednoho, ¢i nékolika malo vzorkt, zatimco u

jinych disbalance alel potvrzena nebyla, jak patrno z obrazku
cabl Idis

cab08dis

cab23dis

Graf ¢. 54: Vennlv diagram znazornujici pocty gend u nichz byla zjisténa disbalance a které byly sdileny
mezi jednotlivymi zvitaty.

Pocty problémovych genti dosahovaly u vzorkli do 20% a jejich shodnost, ¢i

rozdilnost mezi jednotlivymi zvifaty je znazornéna na obrazku



cabl 1dis

cab08dis

cab23dis

Graf ¢. 55: Vennuv diagram znazornujici pocty problematickych genti, u nichZ byla zjisténa disbalance
obéma sméry a soucasné ty, které byly sdileny mezi jednotlivymi zviraty.

Shodnost mezi vSemi vzroky na zdkladé medianu poméru alternativni a hlavni
alely, ne disbalance, je zndzoznéna v grafu ¢. 56, 57 vyjadiena jako neparametricka
spearmanova korelace vSech gent, které obsahovaly alesponn 3 a vice validnich SNP v
genu. Cilem je tedy srovnat podobnost "homo- ¢i hetrozygotnosti" mezi jednotlivymi typy
hybridd. Toto vyjadfeni nam nic nefikd o disbalanci alel ve prospéch jednoho rodici,

pouze podava informaci o podobnosti gent z hlediska exprese.
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Graf ¢. 57: Korela¢ni matrice mezi hodnotami medianu v8ech alelové disbalancovanych gend pro jedince
genotypu et, které splnuji podminku poctu validnich SNP >=3 vzorki jater, korela¢ni spearmantv koeficient
je vyjadfen barevnou Skalou.
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Graf ¢. 58: Korela¢ni marice mezi hodnotami medianu vSech alelové disbalancovanych gend pro jedince
genotypu et, které spliuji podminku poctu validnich SNP >=3 vzorkid oocytl (18 disbalancovanych geni),
korela¢ni spearmantiv koeficient je vyjadien barevnou skalou.
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Zpusob, jakym byl konzistentn¢, ¢i nekonzistentn¢ disbalancovan dany gen, ukazuji



cabl 1distt cab23disee

cablldisee cab23distt

Graf ¢. 59: Venniv diagram znazornujici poCty genti u nichZz byla zjisténa disbalance smérem
k elongatoides (oznaCeno jako ee) anebo taenia (oznaceno jako tt) a které byly sdileny mezi dvéma
diploidnimi hybridy

a



cab08distt cab09disee

cab08disce cab09distt

Graf ¢. 60: Venniv diagram znazornujici pocty genti u nichz byla zjisténa disbalance smérem k elongatoides
(oznaceno jako ee) anebo taenia (oznaceno jako tt) a které byly sdileny mezi dvéma triploidnimi
hybridygenomové konstituce ett.

Je patrno, ze fada genidl neni mezi jedinci konzistentni: ackoliv se jevi jako prikazné
disbalancované u obou srovndvanych zvitat, tak v kazdém z nich jinak. Zajimavé vsak je,
ze takovato inkonzistence se tyka genli nadexprimovanych ve prospéch ee u diploidnich
hybrid, zatimco u triploidi typu ett je to naopak (tam jsou inkonzistentni geny
nadexprimované ve prospéch druhu tt). Opaény smér disbalance byl u obou skupin spise
konzistentni mezi vzorky. Pfipomindm, Ze u diploidnich hybridd jsou Ccastéji
nadexprimovany geny ve prospéch tt a ty byly spiSe konzistentni a u triploidd typu eet je to

mu stejné v opacném gardu.

22.1 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 rodicti a tudiz ani k ndhodnému, efektivnéjSimu
odstranovani selekéné nevyhodnych, nesynonymnich mutaci.

Z vysledkt SNP RNA sekvenovani je patrné vychyleni dN/dS poméru in silico
vytvofenych et hybridi smérem k nizSim hodnotdm. U parového testovani rovnosti
priméru poradovym Wilcox testem zamitame nulovou hypotézu o shod¢ primérd s P
hodnotou < 2.2e-16 (chi-kvadrat = 18328.63, df = 7), viz tab. ¢. 9; v pfipad¢ uziti
neparametrické jednocestné anovy - Kruskal-Wallis pofadovy test se P hodnota také blizi 0
(chi-kvadrat = 18328.6252, df = 7. Uméle vytvofeny hybrid vykazuje nejniz$i hodnotu
mediani dS/sN. Rodi¢ovské druhy se mezi sebou signifikantné nelisi takéz se srovnani viici

in silico vytvofeneému hybridov.

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. €. 9: Parovy Wilcoxniv test, neparametrické testovani rovnosti primért
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Graf ¢. 61: Distribude poméru dN/dS z parového porovnani vici uméle vytvorenému hybridovi ee_tt.



Diskuse

Datapouzita v analyzach jsou technicky rizné zpracovand. Pouzivame
normalizovand 454 sekvenovanou cDNA data pro tvorbu reference, nenormalizovanou
cDNA sekvenovanou technologii ilumina a gDNA ziskanych hybridizaci na navrzené
sondy ze 454 normalizovanych dat. Pfed samotnym skladanim referencniho transkriptomu
a mapovani sekvenci byla kontrolovana kvalita readu. Hlavnim problémem referencni
sekvence je nedostate¢nd hloubka sekvenovani, ktera vyustila v produkci mnoha tisic
nekompletnich cDNA — pouze UTR, ¢i UTR s velmi kratkym usekem kodujici sekvence,
které pak nebylo mozno anotovat. Cést problémt tykajici se artificidlniho spojeni sekvenci
na zaklad¢é podobné sekvence DNA — chiméricka DNA vznikla procesem skladani cDNA,
byla vyfesena dily anotaci (alignmentii blast hitii). V piipadé kde nemame anotaci, nebo se
blastx pozice alignmentu ptekryvaji, 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 c¢teciho ramce. VyfeSeny byly téZ problémy s duplikovanymi sekvencemi procesem
assembly a predevsim design experimentu. Na referen¢ni sekvenci byly mapovany
hybridni typy a rizné druhy, aby mél kazdy druh stejnou Sanci byt namapovan, byly do
reference v mistech jedno nukleotidovych polymorfismi vlozeny abiguidni pozice N.
cDNA, ve kterych pii opakovaném mapovani vznikaly nové polymorfismy, byly
odstranény. V konecné¢ fazi zlstaly tedy velmi spolehlivé referencni sekvence vhodné pro
nasledné analyzy, nicméné diky nizké sekvenacni hloubce 454 sekvenovani s velkou
spoustou nekompletnich, neanotovanych sekvenci.

SNP byly ziskany v pfipadé 454 standartnim zpisobem, byl uZzit software vhodny
pro mapovani cDNA na transkriptom, nevyfeSené¢ pozice ale musely byt dodate¢né
upraveny. Data nenormalizovanych RNAseq sekenovanych technologii illumina byly
zpracovany SNP N pozic nestandardné, jelikoz pro dany problém neexistuje ndstroj,
kterym by se daly SNP ziskat. Z toho divody byly aplikovany statisticky adekvatni
nastroje pro detekci, které¢ ale opomijely Cast nevysvétlené variability ve vzorcich.
Nejzadné&jsi prekazkou jsou naopak data genomické DNA. Postup mapovani genomické
DNA na transkriptom je stdle ojedinély a neni softwarové vyfeSen, proto byly SNP v
pozicich kolem mist sestfihu — mezer v alignmentu odstranény, abychom se zbavili falesné

pozitivnich vysledki.



Béhem analyzy expresnich dat RNAseq bylo uzito nékolik pfistupt pro kontrolu
kvality a konzistence dat pro maximalni vérohodnost dat. Pro vlastni RNAseq expresni
data byly navrzeny primery pro vybrané house-keeping geny a deferencialné exprimované
geny pro stanoveni korelace mezi relativni expresi zjisténou qPCR a RNAseq; bohuzel

popsané srovnani neni obsahem této prace.

Samotnou pfi¢inu vzniku gynogenetického rozmnozovani nejsme schopni z dat
diferencidlni exprese identifikovat a to jak bylo feceno z trivialniho divodu; zaméfili jsme
na analyzu rozdil mezi oocyty 6. vyvojového stadia nikoliv zdrodecné tkané vajecnikd,
sledujeme pouze vysledek tohoto dé¢je, ktery podle vSeho nastavé jiz v dobé diferenciace
primordidlnich zarode¢nych bunck. Nicméné design nasi studie umoziluje testovat genové
projevy s asexualitou souvisejici. Proto je naptiklad zajimavé, Ze mezi DE geny skupiny
sexualnich a asexualnich jedinci oocytd byly nalezen u skupiny asexualnich jedinct
podexprimovany gen pro rekombindzu 8 a nabohaceny cyklin A2 a El, protoze
pfedpokladdme, ze mRNA by méla byt po ukonc¢eni meidzy I odbourana.

Jak vyplyva z grafu €. 28, 26 piekryv s geny skupiny di- vic¢i polyploidnim
vzorkim je znacny, bohuzel ani odfiltrovani této skupiny neni dostatecné. Napiiklad geny
v referenci maji mnoho sestfihovych variant, které v mohou v nékterych ptipadech
odpovidat realité vyskytujic se v obou skupinach — polyploidie a gynogeneze, po ziskéni
rozdilu mnozin odstranime pouze ¢ast sestiihovych variant (ne-li duplikované geny vzniklé
procesem assembly cDNA), viz varianty cytoskeletrarnich proteinli — nemizeme s jistou
urcit, zda se jedna o nasledek polyploidniho Soku nebo se jedna o funkéni podminku pro
umoznéni gynogenetického rozmnoZovani studovaného hybridniho komplexu. V ptipadé
kdy navratime do datasetu vzorky et oocytt (datasety nejsou rovny do poctu identickych
jedincli, pouze rizné tkang), pocty DE jedinct jsou zredukovéany a jsme schopni s vyssi
jistou navrhovat hypotézy tykajici se funkcnich podminek gynogenetické reprodukce.
Aplikaci fisherova testu bez korigovanych P hodnot pro zjisténi nabohacenych GO termint
se vysledky shoduji experimentu s hybridnim komplexem karas-kapr (nepouzili taktéz
korigované statistiky pro mnohonasobné testovani) (Li et al. 2014). Na zakladé srovnani
DE gent uvedené v tomto ¢lanku je s nasimi daty pozorovatelna velka shoda, kterou
bohuZel nelze vyjadfit kvantitativng, jelikoZz autofi pouzili jiny softwarovy pfistup k

anotaci genll. Jedna se o geny transkrip¢ich faktorli, ubiqvitin ligdz, signalnich gend ras



dréahy, gend spojenych s extracelularni matrix, transferdzy metabolismu lipidi a gentli
imunitni odpovédi.

Tato shoda mezi DE geny je velmi pozoruhodna vemeni v Givahu, Ze se jedna o
zcela nezavisly vznik gynogenetickych forem. Bylo jiz mnohokrat dokdzéano, ze s rostouci
divergenci druhti se téz méni globalni exprese morna (a to i v rdmci rodu), pficemz vétSina
diferencialni exprese nemd selek¢né beneficni vyznam a ani nijak nepfispiva ke
klonalnimu rozmnozovani (Sartor 2006). Navic je téméf nemozné predikovat vyznam
sporadickych mutaci v mistech transkripcnich faktort. Ackoliv v mistech sekven¢nich
motivl vysoce konzervovanych mist pro cis transkripcni elementy lze ptipsat vétsi podil na
celkové zméné genové exprese nez cis-elementim s nizs$i konzervovanosti (Tirosh et al.
2008). Na genovou expresi ma také vyznamny vliv tandemové genové duplikace gend,
vyznamné evolu¢ni zmény (evoluce genovou duplikaci teorie Ohno 1970), navic vedouci k
velkym expresim rozdilim (Blekhman et al. 2009). Hlavnim faktorem, ktery je uvadén v
souvislosti s ovlivnénim genové exprese u hybridl, je ozna¢en samotny polyploidni stav
vnasejici bias mezi cis, trans promotory a regula¢nimi motivy.

V ptipad¢ srovnani vysledki s rostlinnymi apomiktickymi modely nachdzime
shodu v nabohaceni genii u klondln¢ se reprodukujicich jedinct pro regulaci bunécného
cyklu, cyklinti, metyla¢nich kompext,, chromodomény a histonovych variant (v naSem
ptipadé H3.3 — podexprimovan u hybrida) (Galla et al. 2015). Obzvlasté vysledky DE gent
pro epigenetického umlceni, restrukturalizaci chromatinu jsou velmi pfekvapivé, naopak
byly u gynogenetickych jedinci tkdné oocytli, tak jater nalezeny pfiblizné 6x vice
transkriptll pro retrotranspozon jockey. Cekali bychom spise demetylaéni komplexy a
ztratu heterochromatinizovanych loci. Pozn.: Histon H3.3 je spojen s chromatinem
transkripcené aktivnich gent.

Jednim z dalSich fenomént studovanych hybridnich, klondln€ se reprodukujicich
typt je deregulace epigenetického aparatu, predevSim pak demetylace transponovatelnych
elementl. PredevSim "mladé hybridni linie" zazivaji doslova explozi aktivity
transponovtelnych element. Casem, vlivem selekce - vyhodnych mutaci a genové
konverze je jejich ¢innost utlumena. Aktivni retrotranspozony, retroelementy, mohou vést
k zadsadnim a ne¢ekanym zménam exprese, at’ vélenéni cDNA do nového regulacni oblasti,
¢1 inzerci do funkéniho genu, regulacni oblasti vedouci k jejimu vytazeni. Davna aktivace
retrotranspozont byla nalezena i u starych linii rodu rotifera, spekuluje se, ze aktivita

transpozonli miize v urcitych stadiich vyvoje hybridni linie vnaset diverzitu, kterou ztratili



spolu s opusténim sexualni formy reprodukce (Mark Welch and Meselson 2000). Existuji i
dikazy, Ze inzerci retrotranspozonu do rekombindzy 8, hrajici zdsadni roli v rekombinaci
sesterskych alel v meidze, vznikly nékteré asexualni linie rodu Daphnia (Eads et al. 2012).
Geneze aktivity transponovatelnych element je spojena s hybridizaci, polyploidizaci.
Transponovatelné elementy mohou byt aktivovany stresem — rizné environmentalni
faktory. Drahy spojené s indukci stresu a aktivaci transponovatelnych elementti se velmi
podobaji. Tento je byl nazvan jako polyploidiza¢ni Sok (Guerreiro 2014).

Bohuzel tato prace nemiuZze k problematice transponovatelnych elementi jako
nasledek hybridizace ptili$ pfispét, protoze reference, ze které byla expresni data ziskana je
slozena pouze z druhu tt, kde neptedpokladdme exces transponovatelnych elementu,
nemiizeme je tedy ani "slozit", ackoliv pro testovani hybridniho mame data evolu¢né
"starych" i "mladych" hybridni linie 1 hybrid P1 generace artificialniho kiiZeni.

V oocytech klonalnich hybridi byla detekovana snizend hladina mRNA syntazy
progesteronu a naopak zvySena 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 asexudlni reprodukci je zndma u rodu
Rotifera. Bylo zjisténo, Ze hladina progesteronu ma vyznamny, negativni vliv na rust
asexualni linie. Progesteron aplikovany v rané fazi embrya mize indukovat zvrat pohlavi
ve prospéch samci. Pro asexudlné rozmnozujici samice je tedy selekéné velmi vyhodné
produkci progesteronu blokovat (Snell and DesRosiers 2008). Pii fertilizaci embrya je
progesteron nezbytny také pro rozpad karyolemy a piechod oocytu do druhé faze
meiotického cyklu. NevyfeSenou otdzkou je nartist mRNA SRY regionu u hybridnich,
klonélnich jedincti. Recentné neexistuji publikace, které by tento vysledek, nebo mozny
artefakt mohl vysvétlit.

Mezi geny, které maji logickou pfimou spojitost s gynogenetickym rozmnozovanim
je glykoprotein zona pelucida branici vzniku polyspemického embrya. Nékteré ¢asti tohoto
glykoproteinového komplexu byly podexprimovany, jiné pfesné naopak. Otazkou je zda
muze spermie vniknout v pfipadé gynogenetického rozmnozovani do oocytu a pfispet svou
genetickou informaci (vznik nezivotaschopného zarodku), ¢i je spermie vzdy pouze
aktivatorem pro ryhovani neoplozené zygoty. Dochazi-li k inkorporaci a zaniku takovych
embryi, je prestavba zony pelucidy selekéné nevyhodnd a vznikd nasledkem hybridizacni

transkrip¢ni disregulace, v opaéném piipadé zona pelucia ztraci svlij vyznam a nepodléha



negativni selekci. Mezi DE geny mohouc objasnit procesy vedouci ke gynogenezi jsou
prestavby cytoskeletu. U hybridnich jedinci byl detekovany velké zmény hladin RNA
nékolika typt aktinu, konexinu, fibronektinu, myosinu ad. spolu s Ran GTP proteiny
"umoziujici" tyto piestavby. Inhibitor polymerizace aktinu cytochalasin B mtze indukovat
gynogenetickou aktivaci oocytu a to i u vyssich savet, ackoliv embrya zanikaji nejpozdéji
ve stadiu blastocysty. Zmény cytoskeletu mohou tedy pifimo branit vstupu spermie do
oocytu (Lee et al. 2014a).

Aktivace embryonalniho vyvoje siln€ zavisi na oscilaci vapenatych a draselnych
iontll v cytoplasmé po vniknuti spermie. Protein, ktery je zodpoveédny 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 pfenase¢em DAG) spoustéjici elevaci Ca?* z t&chto vezikulil
(Nomikos 2015), ktery nasledné spousti kortikalni granulovou exocytézu, nutnou pro
dokonceni meiotického cyklu a prvni déleni zygoty. Detailnéji, fosfolipadzy katalyzuji
rozpad fosatidylionositol4,5bisfosfatu na IP3 (ionositol-1,4,5 trifosfatu) a diacylglycerol
(DAG). DAG aktivuje proteinkindzu C a IP3 elevaci vapniku granul endoplasmatického
retikula. Dalsi cesty fertilizace zahrnuji i1 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 vapniku. mRNA Src kinazy a epidermalni
rustovy faktor byly taktéZ nabohacena ve vzorcich oocyti hybridnich jedinct. Elevace
vapniku zpusobuje otevieni chloridovych kanali — depolarizace membrany zabranujici
vniku dal$i spermie (Stith 2015). Nabohacena mRNA pro proteiny vapenatych a
draselnych kanalii ve vzorcich hybridnich oocytd, v¢etné aktivacnich drah fertilizace
hybrida zlstava neobjasnénou otazkou, jez by si zaslouZzila hlubsi analyzu.

Timto bych rad ptesel od diferencialni exprese k popisu exprese globalni tirovné. Z
grafi ¢. 48, 49 PCA s nafitovanymi gradienty druhové exprese, vyplyva, ze hybridni typy
se podobaji rodi¢ovskému druhu v zavislosti na slozeni genotypd, tzn., Ze pocet haplotypti
v genomu jednoho rodic¢e je piimo Umérny podobnosti s rodicovskym druhem. Napf.
diploidni hybrid se jevi expresné€ primérny, intermediarni mezi rodicovskymi druhy. Mgr.
Ladislav Pekarik, Ph.D. studoval mimo jiné environmentalni mikrohabitatové preference
hybrida; opét se na gradientu genotypt tt a ee ukazalo, ze hybridi okupuji mimrohabitatové

niky v zavislosti na genotypu. Gradient zavislosti genotypu je taktéz vysoce prikazny z



pohledu morfologické analyzy (Mgr. Miroslav Pertyl Ph.D., Mgr. Janek Kotusz, Ph.D.,
2015, nepublikovano.

To, ze hybridni jedinci se projevuji expresné¢ primérné mezi rodicovskymi druhy,
také implikuje, Ze ani jeden rodiCovskych genomu neni globaln¢ inaktivovan — heretabilné
metylovan, coz byvéa Casto nalézdno u hybridnich komplexti jako feSeni transkrip¢ni
inkompatibility genomt (Wu et al. 2013). Nejzajimavéjs§im zjisténim o imprintingu
hybridnich genomt je geneze nového unikéatniho 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 varibilitity hybridnich
Ainouche 2010).

V této ¢asti prozkoumame, zda existuji imprintované geny v hybridnich jedincich.
Jakym zplisobem zmény koreluji mezi jednotlivymi typy hybrida a jaké funkéni kategorie
genu byly atenulaci zasazeny. NaSe studie odhalila stopy viceméné vyrazné a velice
rozsahlé alel-specifické exprese mnoha gentd. NeZ se pokusim nase data interpretovat, bude
jisté vhodné diskutovat silné i limitacujici stranky naSeho pfistupu. Za vyznamny piinos
povazuji to, ze aplikace NGS umoznila skuteéné ,large-scale” studii témét celého
transkriptomu u vétsiho poctu zvitat, coz by normaln€é mozné nebylo. Fakt, Ze dobfe zname
fylogenezi studovanych druhii, ndm navic umoznil kvalitni design studie s moZnosti
odhaleni velkého poctu 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, ze ready z nékterych alel se budou mapovat na referenci efektivnéji a tim
artificialné vnaset do dat disbalanci.

PotiZze vSak také byly nezanedbatelné, mnohé vychézely ze samotné podstaty dat,
jiné byly a v podstaté typické pro mnohé nemodelové organismy. Za prvé, kvalitni procteni
druhové diagnostickych SNP jsme ziskali jen u relativné malého procenta studovanych
genl (cca 20%). Tento fakt je ddn hlavné tim, ze mnohé geny mély nizkou coverage
zpiisobenou jejich relativné nizkou mirou exprese. Vzhledem k tomu, Ze tytéz geny mohly
byti dost riizné exprimovany mezi zvifaty (viz predchozi kapitola), tak se jeSté vace snizil
pocet genli, u nichz jsme mohli testy alel-specifické exprese porovnat mezi vzorky.
Resenim by jisté mohlo byt zvyseni sekvenaéniho Usili, ale to by mélo jen linearni efekt a

jelikoZz rozloZeni expresni intenzity mezi geny je zhruba lognormalni, 1 pfi



nékolikandsobné vyssich finan¢nich nakladech bychom si pfili§ nepolepsili. Dal§i moznosti
je tak jako u datasetu pouzitétho pro 454 sekvenovani pouzit normalizaci, ktera
exponencialné zvedne relativni pokryti malo exprimovanych gent. Nicmén¢ tim bychom
do dat mohli vnést velky bias, takze ani tuto variantu jsme neuvazovali.

Hlavnim problémem vyhodnoceni dat je jejich sekvenacni hloubka. V navazujici
studii bude nezbytné pocitat s normalizovanou sekvenéni hloubkou napt. metodou RPKM
(McManus et al. 2010), (Bell et al. 2013). Nelze tedy jednozna¢né definovat korelace mezi
danymi geny, diference mezi jednotlivymi typy hybridi. Ze statistického hlediska byla
data analyzovéana zcela adekvatné, ackoliv mohlo byt pfitoupeno k sofistikovenjSimu
stanoveni navrzenim posteriori pravdépodobnosti vychdzejiciho z bayesidnského modelu
(Skelly et al. 2011), ¢i vyuziti bayesianskych siti jako EMASE (Expectation Maxmization
algorithm) (Munger et al. 2014) pro zajisténi vyzsi robustnosti testovani. Bohuzel je nutné
podotknout, Ze hodnoty korigované P hodnoty chi kvadrat testu nejsou spocteny
adekvatnim zpisobem, méli bychom korigovat P hodnoty ne na zaklad¢ vSech SNP, ale
pouze téch, u kterych jsme si jisti jejich pivodem z rodi¢ovskych druhli a zaroven SNP,
které jsou druhové specifické; tim se dostdvame na frakci piivodniho mnozstvi SNP a
testovani pfijme nulovou hypotézu o balancovanosti alel mnohem castéji.

Za dalsi dulezity bod povazuji to, ze u fady geni 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
Vv problematickych genech ma disbalanci jednim smérem a jen jeden, ¢i malo SNP je s nimi
v konfliktu. Toto se da vysvétlit tak, ze naSe pokryti pfirozené variability rodiCovskych
genomi je celkem déravé a zkratka jsme néktery SNP mylné povaZzovali za diagnosticky a
on ve skutec¢nosti nebyl.

Obzvlaste dulezité je si uvédomit, Ze nékteré geny, které se nam jevi jako extrémné
vychyleny tak, Ze jsou v podstat¢ homozygotni po jednom druhu, nemusi byt
disbalancovany viibec. Je totiz mozné, ze u téchto gend doslo ke konverzi a sekundarni
ztraté heterozygotnosti, coZ se da zjistit jeding tak, Ze osekvenujeme patfi¢ny tsek gDNA a
potvrdime, ¢i vyvratime homozygotnost, jelikoz nezbytné mit na paméti, Ze v téchto
extrémnich pfipadech nejsme schopi rozliSit mezi stavem dvou alel v genomu, kdy je jedna
z nich umlcena, nebo nedoslo k jevu znamému jako genové konverze, tedy fyzickému

nahrazeni jedné alely podle templatu druhé alely. Piipady, kdy se jednd o genové konverze,



jsme schopni detekovat pouze z genomické DNA; bohuzel tato analyza nebyla v této studii
zatim provedena.

Za dalsi problém lze povazovat to, ze v mnoha genech jsme prosté¢ zadny vhodny
SNP nenasli — pieci jen jsme pracovali s kodujicimi sekvencemi, které jsou casto pod
negativni selekci, a tudiz mnozstvi mutaci v takovychto genech miize byt malé.

Ptes masivni sekvenacni usili se tak vlastné ukazuje, ze gent vibec vhodnych pro
nas test je jen zlomek z celkového poctu. Pokud chceme srovnavat vice typt hybrida
najednou, tak se toto mnzstvi jesré snizuje kvili nekompletnimu pruniku mezi zviraty.
Proto se domnivam, ze hledani n¢jakého konkrétniho genu, ¢i typu gend, ktery je/jsou
expresn¢ disbalancovan/y, nema valny smysl, protoze u vétSiny gent tento test vibec
nejsme schopni provézt. SpiSe ma smysl se ptat po obecnych trendech, coz naSe data jasné
umoznuji.

Domnivame se totiz, Zze z analyzovanych dat, které by mély byt ndhodné vybrany,
pokud nebudeme piedpokladat korelaci mezi sekvenacni hloubkou a alel specifckou
expresi, je na§ soubor vysledkli ASE je reprezentovatelny pro stanoveni celkové Uroven
ASE. Obecné miiZzeme prohlasit, Ze znané procento genll (kolem 50%) mé prikazné
vychylenou transkripci jednim, ¢i druhym smérem.

Ackoliv metylom v této analyze studovan nebyl, identifikovali jsme DE, které jasné
poukazuji na zmény v uml¢ovani gent. JelikoZ je zndmo, Ze metylovany cytozin podléha
rychles$i mutacni rychlosti je mozné vypocitat pomér mezi CT a GA SNP a tim naznacit,
zda ptipadé¢ naSeho modelového hybridniho, mize dochazet k vyS$i, ¢i niz$i mife
epigenetické regulace (Yebra and Bhagwat 1995). Je znamo, ze stres vyvolany
polyploidnim, hybridizacnim Sokem miiZze vyvolat metylaci konkrétnich geni, jako
podobné jako odpovéd’ na environmentalni stres, kteréZzto mohou byt po mnoho generaci
dédény. V budoucnu planujeme téz sekvenovat metylomy hybridnich linii rozdilného stafi,
od P1 generace po linie staré az 350 tis let.

Uroven alelickych disbalanci mezi studovanymi hybridnimi modely obecné se
znacné lisi. Procentudlni zastoupeni disbalancovanych alel se mlize pohybovat od 73 %
naleyenych naptiklad u kukutice do pouhych 10 % alelicky disbalancovanych genli u mysi
(Zhuang and Adams 2007),(Cowles et al. 2002). Bohuzel odvozovat zavéry tykajici se
korelace mezi druhovou distanci hybrid v zavislotsi na zméné€ poctu, ¢i vychyleni
disbalancovanych alel neni redlné, jelikoz studie se zaméfuji zejména na F1 generace ne

hybridni linie naseho stafi.



Z nasich vysledku je také vypozorovatelné, ze pomér disbalancovanych alel zavisi
na slozeni hybridniho genomu. A to opét zplisobem aditivnim. Mutace v cis regulacnich
mistech méni napft. silu promotoru, enhanceru, ¢i stabilitu mRNA. Zmény v trans regulaci
jsou Casto globalniho chrakteru, protoze se méni afinita transkripcnich 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 rodi¢ovskymi alelami (Shen et al.
2012). Jelikoz pozorujeme relativné vyvazenou ASE genomt 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 ndm chybi informace F1 hybridi. Regulaénimu vlivu cis a trans
elementl jsou zcela stejné vystaveny rodi¢ovské 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 rodi¢ovskych
druhd (Bell et al. 2013). Nase data v tomto ohledu odpovidaji zji§ténim hybridnich
kompexu ryb rodu Poeciliidae (Shen et al. 2012) nebo hybrida ryze (Zhai et al. 2013).

Umlceni jednoho z rodicovskych genomi, byva také zavislé na typu tkané,
vyvojového stadia (Adams 2007). Ackoliv jsme méli moznost vzajemné srovnat pouze
tkan oocytl a jater, nenasli jsme vyzarny rozdil, nebo dokonce opa¢ny trend v disbalanci
genl. Musim ale podotknout, Ze bez normalizace sekvenac¢ni hloubky neni mozné

spolehlivé stanovit zavéry podobnosti tkani ani jednotlivych hybridnich komplext.

Vzhledem Kk tomu, Ze jsme se celou dobu potykali s daty pochazejicimi z pievazné
kodujicich oblasti, je piirozené se také ptat, zda nalezneme podporu pro obecné citovanou
teorii Miillerovy Rohatky. V tomto kontextu zdaraziiuji, ze design mé prace je pro
takovyto test mimotfadn€ vhodny: ovzorkovali jsme rodiCovské sexudlni druhy, ziskali
jsme téz data z riznych typd hybrida a pfedev§im jsme v jejich ramci méli k dispozici jak
asexualni klony evolu¢né mladé, tak i evolu¢né dosti staré, u nichZ se d4 efekt akumulace
nesynonymnich mutaci ocekéavat pfedevsim. Testy rohatky se klasicky provadeély tak, Ze se
ze sekven¢nich dat jednoho kazdého lokusu (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 a poté bylo statisticky testovano, zda vétve vedouci ke

klonalnim liniim maji signifikantn€ delsi vétve ve druhém typu stromu. Takovyto test u nas



ovsem nepfichdzel v ivahu, nebot’ my jsme pracovali s di-, ¢i polyploidnimi lokusy, které
navich u asexudlii byly znacn¢ heterozygitni diky jejich hybridnimu ptvodu a tudiz
konstrukce takovychto fylogenetickych matic nebyla mozna. Proto jsme zvolili piistup
(Pellino et al. 2013), kdy jsme Vv podstaté testovali, zda Ka/Ks pomér se 1isi mezi typy
zvitat.

Vysledek analyzy nenaznacuje zadny vyrazny nardst aminokyselinovych zdmén u
asexualnich linii bez ohledu na to, zda se jedna o klony mladé ¢i staré. Tento fakt ponékud
kontrastuje s neskute¢nou popularitou ,,mutational“teorii o sexu, nebot existence
Miillerovy rohatky a podobnych teorii, ¢i jejich derivati je snad povinné zminovana
v kazdém clanku zabyvajicim se asexualitou. Nedavna prace (Neiman et al. 2010) navic
ukazovala na mtDNA lokusu, Ze k vy$§imu tempu akumulace nesynonymnich mutaci
muze dochézet i u relativné mladych klond. Nase data naopak nenaznacuji, Ze by sekavci
klony, tieba 1 350 tisic let staré, mély mit néjaky vyraznéjsi problém s akumulaci
Skodlivych mutaci. Alespon tey ne ve srovnani s jejich sexudlnimi protéjsky. Jsem si
samoziejm¢ védom toho, Ze naSe data i1 analyzy mohou mit fadu objektivnich i
subjektivnich potizi (coz se ostatné da fici o kazdé studii), ale v nésledujicim textu ukazi,
ze negativni vysledk ma jasné biologické opodstatnéni.

Ptedevsim bych rad podotknul, Ze studované sekavci klony jsou ¢asto dominantimi
formami sekavci a uspé$né konkuruji svym sexualnim protéjskam (Janko et al. 2012). Nas
negativni vysledek je tedy v souladu sterénnimi daty, jinak si tézko pfedstavit, Zze by
mutacemi postizeny klon tak GspéSné po stovky tisic let kompetoval se sexudlnimi druhy a
Jinymi mlads$imi klony. Na rozdil od praci dokazujicich existenci rohatky, fada praci ji také
nepotvrdila (Pellino et al. 2013) a (Guex et al. 2002) navic pfimo testovala rozdily ve
fitness mladych a starych klont zab rodu Pelophylax a nepotvrdila je, coZ je také v rozporu
s teoretickymi predpoklady.

(Janko et al. 2011) pouzil originalni popula¢né genetickou metodu pro detekci stop

Miillerovy rohatky ze sekvenénich dat aseudlnich komplext jako sekavec a jinych a
ukdzal, Ze data jsou obecné v rozporu s ocekdvanymi vzory a navic se ukéazalo, Ze fada
asexualnich taxonl ani nejevi vyssi tempo extinkce ve srovnani se sexualnimi druhy (Liu
et al. 2012). Nase data tedy zapadaji do rostouciho mnozstvi evidence, ze asexualové nijak
zvlasté nesynonymni mutace neakumuluji. Tuto negativni evidenci, podpofenou naSimi
daty pak (Janko et al. 2008) neinterpretuje tak, ze Miillerova rohatka, ¢i jiné podobné

procesy neexistuji. Naopak, neni divod se domnivat, ze by naptiklad sekavci s jejich



striktné asexualnim rozmnozovanim neméli postupné hromadit mutace. SpiSe se vSak zda,
ze Casovy interval, po ktery klony existuji, je ptili§ 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 viibec mohou ,,long-term costs of asexuality viibec projevit,

coz moje data podporuji.
Souhrn

Moje prace méla od svého pocatku velice dynamicky prabeh s fadou zmén podle
toho, jak se postupné ukazovaly probmémy a nové otdzky 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 zpétné validovat. Nakonec jsem
tedy pfispél odpovéd'mi k nékolika okruhiim otézek, ale na druhou stranu jsem si pln¢
védom faktu, ze fada zavérd je stale predc¢asnd a bude vyzadovat odatecné analyzy pred
publikaci. Caste¢né se tim budu zabyvat v navazujicim PGS.

Kazdopadné moje price umoznila tvorbu a validaci relativné kvalitniho
referencniho 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 sekavcli, a dokonce zjistil n&které obecnéj$i 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 gent, jejich
exprese se sice také jasné liSila mezi sexudlnimi a klonalnimi formami, ale které u zadnych
jinych organismil 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 ukdazala intermediaritu studovanych hybridi a jasny
»gene dose efekt obecné urovné transkripce, coz je v uzké korelaci s morfologickymi 1
ekologickymi daty mych kolegli. Naznacuje to, Ze viceméné linearni efekt genové davky se
u sekavcich hybridi a polyploidl projevuje na celé ontogenetické Skale od genotypu, ptes

expresi genll, morfologickou plasticitu az po interakce s okolnim prostiedim.



Ukazalo se dale, ze sice na celotranskriptomové Urovni rozhodné neexistuje n&jaka
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 rodi¢ovského 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 jedniotlivymi typy hybridid, coz dale muze pfispivat
k pozorovanému linedrnimu gradientu podobnosti hybrida a di- polyploida k jejich
rodicovskym druhtim.

Za vyznamny nakonec povazuji fakt, Ze jem v praci nepotvrdil vyraznéjsi tendenci
asexualti k akumulaci nesynonymnich zamén, coz sice odporuje obecnému ocekévani, ale
zapada do rostouci fady jinych podobnych dikaz.

Myslim si, Ze moje prace patii k nejkomplexnéj$im genomickym studiim, které na
asexualnich organismech byly podniknuty a tomu také odpovidd nejen jeji rozsah, ale
zavaznost zjisténi. Vysledky, které jsem zde prezentoval, budu dale rozvijet do formy

nekolika publikaci.
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