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CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma B chromozomu u S. purpureosericeum a

analyzy repetitivnich sekvenci.

2. ldentifikace repetitivnich sekvenci specifickych pro B chromozom S.
purpureosericeum nebo na tomto chromozomu obohacenych v porovnani s A

chromozomy.

3. Navrzeni primert pro identifikaci B chromozomti pomoci PCR.



1 UvoD

B chromozomy patii mezi postradatelnou ¢ast karyotypu, pro kterou je typicky odlisny
zpusob dédi¢nosti, tzv. drajv. Dusledkem chromozomového drajvu je akumulace B
chromozomt v genomu, ktera muze mit jak negativni, tak pozitivni vliv na cely
organismus. Ackoli vyzkum B chromozomi probihd intenzivngji az v poslednich
nekolika desitkach let a je zaméfen predevsim na modelové organismy a hospodarsky
vyznamné rostliny, pfedpoklada se, ze jsou B chromozomy zastoupeny piiblizné¢ v 15 %
eukaryotickych organismu (Beukeboom, 1994), z nichz vét$inu tvoii rostliny (Jones et al.,
2008). Ptitomnost B chromozomil byla rovnéz potvrzena u nékolika druhi rostlin rodu

Sorghum (Wu, 1992).

Rod Sorghum zahrnuje 25 druht rostlin, znichz jsou nejvice péstovany odridy
Sorghum bicolor, jez nachazeji vyuziti pfedevs§im v lihovarnickém primyslu, ¢i jako
krmivo pro zvifata, ale jsou také hlavni sloZkou potravy vrozvojovych se zemich.
Zastupci rodu Sorghum se vyznacuji velkou toleranci k suchu a nizkymi naroky na
pestovani, coz jsou vlastnosti, které¢ jsou kviali zménam klimatu velmi Zzadouci.
V budoucnosti se jejich hospodarsky vyznam s velkou pravdépodobnosti zvétsi, coz je
podminéno i1 zvySenim vynosu a zlepSenim jinych vlastnosti prostfednictvim $lechténi.
Plané rostouci druhy rostlin, mezi které patii i Sorghum purpureosericeum, ptedstavuji
cenny zdroj genti, které mohou reprezentovat zdroj zadoucich znakl pti Slechténi.
Vsouvislosti s moznou  pfitomnostiB  chromozom@ v genomu  Sorghum
purpureosericeum, je pro jejich lokalizaci potfebné mit sondy odvozené od B-

specifickych sekvenci.

Pro strukturu B chromozom jsou typické repetitivni sekvence DNA, které Casto maji
puvod v chromozomech stejného, ¢i ptibuzného druhu, ale rovnéz mohou byt specifické
pro dany B chromozom (Perfectti a Werren, 2001). Existuje n¢kolik ptistupt k analyze
repetitivnich sekvenci, které se odviji predevsim od typu genomickych dat. V piipadé
analyzy kratkych ¢éteni vzniklych sekvencovanim technologii Illumina, 1ze k analyze
repetitivni DNA vyuzit software RepeatExplorer (Novak et al., 2010), jehoz algoritmus
je zaloZen na klastrovani ¢teni s nizkym pokrytim genomu na zékladé€ jejich vzajemné
podobnosti. Vysledkem algoritmu jsou klastry piedstavujici jednotlivé rodiny
repetitivnich sekvenci v genomu. Z konsenzualni sekvence klastrii specifickych pro B

chromozomy lze odvodit sondy pro jejich lokalizaci.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Slozeni genomu

Veskera dédi¢na informace organismu je ulozena v sekvencich nukleovych kyselin, jedna
se ve vétsing piipadi o DNA (deoxyribonukleova kyselina), avsak v urcitych typech vira
se muze jednat 0 RNA (ribonukleova kyselina). Genomem je nazyvana veskera haploidni
DNA (popt. RNA) organismu, skl&dajici se z kodujicich, nekddujicich tseka (Juergen,
2009) a DNA semiautonomnich organel u eukaryotickych organismut (Costa, 2008).

Struktura genomu se odviji od slozitosti organismu. Genom prokaryotickych
organismu je v zasad¢ mensi nez eukaryotické genomy, je rovnéz pramérné z 20 % tvoien
nekdodujicimi sekvencemi (Costa, 2008) a neobsahuje introny. Prokaryotické buiky jsou
zpravidla haploidni, pfi¢emz geneticka informace je ulozena v cytoplazmé ve formé
jediného nukleoidu — dvousroubovicové kruhové molekula DNA. Nicméné existuji i
jedinci, kteti maji genom rozdélen do vice chromozom, jenzZ mohou byt i linearni
(Brown, 2002). Mimo nukleoid je DNA v prokaryotickych bunikach lokalizovana
v menSich kruhovych strukturach, plazmidech. Téch se mtze v bunice nachazet az nékolik
stovek a je pro né pfiznacny nerovnomérny pienos do noveé vzniklych bun€k. Rovnéz jsou
nachylné&jsi k sekven¢nim mutacim a mnohdy poskytuji jedinciim evoluéni vyhody, napt.
rezistenci k antibiotikim (Fuerst, 2010). Typickym prvkem prokaryotniho genomu jsou
také operony — skupiny po sobé jdoucich geni, transkribovany z jednoho promoteru a

také spolecné regulovany.

Pro eukaryotni genom je typické rozdéleni DNA do dvou a vice lineéarnich
chromozomui Vv jadfe a do zpravidla cirkularnich molekul DNA v mitochondriich a u
rostlin v plastidech. DNA je v jadie uchovavana v podobé komplexu DNA a histonu
(malé bazické nukleoproteiny) — chromatinu. Rozdilna forma kondenzace chromatinu méa
za nésledek odlisnou transkripéni aktivitu fetézc DNA. Ve volnéji usporadaném
chromatinu — euchromatinu, se nachazi vétSina gent, oproti tomu ve vice kondenzované
¢asti chromatinu — heterochromatinu se nachazeji pfedevsim repetitivni a jiné nekodujici
sekvence DNA. Chromozomy jsou nejkondenzovanéjsi podobou chromatinu, Kterou

DNA nabyvéa pouze v prubéhu buné¢ného déleni.

Mnozstvi DNA v haploidnim genomu konkrétniho druhu se oznacuje jako hodnota C

a u eukaryotickych organismi se velmi lisi, pfestoze se predpoklada, Zze se pocet



Obr. 1 Klasifikace genomicke DNA

kodujicich gend u odlisnych eukaryotickych organismt vyrazné nelisi. Zatimco lidsky
genom ma piiblizné¢ 3 Gb, tak genom ménavky Amoeba dubia obsahuje az 670 Gb.
S takto vysokym rozpétim souvisi i tzv. paradox hodnoty C — velikost genomu neni pfimo
umérna poctu genu, a tedy ani slozitosti organismu. Pfi¢inou tohoto vysokého rozdilu
mezi velikostmi genomu je mnozstvi tzv. nekddujicich sekvenci DNA (Obr. 1), tedy
sekvenci, které nejsou transkribovany do mRNA a nasledné nedochazi k jejich translaci
na konkrétni protein. Mezi nekodujici sekvence patii introny, pseudogeny, regulaéni

sekvence a repetitivni sekvence (Lodish et al., 2016).

Introny jsou c&asti RNA transkriptu, které musi byt pied translaci odstranény
postranskri¢pnimi ipravami RNA. Ackoli nekdduji zadny protein, mohou po vystiihnuti
slouzit jako funk¢ni RNA molekuly, ptipadné jako prostiedky k regulaci genové exprese.
Pseudogeny jsou nefunkéni oblasti DNA vzniklé napf. mutaci pivodniho genu, nebo
neuplnou duplikaci. Mezi regula¢ni sekvence patii napf. promotéry, zesilovace a jiné
oblasti nachazejici se v okoli genu, jejichz funkci je regulace exprese daného genu
(Lodish et al., 2016).

2.2 Repetitivni DNA

Sekvencni motivy nachazejici se v genomu ve stovkach az tisicich kopiich tvoii velky

podil na celkové velikosti jaderného genomu u vétSiny eukaryotnich organismt (Biscotti



et al., 2015). Ackoli byly dfive povazovany pouze za ,,genomické parazity*, dnes je
védecky dokazano, ze hraji dulezitou roli ve vyvoji genomii, genetické diverzité a genové
regulaci. Repetitivni DNA zahrnuje jak sekvence rozptylené napii¢ genomem tzv.
transpozibilni elementy, tak tandemové repetice tzv. satelitni sekvence DNA (viz Obr. 1).
Oba typy sekvenci vyrazn¢ piispivaji k odlisnosti ve velikosti genomti mezi rozdilnymi
druhy, pti¢emz v nékterych organismech tvoti vice nez 50 % celkového mnozstvi DNA

(Lopez-Flores a Garrido-Ramos, 2012).

Pojem satelitni sekvence DNA, zkracen¢ satDNA, je historicky spjaty s analyzovanim
DNA hustotné gradientni centrifugaci, pti které tandemové usporadané sekvence tvotily
satelitni bandy oddé¢lené od zbytku genomické DNA (Kit, 1961). Typicky je v genomu
organizovana do dlouhych tad ,head-to-tail“ spojenych repetic (Charlesworth et al.,
1994). Na zaklad¢ délky monomert (repetice, jejimz opakovanim vznikne celd satelitni
sekvence) a poctu jejich opakovani Ize satelitni DNA rozd¢lit na — mikrosatelity s délkou
monomeru 2-5 bp s fadové 10-100 opakovani, minisatelity s délkou monomeru 5-100 bp
a délkou 0,5-30 kb, a satelitni DNA s rozlicnou délkou monomera (u vétsiny zvitat a
rostlin 150-400 bp) a poctem opakovani. Existuji také piipady, kdy jsou repetice
uspofadany do vyssi struktury (z angl. higher-order repeat), ve kterych jednotlivé
monomery tvoii sekvencni bloky, jejichz opakovanim je dana satelitni sekvence tvofena
(Willard, 1985). Na zakladé teoretickych modeli evoluce satDNA, podlozenymi
experimentalnimi daty, bylo ukdzano, Ze kazdd ndhodna sekvence muze byt zakladem

tandemové repetice (Garrido-Ramos, 2015).

V kontextu rozlozeni jaderné DNA se satDNA az na vyjimky vyskytuje ve shlucich
v heterochromatinu (Plohl et al., 2012), ktery je lokalizovan v centromerickych a
subtelomerickych oblastech chromozému (Adega et al., 2007). V rostlinné i zivo¢isné
centromerické DNA jsou zastoupeny mezidruhové vyrazné homologni tandemové
repetice (Melters et al., 2013). Oproti tomu subtelomerické repetice byvaji ¢asto rodové
specifické (napt. TrsA u rodu Oryza, Cheng et al., 2001), ¢i chromozémové specifické

(napt. WE 35 na chromozomu 5B u Triticum Aestivum, Ueng et al., 2000).

V genomu organismu se klasicky nachazi vice rodin satDNA. Jednotlivé rodiny se
mohou lisit ve slozeni monomeru, velikosti, abundanci, rozmisténi, nebo lokaci (Garrido-
Ramos, 2017) a mohou byt jak specifické pro dany organismus, tak konzervované v celé

¢eledi organismt, nebo fadu (Quesada del Bosque et al., 2013; Quesada del Bosque et al.,



2014). Specifita rodin satDNA souvisi s rychlosti genomickych zmén v danych oblastech
genomu. Zmény mohou byt provedeny specifickymi mechanismy zodpovédnymi za
amplifikaci, ¢i deleci repetic (Walsh, 1987). Mezi né patii nerovnomérny crossing over,
replikaéni prokluzovani (z angl. replication slippage) a amplifikace vyuzitim otacivé

kruznice (z angl. rolling circle amplification).

Nicméné i rozdilné rodiny repetic mohou mit spole¢né ur¢ité sekvencni motivy, jako
dinukleotidy AA/TT, pentanukleotidy CAAAA, apod. (Mehrotra a Goyal, 2014). Sdilené
motivy mohou byt zptisobeny podobnymi mechanismy vyvoje jednotlivych rodin
repetitivnich sekvenci, ale také mohou souviset s vyznamnosti motivii pti molekularnich
mechanismech v genomu a na jejich zaklad¢ lze urcit napft. jaké vlastnosti ma chromatin,
ve kterém jsou lokalizovany. Pro rozli¢né rodiny je typicka ptitomnost kratkych, ptimych

a obracenych repetic a kratkych palindromu. (Mehrotra a Goyal, 2014).

Funkce satDNA je spojovéna s riznymi bunéénymi procesy, do nichZz se zapojuji
oblasti genomu bohaté na satDNA — pohyb a parovani chromozomi, chromozomové
rekombinace, vazba d¢liciho vieténka, pfestavby chromozomi, vazba histonl aj.
Vsechny tyto déje urcitym zplisobem souvisi sevoluci a diferenciaci karyotypu
(Mehrotra et al., 2013). Rovnéz lze na zaklad¢ ptitomnosti pro dany organismus
specifické satDNA rychle a spolehlivé dany organismus identifikovat. Repetitivni
sekvence také mohou byt vazebnym mistem pro specifické jaderné proteiny, s ¢imz
souvisi tzv. histonovy koéd (konkrétni varianta posttranslacnich modifikaci histonovych

proteinl v jadie) a jeho regulacni vliv na transkripci gent (Vogt, 1990).

Druhym typem repetitivni DNA jsou transpozibilni elementy, zkracené TE,
vyznacujici se schopnosti ménit svou pozici napfi¢ genomem pomoci tzv. transpozice,
¢imz mohou indukovat rozli¢né chromozomalni mutace a alelickou riiznorodost (Wessler
et al., 1995). Dle typu meziproduktu pfi transpozici se TE rozdéluji (Obr. 2) na dvé
skupiny — TE 1. tfidy (mezi¢lankem transpozice RNA) a TE 2. tfidy (mezi¢lankem
transpozice DNA, Finnegan, 1989).

TE tiidy 1, také nazyvané retrotranspozony, se v genomu pohybuji pomoci,,copy-and-
paste‘ procesu tzv. retrotranspozici, pti které je DNA elementu transkribovana do mRNA
a poté prevedena zpatky do DNA na odlisSném misté v genomu. Mechanismus piepisu
MRNA do DNA je katalyzovan reverzni transkriptasou, jez je kazdym retrotraspozonem



Trida 2 — DNA transpozony

Trida 1 — Retrotranspozony
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Obr. 2 Klasifikace transpozibilnich sekvenci DNA.

kddovana. Na zakladé odlisné struktury a integraéniho mechanismu Ize TE tfidy 1 rozdélit
na dvé podtiidy — LTR retrotranspozony a non-LTR retrotranspozony (Obr. 2).
Skuteénost, ze obé rodiny sdileji sekvenéni motivy v kodujici oblasti pro reverzni

transkriptasu, naznacuje jejich spoleény evolu¢ni ptivod.

LTR retrotranspozény mohou dosahovat délky od nékolika stovek po tisice bp (Lee a
Kim, 2014) a maji dlouhé termindalni repetice na obou koncich, které mohou dosahovat
délky nékolika stovek bp (z toho ndzev LTR z angl. long terminal repeat). Mechanismus
replikace je totozny s mechanismem mnozZeni retrovird. LTR retrotranspozény obsahuji
dva oteviené ¢teci ramce — GAG a POL. GAG koduje protein pro replikaci DNA a POL
koduje proteasu, integrasu, reverzni transkriptasu a RNasu H. Reverzni transkripce RNA
intermediatu byva zpravidla zapocata primerem na 3° konci tRNA, kterd se na RNA
meziprodukt hybridizuje. Druhé vldkno DNA vznikd c¢innosti polymerasy, ktera
rozpoznava dvé€ terminalni repetice, coZ umoziiuje jeji piechod mezi obéma konci RNA.
Zaclenéni DNA do chromozomu je poté katalyzovano integrasou. LTR retrotranspozony
Ize déle rozdélit na dvé podskupiny — Tyl-copia (Pseudovirideae) a Ty3-gypsy
(Metavirideae). Rodiny se mj. odlisuji pofadim kodujicich oblasti (Wicker et al., 2007).

Non-LTR retrotranspozony se kromé absence terminalnich repetic odlisuji také
zpusobem integrace. V tomto ptipadé je cilové misto v DNA nastépeno endonucleasou a
3¢ konec vznikly rozStépenim je vyuzit jako primer reverzni transkripce RNA
meziproduktu pfimo na fetézci DNA. Tento proces se nazyva cilové zapocata reverzni
transkripce (z angl. target-primed reverse transcription) a umoziuje nejen reverzni
transkripci non-LTR retrotranspozonu, ale rovnéz jinych RNA produkt (Dewannieux et

al., 2003). Hlavnimi podtiidami non-LTR retrotranspozont jsou SINE (z angl. short
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interspersed nuclear elements) a LINE (z angl. long interspersed nuclear elements).
Velikost SINE elementt je zpravidla 80-500 bp a jsou hojné zastoupeny v zivocisnych,
prevazné sav¢ich genomech a nepfili$ v rostlinnych. Mezi znamy ptiklad SINE patii Alu
element, ktery se nachazi v lidském genomu v 500 tisici kopiich (Rowold a Herrera,
2000). Oproti tomu LINE elementy jsou del$i, mohou dosahovat délky nékolika kb a také
jsou pievazné zastoupeny v zivo¢isnych genomech. Vyjimkou je element Del-2, ktery je

hojné zastoupen v rostlinach rodu Lilia.

Transpozibilni elementy 2. tfidy, také zvané DNA transpozény, pro transpozici
nepotiebuji RNA intermediat. Na zakladé odlisnosti ve struktufe a mechanismu
transpozice je Ize rozdélit (Obr. 2) na klasické transpozény s ,,cut and paste* transpozici,
Helitrony a Polintony (Wicker et al., 2007). Klasické transpozény se vyznacuji
jednoduchou strukturou skladajici se zpravidla z jediného ¢&teciho ramce kodujiciho
transposasu s endonucleasovou a ligasovou aktivitou, umoznujici vystiihnuti elementu a
za€lenéni na jiné misto v genomu. Na obou koncich obsahuji invertované repetice z toho
zkratka TIR (z angl. terminal inverted repeats, Nassif et al., 1994). Vyznacuji se
specifickou sekundarni strukturou, kterd umoznuje vazbu transposasy. Helitrony patii
mezi vysoce rozsifené typy transpozond a tvofi podstatnou ¢ast genomu nékterych rostlin
(Du et al., 2006). Jejich mobilita v genomu je zprostfedkovana skrze mechanismus
otacivé kruznice. Obsahuji sekvence kodujici protein s centralni doménou homologni
s proteiny umoziujici replikaci otacivou kruznici u bakteridlnich plazmida, nebo faga a
C-terminalni doménu podobnou PIF1 skupiné u DNA helicas (Kapitonov a Jurka, 2006).
Tento zplsob replikace muize vést ke tvorbé vysokého mnozstvi kopii a zpilisobovat
rozdily ve velikostech genomi, piikladem muze byt genom kukufice (Lai et al., 2005).
Polintony se od ostatnich DNA transpozont odlisuji velkym mnozstvim ¢tecich ramet
(9-20), vyssi délkou (9-22 kb) a také schopnosti se replikovat. Obsahuji totiz geny
kodujici jak DNA polymerasu (protein-primed DNA polymerase), tak integrasu
podobnou retrovirove integrase (Krupovic a Koonin, 2016) a také TIR.

Rozmisténi transpozibilnich elementi v genomu neni ndhodné, naopak prokazuje
rozliéné stupné preferenci pro inzerci do riznych ¢asti genomu na zékladé funkce této

¢asti. U mnoha typt elementt také doslo k vyvinuti mechanismu k zaméfeni specifického
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Obr. 3 Graf zachycujici relativni mnozstvi retrotranspozonti a DNA transpozont v rozdilnych
eukaryotickych genomech (horni obrazek) a jejich pomér v danych genomech (dolni obrazek).
Hodnoty piedstavuji procentualni zastoupeni DNA transpozond a retrotranspozonil vztazené
k celkovému poctu transposibilnich elementti v jednotlivych organismech. Vysvétleni zkratek
organismu — Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sp: Schizosaccharomyces pombe; Hs: Homo
sapiens; Mm: Mus musculus; Os: Oryza sativa; Ce: Caenorhabditis elegans; Dm: Drosophila
melanogaster; Ag: Anopheles gambiae, Aa: Aedes aegypti; Eh: Entamoeba histolytica; Ei:
Entamoeba invadens; Tv: Trichomonas vaginalis. Vytvoteno na zakladé dat dle Maxvell, 2020;
Guio a Gonzales, 2019; Zuccolo et al., 2007; Sijen a Plasterk, 2003; Melo a Wallau, 2020;
Arensburger et al., 2011; Lorenzi et al., 2010; Woehle et al., 2014.

lokusu, ve kterém se mohou namnozit, aniz by uskodili hostiteli (Sultana et al., 2017),
napt. nékolik retrotranspozonu se v odlisnych organismech vyvijelo nezavisle, avsak ve
vSech piipadech se nachazeji pted 5¢ koncem useki, které¢ koduje geny, tzn. Ze dochazi

K transkripci elementi, avSak neovliviiuji transkripci genti (Spaller et al., 2016).

Vyzkum v oblasti transpozibilnich elementid prokéazal jejich vliv na rozsifovani
genomd, kvili jejich schopnosti integrace do rozli¢nych pozic v DNA, coz z nich déla
zdroje novych prvki v genomu, které velkou mérou piispivaji k vyvoji organismii
(Feschotte a Pritham, 2007). Velké mnozstvi ptibuznych TE kopii rozprostienych po



genomu mohou vést k ektopické rekombinaci a duplikacim velkych DNA tsekd.
Nicméné vétSina efektl je spiSe neutralni, nebo vede ke smrti jedince a pouze mala ¢ast
TE nabizi organismu benefity (Bennetzen a Wang, 2014). Podil obou typu

transposibilnich elementli u riznych druhti organismu je zndzornén na Obr. 3.

2.3 Analyza repetitivnich sekvenci

Existence repetitivni DNA v genomu eukaryot byla poprvé odhalena u mysi v roce 1961
(Kit et al., 1961; Seuoka et al., 1961). K experimentu byla vyuzita hustotni gradientni
ultracentrifugace DNA s uzitim chloridu cesného, pii niz byly identifikovany dva DNA
bandy, z nichz jeden podléhal renaturaci rychleji nez zbytek jaderné DNA mysi. U
jednoduchych genomu obsahujicich pouze unikatni DNA sekvence k tomuto jevu vSak
nedochazelo, coz vedlo k dikazu ptitomnosti repetitivnich tsek (Waring a Britten,
1966). Nasledn¢ byla vynalezena Cot analyza, zalozena na principech DNA renaturace,
kdy DNA sekvence reasociuje rychlosti, kterda je pfimo tmérnd poctu vyskyti této
sekvence v genomu, ¢imz bylo dokazano, Ze rozdilna ¢ast genomu kazdého eukaryotniho

organismu je tvofena repetitivnimi elementy li§icimi se po¢tem repetic (Britten et al.,

1974).

Od té doby bylo kanalyze repetitivnich sekvenci vyuzita Siroka $kala metod
zalozenych na rozdilnych principech. Mimo jiné se jednalo o aplikaci restrikénich
endonukleas na genomickou DNA, néasledna separace elektroforézou a analyza
vyslednych fragmentt (Singer, 1982). K pfiblizné kvantifikaci a organizaci v genomu
byly vyuzivany techniky dot-blot a Southern blot. Metody jsou zaloZeny na imobilizaci
fragmentti DNA na membrané a hybridizaci znacenych sond na fragmenty odpovidajici
satDNA. Na zékladé porovnani mnozstvi znacenych fragmentt vic¢i standardu lze zjistit
jejich relativni mnozstvi (Garrido-Ramos et al., 1995). Velky prilom v lokalizaci
satDNA v genomu umoznily techniky in situ hybridizace (Gall, 2016), piedev§im
pozdéjsi metoda FISH (z angl. Fluorescent in situ Hybridization). Vyuzitim téchto
postupi bylo mozno pomoci znac¢enych sond identifikovat satDNA piimo na metafaznich

chromozomech (Pardue a Gall, 1970).

Dulezitym milnikem v analyze struktury repetitivnich sekvenci byl vyvoj metod nové
generace sekvencovani (z angl. next-generation sequencing, zkr. NGS), avsak bylo nutné
vymyslet sofistikovanéj$i metody pro zpracovani sekvenacnich dat. (Garrido-Ramos,

2015). V piipad¢ sekvencovani metodou Illumina doch&zi Kk tvorbé piesnych, ale
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kratkych sekvenacnich readt, u nichz nastdva problém pii skladani (z angl. assembly)
repetitivnich oblasti. Repetitivni charakter sekvenci znemoziuje jednoznaéné slozeni
sekvenacnich readt v piipad¢, kdy je repetice vyrazné del$i nez read, protoze nelze
dopiedu ur¢it, kolik opakovani dana repetice obsahuje. Navic PCR kroky, které jsou
soucasti [llumina sekvencovani, mohou zvyhodnovat sekvence s velkym mnozstvim GC
nukleotidii, coz mize vést k nepfesnym informacim o velikosti repetitivnich tsekt. Tento
problém lze pteklenout dvéma zplisoby — vyuzitim algoritmi zpracovavajicich hruba

neposkladana sekvena¢ni data nebo vyuzitim novych metod sekvencovani, které tvoii

o324

(Lower et al., 2018).

K analyze repetitivni DNA z hrubych sekvena¢nich dat vzniklo nékolik algoritmui,
lisicich se strategii téi hlavnich krokt analyzy — identifikace readu pfislusejicich
repetitivnim sekvencim, pfifazeni téchto readtt do jednotlivych skupin odpovidajicich
dané repetici a kvantifikace zastoupeni danych repetic v genomu a jejich variaci (Lower
etal., 2018).

V piipadé€, Ze neni potieba vyhledavat nové repetitivni DNA, ale pouze repetice jiz
objevené u jiného organismu/vzorku, lze vyuzit porovnani se sekvencemi zndmych
repetic, tento zpusob je vyuzit napt. v softwaru Alpha-CENTAURI (Sevim et al., 2016).
Pokud je cilem analyzy de novo identifikace repetic, existuji dva zakladni principy —
vzajemné porovnani (z angl. alignment) readd s nizkym pokrytim (Ize dosahnout napf.
nahodnym zredukovanim poctu readt vzniklych sekvencovanim), nebo vyhledavani
rekurentnich motivli mezi ready. Tento pftistup funguje, protoze pti nizkém pokryti se
statisticky vyskytuji ve vice kopiich pouze repetitivni sekvence. Na tomto principu jsou
zalozeny algoritmy RepeatExplorer (Novék et al., 2013) a TAREAN (Novék et al., 2017).
Nevyhodou tohoto piistupu je nizka citlivost pro malo zastoupené repetice. Oproti tomu
hledanim rekurentnich motivu, napt. pomoci rozdéleni jednotlivych readi na k-tice l1ze
spravn¢ identifikovat i malo zastoupené sekvence, ale delka detekovatelného monomeru
je limitovana délkou readl. Na tomto pfistupu je zalozen napt. algoritmus k-Seek (Wei

etal., 2014).

Pro nasledné spravné zafazeni readti do repetic je Casto vyuzivana reprezentace
pomoci grafii vytvorenych na zakladé sekvencni podobnosti readi. Kazda repetice poté

ptislusi jednomu grafu a jeho dal$i analyzou lze ziskat i statistické udaje o daném typu
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repetice. Implementace algoritmt RepeatExplorer i TAREAN tuto reprezentaci zahrnuiji.
Existuji také algoritmy, které kombinuji rizné piistupy K zakladnim krokiim analyzy
repetitivnich sekvenci a nabizeji pokrocilé informace, mezi né patii napi. satMiner (Ruiz-
Ruano et al., 2016).

S vyvojem technologii prichdzi i nové sekvenacni metody, jejichz délka readti mize
dosahovat az nékolik desitek, ¢i stovek kb, tedy fadové stokrat vice, nez je tomu v piipadé
lllumina sekvencovani. Mezi tyto nové technologic se ftadi Pacific Bioscience
sekvencovani (Khost et al., 2017) a Oxford Nanopore sekvencovani (Jain et al., 2018).
S takto dlouhymi ready lze pieklenout dlouhé repetitivni Gseky a vyuzitim vylepSenych

algoritmu poté slozit ready do spravné podoby (Chakraborty et al., 2016).

Dalsi moznosti, jak vylepsit vysledky sestaveni readd, je vyuziti optického mapovani
(Lam et al., 2012). Technika je zaloZena na detekci fluorescenéné znacenych usekt na
celém natazeném vldkné DNA, timto zplsobem lze vytvofit fyzickou mapu a ziskat
informace o celkové struktufe genomu. Nicméng¢ je tato technika mén¢ citliva na kratké
repetiéni monomery, protoze v ptipadé, ze se vyskytuji vedle sebe dochazi ke splyvani
fluorescenéniho znaceni. Pii vyzkumu exprese satDNA, nebo jeji asociace s chromatinem
Ize aplikovat metody RNA sekvencovani (RNA-seq) nebo chromatinové

imunoprecipitacni sekvencovani (ChIP-seq, Barski et al., 2007).

2.4 B chromozomy

B chromozomy jsou postradatelnou soucasti karyotypu vykazujici nemendelisticky
zpusob pienosu do dalSich generaci. Jejich pocet se zpravidla 1isi i u zastupct jedné
populace a miize se v zavislosti na organismu pohybovat v rozmezi jednotek az desitek
(Camacho et al., 2000). Jejich dalsim rysem je absence schopnosti rekombinace se
standardnimi A chromozomy (Longley, 1927). Pfedpoklada se, ze jsou B chromozomy
obsazeny v 15 % eukaryotickych organisma (Beukeboom, 1994), z nichz vétSinu tvoii
rostliny (Jones et al., 2008). Typicky nemaji vliv na funkci organismu, ale jejich zvySujici
se pocet mize vést k destabilizaci genomu a mit zhoubné nasledky na organismus
(Houben, 2017).

Sekvence B chromozomii mohou byt originalni danému B chromozomu, ale Cast&ji
pochazi bud’ z ostatnich B chromozomii nachazejicich se v genomu organismu, nebo

z klasickych chromozomii (A chromozomii), avsak ancestralni sekvence mize pochézet
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také z A chromozomu jiného druhu organismu (Perfectti a Werren, 2001). Pfenos
sekvenci na novy B chromozom muze byt zapfi¢inén aktivitou transpozibilnich elementt,
interchromozomalni meiotickou rekombinaci, ¢i nedokonalou DNA opravou (Banaei-
Moghaddam et al., 2013). Sekvence mohou pochézet jak z protein kodujicich, tak
nekddujicich gend. Valna vétsina protein kodujicich gentt B chromozomi pochazi z A
chromozomt, nicméné je velké mnozstvi znich urcitym zplisobem degenerovano,
disledkem nedplné kopie ancestralniho genu, chybgjicich exond, nebo jiné esencialni
oblasti, ¢i obecné nizkou homologii s pivodnim genem (Ruban et al., 2017). Vétsina
sekvenci na B chromozomech je nekddujicich a pochazeji hlavné z transpozibilnich
elementu a satelitnich repetic (Camacho et al., 2000). Skute¢nost, Ze se tyto typy sekvenci
nachazeji ve velkém poctu v heterochromatinu centromerickych oblasti chromozomu,
napovida tomu, ze pivod B chromozomu souvisi s duplikaci A chromozomu, ktery ztrati
euchromatinové oblasti a ztistane z nich pouze centromericka a pericentromericka oblast
(Obr. 5). Nasledny rust B chromozomu jiz mize byt zpisoben akumulaci sekvenci vlivem
aktivity transpozibilnich elementt, tyto sekvence poté podléhaji mutacim a jinym
chromozomovym piestavbam a tim dochazi k sekven¢ni riznorodosti B chromozomu

(Marques et al., 2018).

Jak jiz bylo naznaceno, u B chromozomui nedochazi k rovnomérné segregaci. Proces
pfevodu chromozomi na dcetiné buiiky, jehoZ pomér je vyssi nez 0,5 (v ptipadé klasické
Mendelovské dédicnosti je hodnota 0,5) se nazyva drajv. Drajv mize probihat jak v pre-

meotické, meiotické, tak post-meiotickém déleni v zavislosti na typu organismu (viz Obr.
Nerozdéleni chromatid v prvni mitéze pylového zrna
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Obr. 4 Schéma zobrazujici moznosti nerovnomérného rozdéleni B chromozomu do dcefinych
bunék pylového zrna. Vytvoieno dle Jones et al., 2008.
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4). Rovnéz pocet B chromozomu, které jsou organismem tolerovany, se 1isi, u kukufice
se muze V jadfe nachazet az 34 B chromozomd. V piipad¢ Zita (Secale cereale L.) je drajv
zpusoben rozsifenim pericentromerické oblasti B chromozomti o NCR (z anglického non-
disjunction control region), ktery zabranuje rozdéleni sesterskych chromatid B
chromozomu v prvni mit6ze pylovych zrn (Endo et al., 2008, viz Obr. 4). Tim dochazi
Kk tzv. asymetrickému rozdéleni chromozomii (Twell, 2010). Avsak v pfipadé, ze B
chromozomy NCR postradaji, probéhne mitéza fadné a poc¢et B chromozomii je u obou
sesterskych buné¢k stejny. Oproti tomu v kukufici dochézi k drajvu kviili nerozd€leni B
chromatid pfi druhém mitotickém dé€leni pylového zrna (Obr. 4), v disledku ¢ehoz
dochézi k zanechani dvou kopii B chromozomu v jedné ze dvou spermii (Houben 2017).

Spermie obsahujici B chromozomy také ptednostné oplodni vaji¢ko (Lamb et al., 2007).

B chromozomy mohou mit vyrazni vliv na organismus i v piipad¢, kdy neobsahuji
geny kodujici proteiny, napt. u Nasonia vitripennis jsou B chromozomy (nazyvané PSR
chromozomy z anglického paternal sex ratio) pfeneseny pouze skrze spermii a zpisobuji
odstranéni jedné sady A chromozomii v prib&hu prvni mitézy zygoty (Nur et al., 1988).

Vysledkem je pfeména samici zygoty na sam¢i embryo (Aldrich a Ferree, 2017).

2.5 Repetitivni sekvence B chromozomii u rostlin

Typickym piikladem repetitivnich sekvenci B chromozomui jsou 5S a 45S rDNA satelitni
repetice, pro které je typicky vysoky stupenn mezidruhové evoluéni stability a také se v
genomu nachazeji ve velkém poctu opakovani. Tyto satDNA byly objeveny ve velkém
poctu rostlin i zvitat, napf. Brachycome dichromosomatica (Donald et al., 1997), Crepis
capillaris (Maluszynska a Schweizer, 1989), nebo E. plorans (Lopez-Ledn et al., 1994).
V nékterych ptipadech dokonce dochazi k transkripci téchto sekvenci (Leach et al.,
2005).

Prvni B-specifickeé satelitni repetice u rostlin byly objeveny v genomu zita (Secale
cereale). Jedna se o sekvence oznacené E3900 a D1100, které se vyvinuly de novo
(Blunden et al., 1993) s atypickymi délkami monomert (1,1 kb a 3,9 kb). Sekvence
vznikly slozenim fragmentd riznych DNA elementi pravdépodobné vlivem
chromozomovych piestaveb (Langdon et al., 2000). Sekvencovanim a in silico analyzou

genomu Zita byly objeveny i dal$i B-specifické repetice, predevsim satDNA (Klemme et
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al., 2013) a take byly identifikovany oblasti z A chromozom, ze kterych je B chromozom
vytvofen — piestavba chromozomi 3RS a 7R, fragmenty gent a repetic z ostatnich A
chromozomu a inzerce organelové DNA (Martis et al., 2012). Repetice jsou predevsim
akumulovany v rozsifené oblasti pericentromery a na konci dlouhého ramene

chromozomu (Klemme et al, 2013), kde se nachazi NCR.

Obdobn¢ Vv genomu kukufice (Zea mays) se nachazeji B-specifické repetitivni
sekvence (Stark et al., 1996). Jednou z nich je repetice s ozna¢enim ZmBs, majici
ptibliznou délku monomeru 1,4 kb. Nachazi se okolo i uvnité centromery a rovnéz na
konci dlouhého ramene chromozomu (Alfenito a Birchler, 1993). Dalsi B-specifickou
repetici je CL-1 spfibliznou délkou monomeru 1,5 kb, ta se nachazi ve tfech
heterochromatickych blocich dlouhého ramene chromozomu (Cheng a Lin, 2003). Ani
jedna z téchto repetici neni homologni k sekvencim na A chromozomech, avsak zde byla
detekovana transpozice retrotranspozonu a také MITE elementu, které patrné stéli u zrodu
téchto repetic (Cheng a Lin, 2004). Specifické repetitivni sekvence jsou tedy

akumulovany v podobnych oblastech jako v ptipad¢ Zita.

V piipadé vselichy (Brachycome dichromosomatica) byly v genomu identifikovany
dva typy B chromozomt — vétsi, které jsou somaticky stabilni a mensi, které jsou naopak
somaticky nestabilni. Vétsi B chromozom obsahuje specifickou tandemovou repetici
Bd49, jez je homologni s repeticemi pfitomnych na A chromozomech ptibuznych druhi,
kdezto v A chromozomech B. dichromosomatica je této repetici podobnych jen nékolik
oblasti (Leach et al., 1995). Mensi B chromozom obsahuje specifické repetice Bdm29 a
Bdm54, piicemz repetitivni sekvence podobné Bdm29 se nachazeji i ve velkém B
chromozomu a v ostatnich druzich rodu Brachycome, coz ukazuje na velkou
konzervovanost a rozptylenost téchto repetic napti¢ genomy (Houben et al., 1997). Také
bylo ukazano, ze genomicka organizace malého B chromozomu neodpovida zadné oblasti
z A chromozomu, coz znamena, Zze chromozom nemohl vzniknout pi#imou duplikaci

(Houben et al., 2001).

Zatim bylo provedeno malé mnozstvi studii tykajicich se akumulace transpozibilnich
element na B chromozomech rostlin, nicméné se predpoklada, ze jsou B chromozomy
idealnim mistem pro jejich transpozici a nasledné rozsifeni. U Zita je nckolik typl
transpozonti rozsifeno v mnohem vétsim, nebo naopak menSim poméru, nez tomu je u A

chromozomti. Pfikladem muze byt element Sabrina, ktery ackoli je abundantni ve vSech
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Obr. 5 Schéma vyvoje B chromozomu spolu se zdroji akumulujicich repetitivnich sekvenci.
Pievzato a upraveno podle Marques et al., 2018.

Triticae a transkripéné neaktivni v zité (Shirasu et al., 2000), tak je v A chromozomech
zastoupen v mnohem vét$im mnozstvi nez v B chromozomech. Naopak kopii elementu
Revolver je v B chromozomech zita mnohem vice, v porovnani s jeho pfitomnosti v A
chromozomech (Kleeme et al., 2013). Pti¢inou B-specifické akumulace elementi miize
byt nizk& mira meiotického crossing-overu, ktery nastava, kvili mensimu poctu chiasmat
v bivalentnich B chromozomech (Jiménez et al., 2000). Nasledkem crossing-overu totiz
dochézi k odstranéni mobilnich elementt (Charlesworth et al., 1994).

Omezeni meiotickych rekombinaci muze obecné vést k akumulaci repetitivnich
sekvenci a takeé k pocatku nezavislého vyvoje B chromozomu (Jiménez et al., 1997).
Pfitomnost rychle se roz$ifujicich repetitivnich sekvenci podporuje nachylnost k dalsim
strukturnim modifikacim potiebnym k zavedeni a amplifikaci novych B-specifickych
repetic (Marques et al., 2018). Druhou moznou pfi¢inou akumulace repetitivnich
sekvenci je redukovany selektivni tlak na B chromozomy v souvislosti s jejich
neesencialni povahou. Tyto vlastnosti ptedstavuji idealni prosttedi pro nekodujici, rychle
se vyvijejici sekvence jako satDNA, organelovd DNA, nebo transpozibilni elementy, pro
Které je ptiznac¢na ptitomnost v regionech nepodléhajici rekombinaci (Marques et al.,
2018).

Obecné lze model akumulace a vyvoje repetitivnich sekvenci na rostlinnych B
chromozomech charakterizovat ve trech krocich (Obr. 5). Prvnim krokem je odvozeni
proto-B chromozomu od ptivodniho A chromozomu zptisobené riznymi translokacemi a

duplikacemi. B chromozom v této fazi sdili sekvence s A chromozomem a nutné musi
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obsahovat funkéni centromerni oblast pro zaruceni mitotického a meiotického déleni.
Druhym krokem je postupné umlcovani gent a akumulace repetitivnich sekvenci
v disledku nedokonalé rekombinace a nizkého selekéniho tlaku. Dochazi také k vyvoji
specifického drajvu a mechanismu déleni, dusledkem ¢ehoz zustavaji B chromozomy i
v dal8ich generacich. V posledni fazi dochazi k Ustéleni B-specifickych repetic a sekvenci
sanosnym vlivem na organismus. Nicméné dokud nedojde k chromozomovému
odstranéni, mize neustale akumulovat dalsi sekvence, prochdzet mutacemi a vylepSovat
mechanismus drajvu. Poznatky z genomu zita a kukufice ukazuji, ze s drajvem souvisi
vyvoj centromerické a pericentromerické oblasti, ktery u téchto rostlin zapfi¢inuje
nerozdéleni chromatid v prvnim nebo druhém mitotickém (Obr. 4) déleni pylovych zrn
(Houben, 2017).

2.6 RepeatExplorer

Jak jiz bylo naznaceno, softwarovy balik RepeatExplorer slouzi k de novo identifikaci a
podrobné analyze repetitivnich sekvenci na zaklad¢é zpracovani sekvena¢nich readi
s pokrytim mens§im jak 0,5. Je zalozen na klastrovani readii na zaklad¢ jejich vzajemné

podobnosti a je implementovan v programovacim jazyce R (Dessau a Pipper, 2008).

Uvodnim krokem algoritmu je vzajemné parové porovnani readii a ulozeni viech part,
jejichz podobnost piekrocila ur¢ity predem definovany préh. Nasledné dojde na zakladé
téchto informaci k vytvoteni grafu (Obr. 6B), v némz vrcholy reprezentuji jednotlivé
ready. Dva vrcholy jsou spojeny hranou, pokud byly ready pfislusné témto vrcholim
klasifikovany jako dostatecné podobné. Hrana je vzdy ohodnocena skdrem podobnosti
dvou vrchold, které spojuje. ProtoZe se pracuje s genomickymi daty s nizkym pokrytim,
ptipad, kdy jsou dva vrcholy spojené hranami odpovida s nejvétsi pravdépodobnosti
tomu, ze pokryvaji repetitivni sekvenci. Naopak vrcholy odpovidajici readim
pokryvajicim Useky nachazejici se v genomu v jedné kopii zistanou v grafu bez spojeni
hranami (Novak et al., 2010).

Vytvoteny graf lze rozdélit do tzv. souvislych komponent — podmnozin vrchold, které
tvori souvisly graf (mezi libovolnou dvojici vrcholu existuje posloupnost vrcholt takova,
ze mezi dvéma po sob¢ jdoucimi vrcholy je hrana) a které jsou maximalni (nelze pridat
zadny vrchol, aniz by se porusila souvislost, viz Obr. 6C). Identifikace souvislych
komponent je hlavni ideou algoritmu softwaru tclust (Pertea et al., 2003), jenz byl také

vyuzivan k analyze repetitivnich sekvenci (Macas et al., 2007). Tento ptistup v idealnim
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Obr. 6 Schéma zéakladnich krokt algoritmu RepeatExplorer pro identifikaci repetitivnich
sekvenci. A — vstupni sekvena¢ni ready. B —na zaklad¢ informaci z paroveho porovnani vstupnich
readil je vytvoien graf, jednotlivé vrcholy reprezentuji ready, hrany spojuji dva vrcholu, pokud
jsou ready dostate¢né podobné. C — dochazi k identifikaci souvislych komponent v grafu,
naznaceno podbarvenim danych uzlt a hran. D — dochazi k vyhledani komunit, které reprezentuji
dany typ repetitivni sekvence, zazna¢eno obarvenim vrcholu.

ptipad¢ vede K identifikaci jednotlivych typt repetitivnich elementi, které jsou totozné
se souvislymi komponenty. V realnych pfipadech ale dochazi k ¢aste¢né homologii
repetitivnich sekvenci, ktera vede ke vzniku souvislych komponent obsahujicich ready
z odli$nych typu repetic (Novék et al., 2010).

Z tohoto divodu je valgoritmu implementovana analyza grafu prostfednictvim
hierarchického aglomeracniho algoritmu (Clauset, et al., 2004), jehoz funkci je vyhledani
komunit (Girvan a Newman 2002). Casova sloZitost algoritmu je O(md log n), kde n je
pocet vrchol, m je pocet hran a d je hloubka grafu reprezentujiciho komunitu. Komunita
je definovana jako podmnozina vrcholt grafu, u niz je hustota propojeni hranami mezi
vrcholy uvnitf podmnoziny vétsi nez se vrcholy mimo podmnozinu (Obr. 6D). K
vyhledavani optimalniho rozdéleni grafu na komunity je vyuzit greedy algoritmus, ktery

identifikuje rozklad, jehoz komunity budou mit maximalni modularitu. Modularita je
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kvalitativni mirou grafového klastrovani, jejiz hodnota odkazuje na frekvenci hran mezi
vrcholy dané komunity vztazenou k oéekavané frekvenci ndhodné pospojovaného grafu
(Newman, 2006; Newman a Girvan, 2004). Hodnota modularity se blizi 0 v piipadé, kdy
se frekvence hran nepfilis 1i$i od ndhodné sestaveného grafu a blizi se 1, kdyz se naopak
1isi vyrazné ve prospéch vétsi frekvence. Vysledné klastry reprezentujici jednotlivé typy

repetic jsou totozné s optimalnim rozdélenim grafu na komunity (Novak et al., 2010).

Kazdy klastr je nasledné analyzovan za Gcelem ziskani podrobnéjsich informaci o
slozeni a pocetnosti dané repetice. Pocet readl pfifazenych danému klastru proporéné
odpovida zastoupeni repetice v celém genomu, protoze kazdy read odpovida nahodné
oblasti DNA a vyskyt stejné sekvence ve vice readech ptimo souvisi s jeji genomovou
¢etnosti. Slozeni repetice pak odpovida konsenzualni sekvenci daného klastru. Dalsi
statistické udaje lze ziskat topologickou analyzou klastri. Nékterym typam repetitivnich
sekvenci totiz odpovidaji specifické hodnoty vlastnosti tvaru klastru. Lze vypocitat napf.
pramér grafu jako nejdelsi cestu (posloupnost vrcholi takovych, Ze mezi nasledujicimi
vrcholy existuje hrana) mezi libovolnyma dvéma vrcholy, nebo hustotu grafu jako pomér
poctu hran viéi maximalnimu moznému poctu hran, anebo maximalni stupen jako
maximalni pocet hran vedoucich do jednoho uzlu. Bylo dokézano, ze primér grafu je
ptimo umérny délce repetitivniho elementu, a ze vysoka hustota a maximalni stupen grafu

jsou typickeé pro kratké tandemove repetice (Novak et al., 2010).

K prohlizeni 3D struktury klastrii byl vyvinut balicek SeqGrapheR v programovacim
jazyce R. Ten nabizi uzivateli jednoduché grafické rozhrani S moznostmi interaktivni
vizualizace klastri. Jeho implementace zahrnuje vyuziti programu GGODbi z balicku
rggobi (Lawrence et al., 2009; Swayne et al., 2003). Pomoci balicku SeqGrapheR lze také
vybirat skupiny readt z grafu a prohlizet jak jejich pozici v grafu, tak vysledky skladani

sekvenci a vyhled4dvani na zédkladé podobnosti (Novék et al., 2010).

RepeatExplorer je implementovan v prostiedi Galaxy (webova platforma poskytujici
nastroje pro védeckou analyzu, Afgan et al., 2018) a dostupny na webove adrese
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy/. Prostfedi Galaxy umoziuje zakladni
upravu sekvenaénich dat (ofezani, filtrovani na zakladé kvality apod.). Kromé
identifikace repetitivnich sekvenci nabizi RepeatExplorer nastroje k identifikaci, extrakci
a analyze oblasti DNA patficich ke konzervovanym doménam retrotranspozonii a také

metody k Upravé FASTQ a FASTA soubort (Novék et al., 2007).
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2.7 TAREAN

Z tvaru klastrii 1ze rovnéz odvodit, jestli reprezentuje tandemové repetice (kruznicovy
tvar klastru), nebo transpozibilni elementy (linedrni tvar klastru). Za ucelem pokrocilejsi
analyzy repetitivnich sekvenci a identifikace satelitni DNA je soucasti komparativni
analyzy také aplikace algoritmu TAREAN (Novak et al., 2017). Hlavni ideou algoritmu
je zpracovanim klastrt (vzniklych totoznym piistupem jako u algoritmu RepeatExplorer)

a identifikace jejich cirkularnich tseka.

Cirkularni charakter klastru je detekovan nasledovné. Z klastru je vytvofen novy graf
Q se zapornymi a negativnimi hranami, jehoZz vrcholy reprezentuji klastrova ¢teni, hrany
odpovidaji skére podobnosti sekvenci dvou ¢teni a znaménko hrany je uréeno orientaci
¢teni (+ pro forward, - pro reverse). V takto vytvoreném grafu Q je vyhledana nejmensi
kostra Qpke (podgraf obsahujici vSechny vrcholy, pfi¢emz mezi libovolnymi dvéma
vrcholy existuje cesta, nejmensi v kontextu souctu ohodnoceni v§ech hran podgrafu).
Nasleduje prichod kostrou do hloubky, kde v pfipad€, ze vrcholu predchazi hrana
s negativni vahou, dojde k nahrazeni sekvence Cteni reprezentovaného vrcholem jeho
reverznim komplementem. V takto vzniklém grafu G je vyhledana nejvétsi silné spojita
komponenta Gysgx (Spojitd komponenta, ve které existuje cesta mezi libovolnymi
vrcholy). Na zakladé poméru poctu vrcholi Gygx vUéi G je vypoéitan index spojité

komponenty C. Graf ma cirkularni charakter v pfipadé, ze se index rovna jedné.

Ackoli index spojité komponenty slouzi k odfiltrovani netandemovych repetic, nestaci
K uréeni, zda je dana repetice satelitni, nebo tvofi mini, ¢i mikro satelity. Z tohoto divodu
je zaveden dalsi parametr, index parove Uplnosti P, ktery je definovan jako pomér
uplnych part c¢teni (v klastru se nachdzeji oba sméry cteni) vici po¢tu Uplnych a
neuplnych pari. Hodnota indexu bliZici se jedné je typickd pro tandemové satelitni
repetice, protoze z divodu jejich délky (az nékolik Mb) se vétSina part ¢teni nachazi

v dané repetici (klastru) v Giplné podobé&, na rozdil od mini a mikro satelitu.

Sekvence monomert repetic je ur¢ena pomoci k-mer analyzy, ve které dochazi
k paralelnimu rozdéleni sekvenci vSech c¢teni (diky piedchozi upravé jsou pouze ve
forward sméru) na vSechny podsekvence délky k (tzv. k-mery), pro k = 11-27 bp.
Jednotlivé k-mery jsou sefazeny podle zastoupeni v danych ctenich. Nejhojnéji
zastoupeny k-mer je nasledné vybran a je podle n&j vytvofen de Bruijniv graf B, ve
kterém se vahy vrcholt rovnaji zastoupeni k-meru ve c¢teni, ktery tento vrchol
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reprezentuje. V grafu B je poté vyhledana nejvétsi siln€ spojitda komponenta Bygg-.
V piipadé, Ze silné spojitd komponenta v grafu neexistuje, nebo soucet vah vrchola v ni
nedosahuje pfedem definované hrani¢ni hodnoty py,, (jeji optimalni hodnota byla
testovana empiricky a nastavena na 0.225), tak je k sou¢asnému grafu piidan dalsi nejvice
zastoupeny k-mer a proces se opakuje, dokud nejsou podminky splnény. Varianty
sekvenci monomeru jsou poté uréeny z kruznic v de Brujnové grafu pomoci sefazeni (z
angl. alignment) k-merd. Timto zptsobem je uréena konsenzualni sekvence monomeru

spolu s pozi¢ni pravdépodobnostni matici.

Mimo to dokaze algoritmus TAREAN odliSovat 45S a 5S ribozomalni RNA, pro které
je rovnéz typické tandemové uspoiadani, pomoci vyhledani podobnosti se sekvencemi ve
REXdb Viridiplantae rDNA databazi. Podobné dochazi k porovnani konsenzualni
sekvence monomert vuci sekvenénim rysim LTR-retrotranspozonu (misto pro vazbu
primeru, Cteci ramec pro koédovani proteini) k odliSeni transpozonalni DNA od

tandemovych repetic
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Rostlinny materiél

Semena Sorghum purpureosericeum (Hochst. E A.Rich) Schweinf. & Asch., u kterych
nebyla doptedu zndma pfitomnost B chromozomi, byla dodana organizaci ICRISAT (z
angl. International Crop Research Institute for the Semi-Arid Tropics). Pied vysevem
byly ze semen odstranény tvrdé slupky a nasledné byla semena pfes noc namocena ve
vodé. Naklieni semen probéhlo v Petriho miskach vtermalnim inkubatoru s
fotoperiodou nastavenou na 8 hodin svétla pti 29 °C a 16 hodin tmy pii 25 °C. Takto
pfipravend sadba byla zasazena do kvétinacti s 10cm priomérem, které obsahovaly zeminu
smichanou s piskem v poméru 2:1. Kultivace probihala za stejnych podminek jako kli¢eni

semen.
3.2 lzolace pylové DNA a jeji sekvencovani

Haploidni bunééna jadra z pylovych zrn rostlin, které obsahovaly B chromozomy (dale
oznatovany jako B+) a sabsenci B chromozomt (dale oznaCovany jako B-)
(identifikator rostlinného materidlu — IS 18947) byla izolovana pomoci pratokové
cytometrie, pfi které bylo 9000 bunéénych jader (pfiblizné 20 ng DNA) z kazdé rostliny
separovano do 0,5ml zkumavek s 40 pl destilované vody. Z kazdého takto ptipraveného
vzorku byla nésledujicim zplisobem vytvofena sekvenacni knihovna. Proteiny
nachazejici se v jadrech byly degradovany oSetienim vzorka 1,8 ul Proteinasy K (10
mg/ml). Po 18 hodinach pfi teploté 50 °C byla aktivita Proteinasy K zastavena plisobenim
teploty 85 °C po dobu 30 minut. Nasledné byly vzorky zamrazeny na teplotu -80 °C.
Fragmentace DNA probéhla v Sesti tficetisekundovych cyklech sonikatoru Bioruptor Plus
(Diagenode, Denville, NJ, USA) pfi vykonu nastaveném na 300W. DNA byla poté
purifikovana vyuzitim purifika¢ni soupravy AmpureXP (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA). Jednotlivé sekvenacni knihovny byly pfipraveny vyuzitim soupravy NEBNext®
Ultra™ II pro Illumina sekvencovani (Ipswich, MA, USA) v 16 PCR cyklech. Z takto
vzniklych knihoven byly vybrany ty, jejichz velikost se nachazela v rozmezi 700-1000
bp vyuzitim nastroje Blue Pippin (Sage Science, Beverly, MA, USA). Sekvencovani
knihoven probéhlo v sekvenatoru NovaSeq 6000 za vzniku 2x250 bp dlouhych pair-end

¢tend.
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3.3 Infrastruktura MetaCentrum

Pfi manipulaci a zpracovani dat byl vyuzit server IBM x3850 X5 zapojeny do narodni
infrastruktury Metacentrum, jenz poskytuje pamétové a vypocetni zdroje pro praci

s nainstalovanym softwarem. Mezi vyuzity software patfil Trimmomatic, BWA a IGV.

3.4 Uprava sekvenaénich dat

K vykonani nutnych uprav sekvenacnich dat byl vyuzit software Trimmomatic (Bolger et
al., 2014). Na ¢teni byly postupné aplikovany tyto operace — odstranéni adaptérovych
sekvenci (funkce [ILLUMINACLIP), ofezani prvnich 20 nukleotidi (funkce
HEADCROP), odfiltrovani ¢teni kratsich nez 200 bp (funkce MINLEN) a ofezani ¢teni
na celkovou délku 200 bp (funkce CROP). Otfezani zac¢atka a koncu Cteni je dulezité,
kvuli horsi kvalité sekvencovani na téchto pozicich. Adaptérové sekvence mohou byt
vrizné dlouhych fragmentech zaclenény ve vyslednych Ctenich, ¢imz ovliviiuji jejich
podobu, a proto je jejich odstranéni nezbytné. Kone¢né ofezani na délku 200 bp je
ucéinéno kvili sjednoceni délky vSech ¢teni. Tato seérie operaci byla aplikovana na 2 pary

soubori s pair-end sekvena¢nimi daty.

Velikost FASTQ soubort byla ptiblizné 7 GB (soubor s daty B- vzorku) a 23 GB (soubor
s daty B+ vzorku). Kvili jednoduss$i manipulaci se soubory byl pocet ¢teni v kazdém
znich zredukovéan formou pseudondhodného vybéru na 5 milion ¢teni, pficemz velikost
soubort klesla na pfiblizné 1 GB. K redukci byl pouzit volné¢ dostupny software Seqtk,

domovska adresa —https://github.com/Ih3/seqtk.

Potencialni duplicitni ¢teni, kterd se mohou v souborech nachéazet, byla odstranény
pomoci volné dostupného softwaru FastUniq (Xu et al., 2012). Sablony pouzitych

piikazl jsou zndzornény na Obr. 7.

3.5 Komparativni analyza na serveru RepeatExplorer

Pro analyzu algoritmem RepeatExplorer2 clustering (Novéak et al., 2010) musi byt

vstupni soubory upraveny do specifického tvaru. Soubory musi byt ve formatu FASTA,
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trimmomatic PE/(-threads 4|(inputl input2)foutputl unpairedl output2 unpaired2
ILLUMINA:adaptors:2:30:10 HEADCROP:20 MINLEN:20@ CROP:200

ﬂ B C E

seqtk ‘(sample\’ -s100|(forward_reads||5 > [sample_ forward
seqtk |samplel -s100/(reverse reads)|\5 > sample_reverse

bwa [index|[cluster_contigs

bwa [mem|cluster contigs cluster reads| > output

Obr. 7 Sablony piikazii vyuzitych pfi upravé dat. 1: piikaz pro software Trimmomatic A —
parametr indikujici pair-end ¢teni na vstupu, B — nastaveni vypoéetnich jader procesoru na 4, C
— vstupni pair-end ¢teni, D — vystupni soubory, outputl a output2 obsahuji upravena ¢teni,
unpaired] a unpaired2 obsahuji nesparovana ¢teni, E — série Uprav, které maji byt aplikovany na
vstupni soubory. 2: piikaz pro software seqtk, musi byt aplikovdn na dva soubory
s korespondujicimi pair-end étenmii, A — funkce sample pro nahodné vybrani éteni, B — zvoleni
tzv. seedu, podle kterého bude nahodny vybér probihat, u obou souborit musi byt totozny, C —
vstupni soubory, D — pocet ¢teni, ktera maji byt vybrany, E — vystupni soubory obsahujici vybér
¢teni. 3: prikaz pro software fastunig, A — oznaceni funkce pro odstranéni duplicitnich ¢teni, B —
soubor obsahujici nazvy soubori, na které ma byt algoritmus aplikovan. 4: piikazy pro software
BWA, A — oznaceni funkce pro naindexovani kontigti, B — soubor s contigy daného klastru, C —
oznaceni funkce pro alignment, D — naindexovany soubor s kontigy a soubor se ¢tenimi tvoricimi
dany klastr, E — vystupni soubor s vysledky alignmentu.

kde se pod sebou nachazeji sekvence ¢teni z obou vzorku (forward a reverse z B- vzorku
a forward a reverse z B+ vzorku), pficemz se identifikatory ¢teni ze vzorkd musi lisit
prefixem (byl zvolen prefix BB pro ¢teni z B+ vzorku a 00 pro ¢teni z B- vzorku). Pro

potfebné upravy poskytuje rozhrani Galaxy vSechny pottebné nastroje.

Pro porovnani vlivu délky ¢teni na vysledek analyzy byly timto zpisobem vytvofeny
3 typy vstupnich soubor s rozdilnou délkou a poctem cteni, konkrétné 4 miliony Cteni
délky 100 bp, 2,8 milionu ¢teni délky 150 bp a 2 miliony ¢teni délky 200 bp. Kazdy
soubor obsahoval polovinu pair-end ¢éteni z B+ vzorku a druhou polovinu z B— vzorku.
Tyto vstupni soubory byly vytvofeny jak ze souboru s pfitomnymi duplicitnimi ¢tenimi,
tak bez nich, celkové tedy 6 soubor. Pfi piiblizné velikosti genomu Sorghum
purpureosericeum 2,2 Gb, odpovidaji takto zvolené délky a pocty ¢teni pribliznému 8%

pokryti genomu.
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Na kazdy typ vstupnich souborii byla aplikovana funkce RepeatExplorer2 clustering
jejiz parametry byly nastaveny tak, aby odpovidaly podobé vstupnich soubort (pair-end
soubory, dvoumistné oznaceni ¢teni apod.), databazi proteinovych domén byla zvolena
REXdb Viridiplantae v.3.0, pficemz pro vyhledani v téchto doménach byl zvolen
algoritmus blastx s tiipismennou délkou slova a velikostni limit pro anotaci klastr byl
nastaven na 0,01 %

3.6 Charakteristika repetitivnich sekvenci a navrzeni primeru

K charakterizaci repetitivnich sekvenci ve vzorku a k identifikaci B-specifickych
klastri (alespon z80 % tvofeny B+ &tenimi), byl vyuzit software napsany
v programovacim jazyce Python 3.7 (podrobné popsany v kapitole Vysledky) aplikovany
na vystupni soubory komparativni analyzy. Timto zpisobem byly také extrahovany B+
Cteni, kterd B-specifické klastry tvoii a také sekvence contiga (konsenzudlni sekvence
vzniklé ptrekryvem ¢teni pii alignmentu), které byly algoritmem RepeatExplorer2
clustering sestaveny. Mezi contigy a B+ ¢tenimi byl vytvofen alignment (porovnani a
sefazeni Cteni tak, aby jejich sekvence odpovidaly contigiim) pomoci softwaru BWA verze
0.7.17 (Li a Durbin, 2017, sablona na Obr. 1). Poté byly na zaklad¢ vizualizace vysledku
alignmentu softwarem IGV (Robinson et al., 2011) vybrany useky contigli s nejvétsim
poziénim pokrytim. Z téchto sekvenci byly softwarem Primer3 (Koressaar a Remm,

2007) navrZeny primery.

Celkovy prubéh analyzy a vyuzity software vedouci k navrzeni primerti je zndzornén

na Obr. 8.
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Obr. 8 Schéma znazornujici jednotlivé kroky zpracovani genomickych dat az po navrzeni primert.
Zkratky BBR, BBF, 00R a O0F reprezentuji jednotlivé pary (reverse — R, forward — F) pair-end ¢teni
ze vzorku s B chromozomy (BB) a ¢teni ze vzorku bez B chromozomti (00). Hodnoty 100, 150 a 200
oznacuji délky Cteni.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Vysledek algoritmu RepeatExplorer2 clustering

Implementace algoritmu RepeatExplorer2 clustering je zalozena na sjednoceni algoritmu
RepeatExplorer2 a TAREAN, diky tomu je vysledkem aplikace algoritmu klastrova
analyza charakterizujici jak repetitivni sekvence ve vstupnim souboru spolu se
zastoupenim jednotlivych typl ¢teni, tak uréeni sekvenci potencionalnich tandemovych
satelitd. Vysledky jsou ulozeny ve dvou typech souborit — komprimovaném ZIP souboru
a HTML souboru.

HTML soubor umoziuje grafické prohlizeni vysledki ve webovém prostiedi. V
rozhrani Ize skrze hypertextové odkazy prochézet rozdilna vysledna data algoritmu.
Hlavni stranka obsahuje zakladni kvantitativni ddaje tykajici se prub&hu analyzy (pocet
vstupnich ¢teni, poéet analyzovanych ¢teni apod), vizualizace struktury klastrti a odkazy
na konkrtétni vysledky — Tandem repeat analysis (vysledky algoritmu TAREAN), Cluster
annotation  (anotace  klastri  vzniklych  klastrovou analyzou algoritmem
RepeatExplorer2), Supercluster annotation (anotace superklastri — seskupeni klastri
majicich spole¢né ¢teni) a Repeat annotation summary (shrnuti anotace repetitivnich
useki). Veskeré informace nachazejici se v téchto polozkach jsou pouze vizualizaci, nebo
shrnutim datovych soubort obsazenych v ZIP archivu, proto je jejich popis zahrnut az
v charakteristice téchto datovych soubori. Archiv rovnéz obsahuje HTML soubory, které

odkazuji na jednotlivé ¢asti hlavniho HTML souboru.

Komprimovany ZIP soubor je strukturovan do velkého mnozstvi adresait a soubort,
proto budu podrobnéji charakterizovat pouze soubory, jez byly dale analyzovany v ramci
zpracovani vylsedki, nebo odkazuji na vizualizace vysledkt. V hlavnim adresaii to jsou

tyto soubory:

1. COMPARATIVE_ANALYSIS_COUNTS.csv — soubor s udaji o poétech B- a B+
¢teni v jednotlivych klastrech, spolu se zatazenim klastri do piislusnych
superklastrii. Jsou zde zahrnuty vSechny vytvotfené klastry, nejen anotované.
Jednotlivé hodnoty jsou oddé€leny tabulatory.

2. CLUSTER_TABLE.csv —soubor s podrobnéjsi charakterizaci anotovanych klastri
(pocet cteni v klastru, anotace proteinovych domen, TAREAN anotace) a

kvantitativnich tdajich probéhlé analyzy (pocet klastrd, singletii, superklastri,
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¢teni v klastrech a analyzovanych ctenich). Jednotlivé hodnoty jsou oddéleny
tabulatory.

3. TAREAN_consensus_rank_x.fasta — FASTA soubory s identifikovanymi
tandemovymi repetitivnimi sekvencemi. Na zakladé ¢isla x obsahuji — satelitni
sekvence identifikované svysokou spolehlivosti (x = 1), satelitni sekvence
identifikované s nizkou spolehlivosti (x = 2), domnélé LTR elementy (x = 3) a
rDNA (x = 4).

4. index.html -HTML totozny s vystupnim HTML souborem.

5. summarized_annotation.html — odkaz na shrnuti vysledk anotace repetic,
obsahuje po¢ty Cteni, klastrd, superklastri a pomérné zastoupeni jednotlivych
typi repetitivnich elementt ve vzorku.

6. supercluster_report.html — odkaz na shrnuti vysledkd anotaci k jednotlivym
superklastrim, obsahuje pomérné zastoupeni a pocet Cteni vztahujicich se
Kk jednotlivym typim repetitivnich elementd ve vzorku.

7. tarean_report.html — obsahuje sekvence identifikovanych tandemovych repetic,
totozné informace co se nachazeji v souborech
TAREAN_consensus_rank_x.fasta.

8. documentation.html —soubor s ptehledem a popisem veskerych veli¢in slouzicich

K popisu vysledk analyzy.

V adresafich  obsahujicich  Udaje o  jednotlivych  anotovanych  klastrech
(/seqclust/clustering/clusters/dir_CLxxxx/, kde za x je dosazen identifikator klastru spolu
s pfedchazejicim poc¢tem 0, tak by byla sekvence ¢isel ¢tyfmistnd) se jednd o tyto

soubory:

1. protein_database_annotation.csv — soubor se ¢tenimi, kterd byla identifikovana
jako soucast urcité proteinové domény. Obsahuje identifikator ¢teni a anotaci
daného elementu spolu s dal§imi veli¢inami. Jednotlivé hodnoty jsou oddéleny
tabulatory.

2. reads.fasta — FASTA soubor se sekvencemi ¢teni, ktera tvori dany klastr.

3. contigs.fasta — FASTA soubor se sekvencimi poskladanych contig daného

klastru.
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4.1.1 Systém anotaci ¢teni a Klastri

Pii vyuziti databaze REXdb Viridiplantae v. 3.0 k identifikaci proteinovych domén
transpozibilnich elementi dochazi k porovnani kazdého analyzovaného &teni se
sekvencemi v této databazi a v ptipadé dostate¢né podobnosti, je éteni anotovano v tomto
timto zpusobem: /cesta/ve/stromu/klasifikace:rodina-doména. Rodina v tomto pfipadé
oznacuje rodinu repetitivnich elementti, doména je ve zkratkovitém tvaru, napt. INT pro

integrasu. Anotaci proteinové domény je napt. Class_I/LTR/Tyl copia/SIRE:Ty1-INT.

V ptipadé klastrt existuji dva typy anotaci — automatické anotace repetitivnich
element a TAREAN anotace. Automaticka anotace klastru miize byt urcena né€kolika
zpusoby. Jednim z nich je vybrani repetitivniho elementu, ktery pifevazuje u anotaci ¢teni
tvoricich superklastr, jehoz je dany Klastr soucasti (anotace je poté ve tvaru
All/repeat/mobile_element/klasifikace). Dale maze byt u klastru odhalena podobnost
srDNA repetici (anotace ve tvaru All/repeat/rDNA/typ_rDNA), nebo klastr pfimo
reprezentuje tandemovou repetici (anotace ve tvaru All/repeat/satellite). Pokud nelze na
zaklad¢ Zzadného z ptfedchozich postupil anotaci vytvofit, je klastr anotovan jako All.
Anotace také muze byt v neuplném tvaru, napi. ALL/repeat/mobile_element, v takovém

pripad¢ nedoslo k ptesnéjsi anotaci.

TAREAN anotace musi byt v jednom ztéchto tvari — Putative satellites (high
confidence) pro satelitni sekvence identifikovane s vysokou pravdépodobnosti spravné,
Putative satellites (low confidence) pro satelitni sekvence identifikované s nizkou
pravdépodobnosti spravné, Putative LTR elements pro identifikované LTR elementy,
rDNA pro identifikované repetice typickeé pro rDNA a Other pro ostatni klastry, u kterych

nebyly odhaleny zZadné tandemové repetitivni Useky.

4.2  Software K vizualizaci a zpracovani vysledkia komparativni analyzy

K automatizovanému zpracovani vysledktt komparativni analyzy dvou vzorkd pomoci
algoritmu RepeatExplorer2 clustering a vizualizaci vysledki klastrové analyzy byl
implementovan software v programovacim jazyce Python 3.7 (Obr. 1). Implementace je
postavena na zakladnich prvcich jazyka a nékolika instalovatelnych knihoven — pandas
s nastroji pro praci a manipulaci se soubory ve formatu CSV, tkinter nastroji pro tvorbu

grafického uzivatelského rozhrani, matplotlib s nastroji pro tvorbu vizualizaci, numpy
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S nastroji pro praci se sofistikovanéj$imi ¢iselnymi datovymi typy, anytree s nastroji pro

stromové vizualizace a shutil s néstroji pro manipulaci se soubory.

Jedinym vstupnim souborem softwaru je archiv vytvofeny algoritmem
RepeatExplorer2 clustering v extrahované podobé¢. Jako databaze proteinovych domén,

dle které jsou klastry a ¢teni anotovany, musi byt zvolena REXdb Viridiplantae v. 3.0.
Software je po instalaci spustitelny pomoci souboru main.exe.

4.2.1 Funkce softwaru

V nésledujicim seznamu jsou popsany veskeré funkce vytvoreného softwaru. K jejich

spravnému fungovaji je nutné spravné navolit cestu k extrahovanému archivu (vystup

' RE analyza m] »
Nazvy vzorks
A 1. vzorek: ]'.’('.‘ 2. viorek !93

Vstup & vystup
B Vstupni adresat _J{ cesta/k/vstuprumu/adresan
Vystupni adresaf: —]I cesta/k/vystuprimu/ adresar

Moinosti analyzy
Vizualizace anoctovanych (tend

vV Koldtovy graf

C v Sloupcovy graf
Velikostni limit: [0.001
Vizualzace anotovanych kastrd
v Kolécovy graf
D vV Sloupcovy graf
Velikostni limit ‘Tr.-:x
Vizualcace TAREAN anotaci
v Kolééovy graf
E v Sloupcovy graf
Velikostni limit: 3‘1_'_'_‘
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J

Obr. 9 Rozhrani vyvinutého softwaru ke zpracovani vysledkl algoritmu RepeatExplorer2
clustering.
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Anotace ctenf dle rodiny transpozibilnich elementd
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Obr 10. Vystupni soubor funkce Vizualizace anotovanych cteni na data vznikla aplikaci algoritmu
RepeatExplorer2 clustering na vstupni soubory bez duplicitnich ¢teni a délkou ¢teni 100 bp. Data
jsou rozdélena dle typu rodiny transposibilnich elementti, u nazvli anotaci se pfed nazvem rodiny
elementt nachazi jejich zarazeni do fadu.

algoritmu RepeatExplorer2 clustering) a k adresafi, ve kterém se budou nachazet
vysledky (sekce Vstup a vystup, obr. 9B). Rovnéz je nutné nadefinovat prefixy pouzité
pro oznaceni vzorku pii komparativni analyze, prefixy musi odpovidat nazviim sloupcti
v souboru COMPARATIVE_ANALYSIS_COUNTS.csv (sekce Nazvy vzorki, obr. 9A).
V popisu funkei jsou vyuzity tyto symboly — L pro velikostni limit, C pro celkovy pocet
Cteni, kterd tvoii klastry, ¢ pro pocet ¢teni v konkrétnim Klastru, K pro celkovy pocet

anotovanych klastri a dvojice znaku [ | pro zaokrouhleni nahoru.

1. Vizualizace anotovanych cteni — funkce (Obr. 9C), ktera na zakladé analyzy
soubori protein_database_annotation.csv pfislusejicim jednotlivym anotovanym
klastrim vytvoii dle volby uzivatele kolacové (vystupni soubory v adresaii
Ipie_plots/reads/), nebo sloupcové grafy (vystupni soubory v adresaii
/bar_plots/reads/) znazornujici zastoupeni jednotlivych druhti proteinovych
anotaci mezi ¢tenimi, jejichz pocet je alespon [L X C]. Nazvy vystupnich soubora

maji prefix reads_. Piiklad vizualizace na Obr. 10.

2. Vizualizace anotovanych klastrii — funkce (Obr. 9D), ktera na zakladé analyzy
souboru CLUSTER_TABLE.csv vytvoii dle volby uzivatele kolacové (vystupni
soubory v adresaii /pie_plots/clusters/), nebo sloupcové grafy (vystupni soubory

Vv aresafi /bar_plots/clusters/) znazornujici zastoupeni jednotlivych druhd
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Anotace klastri dle typu repetitivnich elementd
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Obr. 11 Vystupni soubor funkce Vizualizace anotovanych klastrii na data vznikla aplikaci
algoritmu RepeatExplorer2 clustering na vstupni soubory bez duplicitnich ¢teni a délkou ¢teni
100 bp. Data jsou rozdélena dle typu repetice.

proteinovych anotaci mezi klastry, jejichz pocet je alespon [L X K]. Nazvy

vystupnich souborti maji prefix clusters_. Piiklad vizualizace na Obr. 11.

3. Vizualizace TAREAN anotaci — funkce (Obr. 9E), ktera na zakladé analyzy
souboru CLUSTER_TABLE.csv vytvoti dle volby uZzivatele kolacové (vystupni
soubory v adresafi /pie_plots/tarean/), nebo sloupcové grafy (vystupni soubory
v adresafi /bar plots/tarean/) znazoriujici zastoupeni TAREAN anotaci mezi
anotovanymi klastry, jejichZ pocet je alespon [L X K. Vystupni soubory s grafy

maji prefix tarean_.

4. B obohacené klastry — funkce (Obr. 9F), ktera pii oznaceni volby Vizualizace
vytvoti graf znazoriujici pomér zastoupeni B+ a B- ¢teni v jednotlivych klastrech
spolu s oznacenim klastri, u nichz zastoupeni B+ ¢teni piesahuje [L X c]. Graf je
uloZen v souboru cluster_overview.png. Pii oznaceni volby Extrakce c¢teni dojde
k vytvorfeni adresafe /bb_enriched/ s podadresaii korespondujici s nazvy klastrt,
u nichz je pocet B+ ¢teni alespoit [L X c]. Tyto podadresare obsahuji soubor
reads.fasta se sekvencemi B+ ¢teni, ktera tvofi dany klastr a soubor contigs.fasta
se sekvencemi sestavenych kontigti daného klastru. Piiklad vizualizace na Obr.
12.
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12. Vizualizace struktury anotovanych klastri vzniklych aplikaci algoritmu

RepeatExplorer2 clustering na vstupni soubor se c¢tenimi délky 100 bp a pfitomnosti
duplikacitnich ¢teni. Cervené hvézdy oznacuji klastry, jeZ jsou alespoii z 80 % tvofeny B étenimi.

5.

Extrakce TAREAN konsenzualnich sekvenci — funkce (Obr. 9F) pro vytvofeni
FASTA soubort se satelitnimi sekvencemi identifikovanymi algoritmem
TAREAN. Soubory se nachazeji v asresafi /tarean_sequences/ a jejich jména
odpovidaji anotaci sekvenci algoritmem TAREAN.

REXdb — funkce (Obr. 9G) pro vygenerovani textové podoby klasifika¢niho
stromu transpozibilnich elementi classification.txt, na zakladé zpracovani FASTA
souboru s klasifikacemi pouzit¢é REXdb. Klasifikace koresponduje s anotacemi

pouzitymi v grafech.

Vytvorit soubor s kvantitativnimi Gdaji — funkce (Obr. 9H) pro vygenerovani
souboru quantitative_data.csv se zakladnimi kvantitativnimi (daji z analyzy,
mezi které patii pocty ¢teni v klastrech, klastrd, superklastrd, singletd,
analyzovanych ¢teni a anotovanych klastrd aj. Velikostni limit Ize ke kazdé
funkci, kde je vyzadovan libovolné nastavit. Veskeré vystupni soubory jsou
uloZeny ve dvou typech souborti — PNG soubor s vizualizaci danych vlastnosti a
CSV soubor s kvantitativnimi  Udaji, na zaklad¢ kterych byla vizualizace
zkonstruovana, nazvy téchto soubort se 1i$i pouze pfiponou charakterizujici typ
souboru. Jedinym vystupnim souborem, K jehoz vytvofeni dojde pii jakékoli

konfiguraci softwaru je soubor log.txt obsahujici popis daného béhu softwaru.
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Prabéh analyzy je reprezentovan pomoci stavového fadku ve spodni ¢asti rozhrani
(obr. 91). Prace softwaru je spusténa kliknutim na tlacitko START (Obr. 9J)

4.2.2 Zpisoby vizualizaci anotaci

Vystupni soubory s grafovymi vizualizacemi se odlisuji podle ¢asti anotace, dle které jsou
data ve vizualizacich rozdélena. Nazvy vystupnich souborti se dle typu odliSuji

piiponami.
V piipadé anotace ¢teni se jedna o tyto pfipony:

e _class —rozdéleni dle tfidy transposibilnich elementd, viz obr.

_subclass — rozdéleni dle podtiidy transposibilnich elementt

_family — rozdéleni dle rodiny transposibilnich elementt

_order —rozdéleni dle fadu transposibilnich elementd

_protein_domain — rozd¢leni dle proteinové domény transposibilnich elementt

e _protein_domain_with_family — rozdéleni dle proteinové domény spolu s
rodinou transposibilnich elementt

Rozdé&leni anotaci na tfidu, podtiidu, ¥ad a rodinu je urc¢eno kvuli ptehlednosti, jednotlivé
zafazeni ale nemusi reflektovat skuteCnou klasifikaci daného elementu. Jména
jednotlivych ¢asti anotaci byla odvozena od jejich podrobnosti, pfi¢emz klasifikacni
strom (Pfiloha 8.4) odpovida anotaci transpozibilnich elementi dle databdze REXdb
version 3. V piipad¢, ze anotace ¢teni nedosahuje urovné, dle které ma byt anotace
rozdélena, je vzdy vyuzita nejpodrobnéjsi Cast anotace. Pii rozd€leni dle rodiny elementu
je u podrobnych anotaci pfitazen také fad, do kterého dana rodina patti. Mechanismus

rozdéleni a vizualizace anotaci je naznacen v Obr. 13.
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Obr 13 Tlustrace tabulek, ze kterych vychazeji vizualizace anotovanych ¢teni. Na zakladé
takovych tabulek je poté vytvoren graf (kolacovy, sloupcovy).

Vizualizace anotovanych klastrii obsahuji rovnéz rozdéleni dle klasifikace mobilnich
elementt, ale navic je pfidano rozdé¢leni dle typu repetitivniho elementu (pfipona souboru

_repeat_type). U TAREAN anotaci nedochazi k zadnému rozdélovani anotaci.

Informace vizualizovana jak v podobé kolacovych graft, tak v podobé sloupcovych
grafii je totoznd, odliSuje se pouze v podobé vizualizace. Barvy pouZité pro vyiezy
kolacového grafu a sloupce sloupcového grafu oznacujici stejny druh anotace maji rovnéz

stejné barevné oznaceni.

4.2.3 Vysledky aplikace algoritmu RepeatExplorer2 clustering

Aplikaci algoritmu RepeatExplorer2 clustering na 6 rtznych vstupnich soubori
specifikovanych v kapitole 3.4, vzniklo 6 vystupnich archivii. Na extrahovany obsah
kazdého z téchto archiva byly poté aplikovany vsechny funkce implementovaného
softwaru, velikostni limity pro vizualizace anotovanych prvkid byly nastaveny na 0,001,

velikostni limit pro B obohacené klastry byl nastaven na 0,8. V nasledujicich
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Tab. 1 Kvantitativni udaje vysledku Klastrové analyzy algoritmem RepeatExplorer2 clustering na
3 vstupni soubory s ptitomnosti duplicitnich ¢teni.

Délka ¢teni 100 150 200
Celkovy pocet ¢teni 4000000 2800000 2000000
Pocet analyzovanych ¢teni 959240 910055 894787
Pocet identifikovanych klastri 28230 28706 29463
Pocet superklastra 28082 28601 29395
Pocet singletti 273717 256566 250815
Pocet ¢teni v klastrech 685523 653489 643972
Pocet anotovanych klastri 241 239 224
Minimalni pocet ¢teni tvoricich klastr 101 94 90
Maximalni pocet ¢teni tvoricich klastr 17950 15840 14662
Primérny pocet Cteni tvoricich klastry 2451 2343 2463

podkapitolach jsou ziskané informace popsany a v ramci ruznych vstupnich soubort

porovnany.

4.2.4 Ciselna charakteristika klastrové analyzy

Pocet analyzovanych ¢teni (Cteni, jez byla zahrnuta v klastrové analyze) se lisil
v souvislosti s velikosti vstupniho souboru, nicméné tento rozdil neodpovidal rozdilu ve
velikostech vstupnich soubord (pfesna data v Tab. 1 a Tab. 2). V piipadé vstupnich dat
s duplicitnimi ¢tenimi se pomér éteni vyuzitych v analyze pohyboval mezi 44 % (u ¢teni
délky 200 bp,) a 24 % (u ¢teni délky 100 bp). U vstupnich souborti s absenci duplicitnich
¢teni byl pomér analyzovanych ¢teni piiblizné o 1 % vyssi, tato skutecnost by mohla
souviset s duplicitnimi étenimi v Klastru, diky kterym dojde k rychlejsi konstrukei klastru,

bez nutnosti vétsiho poctu ¢teni v klastru.

Tab. 2 Kvantitativni udaje vysledku klastrové analyzy algoritmem RepeatExplorer2 clustering na
3 vstupni soubory s absenci duplicitnich ¢teni.

Délka ¢éteni 100 150 200
Celkovy pocet ¢teni 4000000 2800000 2000000
Pocet analyzovanych ¢teni 989305 933378 913221
Pocet klastra 29278 29499 29833
Pocet superklastri 29122 29392 29759
Pocet singletii 281193 261594 255406
Pocet ¢teni v klastrech 708112 671784 657815
Pocet anotovanych klastrii 236 241 227
Minimalni velikost anotovaného klastru 98 93 91
Maximalni velikost anotovaného klastru 18449 16570 15146
Priamérna velikost anotovaného klastru 2581 2394 2489
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Nejvice klastrt bylo identifikovano pfi analyze souboru s nejdel$imi ¢tenimi (200 bp),
nicmén¢ v tomto ptipad¢ také dochazi k nejmensimu poctu anotovanych klastra (tzn.
klastrii obsahujicich alespont 0.01 % z celkového poctu analyzovanych cteni). AvsSak
obecné korelace mezi délkou ¢teni a poctem identifikovanych klastrti nelze z vysledku
urit, protoze v piipadé¢ dat sduplikacemi bylo nejvice klastri anotovano U
analyzovaného vstupniho souboru se 100bp ¢tenimi, ale u dat bez duplikaci se jednalo o

soubor se 150bp ¢tenimi.

Navzdory odlisnému poctu analyzovanych ¢teni je pomér ¢teni v klastrech u vSech
typl vstupnich soubort téméf totozny, pfiblizné 72 %. Pro klastry identifikované
v souboru dat s absenci duplicitnich ¢teni, je typicky vétsi pocet ¢teni v nejvétsim klastru,

nicmén¢ prumérna velikost anotovanych klastrti je velmi podobna ve vSech piipadech.

4.2.5 Charakteristika B-specifickych klastri

Ptitomnost duplicitnich éteni neméla zésadni vliv na pocet B-specifickych klastri mezi
anotovanymi Klastry, na rozdil od délky cteni, kterd s po¢tem B-specifickych klastra
ptimo korespondovala (s délkou c¢teni rostl i poéet B-specifickych klastri). 1 kdyz
analyzou souboru se ¢tenimi délky 200 bp doslo k vytvofeni nejvétSiho mnozstvi B-

specifickych klastrli, dosahovaly nejmensi primérné velikosti (viz Obr. 14).

Velikosti B obohacenych klastr

M 100 bp nodup M 150 bp nodup [ 200 bp nodup

] 100bpdup M 150bpdup M 200 bp dup

N

Obr. 14 Porovnani velikosti B obohacenych klastrii mezi jednotlivymi vstupnimi soubory.
Zkratka dup oznacuje soubor s duplikacemi, nodup naopak absenci duplikaci.

2500
2000

1500

1000 ? T
b
L 1

Pocet cteni

o
X

2

500

Typ vstupnich soubord

36



Procentualni zastoupeni B ¢teni v B obohacenych klastrech

M 100 bp nodup [ 150 bp nodup [ 200 bp nodup

100bpdup M 150bpdup M 200 bp dup

0.98
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0.9
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0.8

Zastoupeni B cteni

Typ vstupnich soubord

Obr. 15 Porovnéni zastoupeni B éteni v B obohacenych klastrech mezi jednotlivymi vstupnimi
soubory. Zkratka dup oznacuje soubor s duplikacemi, nodup naopak absenci duplikaci.

Zastoupeni B ¢teni mezi B-specifickymi Klastry se u vSech typu soubort pramérné
pohybovalo v rozmezi 96 az 98 % a ve vSech piipadech souborii se nachazely klastry

tvofené pouze B+ ¢tenimi (viz Obr. 15).

4.2.6 Charakteristika anotovanych ¢teni

Pfi analyze vstupnich dat s ptitomnosti duplicitnich ¢teni bylo anotovano primérné
91606 cteni, oproti tomu v piipad¢ vstupnich dat bez duplicitnich ¢teni se jednalo 0 94211
¢teni. Rovnéz plati, ze se vzristajici délkou ¢teni roste i pocet anotovanych ¢teni,
navzdory tomu, ze pocet analyzovanych ¢teni roste s jejich Klesajici délkou. Pomér
zastoupeni DNA transpozonu vici retrotranspozonum je u vSech souborti témét totozny,

95 % ve prospéch retrotranspozond.
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Tab. 3 Pocty anotovanych transpozibilnich elementi u ¢teni. Anotace vznikly aplikaci algoritmu
RepeatExplorer2 na jednotlivé typy vstupnich souborti. Jedna se o vybér nékolika proteinovych
domén, tak aby byla nazna¢ena povaha pocti, tabulka v pIném rozsahu je v Priloze 2.

Typ vstupu S duplikacemi Bez duplikaci

Délka cteni 100 150 200 100 150 200
Tekay 29931 31913 34166 30951 33102 34890
Retand 15618 16867 17497 16365 17165 18109
Athila 13935 16118 17994 14438 16706 18093
SIRE 10733 11907 13181 10952 12332 13433
Ogre 5228 5497 5707 5160 5616 5922
Ale 1 175 360 96 147 415
Angela 0 4 141 0 13 140
Helitron 0 1 127 0 2 100

Ve vétSiné pripadi se pocet anotovanych elementil u jednotlivych vstupnich souborti
lisil tm&rné s po¢tem anotovanych ¢teni, nicméné u nékolika elementt doslo k velkému
poctu anotaci (elementy z tadu Helitron a Angela z fadu Tyl/copia), nebo k vice jak
dvojnasobnému poctu anotaci (element Ale z fadu Tyl/copia) pouze u vstupnich soubori
s délkou ¢teni 200 bp, viz Tab. 3. Podobny trend Ize vidét u anotovanych proteinovych
domén, kde jsou odlisné poéty domén typické pro specificky zastoupené elementy
(proteinovd doména Helitron-HEL1, Helitron-HEL2 je vyrazné vice zastoupena ve
vstupnim souboru s délkou ¢teni 200 bp s pfitomnosti duplicit, v piipadé absence duplicit
je anotovana hlavné doména Helitron-HEL?2), coz odkazuje na spravnost ziskanych dat
(zastoupeni elementll koresponduje se zastoupenim proteinovych doméne téchto
element®). Mezi nejcastéji anotované rodiny elementt patii Tekay, Retand, Athila z fadu
Ty3-gypsy a SIRE z fadu Tyl/copia (dohromady tvoii vice jak 50 % anotaci). Nejcastéji

anotovanymi proteinovymi doménami jsou domény INT, RT, GAG a RH patiici k fadu

Tab. 4 Pocty anotovanych proteinovych domén transpozibilnich elementi u ¢teni. Anotace
vznikly aplikaci algoritmu RepeatExplorer2 na jednotlivé typy vstupnich soubori. Jedna se o
vybér nékolika proteinovych domén, tak aby byla naznaCena povaha poétl, tabulka v plném
rozsahu ie v Piiloze 1.

Typ vstupu S duplikacemi Bez duplikaci

Délka ¢teni 100 150 200 100 150 200
Ty3-INT 20851 21588 21528 21911 21977 22180
Ty3-RT 12581 12922 13953 12984 13659 14130
Ty3-GAG 10910 12438 13792 11073 12964 14114
Ty3-RH 9973 10669 11338 10311 10971 11795
Ty3-PROT 5592 7513 9197 5669 7564 9175
Helitron-HEL1 0 1 52 0 1 7
Helitron-HEL 2 0 0 75 0 1 93
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Tab. 5 Pocty anotovanych klastrGi dle druhu repetitivnich sekvenci. Anotace vznikly aplikaci
algoritmu RepeatExplorer2 clustering na jednotlivé typy vstupnich souborti.

Typ vstupu S duplicitami Bez duplicit

Délka cteni 100 150 200 100 150 200
mobile_element 151 152 142 149 157 149
Unknown 77 75 70 74 71 66
satellite 10 10

rDNA 3 3 3

plastid

Ty3/gypsy Pocty nékterych anotovanych proteinovych domén transpozibilnich elementt

jsou zobrazeny v Tab. 4.

4.2.7 Charakteristika anotovanych Kklastri

Nejcastéji byly klastry anotovany jako transpozibilni elementy (v rozmezi 62 az 65 %
z celkového poétu anotovanych klastrti). Nicméné u velkého mnozstvi klastri (v rozmezi
28 az 32 % z celkového poctu anotovanych klastrit) nebyl zadny repetitivni element v
Klastru identifikovan, a proto jejich anotace nebyla urcena. Mezi nejéastéji anotované
konkrétni repetitivni elementy pattily Athila, Tekay, Retand a SIRE, coz koresponduje
S nejCast¢jSimi anotacemi Cteni. Rovnéz byly nékteré klastry anotovany jako satelitni
sekvence, rDNA aj. Piehled pocti anotovanych klastra dle typu repetitivni sekvence je
zobrazen v Tab. 5. Poéty nenaznacuji zadny vyrazngjsi vliv typu a délky ¢teni na druhy
anotaci. Pocty anotovanych konkrétnich typi repetitivnich sekvenci jsou zobrazeny

¢aste¢né v Tab. 6.

Tab. 6 Pocty anotovanych klastrti dle konkrétniho typu repetitivnich sekvenci. Anotace vznikly
aplikaci algoritmu RepeatExplorer2 clustering na jednotlivé typy vstupnich soubord. Jedna se
o vybér nékolika anotaci, tak aby byla naznacena povaha po¢ti, tabulka v plném rozsahu je
v Priloze 3.

Typ vstupu S duplicitami Bez duplicit

Délka cteni 100 150 200 100 150 200
Unknown 77 74 69 74 70 65
Athila 35 34 32 36 35 30
Tekay 35 37 36 36 38 35
Retand 23 20 17 19 20 15
SIRE 15 15 12 16 17 13
EnSpm_CACTA 14 11 10 13 14 11
satellite 10 8 8 10 8 7
LTR 7 6 5 8 9 8
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Délky identifikovanych TAREAN anotovanych element(
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Obr. 16 Porovnani délek identifikovanych TAREAN element. Zkratka dup oznacuje soubor s
duplikacemi, nodup naopak absenci duplikaci.

4.2.8 Charakteristika TAREAN anotaci a identifikovanych satelitnich sekvenci

40 oo X

== [

Typ vstupnich soubort

U jednotlivych soubort bylo odhaleno 11 az 13 potencionélnich tandemovych repetic,
coz predstavuje piiblizné¢ 5 % ze vSech anotovanych klastri. Nejcastéji byly klastry
anotovany jako satelity snizkou spolehlivosti (53 az 83 % zpoctu odhalenych
tandemovych satelitl). Mezi typem vstupniho souboru a poétem TAREAN anotaci nebyl
nalezen naznak korelace. Konkrétni pocty jsou zobrazeny v Tab. 7. Na zakladé
rozdilnosti v délkach identifikovanych sekvenci (Obr. 16), Ize pozorovat silnou korelaci

mezi délkou elementt a délkou vstupnich ¢teni.

4.3 NavrZené primery

Tab. 7 Poéty TAREAN anotaci u klastri. Anotace vznikly aplikaci algoritmu RepeatExplorer2
clustering na jednotlivé typy vstupnich soubori

Typ vstupu S duplikacemi Bez duplikaci

Délka Cteni 100 150 200 100 150 200
Unknown 230 227 211 224 230 230
Putative satellites (low confidence) 8 9 7 10 7 7
Putative LTR elements 1 2 3 1 2 2
Putative satellites (high confidence) 1 0 2 0 1 1
rDNA 1 1 1 1 1 1
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216
214-2 — 175

Obr. 17 Vysledky gelové elektroforézy pti vyuziti navrzenych primerd k PCR amplifikaci. Kazdy
primer byl vyuzit na tfi vzorky — s pfitomnosti B chromozomii, s absenci B chromozomu a
negativni kontrola. Cervéné jsou oznaceny B specifické markery.

Na zaklad¢ sekvenci odvozenych od B specifickych klastri bylo navrzeno 32 sad
primerd. Jednotlive primery byly vyuzity pti PCR amplifikaci DNA vzorku s ptitomnosti
a absenci B chromozomt. NamnozZené fragmenty DNA byly separovany gelovou
elektroforézou a porovnany. V piipadé ¢tyi sad primert se podatilo ziskat fragmenty
specifické pro B chrommozom (Obr. 17), tyto primery lze vyuzit pti charakterizaci

genotypu Sorghum purpureosericeum.
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5 ZAVER
V této diplomove praci byly analyzovany repetitivni sekvence DNA v genomu rostliny
Sorghum purpureosericeum, za ucelem nalezeni repetic specifickych pro B chromozomy,

které se v.genomu mohou nachézet, diky kterym by se dal identifikovat genotyp rostliny.

Genomicka data ze dvou vzorki (s pfitomnosti a absenci B chromozomi) byla sérii
Uprav modifikovana do podoby vstupnich soubort pro software RepeatExplorer, ktery na
zéklad¢ klastrove analyzy identifikuje a anotuje repetitivni sekvence v genomu. Timto
zpisobem byly analyzovany repetitivni sekvence ve vzorcich lisici se nejen délkou ¢teni,
ale i pfitomnosti duplicitnich ¢teni. Ke zpracovani vysledkt softwaru RepeatExplorer byl
vyvinut software v programovacim jazyce Python, jehoz hlavni funkci je vizualizace
anotovanych klastra a ¢teni a extrakce informaci o B specifickych klastrech z vystupniho
archivu algoritmu RepeatExplorer2 clustering.

V zavislosti na typu vstupnich dat bylo identifikovano 10-16 B-specifickych klastra
(obsahovaly vice jak 80 % B ¢teni) a na zaklad¢ jejich sekvence bylo vyuzitim softwaru
Primer3 navrzeno 32 sad primeru, z nichz 4 byly identifikovany jako B specifické, a proto
je lze vyuzit pro genotypizaci vzorku pomoci PCR. Primérna délka B-specifickych se u

vSech typt vstupnich souborti pohybovala okolo 500 bp.

Rovnéz byla na zakladé anotovanych ¢teni a klastrii provedena kvantitativni analyza
repetitivnich sekvenci v genomu Sorghum Purpureosericeum. Bylo odhaleno, Ze mezi
repetitivnimi elementy DNA pievazuji transpozibilni elementy, nejvice rodiny
retrotranspozonti Athilla, Tekay a Retand z fadu Ty3/Gypsy. V souladu s nejéetnéjsimi
elementy byly i nejéastéji anotované proteinové domény transpozonti, konkrétné domény
INT, GAG, RT, ¢i RH z tadu Ty3/Gypsy. Mimo to bylo 8-10 klastri z kazdého vstupniho

souboru anotovano jako satelitni sekvence a jednotky klastrti jako rDNA, ¢i ptDNA.

Soucasti béhu softwaru RepeatExplorer2 byla také TAREAN anotace klastrd, tedy
identifikace tandemové repetitivnich sekvenci. Takto bylo anotovano pfiiblizné 10
satelitnich sekvenci (vétsina s nizkou spolehlivosti), tyto pocty odpovidaji stejné
anotovanym klastrim. V rdmci tandemovych repetic byla odhalena silna korelace mezi

délkou vstupnich ¢teni a délkou nalezenych repetic.
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Takto popsana kompozice repetitivni DNA v genomu Sorghum purpureosericeum je
velmi podobna ptibuznému Sorghum bicolor, coz naznacuje blizkou piibuznost téchto

druhti a vhodnost zvoleného postupu pro danou analyzu (Paterson et al., 2009).
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
bp — pér nukleotidovych bazi

kb — kilobaze

Mb — megabéaze

Gb — gigabaze
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8 PRILOHY

8.1 Tabulka se srovnanim poéta a typu anotovanych proteinovych domén

transpozibilnich elementi

Typ vstupu
Délka cteni
Ty3-INT
Ty3-RT
Ty3-GAG
Ty3-RH
Ty3-PROT
Ty1-RT
CACTA-TPase
Ty1-INT
Ty3-CHD
Ty3-aRH
Ty1-RH
Ty1l-GAG
Ty1-PROT
LINE-RT
LINE-ENDO
MuDR-TPase
Ty3-CHDCR
hAT-TPase
Harbinger-TPase
PARA-PROT
Helitron-HEL1
Helitron-HEL2
PARA-RH
Mariner-TPase
PARA-RT

100
20851
12581
10910

9973
5592
4922
4374
3322
2576
2470
2429
1291
1103

499

314

127

71
27

O O O O o o o

S duplikacemi

150
21588
12922
12438
10669

7513
5474
4504
3756
2870
2692
2974
1572
1413

560

303

169

96
41

O OO0 O Fr Wbh

200
21528
13953
13792
11338

9197
6064
4747
4121
3449
2622
3697
1930
1761

723

383

210

123

50

52
75

100
21911
12984
11073
10311

5669
4762
4596
3515
2551
2655
2552
1360
1179
666
265
34
63
30

O O O OO Fr b

Bez duplikaci

150
21977
13659
12964
10971

7564
5703
4626
3696
3120
2628
3276
1673
1432

669

260

131

108

33
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200
22180
14130
14114
11795

9175
6187
4909
4253
3440
2760
3687
1959
1859

699

353

151

120
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8.2 Tabulka se srovanim polti a typa rodin anotovanych transpozibilnich

elementi

Typ vstupu S duplikacemi Bez duplikaci

Délka cteni 100 150 200 100 150 200
Tekay 29931 31913 34166 30951 33102 34890
Retand 15618 16867 17497 16365 17165 18109
Athila 13935 16118 17994 14438 16706 18093
SIRE 10733 11907 13181 10952 12332 13433
Ogre 5228 5497 5707 5160 5616 5922
EnSpm_CACTA 4374 4504 4747 4596 4626 4909
TAR 841 940 1154 947 1008 1201
LINE 813 863 1106 931 929 1052
Ikeros 651 809 764 615 860 894
Bianca 481 581 744 420 640 752
Ivana 314 644 801 337 645 826
CRM 271 343 557 267 351 616
MuDR_Mutator 127 169 210 34 131 151
Tork 46 125 423 0 132 281
hAT 27 41 50 30 33 63
Reina 24 22 45 16 31 48
Tenl 11 12 16 13 6 10
Tatll 2 0 0 4 1 0
Ale 1 175 360 96 147 415
Galadriel 1 12 14 1 9 10
Phygy 1 0 0 1 0 1
Tatlll 1 2 0 0 0 1
chromo-unclass 1 0 5 1 2 4
Alesia 0 0 0 1 1 0
PIF_Harbinger 0 4 8 4 8 8
pararetrovirus 0 3 2 1 4 6
Angela 0 4 141 0 13 140
Helitron 0 1 127 0 2 100
Osser 0 4 2 0 0 1
Selgy 0 1 0 0 0 3
non-chromo-outgroup 0 1 0 0 0 3
Chlamyvir 0 0 1 0 2 4
Gymco-ll 0 0 2 0 1 2
Tyl-outgroup 0 0 0 0 1 0
Bryco 0 0 1 0 0 0
Tcl Mariner 0 0 0 0 0 1
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8.3 Tabulka se srovnanim poctu a typi anotaci klastra

Typ vstupu
Délka cteni
All

Athila
Tekay
Retand
SIRE
EnSpm_CACTA
satellite
LTR

Ogre
Bianca
CRM
MuDR_Mutator
LINE

25S rDNA
45S_rDNA
5S rDNA
Ikeros
TAR

Tork

Ale

Tat

Class_|
Ivana
mobile_element
plastid
repeat
Tyl _copia
Angela
Helitron

S duplicitami

100 150 200
77 74 69
35 34 32
35 37 36
23 20 17
15 15 12
14 11 10
10
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Bez duplicit
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8.4 Strom Kklasifikace transpozibilnich elementii vyuZity pfi anotacich softwarem

RepeatExplorer2
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8.5 Prilohy na priloZeném disku

1. Soubor RE_process.exe slouzici k instalaci implementovaného softwaru ke

zpracovani vysledku algoritmu RepeatExplroer2 clustering.

2. 6 vystupnich slozek softwaru vzniklych jeho aplikaci na 6 typt vstupnich dat,
slozky jsou pojmenovany jako output [dup|nodup] <délka c¢teni>bp a nachéazeji

se v adresafi vysledky.
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