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1. Uvod

1.1. Lepidoptera

Motyli (Lepidoptera) piedstavuji ekonomicky i pro vyzkum dtlezity hmyzi fad ¢itajici
ptiblizné 160 000 (Mitter et al., 2017) druhti. Motyli se stali velice dulezitym modelem pro fadu
molekularnich, ekologickych a genetickych vyzkumu. Kvuli dlouhé tradici produkce hedvabi a
S tim spojeny zajem o genetiku byl genom bource morusového Bombyx mori vybran k
osekvenovani jakozto prvni zastupce motylt (Mita et al., 2004) jiz v roce 2004. Mezi nejvéEtsi
problémy, se kterymi se védci pfi sekvenovani hmyziho genomu setkavaji, patii jejich vysoky
polymorfismus (Li et al., 2019). Idedlni pro sekvenovani je pouZziti ¢istych homozygotnich linii.
Bohuzel ziskani takovych vzorkli u hmyzu je velmi obtizné aZ nerealistické. VétSina hmyzich
druht se neda chovat a kiizit v laboratornich podminkach za vzniku ¢istych homozygotnich
linii a jedinci pro vyzkum se musi ziskat v terénu, coz €ini zisk Cist¢é homozygotnich linii
nemozny. A jako posledni problém, se kterym se musime potykat, je fyzické mnozstvi DNA
ziskané z jednoho jedince (Li et al., 2019). Vzhledem k malé velikosti vétSiny druhd hmyzu, je
pro ziskani dostate¢ného vzorku potteba pouzit vice jedinci, kde se opét vracime k problému
jejich polymorfismu a neschopnosti vytvofit homozygotni populaci (Li et al., 2019). Snazit se
poskladat kvalitni knihovnu DNA urcitého druhu je velice obtizné, pokud se jako vzorek
pouziva smés n€kolika polymorfnich jedincti (Richards & Murali, 2015). Dal§imi problémy, se
kterymi se setkdme béhem sekvenovani genomu Lepidopter je repetitivni DNA zplsobena
transpozony a holocentrickymi chromozomy. Tyto chromozomy nemaji centralni centromeru
jako metacentrické chromozomy a vyznaCuji se koncentraci centromery podél celého
chromozomu, coz mé potencidlné vliv na evoluci druhu, kdy se v buiikdich mohou udrzZet
fragmenty chromozomu i skrze nékolik bunécnych déleni. Chromozomalni centromery jSou
charakteristické obsahem velkého mnozstvi kratkych repetic, coz predstavuje dalsi problém pii

sekvenovani jedinct.

Z celého hmyziho fadu pfedbéhli v osekvenovani genomu bource morusového pouze
octomilka Drosophila melangoster (Myers et al., 2000) a komar Anopheles gambiae (Holt et
al., 2002.), jenz je pienasecem malarie. Bourec morusovy Bombyx mori piedstavuje nejvétsiho
producenta hedvabi a spolu se véelami patii mezi jediné domestikované druhy hmyzu. Protein
fibroin, ktery tvofi zéklad tohoto hedvéabi, ma diky svému sloZeni a svym vlastnostem celou
fadu uplatnéni v biomedicin¢é. Krom¢ své unikatni vlastnosti produkovat hedvabi se bourec

morusovy pouziva pro vyzkum chromozomd, kdy se u nich objevil gen Fem (Traut et al., 2008),
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coz je pohlavi determinujici faktor nachéazejici se na pohlavnim chromozomu W a téz se
pouziva i pro vyzkum kompenzace genové davky WZ/ZZ (Zha et al., 2009; Walters &
Hardcastle, 2011). Pro pfiblizeni dilezitosti téchto organismt z hmyziho fadu jsem si vybral
monarcha stéhovavého Danaus plexippus, jehoZ genom byl osekvenovany po bourci jako druhy
z tadu Lepidoptera. Monarchové jsou zajimavi svou unikatni migraci, kterou kazdoro¢né

podnikaji ptes Severni Ameriku (Nail et al., 2019).

1.2. Danaus plexippus

Monarcha stehovavy se ptivodné ze Severni Ameriky (Nail et al., 2019) rozsitil po
celém svétd a osidlil zemd Jizni a Centralni Ameriky, Spanélska, Maroka, Australie, Nového
Z¢landu a Havajskych ostrovt (Pierce et al., 2014; Nail et al., 2019). Nejvice se proslavil jiz
zminénou migraci, kterou kazdoro¢né podniké severoamerickd populace skrze celou severni
Ameriku az do zimovisté v Mexiku. Ke zvladnuti celé podzimni migrace maji monarchové fadu
adaptaci nutnych k preziti, jako naptiklad vétsi abdomindlni zasoby tuku, del$i Zivotnost
z nékolika tydnu az na nékolik mésict a zvySenou rezistenci vuci zimé (Reppert, 2006). Tyto
diapauzou. Diky tomu se Danaus plexippus rychle stal dilezitym modelem pro studium migraci
a predmétem fady vyzkumi ve snaze odhalit molekuldrni a genetickou podstatu adaptaci
nutnych k podniknuti a pteziti této 4500 km dlouhé a vycCerpéavajici cesty. Védci se béhem
svého badani zaméfili 1 na roli epigenetiky a smyslového vnimani béhem této migrace (Reppert
et al., 2004; Merlin et al., 2009; Heinze & Reppert, 2011; Guerra & Reppert, 2013; Merlin &
Liedvogel, 2019).

Kromé vychodni populace, ktera migruje do Mexika na pfezimovani, se v Severni
Americe jesté nachazi zapadni populace, jenz je od vychodni oddélend Skalnatymi horami a

migruje pouhych 500 km k pobteZi Kalifornie (Reppert & de Roode, 2018).

Svoji migraci zac¢ind vychodni populace na podzim, kdy dochézi ke sniZzovani teplot a
ke zkracovani délky dne, coz pro monarchy signalizuje zacatek zimy. Diky adaptacim, které
jim poskytuji vétsi vytrvalosti a délku Zivota, jsou schopni doletét az do Mexika, kde preckavaji
v diapauze do jara a v dalsi etapé€ se stavaji pohlavné aktivnimi, migruji zpatky na sever a cestou
se rozmnozuji. Ke konci migrace se vraci zpét do svého severniho teritoria, odkud pivodné

pied nekolika generacemi zahajili svoji vypravu jejich pra-prarodice. Z tohoto mista opét na



podzim pfi klesajicich teplotach za€ina nova migrace a tim se cely cyklus uzavira. Timto se stal
Danaus plexippus i skvélym modelem pro sledovani epigenetickych zmén, kdy se v pribéhu

migrace monarchy stéhovavého vystiida nékolik generaci.

Z epigenetického pohledu je zvlastni, jak mize dana generace védét, kam a kdy ma letét,
kdyz maji stejné genetické pozadi. Zde hraji dulezitou roli epigenetické znacky. Tyto znacky
ovliviiuji, jaka ¢ast genomu bude aktivni v dany konkrétni okamzik a umozni jedinci spravné
reagovat na pritomné podminky (Lyons et al., 2012; Reppert et al., 2016). Kvuali své
komplexnosti se migrace monarchli st€¢hovavych stala i velmi dulezitym modelem pro
studovani orientace béhem migrace. Byly provedeny pokusy se snahou zjistit, jak je tato cesta
vlastné spusténa a jaké jsou molekularni, genetické a fyziologické procesy doprovazejici jejich

migraci, s dirazem na fungovani orienta¢nich smysla.

Cely tento migra¢ni cyklus, zahrnuje dlouhou migraci na jih i na sever a nékolik
generaci, kdy kazd4 musi na okolni podminky spravné zareagovat. Cili generace musi védét,
kdy maji letét na sever, kdy maji letét na jih a kdy ziistat na misté a pfezimovat. S piichodem
zimy a tim souvisejicimi faktory, jako zkracovani dne a sniZovani teplot, monarcha zapocne
svoji migraci na jih do Mexika za teplejSimi a pfiznivéjsimi podminkami (Guerra, Reppert,
2013). Samotny spousté¢ pro zacatek migrace u monarchil je tedy zména délka fotoperiody
(Guerra, Reppert, 2013, 2015). Pti zkracovani dne dochazi u monarcht stéhovavych v Severni
Americe k dilezitym fyziologickym zménam, které je pripravi na dlouho cestu na jih (Reppert,
2006). Ale samotny smér cesty, uz neni ovlivnén délkou fotoperiody, nybrz teplotami (Guerra,
Reppert, 2013). Vystavovanim pokusnych jedinct riznym teplotam dokazali Guerra a Reppert
se svym tymem ovlivnit smér jejich migrace, zatimco zména délky fotoperiody u sméru nehrala
zadnou roli a zjistili, ze centrem pro vnimani a zpracovani teplot neni mozek, nybrz tykadla

(Guerra, Reppert, 2013).

Obecné existuje mnoho zpiisobil, podle kterych se zivo€ichové orientuji béhem své
migrace. Nektefi vyuzivaji magnetické pole, jini polohu slunce ¢i smér polarizovaného svétla
anebo si pamatuji cestu podle specifickych struktur, at’ uz to jsou hory, budovy ¢i jiné. Danaus
plexippus vyuziva nékolik téchto systémi najednou (Heinze & Reppert, 2011; Guerra &
Reppert, 2013, Guerra et al., 2014; 2015; Reppert et al., 2016). Pro udrzeni spravného sméru je

monarcha stéhovavy schopny vyuzit polohu slunce diky specidlnimu slune¢nimu kompasu, jenz
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je ulozen v tykadlech (Merlin et al., 2009; Reppert et al., 2016). S pomoci tohoto kompasu je
monarcha stéhovavy schopny rozpoznat v jaké ¢asti dne se nachézi a podle téchto informaci i
spravné zkorigovat svlij smér. Pokud je vSak slunce zastinéné mraky, mtze se dale orientovat
pomoci polarizovaného svétla (Heinze, Reppert, 2011) ¢i magnetického pole (Guerra et al.,
2014), stejné jako mnoho jinych migrujicich Zivo¢ichi. Stale v§ak neni vyfeSeno mnoho otazek,
tykajici se jejich migrace. Doposud se nezjistilo, zda ma Danaus plexippus kompletni pfedstavu
o sméru svého letu a ptesného umisténi jeho destinace (Guerra et al., 2014; Guerra, Reppert,
2015; Reppert et al., 2016) a do jaké miry vyuZzivaji pii migraci magnetické pole. Prozatim se
vnimani magnetického pole pro orientaci povazuje za zalozni plan (Guerra et al., 2014) a

hlavnim mechanismem stale ziistava slunecni kompas (Nguyen et al., 2021).

Je zde tedy stdle mnoho otazek tykajici se principu a fungovani riiznych systémi
podilejici se na migraci, na jejichz odpovédi budeme potiebovat jesté podrobnéjsi vyzkum. Tyto
odpovédi by ndm poskytly cenné informace pro pochopeni zakladnich principti pouzivanych
pfi migraci jinymi zivoCichy. Doneddvna jesté bylo zdhadou, podle jakych podnéti Danaus
plexippus vi, jestli migrovat na sever, ¢i na jih (Guerra, Reppert, 2013) a jakou roli pii migraci
hraje mozek a smysly lokalizované v tykadlech (Merlin et al., 2009), ale jsou provadény
pokusy, které se snazi na tyto otazky odpovédét (Nguyen et al., 2021). Kdybychom dokazali
pochopit a vysvétlit mechanismus procesti umoznujici monarchiim podstoupit takto unikatni

cestu, mohli bychom naSe znalosti aplikovat i na jiné migrujici organismy v Zivo€i$né fisi.

Bé&hem své evoluce, si monarchové ziskali vyhodu nad ostatnimi Zivo€ichy tim, Ze se u
jejich larev objevila adaptace na konzumaci jedovaté, jinak nepiistupné rostliny. Timto se stal
monarcha stéhovavy i1 velmi zajimavym modelem pro studium koevoluce, sekvestrace

jedovatych latek a evolu¢ni adaptaci na novou potravu.

Jedinou potravou pro larvy Danaus plexippus jsou klejichy Asclepias, které jsou znamé
svou toxicitou, kvuli vyssi koncentraci kardenolidi (Dobler et al., 2012; Petschenka et al.,
2013). Kardenolidy inaktivuji sodno-draselné pumpy, jinak téz Na+/K+ ATPazy, které jsou
esencialni pro spravné fungovani organismu (Malcolm, Brower, 1989; Dobler et al., 2012;
Petschenka et al., 2013; Karageorgi et al., 2019). Bez spravného fungovani sodno-draselnych
pump nefunguje napiiklad ptenos nervovych vzruchi, ¢i dochédzi k naruseni rovnovahy latek

uvnitt buiikky a mimo ni.



Diky rezistenci viici kardenolidiim a jejich naslednému zabudovani do svych tél, ziskal
monarcha st€hovavy uziteCnou obranu vuci parazitim (Gowler et al., 2015; Petschenka &
Agrawal, 2016) a predatoram (Pierson, Fink, 1985; Gowler et al., 2015), ktefi poznaji toxicitu
monarcha kvuli jejich specifickému zbarveni. Rezistence vii¢i kardenolidiim je u monarch
zpusobena tfemi mutacemi ovlivitujici sodno-draselnou pumpu. Hypotetizuje se, Ze z téchto tii
mutaci, pravé dvé poskytuji nejveétsi rezistenci vici kardenolidim, ale zaroven zpusobuji
neurologické problémy. Monarchové nejspiSe prvné ziskali mutaci zpisobujici slabou
rezistenci proti kardenolidiim a s tim spojené malé neurologické problémy. Nasledné se u nich
objevila druha mutace, ktera tyto problémy znegovala a jako posledni ziskali tfeti mutaci, ktera
jim ze vSech tii poskytla nejvétsi rezistenci. Nebyt druhé mutace, tak by sama o sobé byla tieti
mutace s nejvétsi pravdépodobnosti letalni (Karageorgi et al., 2019). Kombinace téchto mutaci
jim tedy pfiinesla zna¢nou vyhodu oproti ostatnim. Naproti tomu sesterska skupina Danaus
chrysippus neziskala v§echny tyto tii mutace, a proto nejsou vici kardenolidiim tak rezistentni
(Karageorgi et al., 2019). Proto se da na Danaus plexippus studovat, jak probihala evoluce na
potravu, ktera je pro ostatni druhy jedovata, spolecné s koevoluci mezi monarchou a klejichami,

kdy jejich migrace nasleduje kveteni klejich po celém Gizemi Ameriky (Guerra, Reppert, 2015).

1.3. Chromozomalni fuize

Karyotyp u organismi byva ¢asto konzervovany (Talavera et al., 2013) a napii¢ fadem
Lepidoptera je to ve vétsiné piipadd pravda. Existuji vSak vyjimky, napi: rod Lysanda se
vyznacuje velkou diverzitou karyotypu od n=24 az do n=93 (Talavera et al., 2013) ¢i jejich
piibuzni Agrodiaetus z ¢eledi modraskovitych Lycaeniade s karyotypem od n=10 do n=224-
226 (Lukhtanov et al., 2005; Lukhtanov, 2015). Zmény v po¢tu chromozomu jsou u motyld
Casto zpusobeny chromozomalnimi fuzemi (Talavera et al., 2013; Potter et al., 2017; de Vos et

al., 2020) ¢i rozpady, které se u motylt objevuji ¢astéji kvili holocentrickym chromozomutm.

Podle novéjsich modelt jsou chromozomalni fize jedny z pfi¢in vzniku reprodukénich
bariér mezi populacemi a tim podporuji speciaci n¢kterych druhti. Chromozomalni fize mtze
fyzicky spojit geny, které se diive nachazely na jinych chromozomech a tim zméni frekvenci
jejich rekombinace, jenZ mlZe ovlivnit jejich evoluci. Pokud se propoji lokusy obsahujici geny
s lokalni adaptivni vyhodou, které maji snizenou rekombinaci, miiZze dojit vlivem selekce ¢i
driftu k zafixovani tohoto chromozomalniho pteskupeni (Guerrero, Kirkpatrick, 2014; de VVos

et al., 2020) a eventueln¢ i k speicaci.



Stejné tak muze dojit i k fizi autozomu s pohlavnim chromozomem Z ¢i W za vzniku
neo-Z/neo-W pohlavniho systému (Dalikova et al., 2017). Jeden dalsi mozny vznik pohlavniho
chromozomu je, kdyz autozom ziska pohlavi determinujici gen. Kolem tohoto genu dojde
pomoci selekce k akumulaci antagonistickych alel, které jsou vyhodné pro jedno pohlavi ale
nezadouci pro to druhé. Nasledné zde dochédzi ke chromozomalnim pfestavbam jako napf.
k inverzim, které ukonéi rekombinaci mezi timto chromozomem s jeho parem a selekce
(Bachtrog, 2006, 2013; Dalikova et al., 2017). Jak vyvoj nové vzniklych chromozomu
pokracuje, stale vice se hromadi antagonistické alely, pseudogeny a chromozomalni pfestavby.
Takto vznikly chromozom je z velké casti tvofen heterochromatinem a na vétSiné tohoto
chromozomu pak nedochézi k viibec zadné rekombinaci. Timto mize chromozom casem
zdegenerovat a uplné se ztratit. Ztrata pohlavniho chromozomu v8ak neni letdlni a postupem
casu mize fizi opét vzniknout chromozom, ktery by ptevzal funkci ztraceného pohlavniho

chromozomu a cely cyklus se mize opakovat (Wright et al., 2016).

Pivodni konstituce pohlavnich chromozom u motyll byla Z0/ZZ (Traut et al., 2008,
Nguyen, Carabajal Paladino, 2016) vzhledem Kk vyskytu tohoto systému u bazalnich skupin
motyll a sesterského tadu chrostikd (Traut, Marec, 1996, Traut, Marec, 1997). Napfti¢ fadem
Lepidoptera se vyskytuji nové vzniklé chromozomy W a Z jez vznikly nezavisle ¢i fuzi,
S riznymi stadii vyvoje (Traut et al., 2008, Mongue et al., 2017). Jak ptesné a kdy u Lepidopter
vznikl chromozom W neni zcela jasné. Existuje vSak hypotéza tvrdici, Ze chromozom W vznikl
u spole¢ného piedka Tischeriidae a Dytrisia (Lukhtanov 2000) a v dusledku vznikly studie

s detailnimi analyzami s jedinci z téchto skupin (Dalikova et al., 2017; Fraisse et al., 2017)



1.4. Neo-pohlavni chromozomy motyli

Motyli tvoti potencialné nejlepSiho kandidata na vyzkum neo pohlavnich chromozomu
u systému se samicim heterogametickym pohlavim. Existuje celd fada vyzkumt zabyvajici se
fuzemi pohlavnich chromozomil s autozomy mezi Lepidoptera s cilem odhalit historii a
podstatu vzniku neo pohlavnich chromozomu napiiklad u Tortricidae (Nguyen et al., 2013),
Nymphaliade (Smith et al., 2016, Mongue et al., 2017) Saturniidae (Yoshido et al., 2011),
Pyralidae (Bachtrog, 2013), Yponomeutida (Traut et al., 2008). Stejné tak mizeme naleznout
rizné nezavislé fuze u drosophil za vzniku neo-pohlavnich chromozomi. Stafi téchto neo-
pohlavnich chromozomt se odhaduje na 0,1My u D. albomicans, 1My u D. Miranda a 15My
u D. pseudoobscura a jejich vyzkum nam tedy umozni sledovat, jak se muze vyvijet
chromozom Y u velmi lehce dostupného modelu (Bachtrog, 2013). Tyto rizné Girovné vyvoje,
nam umoznuji studovat a sledovat, jak viibec pohlavni chromozomy vznikaji a zanikaji a jak se
mohou postupné vyvijet a nasledné degenerovat. Praci na téchto modelech mtizeme nahlédnout
na moznou budoucnost naseho vlastniho chromozomu a umozni ndm odhalit fadu procesii a

principt, které probihaji u vyvoje chromozomil.

Ve shaze pochopit podstatu téchto procesii a mechanismi spole¢né s mnoha dal$imi, se
klade stale vétsi diraz na vytvofeni kvalitngjSich osekvenovanych genomi studovanych
organismil. S pfibyvajici dostupnosti sekvenovani se databidze obsahujici nukleotidové
sekvence organismu stale vice rozsifuji. Je vSak zajimavé, Ze i pres sekvenovany genom (Zhan
et al., 2011) takto vyznamného druhu monarchy stéhovavého, jsme se dozvédéli o vzniku neo-
Z pohlavniho chromozomu aZ pfi opétné analyze o nékolik let pozdéji (Mongue et al., 2017).
V této analyze bylo téZ potvrzeno, Ze se tento neo-Z chromozom vyskytuje i u blizkych
piibuznych Danaus plexippus a to u D. gilippus, D. erippus, and D. eresimus. Z toho vyplyva,

7e samotny vznik tohoto neo-Z ptedchazi diverzifikaci rodu Danaus.

K zajimavé fizi mezi pohlavnim sami¢im chromozomem W s autozomem ovladajici
zbarveni jedince a nachylnost k endosymbiotické bakterii Spiroplasma ixodeti, za vzniku neo-
W chromozomu, doslo u africké Danaus chrysippus (Smith et al., 2016). Spiroplasma ixodeti
je maternalné prenaSena bakterie, ktera zabiji sam¢i populaci jiz ve vajicku a tim znaéné
ovliviluje pomér pohlavi v samici prospéch. Ve vychodni Africe se vyskytuji poddruhy Danaus
c. chrysippus (cc), Danaus c. dorippus (CC) a hybridni Danaus c. transiens (Cc), u nichz se

jednotlivé vyskytuje specificky pattern pro kazdy poddruh fizeny autozomalnim lokusem C.



Existuje zde vSak hybridni zona, kde se Casto stietava Danaus chrysippus a dorippus za vzniku
jiz vyse zminéného Danaus transiens. Za zminéni rozhodné stoji, Ze vSechny samice Danaus
chrysippus (cc) a Danaus transiens (Cc), které jsou infikované bakterii Spiroplasma,
neprodukuji zadné samci jedince (Smith et al., 2016). Na druhou stranu, potomci Danaus
dorippus (CC) nejsou nijak ovlivnéni a produkuji jak samce, tak i samice. Tato autozomalni
faze je tedy zodpoveédna za nendhodnou segregaci pohlavi jedincii, a tudiz i jejich barevnych
vzori. Dochazi zde k velké nerovnovaze napfi¢ vSemi poddruhy mezi sam¢im a samicim
pohlavim a tato fuze podporuje segregaci piibuznych poddruhti v hybridni zon€. Toto narusuje
Haldenovo pravidlo, jenz tvrdi: ,,pokud se mezi hybridy vyskytuje pohlavi, které je vzacné,
sterilni, ¢i chybi, bude to pohlavi heterozygotické®, coz v naSem piipad¢ neni pravda, protoze
je zde znevyhodnéno praveé homozygotni pohlavi, kdy umiraji vSichni samci a ptezivaji pouze

heterogametické samice



2. Cile prace:

Cilem této prace je sestavit genom motyla Lycorea halia, zastupce skupiny Euploinea
sesterské zbytku tribu Danaini, a identifikovat jeho pohlavné vazané sekvence na zakladé
analyzy hloubky ¢teni. Dale pak na zaklad¢ srovnani s referenénim genomem Melitaea cinxia
otestovat hypotézu o spole¢ném ptvodu neo-Z chromozomu diive identifikovaného u

zastupcti rodu Danaus V ramci tribu Danaini.



3. Material a metody
3.1. Material

Kukly Lycorea halia byly zakoupeny od Stratford butterfly farm (Stratford-upon-
Avon, Anglie). Druh byl molekularné potvrzen pomoci amplifikace ¢asti genu pro cytochrom
oxidazu 1 (Volenikova A., nepublikovana data).

Dlouha ¢teni byla ziskana ze samce Lycorea halia pomoci sekvenovaci technologie
Oxford Nanopore sequencing (ONT). Timto se ziskalo 58 Gb dat s N50 23,053 kb.
K dispozici jsem téz mél kratka Illumina ¢teni od tfi samct a tii samic, ktera méla dohromady
76,9 Gb.

3.2. Metody

3.2.1 Odhadovani velikosti genomu

Pted samotnym slozenim sekvence genomu je tieba data filtrovat, abychom se zbavili
nekvalitnich a neZzadoucich sekvenci, které by mohly negativné ovlivnit vysledné sloZeni
genomu.

Pro uvodni analyzu a odhadnuti velikosti genomu motyla Lycorea halia jsem pouzil
kratka kvalitni Illumina ¢teni a program GenomeScope-2.0 (Vurture et al., 2017) s Jellyfish-
2.3.0 (Margais, Kingsford, 2011). K tomuto odhadu pouziva Jellyfish a GenomeScope k-mery,
tj. Cteni jsou rozlozena na sekvence délky K. Napt. pokud si vezmeme sekvenci AATGC,
dostaneme 2-mery AA, AT, TG, GC, ¢i 3-mery AAT, ATG, TGC. Kromé odhadu velikosti
genomu GenomeScope poskytuje i predpokladanou heterozygotnost ¢i mnozstvi unikatnich a
duplikovanych sekvenci. Pro co nejpiesnéjsi vysledek jsem pouzil Jellyfish count -m 21 -s 329
-t 16 opakovan¢ s nartstajicimi hodnotami pro velikost k-mert od 21 po 50 s narastem po 5
reprezentovano parametrem -m apaméti 32 Gb reprezentovano parametrem -s. Nasledné
pouzité -t bylo pouze pro ur€eni mnozstvi vldken. V pokra¢ovani mé prace jsem se rozhodl

pouzit vysledky s k-mery o velikosti 40 bp.

3.2.2 Uprava a vizualizace kvalitnich kratkych Illumina &teni

Pro kratka ¢teni jsem pouzil program FastQC-0.11.5 (Andrews, S. 2010) k vizualizaci
kvality dat a nasledné Trimmomatic-0.36 (Bolger et al., 2014) na jejich Gpravu. Abych
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vyhodnotil vliv filtrace, pouzil jsem opét FastQC-0.11.5 na vysledna data. Pomoci FastQC je
mozné zobrazit statistiky tykajici se délky naSich jednotlivych ¢éteni a jejich kvality. Skore
kvality je reprezentovano hodnotou Q. Skoére kvality 30Q znamend, ze pravdépodobnost
Spatného pfifazeni baze je 1 z 1000 a tudiz bude ptesnost 99,9 %. Zatimco 20Q predstavuje
ptesnost pouze 99 %, kdy se Spatné ptifadi 1 baze ze 100. Kromé toho poskytuje tento program
informace napt. i 0 predpokladaném zastoupeni GC bézi ¢i ptfitomnost riznych technickych
sekvenci pouzitych pfi tvorbé sekvenacnich Illumina knihoven.

I s velkou presnosti Illumina ¢teni je nutné tato data filtrovat. V naSem piipad¢ byl
pouzit zminény program Trimmomatic-0.36. Parametr ILLUMINACLIP:/PATH/TruSeq3-PE-
2.fa:2:30:10 byl pouzit pro odstranéni jakykoliv Illumina adaptérd, jenz by v genomu mohly
zustat, abych nepracoval s genomem obsahujici nesmysiné sekvence. Dalsi parametr
MINLEN:100 po filtrovani odfizl vSechna ¢teni kratsi nez 100 bp a HEADCROP:10 odfizl
prvnich 10 sekvenci z téchto ¢teni. DNA polymeréaza Casto na zacatku chybuje, a proto jsem se
rozhodl tyto sekvence odstranit. Posledni parametr byl SLIDINGWINDOW:4:20 se zdmérem
odstranit nekvalitni data pod Q20.

3.2.3 Uprava a vizualizace dlouhych &teni

Pro vizualizaci dlouhych cteni ziskanych z ONT ¢i PacBio se pouZivd program
NanoPlot (de Coster et al., 2018). NanoPlot byl pouzit t¢émé&f po kazdém nasledujicim kroku,
abych ovéril efektivitu provedenych uprav.

Jeden z nejvétsich problémi pro ONT &i PacBio je prave jejich vysoka chybovost, ktera
dosahuje hodnot az 15 % (Laver et al., 2015; Weirather et al., 2017). Byl pouzit program
Ratatosk-0.1 (Holley et al., 2021) provadeéjici hybridni opravu dlouhych ¢teni pomoci kratkych
S vyuzitim de Bruijn grafi. Ratatosk dokaZe sniZit chybovost aZ 6-nasobné na vyslednou
presnost 99 %. Pro praci s Ratatoskem jsem pouzil parametry Ratatosk correct -v -C 64 -i 450.

Tyto parametry predstavuji pozadovanych 64 procesort a velikost vkladanych ¢teni o délce 450

bp.

Pro nasledujici Gpravu jsem pouzil NanoFilt (de Coster et al., 2018), ve kterém jsem
odfizl vSechna ¢teni kratSi nez 10 kbp a mén¢ kvalitni nez Q10. Samotné filtrovani lze provést
Vv zavislosti na délce ¢i pramérné délce naSich Cteni anebo na primérném zastoupeni GC bézi.

Lze téz specifikovat ofiznuti pfesného poctu bazi z obou koncii (de Coster et al., 2018).
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Parametry, které jsem pouzil pro sviij skript byly Nanofilt -1 10000 -q 10 zajiStujici zadanou
délku a kvalitu Cteni.

3.2.4 SloZeni genomu

Opravena dlouha ¢teni jsem nasledné slozil s pouzitim Flye-2.8 (Kolmogorov et al.,
2019). Flye vyuziva algoritmus, ktery zrekonstruuje cilovy genom pomoci piekryvajicich se
usekti jednotlivych c¢teni a vypise dulezit¢ informace ke slozenym genomlim, jako napf.
prumérnou hloubku ¢teni, délku genomu ¢i pocet scaffoldii. Pro moje ucely jsem ve svém
skriptu pouzil parametr s o¢ekavanou velikosti genomu —genome-size 300m, jenz jsem ziskal
ptes jiz zminény Genomescope.

Pro ovéfeni kvality naSich vyslednych dat jsem pouZzil program BUSCO-5.2.2 (Simao
et al., 2015, Manni et al., 2021), jenz porovnava evoluéné konzervované unikatni (,,single
copy*) ortology pfitomné v sekvenci genomu s pfedem zvolenym datasetem. Ortology jsou
geny, které si u jedinct zachovavaji podobné funkce napfi¢ evoluci, nebot se vyvijely ze
spole¢nych ancestralnich genii pomoci speciace. Program tak zkontroluje kvalitu a kompletnost
naseho vzorku a poskytne ndm biologicky smysluplné parametry v zdvislosti na oekdvaném
genetickém obsahu (Manni et al., 2021), vzhledem k tomu, Ze parametry jako pocet ,,scaffoldi*
a ,,contigi* ¢i jejich délka a hodnota N50 nenabizi zhodnoceni genetického obsahu. ,,Contig*
je sekvence po sobé jdoucich bazi A, T, G, C bez mezer. ,,Scaffold vznika ptiloZzenim
jednotlivych ,,contigi* k sobé po ziskani detailngjsi informace ohledné jejich relativni pozice.
Tyto scaffoldy vSak obsahuji mezery, které vznikly nedokonalym poskladanim genomu.
Hodnota N50 predstavuje délku nejkratSiho Cteni, kdy suma pfedchozich ¢teni pokryje prave

polovinu celého genomu. Pro svoji praci jsem ke srovnani vyuzil dataset Lepidoptera a

nasledovné jsem BUSCO pouzil pro genomy jinych druhii ke srovnani.

3.2.5 Zacisténi genomové sekvence pomoci kratkych i dlouhych ¢teni

Vzhledem K relativné velkému vyskytu chyb u dlouhych ¢teni jsem nadale pokracoval
se zacisténim ziskané sekvence genomu (,,polishing®). Byl pouzit program Medaka 1.6.0,
vyuzivajici pro zacisténi dlouha cteni se zakladnim nastavenim. Dale byl pouZit program
Nextpolish-1.3.0 (Hu et al., 2020) spolu s bwa-0.6.2 (Li & Durbin, 2009), ktery k opravé
vyuziva vysoce kvalitni kratké ¢teni. Proto jsem pouzil filtrovana kratka ¢teni z predchozich

krokt. Opét bylo pouzito pouze zakladni nastaveni.
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3.2.6 Finalni vy¢isténi genomu od kontaminace a repetitivnich aseki

Jednim z poslednich krokt bylo zjistit, zda na§ genom neobsahuje kontaminace. Pro
odliSeni a vizualizaci taxonomického slozeni naSeho genomu nam poslouzil program Blobtools
(Laetsch & Blaxter, 2017) a samtools-1.9 (Danecek et al., 2021). Blobtools je program
vytvofeny ke kontrole kvality a vizualizaci taxonomického rozdéleni genomovych datasett. Ve
vysledném grafu od Blobtools mizeme vidét jednotlivé zastoupeni taxonomickych skupin,
vyskytujicich se v naSem vzorku s jejich procentualnim obsahem GC v zavislosti na hloubce
¢teni. Nalezené sekvence, které patfily proteobakteriim, ¢i nebyly nikam zatazeny, byly
nasledné stejnym programem odstranény pomoci parametru ,,seqfilter -v* a pro kontrolu byl

vygenerovan novy graf's taxonomickym slozenim naSeho genomu.

Poslednim krokem bylo zamaskovani repetitivnich sekvenci jako napft: transpozony a
retrotranspozony. K zamaskovani byly pouzity programy RepeatModeler-2.0.2 (Flynn et al.,
2020) a nasledn¢ RepeatMasker-4.0.7 (http://repeatmasker.org/) se zakladnim nastavenim.

Tyto repetitivni sekvence by zkreslily sekvence nasledujicich analyz.

3.2.7 Analyza hloubky ¢teni

Nasledné jsem kromé ptvodnich kratkych cteni pouZil resekvenacni data obsahujici
kratka cteni od tfi dalSich samic a dvou samct, ktera jsem filtroval pomoci programu
Trimmomatic-0.36 se stejnymi parametry s naslednou kontrolou pomoci FastQC-0.11.5 jak je
uvedeno v kap. 3.2.2. Takto filtrovanych Sest vzorki kratkych ¢teni jsem pouzil k mapovani na
muj vyc¢istény genom pomoci programu Bowtie2-2.3.5.1 (Langmead & Salzberg, 2012) a
k indexaci pomoci samtools-1.9. Pro citlivéj§i mapovani byly pouzity parametry bowtie2 —

very-sensitive-local —-no-mixed —no-discordant.

Vysledna data byla analyzovana Bedtools-2.25.0 (Quinlan & Hall, 2010) a Samtools-
1.11-intel-19.0.4-wzth4e4, které pomoci parametru ,,genomecov* spocitaly hloubku ¢teni na
bazi a pomoci ,,groupby* sefadily mediany hloubky ¢teni pro kazdou bazi pro jednotlivé

,scaffoldy*.

Pro finalni analyzu porovnani hloubky ¢teni samcich a samicich vzorka byl pouzit R
skript poskytnuty Dr. Pablem Ruiz Morou, ktery odstranil sekvence kratsi nez 100 kbp. Median
hloubky ¢teni byl pro vSechny vzorky normalizovan celkovym pokrytim. Pro kazdé pohlavi byl
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spocten primér normalizované hloubky ¢teni. Pro kazdy ,,scaffold” byla spoétena hodnota log»
poméru prumérné hloubky ¢teni u samcii a samic. Ocekava se, ze hloubka ¢teni autozomalnich
sekvenci bude u obou pohlavich stejna, a proto by mél byt pomér log> =0. Hloubka ¢teni
sekvenci vazanych na pohlavni chromozom Z by méla byt u samct oproti samicim dvojnasobna
vzhledem K jejich ZZ/ZW systému. Proto by mély hodnoty pro Z vazané sekvence u logz = 1.

Vysledné hodnoty byly vizualizovany histogramem

3.2.8 Prirazeni sekvenci Lycorea halia k chromozomim pomoci ortologi.

Na zékladé nami provedené BUSCO analyzy je dale mozné pfitadit sekvence L. halia

k ancestralnim syntenim blokiim pomoci referenéniho genomu Melitaea cinxia.

A nyni mizeme jejich geny piifadit k nalezitym chromozomim od Melitaea cinxia na zakladé
velké syntenie mezi motyly, skrze kterou je mozné identifikovat jednotlivé ortology. Na zakladé
tohoto srovnani byly sekvence pfifazeny k chromozomtim Melitaea cinxia s nejvétsim poctem
ortologl. Podle vyplyvajici statistiky mizeme urcit piivod neo-Z chromozomu Lycorea halia a

urcit, jestli doSlo ke stejné fizi jako u monarcha.
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4. Vysledky

4.1. Skladani genomu

Jako vysledek z Jellyfish-2.3.0 a GenomeScope-2.0 jsem dostal odhadovanou velikost
genomu 302,26 mbp. Na grafu (Graf 1) je dale vidét, ze heterozygotnost naseho motyliho
vzorku je kolem 1,1%. Pro srovnani u lidského genomu heterozygotnost dosahuje ptiblizné

1%.
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Graf 1: Vizualizace k-merového spektra kratkych Illumina ¢teni Lycorea halia.

Celkové bylo sekvenovanim DNA ziskdno 58 Gb Oxford Nanopore (ONT) dlouhych
¢teni s N50 23,053 kb a 76,9 Gb kratkych Illumina ¢teni. Po Gvodnim filtrovani kratkych
[llumina ¢teni pomoci programu Trimmomatic-0.36 byla odstranéna nekvalitni ¢i prilis§ kratka
Cteni a Z puvodnich 76,9 Gb nam zistalo 55.6 Gb opravenych dat. Pfed sloZenim genomu bylo
filtrovanim dlouhych ¢&teni pomoci programi NanoFilt a Ratatosk-0.1 ziskano 57 Gb
opravenych ¢teni s N50=23,346 kb.

V nasledujici tabulce (Tabulka 1) je shrnuti efektd jednotlivych filtraci na na§ genom.

Nejvetsi rozdil po pouziti programu Nanofilt je vidét u hodnot tykajici se primérné délky a
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poctu ¢teni, kdy primérné délka vzrostla o necelych 28%. Ratatosk-0.1 nemél zadny vliv na

délky cteni, zato mél znacny efekt na vylepSeni jejich kvality.

Tabulka 1: Porovnani upravovanych dat pomoci programu Nanoplot.

Kontrolované hodnoty Bez Gprav Ratatosk NanoFilt Ratatosk+NanoFilt
Primé&rna délka ¢teni (bp) 17,245.7 17,245.7 21,486.6 22,050.6
Pocet Gteni 1,740,138.0 1,740,138.0 995,532.0 946,257.0
N50 23,053.0 23,369.0 22,673.0 23,346.0
Celkovy pocet bazi (gbp) 30,01 30,40 21,39 20,87

V tabulce 2 je vypsané srovnani po sloZzeni genomu pomoci programu Flye-2.8, kde je
vidét nejvétsi rozdil v hodnoté N50, poctu fragmentl a priimérné hloubky cteni. Po odstranéni
a filtraci nekvalitnich sekvenci doslo ke zna¢nému zkraceni délky z 312,9 mbp na 294,6 mbp.
Na zaklad¢ pozorovani efektli jednotlivych filtraci, jsem se rozhodl pouzit genom opraveny
programy NanoFilt a Ratatosk pro finalni slozeni, ktery byl nejméné fragmentovany, a i ptes

filtraci ptiblizn€ 20 mbp kratSich nekvalitnich dat si udrzel relativné vysokou hloubku ¢teni na

bazi.
Tabulka 2: Srovnani jednotlivych Gprav pti zavéreéném poskladani genomu pomoci programu Flye.

Kontrolované hodnoty Bez iprav Ratatosk NanoFilt Nanofilt+Ratatosk
Celkova velikost (bp) 312,970,799 310,617,161 312,043,220 294,622,219
Fragmenty 2270 2014 2010 1469
N50 fragmenti 1,000,624 1,111,200 1,282,458 1,838,061
Nejvétsi fragment (bp) 15,224,657 8,534,491 8,546,222 21,158,623
Scaffold 43 44 50 36
Primérna hloubka cteni 94 95 67 71

S vyuzitim programu Blobtools byla identifikovana a nésledné odstranéna kontaminace
naseho genomu (Graf 2). Kromé 91,73 % naseho vzorku odpovidajici ¢lenovcim (Arthropoda)
bylo 1,13 % pfifazeno k proteobakteriim a 1,09 % (undef) nebylo pfifazeno k jakémukoliv
druhu. Po odstranéni 29 sekvenci, které nepattily k ¢lenovelim, nam v genomu zbylo 1114

sekvenci.
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Graf 2: Porovnani genomu po odstranéni kontaminace pomoci programu Blobtools

Pro zamaskovani repetitivnich elementli v naSem genomu byly pouzity programy
RepeatModeler-2.0.2 spolu s RepeatMasker-4.0.7. Celkové bylo v nasem genomu
zamaskovano 19,39 % repetic (56,5 mbp). Nejvice zastoupeny byly repetice LINE (long
interspersed nuclear elements) 6,37 %, dale pak jednoduché repetice 2,01 % a DNA elementy
1,69 %.

Po vsech filtra¢nich krocich mél finalni genom 1114 sekvenci o délce 291,38 mbp, jenz
byl z 31,76 % zastoupen bazemi GC a hodnota N50 dosahovala 1,86 mbp. Kompletnost naseho
genomu byla posouzena pomoci ortologh BUSCO-5.2.2 s genovym datasetem Lepidoptera,
kdy 89,4% (4729) ortologi bylo kompletnich. Z toho 88,7% (4690) se vyskytovalo jako
»single-copy®, 0,7% (39) bylo duplikovanych, 3,2% (168) fragmentovanych a 7,4% (389)
chybélo. Nasledné byl nas poskladany genom porovnan s dal§imi motylimi genomy (Tabulka
3).
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Tabulka 3: Statistika slozeného genomu Lyocrea halia spolu s vybranymi zastupci z fadu Lepidoptera.

(Nymphalidae)

Druh (Celed’) Velikost genomu Délka slozeného Pocet N50 Heter. Repetice BUSCO (Lepidoptera)
(Mbp) genomu (Mbp) fragmentti (Mpb) (%) (%)
Lycorea halia 303,3° 291,38 1469 1,86 11 19,4 C:89,4%][S:88.7%,D:0.7
(Nymphalidae) %] F:3.2%,M:7.4%*
Bombyx mori 508,6¢ 460,3 696 16,8 N/A 46,8 C:98.9%[S:97.9%,D:1.0
(Bombycidae) %] F:0.2%,M:0.9%
Danaus chrysippus N/A 354 4,115 11,45 N/A 35,5 C:92.7%[S:92.2%,D:0.5
(Nymphalidae) %] F:2.2%,M:5.1%
Drepana arcuata 303,2¢ 2705 11,493 0,1 1,0 8,3 C:79.4%[S:77.6%,D:1.8
(Drepanidae) %],F:5.4%,M:15.2%2
Ephestia elutella N/A 576,9 804 19 N/A 58,1 C:82.1%[S:81.0%,D:1.1
(Pyralidae) %),F:5.3%,M:12.6%*
Helicoverpa N/A 337.07 997 1,0 N/A 14.6 C:88.5%[S:81.0%,D:7.5
armigera (Noctuidae) %],F:4.5%,M:7.0%?
Manduca sexta 420,5¢ 470,0 4,057 14,3 N/A 33,9 C:89.4%][S:86.1%,D:3.3
(Sphingidae) %),F:3.7%,M:6.9%
Melitaea cinxia 3909 484,0 31 17,3 N/A 42,0 C:88,4%[S:87,7%,D:0,7

%] F:4,4%,M:7,2%°?

2Busco z této prace

Heter. heterozygotnost, N/A not available

°Odhad velikosti genomu podle k-mert

d0dhad velikosti podle cytometrie

PDatabaze velikosti zvifecich genomi (https:/www.genomesize.com/). Nezavisle zjisfovana

4.2. Analyza hloubky ¢teni a identifikace Z-vazanych sekvenci

S vyuzitim R skriptu byly porovnany mediany hloubky ¢teni tii samic a tii samci.

Sekvence kratsi nez 100kbp byly z tohoto srovnavani vyfazeny. Timto nam z ptivodnich 6684

sekvenci zbylo 4956.

Autozomalni sekvence by mély byt zastoupeny ve stejné mife u obou pohlavi. Samci
vSak maji oproti samicim dvojnasobny pocet pohlavné vdzanych sekvencich na chromozom
Z kvuli jejich ZZ/ZW systému. Vynesenim histogramu log. hodnot poméru primérné saméi
(M) a samici (F) normalizované hloubky ¢teni (Graf 3) ukazuje hlavni pik s logz M:F = 0, ktery
reprezentuje autozomalni sekvence. Ctyti sekvence o celkové délce 21,57 mbp maji logz M:F
= 1 a predstavuji tak pohlavné vazané sekvence. Pohlavni sekvence s log> M:F = 0,7 mohou byt

chiméry autozomadlnich a pohlavné vazanych sekvenci vzniklé vlivem chyby pfi sestavovani

genomu.
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Graf 3: Zobrazeni autozomalnich a pohlavné vazanych sekvenci Lycorea halia.

4.3. Prifazeni sekvenci Lycorea halia k chromozomim Melitaea cinxia pomoci
ortologu
Vzhledem k velké trovni syntenie pozorované mezi motyly (Pringle et al., 2007; Ahola
et al., 2014; Kanost et al., 2016), mizeme piitadit nase sekvence skrze jejich ortologni geny
k chromozomim jinych referen¢nich genomii.. Porovnanim téchto ortolognich geni mizeme
identifikovat, na jakém chromozomu jinych druhti se nachazeji a tim i ur€it K jakym genetickym
prestavbam ¢i genetickému toku mezi druhy doslo. Pro porovnani byly pouzity BUSCO
ortology naseho genomu Lycorea halia (n=30) areferencni genom Melitaea cinxia

reprezentujici ancestralni karyotyp (n=31) (Ahola et al., 2014).
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Graf 4: Porovnani sekvenci Lycorea halia s genomem Melitaea cinxia a jejich pfifazeni

ke chromozomum.

Z vysledného grafu porovnavajiciho ortologni geny je patrné, ze pohlavné vazané

sekvence na chromozomu Zvnasem genomu jsou homologni schromozomy Za 14

referen¢niho genomu Melitaea cinxia (Graf 4).
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5. Diskuze

K otestovani hypotézy o mozném spolecném pltvodu neo-pohlavniho chromozomu
v ramci tribu Danaini byl osekvenovan a nasledné slozen genom L. halia. Pomoci k-mert byla
jeho velikost odhadnuta na 303,3 mbp. Timto by se velikostn¢ fadil mezi mensi genomy znamé
u zastupct skupiny Danainae, které se pohybuji mezi 249-445 mbp (Liu et al., 2020). Finalni
délka vysledné sekvence genomu byla 291,38 mbp s kompletnimi 89,4% BUSCO ortology.
V nasem genomu bylo celkem zamaskovano 19,39% repetic, jejichz podil u danainu koreluje
s velikosti genomu. U piibuzného monarchy D. plexippus s velikosti genomu odpovidajici
ptiblizn€ 245-248 mbp bylo nalezeno mezi 11,2-14,3% repetic, zatimco u sesterského druhu D.
chrysippus s mnohem vét§sim genomem 354 mpb bylo identifikovano 35,5% repetic (Singh et
al., 2022). Velikost genomu v poméru s procentualnim zastoupenim repetitivnich elementi se

vs§ak u motyli znatelné 1isi (Talla et al., 2017).

Srovnéavacimi analyzami sloZzenych genom je taky mozné sledovat zmény karyotypu
ptibuznych druhti a studovat rizné chromozomalni faze spolu s jejich evoluci. Pravé jedna
takova fize byla studovana v praci Mongue et al., (2017). Autofi objevili u D. plexippus a blizce
ptibuznych druht D. gilippus, D. erippus a D. erismus neo-Z chromozom vznikly fazi
chromozomu Z s autozomem odpovidajicim chromozomu 20 v referenénim genomu M. cinxia.
Tento objeveny neo-Z chromozom je tak pravdépodobné spole¢nym znakem rodu Danaus a je
tedy minimalné 5 miliond let stary (Lushai et al., 2003). Je vSak mozZné, Ze je tato faze spole¢na
vSem ¢lentim tribu Danaini, ktefi maji ¢asto karyotyp n=30 (Traut et al., 2018). Autofi navrhli,
7e se stejnym autozomem sflzoval také pohlavni chromozom W za vzniku neo-W
chromozomu. K dalsi fuzi pohlavniho chromozomu s autozomem doslo u afrického D.
chrysippus (Smith et al., 2016). Mezi poddruhy Danaus chrysippus mizeme najit u hybrida
fazi pohlavniho chromozomu W s autozomem, ktera ovliviiuje jejich barevné vzory a
nachylnost k bakterii Spiroplasma, jenz zabiji samce a tim ovliviiuje pomér pohlavi. V této
hybridni zon¢ doslo k zamezeni genetického toku mezi poddruhy, nebot’ vysledny hybrid s neo-
W chromozomem neplodi Zivé samce. Takto vznikly geneticky ,,sink* od sebe oddéluje oba
poddruhy a pfispiva k jejich speciaci nap#i¢ hybridni zénou. Casté faze ¢ini motyly rodu

Danaus zajimavym modelovym systémem pro studium evoluce pohlavnich chromozom.

V této praci jsme identifikovali pohlavné vazané sekvence, které jsme piifadili
k chromozomtim referenéniho genomu M. cinxia (Graf 4). Byla nalezena homologie mezi

pohlavné vazanymi sekvencemi Lycorea halia a chromozomy Z a 14 Melitaea cinxia. Druh
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Melitaea cinxia predstavuje prvni slozeny genom motyli, ktery si zachoval ancestralni
karyotyp n=31, u kter¢ho se predpoklada, ze je alespon 140 My stary (Ahola et al., 2014). Proto
je mozné pies komparativni analyzy pravé stimto druhém sledovat zmény karyotypt
piibuznych druhii. Tomuto pfispiva i fakt, ze je napfi¢ motyly zachovana relativné vysoka

uroven syntenie (Dasmahapatra et al., 2012; Ahola et al., 2014; Kanost et al., 2016).

Nase analyza ukazala, Ze u L. halia doslo k fuzi mezi ancestralnim chromozomem Z a
autozomem 14, ktery tak nesdili fizi identifikovanou u monarchy (Mongue et al., 2017). Nami
studovany druh L. halia je soucasti skupiny Euploinea, ktera se v ramci tribu Danaini odd¢lila
jako prvni. Jeho neo-pohlavni chromozom tak mize byt stary az 33 My (Chazot et al., 2019).
Znatnému stafi tohoto systému neo-pohlavnich chromozomi odpovida i jejich vysoka

diferenciace, kdy se hodnoty log> M:F pro chromozom 14 pohybuji kolem jedné (Graf 3).

Dalsim zajimavym vysledkem, ktery pfineslo studium neo-pohlavnich chromozomu D.
plexippus je dichotomie v kompenzaci genové davky. Na pohlavnim chromozomu Z objevili
dva zpuisoby této kompenzace, kdy se ancestralni forma chromozomu Z vyznacovala genovou
kompenzaci, kterou najdeme napt. u hlistic Nematoda. Dochazi zde ke snizeni genové exprese
u samcu (ZZ) a jejich ancestralniho Z o polovinu (u hlistic dochézi ke sniZzeni regulace
chromozomu X). Tento vysledek koreluje i s ostatnimi motylimi druhy nesouci ancestralni Z,
kde se vyskytuje stejny zpiisob kompenzace genové davky. U neo-Z chromozomu, ktery vznikl
fuzi s autozomem vSak dochéazi k jinému zplsobu kompenzace, kterou nalezneme napt. u
octomilek Drosophila. Pfi tomto typu kompenzace dochazi ke dvojnasobnému navyseni
exprese samic¢iho Z (ZW). Timto byl ziskan velmi unikatni poznatek o existenci dvou riznych

mechanismi kompenzace genové davky na jediném chromozomu (Gu et al., 2019).

Neo-pohlavni chromozomy jsou u motyla velmi Casté, naptiklad u Tortricidae (Nguyen
et al., 2013), Nymphaliade (Smith et al., 2016, Mongue et al., 2017) Saturniidae (Yoshido et
al., 2011). Proto nam neo-pohlavni chromozomy paralelné v ramci tribu Danaini mohou

pomoci objasnit rizné aspekty evoluce neo-pohlavnich chromozomi motyli.
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Slozil jsem genom druhu Lycorea halia, ktery jsem pouzil pro analyzu hloubky ¢teni a
srovnani S referen¢nim genomem M. cinxia. Byla objevena nezavisla fuze autozomu 14
S chromozomem Z, ¢imz byla vyvracena nase ptivodni hypotéza o sdileném neo-Z chromozomu

D. plexippus v ramci trubu Danaini.
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