
 
 

 
 
 
 

E v ol uti o n a n d r e g ul ati o n of t h e Z c h r o m os o m e  
 
 

b y  
 

Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett  
 

S e pt e m b er , 2 0 2 5 
 
 

 
 

 
 

A  t h esis s u b mitt e d t o t h e  
G ra d u at e  S c h o ol  

of  t h e  
I n stit ut e of  S ci e n c e  a n d  T e c h n ol o g y  A u st r i a 

i n p a r ti al fulfill m e nt  of  t h e r e q uir e m e nts  
for t h e  d e g r e e of  

D o ct or of P hil os o p h y  
 

 
C o m mitt e e i n c h ar g e:  

C arl -P hili p p H eis e n b er g , D ef e ns e C h air  
B e atri z Vi c os o, S u p er vis or  

D a ni el Zil b er m a n, I nt er n al C o m mitt e e m e m b er  
Qi Z h o u, E xt er n al C o m mitt e e m e m b er  

 
 
 
 

 
 

  



 

  



 

T h e t h esis of Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett , titl e d E v ol uti o n a n d r e g ul ati o n of t h e Z 
c hr o m os o m e , is a p pr o v e d b y: 
 
 
S u p e r vis o r : B e atri z Vi c os o,  I S TA , Kl ost e rn e u b ur g,  A ust ri a 
 

 
 

 Si g n at ur e:                                                       
 
 
 
C o m mitt e e  M e m b e r : D a ni el Zil b er m a n , I S TA , Kl ost e rn e u b ur g,  A ust ri a 
 

 
 

  Si g n at ur e:                                                             
 
 
C o m mitt e e  M e m b e r : Qi Z h o u , C e nt er f or E v ol uti o n ar y & Or g a nis m al  Bi ol o g y, Z h eji a n g 
U ni v ersit y , C hi n a  
 
 

 
  Si g n at ur e:                                                             

 
 
D ef e ns e C h ai r:  C arl -P hili p p H eis e n b er g , I S TA , Kl ost e rn e u b ur g,  A ust ri a 
 

 
 

  Si g n at ur e:                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 

Si g n e d p a g e is o n fil e  
  



 

  



 

© b y Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett , S e pt e m b er , 2 0 2 5  
C C B Y 4. 0 T h e c o p yri g ht of t hi s t h esi s r ests wit h t h e a ut h or. U nl ess ot h er wis e i n di c at e d, its 
c o nt e nts ar e li c e ns e d u n d er a Cr e ati v e C o m m o ns Attri b uti o n 4. 0 I nt er n ati o n al Li c e ns e. U n d er 
t hi s li c e ns e, y o u m a y c o p y a n d r e distri b ut e t h e m at eri al i n a n y m e di u m or f or m at. Y o u m a y 
als o cr e at e a n d distri b ut e m o difi e d v ersi o ns of t h e w or k. T his is o n t h e c o n diti o n t h at y o u cr e dit 
t h e a ut h or 

 
I S T A T h esi s, I S S N: 2 6 6 3 -3 3 7 X  

 
 

I h er e b y d e cl ar e t h at t his t h esis is m y o w n w or k a n d t h at it d o es n ot c o nt ai n ot h er p e o pl e’s 
w or k wit h o ut t hi s b ei n g s o st at e d; t his t h esis d o es n ot c o nt ai n m y pr e vi o us w or k wit h o ut t his 
b ei n g st at e d, a n d t h e bi bli o gr a p h y c o nt ai ns all t h e lit er at ur e t h at I us e d i n writi n g t h e 
diss ert ati o n.  
 
I a c c e pt f ull r es p o nsi bilit y f or t h e c o nt e nt a n d f a ct u al a c c ur a c y of t hi s w or k, i n cl u di n g t h e d at a 
a n d t h eir a n al ysis a n d pr es e nt ati o n, a n d t h e t e xt a n d cit ati o n of ot h er w or k.  
 
I d e cl ar e t h at t his is a tr u e c o p y of m y t h esis, i n cl u di n g a n y fi n al r e visi o ns, as a p pr o v e d b y m y 
t h esis c o m mitt e e, a n d t h at t hi s t h esis h as n ot b e e n s u b mitt e d f or a hi g h er d e gr e e t o a n y ot h er 
u ni v er sit y or i nstit uti o n.  
 
I c ertif y t h at a n y r e p u bli c ati o n of m at eri als pr es e nt e d i n t his t h esi s h as b e e n a p pr o v e d b y t h e 
r el e v a nt p u blis h ers a n d c o-a ut h ors.  
 
 
 
 

 
Si g n at ur e: _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

 
 

Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett  
S e pt e m b er 2 0 2 5  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Si g n e d p a g e is o n fil e  

 
 

  



 

 



vii  
 

 

A bst r a ct  
M al es a n d f e m al es of m a n y s p e ci es diff er i n m or p h ol o g y, p h ysi ol o g y, a n d b e h a vi or. I n t a x a 
wit h g e n eti c s e x d et er mi n ati o n, s e x u al diff er e nti ati o n aris es l ar g el y fr o m s e x -bi as e d g e n e 
e x pr essi o n, w hi c h v ari es a cr oss ti ss u es,  d e v el o p m e nt al  st a g es, a n d li n e a g es. I n cr e asi n g 
e vi d e n c e hi g hli g hts c hr o m ati n c o nfi g ur ati o n, w hi c h c a n e xist i n o p e n or cl os e d st at es, a n d c a n 
b e  s h a p e d b y s e x -d et e r mi n ati o n p at h w a ys, as a k e y r e g ul at or y l a y er of t hi s di m or p his m. 
D e g e n er ati o n of t h e Y or W c hr o m os o m e f urt h er c o ntri b ut es t o s e x -s p e cifi c diff er e n c es b y 
alt eri n g g e n e c o p y n u m b ers r el ati v e t o a ut os o m es i n h et er o g a m eti c s e x. T o miti g at e t h es e 
i m b al a n c es, m a n y e u k ar y ot es h a v e i n d e p e n d e ntl y e v ol v e d d os a g e c o m p e ns ati o n m e c h a nis ms, 
oft e n  m e di at e d t hr o u g h c hr o m ati n -l e v el r e g ul ati o n. I n t hi s t h esi s, w e i n v esti g at e t h e 
e v ol uti o n ar y d y n a mi cs of s e x c hr o m os o m e diff er e nti ati o n i n t w o s p e ci es, Art e mi a fr a n cis c a n a 
a n d C a m er ari a o hri d ell a , wit h a p arti c ul ar f o c us o n t h e e xt e nt of d os a g e c o m p e ns ati o n 
f oll o wi n g g e n e l oss i n t h e h et er o g a m eti c s e x a n d t h e p ot e nti al c hr o m ati n -b as e d m e c h a nis ms 
u n d erl yi n g t his pr o c ess. W e f urt h er c h ar a ct eri z e s e x -bi as e d g e n e e x p r es si o n a n d it s r e g ul ati o n 
t hr o u g h hist o n e m o difi c ati o ns. O ur a n al ys es als o r e v e al t h at t h e A. fr a n cis c a n a  g e n o m e is 
hi g hl y r e p etiti v e, wit h m a n y g e n es c o nt ai ni n g i ntr o ni c tr a ns p os a bl e el e m e nts. W e fi n d t h at 
e nri c h m e nt of hist o n e m o difi c ati o ns ass o ci at e d w it h c o nstit uti v e h et er o c hr o m ati n, p ositi v el y 
c orr el at es wit h v ari ati o n i n g e n e e x pr essi o n l e v els. C oll e cti v el y, t h es e fi n di n gs u n d ers c or e r ol e 
of c hr o m ati n r e g ul ati o n i n s h a pi n g t h e e v ol uti o n of s e x c hr o m os o m es a n d s e x u al 
diff er e nti ati o n.  
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A c k n o wl e d g m e nts  
I w o ul d li k e t o e x pr ess m y d e e p est gr atit u d e t o m y s u p er vis or, Pr of ess or B e atri z Vi c os o, f or 
h er i n v al u a bl e g ui d a n c e, p ati e n c e, a n d c o nti n u o us s u p p ort t hr o u g h o ut m y P h D j o ur n e y. H er 
s ci e ntifi c e nt h usi a s m, a n d m eti c ul o us att e nti o n t o d et ail h a v e  b e e n f u n d a m e nt al i n s h a pi n g t his 
diss ert ati o n. I a m als o i n d e bt e d t o t h e m e m b ers of m y t h esis c o m mitt e e, Pr of ess or D a ni el 
Zil b er m a n a n d Pr of ess or Qi Z h o u, f or t h eir v al u a bl e i nsi g hts d uri n g t h e c o urs e of t hi s r es e ar c h. 
F urt h er m or e, I wis h t o a c k n o wl e d g e t h e m e m b ers of t h e Vi c os o gr o u p f or t h eir c oll a b or ati o n, 
fr uitf ul dis c ussi o ns, a n d c o ntri b uti o ns, w hi c h h a v e c o nsi d er a bl y e nri c h e d t his w or k. I a m als o 
gr at ef ul t o t h e I S T A S ci e ntifi c C o m p uti n g U nit f or t h eir r es o ur c es a n d t e c h ni c al s u p p ort.  
I e xt e n d m y si nc er e t h a n ks t o m y f a mil y a n d fri e n ds f or t h eir st e a df ast e n c o ur a g e m e nt a n d 
s u p p ort d uri n g t hi s P h D j o ur n e y.  
T his w or k w as s u p p ort e d b y t h e A ustri a n S ci e n c e F u n d ( F W F) t hr o u g h gr a nts P A T 8 7 4 8 3 2 3 
a n d S F B F 8 8 -1 0 a w ar d e d t o Pr of e ss or B e atri z Vi c os o . 
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A b o ut t h e A ut h o r  
Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett o bt ai n e d his B S c. i n Bi o m e di c al S ci e n c e a n d T e c h n ol o g y fr o m E g ert o n 
U ni v ersit y, K e n y a, i n 2 0 1 5. H e t h e n j oi n e d t h e K e n y a M e di c al R es e ar c h I nstit ut e, s er vi n g first 
as a n i nt er n a n d l at er as a r es e ar c h assist a nt. I n 2 0 1 7, h e e nr oll e d at t h e U ni v ersit y of C a m bri d g e 
( U K) f or a n M P hil i n Bi ol o gi c al S ci e n c e (W ell c o m e S a n g er I nstit ut e ), w h er e h e i n v esti g at e d 
t h e e pi d e mi ol o gy a n d  tr a ns mi ssi o n of St a p h yl o c o c c us a ur e us  usi n g O n e H e alt h a p pr o a c h. I n 
2 0 1 9, Vi n c e nt j oi n e d t h e gr a d u at e s c h o ol as a P h D st u d e nt a n d affili at e d wit h t h e B e atri z 
Vi c os o  i n 2 0 2 0 t o w or k o n t h e e v ol uti o n ar y d y n a mi cs of Z c hr o m os o m e  a n d it s r e g ul ati o n. 
D uri n g his P h D st u di es, h e pr es e nt e d his r es e ar c h at t h e 3 r d J oi nt C o n gr ess o n E v ol uti o n ar y 
Bi ol o g y i n M o ntr e al, C a n a d a ( 2 0 2 4), a n d t h e C o n gr ess of t h e E ur o p e a n S o ci et y f or 
E v ol uti o n ar y Bi ol o g y ( E S E B) i n B ar c el o n a, S p ai n ( 2 0 2 5). Vi n c e nt h as p u bli s h e d s o m e of his 
r es e ar c h fi n di n gs i n G e n o m e Bi ol o g y a n d E v ol uti o n ( G B E)  a n d  M ol e c ul ar Bi ol o g y a n d 
E v ol uti o n ( M B E).  
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C h a pt er 1  : I nt r o d u cti o n  

E v ol uti o n a r y D y n a mi cs of S e x C h r o m os o m e E v ol uti o n  

S e x c hr o m os o m e s ar e d eri v e d fr o m p air s of i niti all y h o m ol o g o us a ut os o m es a n d h a v e e v ol v e d 
i n d e p e n d e ntl y m ulti pl e ti m es a cr oss t h e e u k ar y oti c tr e e of lif e ( B a c htr o g et al. 2 0 1 1) a n d t h er e 
ar e t w o t y p es:  X Y ( m al e h et er o g a m et y) a n d Z W (f e m al e h et er o g a m et y ). T h e pr o c ess t y pi c all y 
b e gi ns w h e n a n a ut os o m e a c q uir es a s e x -d et er mi ni n g g e n e ( D. C h arl e s w ort h et al. 2 0 0 5), aft er 
w hi c h  s e x u all y a nt a g o nisti c m ut ati o ns  a c c u m ul at e  ar o u n d t his  l o c us. C hr o m os o m al i n v ersi o ns 
c a n t h e n aris e o n t h e  pr ot o -Y ( or W ) c hr o m os o m e, pr e v e nti n g t h e i n v ert e d s e g m e nt fr o m 
ali g ni n g wit h it s h o m ol o g o us r e gi o n o n t h e pr ot o -X d uri n g m ei osis. E a c h s u c c e ssi v e i n v ersi o n 
f urt h er e x p a n ds t h e n o n-r e c o m bi ni n g p orti o n of t h e s e x c hr o m os o m es. T h es e r e gi o ns, k n o w n 
as str at a, diff er i n b o t h t h eir a g e a n d t h e d e gr e e of g e n eti c d e g e n er ati o n, d e p e n di n g o n w h e n 
t h e i n v er si o ns t o o k pl a c e ( D. C h arl es w ort h et al. 2 0 0 5; L a h n a n d P a g e 1 9 9 9). O v er ti m e, t h e 
n o n -r e c o m bi ni n g r e gi o ns o n t h e n e wl y f or m e d Y ( or W) c hr o m os o m e  a c c u m ul at e m ut ati o ns, 
d el eti o ns, a n d i ns erti o ns of tr a ns p os a bl e el e m e nts, w hi c h ulti m at el y l e a d t o g e n e l oss ( B a c htr o g 
2 0 1 3 ). I n c ert ai n li n e a g es, s e x c hr o m os o m es ar e s u bj e ct t o c hr o m os o m al r e arr a n g e m e nts s u c h 
as f usi o ns, fissi o ns, tr a nsl o c ati o ns, a n d t ur n o v ers, c o nt ri b uti n g t o t h e e v ol uti o n ar y v ari ati o n 
o bs er v e d i n s e x c hr o m os o m e s yst e ms ( T o u ps a n d Vi c os o 2 0 2 5). O n e n ot a bl e e x a m pl e is t h e 
f or m ati o n of n e o-s e x c hr o m os o m e s, w hi c h m a y  r es ult fr o m f usi o ns b et w e e n s e x c hr o m os o m es 
a n d a ut os o m es or t hr o u g h t h e r e cr uit m e nt of B c hr o m os o m es, w h er e di s p e ns a bl e el e m e nt s ar e 
c o -o pt e d i nt o s e x -s p e cifi c r ol es. T h es e n e o -s e x c hr o m os o m es h a v e i n d e p e n d e ntl y e v ol v e d 
a cr oss v ari o us t a x a, i n cl u di n g m ulti pl e s p e ci es wit hi n t h e Dr os o p hil a g e n us ( B a c htr o g 2 0 1 3). 
T h e ti mi n g of r e c o m bi n ati o n s u p pr essi o n b et w e e n t h e s e gr e g ati n g c hr o m os o m es gi v es ris e t o 
disti n ct e v ol uti o n ar y str at a, off eri n g v al u a bl e i nsi g hts i nt o t h e d y n a mi cs of s e x c hr o m os o m e 
e v ol uti o n. F or i nst a n c e, i n D. al b o mi c a ns , n e o-Y g e n e e x pr essi o n d e cli n es wit hi n 0. 1 milli o n 
y e ar s . Aft er o n e milli o n y e ar s, t h e n e o-Y i n D. mir a n d a  e x hi bits s u bst a nti al g e n e d e c a y, wit h 
n e arl y 4 0 % of its g e n es disr u pt e d b y fr a m es hift m ut ati o ns or pr e m at ur e st o p c o d o ns, w hil e i n 
D. ps e u d o o bs c ur a , t h e n e o-Y h as l ost m ost of it s g e n es a n d b e c o m e l ar g el y h et er o c hr o m ati c 
aft er 1 5 milli o n y e ars, r es ulti n g i n a n ar c hit e ct ur e t h at cl os el y r es e m bl es t h at of t h e a n c estr al Y 
c hr o m os o m e i n  Dr os o p hil a  ( Vi c os o 2 0 1 9; B a c htr o g 2 0 1 3).  

N e o -s e x c hr o m os o m e s ar e r el ati v el y c o m m o n i n L e pi d o pt er a, wit h t h e m ost of t h e t a x a 
e x hi biti n g t h e p ut ati v e a n c estr al h a pl oi d k ar y ot y p e  ( n = 3 1) ( d e V os et al. 2 0 2 0). T h es e 
c hr o m os o m al r e arr a n g e m e nt s o c c ur m or e fr e q u e ntl y t h a n w o ul d b e e x p e ct e d b as e d o n a n ull 
m o d el (A n d ers o n et al. 2 0 2 0 ), wit h at l e ast 3 0 i n d e p e n d e nt Z f usi o ns d o c u m e nt e d ( Wri g ht et 
al. 2 0 2 4). W c hr o m os o m es h a v e ari s e n i n d e p e n d e ntl y o n m ulti pl e o c c asi o ns a cr oss v ari o us 
li n e a g es (Bl a c k m o n et al. 2 0 1 7) , u n d ers c ori n g t h eir d y n a mi c r ol e i n s e x c hr o m os o m e e v ol uti o n. 
T h e o c c urr e n c e a n d f u n cti o n al si g nifi c a n c e of t h es e c hr o m os o m es ar e n ot c o nsi st e nt a cr oss 
L e pi d o pt er a li n e a g es. F or i nst a n c e, n o d efi niti v e i n v ol v e m e nt of a W or n e o -W c hr o m os o m e 
i n s e x d et er mi n ati o n or r e pr o d u cti o n h as b e e n i d e ntifi e d i n S a mi a c y nt hi a  s u bs p e ci es ( Y os hi d o 
et al. 2 0 1 6) . C o n v ers el y, t h e W c hr o m os o m e i n t h e sil k w or m B o m b y x m ori c o nt ai ns t h e 
d o mi n a nt f e mi ni zi n g g e n e, F e m , w hi c h is cr u ci al f or pr o m oti n g f e m al e d ev el o p m e nt ( Ki u c hi 
et al. 2 0 1 4) . T h es e li n e a g e-s p e cifi c diff er e n c es i n di c at e t h at W a n d n e o -W c hr o m os o m es m a y 
u n d er g o disti n ct e v ol uti o n ar y p at h w a ys; h o w e v er, t h e br o a d er m ol e c ul ar a n d r e g ul at or y 
m e c h a nis m s dri vi n g t h eir e v ol uti o n r e m ai n l ar g el y u n e x pl or e d.   

M ol e c ul a r B asis of S e x u al Di m o r p his m  

M al es a n d f e m al es a cr oss n u m er o us s p e ci es oft e n e x hi bit stri ki n g diff er e n c es i n m or p h ol o g y, 
p h ysi ol o g y, a n d b e h a vi or d es pit e s h ari n g a n al m ost i d e nti c al g e n o m e ( P ars c h a n d Ell e gr e n 
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2 0 1 3) . I n s p e ci es wit h e n vir o n m e nt al s e x d et er mi n ati o n ( E S D), g e n eti c diff er e n c es b et w e e n 
t h e s e x es ar e c o m pl et el y a bs e nt. E v e n i n s yst e ms wit h g e n eti c s e x d et er mi n ati o n, t h e 
diff er e n c es m a y b e li mit e d t o a f e w g e n es o n a s e x -s p e cifi c c hr o m os o m e s u c h as t h e Y 
c hr o m os o m e i n m al e h et er o g a m et y or t h e W c hr o m os o m e i n f e m al e h et er o g a m et y. H o w d o 
s u c h pr of o u n d p h e n ot y pi c diff er e n c es ari s e b et w e e n t h e s e x es w h e n t h eir u n d erl yi n g g e n eti c 
m at eri al is l ar g el y si mil ar ?  G e n o m e -wi d e tr a ns cri pt o mi c st u di es a cr oss a br o a d r a n g e of t a x a 
i n cl u di n g n e m at o d es, i ns e cts, bir ds, a n d m a m m als, d e m o nstr at e a str o n g c orr el ati o n b et w e e n 
s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n a n d p att er ns of s e x u al di m or p his m, s u g g esti n g t h at g e n e e x pr essi o n 
pr ofil es m a y s er v e as m ol e c ul ar pr o xi es f or p h e n ot y pi c diff er e n c es b et w e e n t h e s e x es. I n bir ds, 
t h e ti ss u es e x hi biti n g gr e at er d e gr e es of s e x u al di m or p his m als o dis pl a y hi g h er l e v els of s e x-
bi as e d g e n e e x pr essi o n ( M a n k et al. 2 0 0 8). Si mil arl y, pr e vi o us st u di es i n Dr os o p hil a a n d bir ds 
h a v e s h o w n t h at diff er e n c es i n R N A a b u n d a n c e b et w e e n s e x es b e c o m e m or e pr o n o u n c e d wit h 
s u c c e ssi v e d e v el o p m e nt al st a g es  ( P err y et al. 2 0 1 4; M a n k et al. 2 0 1 0). 

T h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms u n d erl yi n g s e x u al di m or p his m ar e r e m ar k a bl y di v er s e a cr oss t h e 
a ni m al ki n g d o m, r a n gi n g fr o m s pli c e -b as e d, c ell -a ut o n o m o us s e x d et er mi n at i o n s yst e ms i n 
i ns e cts t o g o n a d-d e p e n d e nt h or m o n al si g n ali n g p at h w a ys i n m a m m als ( M c K e o w n 1 9 9 2). 
D es pit e t his m e c h a nisti c di v ersit y, m a n y of t h es e p at h w a ys c o n v er g e o n t h e tr a ns cri pti o n al 
a cti vit y of t h e  d o u bl es e x/ m a b -3 r el at e d  (D mrt ) f a mil y of g e n es, w hi c h pl a y a c e ntr al r ol e i n 
i niti ati n g s e x-s p e cifi c d e v el o p m e nt a cr oss a wi d e arr a y of a ni m al t a x a ( K o p p 2 0 1 2). D mrt  
g e n es f u n cti o n as k e y d e v el o p m e nt al r e g ul at ors, i nt e gr ati n g s p ati al, t e m p or al, a n d s e x -s p e cifi c 
c u es t o g ui d e c ells t o w ar d m al e or f e m al e f at es. I n i ns e cts, D mrt  g e n es o p er at e t hr o u g h a n 
alt er n ati v e s pli ci n g c as c a d e. T h e g e n e, d o u bl es e x ( ds x ), f or e x a m pl e, pr o d u c es s e x -s p e cifi c 
is of or ms t h at dri v e t h e diff er e nti ati o n of s e x u all y di m or p hi c tr ait s: t h e m al e-s p e cifi c is of or m 
pr o m ot es m al e tr ait d e v el o p m e nt w hil e r e pr essi n g f e m al e c h ar a ct eri sti cs, a n d vi c e v ers a f or t h e 
f e m al e-s p e cifi c is of or m ( K o p p 2 0 1 2). I n s o m e v ert e br at es, D mrt  g e n es m a y e v e n a ct as t h e 
pri m ar y s e x -d et er mi ni n g f a ct ors, hi g hli g hti n g t h eir e v ol uti o n ar y si g nif i c a n c e a n d f u n cti o n al 
v ers atilit y i n g o v er ni n g s e x u al diff er e nti ati o n a cr oss m et a z o a ns. E pi g e n eti c m o difi c ati o ns c a n 
als o m o d ul at e D mrt  g e n e a cti vit y d uri n g s e x d et er mi n ati o n. F or i nst a n c e, i n t urtl es wit h 
t e m p er at ur e-d e p e n d e nt s e x d et er mi n ati o n, D N A m et h y l ati o n at t h e d mrt 1  pr o m ot er i nfl u e n c es 
it s e x pr essi o n a n d c a n i n d u c e r e v ersi bl e s hifts i n s e x u al p h e n ot y p e ( G e et al. 2 0 1 8). H o w e v er, 
n ot all s e x -bi as e d g e n es ar e dir e ct t ar g ets of c a n o ni c al s e x -d et er mi n ati o n p at h w a ys. I nst e a d, 
t h e y m a y b e r e g ul at e d b y a dditi o n al m e c h a ni s ms i n v ol vi n g c hr o m ati n a c c essi bilit y, n o n -c o di n g 
R N As, D N A m et h yl ati o n, or hist o n e m o difi c ati o ns. I n D a p h ni a p ul e x , a s p e ci es i n w hi c h m al es 
a n d f e m al es s h ar e i d e nti c al g e n o m es, s e x -s p e cifi c e pi g e n eti c l a n ds c a p es c orr el at e wit h 
diff er e nti a l e x pr essi o n of g e n es ti e d t o b ot h p h ysi ol o gi c al tr aits ( e. g., m et a b oli s m a n d lif es p a n) 
a n d m or p h ol o gi c al f e at ur es ( e. g., a nt e n n a e a n d b o d y si z e) ( K vist et al. 2 0 2 0) . R e c e nt w or k o n 
t w o cl os el y r el at e d Dr os o p hil a  s p e ci es ( Dr os o p hil a m el a n o g ast e r  a n d Dr os o p hil a si m ul a ns ) 
h as s h e d li g ht o n t h e p ot e nti al r ol e of c hr o m ati n st at e i n r e g ul ati n g s e x -bi as e d g e n e e x pr es si o n, 
p arti c ul arl y t hr o u g h i nfl u e n c e of hist o n e m o difi c ati o ns ( N a n ni et al. 2 0 2 3). T his st u d y 
i n v esti g at e d t hr e e hist o n e m o difi c ati o ns; H 3 K 4 m e 3, ass oci at e d wit h tr a ns cri pti o n all y a cti v e or 
" o p e n " c hr o m ati n a n d H 3 K 2 7 m e 2/ H 3 K 2 7 m e 3, li n k e d t o r e pr essi v e or " cl os e d " c hr o m ati n. T h e 
fi n di n gs s u p p ort t h e “ O p e n i n S a m e S e x a n d/ or Cl os e d i n O p p osit e ” m o d el ( N a n ni et al. 2 0 2 3), 
a fr a m e w or k ori gi n all y i ntr o d u c e d b y Br o w n a n d B a c htr o g ( 2 0 1 4) ( Br o w n a n d B a c htr o g 2 0 1 4). 
T his m o d el s u g g ests t h at s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n is i nfl u e n c e d b y s e x -s p e cifi c c hr o m ati n 
a c c e ssi bilit y, w h er ei n g e n es r e m ai n e pi g e n eti c all y o p e n i n t h e s e x w h er e t h e y ar e a cti v el y 
tr a ns cri b e d ( N a n ni et al. 2 0 2 3) . N ot a bl y, t h e s c o p e of t his st u d y w as li mit e d t o t hr e e hist o n e 
m ar ks a n d f o c us e d s ol el y o n h e a d ti ss u e. A m or e e xt e nsi v e e pi g e n o mi c a n al ysis e n c o m p as si n g 
di v er s e ti ss u es, a br o a d er arr a y of hist o n e m o difi c ati o ns, a n d a wi d er v ari et y of s p e ci e s is 
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r e q uir e d t o c o m pr e h e nsi v el y e v al u at e s e x-s p e cifi c c hr o m ati n d y n a mi cs u n d erl yi n g m ol e c ul ar 
s e x u al di m or p hi s m.  

E pi g e n eti c R e g ul ati o n: Hist o n e M o difi c ati o ns a n d C h r o m ati n St r u ct u r e  

T h e t er m e pi g e n eti cs  w as first c oi n e d i n 1 9 4 2 b y C o nr a d W a d di n gt o n t o d e s cri b e f a ct ors 
aff e cti n g t h e i nt er a cti o n b et w e e n g e n es a n d t h eir pr o d u cts t h at r es ult i n p h e n ot y pi c c h a n g es 
( W a d di n gt o n 2 0 1 2). Wit h t h e d e v el o p m e nt of n e w m ol e c ul ar t e c h ni q u es, t h e d efi niti o n h as 
e x p a n d e d t o e n c o m p ass all c h e mi c al m o difi c ati o ns of D N A or h ist o n e pr ot ei ns wit hi n 
c hr o m ati n t h at ar e h erit a bl e t hr o u g h c ell di vi si o n. T h es e m o difi c ati o ns, w hi c h o c c ur wit h o ut 
alt eri n g t h e D N A s e q u e n c e, aff e ct g e n e e x pr e ssi o n b y r e g ul ati n g c hr o m ati n str u ct ur e a n d D N A 
a c c e ssi bilit y ( D e a ns a n d M a g g ert 2 0 1 5). I n m o d el  s p e ci es s u c h as h u m a ns, mi c e, a n d 
Dr os o p hil a , m aj or m e c h a nis ms i n cl u d e hist o n e m o difi c ati o ns, c hr o m ati n r e m o d eli n g, D N A 
m et h yl ati o n, a n d n o n -c o di n g R N As ( Gi b n e y a n d N ol a n 2 0 1 0; N è gr e et al. 2 0 1 1; D u n h a m et al. 
2 0 1 2). I n a d diti o n t o t h eir i n v ol v e m e nt i n tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n, e pi g e n eti c pr o c ess e s 
c o ntri b ut e t o t h e m ai nt e n a n c e of g e n o mi c st a bilit y ( F e n g a n d Ri d dl e 2 0 2 0).  
A c e ntr al f e at ur e of e pi g e n eti c r e g ul ati o n i n v ol v es t h e str u ct ur al or g a ni z ati o n of D N A wit hi n 
t h e n u cl e us. D N A is p a c k a g e d b y hist o n e pr ot ei n o ct a m ers t o f or m a n u cl e o pr ot ei n c o mpl e x 
k n o w n as c hr o m ati n . T h e f u n d a m e nt al s u b u nits of c hr o m ati n, k n o w n as n u cl e os o m es, c o m pris e 
1 4 7 b as e p airs of D N A c oil e d ar o u n d a c or e hist o n e o ct a m er t h at i n cl u d es p air e d H 2 A, H 2 B, 
H 3, a n d H 4 pr ot ei ns. N u cl e os o m es ar e li n k e d vi a str et c h es of li n k er D N A , f or mi n g a 
c o nti n u o us p ol y m er st a bili z e d b y t h e H 1 hist o n e pr ot ei n ( Q ui n a et al. 2 0 0 6). Criti c al pr o c ess es 
of t h e c ell s, i n cl u di n g r e pli c ati o n, tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n, D N A r e p air, r e c o m bi n ati o n, 
h et er o c hr o m ati n ass e m bl y a n d c hr o m os o m e c o n d e ns ati o n, r e l y o n h o w t h e c hr o m ati n str u ct ur e 
is or g a ni z e d ( K o u z ari d es 2 0 0 7). T his or g a ni z ati o n is m o d ul at e d b y p ost-tr a nsl ati o n al 
m o difi c ati o ns of t h e N -t er mi n al t ails of hist o n e pr ot ei ns, i n cl u di n g m et h yl ati o n, a c et yl ati o n, 
u bi q uiti n ati o n, s u m o yl ati o n, p h os p h or yl ati o n, a n d p ol y( A D P -ri b os yl ati o n) ( K o u z ari d es 2 0 0 7).  
T h er e ar e m or e t h a n 6 0 diff er e nt p ost -tr a nsl ati o n al m o difi c ati o ns t h at h a v e b e e n i d e ntifi e d i n 
t h e hist o n e t ails ( C h a n a n d M a z e 2 0 2 0). T h es e c o v al e nt m o difi c ati o ns c a n c h a n g e hist o n e 
c h ar g e, aff e cti n g c hr o m ati n str u ct ur e a n d D N A bi n di n g, or pr o vi d e sit es f or c hr o m ati n -
ass o ci at e d pr ot ei ns ( Q ui n a et al. 2 0 0 6). T h es e m o difi c ati o ns m a y f u n cti o n i n a n a nt a g o nisti c or 
s y n er gisti c m a n n er. C o ns er v e d l ysi n e r esi d u es o n t h e N -t er mi ni of H 3 a n d H 4 hist o n es ar e 
pri m ar y  m o difi c ati o n t ar g ets. Hist o n e a c et yl ati o n, w hi c h n e utr ali z es t h e p ositi v e c h ar g e of 
l ysi n es, w e a k e ns hist o n e-D N A i nt er a cti o ns a n d pr o m ot es a n o p e n c hr o m ati n st at e 
( e u c hr o m ati n), all o wi n g a c c e ss t o n u cl e as es a n d tr a ns cri pti o n f a ct ors f or g e n e e x pr essi o n  
( Ko u z ari d es 2 0 0 7). I n c o ntr ast, hist o n e m et h yl ati o n h as c o nt e xt -d e p e n d e nt eff e cts: m et h yl ati o n 
at c ert ai n r esi d u es ( e. g., H 3 K 4 m e 3) is ass o ci at e d wit h tr a ns cri pti o n al a cti v ati o n, w h er e as 
m et h yl ati o n at ot h er sit es ( e. g., H 3 K 9 m e 3, H 3 K 2 7 m e 3) pr o m ot es c hr o m ati n c o m p a cti o n 
( h et er o c hr o m ati n) a n d g e n e sil e n ci n g ( Ar n e y a n d Fis h er 2 0 0 4). H et er o c hr o m ati n is cl a ssifi e d 
as f a c ult ati v e, m ar k e d b y m o n o - a n d di -m et h yl ati o n of H 3/ H 4 t ails i n tr a ns cri pti o n all y i n a cti v e 
r e gi o ns, or c o nstit uti v e, f o u n d i n g e n e-p o or, r e p e at -ri c h r e gi o ns s u c h as p eri c e ntr o m er es, 
c e ntr o m er es, a n d s e x c hr o m os o m e s  ( Ar n e y a n d Fis h er 2 0 0 4; Q ui n a et al. 2 0 0 6).  

E pi g e n eti cs of D o s a g e C o m p e ns ati o n  

As g e n es ar e l ost fr o m d e g e n er ati n g ( n e o -) Y or W c hr o m os o m es, g e n e e x pr es si o n i m b al a n c es 
o c c ur i n X Y m al es or  Z W f e m al es, w h o ar e l eft wit h o nl y a si n gl e f u n cti o n al c o p y of X - or Z -
li n k e d g e n es, w hil e still r et ai ni n g t w o c o pi e s of a ut os o m al g e n es. T his i m b al a n c e is t h o u g ht t o 
b e d el et eri o us ( V eiti a 2 0 0 5), pr o m pti n g e v ol uti o n of m ol e c ul ar m e c h a nis ms t ar g eti n g t h e X or 
Z c hr o m os o m es t h at r est or e t h eir a n c estr al e x pr essi o n l e v els. T h e pri m ar y f u n cti o n of t h es e 
m e c h a nis m s is t o r est or e e q uili bri u m b et w e e n s e x c hr o m os o m e s a n d a ut os o m es ( a pr o c ess 



4  
 

t er m e d d os a g e c o m p e ns ati o n) as s u c h i m b al a n c es disr u pt g e n e n et w or ks a n d r e d u c e or g a nis m’s 
fit n ess, m a ki n g t h e m t ar g ets of str o n g n at ur al s el e cti o n. As a s e c o n d ar y c o ns e q u e n c e, t h e y als o 
e q u ali z e X - or Z -li n k e d g e n e e x pr essi o n b et w e e n m al es a n d f e m al es ( d os a g e b al a n c e), w hi c h 
li k el y e v ol v es i n dir e ctl y. I n s o m e s p e ci es, d os a g e c o m p e ns ati o n e v ol v e d t o aff e ct t h e e ntir e 
c hr o m os o m e. H o w e v er , p arti al d os a g e c o m p e ns ati o n e xists i n s o m e cl a d es, w h er e g e n e-b y -
g e n e d os a g e b al a n ci n g b et w e e n t h e s e x es o c c urs f or d os a g e -s e nsiti v e g e n es, b ut ot h er X/ Z -
s p e cifi c g e n es r e m ai n e x pr e ss e d at diff er e nt l e v els ( G u a n d W alt ers 2 0 1 7). Alt h o u g h Z W s e x -
d et er mi n ati o n s yst e ms ar e c o m m o n a m o n g a ni m als, t h eir m ol e c ul ar a n d e v ol uti o n ar y d y n a mi cs 
ar e n ot w ell u n d erst o o d. M ost i nsi g hts a b o ut d os a g e c o m p e ns ati o n c o m es fr o m X Y s yst e m 
st u di es, a n d e ar l y Z W r es e ar c h h as t y pi c all y r e p ort e d o nl y p arti al, g e n e -s p e cifi c c o m p e ns ati o n. 
T his l e d t o t h e b eli ef t h at gl o b al d os a g e c o m p e ns ati o n is r ar e or r estri ct e d t o a hi g hl y d os a g e -
s e nsiti v e g e n es i n Z W s yst e ms ( Zi m m er et al. 2 0 1 6). H o w e v er, r e c e nt st u di es a cr oss di v er s e 
t a x a i n cl u di n g m o n ar c h b utt erfli es ( G u et al. 2 0 1 9), fr e e l ar v al c er c ari a e of bl o o d fl u k es 
S c hist os o m a m a ns o ni  ( Pi c ar d et al. 2 0 1 9), a n d s oft s h ell t urtl es  A p al o n e s pi nif er a  ( Bist a et al. 
2 0 2 1)  s h o w gl o b al d os a g e c o m p e ns ati o n, c h all e n gi n g pr e vi o u s ass u m pti o ns a n d s u g g esti n g 
gr e at er e v ol uti o n ar y di v ersit y i n Z W s yst e ms . Still, i m p ort a nt s u btl eti es r e m ai n: i n S. m a ns o ni , 
t h er e ar e c o nsist e nt m al e -bi as e d e x pr essi o n of Z -li n k e d g e n es, a p att er n o n c e i nt er pr et e d as 
e vi d e n c e a g ai nst a gl o b al m e c h a nis m; a n d i n A. s pi nif er a , d os a g e c o m p e ns ati o n a p p e ar s t o 
o p er at e o nl y u n d er c ert ai n e n vir o n m e nt al c o n diti o ns.  
T hr e e pri m ar y m e c h a nis ms of c hr o m os o m e -wi d e d os a g e c o m p e ns ati o n h a v e b e e n d es cri b e d: 
(i) i n a cti v ati o n of t h e e ntir e X/ Z c hr o m os o m e i n t h e h o m o g a m eti c s e x, as o bs er v e d i n 
m a m m al s; (ii) r e d u c e d tr a ns cri pti o n fr o m b ot h X/ Z c hr o m os o m es b y h alf i n t h e h o m o g a m eti c 
s e x, e x e m plifi e d b y C a e n or h a b ditis el e g a ns  ( L a u a n d Cs a n k o vs z ki 2 0 1 5); a n d (iii) 
u pr e g ul ati o n of g e n e e x pr essi o n i n t h e h et er o g a m eti c s e x, as s e e n i n Dr os o p hil a . M e c h a nis ms 
i n v ol vi n g d o w nr e g ul ati o n of t h e X/ Z c hr o m os o m e i n t h e h o m o g a m eti c s e x r e m ai n i ntri g ui n g. 
O h n o pr o p os e d a t w o -st e p e v ol uti o n ar y pr o c ess f or s u c h m e c h a nis ms: i niti all y, t h e 
u pr e g ul ati o n of X ( or Z) e x pr essi o n o c c ur s i n a n o n -s e x -s p e c ifi c m a n n er t o r est or e a n c estr al 
e x pr essi o n l e v els i n t h e h et er o g a m eti c s e x; s u bs e q u e ntl y, d o w nr e g ul ati o n of X/ Z i n t h e 
h o m o g a m eti c s e x c o m p e ns at e s f or a n y e x c es s e x pr es si o n, t h er e b y e q u ali zi n g g e n e e x pr essi o n 
b et w e e n m al es a n d f e m al es ( B. C h arl es w ort h 1 9 9 6).  
D os a g e c o m p e ns ati o n is ass o ci at e d wit h c hr o m ati n str u ct ur al c h a n g es, w hi c h m a y i n v ol v e 
D N A m et h yl ati o n, n o n -c o di n g R N As, a n d p ost -tr a nsl ati o n al hist o n e m o difi c ati o ns. I n 
m a m m al s, r a n d o m i n a cti v ati o n of t h e X-c hr o m os o m e i n f e m al e s is r e g ul at e d b y t h e g e n e Xist  
(X  i n a cti v e-s p e cifi c tr a ns cri pt). Xist  pr o d u c es a l o n g n o n -c o di n g R N A t h at i niti at es X sil e n ci n g 
b y r e cr uiti n g v ari o us c o m pl e x es a n d f a ct ors t h at m o dif y t h e c hr o m ati n str u ct ur e ( Br o c k d orff et 
al. 2 0 2 0) . T h e r es ulti n g e pi g e n eti c c h a n g es i n cl u d e D N A m et h yl ati o n at C p G pr o m ot ers, 
r e d u cti o ns i n tr a ns cri pti o n-ass o ci at e d hist o n e m ar ks ( H 3 K 9 a c, H 3 K 4 m e 1), a n d i n cr e as e d 
e nri c h m e nt of r e pr essi v e m ar ks ( H 3 K 2 7 m e 3, H 2 A K 1 1 9 U b) o n t h e i n a cti v at e d X c hr o m os o m e 
i n f e m al es ( M u yl e et al. 2 0 2 1). I n Dr os o p hil a m el a n o g ast er,  t h e m ale X  c hr o m os o m e 
u n d er g o es gl o b al h y p er a c et yl ati o n, m ar k e d b y i n cr e as e d H 4 K 1 6 a c hist o n e m o difi c ati o n  
( C o nr a d a n d A k ht ar 2 0 1 2). T his c h a n g e is m e di at e d b y t h e M al e-S p e cifi c L et h al ( M S L) 
c o m pl e x, c o m p os e d of at l e ast fi v e c or e pr ot ei ns; M S L -1, M S L -2, M S L -3, M al el es s ( M L E), 
a n d M al es a bs e nt o n t h e First ( M O F) al o n g wit h t w o n o n c o di n g R N As, r o X 1 a n d r o X 2 
( M U K H E RJ E E a n d B E E R M A N N 1 9 6 5). F u n cti o n al disr u pti o n of M S L c o m pl e x c o m p o n e nts 
r es ults i n i m p air e d d e v el o p m e nt or l et h alit y ( B el ot e a n d L u c c h esi 1 9 8 0). T h e pr o c ess of M S L-
m e di at e d d os a g e c o m p e ns ati o n i n Dr os o p hil a  pr o c e e ds i n t w o st a g es. I niti all y, t h e c o m pl e x is 
r e cr uit e d t o hi g h-affi nit y e ntr y sit es o n t h e X c hr o m os o m e t h at ar e c h ar a ct eri z e d b y G A -ri c h 
D N A m otifs ( Al e ks e y e n k o et al. 2 0 0 8). S u bs e q u e ntl y, t h e c o m pl e x s pr e a ds t o a cti v el y 
tr a ns cri b e d r e gi o ns a cr oss t h e X c hr o m os o m e. T his s pr e a di n g is f a cilit at e d b y H 3 K 3 6 
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tri m et h yl ati o n, a hist o n e m o difi c ati o n m ar ki n g a cti v e c hr o m ati n ( L ars c h a n et al. 2 0 0 7), a n d b y 
t hr e e-di m e nsi o n al i nt er a cti o ns b et w e e n e ntr y sit es a n d ot h er a cti v e X -li n k e d l o ci ( S c h a u er et 
al. 2 0 1 7) . T hr o u g h t his distri b uti o n, t h e M S L c o m pl e x u pr e g ul at es g e n e e x pr essi o n a cr oss t h e 
m al e X c hr o m os o m e b y m o dif yi n g c hr o m a ti n str u ct ur e, s p e cifi c all y t hr o u g h a c et yl ati o n of 
hist o n e H 4 at l ysi n e 1 6 ( H 4 K 1 6 a c), w hi c h is ass o ci at e d wit h c hr o m ati n d e c o m p a cti o n a n d 
i n cr e as e d tr a ns cri pti o n al a cti vit y ( A k ht ar a n d B e c k er 2 0 0 0). Si mil arl y, i n gr e e n a n ol e li z ar ds, 
m al e -s p e cifi c c hr o m ati n m a c hi n er y e nri c h es H 4 K 1 6 a c a cr oss X -li n k e d g e n es f or t w o-f ol d 
u pr e g ul ati o n ( M ari n et al. 2 0 1 7). I n A n o p h el e s g a m bi a e , h o w e v er, u pr e g ul ati o n of t h e m al e X 
is m e di at e d b y t h e S O A/ 0 0 7 g e n e ( K alit a et al. 2 0 2 3; Kr z y wi ns k a et al. 2 0 2 3), w hi c h li k el y 
f u n cti o ns as a tr a ns cri pti o n f a ct or b y bi n di n g dir e ctl y t o t h e pr o m ot er r e gi o ns of t h e d os a g e 
c o m p e ns at e d X -li n k e d g e n es ( T o u ps a n d Vi c os o 2 0 2 5). I n m o n ar c h b utt erfli es, b ot h t h e 
a n c estr al Z c hr o m os o m e a n d t h e m or e r e c e ntl y e v ol v e d n e o -Z c hr o m os o m e (f or m e d b y a f us i o n 
e v e nt b et w e e n t h e a n c estr al Z a n d a n a ut os o m al c hr o m os o m e) e x hi bit e d t w o disti n ct 
m e c h a nis ms of d os a g e c o m p e ns ati o n . S p e cifi c all y, t h e n e o-Z r e gi o n dis pl a ys a t w o -f ol d 
i n cr e as e i n tr a ns cri pti o n i n f e m al es, c orr el at e d wit h el e v at e d l e v els of H 4 K 1 6 a c, a p att er n 
a n al o g o us t o t h at o bs er v e d i n Dr os o p hil a. C o n v ers el y, g e n es l o c at e d o n t h e a n c estr al Z ar e 
tr a ns cri pti o n all y r e pr ess e d i n m al es ( u n k n o w n m ol e c ul ar m e c h a nis m) a n d s h o w r e d u c e d 
H 4 K 1 6 a c e nri c h m e nt, mirr ori n g n e m at o d e -li k e d os a g e c o m p e ns ati o n p att er ns r e p ort e d i n ot h er 
L e pi d o pt er a n s p e ci es ( G u et al. 2 0 1 9).  

I n t his t h esis, w e g e n er at e d g e n o mi c r es o ur c es f or t w o Z W s e x -d et er mi ni n g s p e ci es, Art e mi a 
fr a n cis c a n a a n d C a m er ari a o hri d ell a , t o i n v esti g at e t h e e v ol uti o n a n d r e g ul ati o n of s e x 
c hr o m os o m es. W e e x a mi n e d t h e d y n a mi cs of s e x c hr o m os o m e diff er e nti ati o n a n d t h e e xt e nt 
of d os a g e c o m p e ns ati o n f oll o wi n g g e n e l oss i n t h e h et er o g a m eti c s e x. W e f urt h er e x pl or e d 
c hr o m ati n -b as e d m e c h a nis m s of d os a g e c o m p e ns ati o n, i n cl u di n g t h e r ol e of hist o n e 
m o difi c ati o ns i n r e g ul ati n g s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n. O ur a n al ys es als o r e v e al e d t h at t h e A. 
fr a n cis c a n a g e n o m e is hi g hl y r e p etiti v e, wit h m a n y g e n es c o nt ai ni n g i ntr o ni c tr a ns p os a bl e 
el e m e nts, a n d t h a t hist o n e m o difi c ati o ns ass o ci at e d wit h c o nstit uti v e h et er o c hr o m ati n ar e 
e nri c h e d at t h es e g e n es, c orr el ati n g wit h t h eir e x pr essi o n l e v els.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6  
 

R ef e r e n c es:  
A k ht ar, Asif a, a n d P et er B B e c k er. 2 0 0 0. “ A cti v ati o n of T r a ns cri pti o n t hr o u g h Hist o n e H 4 

A c et yl ati o n b y M O F, a n A c et yltr a nsf er as e Ess e nti al f or D os a g e C o m p e ns ati o n i n 
Dr os o p hil a. ” M ol e c ul ar C ell  5 ( 2): 3 6 7 – 7 5. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 1 0 9 7 -
2 7 6 5( 0 0) 8 0 4 3 1 -1.  

Al e ks e y e n k o, Art y o m A., S h o u y o n g P e n g, Eri c a L ars c h a n, et al. 2 0 0 8. “ A S e q u e n c e M otif 
wit hi n C hr o m ati n E ntr y Sit es Dir e cts M S L Est a blis h m e nt o n t h e Dr os o p hil a X 
C hr o m os o m e. ” C ell  1 3 4 ( 4): 5 9 9 – 6 0 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6 /j. c ell. 2 0 0 8. 0 6. 0 3 3. 

A n d ers o n, N. W., Hj el m e n, C. E., & Bl a c k m o n, H. ( 2 0 2 0). “ T h e pr o b a bilit y of f usi o ns j oi ni n g  
s e x c hr o m os o m es a n d a ut os o m es. ” Bi ol o g y l ett ers , 1 6 ( 1 1), 2 0 2 0 0 6 4 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/rs bl. 2 0 2 0. 0 6 4 8  

Ar n e y, K at h ari n e L., a n d A m a n d a G. Fis h er. 2 0 0 4. “ E pi g e n eti c As p e cts of Diff er e nti ati o n. ” 
J o ur n al  of  C ell  S ci e n c e  ( E n gl a n d)  1 1 7  ( Pt  1 9):  4 3 5 5– 6 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 2 4 2/j cs. 0 1 3 9 0.  

B a c htr o g, D ori s. 2 0 1 3 . “ Y-C hr o m os o m e  E v ol uti o n: E m er gi n g I nsi g hts i nt o Pr o c ess es of Y -
C hr o m os o m e D e g e n er ati o n. ” N at ur e R e vi e ws. G e n eti cs  ( E n gl a n d) 1 4 ( 2): 1 1 3– 2 4. 
htt ps :// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ nr g 3 3 6 6. 

B a c htr o g, D ori s, M ar k Kir k p atri c k, J u dit h E. M a n k, et al. 2 0 1 1. “ Ar e All S e x C hr o m os o m es 
Cr e at e d E q u al ? ” Tr e n ds i n G e n eti cs : TI G  ( E n gl a n d) 2 7 ( 9): 3 5 0– 5 7. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti g. 2 0 1 1. 0 5. 0 0 5.  

B el ot e, J o h n M, a n d J o h n C L u c c h esi. 1 9 8 0. “ M A L E -S P E CI FI C L E T H A L M U T A TI O N S O F 
D R O S O P HI L A  M E L A N O G A S T E R. ” G e n eti cs  9 6  ( 1):  1 6 5 – 8 6. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ g e n eti cs/ 9 6. 1. 1 6 5.  

Bist a, B as a nt a, Z hi qi a n g W u, R o b ert Lit er m a n, a n d Ni c ol e V al e n z u el a. 2 0 2 1. 
“ T h er m os e nsiti v e S e x C hr o m os o m e D os a g e C o m p e ns ati o n i n Z Z/ Z W S ofts h ell 
T urtl es, A p al o n e S pi nif er a. ” P hil os o p hi c al Tr a ns a cti o ns of t h e R o y al S o ci et y of 
L o n d o n. S eri es B, Bi ol o gi c al S ci e n c es  ( E n gl a n d) 3 7 6 ( 1 8 3 3): 2 0 2 0 0 1 0 1. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/rst b. 2 0 2 0. 0 1 0 1.  

Bl a c k m o n, H e at h, L a ur a R oss, a n d D oris B a c htr o g. 2 0 1 7. “ S e x D et er mi n ati o n, S e x 
C hr o m os o m es, a n d K ar y ot y p e E v ol uti o n i n I ns e cts. ” T h e J o ur n al of H er e dit y  ( U nit e d 
St at es) 1 0 8 ( 1): 7 8 – 9 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/j h er e d/ es w 0 4 7.  

Br o c k d orff, N eil, J os e p h S. B o w n ess, a n d G uif e n g W ei. 2 0 2 0. “ Pr o gr ess t o w ar d U n d erst a n di n g 
C hr o m os o m e Sil e n ci n g b y Xist R N A. ” G e n es & D e v el o p m e nt  ( U nit e d St at es) 3 4 ( 1 1–
1 2): 7 3 3 – 4 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ g a d. 3 3 7 1 9 6. 1 2 0.  

Br o w n, E mil y J., a n d D oris B a c htr o g. 2 0 1 4. “ T h e C hr o m ati n L a n ds c a p e of Dr os o p h il a: 
C o m p ari s o ns b et w e e n S p e ci es, S e x es, a n d C hr o m os o m es. ” G e n o m e R es e ar c h  ( U nit e d 
St at es) 2 4 ( 7): 1 1 2 5 – 3 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 7 2 1 5 5. 1 1 4.  

C h a n, J e n nif er C., a n d I a n M a z e. 2 0 2 0. “ N ot hi n g Is Y et S et i n ( Hi) St o n e: N o v el P ost -
Tr a nsl ati o n al M o difi c ati o ns R e g ul ati n g C hr o m ati n F u n cti o n. ” Tr e n ds i n Bi o c h e mi c al 
S ci e n c es  ( E n gl a n d) 4 5 ( 1 0): 8 2 9– 4 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti bs. 2 0 2 0. 0 5. 0 0 9.  

C h arl e s w ort h, B. 1 9 9 6. “ T h e E v ol uti o n of C hr o m os o m al S e x D et er mi n ati o n a n d D os a g e 
C o m p e ns ati o n. ” C urr e nt  Bi ol o g y :  C B  ( E n gl a n d)  6  ( 2):  1 4 9– 6 2. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/s 0 9 6 0 -9 8 2 2( 0 2) 0 0 4 4 8 -7.  

C h arl e s w ort h, D., B. C h arl e s w ort h, a n d G. M ar ais. 2 0 0 5. “ St e ps i n t h e E v ol uti o n of 
H et er o m or p hi c S e x C hr o m os o m es. ” H er e dit y  ( E n gl a n d) 9 5 ( 2): 1 1 8– 2 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/sj. h d y. 6 8 0 0 6 9 7.  

C o nr a d, T h o m as, a n d Asif a A k ht ar. 2 0 1 2. “ D os a g e C o m p e ns ati o n i n Dr os o p hil a M e l a n o g ast er: 
E pi g e n eti c Fi n e -T u ni n g of C hr o m os o m e -Wi d e Tr a ns cri pti o n. ” N at ur e R e vi e ws 
G e n eti cs  1 3 ( 2): 1 2 3 – 3 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ nr g 3 1 2 4.  

https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz


7  
 

D e a ns, C arri e, a n d K eit h A. M a g g ert. 2 0 1 5. “ W h at D o  Y o u M e a n, ‘ E pi g e n eti c’ ? ” G e n eti cs  
( U nit e d St at es) 1 9 9 ( 4): 8 8 7– 9 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 5 3 4/ g e n eti cs. 1 1 4. 1 7 3 4 9 2.  

Di c ks o n, B arr y J. 2 0 0 8. “ Wir e d f or S e x: T h e N e ur o bi ol o g y of Dr os o p hil a M ati n g D e c isi o ns. ” 
S ci e n c e  3 2 2 ( 5 9 0 3): 9 0 4 – 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 1 5 9 2 7 6.  

D u n h a m, I a n, A ns h ul K u n d aj e, S h ell e y F. Al dr e d, et al. 2 0 1 2. “ A n I nt e gr at e d E n c y cl o p e di a of 
D N A El e m e nts i n t h e H u m a n G e n o m e. ” N at ur e  4 8 9 ( 7 4 1 4): 5 7 – 7 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 1 2 4 7.  

F e n g, J usti n a X., a n d Ni c ol e C. Ri d dl e. 2 0 2 0. “ E pi g e n eti cs a n d G e n o m e St a bilit y. ” M a m m ali a n 
G e n o m e : Offi ci al J o ur n al of t h e I nt er n ati o n al M a m m ali a n G e n o m e S o ci et y  ( U nit e d 
St at es) 3 1 ( 5 – 6): 1 8 1 – 9 5. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 3 3 5 -0 2 0 -0 9 8 3 6 -2.  

G e, C h uti a n , Ji a n Y e, C eri W e b er, et al. 2 0 1 8. “ T h e Hist o n e D e m et h yl as e K D M 6 B R e g ul at es 
T e m p er at ur e -D e p e n d e nt S e x D et er mi n ati o n i n a T urtl e S p e ci es. ” S ci e n c e  3 6 0 ( 6 3 8 9): 
6 4 5 – 4 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. a a p 8 3 2 8.  

Gi b n e y, E. R., a n d C. M. N ol a n. 2 0 1 0. “ E pi g e n eti cs a n d G e n e E x pr essi o n. ” H er e dit y  ( E n gl a n d) 
1 0 5 ( 1): 4 – 1 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ h d y. 2 0 1 0. 5 4.  

G u, Li u qi, P atri c k F. R eill y, J a m e s J. L e wis, R o b ert D. R e e d, P et er A n d olf att o, a n d J a m es R. 
W alt ers. 2 0 1 9. “ Di c h ot o m y of D os a g e C o m p e ns ati o n al o n g t h e N e o Z C hr o m os o m e of 
t h e  M o n ar c h  B utt erfl y. ” C urr e nt  Bi ol o g y  2 9  ( 2 3):  4 0 7 1 -4 0 7 7. e 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 9. 0 9. 0 5 6.  

G u, Li u qi, a n d J a m es R W alt ers. 2 0 1 7. “ E v ol uti o n of S e x C hr o m os o m e D os a g e C o m p e ns ati o n 
i n A ni m als: A B e a utif ul T h e or y, U n d er mi n e d b y F a cts a n d B e d e vil e d b y D et ails. ” 
G e n o m e Bi ol o g y a n d E v ol uti o n  9 ( 9): 2 4 6 1 – 7 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ g b e/ e v x 1 5 4.  

K alit a, A g at a I z a b el a, Eri c M ar ois, M a g d al e n a K o zi els k a,  et al. 2 0 2 3. “ T h e S e x -S p e cifi c F a ct or 
S O A C o ntr ol s D os a g e C o m p e ns ati o n i n A n o p h el es M os q uit o es. ” N at ur e  6 2 3 ( 7 9 8 5): 
1 7 5 – 8 2. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6 -0 2 3 -0 6 6 4 1 -0.  

Ki u c hi, T a k as hi, Hi k ar u K o g a, M u n et a k a K a w a m ot o, et al. 2 0 1 4. “ A Si n gl e F e m al e -S p e cifi c 
pi R N A Is t h e Pri m ar y D et er mi n er of S e x i n t h e Sil k w or m. ” N at ur e  ( E n gla n d) 5 0 9 
( 7 5 0 2): 6 3 3– 3 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 3 3 1 5.  

K o p p, Art y o m. 2 0 1 2. “ D mrt G e n es i n t h e D e v el o p m e nt a n d E v ol uti o n of S e x u al Di m or p his m. ” 
Tr e n ds  i n  G e n eti cs :  TI G  ( E n gl a n d)  2 8  ( 4):  1 7 5– 8 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti g. 2 0 1 2. 0 2. 0 0 2.  

K o u z ari d es, T o n y. 2 0 0 7. “ C hr o m ati n M o difi c ati o ns a n d T h eir F u n cti o n. ” C ell  ( U nit e d St at es) 
1 2 8 ( 4): 6 9 3 – 7 0 5. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 0 7. 0 2. 0 0 5.  

Kr z y wi ns k a, El z bi et a, P a ol o Ri b e c a, L u c a F err etti, A n dr e w H a m m o n d, a n d J ar osl a w 
Kr z y wi ns ki. 2 0 2 3. “ A N o v el F a ct or M o d ul ati n g X C hr o m os o m e D os a g e C o m p e ns ati o n 
i n  A n o p h el es. ” C urr e nt  Bi ol o g y  3 3  ( 2 1):  4 6 9 7 -4 7 0 3. e 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 2 3. 0 9. 0 0 1.  

K vist, J o u ni, C a mil a G o n ç al v es At h a n àsi o, Mi c h a el E. Pfr e n d er, J a m es B. Br o w n, J o h n K. 
C ol b o ur n e, a n d L e d a Mir b a h ai. 2 0 2 0. “ A C o m pr e h e nsi v e E pi g e n o mi c A n al ysi s of 
P h e n ot y pi c all y Disti n g u is h a bl e, G e n eti c all y I d e nti c al F e m al e a n d M al e D a p h ni a 
P ul e x. ” B M C G e n o mi cs  2 1 ( 1): 1 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 6 4 -0 1 9 -6 4 1 5 -5.  

L a u, Al yss a C., a n d G y ör g yi Cs a n k o vs z ki. 2 0 1 5. “ B al a n ci n g u p a n d D o w nr e g ul ati o n of t h e C. 
El e g a ns X C hr o m os o m es. ” C urr e nt O pi ni o n i n G e n eti cs & D e v el o p m e nt  ( E n gl a n d) 3 1 
( A pril): 5 0– 5 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. g d e. 2 0 1 5. 0 4. 0 0 1.  

M a n k, J u dit h E., Li n a H ulti n -R os e n b er g, M att h e w T. W e bst er, a n d H a ns Ell e gr e n. 2 0 0 8. “ T h e 
U ni q u e G e n o mi c Pr o p erti es of S e x -Bi as e d G e n es: I nsi g hts fr o m A vi a n Mi cr o arr a y 
D at a. ” B M C G e n o mi cs  ( E n gl a n d) 9 ( M ar c h): 1 4 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 1-2 1 6 4 -
9 -1 4 8.  

M a n k, J u dit h E., Ki w o o n g N a m, Bj ör n Br u nstr ö m, a n d H a ns Ell e gr e n. 2 0 1 0. “ O nt o g e n eti c 

https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz


8  
 

C o m pl e xit y of S e x u al Di m or p his m a n d S e x -S p e cifi c S el e cti o n. ” M ol e c ul ar Bi ol o g y 
a n d E v ol uti o n  2 7 ( 7): 1 5 7 0 – 7 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ m s q 0 4 2.  

M ari n, R a y, Di e g o C ort e z, Fr a n c es c o L a m a n n a, et al. 2 0 1 7. “ C o n v er g e nt Ori gi n ati o n of a 
Dr os o p hil a -li k e D os a g e C o m p e ns ati on M e c h a nis m i n a R e ptil e Li n e a g e. ” G e n o m e 
R es e ar c h  ( U nit e d St at es) 2 7 ( 1 2): 1 9 7 4– 8 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ gr. 2 2 3 7 2 7. 1 1 7.  

M c K e o w n,  Mi c h a el. 1 9 9 2. “ S e x Diff er e nti ati o n: T h e R ol e of Alt er n ati v e S pli ci n g. ” C urr e nt 
O pi ni o n i n G e n eti cs & D e v el o p m e nt  2 ( 2): 2 9 9 – 3 0 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 9 5 9 -
4 3 7 X( 0 5) 8 0 2 8 8 -6.  

M U K H E RJ E E, A R D H E N D U S., a n d W. B E E R M A N N. 1 9 6 5. “ S y nt h esis of Ri b o n u cl ei c A ci d 
b y t h e X -C hr o m os o m es of Dr os o p hil a M el a n o g ast er a n d t h e Pr o bl e m of D os a g e 
C o m p e ns ati o n. ” N at ur e  2 0 7 ( 4 9 9 8): 7 8 5 – 8 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ 2 0 7 7 8 5 a 0.  

M u yl e, Ali n e, D oris B a c htr o g, G a bri el A. B. M ar ais, a n d J a m es M. A. T ur n er. 2 0 2 1. 
“ E pi g e n eti cs Dri v e t h e E v ol uti o n of S e x C hr o m os o m es i n A ni m als a n d Pl a nt s. ” 
P hil os o p hi c al Tr a ns a cti o ns of t h e R o y al S o ci et y B: Bi ol o gi c al S ci e n c es  3 7 6 ( 1 8 2 6): 
2 0 2 0 0 1 2 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/rst b. 2 0 2 0. 0 1 2 4.  

N a n ni, A d al e n a V,  N at ali e M arti n e z, Rit a Gr a z e, et al. 2 0 2 3. “ S e x -Bi as e d E x pr essi o n Is 
Ass o ci at e d Wit h C hr o m ati n St at e i n Dr os o p hil a M el a n o g ast er a n d Dr os o p hil a 
Si m ul a ns. ” M ol e c ul ar  Bi ol o g y  a n d  E v ol uti o n  4 0  ( 5):  ms a d 0 7 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ ms a d 0 7 8.  

N è gr e, Ni c ol as, C hrist o p h er D. Br o w n, Liji a M a, et al. 2 0 1 1. “ A Cis -R e g ul at or y M a p of t h e 
Dr os o p hil a  G e n o m e. ” N at ur e  ( E n gl a n d)  4 7 1  ( 7 3 3 9):  5 2 7– 3 1. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 9 9 9 0.  

P ars c h, J o h n, a n d H a ns Ell e gr e n. 2 0 1 3. “ T h e E v ol uti o n ar y C a us es a n d C o ns e q u e n c es of S e x -
Bi as e d G e n e E x pr essi o n. ” N at ur e R e vi e ws G e n eti cs  1 4 ( 2): 8 3 – 8 7. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ nr g 3 3 7 6.  

P err y, J e n nif er C., P et er W. H arris o n, a n d J u dit h E. M a n k. 2 0 1 4. “ T h e O nt o g e n y a n d E v ol uti o n 
of S e x -Bi as e d G e n e E x pr essi o n i n Dr os o p hil a M el a n o g ast er. ” M ol e c ul ar Bi ol o g y a n d 
E v ol uti o n  ( U nit e d St at es) 3 1 ( 5): 1 2 0 6– 1 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ m s u 0 7 2.  

Pi c ar d, M ari o n A. L., B e atri z Vi c os o, D a vi d R o q uis, et al. 2 0 1 9. “ D os a g e C o m p e ns ati o n 
t hr o u g h o ut t h e S c hist os o m a M a ns o ni Lif e c y cl e: S p e cifi c C hr o m ati n L a n ds c a p e of t h e 
Z C hr o m os o m e. ” G e n o m e Bi ol o g y a n d E v ol uti o n  ( E ngl a n d) 1 1 ( 7): 1 9 0 9 – 2 2. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ g b e/ e v z 1 3 3.  

Q ui n a, A. S., M. B us c h b e c k, a n d L. Di Cr o c e. 2 0 0 6. “ C hr o m ati n Str u ct ur e a n d E pi g e n eti cs. ” 
Bi o c h e mi c al  P h ar m a c ol o g y  ( E n gl a n d)  7 2  ( 1 1):  1 5 6 3– 6 9. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. b c p. 2 0 0 6. 0 6. 0 1 6.  

S c h a u er, T a m ás, Y a d G h a vi‐ H el m, T o m S e xt o n, et al. 2 0 1 7. “ C hr o m os o m e T o p ol o g y G ui d es 
t h e Dr os o p hil a D os a g e C o m p e ns ati o n C o m pl e x f or T ar g et G e ne A cti v ati o n. ” E M B O 
R e p orts  1 8 ( 1 0): 1 8 5 4 – 6 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 5 2 5 2/ e m br. 2 0 1 7 4 4 2 9 2.  

T o u ps, M eliss a A., a n d B e atri z Vi c os o. 2 0 2 5. “I ns e ct S e x C hr o m os o m e E v ol uti o n: 
C o ns er v ati o n, T ur n o v er, a n d M e c h a nis ms of D os a g e C o m p e ns ati o n. ” C urr e nt O pi ni o n 
i n I ns e ct S ci e n c e, J ul y 1 2, 1 0 1 4 1 1. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c ois. 2 0 2 5. 1 0 1 4 1 1.  

V eiti a, R ei n er A. 2 0 0 5. “ G e n e D os a g e B al a n c e: D el eti o ns, D u pli c ati o ns a n d D o mi n a n c e. ” 
Tr e n ds  i n  G e n eti cs :  TI G  ( E n gl a n d)  2 1  ( 1):  3 3– 3 5. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti g. 2 0 0 4. 1 1. 0 0 2.  

Vi c os o, B e atri z. 2 0 1 9. “ M ol e c ul ar a n d E v ol uti o n ar y D y n a mi cs of A ni m al S e x -C hr o m os o m e 
T ur n o v er. ” N at ur e  E c ol o g y  &  E v ol uti o n  3  ( 1 2):  1 6 3 2 – 4 1. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 5 9 -0 1 9 -1 0 5 0 -8.  

V os, J urri a a n M. d e, H a n n a h A u g ustij n e n, Li vi o B äts c h er, a n d K a y L u c e k. 2 0 2 0. “ S p e ci ati o n 
t hr o u g h C hr o m os o m al F usi o n a n d Fissi o n i n L e pi d o pt er a. ” P hil os o p hi c al Tr a ns a cti o ns 

https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz


9  
 

of t h e R o y al S o ci et y B: Bi ol o gi c al S ci e n c es  3 7 5 ( 1 8 0 6): 2 0 1 9 0 5 3 9. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/rst b. 2 0 1 9. 0 5 3 9.  

W a d di n gt o n, C. H. 2 0 1 2. “ T h e E pi g e n ot y p e. 1 9 4 2. ” I nt er n ati o n al J o ur n al of E pi d e mi ol o g y 
( E n gl a n d) 4 1 ( 1): 1 0– 1 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ij e/ d yr 1 8 4.  

Wri g ht, C h arl ott e J., L e wis St e v e ns, Al e x a n d er M a c ki nt os h, M ar a L a w ni c z a k, a n d M ar k 
Bl a xt er. 2 0 2 4. “ C o m p ar ati v e G e n o mi cs R e v e als t h e D y n a mi cs of C hr o m os o m e 
E v ol uti o n i n L e pi d o pt er a. ” N at ur e E c ol o g y & E v ol uti o n  8 ( 4): 7 7 7 – 9 0. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 5 9 -0 2 4 -0 2 3 2 9 -4.  

Y os hi d o, A., F. M ar e c, a n d K. S a h ar a. 2 0 1 6. “ T h e F at e of W C hr o m os o m es i n H y bri ds b et w e e n 
Wil d Sil k m ot hs, S a mi a C y nt hi a Ss p.: N o R ol e i n S e x D et er mi n ati o n a n d 
R e pr o d u cti o n. ” H er e dit y  1 1 6 ( 5): 4 2 4 – 3 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ h d y. 2 0 1 5. 1 1 0.  

Zi m m er, F a bi a n, P et er W. H arris o n, C hrist o p h e D essi m o z, a n d J u dit h E. M a n k. 2 0 1 6. 
“ C o m p e ns ati o n of D os a g e -S e nsiti v e G e n es o n t h e C hi c k e n Z C hr o m os o m e. ” G e n o m e 
Bi ol o g y a n d E v ol uti o n  ( E n gl a n d) 8 ( 4): 1 2 3 3– 4 2. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ g b e/ e v w 0 7 5.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz
https://www.zotero.org/google-docs/?G83Ivz


1 0  
 

C h a pt e r 2: C h r o m os o m e -L e v el Ass e m bl y of Art e mi a fr a n cis c a n a  S h e ds 
Li g ht o n S e x C h r o m os o m e Diff e r e nti ati o n  

T his s e c o n d c h a pt er is b as e d o n w or k c o -a ut h or e d wit h m y c oll e a g u e M ar w a n  El kr e wi,  a n d 
d e v el o p e d u n d er t h e g ui d a n c e of o ur s u p er vis or, B e atri z Vi c os o. T h e st u d y’s c o n c e pt w as 
j oi ntl y d esi g n e d a n d i m pl e m e nt e d t hr o u g h o ur c oll a b or ati o n. M y s p e cifi c c o ntri b uti o ns ar e t h e 
a n n ot ati o n of r e p e ats a n d g e n es i n t h e g e n o m e, e x pr essi o n a n al ys es, a n d p arti ci p ati o n i n t h e 
i niti al st a g es of g e n o m e ass e m bl y. 
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C h a pt e r 2:  C h r o m os o m e -L e v el Ass e m bl y of Art e mi a fr a n cis c a n a  S h e ds 
Li g ht o n S e x C h r o m os o m e Diff e r e nti ati o n  
Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett, Ari a n a M a c o n, B e atri z Vi c os o @ , a n d M ar w a n El kr e w i@  

 

A bst r a ct  

Si n c e t h e c o m m er ci ali z ati o n of bri n e s hri m p ( g e n us Art e mi a) i n t h e 1 9 5 0s, t hi s li n e a g e, a n d i n 
p arti c ul ar t h e m o d el s p e ci e s Art e mi a fr a n cis c a n a, h as b e e n t h e s u bj e ct of e xt e nsi v e r es e ar c h. 
H o w e v er, o ur u n d erst a n di n g of t h e g e n eti c m e c h a nis ms u n d erl yi n g v ar i o us as p e cts of t h eir 
r e pr o d u cti v e bi ol o g y, i n cl u di n g s e x d et er mi n ati o n, is still l a c ki n g. T his is p artl y d u e t o t h e 
s c ar cit y of g e n o mi c r es o ur c es f or Art e mi a s p e ci es a n d cr ust a c e a ns i n g e n er al. H er e, w e pr es e nt 
a c hr o m os o m e -l e v el g e n o m e ass e m bl y of A. fr an cis c a n a ( K ell o g g 1 9 0 6), fr o m t h e Gr e at S alt 
L a k e, U nit e d St at es. T h e g e n o m e is 1 G B, a n d t h e m aj orit y of t h e g e n o m e ( 8 1 %) is s c aff ol d e d 
i nt o 2 1 li n k a g e gr o u ps usi n g a pr e vi o usl y p u bli s h e d hi g h-d e nsit y li n k a g e m a p. W e p erf or m e d 
c o v er a g e a n d F S T a n al ys es us i n g m al e a n d f e m al e g e n o mi c a n d tr a ns cri pt o mi c r e a ds t o 
q u a ntif y t h e e xt e nt of diff er e nti ati o n b et w e e n t h e Z a n d W c hr o m os o m es. A d diti o n all y, w e 
q u a ntifi e d t h e e x pr essi o n l e v els i n m al e a n d f e m al e h e a ds a n d g o n a ds a n d f o u n d f urt h er 
e vi d e n c e f or d os a g e c o m p e ns ati o n i n t hi s s p e ci es.  

Si g nifi c a n c e  

B esi d es its e c o n o mi c i m p ort a n c e, t h e u ni q u e c h ar a ct eri sti cs of Art e mi a bri n e s hri m p h a v e m a d e 
it a gr e at m o d el f or e x pl ori n g m a n y e v ol uti o n ar y q u esti o ns, i n cl u di n g t h e e v ol uti o n of s e x 
c hr o m os o m es, s e x u al di m or p his m, as e x u alit y, a n d pl asti cit y of r e pr o d u cti v e m o d es. T h e 
g e n o m e ass e m bl y pr o d u c e d h er e will b e a n i n v al u a bl e r es o ur c e f or a d v a n ci n g t h e eff orts m a d e 
i n el u ci d ati n g t h e g e n eti c ar c hit e ct ur e of e v ol uti o n ar y a n d bi ol o gi c all y r el e v a nt tr aits. It will 
als o p a v e t h e w a y f or m or e c o m pr e h e nsi v e st u di es i n t h e p h yl o g e n o mi cs a n d c o m p ar ati v e 
g e n o mi cs of Art hr o p o ds.  

I nt r o d u cti o n  

Art e mi a bri n e s hri m p ar e cr ust a c e a ns b el o n gi n g t o t h e A n ostr a c a n or d er i n t h e Br a n c hi o p o d a 
cl a ss, w hi c h i n cl u d es ar o u n d 1, 2 0 0 s p e ci es ( C ast ell u c c i et al. 2 0 2 2). T h e y li v e i n 
s ali n e/ h y p ers ali n e i nl a n d w at er b o di es, wit h a v er y wi d e g e o gr a p hi c al distri b uti o n ( Ei m a nif ar 
et al. 2 0 1 5). T h e y ar e v er y a d a pt a bl e a n d c a n s ur vi v e i n e xtr e m e e n vir o n m e nt s; t his is f a cilit at e d 
b y t h eir a bilit y t o pr o d u c e b ot h l i v e off s pri n g a n d e n c a ps ul at e d c ysts, w hi c h c a n s ur vi v e i n dr y 
c o n diti o ns f or e xt e n d e d p eri o ds of ti m e ( Cri el a n d M a cr a e 2 0 0 2). T h eir a d a pt a bilit y, e as e of 
r e ari n g, a n d hi g h n utriti o n al v al u e h a v e m a d e t h e m v er y p o p ul ar i n t h e a q u ari u m tr a d e a n d 
a q u a c ult ur e i n d ustr y ( L a v e ns a n d S or g el o os 2 0 0 0). Art e mi a h as ot h er i n d ustri al us es, w hi c h 
i n cl u d e c o ntr olli n g al g al gr o wt h i n s alt mi n es a n d i m pr o vi n g t h e effi ci e n c y of s alt pr o d u cti o n 
( V a n St a p p e n et al. 2 0 2 0). F urt h er m or e, t h e y h a v e b e e n e xt e nsi v el y us e d i n t o xi c it y a n d 
e c ot o xi cit y t esti n g d u e t o t h eir a b u n d a n c e, c ost -eff e cti v e n ess, a n d e as e of m a ni p ul ati o n i n t h e 
l a b or at or y ( N u n es et al. 2 0 0 6; R aj a bi et al. 2 0 1 5). Art e mi a fr a n cis c a n a is ar g u a bl y t h e m ost 
e xt e nsi v el y st u di e d Art e mi a s p e ci es; h o w e v er, t o d at e, t h e g e n o mi c r es o ur c es f or A. 
fr a n cis c a n a ar e li mit e d t o 2 s c aff ol d -l e v el ass e m bli es ( D e V os et al. 2 0 2 1; J o et al. 2 0 2 1). 
W hil e t h e y h a v e yi el d e d i m p ort a nt i nsi g hts i nt o t h e a d a pt ati o n t o e xtr e m e e n vir o n m e nt s, 
s e v er al as p e ct s of t h eir r e pr o d u cti v e bi ol o g y, i n c l u di n g t h e m ol e c ul ar b asis of s e x 
d et er mi n ati o n a n d t h e e xt e nt of s e x c hr o m os o m e diff er e nti ati o n, ar e diffi c ult t o el u ci d at e 
wit h o ut a c hr o m os o m e -l e v el ass e m bl y ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9). C urr e ntl y, t h e cl os est r el ati v e 
wit h a p u bli s h e d c hr o m os o m e -l e v el ass e mbl y is t h e Asi a n Art e mi a si ni c a  ( El kr e wi et al. 2 0 2 2), 
fr o m w hi c h A. fr a n cis c a n a  di v er g e d 3 0 milli o n y e ar s a g o ( B a x e v a ni s et al. 2 0 0 6; M a ni atsi et 
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al. 2 0 0 9). Art e mi a ar e als o a gr e at m o d el f or s e x c hr o m os o m e e v ol uti o n, as t h e y h a v e Z W s e x 
c hr o m os o m es ( B o w e n 1 9 6 3; D e V os et al. 2 0 1 3; El kr e wi et al. 2 0 2 2; B o y er et al. 2 0 2 3). S e x 
c hr o m os o m es ar e k n o w n t o e v ol v e fr o m a ut os o m es, w h e n o n e of t h e m a c q uir es a s e x 
d et er mi n ati o n g e n e. R e c o m bi n ati o n is t h e n t h o u g ht t o b e l ost i n a st e p wis e m a n n er, cr e ati n g 
str at a of d iff er e nt a g e s ( L a h n a n d P a g e 1 9 9 9; H a n dl e y et al. 2 0 0 4), b ut t his pr o c ess is diffi c ult 
t o st u d y i n w ell-diff er e nti at e d s e x c hr o m os o m es. A n e arli er c o m p aris o n b et w e e n A. 
fr a n cis c a n a a n d A. si ni c a  s u g g est e d t h at y o u n g er str at a w er e a c q uir e d i n d e p e n d e ntl y i n t h e 2 
li n e a g es, w hi c h w o ul d m a k e Art e mi a a n i d e al m o d el f or st u d yi n g t hi s st e p wis e pr o c ess, b ut t h e 
fr a g m e nt e d ass e m bl y of A. fr a n cis c a n a  li mit e d t his a n al ysis ( El kr e wi et al. 2 0 2 2). F urt h er m or e, 
t h e Art e mi a g e n us i n cl u d es m ulti pl e o bli g at e p art h e n o g e n eti c p o p ul ati o ns ( A b at z o p o ul os 
2 0 1 8), a n d t h e Z c hr o m os o m e h as b e e n i m pli c at e d i n t h eir ori gi n ( El kr e wi et al. 2 0 2 2). I n t hi s 
r e p ort, w e pr es e nt a c hr o m os o m e-l e v el g e n o m e ass e m bl y f or A. fr a n cis c a n a , a d di n g a v al u a bl e 
r es o ur c e t o t h e li mit e d n u m b er of a n ostr a c an g e n o m e s, a n d us e it t o c h ar a ct eri z e t h e s e x 
c hr o m os o m e p air at t h e g e n o mi c a n d g e n e e x pr essi o n l e v els.  

R es ults a n d Dis c us si o n  

A C h r o m os o m e -L e v el G e n o m e Ass e m bl y  

W e g e n er at e d 5, 0 0 6, 1 0 5 P a c Bi o cir c ul ar c o ns e ns us r e a ds ( C C S). Si n c e a n ass e m bl y of all t h e 
r ea ds di d n ot yi el d r es ol v e d Z a n d W h a pl ot y p es, w e us e d f e m al e -s p e cifi c k m ers, g e n er at e d 
usi n g a k -m er s u btr a cti o n a p pr o a c h wit h f e m al e a n d m al e s h ort r e a ds ( C ar v al h o a n d Cl ar k 
2 0 1 3; El kr e wi et al. 2 0 2 1), t o r e m o v e C C S r e a ds ori gi n ati n g fr o m t h e W c hr o m os o m e ( 2 5, 7 8 4 
r e a ds, 0. 5 2 %; s u p pl e m e nt ar y fi g. S 1 ). T his w as p erf or m e d t o a v oi d c hi m eri c Z a n d W 
ass e m bli es i n t h e r e gi o ns t h at r et ai n s o m e h o m ol o g y. T h e r e m ai ni n g 4, 9 8 0, 3 2 1 r e a ds w er e 
ass e m bl e d i nt o 1 2, 1 2 2 c o nti gs usi n g Hifi as m ( C h e n g et al. 2 0 2 1). Aft er r e m o vi n g 7, 3 3 5 c o nti gs 
r e pr es e nti n g alt er n ati v e h a pl ot y p es, w e s c aff ol d e d t h e ass e m bl y usi n g e vi d e n c e fr o m C C S 
r e a ds, R N A-s e q r e a ds, a n d pr e vi o usl y p u bli s h e d g e n o mi c m at e p air s, r es ulti n g i n 3, 4 7 7 
s c aff ol ds, wit h a n  N 5 0 of 5 9 0  K B ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 2 ). 
W e us e d a p u bli s h e d hi g h -d e nsit y li n k a g e m a p ( H a n et al. 2 0 2 1) t o a n c h or t h e s c aff ol ds i nt o 
2 1 li n k a g e gr o u ps. T o i m pr o v e t h e c o nti g uit y of t h e diff er e nti at e d p art of t h e Z c hr o m os o m e 
( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9), w e p erf or m e d c o v er a g e a n al ysis t o i d e ntif y t h e s c aff ol ds ori gi n ati n g 
fr o m t h e diff er e nti at e d r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e (s u p pl e m e nt ar y fi g. S 3 ) a n d a n c h or e d t h e m 
usi n g t h e li n k a g e gr o u p 6 ( L G 6) ( Z c hr o m os o m e i n t h e li n k a g e m a p) m ar k ers. W e t h e n a d d e d 
t h e a n c h or e d diff er e nti at e d r e gi o n t o t h e r est of t h e ass e m bl y a n d us e d t h e c o m pl et e li n k a g e 
m a p t o assi g n s c aff ol ds t o t h eir r es p e cti v e li n k a g e gr o u ps ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 4 ). T h e 
r es ulti n g ass e m bl y w as p oli s h e d ( g a p filli n g a n d c orr e cti o n) usi n g b ot h t h e filt er e d C C S  r e a ds 
a n d m al e g e n o mi c s h ort r e a ds. T h e p ut ati v e W r e a ds (r e m o v e d i n t h e first st e p) w er e ass e m bl e d 
s e p ar at el y ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 5 ), r es ulti n g i n 5 0 6 p ut ati v e W s e q u e n c es, w hi c h w er e a d d e d 
t o t h e ass e m bl y f or t h e d o w nstr e a m a n al ysis. 
T h e fi n al ass e m bl y  h as 2, 1 1 8 s c aff ol ds a n d a n N 5 0 of 4 3  M B, wit h 8 1 % of t h e ass e m bl y i n t h e 
2 1 li n k a g e gr o u ps ( s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 1 ). W e r a n B U S C O t o ass ess t h e c o m pl et e n ess of t h e 
g e n o m e, a n d 8 8. 5 % of B U S C Os w er e ass e m bl e d c o m pl et el y, wit h < 7 % missi n g ( Fi g. 1 a). W e 
als o c h e c k e d f or c o nt a mi n ati o n usi n g Bl o b T o ols, a n d t h e r es ult s s h o w t h at t h er e is < 1 % 
b a ct eri al c o nt a mi n ati o n a n d m ost s e q u e n c es m a p t o Art hr o p o d a ( Fi g. 1 b).  
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Fi g. 1. G e n o m e ass e m bl y a n d s y nt e n y. a) G e n o m e ass e m bl y st atisti cs, G C c o nt e nt, a n d 
B U S C O s c or e usi n g t h e art hr o p o d a _ o d b 1 0 d at a s et. b) B ar pl ot s h o wi n g t h e n u m b er of 
s e q u e n c es t h at m a p t o t h e diff er e nt p h yl a i n t h e nt Bl ast d at a b as e a n d t h e p er c e nt a g e of t h e t ot al 
ass e m bl y l e n gt h t h e y r e pr es e nt. c) S y nt e n y b et w e e n t h e A. fr a n cis c a n a  a n d A. si ni c a  g e n o m e s.  
 
As a n a d diti o n al q u alit y c h e c k, si n c e mi s ass e m bli es c a n n ot b e r ul e d o ut gi v e n t h at a n c h ori n g 
of s c aff ol ds w as b as e d o n a li n k a g e m a p r at h er t h a n Hi -C d at a, w e c o m p ar e d o ur ass e m bl y 
a g ai nst t h e A. si ni c a  c hr o m os o m es . B ot h t h e A. fr a n cis c a n a  a n d A. si ni c a  g e n o m es w er e 
a n n ot at e d usi n g R N A a n d pr ot ei n e vi d e n c e ( as d es cri b e d i n t h e R e p e at C o nt e nt 
C h ar a ct eri z ati o n, G e n o m e A n n ot ati o n, a n d S y nt e n y b et w e e n t h e Art e mi a G e n o m es s e cti o n). 
T h e a n n ot ati o ns w er e us e d t o e x a mi n e a n d vis u ali z e t h e s y nt e n y b et w e e n t h e 2 g e n o m es usi n g 
G E N E S P A C E ( L o v ell et al. 2 0 2 2). As Fi g. 1 c s h o ws t h e g e n o m es ar e hi g hl y s y nt e ni c, wit h n o 
e vi d e n c e f or a n y l ar g e -s c al e r e arr a n g e m e nts . 

Hist o r y a n d E xt e nt of Diff e r e nti ati o n of t h e S e x C h r o m os o m es  

E arli er w or k s u g g est e d t h e Z W p air of A. fr a n cis c a n a h as a s m all b ut w ell -diff er e nti at e d r e gi o n, 
w hi c h n o l o n g er e xists o n t h e W, a n d a n o nr e c o m bi ni n g b ut u n diff er e nti at e d r e gi o n ( H u yl m a ns 
et al. 2 0 1 9). W e esti m at e d t h e c o v er a g e a cr oss t h e g e n o m e usi n g s h ort -r e a d m al e a n d f e m al e 
D N A i n wi n d o ws of  1 0, 0 0 0  b p ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 6 ) a n d t h e n us e d t h e r ati o of f e m al e-t o-
m al e c o v er a g e t o i d e ntif y r e gi o ns t h at h a v e b e c o m e w ell diff er e nti at e d b et w e e n t h e Z ( L G 6) 
a n d W c hr o m os o m es ( Fi g. 2 a). W e p erf or m e d t h e a n al ysis o n c e wit h t h e W s c aff ol ds i n cl u d e d 
i n t h e ass e m bl y a n d o n c e wit h o ut t h e m. T his m a k e s it p ossi bl e t o i d e ntif y r e gi o ns t h at still 
s h ar e s o m e s e q u e n c e si mil arit y b et w e e n t h e Z a n d t h e W, as t h e W r e a ds ori gi n ati n g fr o m t h os e 
r e gi o ns will m a p t o t h e Z c hr o m os o m e w h e n t h e W is n ot i n cl u d e d. O n t h e ot h er h a n d, r e gi o ns 
t h at l ost h o m ol o g y c o m pl et el y will h a v e c o nsist e nt l o w c o v er a g e r e g ar dl ess of w h et h er t h e W 
s c aff ol ds ar e i n cl u d e d or n ot. A 1 3  M B r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e h as c o v er a g e i n f e m al es 
t h at is h alf t h e m al e c o v er a g e i n b ot h a n al ys es. T his is i n a gr e e m e nt wit h t h e r es ult s o bt ai n e d 
wit h t h e A. fr a n cis c a n a  s c aff ol d -l e v el ass e m bl y a n c h or e d t o t h e A. si ni c a  g e n o m e ( El kr e wi et 
al. 2 0 2 2), b ut wit h m u c h gr e at er c o nti g uit y of t h e diff er e nti at e d r e gi o n. A s m all er r e gi o n 
a dj a c e nt t o it s h o ws a f ull r e d u cti o n i n f e m al e c o v er a g e w h e n W s c aff ol ds ar e i n cl u d e d a n d 



1 4  
 

o nl y p arti al r e d u cti o n w h e n t h e y ar e n ot, a first li n e of e vi d e n c e t h at it c orr es p o n ds t o a m or e 
r e c e nt a n d o nl y m o d er at el y diff er e nti at e d r e gi o n. 
Z W r e gi o ns wit h li mit e d diff er e nti ati o n, w hi c h s h o w n o or o nl y p arti al c o v er a g e diff er e n c es, 
c a n b e d et e ct e d b y t h e pr es e n c e of g e n eti c v ari a nts s p e cifi c t o t h e W a n d t h er ef or e t o f e m al es. 
W e us e d p o ol e d m al e a n d f e m al e R N A -s e q li br ari es ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9) t o esti m at e t h e 
f e m al e: m al e FS T , a m e a s ur e of g e n eti c diff er e nti ati o n, a cr oss t h e g e n o m e ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 
S 7 ). W e p erf or m e d t h e a n al ysis o n c e wit h t h e W s c aff ol ds i n cl u d e d i n t h e ass e m bl y a n d o n c e 
wit h o ut t h e m. T h e a n al ysis wit h o ut t h e W s c aff ol ds s h o ws el e v ati o n i n t h e m al e:f e m al e F S T  o n 
t h e 2 si d es of t h e diff er e nti at e d r e gi o n ( Fi g. 2 b). T h e hi g h FS T  is l es s pr o n o u n c e d o n b ot h si d es 
w h e n t h e W s c aff ol ds ar e i n cl u d e d, as t h e W -d eri v e d R N A r e a ds pr ef er e nti all y m a p t o t h e W. 
T h e d e cr e as e is m or e n oti c e a bl e o n t h e l eft si d e, s u g g esti n g a hi g h er d e gr e e of diff er e nti ati o n. 
T o f urt h er e x pl or e t hi s, w e esti m at e d t h e m e di a n r at e of s y n o n y m o us s u bstit uti o ns ( d S) 
b et w e e n t h e tr a ns cri pts o n t h e p ut ati v e W s c aff ol ds w hi c h h a d f e m al e -s p e cifi c e x pr es si o n 
p att er ns a n d t h eir Z h o m ol o gs f or t h e diff er e n t r e gi o ns. W e us e d d S, c o v er a g e, a n d FS T  p att er ns 
t o d efi n e 3 str at a: t h e a n c estr al S 0, w hi c h s h o ws hi g h d S a n d c o nsi st e nt l o w f e m al e c o v er a g e 
esti m at es wit h a n d wit h o ut t h e W s c aff ol ds; S 1, w hi c h s h o ws i nt er m e di at e c o v er a g e p att er ns 
a n d el e v at e d F S T  w h e n t h e W s c aff ol ds ar e n ot i n cl u d e d, s u g g esti n g t h e W r e a ds c arr y m a n y 
f e m al e-s p e cifi c v ari a nts b ut still m a p t o t h e r e gi o n; a n d S 2, w hi c h h as el e v at e d F S T  i n t h e 2 
c as es a n d v er y l o w d S. Fi g ur e 2 a s h o ws t h e c orr es p o n d e n c e b et w e e n t h os e str at a a n d t h e A. 
si ni c a  str at a a n d w h er e t h e Z h o m ol o gs of t h e i d e ntifi e d W tr a ns cri pt s m a p o n t h e 2 
c hr o m os o m es. T h e Z W p airs i n A. fr a n cis c a n a  S 0 m a p t o t h e S 1 a str at u m of A. si ni c a , 
s u g g esti n g t h at t h e y mi g ht n ot b e a n c estr al.  
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Fi g. 2. E v ol uti o n ar y str at a of t h e Z W p air. a) L o g 2(f e m al e/ m al e) c o v er a g e p att er ns of t h e Z 
c hr o m os o m e. T h e r olli n g m e di a ns of t h e c o v er a g e f or 3 0 c o ns e c uti v e ( 1 0, 0 0 0  b p) wi n d o ws, 
esti m at e d wit h a n d wit h o ut i n cl u di n g t h e W s c aff ol ds, ar e s h o w n i n t h e fi g ur e. T h e v erti c al 
s h a di n g hi g hli g hts t h e diff e r e nti at e d r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m es. T h e t o p d as h e d li n e is t h e 
a ut os o m al m e di a n f or t h e a n al ysis wit h o ut W s c aff ol ds, a n d t h e b ott o m d as h e d li n e is at m e di a n 
− 1. b) T h e r olli n g m e di a ns of m al e:f e m al e F S T p er g e n e f or 1 0 g e n es, esti m at e d wit h a n d 
wit h o ut  i n cl u di n g t h e W s c aff ol ds, ar e s h o w n. T h e h ori z o nt all y s h a d e d ar e a c o v ers t h e r e gi o n 
b et w e e n t h e 5t h a n d 9 5t h p er c e ntil e s f or a ut os o m al wi n d o ws wit h t h e W i n cl u d e d. c) d S v al u e s 
b et w e e n t h e W tr a ns cri pts a n d t h eir Z h o m ol o gs. T h e d as h e d li n es c orr es p o n d t o t h e m e di a n of 
t h e d S v al u es i n t h e diff er e nt str at a. d) S y nt e n y b et w e e n t h e A. si ni c a  a n d A. fr a n cis c a n a  Z 
c hr o m os o m es hi g hli g hti n g t h e diff er e nt str at a (i nf err e d h er e f or A. fr a n cis c a n a  a n d f o u n d i n 
El kr e wi et al 2 0 2 2 f or A. si ni c a ): S 0, S 1, a n d S 2. T h e li n es c o n n e ct t h e l o c ati o ns of t h e 
r e ci pr o c al b est hits o n t h e c hr o m os o m es, wit h t h e Z h o m ol o gs of t h e i d e ntifi e d W tr a ns cri pts 
c ol or e d a c c or di n g t o t h eir str at a i n A. fr a n cis c a n a . 

F ull D os a g e C o m p e ns ati o n a n d R e p e at C o m p ositi o n o n t h e Z W P ai r  

W e esti m at e d l e v els of e x pr essi o n f or all a n n ot at e d g e n es fr o m p u bli s h e d m al e a n d f e m al e h e a d 
a n d g o n a d R N A -s e q d at a ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9). G e n e e x pr essi o n d o es n ot diff er b et w e e n t h e 
diff er e nti at e d r e gi o n of t h e Z a n d t h e a ut os o m es i n eit h er m al e a n d f e m al e h e a ds or g o n a ds 
( Fi g. 3, P  > 0. 0 5 wit h Wil c o x o n r a n k s u m t est s). T his is c o nsist e nt wit h d os a g e c o m p e ns ati o n, 
i. e. a m e c h a nis m t o b al a n c e t h e e x pr essi o n of t h e s e x c hr o m os o m es a n d a ut os o m es i n b ot h 
s e x es i n s p e ci e s wit h diff er e nti at e d s e x c hr o m os o m es, as r e p ort e d i n e arli er w or k ( H u yl m a ns 
et al. 2 0 1 9). M ost Z W s yst e ms t h at h a v e b e e n st u di e d s o f ar, s u c h as s n a k es a n d bir ds, s e e m t o 
l a c k a c hr o m os o m e-wi d e m e c h a nis m of d os a g e c o m p e ns ati o n ( G u a n d W alt ers 2 0 1 7). S o f ar, 
L e pi d o pt er a ( m ot hs a n d b utt erfli es) h a v e b e e n t h e o nl y cl e ar e x c e pti o n t o t his r ul e ( G u a n d 
W alt ers 2 0 1 7). O ur c o nfir m ati o n t h at c hr o m os o m e -wi d e c o m p e ns ati o n als o o c c urs i n Art e mi a  
m a k e s it a pr o misi n g m o d el f or u n d erst a n di n g w h y a n d h o w s u c h c o m p e ns at or y m e c h a nis m s 
ari s e i n f e m al e h et er o g a m eti c s p e ci es.  
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Fi g. 3. D os a g e c o m p e ns ati o n. a) T h e L o g 2 of t h e e x pr essi o n of a ut os o m al a n d t h e Z 
diff er e nti at e d r e gi o n g e n es i n m al e a n d f e m al e h e a ds. T h e l e g e n d s h o ws t h e n u m b er of g e n es 
us e d i n t h e a n al ysis. b) T h e L o g 2 e x pr es si o n of a ut os o m al a n d t h e  Z diff er e nti at e d r e gi o n ( S 0) 
g e n es i n g o n a ds. T h e l e g e n d s h o ws t h e n u m b er of g e n es us e d i n t h e a n al ysis. c) T h e L o g 2 of 
f e m al e/ m al e e x pr essi o n f or t h e a ut os o m al a n d Z diff er e nti at e d g e n es i n h e a ds. d) T h e L o g 2 of 
f e m al e/ m al e e x pr essi o n f or t h e a ut os o m al an d Z diff er e nti at e d g e n es i n g o n a ds. O nl y g e n es 
wit h T P M ≥ 0. 5 i n t h eir r es p e cti v e m al e a n d f e m al e tiss u es w er e us e d i n t h es e a n al ys e s.  
 
Fi n all y, t h e a bs e n c e of r e c o m bi n ati o n b et w e e n s e x c hr o m os o m e s oft e n l e a ds t o t h e 
a c c u m ul ati o n of tr a ns p os a bl e el e m e nts ( T Es) a n d ot h er r e p etiti v e s e q u e n c es o n t h e Y or W 
c hr o m os o m e ( D e c h a u d et al. 2 0 1 9). A p pr o xi m at el y 2/ 3 of t h e g e n o m e i n A. fr a n cis c a n a  ar e 
c o v er e d b y r e p etiti v e el e m e nts ( s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 2 ). R etr o el e m e nts a c c o u nt f or 4 3 % of 
t h e r e p e at c o nt e nt i n t his s p e ci es. W e di d n ot o bs er v e stri ki n g diff er e n c es i n t h e o v er all r e p e at 
c o nt e nt b et w e e n W s c aff ol ds a n d eit h er S 0 r e gi o n or a ut os o m es. H o w e v er, W s c aff ol ds t h at 
still h a v e h o m ol o gs t o t h e S 0 r e gi o n, a n d w hi c h s h o ul d c orr es p o n d t o t h e m ost diff er e nti at e d 
p art of t his c hr o m os o m e, h a v e m or e r etr o el e m e nts ( 4 8 %) i n r el ati o n t o t h os e i n S 0 r e gi o n, 
a ut os o m es, a n d W s c aff ol ds ( s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 2 ). O v er all, e v e n t hi s r e gi o n of t h e W o nl y 
s h o ws a m o d est e nri c h m e nt i n r e p e ats c o m p ar e d wit h t h e a ut os o m es ( 6 7 % v s. 6 6 %) a n d n o n e 
r el ati v e t o t h e S 0 r e gi o n of t h e Z ( 6 8 %). W hil e it is p ossi bl e t h at t his p att er n r efl e cts a sl o w 
a c c u m ul ati o n of r e p e ats i n t h e n o nr e c o m bi ni n g p art of t h e W i n t hi s cl a d e ( or li mit e d p o w er t o 
r es ol v e r e p e ats i n t h e ass e m bl y), a n ot h er p ossibilit y is t h at t h e a n c estr al n o nr e c o m bi ni n g r e gi o n 
of t h e W h as b e e n l ost e ntir el y a n d t h at all r e gi o ns st u di e d h er e ar e r el ati v el y y o u n g. C o m pl et e 
l oss of t h e ori gi n al W-s p e cifi c r e gi o n w o ul d als o a c c o u nt f or t h e l a c k of Z W h o m ol o gs t h at 
m a p t o t h e S 0 of b ot h A. fr a n cis c a n a  a n d A. si ni c a  a n d p ot e nti all y e x pl ai n w h y a gl o b al 
m e c h a nis m of d os a g e c o m p e ns ati o n w as s el e ct e d f or i n t hi s li n e a g e.  
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M at e ri als a n d M et h o ds  

D N A E xt r a cti o n a n d S e q u e n ci n g  

Hi g h m ol e c ul ar w ei g ht D N A w as e xtr a ct e d fr o m 2 u n m at e d f e m al es f r o m t h e gr e at s alt l a k e, 
p ur c h as e d fr o m S a n d ers ( Ut a h, U nit e d St at es), wit h t h e Qi a g e n G e n o mi c -Ti p 2 0/ G Kit, a n d 
s e q u e n c e d o n a P a c Bi o S e q u el II S M R T c ell at t h e Vi e n n a Bi o c e nt er s e q u e n ci n g f a cilit y. T h e 
n u m b er of f e m al es w as c h os e n t o e ns ur e e n o u g h g e n eti c m at eri al a n d al s o li mit t h e a m o u nt of 
g e n eti c v ari a bilit y, w hi c h w o ul d c o m pli c at e t h e ass e m bl y.  

G e n o m e Ass e m bl y  

T h e c o ns e ns us s e q u e n c es of t h e s u br e a ds i n t h e r a w b a m fil e w er e g e n er at e d usi n g t h e P a c Bi o 
c cs t o ol ( o pti o n -all) ( v 6. 4. 0,  htt ps:// git h u b. c o m/ P a cifi c Bi os ci e n c e s/ c c s ). T h e b b d u k.s h s cri pt 
(fr o m B B m a p) w as us e d t o i d e ntif y f e m al e-s p e cifi c 2 1 -m er s fr o m A. fr a n cis c a n a  m al e 
( S R R 1 9 7 4 1 7 4 8) a n d f e m al e s h ort r e a ds ( S R R 1 9 7 4 1 7 4 7), a n d t h e r es ult i n g k m ers w er e us e d t o 
r e m o v e p ut ati v e W-s p e cifi c C C S r e a ds (r e a ds wit h 2 0 % or m or e f e m al e -s p e cifi c k m ers, 0. 2 
m kf) ( B us h n ell 2 0 1 4). T h e filt er e d C C S r e a ds w er e t h e n ass e m bl e d usi n g Hifi as m ( --h g -si z e 
1 g --n -h a p 4 -r 5 -s 0. 7 -N 1 5 0) ( v 0. 1 9. 4, C h e n g et al.  2 0 2 1). T h e pri m ar y ass e m bl y w as t h e n 
p ur g e d of d u pli c at es wit h f e m al e s h ort r e a ds usi n g p ur g e d _ d u ps ( v 1. 2. 5, G u a n et al. 2 0 2 0). W e 
s c aff ol d e d t h e p ur g e d ass e m bl y wit h t h e filt er e d C C S r e a ds usi n g L o n g Stit c h ( ntli n k + ar cs, 
v 1. 0. 4, C o o m b e et al. 2 0 2 1). W e i n d e p e n d e ntl y s c aff ol d e d t h e ass e m bl y wit h m al e R N A-s e q 
r e a ds (fr o m H u yl m a ns et al. 2 0 1 9) usi n g R as c af ( S o n g et al. 2 0 1 6). W e t h e n m a p p e d t h e 2 
r es ulti n g ass e m bli es t o t h e i n p ut ass e m bl y wit h mi ni m a p 2 ( Li 2 0 1 8) a n d us e d a p yt h o n s cri pt 
t o i d e ntif y t h e m er ges t h at ar e s u p p ort e d b y b ot h a p pr o a c h es ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 3 ). R a g T a g 
( v 2. 1. 0, Al o n g e et al. 2 0 2 2) w as us e d t o i m pl e m e nt t h os e m er g es. R e d u n d a ns ( v 0. 1 4 a, Pr ys z c z 
a n d G a b al d ó n 2 0 1 6) w as t h e n us e d wit h l o n g i ns ert m at e p air s ( S R R 6 9 8 0 9 2 4, 8  M B) t o f urt h er 
s c aff ol d t h e ass e m bl y.  

S c aff ol di n g Usi n g t h e P u blis h e d Li n k a g e M a p  

T h e p u bli s h e d A. fr a n cis c a n a  li n k a g e m a p w as us e d t o s c aff ol d t h e dr aft ass e m bl y i nt o li n k a g e 
gr o u ps ( H a n et al. 2 0 2 1). T h e S L A F m ar k ers w er e m a p p e d t o t h e ass e m bl y usi n g B W A -M E M 
( v 0. 7. 1 7-r1 1 9 8 -dirt y, Li 2 0 1 3), a n d t h e ali g n m e nts, al o n g wit h t h e li n k a g e m a p, w er e us e d b y 
C hr o m o n o m er ( v 1. 1 4, C at c h e n et al. 2 0 2 0) t o a n c h or t h e s c aff ol ds. T h e s c aff ol di n g w as d o n e 
i n 2 st e ps, wit h t h e first t o a n c h or t h e diff er e nti at e d r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e. T o d o t h at, 
w e esti m at e d t h e c o v er a g e f or t h e ass e m bl e d s c aff ol ds as d es cri b e d i n t h e c o v er a g e s e cti o n a n d 
s el e ct e d p ut ati v e Z -s p e cifi c s c aff ol ds ( 1 1 4 s c aff ol ds). W e us e d t h e p erl s cri pt Br e a k S c aff ol ds 
(htt ps:// git h u b. c o m/ a u b o m b ar el y/ G e n o T o ol B o x ) t o s plit t h e s c aff ol ds at str et c h es > 1 0 0 Ns, 
w hi c h r es ult e d i n 1 2 6 s c aff ol ds. T h e L G 6 m ar k ers w er e m a p p e d t o t h os e s c aff ol ds, a n d t h e 
L G 6 li n k a g e m a p w as us e d f or a n c h ori n g ( 5 4 s c aff ol ds w er e a n c h or e d i nt o a 1 3. 5  M B r e gi o n). 
T h e o ut p ut w as a d d e d t o t h e r e m ai ni n g  s c aff ol ds, a n d t h e c o m pl et e li n k a g e m a p w as us e d t o 
a n c h or e v er yt hi n g i nt o t h e 2 1 li n k a g e gr o u ps. I n or d er t o a v oi d s plitti n g t h e diff er e nti at e d 
r e gi o n, w e r a n 2 it er ati o ns of C hr o m o n o m er. T h e first it er ati o n w as r u n wit h t h e o pti o n “ --
dis a bl e _s plitti n g ” t o i d e ntif y t h e b est l o c ati o n f or t h e s c aff ol d e d diff er e nti at e d r e gi o n. W e t h e n 
m o difi e d t h e ori gi n al li n k a g e m a p t o r et ai n o nl y t h e diff er e nti at e d r e gi o n m ar k ers a n d l o c ati o n 
a p p e ari n g i n t h e o ut p ut fil e ( C H R R _li n k a g e _ m a p.t s v) fr o m t h e first it er ati o n. T h e s e c o n d 
it er ati o n w as r u n wit h t h e m o difi e d li n k a g e m a p wit h t h e o pti o n “— r es c aff ol d. ” T his e ns ur e d 
t h at C hr o m o n o m er w as a bl e t o br e a k a n d r es c aff ol d r e gi o ns wit h i n c o nsist e nt m ar k ers wit h o ut 
s plitti n g t h e diff er e nti at e d r e gi o n.  
 

https://github.com/PacificBiosciences/ccs
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P olis hi n g a n d Q u alit y Ass ess m e nt  

T G S -G a p Cl os er ( v 1. 1. 1, X u et al. 2 0 2 0) w as us e d t o fill t h e g a ps i n t h e ass e m bl y usi n g t h e 
filt er e d C C S r e a ds. T h e first r o u n d of p olis hi n g wit h t h e filt er e d C C S r e a ds a n d m al e s h ort 
r e a ds us e d R a c o n ( v 1. 6. 0, V as er et al. 2 0 1 7) a n d M erfi n ( v 1. 1, F o r m e nti et al. 2 0 2 2) t hr o u g h 
t h e  a ut o m at e d-p olis hi n g.s h  s cri pt  (fr o m  htt ps:// git h u b. c o m/ ar a n gr hi e/ T 2 T -
P olis h/tr e e/ m ast er/ a ut o m at e d _ p oli s hi n g , m o difi e d fr o m M c C art n e y et al. 2 0 2 2), a n d t h e 
s e c o n d r o u n d us e d n e xt p olis h 2 ( v 0. 1. 0 -7 5 8 ef 0 a, H u et al. 2 0 2 4). T h e ass e ss m e nt of t h e 
ass e m bl y c o m pl et e n e ss w as d o n e usi n g B U S C O ( v 5. 2. 2 ), wit h t h e art hr o p o d a _ o d b 1 0 d at a s et 
( M a n ni et al. 2 0 2 1), a n d Bl o b T o ols w as us e d t o ass e ss a n d vis u ali z e t h e l e v el of c o nt a mi n ati o n 
a n d g e n o m e st atisti cs ( L a ets c h a n d Bl a xt er 2 0 1 7).  

G e n o mi c C o v e r a g e, F S T  A n al ysis, a n d I d e ntifi c ati o n of t h e Diff e r e nti at e d R e gi o n  

F or t h e c o v er a g e a n al ysis, m al e a n d f e m al e Ill u mi n a g e n o mi c s h ort r e a ds (fr o m El kr e wi et al. 
2 0 2 2) w er e m a p p e d t o t h e g e n o m e usi n g B o wti e 2 ( --e n d -t o-e n d --s e nsiti v e) ( v 2. 4. 4, L a n g m e a d 
a n d S al z b er g 2 0 1 2). T h e r es ulti n g S A M fil es w er e filt er e d f or u ni q u e ali g n m e nt s usi n g ( gr e p -
v w “ X S:i ”), a n d t h e c o v er a g e w as esti m at e d f or wi n d o ws of 1 0, 0 0 0  b p usi n g s o a p. c o v er a g e 
( v ersi o n  2. 7. 7, htt ps:// git h u b. c o m/ gi g as ci e n c e/ b gi -
s o a p 2/tr e e/ m ast er/t o ols/s o a p. c o v er a g e/ 2. 7. 7 ). 

I n t h e FS T  a n al ysis, h e a d a n d g o n a d R N A -s e q s a m pl es fr o m 1 0 m al es a n d 1 0 f e m al e s of A. 
fr a n cis c a n a (fr o m H u yl m a ns et al. 2 0 1 9) w er e p o ol e d b y s e x a n d t h e n m a p p e d t o t h e g e n o m e 
usi n g S T A R ( v 2. 7. 9 a, D o bi n et al. 2 0 1 3). T h e S A Mt o ols m pil e u p c o m m a n d w as us e d t o 
g e n er at e a t e xt pil e u p o ut p ut fr o m t h e 2 s ort e d ali g n m e nt b a m fil es ( v 1. 1 8, Li et al. 2 0 0 9). 
Gr e n e d alf ( v 0. 2. 0, C z e c h et al. 2 0 2 3) s y n c w as us e d t o g et a s y n c fil e, w hi c h w as us e d as i n p ut 
t o t h e P o Po ol ati o n 2 p erl s cri pts ( cr e at e -g e n e wis e -s y n c. pl a n d fst -sli di n g. pl) al o n g wit h t h e G T F 
fil e ( R e p e at C o nt e nt C h ar a ct eri z ati o n, G e n o m e A n n ot ati o n, a n d S y nt e n y b et w e e n t h e Art e mi a 
G e n o m es s e cti o n) t o esti m at e t h e F S T  p er g e n e ( K ofl er et al. 2 0 1 1).  

T h e c o or di n at e s f or t h e diff er e nti at e d r e gi o n ( gr a y -s h a d e d ar e a s; Fi g. 2 a) w er e d efi n e d usi n g 
t h e a p pr o a c h d es cri b e d i n El kr e wi et al. ( 2 0 2 2), as r e gi o ns w h er e t h e L o g 2(f e m al e/ m al e 
c o v er a g e) dr o ps b el o w t h e m e di a n of t h e L o g 2(f e m al e/ m al e c o v er a g e) of a ut os o m al  wi n d o ws 
( − 0. 5), a n d as l o n g as t h e c o v er a g e d o es n ot g o a b o v e t h e d efi n e d t hr es h ol d, t h e e xt e nsi o n of 
t h e r e gi o n c o nti n u es. T h e r es ulti n g c o or di n at es w er e ( 4 6, 0 8 5, 0 0 1 t o 4 8, 3 8 5, 0 0 1), ( 4 8, 6 6 5, 0 0 1 
t o 5 3, 3 6 5, 0 0 1), ( 5 3, 5 8 5, 0 0 1 t o 5 4, 5 7 5, 0 0 1), ( 5 4, 7 1 5, 0 0 1 t o 61, 8 5 5, 0 0 1), a n d ( 6 3, 3 4 5, 0 0 1 t o 
6 4, 0 7 5, 0 0 1), s h a d e d i n gr a y i n Fi g. 2 a – c.  

T h e a n n ot at e d W tr a ns cri pts w er e m a p p e d t o t h e r est of t h e tr a ns cri pt o m e usi n g Bl ast N 
( Alt s c h ul et al. 1 9 9 0), a n d t h e r e ci pr o c al b est hit s w er e i d e ntifi e d as t h e h o m ol o gs usi n g a 
c ust o mi z e d p erl s cri pt. W tr a ns cri pts wit h h o m ol o gs o n t h e Z c hr o m os o m e a n d t h e s u m of h e a d 
a n d g o n a d f e m al e/( m al e + f e m al e) e x pr essi o n ≥ 0. 9 w er e us e d f or esti m ati n g t h e r at e of 
s y n o n y m o us s u bstit uti o n. T h e Z W h o m ol o gs w er e ali g n e d wit h t h e Tr a nsl at or X p a c k a g e 
( A b as c al et al. 2 0 1 0) wit h t h e “ g bl o c ks ” o pti o n t o filt er o ut u nr eli a bl e s e cti o ns of t h e ali g n m e nt. 
T h e d N a n d d S v al u es w er e o bt ai n e d wit h K a Ks _ c al c ul at or 2. 0 ( W a n g et al. 2 0 1 0) usi n g t h e 
N ei a n d G oj o b ori al g orit h m ( N G). Ali g n m e nts s h ort er t h a n 3 0 0  b p w e r e e x cl u d e d fr o m t h e 
a n al ysis.  

 

https://github.com/arangrhie/T2T-Polish/tree/master/automated_polishing
https://github.com/gigascience/bgi-soap2/tree/master/tools/soap.coverage/2.7.7
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R e p e at C o nt e nt C h a r a ct e ri z ati o n, G e n o m e A n n ot ati o n, a n d S y nt e n y b et w e e n t h e 
Art e mi a  G e n o m es  

R e p e at M o d el er ( v 2. 0. 4, Fl y n n et al. 2 0 2 0) w as a p pli e d o n t h e A. fr a n cis c a n a  g e n o m e ass e m bl y 
t o g e n er at e a d e n o v o li br ar y of r e p e at f a mili es. T h e s e q u e n c es of u n k n o w n T Es w er e cl assifi e d 
usi n g D e e p T E ( Y a n et al. 2 0 2 0) wit h t h e o pti o ns “ -s p M -m M. ” S u bs e q u e ntl y, Cl ass II T Es 
( D N A tr a ns p os o ns) w er e c at e g ori z e d f urt h er i nt o s u p erf a mili es a n d t his w as d o n e wit h t h e 
f oll o wi n g p ar a m et ers “sp M -m M -f a m Cl assII. ” T h es e w er e t h e n c o m bi n e d wit h b ot h Cl ass I 
k n o w n r e p e at li br ari es R e p e at M o d el er a n d D e e p T E a n d us e d f or t h e c h ar a ct eri z ati o n of r e p e at 
c o nt e nt a n d m as ki n g of t h e g e n o m e b y R e p e at M as k er ( v 4. 1. 5, T ar ail o -Gr a o v a c a n d C h e n 
2 0 0 9). E vi d e n c e fr o m b ot h R N A a n d pr ot ei n w as us e d f or t h e a n n ot ati o n of pr e di ct e d g e n es o n 
t h e s oft-m as k e d g e n o m e usi n g B R A K E R v 2. 1. 6 ( H off et al. 2 0 1 9). F or R N A, r e a ds w er e 
ali g n e d t o t h e g e n o m e usi n g S T A R ( v 2. 7. 9 a, D o bi n et al. 2 0 1 3) i n “ --t w o p ass M o d e ” a n d s ort e d 
wit h S A Mt o ols v 1. 1 8 ( Li et al. 2 0 0 9). T o g e n er at e pr ot ei n hi nts, all art hr o p o d a pr ot ei n 
s e q u e n c es w er e d o w nl o a d e d fr o m Ort h o D B v 1 1 ( htt ps:// w w w. ort h o d b. or g ) a n d t h e n 
c o n c at e n at e d i nt o a si n gl e f ast a t h at w as t h e n ali g n e d t o t h e s oft -m as k e d g e n o m e usi n g Pr o Hi nt  
( Br ů n a et al. 2 0 2 0) t o gi v e pr e di ct e d pr ot ei n l o c ati o n i n t h e g e n o m e i n t h e f or m of gff 3. 
B R A K E R 2, a ut o m at e d g e n e pr e di cti o n b as e d o n s u c c e ssi v e r u ns of G e n e m ar k E P + a n d 
A u g ust us, w as a p pli e d o n pr ot ei n hi nts a n d s ort e d R N A ali g n m e nt s wit h o pti o ns “ – et p m o d e; –
s oft m as ki n g;. ” B R A K E R 2 w as r u n t wi c e wit h t h e s e c o n d r o u n d b ei n g p erf or m e d as b ef or e b ut 
wit h a n a d diti o n al hi nt fil e g e n er at e d fr o m t h e first g e n e pr e di cti o n r u n. A G A T ( D ai n at et al. 
2 0 2 3) w as t h e n us e d t o r e m o v e is of or ms a n d i n c o m pl et e g e n es wit h o ut st art a n d/ or st o p c o d o ns 
a n d filt er e d o ut t h os e wit h < 1 0 0  b p l e n gt h of o p e n r e a di n g fr a m es. Pr ot ei n s e q u e n c es a n d 
c o di n g s e q u e n c es w er e e xtr a ct e d usi n g g et A n n o F ast a Fr o mJ oi n g e n es. p y, a n d t h eir 
c o m pl et e n e ss w as ass ess e d wit h B U S C O ( v 5. 2. 2).  

A n a n n ot ati o n w as  pr o d u c e d f or t h e A. si ni c a  g e n o m e usi n g t h e s a m e a p pr o a c h d es cri b e d 
a b o v e, a n d t h e o v er all s y nt e n y w as e x a mi n e d a n d vis u ali z e d usi n g G E N E S P A C E v. 0. 9 4 
( L o v ell et al. 2 0 2 2). A d diti o n all y, t h e a n n ot at e d pr ot ei n s e q u e n c e s f or A. si ni c a  a n d A. 
fr a n cis c a n a w er e m a p p e d t o e a c h ot h er usi n g p bl at ( W a n g a n d K o n g 2 0 1 9) ( pr ot ei n t ar g et a n d 
q u er y) a n d r e ci pr o c al b est hit s w er e f o u n d usi n g a c ust o mi z e d p yt h o n s cri pt a n d us e d f or 
pr o d u ci n g Fi g. 2 d.  

E x p r essi o n A n al ysis  

Ill u mi n a R N A r e a ds of 2 bi ol o gi c al r e pli c at es of h e a ds a n d g o n a ds of e a c h s e x w er e m a p p e d 
t o t h e g e n o m e usi n g S T A R ( v 2. 7. 9 a, D o bi n et al. 2 0 1 3) wit h t h e f oll o wi n g p ar a m et ers “--
t w o p ass M o d e b asi c --q u a nt M o d e Tr a ns cri pt o m e S A M G e n e C o u nts ” a n d a d diti o n al o pti o n --
q u a nt Tr a ns cri pt o m e B a n I n d el S oft cli p Si n gl e e n d t o g e n er at e b a m ali g n m e nts t h at ar e a c c e pt a bl e 
as i n p uts t o R S E M ( Li a n d D e w e y 2 0 1 1). Tr a ns cri pt a b u n d a n c es of g e n es (i n T P M) w er e 
esti m at e d usi n g rs e m -c al c ul at e -e x pr essi o n i n R S E M wit h o pti o ns “ --p air e d -e n d  --ali g n m e nt s -
-esti m at e -rs p d --str a n d e d n ess r e v ers e ”. W e t h e n us e d N or m al y z er D E ( Willf orss et al. 2 0 1 9) t o 
p erf or m q u a ntil e n or m ali z ati o n a cr oss s a m pl es f or e a c h ti ss u e s e p ar at el y. W e a p pli e d diff er e nt 
c ut offs of T P M ≥ 0. 0, T P M ≥ 0. 5, a n d T P M ≥ 1, i n h e a d s a n d g o n a ds s e p ar at el y, t o ass ess 
d os a g e c o m p e ns ati o n, w h er e b y t h e g e n es wit h a v er a g e r e pli c at e e x pr essi o n a b o v e t h e 
t hr es h ol ds w er e r et ai n e d i n b ot h s e x es. T h e a v er a g e T P M v al u e s f or e a c h ti ss u e i n e a c h s e x 
w er e t h e n n or m ali z e d wit h L o g 2 ( Fi g. 2 a – d,  s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 8 a a n d b a n d S 9 a a n d b ). 
T h e ass e m bl y pi p eli n e a n d t h e s cri pts us e d i n t h e a n al ysis c a n b e a c c e ss e d o n t h e git p a g e 
(htt ps:// git h u b. c o m/ M el kr e wi/ Art e mi a _fr a n cis c a n a _ g e n o m e/ ). T h e r a w d at a ar e a v ail a bl e o n 
t h e N ati o n al C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI) s h ort-r e a d ar c hi v e ( Bi o Pr oj e ct 

https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/gbe/16/1/10.1093_gbe_evae006/1/evae006_supplementary_data.docx?Expires=1757058580&Signature=ax-3kGn12fo0jyerFyB~YmKXy49SLn6-oOduhQxRSTqUHg1LFS9hkqeAX~1T2lbjqgUFuuvw-3NC88YQIzb9zpLsJzqMPrnx6u2gJoYJZiOI0uN5Dn2BHb21vXW9-iq4qRQ0zk5jTlwVwWFKRIPph-lp35pazRmztDkftw3X48DzewjHAUHQfyAK8w5rhMviXdobDmHrLacywIa9i84Z~5ojBaAieBk3c~U9Ht61ZAC2DoJOI7rmW0I7gtziVe2Vbo41XuzAmNsRaDXCoTMPeSuhiX~bJjZvpHmtpSperzuNkSDZlyzmE4RwTGDZAwULFIRQPogRzKEAIUREu7jUHg__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
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n u m b er P RJ N A 1 0 1 7 3 5 7). T h e fi n al ass e m bl y, t h e a n n ot ati o n, a n d t h e  s u p pl e m e nt ar y d at a  s ets 
ar e a v ail a bl e o n ( htt ps :// d oi. or g/ 1 0. 1 5 4 7 9/ A T:I S T A: 1 4 7 0 5). All g e n o mi c a n d tr a ns cri pt o mi c 
s a m pl es us e d f or t his st u d y a n d t h e st e ps of t h e a n al ysis t h e y w er e us e d i n ar e d es cri b e d i n  
s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 3 . 

R ef e r e n c es  

A b as c al F, Z ar d o y a R, T elf or d MJ. Tr a nsl at or X: m ulti pl e ali g n m e nt of n u cl e oti d e s e q u e n c es 
g ui d e d b y a mi n o a ci d tr a nsl ati o ns. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 0: 3 8(s u p pl _ 2): W 7 – W 1 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k q 2 9 1 . 
A b at z o p o ul os TJ. T h e r e p e at e d e m er g e n c e of as e x u alit y, t h e hi d d e n g e n o m e s a n d t h e r ol e of 
p art h e n o g e n eti c r ar e m al es i n t h e bri n e s hri m p Art e mi a. J Bi ol R es -T h ess al o n. 2 0 1 8: 2 5( 1): 7. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 7 0 9 -0 1 8 -0 0 7 8 -2 . 
Al o n g e M, L e b ei gl e L, Kirs c h e M, J e ni k e K, O u S, A g a n e z o v S, W a n g X, Li p p m a n Z B, S c h at z 
M C, S o y k S. A ut o m at e d ass e m bl y s c aff ol di n g usi n g R a g T a g el e v at es a n e w t o m at o s yst e m f or 
hi g h -t hr o u g h p ut  g e n o m e  e diti n g.  G e n o m e  Bi ol.  2 0 2 2: 2 3( 1): 2 5 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 5 9 -0 2 2 -0 2 8 2 3 -7 . 
Alts c h ul S F, Gis h W, Mill er W, M y ers E W, Li p m a n DJ. B asi c l o c al ali g n m e nt s e ar c h t o ol. J 
M ol Bi ol. 1 9 9 0: 2 1 5( 3): 4 0 3 – 4 1 0. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 2 -2 8 3 6( 0 5) 8 0 3 6 0 -2 .  
B a x e v a nis A D, K a p p as I, A b at z o p o ul os TJ. M ol e c ul ar p h yl o g e n eti cs a n d as e x u alit y i n t h e 
bri n e  s hri m p  Art e mi a.  M ol  P h yl o g e n et  E v ol.  2 0 0 6: 4 0( 3): 7 2 4 – 7 3 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. y m p e v. 2 0 0 6. 0 4. 0 1 0 . 
B o w e n S T. T h e g e n eti cs of Art e mi a s ali n a. III. Eff e cts of X -irr a di ati o n a n d of fr e e zi n g u p o n 
c yst s. Bi ol B ull. 1 9 6 3: 1 2 5( 3): 4 3 1 – 4 4 0. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 2 3 0 7/ 1 5 3 9 3 5 7 . 
B o y er L, J a b b o ur -Z a h a b R, J o n c o ur P, Gl é mi n S, H a a g C R, L e n or m a n d T. As e x u al m al e 
pr o d u cti o n b y Z W r e c o m bi n ati o n i n Art e mi a p art h e n o g e n eti c a. E v ol uti o n 2 0 2 3: 7 7( 1): 1 – 1 2. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ e v ol ut/ q p a c 0 0 8 . 
Br ů  n a  T, L o ms a d z e A, B or o d o vs k y M. G e n e M ar k -E P +: e u k ar y oti c g e n e pr e di cti o n wit h s elf -
tr ai ni n g i n t h e s p a c e of g e n es a n d pr ot ei ns. N A R G e n o mi cs Bi oi nf or m a. 2 0 2 0: 2( 2):l q a a 0 2 6. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ n ar g a b/l q a a 0 2 6 . 
B us h n ell B. B B M a p: a f ast, a c c ur at e, s pli c e -a w ar e ali g n er. B er k el e y, C A ( U nit e d St at es): 
L a wr e n c e B er k el e y N ati o n al L a b. ( L B N L); 2 0 1 4. htt ps:// w w w. osti. g o v/ bi bli o/ 1 2 4 1 1 6 6  
( A c c es s e d 2 0 2 3 S e pt em b er 4).  
C ar v al h o A B, Cl ar k A G. Effi ci e nt i d e ntifi c ati o n of Y c hr o m os o m e s e q u e n c es i n t h e h u m a n 
a n d  Dr os o p hil a  g e n o m es.  G e n o m e  R es.  2 0 1 3: 2 3( 1 1): 1 8 9 4 – 1 9 0 7. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 5 6 0 3 4. 1 1 3 .  
C ast ell u c ci F, L u c h etti A, M a nt o v a ni B. E x pl ori n g mit o g e n o m e e v ol uti o n i n Br a n c hi o p o d a 
( Cr ust a c e a) li n e a g es r e v e al s g e n e or d er r e arr a n g e m e nt s i n Cl a d o c er a. S ci R e p. 
2 0 2 2: 1 2( 1): 4 9 3 1. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 8 -0 2 2 -0 8 8 7 3 -y . 
C at c h e n J, A m or es A, B ass h a m S. C hr o m o n o m er: a t o ol s et f or r e p airi n g a n d e n h a n ci n g 
ass e m bl e d g e n o m e s t hr o u g h i nt e gr ati o n of g e n eti c m a ps a n d c o ns er v e d s y nt e n y. G 3 
G e n es G e n o m es G e n eti cs. 2 0 2 0: 1 0( 1 1): 4 1 1 5 – 4 1 2 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 5 3 4/ g 3. 1 2 0. 4 0 1 4 8 5 . 
C h e n g H, C o n c e p ci o n G T, F e n g X, Z h a n g H, Li H. H a pl ot y p e -r es ol v e d d e n o v o a ss e m bl y 
usi n g p h as e d ass e m bl y gr a p hs wit h hifi as m. N at M et h o ds. 2 0 2 1: 1 8( 2): 1 7 0 – 1 7 5. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 2 -0 2 0 -0 1 0 5 6 -5 .  
C o o m b e L, Li J X, L o T, W o n g J, Ni k oli c V, W arr e n R L, Bir ol I. L o n g Stit c h: hi g h -q u alit y 
g e n o m e ass e m bl y c orr e cti o n a n d s c aff ol di n g usi n g l o n g r e a ds. B M C Bi oi nf or m ati cs. 
2 0 2 1: 2 2( 1): 5 3 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 5 9 -0 2 1 -0 4 4 5 1 -7 .  

https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/gbe/16/1/10.1093_gbe_evae006/1/evae006_supplementary_data.docx?Expires=1757058580&Signature=ax-3kGn12fo0jyerFyB~YmKXy49SLn6-oOduhQxRSTqUHg1LFS9hkqeAX~1T2lbjqgUFuuvw-3NC88YQIzb9zpLsJzqMPrnx6u2gJoYJZiOI0uN5Dn2BHb21vXW9-iq4qRQ0zk5jTlwVwWFKRIPph-lp35pazRmztDkftw3X48DzewjHAUHQfyAK8w5rhMviXdobDmHrLacywIa9i84Z~5ojBaAieBk3c~U9Ht61ZAC2DoJOI7rmW0I7gtziVe2Vbo41XuzAmNsRaDXCoTMPeSuhiX~bJjZvpHmtpSperzuNkSDZlyzmE4RwTGDZAwULFIRQPogRzKEAIUREu7jUHg__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/gbe/16/1/10.1093_gbe_evae006/1/evae006_supplementary_data.docx?Expires=1757058580&Signature=ax-3kGn12fo0jyerFyB~YmKXy49SLn6-oOduhQxRSTqUHg1LFS9hkqeAX~1T2lbjqgUFuuvw-3NC88YQIzb9zpLsJzqMPrnx6u2gJoYJZiOI0uN5Dn2BHb21vXW9-iq4qRQ0zk5jTlwVwWFKRIPph-lp35pazRmztDkftw3X48DzewjHAUHQfyAK8w5rhMviXdobDmHrLacywIa9i84Z~5ojBaAieBk3c~U9Ht61ZAC2DoJOI7rmW0I7gtziVe2Vbo41XuzAmNsRaDXCoTMPeSuhiX~bJjZvpHmtpSperzuNkSDZlyzmE4RwTGDZAwULFIRQPogRzKEAIUREu7jUHg__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/gbe/16/1/10.1093_gbe_evae006/1/evae006_supplementary_data.docx?Expires=1757058580&Signature=ax-3kGn12fo0jyerFyB~YmKXy49SLn6-oOduhQxRSTqUHg1LFS9hkqeAX~1T2lbjqgUFuuvw-3NC88YQIzb9zpLsJzqMPrnx6u2gJoYJZiOI0uN5Dn2BHb21vXW9-iq4qRQ0zk5jTlwVwWFKRIPph-lp35pazRmztDkftw3X48DzewjHAUHQfyAK8w5rhMviXdobDmHrLacywIa9i84Z~5ojBaAieBk3c~U9Ht61ZAC2DoJOI7rmW0I7gtziVe2Vbo41XuzAmNsRaDXCoTMPeSuhiX~bJjZvpHmtpSperzuNkSDZlyzmE4RwTGDZAwULFIRQPogRzKEAIUREu7jUHg__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://doi.org/10.1093/nar/gkq291
https://doi.org/10.1186/s40709-018-0078-2
https://doi.org/10.1186/s13059-022-02823-7
https://doi.org/10.1016/S0022-2836(05)80360-2
https://doi.org/10.1016/j.ympev.2006.04.010
https://doi.org/10.2307/1539357
https://doi.org/10.1093/evolut/qpac008
https://doi.org/10.1093/nargab/lqaa026
https://www.osti.gov/biblio/1241166
https://doi.org/10.1101/gr.156034.113
https://doi.org/10.1038/s41598-022-08873-y
https://doi.org/10.1534/g3.120.401485
https://doi.org/10.1038/s41592-020-01056-5
https://doi.org/10.1186/s12859-021-04451-7


2 1  
 

Cri el G, M a cr a e T. R e pr o d u cti v e bi ol o g y of Art e mi a. I n: Art e mi a: b asi c a n d a p pli e d bi ol o g y. 
Kl u w er A c a d e mi c; 2 0 0 2. p. 3 9 – 1 2 8. htt p:// h dl. h a n dl e. n et/ 1 8 5 4/ L U -1 5 0 2 7 9  ( A c c es s e d 2 0 2 3 
S e pt e m b er 4).  
C z e c h L, S p e n c e J P, E x p ósit o -Al o ns o M. gr e n e d alf: p o p ul ati o n g e n eti c st atisti cs f or t h e n e xt 
g e n er ati o n of p o ol s e q u e n ci n g. ar Xi v. 2 0 2 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 4 8 5 5 0/ A R XI V. 2 3 0 6. 1 1 6 2 2 . 
D ai n at J, H er e ñ ú D, M urr a y D K D, D a vis E, Cr o u c h K, L u cil e S ol, A g osti n h o N, p as c al -git, 
Z oll m a n  Z,  t a y yr o v.  N BI S w e d e n/ A G A T:  A G A T -v 1. 2. 0  2 0 2 3. 
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S u p pl e m e nt ar y D at as et 1: Art e mi a fr a n ci s c a n a  g e n o m e ass e m bl y a n d a n n ot ati o n  

S u p pl e m e nt ar y D at as et 2: Art e mi a si ni c a  a n n ot ati o n  

S u p pl e m e nt ar y D at as et 3: M al e a n d F e m al e g e n o mi c c o v er a g e  

S u p pl e m e nt ar y D at as et 4: M al e:f e m al e F S T  p er g e n e  

S u p pl e m e nt ar y D at as et  5: N or m ali z e d g e n e e x pr essi o n  

S u p pl e m e nt ar y D at as et 6: W -s p e cifi c s e q u e n c es  

S u p pl e m e nt ar y D at as et 7: d N/ d S r es ult s Z -W p airs i n A. fr a n cis c a n a  

  

All s u p pl e m e nt ar y d at a s ets c a n b e d o w nl o a d e d usi n g t h e f oll o wi n g li n k:  
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 5 4 7 9/ A T:I S T A: 1 4 7 0 5  
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S u p pl e m e nt a r y Fi g u r es  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1: t h e pi p eli n e fr o m g e n er ati n g t h e c o ns e ns us r e a ds, a n d I d e ntif yi n g a n d 
r e m o vi n g p ut ati v e W-r e a ds usi n g f e m al e s p e cifi c k-m ers i d e ntifi e d usi n g a s u btr a cti o n 
a p pr o a c h wit h m al e a n d f e m al e g e n o mi c s h ort r e a ds.  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2: Ass e m bli n g t h e g e n o m e a n d s c aff ol di n g wit h g e n o mi c l o n g r e a ds a n d 
R N A -s e q r e a ds  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 3: C o v er a g e a n al ysis us e d t o i d e ntif y t h e s c aff ol ds b el o n gi n g t o t h e 
diff er e nti at e d r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e. T h e gr a y -d as h e d li n e r e pr es e nts t h e t hr es h ol d us e d: 
( L o g 2(f e m al e/ m al e) < m e di a n( L o g 2(f e m al e/ m al e)-0. 5).  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4: T h e pi p eli n e f or s c aff ol di n g t h e g e n o m e usi n g t h e p u bli s h e d li n k a g e 
m a p  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5: Ass e m bl y of W s c aff ol ds  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 6: L o g 2( F e m al e/ M al e) c o v er a g e p att er ns a cr oss t h e w h ol e g e n o m e ( W -
s c aff ol ds i n cl u d e d).  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 7: m al e:f e m al e F S T  p att er ns a cr oss t h e w h ol e g e n o m e ( W -s c aff ol ds 
i n cl u d e d). T h e gr a y d ots ar e t h e p er g e n e FS T , a n d t h e c ol or e d tr a ci n g is t h e r olli n g m e di a n of 
1 0 c o ns e c uti v e g e n es.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 8: A) T h e L o g 2 of t h e e x pr essi o n of A ut os o m al a n d t h e Z diff er e nti at e d 
r e gi o n  g e n es i n m al e a n d f e m al e h e a ds. T h e l e g e n d s h o ws t h e n u m b er of g e n es us e d i n t h e 
a n al ysis ( T P M > = 0 i n m al es a n d f e m al es). B) T h e L o g 2 e x pr essi o n of A ut os o m al a n d t h e Z 
diff er e nti at e d r e gi o n g e n es i n g o n a ds. T h e l e g e n d s h o ws t h e n u m b er of g e n es us e d i n t h e 
a n al ysis ( T P M > = 0 i n m al es a n d f e m al e s).  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 9: A) T h e L o g 2 of t h e e x pr essi o n of A ut os o m al a n d t h e Z diff er e nti at e d 
r e gi o n  g e n es i n m al e a n d f e m al e h e a ds. T h e l e g e n d s h o ws t h e n u m b er of g e n es us e d i n t h e 
a n al ysis ( T P M > = 1 i n m al es a n d f e m al es). B) T h e L o g 2 e x pr essi o n of A ut os o m al a n d t h e Z 
diff er e nti at e d r e gi o n g e n es i n g o n a ds. T h e l e g e n d s h o ws t h e n u m b er of g e n es us e d i n t h e 
a n al ysis ( T P M > = 1 i n m al es a n d f e m al e s).  

S u p pl e m e nt a r y T a bl es  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1: T h e st atisti c s of t h e g e n o m e a n d tr a ns cri pt o m e ass e m bli es  

 

Ass e m bl y  G e n o m e Si z e ( M B)  1 1 3 5. 7 6 4 0 9 3  

N u m b er of c hr o m os o m es  2 1  

Li n k a g e m a p a n c h ori n g r ati o  8 1 %  
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N u m b er of s c aff ol ds/ c o nti gs  2 1 1 8  

L o n g est s c aff ol d/ c o nti g ( M b)  6 6  

N 5 0 ( M B)  4 3  

A v er a g e l e n gt h ( M B)  0. 5 4  

G a ps  2 4 7 0  

N _ c o u nt  5 2 0 5 7 2  

G C c o nt e nt ( %)  3 4. 9 5 %  

Pr ot ei n -c o di n g g e n es  N u m b er  1 9 4 2 1  

M e a n g e n e l e n gt h ( b p)  3 0 5 0 3  

E x o ns/i ntr o ns p er g e n e  ~ 5. 2 e x o ns p er g e n e  

~ 4. 2 i ntr o ns p er g e n e  

M e a n e x o n/i ntr o n l e n gt h ( b p)  ~ 2 5 2 b p e x o ns p er g e n e  

~ 6 9 6 4 b p i ntr o ns p er g e n e 

B us c o of pr ot ei n s e q u e n c es 
of a n n ot at e d g e n es  

c o m pl et e  9 0. 2 %  

si n gl e-c o p y  7 6. 9 %  

d u pli c at e d  1 3. 3 %  

R e p e ats  Si z e ( M b)  7 4 9 ( 6 5. 9 4 %)  

D N A tr a ns p os o ns ( M B)  4 5 ( 3. 9 8 %)  

SI N Es ( M B)  9. 2  ( 0. 8 1 %)  
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LI N Es ( M B)  1 3 4 ( 1 1. 7 8 %)  

L T Rs ( M B)  3 5 1 ( 3 0. 9 1 %) 

U n cl assifi e d  tr a ns p os o ns 
( M b) 

1 2 5 ( 1 1. 0 8 %)  

 
S u p pl e m e nt ar y T a bl e 2: Pr o p orti o n of Tr a ns p os a bl e El e m e nts i n W s c aff ol ds, S O r e gi o n, 
A ut os o m es, W -s c aff ol ds t h at h a v e h o m ol o gs t o S 0 r e gi o n a n d a cr oss w h ol e g e n o m e of A. 
fr a n cis c a n a 

 

T y p e  W h ol e 
g e n o m e  

( b p) 

A ut os o m es  

( b p) 

C h r Z  S 0 
r e gi o n  

( b p) 

W s c aff ol ds  

( b p) 

  

W s c aff ol ds 
wit h  S 0 
h o m ol o g  

( b p) 

t ot al l e n gt h 1 1 3 5 7 6 4 0 9 3  1 1 0 1 1 2 7 1 0 0  1 3 1 1 0 0 0 0  2 1 5 2 6 9 9 3  8 1 9 7 3 7  

b as es m as k e d  7 4 8 8 9 9 9 9 5  

( 6 5. 9 4 % ) 

7 2 6 2 0 2 0 6 2 
(6 5. 9 5 % ) 

8 9 6 7 1 2 9 
(6 8. 4 0 % ) 

1 3 7 3 1 0 5 5  
(6 3. 7 9 % ) 

5 5 3 1 2 3  

( 6 7. 4 8 % ) 

R etr o el e m e nts  4 9 4 0 4 6 6 1 1 
( 4 3. 5 0 %) 

4 7 9 3 3 4 5 8 6 
( 4 3. 5 3 %) 

5 5 0 0 6 0 4 
( 4 1. 9 6 %) 

9 2 1 1 3 7 7  
( 4 2. 7 9 %) 

3 9 6 4 6 2  

( 4 8. 3 6 %) 

D N A 
tr a ns p os o ns 

5 2 2 8 9 6 8  

( 3. 9 8 %) 

4 3 6 2 0 0 2 9 ( 3. 9 6 
%)  

6 1 5 8 0 7   

( 4. 7 0 %) 

9 9 3 3 5 7    ( 4. 6 1 
%)  

3 9 4 3 9  

( 4. 8 1 %) 

R olli n g -cir cl es  5 9 9 8 8 4 2 4   ( 5. 2 8 
%)  

5 8 3 3 6 4 2 3 ( 5. 3 0 
%)  

1 0 1 3 5 6 0  

 ( 7. 7 3 %) 

6 3 8 6 2 0    ( 2. 9 7 
%)  

1 5 1 0 5  

( 1. 8 4 %) 

U n cl assifi e d  1 2 5 8 2 7 1 9 4   
( 1 1. 0 8 %) 

1 2 1 7 9 0 6 2 2 
( 1 1. 0 6 %) 

1 5 6 0 0 3 3   
( 1 1. 9 0 %) 

2 4 7 5 9 7 7   
( 1 1. 5 0 %) 

8 9 7 7 8  

( 1 0. 9 5 %) 

 
S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3: G e n o mi c a n d tr a ns cri pt o mi c s a m pl es us e d f or t hi s st u d y a n d w h at 
st e ps of t h e a n al ysis t h e y w er e us e d i n. T his t a bl e is a v ail a bl e h er e:  
htt ps:// git h u b. c o m/ M el kr e wi/ Art e mi a _fr a n cis c a n a _ g e n o m e/ bl o b/ 0 4 8 5 5 7 e 7 e d 5f d 5 7 b 0 6 9 5 1 6f
5 c 3 d a 6 5 2 a d 9 d 4 c 1 cf/ Art e mi a _fr a n cis c a _ g e n o m e _li st _ of _s a m pl es. xls x  
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C h a pt e r 3: C h r o m ati n L a n d s c a p e Is As s o ci at e d Wit h S e x -Bi as e d E x p r essi o n 
a n d D r os o p hil a -Li k e D os a g e C o m p e ns ati o n of t h e Z C h r o m os o m e i n Art e mi a 
fr a n cis c a n a 

Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett 1 * , Mi n er v a S us a n a Tr ej o-Ar ell a n o 1  , B e atri z Vi c os o 1 *  
 

A bst r a ct  

T h e m al es a n d f e m al es of t h e bri n e s hri m p Art e mi a fr a n cis c a n a  ar e hi g hl y di m or p hi c, a n d t hi s 
di m or p his m is ass o ci at e d wit h s u bst a nti al s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n i n h e a ds a n d g o n a ds. 
H o w t h es e s e x -s p e cifi c p att er ns of e x pr essi o n ar e r e g ul at e d at t h e m ol e c u l ar l e v el is u n k n o w n. 
A. fr a n cis c a n a  als o h as diff er e nti at e d Z W s e x c hr o m os o m e s, wit h c o m pl et e d os a g e 
c o m p e ns ati o n, b ut t h e m ol e c ul ar m e c h a nis m t hr o u g h w hi c h c o m p e ns ati o n is a c hi e v e d is 
u n k n o w n. H er e, w e c o n d u ct e d C U T & T A G ass a ys t ar g eti n g 7 p ost -tr a nsl ati on al hist o n e 
m o difi c ati o ns ( H 3 K 2 7 m e 3, H 3 K 9 m e 2, H 3 K 9 m e 3, H 3 K 3 6 m e 3, H 3 K 2 7 a c, H 3 K 4 m e 3, a n d 
H 4 K 1 6 a c) i n h e a ds a n d g o n a ds of A. fr a n cis c a n a , all o wi n g us t o di vi d e t h e g e n o m e i nt o 1 2 
c hr o m ati n st at es. W e f urt h er d efi n e d f u n cti o n al c hr o m ati n si g n at ur es f or all g e n es, w hi c h w er e 
c orr el at e d wit h tr a ns cri pt l e v el a b u n d a n c es. Diff er e n c es i n t h e o c c u p a n c y of t h e pr ofil e d 
e pi g e n eti c m ar ks b et w e e n s e x es w er e ass o ci at e d wit h diff er e nti al g e n e e x pr essi o n b et w e e n 
m al es a n d f e m al es. Fi n all y, w e f o u n d a si g nifi c a nt e nri c h m e nt of t h e p er mi ssi v e H 4 K 1 6 a c 
hist o n e m ar k i n t h e Z -s p e cifi c r e gi o n i n b ot h ti ss u es of f e m al e s b ut n ot m al es, s u p p orti n g t h e 
r ol e of t his hist o n e m ar k i n m e di ati n g d os a g e c o m p e ns ati o n of t h e Z c hr o m os o m e.  

I nt r o d u cti o n  

T h e m al es a n d f e m al es of m a n y s p e ci es diff er i n t h eir m or p h ol o g y, p h ysi ol o g y, a n d/ or 
b e h a vi or. W hil e t h e pri m ar y si g n al f or s e x d et er mi n ati o n is e n c o d e d o n t h e s e x c hr o m os o m es 
i n s p e ci es wit h g e n eti c s e x d et er mi n ati o n, s e x u al diff er e nti ati o n is t h o u g ht t o r el y o n 
diff er e nti al g e n e e x pr essi o n (s e x -bi as e d g e n es) b et w e e n m al es a n d f e m al es t hr o u g h o ut t h e 
g e n o m e ( P ars c h a n d Ell e gr e n 2 0 1 3). T h e n at ur e a n d e xt e nt of s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n ar e 
q uit e di v ers e a cr oss t a x a a n d c a n v ar y wit h ti ss u es a n d d e v el o p m e nt al st a g es ( Gr at h a n d P ars c h 
2 0 1 6), a n d u n d e rst a n di n g h o w s u c h di m or p his m i n e x pr essi o n e v ol v es a n d is r e g ul at e d h as 
b e e n a l o n gst a n di n g g o al. S o m e di m or p hi c g e n es a n d tr aits ar e dir e ctl y r e g ul at e d b y t h e s e x -
d et er mi n ati o n c as c a d e. F or i nst a n c e, i n Dr os o p hil a , t h e a c q uisiti o n of s e x u all y di m or p hi c 
for el e g s e x c o m bs is ass o ci at e d wit h t h e e x pr essi o n of t h e s e x -d et er mi ni n g tr a ns cri pti o n f a ct or 
ds x  ( B ar mi n a et al. 2 0 0 5). Si mil arl y, wit hi n t h e Dr os o p hil a  br ai n, s p e cifi c n e ur o ns e x hi bit s e x -
s p e cifi c is of or m s of t h e tr a ns cri pti o n f a ct or Fr u , a pi v ot al r e g ul at or of s e x u al di m or p his m 
r es p o nsi bl e f or dir e cti n g m al e-s p e cifi c c o urts hi p b e h a vi ors ( Di c ks o n 2 0 0 8). H o w e v er, t h e 
m aj orit y of s e x -bi as e d g e n es ar e n ot dir e ctl y b o u n d b y m e m b ers of t h e s e x -d et er mi n ati o n 
p at h w a y, a n d m or e c o m pl e x m e c h a nis m s m ust b e at pl a y . T h e c o nfi g ur ati o n of t h e c hr o m ati n 
str u ct ur e, w hi c h c a n b e o p e n a n d ass o ci at e d wit h tr a ns cri pti o n, or cl os e d a n d ass o ci at e d wit h 
sil e n ci n g, a n d c a n b e s h a p e d b y t h e s e x -d et er mi n ati o n p at h w a y ( T a c hi b a n a 2 0 1 6), is a n ot h er 
r e g ul at or y l a y er t h at i s b e c o mi n g i n cr e asi n gl y a p pr e ci at e d as a s o ur c e of di m or p his m. 

I n t h e br o w n al g a e E ct o c ar p us,  t h er e is a c orr el ati o n b et w e e n diff er e nti al c hr o m ati n si g n at ur es 
a n d s e x -bi as e d g e n es cr u ci al f or s e x u al diff er e nti ati o n ( G u e n o et al. 2 0 2 2). M or e o v er, i n 
m a m m ali a n f et al g e r m c ells, t h e s e x-s p e cifi c c hr o m ati n c o nfi g ur ati o n c orr es p o n ds t o 
a nti ci p at e d diff er e nti al g e n e e x pr essi o n a n d m or p h ol o gi c al diff er e n c es b et w e e n t h e s e x es 
d uri n g l at er st a g es of d e v el o p m e nt ( L es c h a n d P a g e 2 0 1 3). Fi n all y, r e c e nt r es e ar c h o n 2 cl os el y 
r el ate d Dr os o p hil a  s p e ci es hi g hli g ht e d t h e i n v ol v e m e nt of t h e o p e n c hr o m ati n m ar k H 3 K 4 m e 3 
a n d cl os e d c hr o m ati n m ar k H 3 K 2 7 m e 2 m e 3 i n m ai nt ai ni n g s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n ( N a n ni 
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et al. 2 0 2 3). I n p arti c ul ar, t hi s w or k s u p p ort e d t h e m o d el of “ O p e n i n S a m e s e x a n d/ or Cl os e d 
i n O p p osit e ” f or s e x bi as ( N a n ni et al. 2 0 2 3), t h e i d e a t h at a g e n e will b e i n o p e n c hr o m ati n 
o nl y i n t h e s e x w h er e it is pri m aril y e x pr ess e d ( Br o w n a n d B a c htr o g 2 0 1 4). H o w e v er, o nl y 3 
hist o n e m ar ks w er e s a m pl e d, a n d o nl y t h e h e a d, a n or g a n wit h li mit e d s e x u al di m or p his m, w as 
c o nsi d er e d, s u c h t h at t h e r el e v a n c e of t his m o d el t o br o a d er p att er ns of m ol e c ul ar di m or p hi s m 
is still u n cl e ar. 

Diff er e n c es i n t h e m al e a n d f e m al e c hr o m ati n l a n ds c a p e ar e als o cr u ci al t o m ai nt ai n g e n e 
e x pr essi o n b al a n c e i n s p e ci es wit h diff er e nti at e d s e x c hr o m os o m e s, s u c h as t h e X a n d Y of 
m a m m al s. S e x c hr o m os o m es ori gi n all y e v ol v e fr o m or di n ar y p air s of a ut os o m es aft er t h e y 
a c q uir e s e x -d et er mi ni n g g e n e( s), w hi c h is oft e n f oll o w e d b y r e c o m bi n ati o n s u p pr essi o n o v er 
p art of t h e c hr o m os o m e a n d d e g e n er ati o n of t h e Y (i n X Y s y st e m) or W (i n Z W s yst e ms, w h er e 
f e m al es ar e Z W w hil e m al e ar e Z Z) ( D. C h arl es w ort h, C h arl e s w ort h, a n d M ar ais 2 0 0 5). T h e 
d e g e n er ati o n of t h e Y ( or W) r es ults i n diff er e nt c o p y n u m b ers of X/ Z -li n k e d a n d a ut os o m al 
g e n es i n t h e h et er o g a m eti c s e x, w hi c h c a n c a us e i m b al a n c es i n g e n e e x pr essi o n b et w e e n s e x 
c hr o m os o m es a n d a ut os o m es ( Gr at h a n d P ars c h 2 0 1 6). T his is t h o u g ht t o b e d el et eri o us, as 
m a n y g e n e n et w or ks a n d pr ot ei n c o m pl e x es i n v ol v e b ot h X -li n k e d a n d a ut os o m al g e n e 
pr o d u cts ( B. C h arl e s w ort h 1 9 7 8; V eiti a 2 0 0 5). D os a g e c o m p e ns ati o n m e c h a nis ms h a v e 
c o ns e q u e ntl y e v ol v e d i n d e p e n d e ntl y i n m a n y e u k ar y oti c t a x a. T h e pr o c ess is t h o u g ht t o b e gi n 
wit h t h e r est or ati o n of a n c estr al e x pr es si o n t hr o u g h i n cr e as e d g e n e e x pr ess i o n o n t h e X ( or Z) 
c hr o m os o m e i n t h e h et er o g a m eti c s e x. W h e n t his i n cr e as e is n ot s e x -s p e cifi c, it c a us es t h e 
o v er e x pr essi o n of X/ Z -li n k e d g e n es i n t h e h o m o g a m eti c s e x, tri g g eri n g t h e s e c o n d ar y 
e v ol uti o n of m e c h a nis ms t o s u p pr ess X ( or Z) e x pr essi o n a n d r est or e b al a n c e b et w e e n t h e s e x 
c hr o m os o m e a n d a ut os o m es i n t h e h o m o g a m eti c s e x ( a n d c o ns e q u e ntl y b et w e e n t h e s e x es) 
( L u c c h esi, K ell y, a n d P a n ni n g 2 0 0 5). S u c h m e c h a nis m s m a y aff e ct t h e e ntir e s e x c hr o m os o m e 
( c hr o m os o m e-wi d e d os a g e c o m p e ns ati o n) or o nl y a s u bs et of d os a g e -s e nsiti v e g e n es ( g e n e -
b y -g e n e c o m p e ns ati o n) ( G u a n d W alt ers 2 0 1 7).  

C hr o m os o m e -wi d e d os a g e c o m p e ns ati o n c a n t h er ef or e b e a c hi e v e d b y u pr e g ul ati n g X -li n k e d 
g e n e e x pr essi o n i n t h e h et er o g a m eti c s e x ( e. g. i n Dr os o p hil a ) or r e d u ci n g tr a ns cri pti o n i n t h e 
h o m o g a m eti c s e x ( M u yl e et al. 2 0 2 1). I n pl a c e nt al m a m m als, o n e of t h e e ntir e X c hr o m os o m es 
is r a n d o ml y i n a cti v at e d i n f e m al es, w hil e c o n c urr e ntl y u pr e g ul ati n g a s u bs et of X-li n k e d g e n es 
i n b ot h s e x es ( L u c c h esi, K ell y, a n d P a n ni n g 2 0 0 5; O’ N eill et al. 2 0 0 8). I n C a e n or h a b ditis 
el e g a ns,  d o w nr e g ul ati o n is a c hi e v e d b y a t w o -f ol d r e d u cti o n i n tr a ns cri pti o n r at es fr o m b ot h X 
c hr o m os o m es of t h e h o m o g a m eti c s e x ( L a u a n d Cs a n k o vs z ki 2 0 1 5). Alt h o u g h t h es e 
c o m p e ns ati o n m e c h a nis ms v ar y b y s p e ci es, t h e y all l e a d t o t h e e q u ali z ati o n of e x pr essi o n 
b et w e e n t h e s e x es, a n d t h e y ar e us u all y a c c o m p a ni e d b y c h a n g es i n t h e s e x -s p e cifi c c hr o m ati n 
str u ct ur e ( L u c c h esi a n d K ur o d a 2 0 1 5; M ari n et al. 2 0 1 7). St u di es o n d os a g e c o m p e ns ati o n h a v e 
hist ori c all y b e e n c o n c e ntr at e d o n s p e ci es wit h m al e h et er o g a m et y, w hi c h t y pi c all y s h o w 
c hr o m os o m e -wi d e d os a g e c o m p e ns ati o n. O n t h e ot h er h a n d, Z W s yst e ms oft e n h a v e p arti al 
d os a g e c o m p e ns ati o n m e c h a ni s ms, w h er e o nl y d os a g e -s e nsiti v e g e n es ar e c o m p e ns at e d (It o h 
et al. 2 0 0 7; Vi c os o et al. 2 0 1 3 ). L e pi d o pt er a n i ns e cts ar e a n i m p ort a nt e x c e pti o n t o t his p att er n, 
as t h e y h a v e a n e m at o d e -li k e d os a g e c o m p e ns ati o n t h at aff e ct s t h e Z c hr o m os o m e gl o b all y ( G u 
a n d W alt ers 2 0 1 7). H o w e v er, a r e c e nt st u d y o n m o n ar c h b utt erfli es wit h y o u n g s e x 
c hr o m os o m es s h o w e d t h at t h e a n c estr al -Z a n d t h e n e o -Z c hr o m os o m e u n e x p e ct e dl y s h o w e d 
t w o disti n ct m o d es of d os a g e c o m p e ns ati o n m e c h a nis m s ( G u et al. 2 0 1 9). T h e n e wl y d eri v e d 
Z s e g m e nt h a d a Dr os o p hil a -li k e d os a g e c o m p e ns ati o n m e c h a nis m w hil e t h e tr a ns cri pti o n of 
a n c estr a l-Z g e n es w as d o w nr e g ul at e d t o n e arl y h al v e t h e Z Z g e n es i n m al es as r e p ort e d i n ot h er 
L e pi d o pt er a n s p e ci es ( G u et al. 2 0 1 9). W h y X/ Z: a ut os o m e i m b al a n c es l e a d t o s u c h di v ers e 
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c o m p e ns ati o n m e c h a nis ms is p o orl y u n d erst o o d, i n p art d u e t o t h e li mit e d n u m b er o f s yst e ms 
t h at h a v e b e e n c h ar a ct eri z e d i n d et ail. 

H er e w e a d dr ess t h es e q u esti o ns i n Art e mi a fr a n cis c a n a , a cr ust a c e a n w hi c h e x hi bits e xt e nsi v e 
m or p h ol o gi c al s e x u al di m or p his m (i n p arti c ul ar m al e h e a ds p oss ess pr ot e cti v e cl as p ers f or 
m ati n g w hi c h ar e a bs e n t i n f e m al es). A si g nifi c a nt n u m b er of g e n es s h o w diff er e nti al 
e x pr essi o n i n t h e h e a ds a n d g o n a ds of m al es a n d f e m al es, pr e d o mi n a ntl y i n g o n a d al ti ss u e 
( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9). T o u n d erst a n d t h e m ol e c ul ar b asis of t his di m or p his m, a n d of 
cr ust a c e a n g e n e r e g ul ati o n i n g e n er al, w e c h ar a ct eri z e d t h e c hr o m ati n l a n ds c a p e of t hi s s p e ci es 
usi n g v ari o us a cti v e a n d r e pr essi v e hist o n e m ar ks, i n h e a ds a n d g o n a ds of t h e t w o s e x es. 
F urt h er m or e, Art e mi a fr a n cis c a n a  h as a p air of Z W s e x c hr o m os o m es w hi c h h a v e a c q uir e d 
c o m p l et e d os a g e c o m p e ns ati o n ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9; B ett et al. 2 0 2 4). H o w e v er, t h e 
u n d erl yi n g m ol e c ul ar m e c h a nis ms ar e u n k n o w n. W e i n v esti g at e d h o w e pi g e n eti c 
m o difi c ati o ns m a y m e di at e e q u ali z ati o n of g e n e e x pr essi o n b et w e e n s e x es d es pit e t h eir 
diff er e n c es i n  g e n e c o p y n u m b ers.  

R es ults  

C o r r el ati o n of Hist o n e M o difi c ati o ns wit h E x p r essi o n  

W e g e n er at e d C U T & T A G d at a s et s fr o m t h e h e a ds a n d g o n a ds of A. fr a n cis c a n a , f o c usi n g o n 
7  disti n ct hist o n e m o difi c ati o ns. T h es e p ost -tr a nsl ati o n al hist o n e m o difi c ati o ns off er a 
c o m pr e h e nsi v e bi ol o gi c al a n n ot ati o n a cr oss A. fr a n cis c a n a  g e n o m e, e n c o m p as si n g 
h et er o c hr o m ati n, a cti v e tr a ns cri pti o n, a n d p ol y c o m b -m e di at e d r e pr essi o n ( T a bl e 1).  
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Hi st o n e 
m a r k  

A cti v e  o r 
R e p r essi v e ( Ki m ur a 
2 0 1 3)  

N o.  of 
r e pli c at es 
i n  e a c h 
ti ss u e 

K n o w n F u n cti o n  
( B a n nist er  a n d 
K o u z ari d es 2 0 1 1)  

R e g ul ati o n of  s e x 
c h r o m os o m es  

H 3 K 2 7 a c  A cti v e  2  Ass o ci at e d wit h 
a cti v e e n h a n c ers  

I n v ol v e d i n r e g ul ati o n of 
s e x -d et er mi n ati o n a n d 
diff er e nti ati o n g e n es i n 
c hi c k e n  (Ji a n g et al. 
2 0 2 2)  

H 3 K 4 m e 3  A cti v e  2  M ar ks  a cti v e 
pr o m ot ers  

E nri c h e d i n t h e Z -
s p e cifi c  r e gi o n  of 
S c hist os o m e  ( Pi c ar d et 
al. 2 0 1 9)  

H 4 K 1 6 a c  A cti v e  2  Hi g hl y e nri c h e d 
o n T S S  

E nri c h e d o n si n gl e m al e 
X of Dr os o p hil a  ( G el b art 
et al. 2 0 0 9), n e o -Z 
f e m al e of M o n ar c h M ot h 
( G u et al. 2 0 1 9) 

H 3 K 3 6 m e 3  A cti v e  2  E nri c h e d t o w ar d 
t h e 3’ of a cti v e 
g e n es  

Tr a ns cri pti o n al 
u pr e g ul ati o n of t h e m al e 
X of Dr os o p hil a  ( B ell et 
al. 2 0 0 8)  

H 3 K 2 7 m e 3  R e pr essi v e  3  Tr a ns cri pti o n al 
r e pr essi o n  of 
d e v el o p m e nt all y 
r e g ul at e d g e n es 

A c c u m ul at es o n t h e 
i n a cti v at e d  X-
c hr o m os o m e of  f e m al es 
of pl a c e nt al m a m m als  
( K els e y et al. 2 0 1 5) 

H 3 K 9 m e 2  R e pr essi v e  2  M ar ks 
c o nstit uti v e 
h et er o c hr o m ati n  

E nri c h e d o n n e o -Y 
r e gi o ns wit h a hi g h 
r e p e at  c o nt e nt  i n 
Dr os o p hil a  mir a n d a  
( Z h o u et al. 2 0 1 3) 

H 3 K 9 m e 3  R e pr essi v e  2  Ass o ci at e d wit h 
h et er o c hr o m ati n, 
s at ellit e r e p e ats, 
g e n e -p o or r e gi o ns  

M o d ul at es 
h et er o c hr o m ati n 
i nt e grit y  of  Y 
c hr o m os o m e  ( Br o w n, 
N g u y e n, a n d B a c htr o g 
2 0 2 0)  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?rKDjf3
https://www.zotero.org/google-docs/?VHRd7Y
https://www.zotero.org/google-docs/?Wg60nB
https://www.zotero.org/google-docs/?pQ7vDR
https://www.zotero.org/google-docs/?pQ7vDR
https://www.zotero.org/google-docs/?L3OtYq
https://www.zotero.org/google-docs/?6MqhcT
https://www.zotero.org/google-docs/?6MqhcT
https://www.zotero.org/google-docs/?9U4YOb
https://www.zotero.org/google-docs/?9U4YOb
https://www.zotero.org/google-docs/?MXova0
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T a bl e 1: Hist o n e m ar ks pr ofil e d i n t hi s st u d y t o g et h er wit h t h eir r ol e i n tr a ns cri pti o n a n d 
ass o ci at e d f u n cti o ns i n t h e r e g ul ati o n of s e x c hr o m os o m es  
 
Usi n g S p e ct a cl e ( S o n g a n d C h e n 2 0 1 5), w e a p pli e d a m ulti v ari at e hi d d e n M ar k o v al g orit h m t o 
i nf er 1 2 c hr o m ati n st at es a cr oss t h e A. fr a n cis c a n a  g e n o m e b as e d o n t h e pr es e n c e a n d a bs e n c e 
of t h es e 7 hi st o n e m o difi c ati o ns ( s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 1, S 2 , a n d S 3  ). W hil e t h es e c hr o m ati n 
st at es ar e i nf or m ati v e a b o ut f u n cti o n al el e m e nts al o n g t h e g e n o m e, t h e y ar e diffi c ult t o 
c orr el at e dir e ctl y wit h e x pr essi o n, as m ulti pl e st at es c a n b e si m ult a n e o usl y f o u n d o n e a c h g e n e. 
F oll o wi n g G u e n o et al. ( G u e n o et al. 2 0 2 2), w e t h er ef or e o bt ai n e d g e n e -l e v el c hr o m ati n 
si g n at ur es fr o m t h e c o m bi n ati o n of st at es f o u n d o n e a c h g e n e. Fi rst, t h e c hr o m ati n st at es ( E 1 
t o E 1 2) w er e cl ust er e d i nt o 4 f u n cti o n al c at e g ori es: ( a) a cti v e tr a ns cri pti o n, m ar k e d b y t h e 
e nri c h m e nt of t h es e 4 a cti v e hist o n e m o difi c ati o ns or t h eir c o m bi n ati o ns ( H 3 K 3 6 m e 3, 
H 3 K 2 7 a c, H 3 K 4 m e 3, a n d H 4 K 1 6 a c); ( b) p ol y c o m b -m e di at e d r e pr essi o n, i d e ntifi e d b y t h e 
e nri c h m e nt of H 3 K 2 7 m e 3; ( c) h et er o c hr o m ati n (if t h e y w er e e nri c h e d f or H 3 K 9 m e 2 a n d/ or 
H 3 K 9 m e 3); ( d) mi x e d c hr o m ati n, w h er e b ot h a cti v e a n d r e pr essi v e c hr o m ati n m ar ks ar e 
e nri c h e d; a n d w e als o i n cl u d e d a b a c k gr o u n d n ull st at e, c h ar a ct eri z e d b y t h e a bs e n c e of disti n ct 
c hr o m ati n f e at ur es. All p ossi bl e c o m bi n ati o ns of f u n cti o n al c at e g ori es of c hr o m ati n st at es, 
al o n g wit h t h e b a c k gr o u n d n ull st at e, r es ult e d i n a t ot al of 1 6 g e n e -l e v el c hr o m ati n si g n at ur es 
( Fi g. 1 a, S 1 t o S 1 6 ). 
 

https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
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Fi g. 1 : T h e c hr o m ati n l a n ds c a p e a n d c orr el ati o n wit h e x pr essi o n i n A. fr a n cis c a n a . a) A cti v e, 
r e pr essi v e, a n d mi x e d c hr o m ati n si g n at ur es (S 1 t o S 1 6 ) w er e i nf err e d b as e d o n t h e c o m bi n ati o n 
of e missi o n st at es ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 2 ) of g e n es. b) T h e pr o p orti o n of c hr o m ati n si g n at ur es 
( S 1 t o S 1 6) a cr oss a ut os o m al a n d ps e u d o a ut os o m al g e n es a n n ot at e d i n t h e A. fr a n cis c a n a  
g e n o m e i n e a c h tiss u e a n d s e x. c) E x pr essi o n of g e n es wit h diff er e nt c hr o m ati n si g n at ur es ( S 1 
t o S 1 6) i n m al e g o n a ds d) E x pr essi o n p att er ns of g e n es of diff er e nt c hr o m ati n si g n at ur es ( S 1 
t o S 1 6) i n f e m al e g o n a ds. T h e d ott e d li n e i n di c at e s t h e m e di a n e x pr essi o n of all a n n ot at e d 
g e n es. Wil c o x o n si g n e d -r a n k t est w as p erf or m e d b et w e e n g e n es of p arti c ul ar c hr o m ati n 
si g n at ur e a n d t h e e x pr es si o n of t h e g e n es of t h e r est of t h e g e n o m e ( a ut os o m es a n d 
ps e u d o a ut os o m al g e n es), wit h * d e n oti n g a P -v al u e < 0. 0 5, * * is P -v al u e < 0. 0 0 5, a n d * * * is 
P -v al u e < 0. 0 0 0 5. Si mil ar pl ots ar e pr o vi d e d f or e x pr essi o n i n h e a ds i n  s u p pl e m e nt ar y Fi gs. 4 a  
a n d  4 b. P a n els E a n d F s h o w t h e c orr el ati o n of m al e h e a d e x pr essi o n wit h H 3 K 9 m e 3 f or g e n es 
wit h e) or wit h o ut f) T Es i n t h eir i ntr o ns. P a n els G a n d H s h o w t h e c orr el ati o n of m al e h e a d 

https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/mbe/42/5/10.1093_molbev_msaf085/2/msaf085_supplementary_data.pdf?Expires=1759152403&Signature=EJCHaW8M~0oG3nF0P6o-tMw2p04dwzo6dJF7zVgqMFZvlRXWgIctn~UQw3t6GlOlj2bzYxRW9DgvEstM9YSUU3Vw4IdUvatEAeyqQMZMYsJJXlYKpyEbnWdE8O17HQ48wV8NyooJniA4z80om9wbtUQwMJrLjyDbqYqpmGiM6wimzVwSuOMVRbT7PnVsN8PbUyEWATeVOHdS2zEn-JkW~SP~Hn1gdQeiO6LUGIHe7dTn9ILRUpIdLic3HHVOsQXf1S67MvNQn0I59RMK~Gfi4WXtpIuN93osKck1P-O~MQhnFd8j4kiYg-3hTub1gNaxw048iQ85-IPO~NsKXl5EAA__&Key-Pair-Id=APKAIE5G5CRDK6RD3PGA
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e x pr essi o n wit h H 3 K 9 m e 2 f or g e n es wit h g) or wit h o ut h) T Es i n t h eir i ntr o ns. T h e f e w g e n es 
wit h T Es o v erl a p pi n g t h eir e x o ns w er e e x cl u d e d fr o m t h e a n al ysi s. Si mil ar pl ot s usi n g f e m al e 
h e a ds a n d g o n a ds e x pr essi o n v al u es ar e pr o v i d e d i n s u p pl e m e nt ar y fi gs. 4 C -4 N  . 
 
T h es e c hr o m ati n si g n at ur es c a n t h e n a g ai n b e br o a dl y cl assifi e d as a cti v e (if t h e g e n es c o nt ai n 
o nl y a cti v e c hr o m ati n st at es a n d mi x e d c hr o m ati n st at es, S 1 5 t o S 1 6), or r e p r essi v e (if g e n es 
e x hi bit eit h er t h e b a c k gr o u n d n ull st at e or a c o m bi n ati o n of r e pr essi v e a n d mi x e d st at es, S 1 -
S 7). G e n es wit h o nl y mi x e d st at es, or wit h b ot h a cti v e a n d r e pr essi v e m ar ks, w er e cl assifi e d as 
h a vi n g a mi x e d c hr o m ati n si g n at ur e ( S 8 t o S 1 4). I n or d er t o a v oi d c o nf o u n di n g eff e cts of t h e 
s e x c hr o m os o m e c hr o m ati n (s e e s e cti o n 3), w e f o c us e d o ur a n al ysis o n g e n es l o c at e d i n t h e 
a ut os o m al a n d ps e u d o a ut os o m al r e gi o ns. H e a ds w er e e nri c h e d f or a cti v e c hr o m ati n si g n at ur es 
c o m p ar e d t o g o n a ds ( Fi g. 1 b, Fi s h er's E x a ct, P -v al u e = 4. 6 5 e -7 7 i n m al e a n d P -v al u e = 1. 3 1 e -
1 4 2 i n f e m al e), w hil e r e pr essi o n -ass o ci at e d c hr o m ati n si g n at ur es w er e m or e pr e v al e nt i n 
g o n a ds ( Fi g. 1 b, Fis h er's e x a ct, P -v al u e = 4. 8 1 e -0 7 i n m al e a n d P -v al u e = 4. 5 8 e -4 6 i n f e m al e).  
T h e g o n a ds s h o w e nri c h m e nt of c hr o m ati n si g n at ur e S 1 2 c o m p ar e d t o h e a d ti ss u e. T his u n us u al 
c o nfi g ur ati o n is li n k e d t o g e n es e nri c h e d f or pr ot ei n -bi n di n g f u n cti o ns s u p pl e m e nt ar y fi gs. 
S 2 1 . 

I n or d er t o e x pl or e t h e f u n cti o n al r el e v a n c e of t his cl assifi c ati o n, w e c o m p ar e d t h e e x pr essi o n 
of g e n es a ss o ci at e d wit h diff er e nt c hr o m ati n si g n at ur es i n b ot h s o m ati c a n d g o n a d al tiss u es of 
m al e a n d f e m al e A. fr a n cis c a n a . G e n es wit h r e pr es si v e si g n at ur es ( S 1 t o S 7) dis pl a y 
si g nifi c a ntl y l o w er e x pr essi o n l e v els ( P -v al u e < 0. 0 0 1, Wil c o x o n r a n k s u m t ests) t h a n g e n es 
wit h ot h er c hr o m ati n si g n at ur es. I n c o ntr ast, g e n es ass o ci at e d wit h a cti v e c hr o m ati n si g n at ur es 
( S 1 5 a n d S 1 6, e nri c h e d f or H 3 K 3 6 m e 3, H 3 K 2 7 a c, H 3 K 4 m e 3, a n d/ or H 4 K 1 6 a c) s h o w hi g h er 
tr a ns cri pt a b u n d a n c e (P -v al u e < 0. 0 0 0 1, Wil c o x o n r a n k s u m t ests; Fi g. 1 c a n d 1 d,  
s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 4 a  a n d  S 4 b ). 

Alt h o u g h b ot h H 3 K 2 7 m e 3 a n d H 3 K 9 m e 2/ m e 3 ar e t y pi c all y r e pr essi v e ( Ki m ur a 2 0 1 3), 
H 3 K 9 m e 3 is r e q uir e d f or t h e tr a ns cri pti o n of c ert ai n g e n es l o c at e d i n h et er o c hr o m ati c r e gi o ns 
of t h e Dr os o p hil a g e n o m e ( Ri d dl e et al. 2 0 1 1; Ni n o v a, F ej es T ót h, a n d Ar a vi n 2 0 1 9; Ni n o v a 
et al. 2 0 2 0). T his is t h o u g ht t o b e dri v e n b y t h e n e e d t o r e pr es s disr u pti v e tr a ns cri pti o n fr o m 
pr o m ot ers of tr a ns p os a bl e el e m e nts l o c at e d i n t h eir i ntr o ni c r e gi o ns ( Ni n o v a et al. 2 0 2 0). T h e 
hi g h e x pr essi o n of g e n es i n c ert ai n mi x e d st at es l e d us t o  w o n d er w h et h er h et er o c hr o m ati n 
m ar ks mi g ht b e h a v e si mil arl y i n t h e c o nt e xt of t h e hi g hl y r e p etiti v e g e n o m e of A. fr a n cis c a n a  
( B ett et al. 2 0 2 4). I n p arti c ul ar, g e n es i n si g n at ur e S 1 1 ( wit h c hr o m ati n m ar ks ass o ci at e d wit h 
h et er o c hr o m ati n a n d a n y/ all a cti v e  hist o n e m ar ks) a n d S 1 4 ( h et er o c hr o m ati n + a cti v e + mi x e d 
st at es) h a v e hi g h er e x pr essi o n t h a n t h e g e n o m e -wi d e m e di a n ( P -v al u e < 2. 6 e -6 3 a n d P -v al u e 
< 2. 8 e -1 1 5, m al e a n d f e m al e g o n a ds, r es p e cti v el y, Fi g. 1 c a n d 1 d,  s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 4 a  a n d  
S 4 b ), s u g g esti n g a r el ati v el y p er missi v e r ol e of c o nstit uti v e h et er o c hr o m ati n i n Art e mi a . T o 
i n v esti g at e if t hi s is r el at e d t o t h e pr es e n c e of tr a ns p os a bl e el e m e nt s e q u e n c e s i n i ntr o ni c 
r e gi o ns, w e s e p ar at e d g e n es i nt o t h os e c arr yi n g at l e a st o n e tr a ns p os a bl e el e m e nt i n t h eir i ntr o ns 
( “ T E i n i ntr o ns ”), a n d t h os e n ot o v erl a p pi n g wit h a n y tr a ns p os a bl e el e m e nts ( “ N o T E ”). W e 
t h e n c orr el at e d t h e e x pr essi o n of t h es e t w o c at e g ori es of g e n es wit h H 3 K 9 m e 3 a n d H 3 K 9 m e 2 
e nri c h m e nt ( Fi g. 1 e -f, Fi g. 1 g-h, r es p e cti v el y). “ T E i n i ntr o ns ” g e n es s h o w e d a p ositi v e 
c orr el ati o n f or b ot h hist o n e m ar ks ( P -v al u e < 8. 7 e -5 5 a n d P -v al u e < 2. 3 e -7 7, r es p e cti v el y, 
S p e ar m a n c orr el ati o n), w hil e “ N o T E ” di d n ot. T his diff er e n c e i n t h e c orr el ati o n c o effi ci e nts 
of H 3 K 9 m e 2/ 3 e nri c h m e nt a n d g e n e e x pr essi o n w as si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n T E -
c arr yi n g g e n es a n d g e n es wit h o ut tr a ns p os a bl e el e m e nts ( T Es) f or b ot h tiss u es a n d s e x es ( P -
v al u e < e -1 0 t o e -3 0 i n all c a s es, Fis h er r -t o-z tr a nsf or m ati o n of t h e c orr el ati o n c o effi ci e nt s,  
s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 1 ). 
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C h r o m ati n L a n ds c a p e a n d S e x -bi as e d G e n e E x p r essi o n  

W e e x a mi n e d h o w c hr o m ati n i nfl u e n c es s e x -s p e cifi c g e n e e x pr essi o n p att er ns b y a n al y zi n g 
t w o r e pli c at e d R N A s a m pl es fr o m t h e h e a ds a n d g o n a ds of b ot h s e x es i n A. fr a n cis c a n a . W e 
a g ai n f o c us e d o nl y o n ( ps e u d o) a ut os o m al g e n es. O nl y 1 0 g e n es e x hi bit e d f e m al e b i as a n d 1 0 
g e n es m al e bi as i n h e a ds ( a dj ust e d P -v al u e < 0. 0 5, f ol d c h a n g e > 2, T P M > 0. 1;  s u p pl e m e nt ar y 
t a bl e S 2 ). N o f urt h er a n al ys e s of s e x bi as w er e p erf or m e d i n t his tiss u e, as t h es e s m all n u m b ers 
d o n ot all o w f or m e a ni n gf ul c o m p aris o ns ( b ut q u alit ati v e p att er ns ar e si mil ar t o g o n a ds,  
s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 2, , s u p pl e m e nt ar y fi g. S 5 ). G o n a ds, o n t h e ot h er h a n d, dis pl a y e d 9 7 9 
m al e -bi as e d a n d 6 3 3 f e m al e -bi as e d g e n es ( a dj ust e d P -v al u e < 0. 0 5, f ol d c h a n g e > 2, T P M > 
0. 1;  s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 2 ). M al e-bi as e d g e n es w er e m or e oft e n ass o ci at e d w it h r e pr essi v e 
c hr o m ati n si g n at ur es ( S 1 t o S 7) i n o v ari es ( 5 9 %) t h a n i n t est es ( 4 7 %, P -v al u e < 7. 5 2 e -0 7, 
Fis h er's e x a ct t est, Fi g. 2 a), w hil e t h e o p p osit e w as tr u e f or f e m al e -bi as e d g e n es ( 4 4 % i n t estis 
vs. 3 6 % i n o v ari es, P -v al u e < 0. 0 2, Fis h er's E x a ct t e st, Fi g. 2 a).  
 

 
Fi g. 2 : S e x-bi as e d e x pr essi o n is ass o ci at e d wit h diff er e nti al c hr o m ati n st at es i n m al es a n d 
f e m al es. a) C o m p ositi o n of diff er e nt c at e g ori es of s e x-bi as e d g e n e e x pr essi o n i n diff er e nt 
c hr o m ati n si g n at ur es i n g o n a ds ( a dj ust e d P -v al u e < 0. 0 5,  f ol d c h a n g e > 2, a n d T P M > 0. 1). b) 
E x pr essi o n l e v els of g e n es wit h a cti v e -ass o ci at e d or r e pr essi v e -ass o ci at e d c hr o m ati n si g n at ur es 
i n b ot h m al es a n d f e m al e s or c o ntr asti n g c hr o m ati n st at es b et w e e n t h e s e x es. St ati sti c al 
si g nifi c a n c e w as e v al u at e d usi n g a p a ir wis e Wil c o x o n r a n k s u m t est wit h * d e n oti n g a P -v al u e 
< 0. 0 5, * * as P -v al u e < 0. 0 0 5, a n d * * * as P -v al u e < 0. 0 0 0 5. c) Pr o p orti o n of g e n es wit h 
c o ntr asti n g c hr o m ati n st at es i n m al es a n d f e m al e s, f or diff er e nt c at e g ori es of s e x -bi as e d 
e x pr essi o n i n g o n a ds o f A. fr a n cis c a n a  ( a dj ust e d P -v al u e < 0. 0 5, f ol d c h a n g e > 2, a n d T P M 
> 0. 1). St ati sti c al si g nifi c a n c e w as e v al u at e d usi n g a p air wis e Wil c o x o n r a n k s u m t est wit h * 
d e n oti n g a P -v al u e < 0. 0 5, * * as P -v al u e < 0. 0 0 5, a n d * * * as P -v al u e < 0. 0 0 0 5.  
 
T o dir e ctl y t est w h et h er diff er e n c es b et w e e n t h e m al e a n d f e m al e c hr o m ati n st at e of e a c h g e n e 
i nfl u e n c e d t h eir s e x-s p e cifi c p att er n of e x pr essi o n, g e n es w er e cl a ssifi e d b as e d o n t h e a cti v e or 
r e pr essi v e st at us of t h eir c hr o m ati n si g n at ur e i n t h e t w o s e x es. I n or d er t o b e a bl e t o cl assif y all 
s e x -bi as e d g e n es, a n d b e c a us e s o m e H 3 K 9 m e 2/ 3 -ass o ci at e d c hr o m ati n st at es w er e eff e cti v el y 
a cti v e r at h er t h a n mi x e d (s e e pr e vi o us s e cti o n), w e cl a ssifi e d all c hr o m ati n si g n at ur es w h os e 
ass o ci at e d g e n es h a d e x pr essi o n si g nifi c a ntl y a b o v e t h e g e n o mi c m e di a n as a cti v e ( S 1 1 t o S 1 6), 
w h er e as all ot h er s w er e cl a ssifi e d as r e pr essi v e ( Fi g. 2 b). T h e “ o p e n i n s a m e s e x/ cl os e d i n 
o p p osit e ” m o d el ( N a n ni et al. 2 0 2 3) pr e di cts t h at m a n y m al e -bi as e d g e n es s h o ul d s h o w a cti v e 
c hr o m ati n si g n at ur es i n m al es  a n d r e pr essi v e si g n at ur es i n f e m al es ( a n d c o n v ers el y f or f e m al e -
bi as e d g e n es). T his w as i n d e e d t h e c as e, wit h f e m al e -bi as e d g e n es f or f e m al e -a cti v e/ m al e -
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i n a cti v e st at es (P -v al u e < 0. 0 0 0 1 i n g o n a ds, c hi -s q u ar e t est, Fi g. 2 c,  s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 6 a -
S 6 b ) a n d m al e-bi as e d g e n es b ei n g e nri c h e d f or m al e -a cti v e/f e m al e -i n a cti v e st at es (P -v al u e < 
6. 7 e -0 6 i n g o n a ds, c hi -s q u ar e t est, Fi g. 2 c,  s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 6 c  a n d  S 6 d ). G e n e O nt ol o g y 
( G O) e nri c h m e nt t er ms of g e n es t h at w er e b ot h f e m al e-bi as e d a n d m al e -bi as e d wit h c o ntr asti n g 
c hr o m ati n -ass o ci at e d si g n at ur es b et w e e n s e x es i n g o n a ds w er e e nri c h e d i n f u n cti o ns r el at e d t o 
r e g ul ati o n of g e n e e x pr essi o n, c ell ul ar pr o c ess es, or s yst e m d e v el o p m e nt (s u p pl e m e nt ar y t a bl e 
S 3 i n f e m al e, s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 4 i n m al es). 

E pi g e n eti cs of D o s a g e C o m p e ns ati o n i n Art e mi a fr a n cis c a n a  

Art e mi a fr a n cis c a n a  p oss es s es a p air of Z W s e x c hr o m os o m es, w h er e a w ell -diff er e nti at e d 
r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e (t h e “ S 0 ” r e gi o n, Fi g. 3 a) h as e v ol v e d c o m pl et e d os a g e 
c o m p e ns ati o n ( H u yl m a ns et al . 2 0 1 9; B ett et al. 2 0 2 4). I n or d er t o d et er mi n e h o w c hr o m ati n 
str u ct ur al c h a n g es m a y r e g ul at e d os a g e c o m p e ns ati o n i n t hi s s p e ci es, w e first ass e ss e d t h e 
e nri c h m e nt p att er ns of n or m ali z e d hist o n e m ar ks f or b ot h r e pli c at es a cr oss e a c h g e n e, 
c o m p ari n g Z -s p e c ifi c g e n es (l o c at e d i n t h e S 0 r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e, 1 3 9 g e n es, T P M 
> 0. 5) wit h a ut os o m al g e n es i n e a c h s e x a n d ti ss u e ( s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 7  a n d  S 8 ). T h e 
n or m ali z e d si g n al distri b uti o n of m ost a cti v e hist o n e m ar ks ( H 3 K 3 6 m e 3, H 3 K 2 7 a c, a n d 
H 3 K 4 m e 3) a n d r e pr essi v e hist o n e m ar ks ( H 3 K 9 m e 2, H 3 K 9 m e 3, a n d H 3 K 2 7 m e 3) w er e n ot 
st atisti c all y si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n a ut os o m es a n d t h e Z -s p e cifi c r e gi o n i n g o n a ds i n 
b ot h m al e s a n d f e m al es ( P -v al u e > 0. 0 5, Wil c o x o n r a n k s u m t ests,  s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 7  a n d  
S 8  ). I n h e a ds, o nl y hist o n e m ar ks H 3 K 2 7 a c a n d H 3 K 9 m e 3 w er e st atisti c all y d e pl et e d o n t h e 
Z -s p e cifi c r e gi o n of f e m al es c o m p ar e d t o t h e a ut os o m es ( P -v al u e = 0. 0 2 8 a n d P -v al u e = 0. 0 0 2, 
r es p e cti v el y). H o w e v er, i n di vi d u al ass e ss m e nt s of t h e t w o r e pli c at es i n t hi s f e m al e s o m ati c 
tiss u e of t h es e hist o n e m ar ks ( H 3 K 2 7 a c a n d H 3 K 9 m e 3) g a v e i n c o nsist e nt diff er e n c es b et w e e n 
t h e a ut os o m es a n d t h e Z-s p e cifi c r e gi o n, wit h o n e of t h e r e pli c at es b ei n g si g nifi c a nt w hil e t h e 
ot h er is i nsi g nifi c a nt ( P -v al u e = 0. 5 8 a n d P -v al u e = 1, Wil c o x o n r a n k s u m t est i n H 3 K 2 7 a c a n d 
H 3 K 9 m e 3, r es p e cti v el y,  s u p pl e m e nt a r y fi g. S 9), s u g g esti n g t h es e m a y b e a n artif a ct r at h er t h a n 
tr u e bi ol o gi c al si g n als. 
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Fi g. 3 : H 4 K 1 6 a c u n d erli es d os a g e c o m p e ns ati o n of t h e Z. a) S c h e m ati c r e gi o ns of t h e Z 
c hr o m os o m e a n d g e n o m e br o ws er vi e w of H 4 K 1 6 a c i n h e a ds a n d g o n a ds of b ot h m al es a n d 
f e m al es. b a n d c) B o x pl ots of N or m ali z e d H 4 K 1 6 a c e nri c h m e nt a cr oss g e n es i n Z-s p e cifi c ( S 0) 
a n d a ut os o m es i n h e a d b) a n d g o n a d al ti ss u e ( c). St atisti c al si g nifi c a n c e w as ass e ss e d usi n g a 
p air wis e Wil c o x o n r a n k s u m t est wit h * d e n oti n g a P -v al u e < 0. 0 5, * * as P -v al u e < 0. 0 0 5 a n d 
* * * as P -v al u e < 0. 0 0 0 5. d a n d e) A v er a g e pr ofil e e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c ar o u n d T S S ( 1  k b 
u pstr e a m a n d 2  k b d o w nstr e a m of T S S) of g e n es i n t h e Z -s p e cifi c r e gi o n ( S 0) a n d a ut os o m es 
of h e a d d) a n d g o n a d e) ti ss u es i n b ot h m al es a n d f e m al es.  
 
O n t h e ot h er h a n d, t h e a cti v e hist o n e m ar k H 4 K 1 6 a c w as e nri c h e d a p pr o xi m at el y t w o -f ol d o n 
Z -s p e cifi c g e n es ( S 0) r el ati v e t o a ut os o m al g e n es i n t h e h e a ds, a n d m or e t h a n t w o -f ol d i n t h e 
g o n a ds i n Z W f e m al es ( P -v al u e < 2. 2 e -2 4, Wil c o x o n r a n k s u m t ests, Fi g. 3 b, Fi g. 3 c,  
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s u p pl e m e nt ar y fi g. S 9 ). B y c o ntr ast, t h e pr ofil e of t hi s hist o n e m ar k w as si mil ar b et w e e n g e n es 
i n Z-s p e cifi c a n d a ut os o m al r e gi o ns of Z Z m al es ( P -v al u e = 1, Wil c o x o n r a n k s u m t ests, Fi g. 
3 b, Fi g. 3 c,  s u p pl e m e nt ar y fi g. S 9 ). T o e x pl or e h o w t h e a cti v e c hr o m ati n m ar k H 4 K 1 6 a c is 
distri b ut e d al o n g t h e l e n gt h of g e n e b o di es, w e e x a mi n e d it s a v er a g e e nri c h m e nt p att er ns, 
s p a n ni n g 1 k b u pstr e a m t o 2 k b d o w nstr e a m of t h e tr a ns cri pti o n st art sit e ( T S S) f or g e n es o n 
b ot h t h e Z -s p e cifi c r e gi o n ( S 0) a n d o n t h e a ut os o m es. W e us e d n or m ali z e d c o v er a g e v al u es 
fr o m r e pli c at es fr o m e a c h ti ss u e i n e a c h s e x. W e f o u n d t h at t h e e nri c h m e nt is pr es e nt n ot o nl y 
at t h e T S S b ut a cr oss t h e e ntir e l e n gt h of t h e g e n e b o d y ( Fi g. 3 d, Fi g. 3 e). T his e nri c h m e nt of 
H 4 K 1 6 a c i n f e m al e r el ati v e t o m al e ti ss u es w as e x cl usi v e t o t h e r e gi o n ( S 0) of t h e Z 
c hr o m os o m e ( Fi g. 3 a,  s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 1 0  a n d  S 1 1 ). It s h o ul d b e n ot e d t h at t h e r ol e of 
H 4 K 1 6 a c i n Art e mi a  d os a g e c o m p e ns ati o n h as b e e n i n d e p e n d e ntl y i nf err e d b y t h e K ell er -
V als e c c hi l a b ( Zi m m er et al. 2 0 2 5).  

T h es e p att er ns m a y r efl e ct a gl o b al e nri c h m e nt i n H 4 K 1 6 a c t hr o u g h o ut t h e S 0, or t h e t ar g eti n g 
of a s u bs et of g e n es b y t h e d os a g e c o m p e ns ati o n m a c hi n er y. T o o bt ai n f urt h er i nsi g hts i nt o t h e 
ar c hit e ct ur e of d os a g e c o m p e ns ati o n of t his gr o u p, w e first c all e d H 4 K 1 6 a c p e a ks a n d f o u n d 
t h at o v er 5 0 % of e x pr ess e d S 0 g e n es o v erl a p p e d wit h a n H 4 K1 6 a c p e a k ( 8 4 o ut of 1 3 9 g e n es, 
Fi g. 4 a). G e n es o v erl a p pi n g H 4 K 1 6 a c p e a ks s h o w e d i n cr e as e d tr a ns cri pt a b u n d a n c e c o m p ar e d 
t o t h os e o utsi d e of p e a ks (P -v al u e = 0. 0 0 2, Wil c o x o n r a n k s u m t ests, Fi g. 4 b), a n d a tr e n d 
t o w ar d hi g h er s e q u e n c e c o ns er v ati o n (i nf err ed fr o m t h e n o ns y n o n y m o us t o s y n o n y m o us 
di v er g e n c e r ati o, K a/ Ks; t h e diff er e n c e w as h o w e v er n ot si g nifi c a nt ( Fi g. 4 d)). H o w e v er, t h e 
e x pr essi o n r ati o b et w e e n f e m al es a n d m al es di d n ot diff er b et w e e n g e n es wit h a n d wit h o ut 
H 4 K 1 6 a c p e a ks ( P -v al u e = 0. 7 0 9, Wil c o x o n r a n k s u m t ests, Fi g. 4 c), s u g g esti n g t h at b al a n ci n g 
of e x pr essi o n o c c urs gl o b all y f or t h e r e gi o n.  

Fi g. 4 : H 4 K 1 6 a c p e a ks i n t h e S 0 r e gi o n a n d t h eir ass o ci ati o n wit h f u n cti o n al g e n o mi c f e at ur es. 
a) Pr o p orti o n of g e n es i n t h e Z -s p e cifi c r e gi o n ( S 0) t h a t eit h er i nt ers e ct or d o n ot i nt ers e ct wit h 
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H 4 K 1 6 a c p e a ks i n f e m al e h e a ds. b) E x pr essi o n of g e n es i n t h e Z -s p e cifi c r e gi o n ( S 0) wit h a n d 
wit h o ut H 4 K 1 6 a c p e a ks i n f e m al e h e a ds. T h e si g nifi c a n c e of t h e Wil c o x o n r a n k s u m t est * * is 
P -v al u e < 0. 0 0 5. c) L o g 2 of  f e m al e: m al e e x pr essi o n r ati o of S 0 g e n es wit h a n d wit h o ut 
H 4 K 1 6 a c p e a ks i n h e a ds. d) T h e distri b uti o n of K a/ Ks of S 0 g e n es wit h a n d wit h o ut o v erl a p 
wit h H 4 K 1 6 a c p e a ks. e) M otif wit h t h e m ost si g nifi c a nt e nri c h m e nt i n S 0 H 4 K 1 6 a c p e a ks 
r el ati v e t o t h e r est of t h e g e n o m e. f) Fr e q u e n c y (i n n u m b er p er milli o n b as e p airs) of t h e m otif 
d es cri b e d i n e) o n diff er e nt c hr o m os o m es. * * * d e n ot e s P  < 0. 0 0 5, o bt ai n e d b y r es a m pli n g N  
c hr o m os o m al l o ci r a n d o ml y 1 0, 0 0 0 ti m es, w h er e N  is t h e n u m b er of p e a ks f o u n d t hr o u g h o ut 
t he g e n o m e. g) S c h e m ati c r e gi o ns of t h e Z c hr o m os o m e, H u R m otif distri b uti o n p att er ns, a n d 
t h eir r el ati o ns hi p t o f e m al e-t o-m al e e x pr essi o n r ati os i n h e a d ti ss u e. Si mil ar pl ots f or g o n a ds 
ar e pr o vi d e d i n  s u p pl e m e nt ar y fi g. S 1 2 . 
 
I n or d er t o i n v esti g at e h o w H 4 K 1 6 a c m a y b e r e g ul at e d, w e c o n d u ct e d a D N A -bi n di n g m otif 
e nri c h m e nt a n al ysis o n t h e s et of H 4 K 1 6 a c p e a ks ( 3 3 3 a n d 2 9 4 p e a ks i n h e a ds a n d g o n a ds, 
r es p e cti v el y) t h at w er e i nt er s e cti n g wit h S 0 g e n es e x pr ess e d i n f e m al e tiss u es ( T P M > 0. 5 i n 
eit h er f e m al e g o n a ds or h e a ds). T h e H O M E R a n al ysis r e v e al e d m a n y s e q u e n c e m otifs t h at 
w er e si g nifi c a ntl y e nri c h e d ( P -v al u e < 1 e -1 0) i n s e q u e n c e s c o nt ai ni n g H 4 K 1 6 a c e nri c h e d p e a ks 
i n t h e Z-s p e cifi c r e gi o n ( S 0) ( Fi g. 4 e,  s u p pl e m e nt ar y t a bl es S 5  a n d  S 6 ). T h e m ost si g nifi c a ntl y 
e nri c h e d m otif i n b ot h h e a d a n d g o n a d p e a ks w as a n A T -ri c h m otif pr e vi o usl y i d e ntifi e d as a 
bi n di n g m otif f or H u m a n a nti g e n R ( H u R( R R M)) ( P -v al u e = 1 e -1 9). T his m otif c o m pris es o v er 
6 % of p e a k r e gi o ns, b ut l es s t h a n 1 % of t h e r est of t h e g e n o m e. I m p ort a ntl y, it is als o hi g hl y 
e nri c h e d i n t h e S 0 r e gi o n c o m p ar e d t o ot h er c hr o m os o m es ( P -v al u e < 0. 0 0 0 1, r es a m pli n g wit h 
1 0 0 0 0 b o otstr a ps, Fi g. 4f) a n d t o t h e r est of t h e Z c hr o m os o m e ( Fi g. 4 g), u nli k e t h e ot h er 2 
m ost e nri c h e d m otifs i n t h e p e a ks. T a k e n t o g et h er, t h es e r es ult s s u g g est t h at a d os a g e 
c o m p e ns ati o n m e c h a nis m li k el y t ar g ets t h e S 0 r e gi o n at s p e cifi c bi n di n g m otifs, w h er e it 
pr o m ot es H 4 K 1 6 a c, a n d gl o b al u pr e g ul ati o n of g e n e e x pr ess i o n i n t h e r e gi o n, mirr ori n g t h e 
w ell -k n o w n m e c h a nis m of Dr os o p hil a.  

Dis c ussi o n  

H er e, w e pr es e nt t h e first c o m pr e h e nsi v e a n al ysis of t h e c hr o m ati n l a n ds c a p e of a cr ust a c e a n 
s p e ci es wit h g e n eti c s e x -d et er mi n ati o n s yst e ms. I n a gr e e m e nt wit h t h e i d e a t h at t h e  c hr o m ati n 
l a n ds c a p e m a y pl a y a r e g ul at or y r ol e i n g e n e e x pr essi o n, r e pr essi v e-ass o ci at e d c hr o m ati n 
si g n at ur es w er e c o nsist e ntl y ass o ci at e d wit h l o w er tr a ns cri pt a b u n d a n c e c o m p ar e d t o a cti v e -
ass o ci at e d c hr o m ati n si g n at ur es. A d diti o n all y, disti n ct c hr o m ati n  st at es b et w e e n m al e s a n d 
f e m al es w er e ass o ci at e d wit h s e x-bi as e d g e n e e x pr essi o n i n b ot h s o m ati c a n d g o n a d al tiss u es. 
Fi n all y, w e pr o vi d e e vi d e n c e t h at c h a n g es i n c hr o m ati n l a n ds c a p e ar e li k el y us e d i n A. 
fr a n cis c a n a t o e q u ali z e t h e e x pr essi o n of g e n es b et w e e n Z-s p e cifi c a n d a ut os o m es a n d b et w e e n 
s e x es. 

E x p r essi o n of G e n e R e g ul ati o n i n a Hi g hl y R e p etiti v e G e n o m e  

W e s a m pl e d a br o a d r a n g e of k n o w n a cti v e a n d r e pr essi v e hist o n e m ar ks i n or d er t o g et a f ull 
o v er vi e w of a cr ust a c e a n c hr o m ati n l a n ds c a p e. W e c o m b i n e d t h es e wit h p u blis h e d R N A-
s e q u e n ci n g d at a ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9) t o c h ar a ct eri z e e pi g e n eti c r e g ul ati o n i n t hi s cl a d e. T h e 
h at c hi n g a n d gr o wt h c o n diti o ns w er e sli g htl y diff er e nt i n t h e 2 st u di es (i n p arti c ul ar, t h e s ali nit y 
w as 3 0 t o 6 0  g/l b ef or e, a n d 5 0  g/l h er e), b ut m ost hist o n e m ar ks yi el d e d t h e e x p e ct e d 
ass o ci ati o ns wit h e x pr es si o n ( s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 1 3 t o S 1 7 ), s u g g esti n g t hi s di d n ot str o n gl y 
i m p a ct t h e c o n cl usi o ns. I nt er esti n gl y, b ot h r e pr essi v e m ar ks H 3 K 9 m e 2 a n d H 3 K 9 m e 3 w er e 
o v er all e nri c h e d  o n g e n es wit h hi g h e x pr essi o n ( s u p pl e m e nt ar y fi gs. S 1 8  a n d  S 1 9 ). O ur 
c o m bi n at ori al a n al ysi s s u g g est s t h at t h es e t w o m ar ks of h et er o c hr o m ati n m a y h a v e disti n ct 
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ass o ci ati o ns wit h tr a ns cri pti o n w h e n t h e y a ct al o n e (r e pr essi v e r ol e) or i n c o m bi n ati o n wit h 
c hr o m ati n m ar ks ass o ci at e d wit h a cti v e tr a ns cri pti o n ( p er missi v e r ol e). T his is i n li n e wit h F e n g 
et al. ( F e n g et al. 2 0 2 0) w h o r e p ort e d t h at t h e g e n es e x hi biti n g t h e a c q uisiti o n of H 3 K 9 m e 3 
b e c a m e h et er o c hr o m ati c , b ut r e q uir e d t h e c o n c urr e nt d e pl eti o n of H 3 K 4 m e 3 a n d H 3 K 2 7 a c t o 
u n d er g o tr a ns cri pti o n al r e pr essi o n. T his c o m bi n at ori al m o d e of a cti o n m a y b e p arti c ul arl y 
i m p ort a nt i n A. fr a n cis c a n a,  si n c e n e arl y t w o -t hir ds of it s g e n o m e c o nsist of r e p etiti v e el e m e nts 
t hat n e e d t o b e c o n d e ns e d w hil e all o wi n g f or g e n e tr a ns cri pti o n t o o c c ur ( B ett et al. 2 0 2 4). 
A cti v el y tr a ns cri b e d g e n es sit u at e d wit hi n c o nstit uti v e h et er o c hr o m ati n i n Dr os o p hil a 
m el a n o g ast er  n e c es sit at e t his c hr o m ati n e n vir o n m e nt f or t h eir a p pr o pri at e e x pr e ssi o n, as t h eir 
a cti vit y is c o m pr o mis e d u p o n r el o c ati o n t o o p e n c hr o m ati n r e gi o ns ( Ni n o v a, F ej es T ót h, a n d 
Ar a vi n 2 0 1 9). M or e o v er, t h e d e pl eti o n of H 3 K 9 m e 3 l e a ds t o t h e tr a ns cri pti o n al s u p pr essi o n of 
a c o nsi d er a bl e a m o u nt of g e n es h o us e d wit hi n c o nstit uti v e h et er o c hr o m ati n ( Ni n o v a, F ej es 
T ót h, a n d Ar a vi n 2 0 1 9). T his m a y b e d u e t o t h e pr es e n c e of tr a ns p os a bl e el e m e nts i n t h e i ntr o ns 
of t h es e g e n es, w h os e pr o m ot ers n e e d t o b e r e pr ess e d t hr o u g h H 3 K 9 m e 3 d e p ositi o n t o a v oi d 
s p uri o us i ntr o ni c tr a ns cri pti o n ( a n d c o ns e q u e nt d o w nr e g ul ati o n of e x pr es si o n of t h e g e n e) 
( Ni n o v a et al. 2 0 2 0). T h e pr es e n c e of T Es wit hi n i ntr o ns i n Art e mi a fr a n cis c a n a  m a y pl a y a 
si mil arl y cr u ci al r ol e i n dri vi n g t h e p ositi v e c orr el ati o n b et w e e n H 3 K 9 m e 2/ m e 3 e nri c h m e nt 
a n d g e n e e x pr essi o n, s u p p orti n g t h e i d e a t h at h et er o c hr o m ati z ati o n m a y all o w f or pr o p er g e n e 
r e g ul ati o n i n hi g hl y r e p etiti v e r e gi o ns. I nt er esti n gl y, i n y e ast, H 3 K 9 m e 2 a n d H 3 K 9 m e 3 ar e 
t h e m s el v e s diff er e nti all y c orr el at e d wit h e x pr essi o n, wit h H 3 K 9 m e 2 b ei n g p er missi v e t o 
tr a ns cri pti o n a n d H 3 K 9 m e 3 r e pr essi v e (Ji h et al. 2 0 1 7). T a k e n t o g et h er, t h es e r es ults p oi nt t o 
t h e i m p ort a n c e of c o m bi n ati o ns of hist o n e m ar ks t o r e g ul ati o n (i. e. t h e pr es e n c e of a “ hist o n e 
c o d e ”), b ut als o hi g hli g ht t h e e v ol v a bilit y of t his c o d e d e p e n di n g o n cl a d e  a n d g e n o mi c c o nt e xt. 
F ut ur e w or k o n v ari o us or g a nis m s is r e q uir e d t o el u ci d at e h o w diff er e nt c o m bi n ati o ns of 
hist o n e m ar ks s h a p e g e n e e x pr essi o n, a n d t h e e v ol uti o n ar y a n d m e c h a nisti c pr ess ur es dri vi n g 
di v er g e nt p att er ns.  

Di r e ct E vi d e n c e f o r t h e “ O p e n i n S a m e -S e x/ Cl os e d i n O p p osit e ” M o d el  

If c hr o m ati n is ass o ci at e d wit h s e x-s p e cifi c r e g ul ati o n, s e x -bi as e d g e n es s h o ul d s h o w s e x -
s p e cifi c c hr o m ati n m ar ks. I n p arti c ul ar, a n e x c ess of m al e -bi as e d g e n es s h o ul d b e i n o p e n 
c hr o m ati n i n m al es b ut i n cl os e d c hr o m ati n  i n f e m al es, a n d vi c e-v ers a ( Br o w n a n d B a c htr o g 
2 0 1 4). Br o w n a n d B a c htr o g ( 2 0 1 4) t est e d t his dir e ctl y i n Dr os o p hil a  b y c o m p ari n g t h e 
pr o p orti o n of s u c h s e x -i n c o nsi st e nt g e n es a m o n g s e x-bi as e d a n d u n bi as e d g e n es a n d f o u n d n o 
e vi d e n c e s u p p orti n g t hi s h y p ot h e sis ( Br o w n a n d B a c htr o g 2 0 1 4). R e c e ntl y, N a n ni et al. ( 2 0 2 3) 
f o u n d t h at m al e-bi as e d g e n es i n Dr os o p hil a  h e a ds w er e e nri c h e d i n m al e -o p e n c hr o m ati n, a n d 
d e pl et e d fr o m f e m al e -o p e n c hr o m ati n ( w hil e f e m al e -bi as e d g e n es w er e e nri c h e d i n f e m al e -
o p e n c hr o m ati n) ( N a n ni et al. 2 0 2 3). H o w e v er, t h e y di d n ot dir e ctl y t est f or a r e v ers al of 
c hr o m ati n st at e of t h e s a m e g e n e b et w e e n t h e s e x es a n d w er e g e n er all y li mit e d i n t h e 
c h ar a ct eri z ati o n of o p e n a n d cl os e c hr o m ati n b y t h e r el ati v el y s m all n u m b er of m ar ks us e d ( o n e 
a c ti v e, H 3 K 4 m e 3, a n d t w o r e pr es si v e, H 3 K 2 7 m e 2/ H 3 K 2 7 m e 3). H er e, w e w er e a bl e t o cl a ssif y 
o ur g e n es as h a vi n g a cti v e or r e pr es s e d c hr o m ati n usi n g 7 diff er e nt hist o n e m ar ks, a n d i n b ot h 
h e a ds a n d g o n a ds of m al es a n d f e m al e s. V er y f e w g e n es w er e s e x -bi as e d i n h e a ds, u nli k e i n 
t h e D. m el a n o g ast er  st u d y ( N a n ni et al. 2 0 2 3). T his is li k el y d u e t o m et h o d ol o gi c al diff er e n c es, 
as N a n ni et al. ( 2 0 2 3) i nf err e d s e x -bi as e d e x pr es si o n at t h e l e v el of i n di vi d u al e x o ni c f e at ur es, 
w h er e as, i n Art e mi a , s e x-bi as e d g e n es w er e i d e ntifi e d b as e d o n t h e c u m ul ati v e e x pr essi o n 
l e v els a cr oss all e x o ns of a g e n e, a n d o nl y if t h e y h a d at l e ast a t w o-f ol d c h a n g e, a m u c h m or e 
c o ns er v ati v e a p pr o a c h. T his pr e cl u d e d t h e d et e cti o n of v er y s u btl e c h a n g es b et w e e n t h e s e x es, 
w hi c h t y pi c all y c o m pris e t h e b ul k of s e x -bi as e d g e n es i n Dr os o p hil a  h e a d a n d br ai n d at a s ets 
( H u yl m a ns a n d P ars c h 2 0 1 5). W h et h er s u c h s m all c h a n g es ar e bi ol o gi c all y r el e v a nt is n ot cl e ar, 
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a n d w e t h er ef or e f o c us e d o n m or e r o b ust s e x -bi as e d e x pr essi o n, w hi c h is l ar g el y f o u n d i n 
g o n a ds. O ur d et ail e d cl assifi c ati o n s h o w e d t h at m a n y g e n es h a v e s e x -i n c o nsist e nt e pi g e n eti c 
st at es i n t h e g o n a d, a n d t h es e ar e e nri c h e d a m o n g s e x -bi as e d g e n es i n t h e pr e di ct e d dir e cti o n. 
T his pr o vi d es a m or e dir e ct t est of t h e m o d el t h a n pr e vi o usl y p ossi bl e a n d str o n gl y s u p p ort s a 
c o ntri b uti o n of t h e c hr o m ati n l a n ds c a p e t o s e x -s p e cifi c r e g ul ati o n of e x pr essi o n.  

Art e mi a fr a n cis c a n a  E x hi bits Dr os o p hil a -li k e D os a g e C o m p e ns ati o n 

E arl y l ar g e -s c al e g e n e e x pr essi o n st u di es hi g hli g ht e d a n a p p ar e nt dis cr e p a n c y b et w e e n Z W 
a n d X Y s p e ci e s, wit h o nl y t h e l att er s h o wi n g d os a g e c o m p e ns ati o n at t h e c hr o m os o m e l e v el 
( G u a n d W alt ers 2 0 1 7). Si n c e t h e n, m ulti pl e st u di es i n L e pi d o pt er a h a v e s h o w n t h at d os a g e 
c o m p e ns ati o n c a n r e g ul at e w h ol e Z c hr o m os o m es, b ut t hi s h as s o f ar r e m ai n e d e x c e pti o n al 
a m o n g Z W s yst e ms ( W alt ers, H ar d c astl e, a n d Ji g gi ns 2 0 1 5; G u, W alt ers, a n d K ni p pl e 2 0 1 7). 
A. fr a n cis c a n a  s h o ws a si g nifi c a nt e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c o n t h e Z -s p e cifi c r e gi o ns of t h e Z 
c hr o m os o m e c o m p ar e d t o a ut os o m es i n f e m al es a cr oss b ot h h e a d a n d g o n a d ti ss u es, c o nsist e nt 
wit h d os a g e c o m p e ns ati o n a cti n g t o i n cr e as e g e n e e x pr essi o n of t h e f e m al e Z. It s h o ul d b e 
n ot e d t h at b e c a us e of t h e s m all n u m b er of g e n es i n t h e S 0 ( ∼ 1 % of all g e n es), s u btl er c h a n g es 
i n ot h er c hr o m ati n m arks m a y n ot b e as e asil y d et e ct e d a n d c a n n ot b e f ull y e x cl u d e d. T h e 
f e m al e e nri c h m e nt i n H 4 K 1 6 a c is i n li n e wit h e arli er r es ult s o n g e n e e x pr essi o n, w hi c h s h o w e d 
t h at Z-s p e cifi c a n d a ut os o m al g e n es h a v e si mil ar e x pr essi o n l e v els i n b ot h m al es a n d f e m al es 
( Hu yl m a ns et al. 2 0 1 9; B ett et al. 2 0 2 4). T his m e c h a nis m r es e m bl es t h e m o d e of a cti o n of 
d os a g e c o m p e ns ati o n i n Dr os o p hil a , w h er e t h e d os a g e c o m p e ns ati o n c o m pl e x d e p osit s a cti v e 
H 4 K 1 6 a c hist o n e m ar ks o n t h e si n gl e m al e X -c hr o m os o m e ( L u c c h esi a n d K ur o d a 2 0 1 5) . 
A n ot h er i nt er esti n g p ar all el is t h e pr es e n c e of a c a n di d at e m otif t h at is e nri c h e d i n t h e 
diff er e nti at e d r e gi o n of t h e Z a n d m a y b e t ar g et e d b y t h e d os a g e c o m p e ns ati o n m a c hi n er y, as 
s u g g est e d b y it s fr e q u e nt c o -o c c urr e n c e wit h H 4 K 1 6 a c p e a ks. T his is r e mi nis c e nt of t h e hi g h -
affi nit y sit es of D. m el a n o g ast er , w hi c h ar e e nri c h e d f or a g u a ni n e-a d e ni n e ( G A) -ri c h m otif 
t h at all o ws f or t h eir r e c o g niti o n a n d bi n di n g b y t h e d os a g e c o m p e ns ati o n c o m pl e x 
( Al e ks e y e n k o et al. 2 0 0 8; Str a u b et al. 2 0 0 8). H 4 K 1 6 a c-m e di at e d  d os a g e c o m p e ns ati o n h as 
als o b e e n o bs er v e d i n gr e e n a n ol e li z ar ds, w h er e m al es e x hi bit a n e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c o n 
t h eir X-c hr o m os o m e ( M ari n et al. 2 0 1 7), alt h o u g h i n t hi s c as e r e c o g niti o n a n d bi n di n g t o t h e 
X -c hr o m os o m e is m e di at e d b y a l o n g n o n -c o di n g R N A ( T e n ori o et al. 2 0 2 4). C o ntr ar y t o t h e 
ori gi n al di c h ot o m y b et w e e n Z W a n d X Y s yst e ms, t h es e r es ults t h er ef or e n ot o nl y s u g g est t h at 
c hr o m os o m e -wi d e c o m p e ns ati o n of Z c hr o m os o m es m a y b e m or e c o m m o n t h a n pr e vi o usl y 
t h o u g ht, b ut als o hi g hli g ht a stri ki n g c as e of m ol e c ul ar c o n v er g e n c e of t h e r e g ul ati o n of t h e 2 
t y p es of s e x c hr o m os o m es. F ut ur e w or k i n di v ers e Z W a n d X Y s yst e ms is n e e d e d t o s h e d li g ht 
o n h o w c o m m o n diff er e nt t y p es of c o m p e ns ati o n ar e, a n d w h at e v ol uti o n ar y s c e n ari os l e a d t o 
e a c h of t h e m.  

M et h o ds  

Diss e cti o n of H e a ds a n d G o n a ds of Art e mi a fr a n cis c a n a  

Art e mi a fr a n cis c a n a  c ysts w er e p ur c h as e d b y t h e Fis h F a cilit y of t h e I nstit ut e of S ci e n c e a n d 
T e c h n ol o g y A ustri a fr o m t h e Zi erfis c hf utt er W ü n n e n b er g ( w h o s o ur c e t h e m fr o m S a n d ers), 
a n d h at c h e d a t 2 4 t o 2 6 ° C, i n 5 5 0 ml r e d s e a s alt i n 2 4 L i n 1 4: 1 0  h li g ht/ d ar k n ess. Fr es hl y 
h at c h e d n a u plii w er e tr a nsf err e d t o t h e l a b a n d r e ar e d u ntil a d ult h o o d i n i n di vi d u al vi al s t o 
a v oi d m ati n g u n d er 5 0 gr a m s/litr es s ali nit y a n d i n 1 6: 0 8  h li g ht/ d ar k n ess. S alt w a s w as h e d off 
a d ult A. fr a n cis c a n a  wit h d ei o ni z e d w at er a n d 1 × P B S ( wit h o ut M g Cl 2  a n d C a Cl 2 ), a n d ti ss u es 
w er e diss e ct e d u n d er c ol d D P B S. T h e o vis a c c o nt e nt s fr o m t h e f e m al e g o n a ds w er e e m pti e d 
a n d dis c ar d e d t o mi ni mi z e t h e eff e ct of t h e f e m al e g er mli n e o n  o ur r es ult s, as g er m c ells h a v e 
r e c e ntl y b e e n s h o w n t o l a c k d os a g e c o m p e ns ati o n i n A. fr a n cis c a n a  ( El kr e wi a n d Vi c os o 
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2 0 2 4). Tiss u es fr o m 4 a d ult s p er r e pli c at e w er e t h e n p er m e a bili z e d f or 3 0  mi n i n a n i c e -c ol d 
mi xt ur e of 1 0  m g of C oll a g e n as e a n d 1  ml of E n z y m e Dis s o ci ati o n B uff er.  

C U T & T a g Li b r a r y P r e p a r ati o n  

C U T & T A G ass a ys w er e p erf or m e d usi n g C U T & T a g -I T ™ Ass a y Kit ( A cti v e M otif c at n o. 
5 3 1 6 0). P er m e a bili z e d tiss u es w er e mi x e d wit h a cti v at e d C o n c a n a v ali n A b e a ds aft er t h eir 
r es us p e nsi o n i n t h e w as h b uff er. W e t h e n i n c u b at e d o v er ni g ht at 4 ° C wit h pri m ar y a nti b o di es 
fr o m A cti v e M otif: H 3 K 2 7 m e 3 ( c at n o. 3 9 1 5 7), H 3 K 3 6 m e 3 ( c at n o. 6 1 1 0 2), H 3 K 4 m e 3 ( c at 
n o. 3 9 1 6 0), H 3 K 2 7 a c ( c at n o. 3 9 0 3 4), H 4 K 1 6 a c ( c at n o. 3 9 9 3 0), H 3 K 9 m e 3 ( c at n o. 3 9 7 6 6) 
a n d H 3 K 9 m e 2 ( c at n o. 3 9 7 5 4). F oll o wi n g t hi s, s a m pl es w er e i n c u b at e d wit h a dil ut e d G ui n e a 
Pi g A nti -R a b bit s e c o n d ar y a nti b o d y f or 1  h i n a n ut at or at r o o m t e m p er at ur e. T h e b e a ds w er e 
t h e n w as h e d wit h a Di g-W as h b uff er, a n d ass e m bl e d p A -T n 5 tr a ns p os o m es w er e t h e n a d d e d 
a n d i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 1  h i n a n ut at or mi x er. F oll o wi n g i n c u b ati o n, w as hi n g 
of t h e b e a ds w as p erf or m e d usi n g a Di g -3 0 0 b uff er. T a g m e nt ati o n w as c o m pl et e d b y a d di n g a 
t a g m e nt ati o n b uff er t h at w as mi x e d wit h Pr ot e as e I n hi bit or C o c kt ail a n d 5 % Di git o ni n an d t h e n 
i n c u b ati n g t h e m at 3 7 ° C f or 8 0 mi n. I n or d er t o h alt t h e t a g m e nt ati o n pr o c ess a n d di g est D N A 
fr a g m e nts, 4. 2 μl of E D T A, 1. 2 5  μl of 1 0 % S D S, a n d 1. 1  μl of Pr ot ei n as e K w er e a d d e d t o t h e 
T a g m e nt ati o n b uff er a n d i n c u b at e d f or 6 0  mi n at 5 5 ° C. D N A w as  e xtr a ct e d a n d t h e n a m plifi e d 
i n a 5 0 μl P C R r e a cti o n usi n g a c o m bi n ati o n of u ni q u e i 7 I n d e x e d pri m er a n d o n e i 5 I n d e x e d 
pri m er, 3 0  ul of t a g m e nt e d D N A, 1  ul of 1 0  m M d N T Ps, 1 0  ul of 5 × Q 5 R e a cti o n B uff er, a n d 
0. 5  ul of Q 5 D N A p ol y m er a s e. T h e d esir e d fr a g m e nt si z e li br ari es of C U T & T A G w er e t h e n 
s el e ct e d usi n g 1. 1 × of s oli d -p h as e r e v ersi bl e i m m o bili z ati o n ( S P RI) b e a ds t o D N A ( 5 5 μl of 
S P RI w as a d d e d t o 5 0  μl of D N A). T h e li br ari es w er e c h e c k e d f or q u alit y usi n g b ot h A gil e nt 
Bi o a n al y z er f or fr a g m e nt si z e dist ri b uti o n a n d q P C R f or D N A li br ar y c o n c e ntr ati o n, a n d t h os e 
t h at p ass e d mi ni m u m q u alit y c h e c ks ( wit h at l e ast 2. 5 n M i n c o n c e ntr ati o n) w er e s e q u e n c e d o n 
Ill u mi n a N e xt S e q 5 5 0 P E 1 5 0 M e di u m at t h e Vi e n n a Bi o c e nt er s e q u e n ci n g f a cilit y. 

P r o c essi n g of C U T & T A G R a w R e a ds  

P air e d -e n d r a w r e a ds w er e c h e c k e d f or q u alit y wit h f ast q c ( A n dr e ws 2 0 1 0). O v err e pr es e nt e d 
s e q u e n c es w er e filt er e d o ut usi n g t h e b b d u k.s h p a c k a g e of b b m a p t o ol ( B us h n ell 2 0 1 4) wit h 
t h e o pti o ns “r ef = o v err e pr es e nt e d.f ast a ktri m = r k = 3 1 mi n k = 1 1 h dist = 1 t p e t b o. ” 
S e q u e n ci n g a d a pt ers w er e t h e n tri m m e d wit h c ut a d a pt u n d er p ar a m et ers “ -a 
C T G T C T C T T A T A C A C -A C T G T C T C T T A T A C A C -O 5 -q 0 -m 2 0 -j 3 0 ” ( M arti n 2 0 1 1). 
T h e tri m m e d p air e d -e n d r e a ds w er e ali g n e d t o A. fr a n cis c a n a  r ef er e n c e g e n o m e ( B ett et al. 
2 0 2 4) usi n g b o wti e 2 v 2. 4. 5 ( L a n g m e a d a n d S al z b er g 2 0 1 2) wit h t h es e o pti o ns: “ – l o c al – v er y -
s e nsiti v e -l o c al – n o -u n al – n o -mi x e d – n o -dis c or d a nt – p hr e d 3 3 -I 1 0 -X 7 0 0. ” T h e ali g n m e nt s 
w er e s ort e d b y c o or di n at e s usi n g Pi c ar d ( “ Pi c ar d T o ol kit ” 2 0 1 9) wit h t h e p ar a m e t er “-
S O R T _ O R D E R c o or di n at e. ” P C R d u pli c at es w er e t h e n m ar k e d a n d r e m o v e d wit h Pi c ar d usi n g 
t h e o pti o ns “ R E M O V E _ D U P LI C A T E S = tr u e, A S S U M E _ S O R T E D = T R U E. ” T h e r es ulti n g 
ali g n m e nt s w er e filt er e d f urt h er wit h t h e o pti o ns “ -q 2 -F 0 × 0 4 -f 0 × 2 ” i n s a mt o ols v 1. 1 8 ( Li 
et al. 2 0 0 9) a n d us e d f or d o w nstr e a m a n al ysis ( s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 7 ). C o nsist e n c y b et w e e n 
bi ol o gi c al r e pli c at es w as a d dr e ss e d  b y c al c ul ati n g t h e p air wis e P e ar s o n c orr el ati o n c o effi ci e nt 
of t h e n or m ali z e d c o v er a g e al o n g T Es a n d g e n es, f or all of t h e s a m pl es usi n g t h e R f u n cti o n 
“ c or ” fr o m t h e p a c k a g e st at s ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 2 0 ). 

E x p r essi o n A n al ysis  

T h e R N A -s e q s a m pl es t h at w er e o bt ai n e d fr o m t h e h e a ds a n d g o n a ds of 1 0 a d ult m al es a n d 1 0 
a d ult f e m al es of A. fr a n cis c a n a  ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 9) w er e m a p p e d (s u p pl e m e nt ar y t a bl e S 8 ) 
usi n g K alli st o ( Br a y et al. 2 0 1 6) t o t h e a n n ot at e d c o di n g s e q u e n c es ( C Ds) of A. fr a n cis c a n a  
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(fr o m a n n ot ati o n ( B ett et al. 2 0 2 4)) t o cr e at e ps e u d o ali g n m e nt a n d w er e t h e n i m p ort e d t o sl e ut h 
( Pi m e nt el et al. 2 0 1 7) f or esti m ati o n of tr a ns cri pt a b u n d a n c e. T h e g e n e e x pr essi o n wit hi n e a c h 
ti ss u e a cr oss s e x es w as n or m ali z e d usi n g N or m al y z er D E ( Willf orss, C h a w a d e, a n d L e v a n d er 
2 0 1 9) i n R v 4. 1. 2. W e t h e n p erf or m e d diff er e nti al e x pr essi o n a n al ysis wit h t h e sl e ut h p a c k a g e 
usi n g a li k eli h o o d r ati o t est ( L R T). G e n es t h at e x hi bit e d m or e t h a n 2 -f ol d c h a n g e ( F C) 
diff er e n c e wit h a f als e dis c o v er y r at e ( F D R) of < 0. 0 5 i n e x pr es si o n w er e c at e g ori z e d as m al e 
or f e m al e -bi as e d d e p e n di n g o n t h e dir e cti o n of t h e c h a n g e.  

I d e ntifi c ati o n of O pti m al C h r o m ati n St at e N u m b e r  

W e us e d S p e ct a cl e t o assi g n c hr o m ati n st at es al o n g t h e A. fr a n cis c a n a  g e n o m e ( S o n g a n d C h e n 
2 0 1 5). First, ali g n m e nt of  C U T & T A G r e a ds fr o m e a c h of t h e 7 hist o n e m ar ks w as c o n v ert e d 
t o b e d f or m at wit h b e dt o ols a n d t h e n bi n ari z e d a cr oss t h e g e n o m e i n a bi n si z e of 2 0 0 b p usi n g 
Bi n ari z e d B e d wit h o pti o n “ -stri ctt hr es h. ” S e c o n d, bi n ari z e d d at a w er e t h e n us e d i n t h e l e ar ni n g 
m o d el of e a c h gi v e n c hr o m ati n st at e n u m b er. T his w as p erf or m e d wit h L e ar n M o d el wit h t h e 
o pti o ns ‘ -i s p e ctr al -c o m b’ t o all o w t h e hi d d e n M ar k o v m o d el t o us e a s p e ctr al l e ar ni n g 
al g orit h m i n it s c hr o m ati n st at e esti m ati o n. N e xt, w e e m pl o y e d t h e C o m p ar e M o d els f u n cti o n 
wit hi n S p e ct a cl e t o ass ess t h e m a xi m u m e mi ssi o n p ar a m et ers, c orr el ati n g t h e m wit h s el e ct e d 
c hr o m ati n st at es usi n g P e ars o n c orr el ati o n. S p e cifi c all y, w e e x a mi n e d t h e c orr el ati o n of 
c hr o m ati n st at e 2 1 wit h a r a n g e of si m pl er m o d els, e n c o m p assi n g c hr o m ati n st at e n u m b ers 
fr o m 2 0 t o 2. T h e m e di a n of t h es e c orr el ati o ns w as pl ott e d t o pi n p oi nt t h e o pti m al c hr o m ati n 
st at e n u m b er ( s u p pl e m e nt ar y fi g. S 1 ). W e i d e ntifi e d 1 2 c hr o m ati n st at es as t h e o pti m al st at e 
n u m b er, as a n y f urt h er i n cr e as e i n t h e n u m b er of c h r o m ati n st at es o nl y l e a d t o t h e r e c o v er y of 
st at es wit h si mil ar c h ar a ct eristi cs t o t h e st arti n g c hr o m ati n st at e 2 1. T h er ef or e, c hr o m ati n st at e 
n u m b er 1 2 w as s el e ct e d f or d o w nstr e a m a n al ysis.  

A n al ysis of C h r o m ati n St at es  

T h e c o v er a g e of e a c h e mi ssi o n st at e ( c hr o m ati n st at e 1 2) a cr oss t h e A. fr a n cis c a n a  g e n o m e 
w as g e n er at e d usi n g t h e M a k e S e g m e nt ati o n f u n cti o n. T h e o ut p ut s w er e t h e n i nt ers e ct e d wit h 
t h e c o or di n at es of g e n es usi n g t h e b e dt o ol s i nt ers e ct f u n cti o n u n d er d ef a ult s etti n gs. E mi ssi o n 
st at es w er e f urt h er s u m m ari z e d i nt o 3 m aj or gr o u ps d e p e n di n g o n t h eir f u n cti o n al a n n ot ati o n 
( Br o w n a n d B a c htr o g 2 0 1 4); (i) a cti v e tr a ns cri pti o n ( H 3 K 2 7 a c, H 4 K 1 6 a c, H 3 K 4 m e 3, a n d 
H 3 K 3 6 m e 3), (ii) p ol y c o m b -m e di at e d r e pr essi o n ( H 3 K 2 7 m e 3) a n d (iii) c o nstit uti v e 
h et er o c hr o m ati n ( H 3 K 9 m e 3 a n d H 3 K 9 m e 2). A d diti o n all y, t h e i n cl usi o n of mi x e d st at es t h at 
c o nt ai n c o m bi n ati o n of eit h er f a c ult ati v e or c o nstit uti v e hist o n e m ar ks ( H 3 K 9 m e 3, H 3 K 9 m e 2, 
a n d H 3 K 2 7 m e 3) wit h a n y of t h e a cti v e tr a ns cri pti o n m ar ks ( H 3 K 3 6 m e 3, H 3 K 2 7 a c, H 3 K 1 6 a c, 
a n d H 3 K 4 m e 3) a n d N ull st at e r es ult e d i n d efi niti o n of 1 6 c hr o m ati n si g n at ur es as d o n e i n 
( G u e n o et al. 2 0 2 2). 

C o r r el ati n g G e n es Wit h C h r o m ati n M a r ks  

T o ass e ss t h e e nri c h m e nt of c hr o m ati n m ar ks a cr oss g e n es, w e a d o pt e d a si mil ar a p pr o a c h t o 
t h at of A n d ers o n et al. ( 2 0 2 3) b y t all yi n g t h e m a p p e d r e a ds s p a n ni n g fr o m t h e b e gi n ni n g t o t h e 
e n d of e v er y g e n e i n e a c h r e pli c at e. T his w as a c c o m pli s h e d b y a g gr e g ati n g r e a ds wit h 
d e e p T o ols/ m ulti B a m S u m m ar y usi n g a b e d a n n ot ati o n fil e a n d t h e n n or m ali zi n g c o u nts b as e d 
o n t h e n u m b e r of m a p p e d r e a ds a n d t h e g e n e l e n gt h i n kil o b as es i n Milli o n. T h e r es ulti n g m etri c 
pr o vi d es c o u nts p er kil o b as e p er milli o n ( C P K M).  

“ m ulti B a m S u m m ar y B E D -fil e – B E D a n n ot ati o n. b e d – b a mfil es ali g n m e nt. b a m –
c e nt er R e a ds – m a x Fr a g m e nt L e n gt h 7 0 0 -o r es ults. n pz – o ut R a w C o u nts 
r e a d C o u nts.t a b ”  
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T o g e n er at e a v er a g e pl ots d e pi cti n g c hr o m ati n si g n als s urr o u n di n g t h e T S S of g e n es of e a c h 
r e pli c at e, w e a p pli e d d e e p T o ols/ b a m c o v er a g e t o s u m m ari z e n or m ali z e d c o v er a g e wit hi n a 
wi n d o w of 1 0 -b p i nt er v als “ b a m C o v er a g e -b ali g n m e nt . b a m – bi n Si z e 1 0 -p 2 0 –
n or m aliz e Usi n g R P K M – m a x Fr a g m e nt L e n gt h 7 0 0 -o fil e. b w ”.  

T o a v er a g e t h e distri b uti o n of c hr o m ati n m ar ks of s urr o u n di n g T S S of g e n es i n b ot h r e pli c at es, 
w e us e d b a m C o m p ar e f u n cti o n of d e e p T o ols “ b a m C o m p ar e – b a mfil e 1 fil e 1. b a m – b a mfil e 2 
fil e 2. b a m -p 2 0 -bs 5 – n or m aliz e Usi n g R P K M – s ki p N As – mi n Fr a g m e nt L e n gt h 1 0 –
m a x Fr a g m e nt L e n gt h 7 0 0 – o p er ati o n m e a n – s c al e F a ct ors M et h o d N o n e -o o ut p ut. b w. ”  

T h e o ut p ut s w er e us e d as i n p ut s f or c o m p uti n g m atri c es usi n g d e e p T o ols/ c o m p ut e M atri x 
“ c o m p ut e M atri x r ef er e n c e -p oi nt – r ef er e n c e P oi nt T S S -S fil e. b w -R a n n ot ati o n. b e d –
missi n g D at a As Z er o -b 1 0 0 0 -a 2 0 0 0 – bi n Si z e 5 -o fil e. m at. gz ” a n d vis u ali z e d usi n g pl ot Pr ofil e 
f e at ur e. 

I n or d er t o vis u ali z e t h e distri b uti o n of H 4 K 1 6 a c i n e a c h ti ss u e a cr oss all 2 1 c hr o m os o m es of 
A. fr a n ci s c a n a , w e us e d g e n o m e c o v er a g e d at a g e n er at e d usi n g d e e p T o ols/ b a m C o v er a g e wit h 
t h es e o pti o ns: “b a m C o v er a g e -b fil e. b a m -bs 3 0 0 0 0 -p 2 0 – o ut Fil e F or m at b e d gr a p h –
n or m aliz e Usi n g R P K M – m a x Fr a g m e nt L e n gt h 7 0 0 -o fil e. b e d gr a p h. ”  

P e a ks C alli n g a n d M otif E n ri c h m e nt  

T h e d e d u pli c at e d ali g n m e nt s g e n er at e d e arli er w er e c o n v ert e d t o B E D f or m at usi n g t h e 
b a m T o B e d f u n cti o n fr o m B e dt o ols ( Q ui nl a n a n d H all 2 0 1 0). R e a d p airs m a p pi n g t o t h e s a m e 
c hr o m os o m e wit h fr a g m e nt l e n gt hs u n d er 7 0 0  b p w er e s el e ct e d f or t h e  g e n er ati o n of b e d gr a p h 
fil es wit h t h e g e n o m e c o v f u n cti o n i n B e dt o ols ( Q ui nl a n a n d H all 2 0 1 0). P e a ks w er e t h e n c all e d 
usi n g S E A C R [ S p ar s e E nri c h m e nt A n al ysi s f or C U T & R U N v 1. 3 ( M e ers, T e n e n b a u m, a n d 
H e ni k off 2 0 1 9)]. T h e S E A C R p e a k s w er e c all e d usi n g “ S E A C R _ 1. 3.s h s a m pl e. b e d gr a p h 0. 0 1 
n o n stri n g e nt s a m pl e _s e a cr _t o p 0. 0 1. p e a ks. ” T h e H 4 K 1 6 a c p e a ks c orr es p o n di n g t o s el e ct e d 
g e n es ( T P M > 0. 5) of Z -s p e cifi c r e gi o n ( S 0) i n f e m al es w er e us e d f or s e q u e n c e m otifs 
i d e ntifi c ati o n usi n g H O M E R ( H y p er g e o m etri c O pti mi z ati o n of M otif E n Ri c h m e nt ( H ei n z et 
al. 2 0 1 0)). M otifs w er e i d e ntifi e d as f oll o ws; “fi n d M otifs G e n o m e. pl H 4 K 1 6 a c p e a ks. b e d 
Afr a n cis c a n a _ g e n o m e.f a. m as k e d S 0 p e a ks _ h o m er M otif -m as k -si z e 1 0 0 0 -p 2 0. ” I n or d er t o 
i d e ntif y i nst a n c es of t h e t ar g et e d m otif of i nt er est, we us e d s c a n M otif G e n o m e Wi d e. pl f u n cti o n 
of  H O M E R  as  f oll o ws:  s c a n M otif G e n o m e Wi d e. pl 
S 0 p e a ks _ h o m er M otif/ h o m er R es ults/ m otif 1. m otif Afr a n cis c a n a _ g e n o m e.f a. m as k e d -m as k -
k e e p All -b e d > S 0 p e a ks _ h o m er M otif/ m otif 1.sit es. b e d  

Esti m ati n g R at es of E v ol uti o n of G e n es W it h a n d Wit h o ut H 4 K 1 6 a c P e a k s 

T h e C D S of a n n ot at e d g e n es fr o m Art e mi a fr a n cis c a n a  ( B ett et al. 2 0 2 4) a n d t h eir h o m ol o g o us 
s e q u e n c es of a n n ot at e d g e n es fr o m Art e mi a si ni c a  ( El kr e wi et al. 2 0 2 2) w er e ali g n e d usi n g t h e 
Tr a nsl at or X s oft w ar e p a c k a g e ( A b as c al, Z ar d o y a, a n d T elf or d 2 0 1 0) wit h t h e “ g bl o c ks ” o pti o n 
t o filt er o ut p o orl y ali g n e d or u nr eli a bl e r e gi o ns, e ns uri n g a hi g h-q u alit y ali g n m e nt f or 
d o w nstr e a m a n al ys es. F oll o wi n g t h e ali g n m e nt, t h e n o ns y n o n y m o us ( K a) a n d s y n o n y m o us 
( Ks) s u bstit uti o n r at es w er e c al c ul at e d usi n g t h e K a Ks _ c al c ul at or ( W a n g et al. 2 0 1 0), 
e m pl o yi n g t h e Y a n g a n d Ni els e n ( Y N) al g orit h m.  
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A c k n o wl e d g m e nt s  

W e t h a n k t h e Vi c os o l a b f or t h eir h el p i n m ai nt ai ni n g Art e mi a  a n d f or t h eir v al u a bl e f e e d b a c k 
a n d s u g g esti o ns. W e t h a n k M ar w a n El kr e wi f or his us ef ul t e c h ni c al a d vi c e a n d dis c ussi o ns. 
W e ar e als o gr at ef ul t o t h e S ci e ntifi c U nit at I S T A A ustri a f or c o m p ut at i o n al r es o ur c es a n d 
assi st a n c e. T his w or k w as s u p p ort e d b y A ustri a n s ci e n c e f u n d ( F W F) gr a nts P A T 8 7 4 8 3 2 3 a n d 
S F B F 8 8 -1 0 ( as p art of t h e S F B M ei o sis c o ns orti u m  htt ps://sf b m e i osis. or g) t o B V a n d S w e dis h 
R es e ar c h C o u n cil ( V et e ns k a psr å d et, gr a nt n u m b er 2 0 2 0 -0 6 4 2 4) t o M S T A.  

D at a A v ail a bilit y  

T h e C U T & T A G r a w r e a ds g e n er at e d i n t his st u d y h a v e b e e n d e p osit e d i n t h e N ati o n al C e nt er 
f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI) Bi o Pr oj e ct u n der a c c essi o n n u m b er P RJ N A 1 1 5 0 0 9 5. 
T h e Bi oi nf or m ati cs pi p eli n e t h at w as us e d f or pr o c essi n g a n d a n al ysis of C U T & T A G 
s e q u e n ci n g r e a ds c a n b e a c c e ss e d o n t hi s git p a g e ( htt ps:// git h u b. c o m/ v k b 2 5/ C hr o m ati n -
l a n ds c a p e-i n-Art e mi a -fr a n cis c a n a. git). 

R ef e r e n c es  

A b as c al, F e d eri c o, R af a el Z ar d o y a, a n d M a xi mili a n J. T elf or d. 2 0 1 0. “ Tr a nsl at or X: M ulti pl e 
Ali g n m e nt of N u cl e oti d e S e q u e n c es G ui d e d b y A mi n o A ci d Tr a nsl ati o ns. ” N u cl ei c A ci ds 
R es e ar c h  3 8 ( W e b S er v er i ss u e): W 7 -1 3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ n ar / g k q 2 9 1. 
Al e ks e y e n k o, Art y o m A., S h o u y o n g P e n g, Eri c a L ar s c h a n, A n dr e y A. G or c h a k o v, O k -K y u n g 
L e e, P et er K h ar c h e n k o, S e a n D. M c Gr at h, et al. 2 0 0 8. “ A S e q u e n c e M otif wit hi n C hr o m ati n 
E ntr y Sit es Dir e cts M S L Est a blis h m e nt o n t h e Dr os o p hil a X C hr o m os o m e. ” C ell  1 3 4 ( 4): 5 9 9 –
6 0 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 0 8. 0 6. 0 3 3.  
A n d ers o n, J a m es, St e v e n H e ni k off, a n d K a mi A h m a d. 2 0 2 3. “ C hr o m os o m e -S p e cifi c 
M at ur ati o n of t h e E pi g e n o m e i n t h e Dr os o p hil a M al e G er mli n e, ” F e br u ar y. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 3. 0 2. 2 4. 5 2 9 9 0 9.  
A n dr e ws, S. 2 0 1 0. “ F A S T Q C. A Q u alit y C o ntr ol T o ol f or Hi g h T hr o u g h p ut S e q u e n c e D at a. ”  
B a n nist er, A n dr e w J, a n d T o n y K o u z ari d es. 2 0 1 1. “ R e g ul ati o n of C hr o m ati n b y Hist o n e 
M o difi c ati o ns. ” C ell R es e ar c h  2 1 ( 3): 3 8 1 – 9 5. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ cr. 2 0 1 1. 2 2.  
B ar mi n a, Ol g a, M arti n G o n z al o, L a ur e n M. M cI nt yr e, a n d Art y o m K o p p. 2 0 0 5. “ S e x - a n d 
S e g m e nt -S p e cifi c  M o d ul ati o n of G e n e E x pr essi o n Pr ofil es i n Dr os o p hil a. ” D e v el o p m e nt al 
Bi ol o g y  2 8 8 ( 2): 5 2 8 – 4 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. y d bi o. 2 0 0 5. 0 9. 0 5 2.  
B ell, Oli v er, T h o m as C o nr a d, J o p Ki n d, C hristi a n e Wir b el a u er, Asif a A k ht ar, a n d Dir k 
S c h ü b el er. 2 0 0 8. “ Tr a ns cri pti o n -C o u pl e d M et h yl ati o n of Hist o n e H 3 at L ysi n e 3 6 R e g ul at es 
D os a g e C o m p e ns ati o n b y E n h a n ci n g R e cr uit m e nt of t h e M S L C o m pl e x i n Dr os o p hil a  
M el a n o g ast er. ” M ol e c ul ar  a n d  C ell ul ar  Bi ol o g y  2 8  ( 1 0):  3 4 0 1 – 9. 
ht t ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ M C B. 0 0 0 0 6-0 8.  
B ett, Vi n c e nt Ki pl a n g at, Ari a n a M a c o n, B e atri z Vi c os o, a n d M ar w a n El kr e wi. 2 0 2 4. 
“ C hr o m os o m e -L e v el Ass e m bl y of Art e mi a Fr a n cis c a n a S h e ds Li g ht o n S e x -C hr o m os o m e 
Diff er e nti ati o n. ” G e n o m e  Bi ol o g y  a n d  E v ol uti o n ,  J a n u ar y,  e v a e 0 0 6. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ g b e/ e v a e 0 0 6.  
Br a y, Ni c ol as L., H ar ol d Pi m e nt el, P áll M el st e d, a n d Li or P a c ht er. 2 0 1 6. “ N e ar -O pti m al 
Pr o b a bilisti c R N A -S e q Q u a ntifi c ati o n. ” N at ur e Bi ot e c h n ol o g y  3 4 ( 5): 5 2 5 – 2 7. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 3 5 1 9.  
Br o w n, E mil y J., a n d D oris B a c htr o g. 2 0 1 4. “ T h e C hr o m ati n L a n ds c a p e of Dr os o p hil a: 
C o m p ari s o n s b et w e e n S p e ci e s, S e x es, a n d C hr o m os o m es. ” G e n o m e R es e ar c h  2 4 ( 7): 1 1 2 5 –
3 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 7 2 1 5 5. 1 1 4.  

https://sfbmeiosis.org/
https://sfbmeiosis.org/
https://github.com/vkb25/Chromatin-landscape-in-Artemia-franciscana.git
https://github.com/vkb25/Chromatin-landscape-in-Artemia-franciscana.git
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361
https://www.zotero.org/google-docs/?Y5i361


5 0  
 

Br o w n, E mil y J, Alis o n H N g u y e n, a n d D oris B a c htr o g. 2 0 2 0. “ T h e Dr o s o p hil a Y 
C hr o m os o m e Aff e cts H et er o c hr o m ati n I nt e grit y G e n o m e -Wi d e. ” M ol e c ul ar Bi ol o g y a n d 
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S u p pl e m e nt a r y I nf o r m ati o n  

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1: P e ars o n C orr el ati o n of s el e ct e d m o d el ( E 2 1) t o s ets of m o d el s 
( E 2 0: E 2) t o i d e ntif y o pti m al n u m b er of c hr o m ati n st at es. 

 
S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2: E missi o n m o d el s h o wi n g li k eli h o o d of fi n di n g hist o n e m ar k i n e a c h 
c hr o m ati n st at e n u m b er. T h e d ar k er t h e c ol or m e a ns hi g h er c h a n c e of pr es e n c e of t h at p arti c ul ar 
hist o n e m ar k.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 3: R e pr es e nt ati v e e missi o n st at e pr ofil es f or g e n o mi c r e gi o ns of 
c hr o m os o m e 1 8 ( A) a n d c hr o m os o m e 1 5 ( B) i n m al e h e a d tiss u e.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4: E x pr essi o n of c hr o m ati n  si g n at ur es ( W a n d Z -s p e cifi c g e n es w er e 
e x cl u d e d) i n m al e ( A) a n d f e m al e h e a ds ( B). P a n els C t o D s h o w t h e c orr el ati o n of f e m al e 
h e a ds' e x pr essi o n wit h H 3 K 9 m e 3 f or g e n es wit h ( C) or wit h o ut ( D) T Es i n t h eir i ntr o ns. P a n els 
G a n d H s h o w t h e s a m e f or m al e g o n a ds e x pr essi o n. P a n els K a n d L s h o w t h e s a m e f or f e m al e 
g o n a ds e x pr essi o n. P a n els E a n d F s h o w t h e c orr el ati o n of f e m al e h e a ds' e x pr essi o n wit h 
H 3 K 9 m e 2 f or g e n es wit h ( E) or wit h o ut ( F) T Es i n t h eir i ntr o ns. P a n els I a n d J s h o w t h e s a m e 
f or m al e g o n a ds ex pr essi o n. P a n el s M a n d N s h o w t h e s a m e f or f e m al e g o n a ds e x pr essi o n.  

 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5: Pr o p orti o n of g e n es wit h c o ntr asti n g c hr o m ati n st at es i n m al e s a n d 
f e m al es a n d w hi c h h a v e s e x-bi as e d e x pr essi o n i n h e a ds of A. fr a n cis c a n a ( F D R < 0. 0 5, 
F ol d c h a n g e > 2 & T P M > 0. 1 f or g e n es i n A. fr a n cis c a n a ) 
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 6: R e p r es e nt ati v e c h r o m ati n p r ofil e r e gi o ns f o r f e m al e -bi as e d g e n es  
( A a n d B) o n c hr o m os o m e 2 0 (j g 1 1 9 6; is e nri c h e d wit h  H 4 K 1 6 a c ( E 1 2, c hr o m ati n si g n at ur e 
S 1 6) i n f e m al es a n d n ull st at es i n m al es E 2 ( S 1) a n d c hr o m os o m e 1 7 (j g 1 5 9 5 6; is e nri c h e d wit h 
H 3 K 4 m e 3 ( E 7, c hr o m ati n si g n at ur e S 1 6) i n f e m al es a n d n ull st at es E 2 ( S 1) i n m al es). 
R e p r es e nt ati v e c h r o m ati n p r ofil e r e gi o ns f o r m al e -bi as e d g e n es  ( C a n d D) o n c hr o m os o m e 
7 (j g 1 4 2 1 4; is e nri c h e d wit h H 4 K 1 6 a c ( E 1 2 c hr o m ati n si g n at ur e S 1 6)  i n m al es a n d n ull st at es 
i n f e m al es E 2 ( c hr o m ati n si g n at ur e S 1) a n d c hr o m os o m e 1 6 (j g 6 1 8 3; is e nri c h e d wit h 
H 4 K 1 6 a c ( E 1 2, c hr o m ati n si g n at ur e S 1 6  i n m al es) w hil e i n f e m al e is e nri c h e d wit h 
H 3 K 2 7 m e 3 ( E 3, c hr o m ati n si g n at ur e S 2) .  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 7: N or m ali z e d C P K M e nri c h m e nt of a cti v e ass o ci at e d c hr o m ati n m ar ks 
b as e d o n a ut os o m al a n d Z -s p e cifi c g e n es i n s o m ati c a n d g o n a d al tiss u es of A. fr a n cis c a n a .  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 8: N or m ali z e d C P K M e nri c h m e nt of r e pr essi v e ass o ci at e d c hr o m ati n 
m ar ks b as e d o n a ut os o m al a n d Z -s p e cifi c g e n es i n s o m ati c a n d g o n a d al tiss u es of A. 
fr a n cis c a n a. 
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 9: N or m ali z e d C P K M e nri c h m e nt of b ot h a cti v e a n d r e pr essi v e 
ass o ci at e d c hr o m ati n m ar ks b as e d o n a ut os o m al a n d Z -s p e cifi c g e n es i n e a c h r e pli c at e i n h e a d 
a n d g o n a d al ti ss u es of A. fr a n cis c a n a  
 
 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 0: F e m al e t o m al e c o v er a g e distri b uti o n of H 4 K 1 6 a c i n 3 0 k b wi n d o ws 
a cr oss 2 1 c hr o m os o m es i n H e a ds i n A. fr a n ci s c a n a . 
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 1: F e m al e t o m al e c o v er a g e distri b uti o n of H 4 K 1 6 a c i n 3 0 k b wi n d o ws 
a cr oss 2 1 c hr o m os o m es i n G o n a ds i n A. fr a n ci s c a n a . 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 2: H 4 K 1 6 a c p e a ks i n t h e S 0 r e gi o n a n d t h ei r ass o ci ati o n wit h 
f u n cti o n al g e n o mi c f e at u r es. ( A) Pr o p orti o n of g e n es i n t h e Z-s p e cifi c r e gi o n ( S 0) t h at eit h er 
i nt ers e ct or d o n ot i nt ers e ct wit h H 4 K 1 6 a c p e a ks i n f e m al e g o n a ds. ( B) E x pr essi o n of g e n es i n 
t h e Z-s p e cifi c r e gi o n ( S 0) wit h a n d wit h o ut H 4 K 1 6 a c p e a ks i n f e m al e g o n a ds. T h e si g nifi c a n c e 
of  Wil c o x o n r a n k s u m t est * * is P -v al u e < 0. 0 0 5. ( C) L o g 2 of f e m al e: m al e e x pr essi o n r ati o of 
S 0 g e n es wit h a n d wit h o ut H 4 K 1 6 a c p e a ks  i n g o n a ds. ( D) T h e distri b uti o n of K a/ Ks of S 0 
g e n es wit h a n d wit h o ut o v erl a p wit h H 4 K 1 6 a c p e a ks. ( E) M otif wit h t h e m ost si g nifi c a nt 
e nri c h m e nt i n S 0 H 4 K 1 6 a c p e a ks r el ati v e t o t h e r est of t h e g e n o m e. ( F) Fr e q u e n c y (i n n u m b er 
p er milli o n b as e p airs) of t h e m otif d es cri b e d i n ( E) o n diff er e nt c hr o m os o m es. * * * d e n ot es 
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p < 0. 0 0 5, o bt ai n e d b y r es a m pli n g N c hr o m os o m al l o ci r a n d o ml y 1 0 0 0 0 ti m es, w h er e N is t h e 
n u m b er of p e a ks f o u n d t hr o u g h o ut t h e g e n o m e. ( G) S c h e m ati c r e gi o ns of t h e Z c hr o m os o m e, 
H u R m otif distri b uti o n p att er ns a n d t h eir r el ati o ns hi p t o f e m al e -t o-m al e e x pr essi o n r ati os i n 
g o n a d al tiss u e.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 3: A v er a g e e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c a cr oss g e n e l e n gt h ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els (l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %) a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 4: A v er a g e e nri c h m e nt of H 3 K 2 7 a c a cr oss g e n e l e n gt h ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els ( l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %) a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 5: A v er a g e e nri c h m e nt of H 3 K 4 m e 3 a cr oss g e n e l e n gt h ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els (l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %) a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 6: A v er a g e e nri c h m e nt of H 3 K 3 6 m e 3 a cr oss g e n e l e n gt h ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els (l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %)  a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 7: A v er a g e e nri c h m e nt of H 3 K 2 7 m e 3 a cr oss  g e n e  l e n gt h ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els (l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %) a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 8: A v er a g e e nri c h m e nt of H 3 K 9 m e 3 a cr oss g e n e l e n gt h  ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els (l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %) a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 9: A v er a g e e nri c h m e nt of H 3 K 9 m e 2 a cr oss g e n e l e n gt h ( o nl y 
a ut os o m al a n d P A R g e n es w er e c o nsi d er e d wit h T P M > 0. 5) of diff er e nt e x pr essi o n l e v els (l o w 
(t h os e l es s t h a n 3 0 % i n T P M a cr oss t h es e g e n es c o nsi d er e d), m e di u m (t h os e g e n es b et w e e n 
3 0 % a n d 7 0 %) a n d hi g h (t h os e a b o v e 7 0 %)) i n b ot h h e a d a n d g o n a ds  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2 0: C orr el ati o n of all s a m pl es wit h all t est e d hist o n e m ar ks i n g o n a ds 
a n d h e a ds tiss u es of b ot h m al es a n d f e m al es.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2 1: F u n cti o n al e nri c h m e nt of g e n es wit h c hr o m ati n si g n at ur e ( S 1 2) i n 
g o n a ds  
 

M ar ks  Tiss u e  S e x  T Es 
i ntr o ns 

r-v al u e  z -v al u e  z -
o bs er v e d  

P -v al u e 
of z -diff  

H 3 K 9 m e
3  

H e a ds  M al e  Y es  
N o  

0. 2 0 0  
-0. 0 2  

0. 2 0 2  
-0. 0 2  

1 4. 8 7  4. 8 9 e -5 0  

  F e m al e  Y es  
N o  

0. 1 5  
-0. 0 3  

0. 1 5 1  
-0. 0 3  

1 2. 1  1. 1 e -3 3  

 G o n a ds  M al e  Y es  
N o  

0. 1 6  
-0. 0 4  

0. 1 4 1  
-0. 0 4  

1 2. 0 8  
 

1. 2 9 e -3 3  

  F e m al e  Y es  
N o  

0. 1 4  
-0. 1 4  

0. 1 4 0 9  
-0. 1 4 1  

1 8. 8 2  
 

5. 0 7 e -7 9  

H 3 K 9 m e
2  

H e a ds  M al e  
 

Y es  
N o  

0. 1 8  
-0. 0 3  

0. 1 8 2  
-0. 0 3  

1 4. 1 5  1. 7 1 e -4 5  

  F e m al e  Y es  
N o  

0. 2 0  
0. 0 3  

0. 2 0 3  
0. 0 3  

1 1. 5 3  8. 9 e -3 1  

 G o n a ds  M al e  
 

Y es  
N o  

0. 2 0  
-0. 0 2  

0. 2 0 2 7  
-0. 0 2  

1 4. 8 7  
 

4. 8 e -9 6  
 

  F e m al e  Y es  
N o  

0. 2 2  
0. 0 5  

0. 2 2 3  
0. 0 5  

1 1. 5 9 3  
 

4. 4 5 e -3 1  

 



8 3  
 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 1: r -z tr a nsf or m ati o ns of c o effi ci e nts of H 3 K 9 m e 3 a n d H 3 K 9 m e 2 
e nri c h m e nt a n d e x pr essi o n t h os e g e n es wit h T Es i n i ntr o ns a n d t h os e wit h o ut T Es i n i ntr o ns i n 
h e a ds a n d g o n a ds  

 

T y p e  Tiss u e  A ut os o m es  Ps e u d o -
a ut os o m al 
( P A R) 

Z -li n k e d 
r e gi o ns 

W -li n k e d 
g e n es  

M al e -bi as e d  G o n a ds  9 2 6  3 1  2 2  0  

F e m al e -bi as e d  G o n a ds  5 9 4  2 6  6  7  

M al e -bi as e d  H e a ds  1 0  1  0  0  

F e m al e -bi as e d  H e a ds  1 0  0  0  5  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 2: s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n i n h e a ds a n d g o n a ds of A. fr a n cis c a n a 
( F D R < 0. 0 5, F ol d c h a n g e > 2 & T P M > 0. 1 f or g e n es i n A. fr a n cis c a n a ) 

htt ps:// git h u b. c o m/ v k b 2 5/ C hr o m ati n -l a n ds c a p e-i n-Art e mi a -
fr a n cis c a n a/ bl o b/ c 8 aff 7 a 9 5 8 7 9 1 7 7f 6 4 5 1 a 3 4 7f 3 d d 1 c 5 2 e e e 1 e 2 c c/f e m al e _ bi as e d c hr o m ati ntr a n
s cri ptr e p _tr a ns cri pt. xl s x  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 3: G O t er ms of c o ntr asti n g c hr o m ati n st at es a n d f e m al e -bi as e d g e n e 
e x pr essi o n i n g o n a ds of A. fr a n ci s c a n a  

htt ps:// git h u b. c o m/ v k b 2 5/ C hr o m ati n -l a n ds c a p e-i n-Art e mi a -
fr a n cis c a n a/ bl o b/ c 8 aff 7 a 9 5 8 7 9 1 7 7f 6 4 5 1 a 3 4 7f 3 d d 1 c 5 2 e e e 1 e 2 c c/ m al e _ bi as e d c hr o m ati ntr a ns c
ri ptr e p _tr a ns cri pt. xl s x 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 4: G O t er ms of c o ntr asti n g c hr o m ati n st at es a n d m al e -bi as e d g e n e 
e x pr essi o n i n g o n a ds of A. fr a n ci s c a n a  

htt ps:// git h u b. c o m/ v k b 2 5/ C hr o m ati n -l a n ds c a p e-i n-Art e mi a -
fr a n cis c a n a/ bl o b/f 3 1 e d 9 a 0 9 7 cf e e c 0 c 3 7 a 5f d 2 7 d 4 7 c d 8 d e 3 8 0 8 3 8 8/ G o n a ds _ h o m er R es ult s. ht ml  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 5: Tr a ns cri pti o n f a ct or bi n di n g sit es wit h si g nifi c a nt e nri c h m e nt wit hi n 
H 4 K 1 6 a c C U T & T A G p e a ks i n  f e m al e g o n a d al tiss u es. A n al ysis w as p erf or m e d usi n g H O M E R 

htt ps:// git h u b. c o m/ v k b 2 5/ C hr o m ati n -l a n ds c a p e-i n-Art e mi a -
fr a n cis c a n a/ bl o b/f 3 1 e d 9 a 0 9 7 cf e e c 0 c 3 7 a 5f d 2 7 d 4 7 c d 8 d e 3 8 0 8 3 8 8/ S o m ati c _ h o m er R es ults. ht ml  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 6: Tr a ns cri pti o n f a ct or bi n di n g sit e s wit h si g nifi c a nt e nri c h m e nt wit hi n 
H 4 K 1 6 a c C U T & T A G p e a ks i n f e m al e h e a d ti ss u es. A n al ysis w as p erf or m e d usi n g H O M E R  

htt ps:// git h u b. c o m/ v k b 2 5/ C hr o m ati n -l a n ds c a p e-i n-Art e mi a -
fr a n cis c a n a/ bl o b/ d 9 e 9 0 9 1 8 1 4f e 0 6 1 1 e 2 c c a b 2f 6 7 a 7 5 2 a 2 5f 5 9 6f 5 3/s u p pl e m e nt ar y % 2 0fil es % 2 0
o n % 2 0 m a p pi n g % 2 0r e a ds. xls x  
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S u p pl e m e nt ar y T a bl e 7: T ot al r e a ds m a p p e d, ali g n m e nt r at e, esti m at e d li br ar y si z e a n d t h e 
a m o u nt of m a p p e d r e a ds r et ai n e d f or d o w nstr e a m a n al ysis aft er a p pl yi n g stri ct filt eri n g st e ps  
 

S a m pl e I D  S e x  Tiss u e  

S R R 8 6 4 1 2 1 4  F e m al e  O v ari es  

S R R 8 6 4 1 2 1 3  F e m al e  O v ari es  

S R R 8 6 4 1 2 1 2  F e m al e  H e a d  

S R R 8 6 4 1 2 1 1  F e m al e  H e a d  

S R R 8 6 4 1 2 1 8  M al e  T est e s  

S R R 8 6 4 1 2 1 7  M al e  T est e s  

S R R 8 6 4 1 2 1 6  M al e  H e a d  

S R R 8 6 4 1 2 1 5  M al e  H e a d  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e 8: R N A r a w r e a ds t o g et h er wit h t h eir S R A n u m b ers us e d f or e x pr essi o n 
a n al ysis.  
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C h a pt e r 4: U n r a v elli n g S e x C h r o m os o m e E v ol uti o n a n d D os a g e 
C o m p e ns ati o n M e c h a nis ms i n C a m er ari a o hri d ell a ( h o rs e-c h est n ut l e af 
mi n e r m ot h)  

Vi n c e nt Ki pl a n g at B ett 1 @ , Ari a n a M a c o n1 , M ar w a n El kr e wi1  a n d B e atri z Vi c os o 1 @  

A bst r a ct  

L e pi d o pt er a ( b utt erfli es a n d m ot hs) e x hi bit f e m al e h et er o g a m et y ( Z W s yst e m). W hil e t h e Z 
c hr o m os o m e is hi g hl y c o ns er v e d a cr oss t h e cl a d e, t h e ori gi n, str u ct ur e, a n d f u n cti o n of t h e W 
c hr o m os o m e r e m ai n el usi v e. H o w e v er, t h e pr es e n c e a n d f u n cti o n al r ol e of t h e W c hr o m os o m e 
ar e n ot c o nsist e nt a cr oss li n e a g es; s o m e s p e ci es s h o w n o e vi d e n c e of its i n v ol v e m e nt i n s e x 
d et er mi n ati o n. S e x c hr o m os o m e e v ol uti o n oft e n tri g g ers d os a g e c o m p e ns ati o n ( D C) 
m e c h a nis m s t o b al a n c e g e n e e x pr essi o n b et w e e n a ut os o m es a n d s e x c hr o m os o m es a n d 
c o ns e q u e ntl y b et w e e n s e x es. Z W s yst e ms w er e tr a diti o n all y t h o u g ht t o e x hi bit o nl y p arti al D C, 
b ut r e c e nt st u di es i n L e pi d o pt er a, Art e mi a fr a n cis c a n a , a n d A p al o n e s pi nif er a  s u g g est a di v er s e 
r a n g e of c o m p e ns ati o n str at e gi es, c h all e n gi n g tr a diti on al ass u m pti o ns. W hil e D C oft e n 
i n v ol v es c hr o m ati n-l e v el r e g ul ati o n, t h e s p e cifi c m e c h a nis m s i n Z W s yst e ms ar e still p o orl y 
u n d erst o o d. T o e x pl or e t h es e q u esti o ns, w e g e n er at e d a g e n o m e ass e m bl y of C a m er ari a 
o hri d ell a  ( h ors e-c h est n ut l e af mi n er m ot h, Gr a ci lli d a e), a n d c o m bi n e d tr a ns cri pt o mi c d at a 
fr o m t w o tiss u es wit h C U T & T a g e pi g e n o mi c pr ofili n g t ar g eti n g b ot h a cti v e ( H 4 K 1 6 a c, 
H 3 K 4 m e 3) a n d r e pr es si v e ( H 3 K 2 7 m e 3) c hr o m ati n m ar ks. T his e n a bl e d us t o c h ar a ct eri z e t h e 
c o m p ositi o n a n d p ut ati v e a c q uisiti o n of t h e  W c hr o m os o m e i n t hi s s p e ci es a n d t o e x pl or e t h e 
f u n cti o n al c o ntri b uti o ns of it s g e n e c o nt e nt. O ur fi n di n gs r e v e al a hi g hl y d y n a mi c l a n ds c a p e of 
s e x c hr o m os o m e e v ol uti o n i n C. o hri d ell a , i n cl udi n g t h e a n c estr al Z ( A n c Z), a N e o Z 1  f or m e d 
b y f usi o n of A n c Z wi t h a n a ut os o m e, a n d a Ne o Z 2  t h at li k el y ar os e vi a f or m ati o n of a Ne o W. 
W e u n c o v er disti n ct d os a g e c o m p e ns ati o n ( D C) p att er ns a cr oss a n c estr al a n d n e o -s e x 
c hr o m os o m e r e gi o ns a n d als o b et w e e n h e a d a n d w h ol e b o d y ti ss u es. O n t h e A n c Z, D C i n h e a d 
ti ss u es i n v olv es r e pr essi o n of g e n e e x pr essi o n i n m al es ( Z Z), a n d t his w as c o nsist e nt wit h 
d e pl eti o n of t h e a cti v e hist o n e m ar k H 4 K 1 6 a c. I n c o ntr ast, N e o Z 1  r e gi o ns s h o w u pr e g ul ati o n 
of g e n e e x pr essi o n i n t h e h et er o g a m eti c s e x ( Z W), a c c o m p a ni e d b y e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c.  
T o g et h er, o ur fi n di n gs u n d ers c or e t h e d y n a mi c n at ur e of s e x c hr o m os o m e e v ol uti o n a n d r e v e al 
v ari ati o n  i n d os a g e c o m p e ns ati o n str at e gi es  a cr oss t h e Z c hr o m os o m e,  w h er e t h e N e o Z 1  
a p p e ar s t o e v ol v e e ntir el y n e w, Dr os o p hil a -li k e m e c h a nis m s r at h er t h a n c o-o pti n g t h e e xisti n g 
N e m at o d e -li k e m e c h a nis ms of A n c Z. 

I nt r o d u cti o n  

S e x c hr o m os o m e s h a v e i n d e p e n d e ntl y e v ol v e d m ulti pl e ti m es i n b ot h a ni m als a n d pl a nts, oft e n 
as X Y ( m al e h et er o g a m et y) or Z W (f e m al e h et er o g a m et y) s yst e ms ( Gr a v es 2 0 0 8). T h e y ar e 
a c q uir e d fr o m p airs of i niti all y h o m ol o g o us a ut os o m es aft er t h e e m er g e n c e of s e x -d et er mi ni n g 
f a ct or (s), tri g g eri n g t h e a c c u m ul ati o n of s e x u all y a nt a g o nisti c m ut ati o ns ( Wri g ht et al. 2 0 1 6)  
w hi c h w o ul d f a v or t h e e v ol uti o n of r e c o m bi n ati o n s u p pr essi o n b et w e e n n e wl y f or m e d pr ot o -X 
a n d Y ( or Z a n d W) c hr o m os o m es . T h e a bs e n c e of r e c o m bi n ati o n  w o ul d r es ult i n  pr o gr essi v e 
g e n eti c d e g e n er ati o n of Y c hr o m os o m e ( or W) , c h ar a ct eri z e d b y a c c u m ul ati o n of d el et eri o us 
m ut ati o ns,  r e p e at a c c u m ul ati o n, a n d g e n e l oss  ( B a c htr o g 2 0 1 3). T h e f usi o n of s e x 
c hr o m os o m es wit h a ut os o m e s t o f or m n e o -s e x c hr o m os o m es w as g e n er all y c o nsi d er e d a r ar e 
e v ol uti o n ar y e v e nt i n s yst e m s wit h f e m al e h et er o g a m et y ( P o k or n á et al. 2 0 1 4) a n d i n p arti c ul ar 
s p e ci es wit h hi g h c hr o m os o m e n u m b er s u c h as L e pi d o pt er a ( w h er e Z W f e m al es t y pi c all y h a v e 
3 1 c hr o m os o m es) ( A n d ers o n et al. 2 0 2 0). D es pit e t his e x p e ct ati o n, e m er gi n g e vi d e n c e p oi nt s 
t o a s ur pri si n g n u m b er of n e o-s e x c hr o m os o m e f or m ati o ns wit hi n L e pi d o pt er a  ( Wri g ht et al. 
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2 0 2 4; M or a et al. 2 0 2 4) , i n cl u di n g do c u m e nt e d c as e  i n t h e l e af mi n er m ot h C a m er ari a 
o hri d ell a (Fr aïs s e et al. 2 0 1 7 ). T his r ais e s k e y q u esti o ns a b o ut t h e e v ol uti o n ar y ori gi ns of t h es e 
n e o -Z c hr o m os o m es a n d w h et h er si mil ar p att er ns e xt e n d a cr oss ot h er g e n er a i n t h e 
Gr a cill arii d a. W hil e Z a n d X c hr o m os o m es i n wi n g e d i ns e cts g e n er all y h a v e di sti n ct a n c estr al 
ori gi ns, t h e Z c hr o m os o m es i n Tri c h o pt er a ( Z 0) a n d L e pi d o pt er a ( Z W) h a v e d e e p c o ns er v ati o n 
of g e n e c o nt e nt ( Wri g ht et al. 2 0 2 4). I n c o ntr ast, t h e e v ol uti o n ar y ori gi n a n d f u n cti o n al 
si g nifi c a n c e of t h e l e pi d o pt er a n W c hr o m os o m e r e m ai n el usi v e, l ar g el y d u e t o its hi g hl y 
r e p etiti v e c o nt e nt a n d s c ar cit y of pr ot ei n-c o di n g g e n es, w hi c h m a k es it c h all e n gi n g t o tr a c e its 
e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps wit h t h e Z c hr o m os o m e a n d a cr oss s p e ci es ( Tr a ut et al. 2 0 1 3). 
I nt er esti n gl y, t h e pr es e n c e a n d f u n cti o n al c o ns er v ati o n of t h e W c hr o m os o m e ar e n ot c o nsist e nt 
a cr oss l e pi d o pt er a n li n e a g es; f or i nst a n c e, S a mi a c y nt hi a  ss p. e x hi bit n o a p p ar e nt i n v ol v e m e nt 
of t h e W or a n e o -W i n s e x d et er mi n ati o n a n d r e pr o d u cti o n ( Y os hi d o et al. 2 0 1 6). I n c o ntr ast, 
t h e W c hr o m os o m e of t h e sil k w or m (B o m b y x m ori ) c arri es a d o mi n a nt g e n e, F e m , t h at a cti v el y 
dri v es t h e d e v el o p m e nt of f e m al e c h ar a ct eristi cs ( Ki u c hi et al. 2 0 1 4). T h er ef or e, d e ci p h eri n g 
t h e c o m pl et e s e q u e n c es of t h e W c hr o m os o m e c o ul d als o b e ess e nti al  f or u n d erst a n di n g t h e 
g e n eti c m e c h a nis m s u n d erl yi n g s e x d et er mi n ati o n, p ot e nti all y u n c o v eri n g m ast er r e g ul at or y 
g e n es. T h es e i nsi g hts c o ul d i nf or m t h e d e v el o p m e nt of s e x -s p e cifi c p est c o ntr ol str at e gi es, 
p arti c u l arl y r el e v a nt f or t hi s cl a d e  d u e t o t h e d estr u cti v e b e h a vi or of its l ar v a e.  

T h e d e g e n er ati o n of t h e  s e x -li mit e d c hr o m os o m e ( W or Y) i n t h e h et er o g a m eti c s e x oft e n l e a ds 
t o i m b al a n c es i n g e n e c o p y n u m b er, w hi c h c a n disr u pt t h e st oi c hi o m etr y of pr ot ei n c o m pl e x es 
a n d r e d u c e or g a nis m al fit n ess a n d l et h alit y ( V eiti a 2 0 0 5). T o c o u nt er a ct t h es e eff e cts, m a n y 
s p e ci es h a v e e v ol v e d s e x -s p e cifi c r e g ul at or y str at e gi es r ef err e d t o as d os a g e b al a n c e a n d 
d os a g e c o m p e ns ati o n t h at r est or e e q uili bri u m i n g e n e e x pr essi o n b et w e e n s e x c hr o m os o m es 
a n d a ut os o m es, a n d  c o ns e q u e ntl y b et w e e n t h e s e x es  ( L u c c h esi et al. 2 0 0 5). T h es e r e g ul at or y 
m e c h a nis m s m a y o p er at e a cr oss t h e e ntir e s e x c hr o m os o m e or t ar g et o nl y s p e cifi c, d os a g e -
s e nsiti v e g e n es, r es ulti n g i n eit h er c hr o m os o m e -wi d e or l o c ali z e d, p arti al c o m p e ns ati o n 
r es p e cti v el y ( G u a n d W alt ers 2 0 1 7). Diff er e nt or g a nis ms h a v e e v ol v e d di v ers e str at e gi es t h at 
i n v ol v e e pi g e n eti c r e g ul ati o n t o a c hi e v e d os a g e c o m p e ns ati o n ( D C) ( M u yl e et al. 2 0 2 1). I n 
X X/ X Y s yst e ms, D C t y pi c all y i n v ol v es or c h estr at e d c hr o m os o m e -wi d e m o d ul ati o n of g e n e 
e x pr essi o n. F or i nst a n c e, i n b ot h pl a c e nt al m a m m al s a n d C. el e g a ns , D C is a c c o m pli s h e d b y 
r e pr essi n g tr a ns cri pti o n i n t h e h o m o g a m eti c ( X X) s e x ( L a u a n d Cs a n k o vs z ki 2 0 1 5). I n c o ntr ast, 
Dr os o p hil a  a c hi e v es D C b y u p r e g ul ati n g tr a ns cri pti o n fr o m t h e si n gl e X c hr o m os o m e i n m al e s 
t o m at c h t h e e x pr essi o n l e v els of t h e t w o X c hr o m os o m es i n f e m al es ( S a m at a a n d A k ht ar 
2 0 1 8). T his h y p er a cti v ati o n is dri v e n b y t h e d e p ositi o n of a cti v ati n g hist o n e m o difi c ati o ns, 
n ot a bl y H 4 K 1 6 a c, w hi c h pr o m ot es c hr o m ati n d e c o m p a cti o n a n d f a ci lit at es i n cr e as e d 
tr a ns cri pti o n ( S a m at a a n d A k ht ar 2 0 1 8). Z W s p e ci es w er e i niti all y b eli e v e d t o e x hi bit o nl y 
p arti al d os a g e c o m p e ns ati o n, b ut r e c e nt st u di es i n L e pi d o pt er a ( m ot hs a n d b utt erfli es) a n d 
Art e mi a  h a v e r e v e al e d c hr o m os o m e -wi d e c o m p e ns ati o n m e c h a nis ms ( B ett et al. 2 0 2 5; G u et 
al. 2 0 1 9). I n Art e mi a fr a n cis c a n a , a w ell-diff er e nti at e d r e gi o n of t h e Z c hr o m os o m e i n f e m al es 
( Z W) is e nri c h e d wit h t h e a cti v e hist o n e m ar k H 4 K 1 6 a c, e n h a n ci n g tr a ns cri pti o n t o  b al a n c e  
t h e t w o Z c o pi es i n m al es ( Z Z) ( B ett et al. 2 0 2 5; Zi m m er et al. 2 0 2 5). I n t h e m o n ar c h b utt erfl y, 
g e n e e x pr essi o n al o n g t h e Z c hr o m os o m e s h o ws a di c h ot o m y of d os a g e c o m p e ns ati o n 
m e c h a nis m s: t h e a n c estr al Z is d e pl et e d of H 4 K 1 6 a c i n m al e s, r es e m bli n g n e m at o d e -li k e 
c o m p e ns ati o n, w hil e t h e n e o -Z is e nri c h e d wit h H 4 K 1 6 a c i n f e m al es, mirr ori n g  Dr os o p hil a -
li k e c o m p e ns ati o n ( G u et al. 2 0 1 9). 
I n t hi s st u d y, w e a p pli e d g e n o mi c a p pr o a c h es t o i n v esti g at e t h e e v ol uti o n ar y d y n a mi cs a n d 
r e g ul at or y ar c hit e ct ur e of c o m pl e x m ulti pl e s e x c hr o m os o m es i n t h e h ors e -c h est n ut l e af mi n er, 
C a m er ari a o hri d ell a . W e s e q u e n c e d, ass e m bl e d, a n d a n n ot at e d t h e g e n o m e of C. o hri d ell a  a n d 
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utili zi n g pr e vi o usl y p u blis h e d m al e a n d f e m al e g e n o mi c d at a , w e ass e ss t h e e xt e nt a n d str u ct ur e 
o f s e x c hr o m os o m e diff er e nti ati o n. T o f urt h er e x pl or e t h e f u n cti o n al c o ns e q u e n c es of t his 
diff er e nti ati o n, w e a n al y z e R N A -s e q d at a fr o m h e a d a n d w h ol e -b o d y ti ss u es, f o c usi n g o n 
p att er ns of d os a g e c o m p e ns ati o n a cr oss disti n ct r e gi o ns of t h e Z c hr o m os o m e t h at  w er e 
p artiti o n e d b as e d o n t h eir e v ol uti o n ar y ori gi ns. W e als o e x a mi n e t h e i nfl u e n c e of s e x -bi as e d 
g e n e e x pr essi o n o n d os a g e c o m p e ns ati o n d y n a mi cs. Fi n all y, w e i n v esti g at e t h e c hr o m ati n 
l a n ds c a p e a cr oss t h es e Z-li n k e d r e gi o ns usi n g C U T & T a g pr ofili n g of k e y hist o n e 
m o difi c ati o ns; H 4 K 1 6 a c, H 3 K 4 m e 3, a n d H 3 K 2 7 m e 3 t o pr o b e t h eir r ol e i n m e di ati n g d os a g e 
c o m p e ns ati o n. T o g et h er, o ur w or k s h e ds li g ht o n h o w g e n o mi c, tr a ns cri pt o mi c, a n d e pi g e n eti c 
l a y ers i nt er a ct d uri n g t h e e v ol uti o n of c o m pl e x s e x c hr o m os o m e s yst e ms. 

R es ults  

E v ol uti o n a r y D y n a mi cs of S e x C h r o m os o m es  

I n or d er t o c o nstr u ct a hi g h-q u alit y g e n o m e f or t h e f e m al e C a m er ari a o hri d ell a , w e utili z e d 
t h e P a c Bi o S e q u el II S M R T pl atf or m, g e n er ati n g 8 5. 7 G b of l o n g-r e a d P a c Bi o Hi Fi d at a ( ~ 2 1 4-
f ol d c o v er a g e). T h e pri m ar y ass e m bl y w as s u bj e ct e d t o f o ur r o u n ds of d u pli c at e p ur gi n g usi n g 
c o ns e ns us r e a ds, c ul mi n ati n g i n a c o nti g -l e v el ass e m bl y. Th e fi n al c o nti g g e n o m e s p a ns 
a p pr o xi m at el y 4 5 3 M b, c o m prisi n g 4 4 7 c o nti gs wit h a n N 5 0 of 2. 5 M b a n d a l o n g est c o nti g of 
9. 2 M b ( T a bl e S 1). S c aff ol di n g usi n g c o ns e ns us Hi Fi d at a r es ult e d i n a n ass e m bl y wit h a n N 5 0 
l e n gt h of ~ 9. 1 M b, a n d B U S C O a n al ysi s ( art h r o p o d a _ o d b 1 0) i n di c at e d a g e n o m e ass e m bl y 
c o m pl et e n e ss of 9 8. 4 %, i n cl u di n g 9 2. 2 % si n gl e -c o p y g e n es ( s u p pl e m e nt ar y fi g ur e 1 ), 
u n d ers c ori n g t h e hi g h q u alit y a n d c o m pl et e n ess of t h e ass e m bl y. Pr e vi o us r es e ar c h h as 
i d e ntifi e d t h e pr es e n c e of a n e o-Z c hr o m os o m e  i n C a m er ari a o hri d ell a , f or m e d b y t h e f usi o n 
of t h e a n c estr al Z c hr o m os o m e wit h a ut os o m al o n e ( c hr o m os o m e 1 8 i n B o m b y x m ori ) ( Fr aïs s e 
et al. 2 0 1 7). T o i n v esti g at e t his f urt h er, w e c o m p ut e d g e n o m e -wi d e c o v er a g e usi n g s h ort -r e a d 
m al e a n d f e m al e D N A, a p pl yi n g a wi n d o w si z e of 5, 0 0 0 b p. B y a n al y zi n g t h e f e m al e -t o-m al e 
c o v er a g e r ati o, w e  i d e ntifi e d t w o s u p ers c aff ol ds, 3 a n d 3 0, d eri v e d fr o m t h e diff er e nti at e d p art 
of t h e Z  c hr o m os o m e  (Fi g. 1 b ). Th es e s u p er s c aff ol ds c orr es p o n d t o t h e a n c estr al Z a n d 
a ut os o m al c h r o m os o m e 1 8 i n B o m b y x m ori  as pr e vi o usl y r e p ort e d ( Fr aïss e et al. 2 0 1 7)  a n d 
m a p e x cl usi v el y t o t h e Z c hr o m os o m e i n E us pil a pt er y x a ur o g utt ell a (Fi g. 1 a ), a s p e ci es wit hi n 
t h e s a m e Gr a cill arii d a e  f a mil y as C a m er ari a o hri d ell a  ( B o y es et al. 2 0 2 4). T his p att ern s h o ws  
t h at t h e f usio n b et w e e n t h e a n c estr al Z ( A n c Z) a n d a ut os o m al c hr o m os o m e ( N e o Z 1 ) o c c urr e d 
pri or t o t h e di v er g e n c e of Gr a cill arii d a e s u bf a mili es.  
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Fi g. 1 : I d e ntifi c ati o n a n d e xt e nt of diff e r e nti ati o n of Z -li n k e d a n d p ut ati v e W -li n k e d 
c h r o m os o m es  ( a) S y nt e n y a cr oss B o m b y x m ori , C a m er ari a o hri d ell a  a n d E us pil a pt er y x 
a ur o g utt ell a (s p e ci es wit hi n t h e Gr a cill arii d a e f a mil y) esti m at e d usi n g G E N E S P A C E. ( b) 
F e m al e -t o-m al e w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g c o v er a g e o v er a 5 k b wi n d o w a cr oss t h e C a m er ari a 
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o hri d ell a  g e n o m e ass e m bl y. ( c) F e m al e -t o-m al e w h ol e -g e n o m e s e q u e n ci n g c o v er a g e o v er a 5 
k b wi n d o w, al o n gsi d e p ut ati v e W -li n k e d tr a ns cri pts i n s u p ers c aff ol d 1 0. ( d) F e m al e-t o-m al e 
F S T  distri b uti o n o v er 1 0 k b wi n d o ws a cr oss s u p er s c aff ol d 1 0. ( e) F e m a l e-t o-m al e F S T  
distri b uti o n o v er 1 0 k b wi n d o ws a cr oss s u p ers c aff ol d 2 1. (f) S y nt e n y a n al ysis of s el e ct e d 
s u p er s c aff ol ds (s e x c hr o m os o m es) of C a m er ari a o hri d ell a , wit h dist a nt r el at e d s p e ci es B o m b y x 
m ori  a n d cl os el y r el at e d s p e ci e s E us pil a pt er y x a ur o g ut ell a (s a m e f a mil y as C. o hri d ell a ). 
 
S u p ers c aff ol d 1 0 h a d a str o n gl y i n cr e as e d f e m al e: m al e c o v er a g e  r ati o c o m p ar e d t o ot h er 
c hr o m os o m es, s u g g esti n g it m a y c orr es p o n d t o t h e W  c hr o m os o m e . T h e pr es e n c e of g e n eti c 
v ari a nts li n k e d t o t h e W c hr o m os o m e ar e oft e n us e d  t o d et e ct r e gi o ns of Z W t h at r e c e ntl y 
st o p p e d r e c o m bi ni n g, t h er ef or e, w e us e d p o ol e d D N A of f e m al e a n d m al e t o q u a ntif y t h e 
g e n eti c di v er g e n c e (fi x ati o n i n d e x F S T ) b et w e e n t h e m. I nt e gr ati n g b ot h c o v er a g e a n d F S T  
a n al ys es, w e i d e ntifi e d t hr e e disti n ct e v ol uti o n ar y str at a wit hi n t h e W c hr o m os o m e ( Fi gs. 1 c  
a n d  1 d ). T h e first str at u m ( W 1), s p a n ni n g a p pr o xi m at el y 1 2 M b t o 1 7 M b, is c h ar a ct eris e d b y 
i n cr e as e d f e m al e c o v er a g e a n d el e v at e d FS T  v al u es, i n di c ati v e of a n ol d er, hi g hl y  diff er e nti at e d 
W -li n k e d r e gi o n (Fi gs. 1 c a n d 1 d ). T h e s e c o n d str at u m ( W 2), e xt e n di n g fr o m 8 M b t o 1 2 M b, 
s h o ws a m o d er at e i n cr e as e i n f e m al e c o v er a g e c o m bi n e d wit h pr o n o u n c e d F S T , r efl e cti n g a 
m or e r e c e nt n o n -r e c o m bi ni n g r e gi o n of t h e W c hr o m os o m e. I n c o ntr ast, t h e s e g m e nt fr o m 0 M b 
t o 8 M b e x hi bits si mil ar c o v er a g e a n d F S T  v al u es i n b ot h s e x es, w hi c h li k el y d efi n es a 
ps e u d o a ut os o m al r e gi o n ( W 3) w h er e r e c o m bi n ati o n p ersists  (Fi gs. 1 c  a n d 1 d ). T o f urt h er 
v ali d at e t h e W c hr o m os o m e, w e e m pl o y e d a K -m er a p pr o a c h t o i d e ntif y a n d ass e m bl e f e m al e -
s pe cifi c tr a ns cri pts, w hi c h ar e e x p e ct e d t o c orr es p o n d t o W -li n k e d s e q u e n c es (s e e M et h o ds). 
T o ass e ss w h et h er t h es e tr a ns cri pts ar e W -li n k e d, w e e x a mi n e d t h eir h o m ol o g y a cr oss t h e 
g e n o m e. T h e m aj orit y m a p p e d t o s u p er s c aff ol d 1 0 ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 2 ), s p e cifi c all y ali g ni n g 
t o t h e W 1 r e gi o n (Fi g. 1 c ), f urt h er s u p p orti n g its i d e ntit y. T o f urt h er c o nfir m t h e f e m al e 
s p e cifi cit y of t h e p ut ati v e W c hr o m os o m e, w e s el e ct e d s e v e n fr a g m e nt s e q u e n c es fr o m t h e 
( W 1) f or v erifi c ati o n usi n g p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n ( P C R) i n t e n i n di vi d u al s (fi v e f e m al es 
a n d fi v e m al es). Of t h es e, si x c o nsist e ntl y pr o d u c e d f e m al e -s p e cifi c b a n ds, r ei nf or ci n g t h eir 
ass o ci ati o n wit h t h e W c hr o m os o m e ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 3 ). O ur c h ar a ct eri z ati o n of t h e 
p ut ati v e W c hr o m os o m e r e v e als it s disti n ct e v ol uti o n ar y tr aj e ct or y. F or i nst a n c e, it h as 
a c c u m ul at e d a r e m ar k a bl y hi g h r e p e at c o nt e nt ( 7 9. 4 2 %), si g nifi c a ntl y e x c e e di n g t h e f e m al e 
g e n o m e's o v er all r e p e at c o nt e nt ( 5 6. 8 4 %) ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 4 ). T his a c c u m ul ati o n is 
a c c o m p a ni e d b y a l o w g e n e d e nsit y a n d r e d u c e d g e n e e x pr essi o n ( ~ 5 6 % of g e n es i n W 1 h a v e 
T P M < 1), wit h a m e di a n T P M of ~ 0. 4  s u bst a nti all y l o w er t h a n t h e a ut os o m al m e di a n of ~ 4  
T P M. T h e W 1 of t h e p ut ati v e W c hr o m os o m e m ai nt ai ns a sli g htl y el e v at e d G C c o nt e nt 
( 3 8. 3 2 %) c o m p ar e d t o t h e g e n o m e-wi d e a v er a g e of 3 8. 0 8 % ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 5 ). 
S e x c hr o m os o m e s oft e n e v ol v e d fr o m or di n ar y p airs of h o m ol o g o us a ut os o m es. T o fi n d 
c hr o m os o m es li n k e d t o t h e p ut ati v e W c hr o m os o m e (s u p ers c aff ol d 1 0) , w e e x a mi n e d t h e 
distri b uti o n of r e ci pr o c al b est hits of g e n e s fr o m s u p ers c aff ol d 1 0 a cr oss t h e C. o hri d ell a  
g e n o m e. T his a n al ysis r e v e al e d t h at m ost g e n es fr o m t h e W 2 a n d W 3 r e gi o ns of s u p ers c aff ol d 
1 0 c orr es p o n d e d t o s u p er s c aff ol d 2 1 ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 6 ). F urt h er m or e, s y nt e n y a n al ysis 
s h o w e d t h at b ot h s u p er s c aff ol d 1 0 ( W) a n d s u p ers c aff ol d 2 1 ( N e o Z 2 ) s h ar e h o m ol o g y wit h B. 
m ori  c hr o m os o m e 1 2 a n d E. a ur o g utt ell a  c hr o m os o m e 1 1 ( Fi g. 1f ), s u g g esti n g t h at 
s u p er s c aff ol d 2 1 is a s e c o n d n e o -Z c hr o m os o m e, w hi c h w e r ef er t o as N e o Z 2 . D es pit e t h e 
si mil arit y i n f e m al e-t o-m al e c o v er a g e a cr oss s u p er s c aff ol d 2 1 a n d als o wit h a ut os o m al 
c hr o m os o m es ( s u p pl e m e nt ar y fi gs. 7 ), FS T  a n al ysis of s u p ers c aff ol d 2 1 r e v e al e d  t w o str at a: a 
r e gi o n wit h el e v at e d FS T  b et w e e n m al e s a n d f e m al es, c o nsist e nt wit h a n o n -r e c o m bi ni n g Z W 
re gi o n , a n d a dist al r e gi o n wit h u nif or m FS T , i n di c ati n g o n g oi n g r e c o m bi n ati o n a n d p ossi bl y 
r e pr es e nti n g a ps e u d o a ut os o m al s e g m e nt of N e o Z 2  (Fi g. 1 e ).  
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T o e x pl or e t h e p ot e nti al ori gi ns of g e n es i n t h e W 1 r e gi o n of C. o hri d ell a  s u p er s c aff ol d 1 0, w e 
c o n d u ct e d a r e ci pr o c al b est hits a n al ysis a g ai nst t h e r est of t h e g e n es i n t h e g e n o m e. O ur r es ults 
s h o w e d t h at t h e W 1 g e n es w er e n ot e nri c h e d o n a n y p arti c ul ar c hr o m os o m e b ut r at h er 
distri b ut e d a cr oss t h e g e n o m e ( Fi g. 2 a ), s u g g esti n g t h at t h es e g e n es w er e li k el y tr a nsl o c at e d 
fr o m m ulti pl e g e n o mi c r e gi o ns i nt o W 1 or h a v e u n d er w e nt g e n eti c diff er e nti ati o n (fr o m N e o Z 2  
h o m ol o g y) . M or e o v er, w e o bs er v e d g e n e e x p a nsi o n wit hi n t h e W 1 r e gi o n t hr o u g h g e n e 
d u pli c ati o ns ( Fi g. 2 a , s u p pl e m e nt ar y fi g s. 8 ). Si n c e tr a ns p os o n-e n c o d e d g e n es ar e t y pi c all y 
hi g hl y r e p etiti v e a n d m o bil e wit hi n t h e g e n o m e, w e i n v esti g at e d t h eir ass o ci ati o n wit h t h e W 1 
g e n es. W e f o u n d t h at 3 3 o ut of 1 0 6 W 1 g e n es c o nt ai n e d T Es , h o w e v er, a m o n g t h e 4 1 
d u pli c at e d g e n es wit hi n t h e W 1 r e gi o n, o nl y 6 h a d T Es . F urt h er a n al ysis of t h e W 1 g e n es' 
r e ci pr o c al b est hit s a cr oss t h e B o m b y x m ori  g e n o m e r e v e al e d ort h ol o gs o n m ulti pl e 
c hr o m os o m es, i n cl u di n g s o m e pr es e nt o n t h e W c hr o m os o m e ( Fi g. 2 b ). 
T h e g e n eti c diff er e nti ati o n of t h e a n c estr al Z c hr o m os o m e ( A n c Z) i n C. o hri d ell a  i d e ntifi e d 
r e gi o ns wit h el e v at e d FS T  v al u e s ( Fi gs. 2 c a n d 2 d ), a p att er n c o nsi st e nt wit h t h e pr es e n c e of 
c orr es p o n di n g W -li n k e d s e q u e n c es. N ot a bl y, a r e ci pr o c al b est-hit a n al ysis c o m p ari n g all g e n es 
a g ai nst e a c h ot h er r e v e al e d t h at t h es e hi g h -F S T  r e gi o ns ar e h o m ol o g o us t o e a c h ot h er (Fi g. 2f ). 
F urt h er i n v esti g ati o n, f o c usi n g o n g e n es l o c at e d o utsi d e of t h e pri m ar y s u p ers c aff ol ds 
(s p e cifi c all y s c aff ol ds 3 5 t o 2 2 0) f or p ut ati v e W s c aff ol ds wit h g e n es c orr es p o n di n g t o t h es e 
ar e as, i d e ntifi e d s c aff ol d 4 8 h a vi n g pr o n o u n c e d l e v els of f e m al e -t o-m al e c o v er a g e ( Fi g. 2 e ). 
A d diti o n all y, s c aff ol d 4 3 c o nt ai ns a s p e cifi c r e gi o n, s p a n ni n g fr o m 1. 7 7 M b t o 3. 4 M b, 
c h ar a ct eri z e d b y el e v at e d F S T  l e v els (s u p pl e m e nt ar y fi g 9 ), s u g g esti n g a p ossibl e li n k t o s e x -
s p e cifi c g e n o mi c diff er e nti ati o n.  
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Fi g  2 : D y n a mi cs of s e x c h r o m os o m e e v ol uti o n a n d f u n cti o n al e n ri c h m e nt of p ut ati v e W -
li n k e d g e n es ( a). H o m ol o g y of g e n es i n first str at u m ( S 0) i n s u p ers c aff ol d 1 0 i d e ntifi e d t hr o u g h 
a n all -vs -all B L A S T a n al ysis, filt eri n g f or r e ci pr o c al b est hit s wit h a mi ni m u m s e q u e n c e 
i d e ntit y of 5 0 b p. ( b). Distri b uti o n of C. o hri d ell a  W 1 g e n e ort h ol o gs a cr oss t h e c hr o m os o m es 
of B o m b y x m ori . ( c). FS T  distri b uti o n a cr oss A n c Z a n d N e o Z 1  of t h e s u p ers c aff ol ds 3 ( d). F S T  
distri b uti o n a cr oss a n c -Z of t h e s u p ers c aff ol ds 3 0 ( e) F e m al e -t o-m al e c o v er a g e of p ut ati v e W 
s c aff ol ds s el e ct e d b as e d o n g e n e h o m ol o g y wit h t h os e i n hi g h -F S T r e gi o ns of A n c Z. (f). Hi g h -
F S T  r e gi o ns of A n cZ i d e ntifi e d as h o m ol o g o us t o o n e a n ot h er t hr o u g h r e ci pr o c al b est -hit 
a n al ysis. ( g) G O t er ms of g e n es i n t h e W 1 r e gi o n of t h e s u p ers c aff ol d 1 0 ( h) G O t er ms of g e n es 
i n t h e s c aff ol d 4 8, t h e p ut ati v e W c hr om os o m e, wit h s o m e g e n es h a vi n g h o m ol o g y wit h g e n es 
i n Hi g h-F S T  r e gi o ns of A n cZ.  
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Fi g  3 : P r o p os e d e v ol uti o n a r y d y n a mi cs of s e x c h r o m os o m e e v ol uti o n i n C a m er ari a 
o hri d ell a . T his m o d el pr o p os es a n e v ol uti o n ar y d y n a mi c of s e x c hr o m os o m e e v ol uti o n i n 
C a m er ari a o hri d ell a  s p e ci es wit h Z W s yst e m. I niti all y, t h er e e xists a n a n c estr al Z 
( c orr es p o n di n g t o c hr 1 i n B. m ori ) a n d t h e W c hr o m os o m e w hi c h is s m all a n d li k el y 
h et er o c hr o m ati c. T h e n, A n c Z li k el y f us e d wit h a n a ut os o m e ( c orr es p o n di n g t o c hr 1 8 i n B. 
m ori ) r es ulti n g i n a n e o-s e x c hr o m os o m e ( A n c Z -N e o Z₁) a n d it s h o m ol o g o us p air ( N e o W 1 ) 
u n d er w e nt r a pi d d e g e n er ati o n. T h e s e c o n d f usi o n e v e nt o c c urr e d t h at i n v ol v e d W -N e o W 1  wit h 
a n a ut os o m al c hr o m os o m e ( c orr es p o n di n g t o c hr 1 2 i n B. m ori ) cr e ati n g a W-N e o W 1 -N e o W 2 . 
C o n c urr e ntl y, t h e Z c hr o m os o m e a c q uir e d a h o m ol o g o us p air of c hr o m os o m e 1 2, f or mi n g a 
c hr o m os o m e A n c Z -N e o Z₁ -N e o Z₂. T h e f i n al st e p is li k el y t o i n v ol v e An c Z -W d u pli c ati o n a n d 
str u ct ur al r e arr a n g e m e nts s u c h as d e g e n er ati o n, tr a nsl o c ati o n a n d g e n e d u pli c ati o n s i n t h e W. 
I n s u m m ar y, s e x c hr o m os o m e s yst e m c o nsi sts of a l ar g e, m ulti-ori gi n Z c o m p os e d of a n c estr al 
a n d n e o -s e x c hr o m os o m e r e gi o ns ( 1, 1 8, a n d 1 2 c orr es p o n di n g c hr o m os o m es i n B. m ori ), a n d 
a d e g e n er at e W c hr o m os o m e c o nt ai ni n g a n c estr al W a n d p orti o ns o f c hr o m os o m e 1 2.  
 
D o s a g e c o m p e ns ati o n i n s e x c h r o m os o m es wit h d y n a mi c e v ol uti o n  

D e g e n er ati o n of t h e W c hr o m os o m e a n d t h e c o n c o mit a nt g e n e l os s i m p os e d os a g e c o nstr ai nts 
o n t h e h et er o g a m eti c s e x, b e c a us e tr a ns cri pti o n al o ut p ut g e n er all y c orr el at e wit h g e n e  c o p y 
n u m b er. T h e h a pl oi d y of t h e Z c hr o m os o m e disr u pts r e g ul at or y e q uili bri u m b et w e e n s e x -
li n k e d a n d a ut os o m al l o ci. T o miti g at e t h es e i m b al a n c es, Z-li n k e d d os a g e c o m p e ns ati o n 
m e c h a nis m s e v ol v e t o m o d ul at e tr a ns cri pti o n al o ut p ut. As a s e c o n d ar y eff e ct, t h es e 
m e c h a nis m s als o e q u ali z e s e x -li n k e d g e n e e x pr essi o n b et w e e n m al e s a n d f e m al es ( d os a g e 
b al a n c e). W e t h er ef or e e x a mi n e d d os a g e b al a n c e a n d c o m p e ns ati o n a cr oss t h e A n c Z, N e o Z 1 , 
a n d N e o Z 2  a n d a ut os o m al c hr o m os o m al r e gi o ns b y a n al y zi n g s e x -s p e cifi c g e n e e x p r essi o n i n 
h e a d a n d w h ol e -b o d y tiss u es. I n s o m ati c tiss u e ( h e a ds), N e o Z 1  g e n es e x hi bit e d e x pr essi o n 
l e v els c o m p ar a bl e t o a ut os o m es a n d s h o w e d n o si g nifi c a nt diff er e n c es b et w e e n m al es a n d 
f e m al es, s u g g esti n g c o m pl et e d os a g e b al a n c e a n d c o m p e ns ati o n ( P -v al u e  < 0. 1, Fi g. 4 a ). I n 
c o ntr ast, N e o Z 2  s h o w e d r e d u c e d e x pr es si o n i n f e m al es r el ati v e t o m al es, i n di c ati n g i n c o m pl et e 
d os a g e b al a n c e ( P -v al u e = 0. 0 0 0 3, Fi g. 4 c ). T h e A n cZ r e gi o n pr es e nt e d a m or e c o m pl e x p att er n: 
alt h o u g h o v er all e x pr essi o n w as hi g h er i n f e m al es  t h a n i n m al e s (P -v al u e = 0. 0 0 0 1 ), t his bi as 
w as l ar g el y dri v e n b y g e n es i n hi g h F S T  r e gi o ns (P -v al u e = 1. 9 e -0 6, Fi g. 4 c ) w hi c h als o p oi nt 
o ut t h at t h e f e m al e -bi as i n e x pr essi o n is li k el y si m pl y d u e t o t h e e x c essi v e c o pi e s of t h es e g e n es 
o n t h e W c hr o m os o m e. H o w e v er, t h e g e n es i n l o w F S T  r e gi o ns e x hi bit e d b al a n c e d e x pr essi o n 
b et w e e n s e x es ( P -v al u e = 0. 1 4, Fi g. 4 c ). N e v ert h el es s, g e n es i n b ot h hi g h a n d l o w FS T   r e gi o ns 
of t h e A n c Z  s h o w e d si g nifi c a ntl y l o w er e x pr essi o n c o m p ar e d t o a ut os o m es i n b ot h s e x es ( P -
v al u e < 0. 0 1, Fi g. 4 a ), p oi nti n g t o i n c o m pl et e d os a g e c o m p e ns ati o n. T h es e fi n di n gs hi g hli g ht 
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t h e d y n a mi c n at ur e of s e x c hr o m os o m e e v ol uti o n a n d s u g g est t h at d os a g e c o m p e ns ati o n 
m e c h a nis m s m a y e v ol v e i n a r e gi o n -s p e cifi c m a n n er al o n g t h e Z c hr o m os o m e.  

I n w h ol e-b o d y ti ss u e s, r e gi o ns of t h e a n c estr al Z ( A n c Z) c hr o m os o m e wit h l o w F S T  as w ell as 
t h e N e oZ 1  c hr o m os o m e t h at pr e vi o usl y s h o w e d c o m pl et e d os a g e b al a n c e b et w e e n s e x es i n 
s o m ati c ti ss u e ( h e a ds) e x hi bit e d a diff er e nt e x pr essi o n p att er n: g e n e e x pr essi o n w as 
si g nifi c a ntl y r e d u c e d i n f e m al es c o m p ar e d t o m al es ( Fi g. 4 d ). Si mil arl y, hi g h FS T  r e gi o ns of 
t h e A n c Z, w hi c h w er e pr e vi o usl y o v er e x pr ess e d i n f e m al es, als o s h o w e d r e d u c e d e x pr essi o n 
i n f e m al es r el ati v e t o m al e s i n w h ol e-b o d y s a m pl es ( Fi g. 4 d ). W hil e e x pr essi o n of N e oZ 1  i n 
m al es r e m ai n e d c o m p ar a bl e t o a ut os o m e s ( N e o Z 1 : A r ati o = 0. 9 3, P -v al u e = 0. 3 5, Fi g. 4 b ), 
f e m al es s h o w e d a sig nifi c a nt r e d u cti o n i n N e o Z 1  e x pr essi o n r el ati v e t o a ut os o m es ( N e o Z 1 : A 
r ati o = 0. 5 8 3, P  = 0. 0 0 0 4, Fi g. 4 b ), i n di c ati n g i n c o m pl et e d os a g e c o m p e ns ati o n. B ot h t h e l o w 
F S T  r e gi o ns of t h e A n cZ a n d N e o Z 1 w er e e nri c h e d  f or m al e-bi as e d g e n es, s u g g esti n g t h at 
g o n a d al si g n als m a y i nfl u e n c e e x pr essi o n p att er ns i n w h ol e -b o d y ti ss u es ( s u p pl e m e nt ar y fi g 
1 0 ). 

I m p ort a ntl y, w h e n s e x-bi as e d g e n es (t h os e wit h ≥ 2 -f ol d e x pr essi o n diff er e n c es b et w e e n s e x es 
a n d a dj ust e d P -v al u e s < 0. 0 5 ) w er e e x cl u d e d, t h e e x pr essi o n diff er e n c es b et w e e n m al es a n d 
f e m al es i n N e o Z 2 a n d hi g h F S T  w er e n o l o n g er st atisti c all y si g nifi c a nt ( s u p pl e m e nt ar y fi g 1 1 ). 
H o w e v er, t h e r e d u c e d e x pr essi o n of N e o Z 1 a n d t h e l o w F S T  r e gi o ns of A n cZ i n f e m al e s 
p ersist e d ( s u p p l e m e nt ar y fi g 1 1). T h es e fi n di n gs hi g hli g ht t h e r ol e of ti ss u e c o nt e xt a n d s e x-
bi as e d g e n e c o nt e nt i n s h a pi n g d os a g e r e g ul ati o n a cr oss s e x c hr o m os o m es.  

 

Fi g 4 : P att e r ns of d os a g e c o m p e ns ati o n b et w e e n t h e Z -li n k e d c h r o m os o m es a n d 
a ut os o m es i n h e a ds a n d w h ol e b o d y ti ss u es of b ot h m al es a n d f e m al es . Distri b uti o ns of 
L o g 2  tr a nsf or m e d T P M e x pr essi o n v al u es ar e gi v e n f or t w o r e gi o ns of a n c estr al Z ( c hr 1 i n B. 
m ori ), N e o Z 1  ( c hr 1 8 i n B. m ori ), n e o-Z 2 ( c hr 1 2 i n B. m ori ) a n d a ut os o m es f or e a c h s e x a n d t w o 
ti ss u es i n C a m er ari a o hri d ell a. T h e r e d d ott e d li n es i n b o x pl ot s r e pr es e nt t h e o v er all e x pr essi o n 
m e di a n i n e a c h s e x. T h e v erti c al bl a c k li n es r e pr es e nt m e di a n v al u es. St atisti c al si g nifi c a n c e 
of Wil c o x o n si g n e d -r a n k t est a p pli e d t o e a c h d at a s et b et w e e n a ut os o mes a n d e a c h Z -li n k e d 
r e gi o n a n d i n di c at e d b y st ars ( *P -v al u e < 0. 0 5, * * is P -v al u e < 0. 0 0 5, a n d * * * is P -v al u e < 
0. 0 0 0 5).  
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D u al St r at e gi es, O n e C h r o m os o m e: d os a g e c o m p e ns ati o n m e c h a nis ms o n t h e Z  

Pr e vi o us st u di es of b ot h m o d el or g a nis ms s u c h as Dr os o p hil a , m a m m als, a n d t h e w or m 
C a e n or h a b ditis el e g a ns , a n d n o n-m o d el s p e ci es li k e t h e bri n e s hri m p Art e mi a fr a n cis c a n a  a n d 
t h e gr e e n a n ol e s u g g est t h at d os a g e c o m p e ns ati o n is oft e n m e di at e d t hr o u g h e pi g e neti c 
r e g ul ati o n of g e n e e x pr essi o n. T h es e r e g ul at or y pr o c ess es m o d ul at e g e n e e x pr essi o n b y 
alt eri n g c hr o m ati n str u ct ur e, oft e n t hr o u g h t h e t ar g et e d a d diti o n of D N A m et h yl ati o n or 
r e pr essi v e hist o n e m o difi c ati o ns t o r e d u c e tr a ns cri pti o n i n t h e h o m o g a m eti c s e x, or t hr o u g h t h e 
e nri c h m e nt of a cti v ati n g hist o n e m ar ks t h at u pr e g ul at e e x pr essi o n i n t h e h et er o g a m eti c s e x. I n 
L e pi d o pt er a, a r e c e nt st u d y o n m o n ar c h b utt erfli es r e v e al e d disti n ct d os a g e c o m p e ns ati o n 
str at e gi es o n t h e a n c es tr al Z a n d ne o Z c hr o m os o m es ( G u et al. 2 0 1 9). T h e a n c estr al Z s h o w e d 
tr a ns cri pti o n al d o w nr e g ul ati o n i n t h e h o m o g a m eti c s e x ( m al es), ass o ci at e d wit h a d e pl eti o n of 
a cti v e hist o n e m ar k, w hil e t h e n e o Z e x hi bits tr a ns cri pti o n al u pr e g ul ati o n i n t h e h et er o g a m eti c 
s e x (f e m al es), m ar k e d b y a n e nri c h m e nt of t h e a cti v ati n g hist o n e m o difi c ati o n H 4 K 1 6 a c ( G u 
et al. 2 0 1 9) . T h es e fi n di n gs hi g hli g ht t h e di v er s e a n d r e gi o n-s p e cifi c e pi g e n eti c m e c h a nis m s 
t hr o u g h w hi c h d os a g e c o m p e ns ati o n e v ol v e s a cr oss t a x a. I n or d er t o e x pl or e t h e c hr o m ati n 
l a n ds c a p e u n d erl yi n g d os a g e c o m p e ns ati o n al o n g t h e Z c hr o m os o m e i n C a m er ari a o hri d ell a , 
w e e x a mi n e d t h e distri b uti o n of k e y hist o n e m o difi c ati o ns ass o ci at e d wit h tr a ns cri pti o n al 
r e g ul ati o n. S p e cifi c all y, w e f o c us e d o n H 3 K 4 m e 3, a m ar k of a cti v e pr o m ot er s; a n d H 4 K 1 6 a c, 
a n a cti v ati n g m o difi c ati o n ass o ci at e d wit h tr a ns cri pti o n al h y p er a cti v ati o n  i n t h e h et er o g a m eti c 
s e x i n s p e ci es s u c h as Dr os o p hil a , Art e mi a fr a n cis c a n a , a n d t h e gr e e n a n ol e. W e als o e x a mi n e d 
t h e r e pr essi v e m o difi c ati o n H 3 K 2 7 m e 3; h o w e v er, u nli k e H 3 K 4 m e 3 a n d H 4 K 1 6 a c, w hi c h 
s h o w e d cl e ar e nri c h m e nt p att er ns c orr el at e d wit h g e n e e x pr e ssi o n, H 3 K 2 7 m e 3 e nri c h m e nt di d 
n ot e x hi bit a cl e ar r el ati o ns hi p wit h e x pr essi o n l e v els ( s u p pl e m e nt ar y fi g 1 2 ) a n d t h er ef or e n o 
f urt h er d o w nstr e a m a n al ysis w er e c o n d u ct e d i n t his hi st o n e m o difi c ati o n 

T o ass e ss t h e e pi g e n eti c c o ntri b uti o n t o d os a g e c o m p e ns at i o n, w e e x a mi n e d t h e distri b uti o n of 
hist o n e m o difi c ati o ns ( usi n g u ni q u el y m a p p e d r e a ds) a cr oss g e n es (i n cl u di n g fl a n ki n g ± 5 0 0 b p 
r e gi o ns) o n t h e A n c Z, N e o Z 1 , a n d a ut os o m es i n b ot h s e x es. I n m al es, b ot h Z-d eri v e d r e gi o ns 
e x hi bit e d a si g nifi c a nt r e d u cti o n i n H 3 K 4 m e 3 e nri c h m e nt r el ati v e t o a ut os o m es ( Fi g. 5 a ). I n 
c o ntr ast, f e m al es dis pl a y e d c o m p ar a bl e l e v els of e nri c h m e nt a cr oss a ut os o m es, A n c Z, a n d 
N e o Z 1  r e gi o ns (Fi g. 5 a ). T h e m al e-s p e ci fi c r e d u cti o n w as m ost e vi d e nt ar o u n d tr a ns cri pti o n 
st art sit es  ( T S S), wit h e nri c h m e nt l e v els o n t h e A n c Z, N e oZ 1 , a n d a ut os o m es b e c o mi n g si mil ar 
t o w ar d tr a ns cri pti o n al e n d sit es ( T E S) (s u p pl e m e nt ar y fi g 1 3 ). I n c o ntr ast, H 4 K 1 6 a c e x hi bit e d 
a pr o n o u n c e d s e x - a n d r e gi o n -s p e cifi c distri b uti o n. I n f e m al es, t hi s m o difi c ati o n w as m ar k e dl y  
e nri c h e d o n t h e N e o Z 1 , w h er e as t h e An c Z s h o w e d l e v els si mil ar t o t h os e of a ut os o m es ( Fi g. 
5 b ). I n m al es, t h e p att er n w as r e v ers e d: t h e An c Z w as si g nifi c a ntl y d e pl et e d f or H 4 K 1 6 a c, 
w hil e t h e N e o Z 1  r et ai n e d a ut os o m e-li k e l e v els (Fi g. 5 b ).  

https://www.zotero.org/google-docs/?zVf2u7
https://www.zotero.org/google-docs/?sbMcKo
https://www.zotero.org/google-docs/?sbMcKo


9 5  
 

 

 
Fi g 5 : E pi g e n eti c l a n ds c a p e b et w e e n t h e Z c hr o m os o m e a n d a ut os o m e i n h e a d tiss u es of m al es 
a n d f e m al es of C a m er ari a o hri d ell a .  
 

Dis c ussi o n  

H er e,  w e u n c o v er t h e e v ol uti o n ar y tr aj e ct or y of a c o m pl e x m ulti -s e x c hr o m os o m e s yst e m i n 
C a m er ari a o hri d ell a . O ur a n al ysis r e v e als t h at t h e  pr es e n c e of  a n c estr al Z c hr o m o s o m e a n d a 
n e o -s e x c hr o m os o m e ( N e o Z 1 ), c orr es p o n di n g t o t h e Z c hr o m os o m e a n d c hr o m os o m e 1 8 i n 
B o m b y x m ori , a n d  b ot h m a p p e d e x cl usi v el y t o t h e Z c hr o m os o m e i n E us pil a pt er y x 
a ur o g utt ell a , a cl os el y r el at e d s p eci es wit hi n t h e Gr a cill arii d a e  f a mil y. T his p att er n s h o ws  t h at 
t h e f usi o n of t h e a n c estr al Z wit h a n a ut os o m e li k el y o c c urr e d pri or t o t h e di v er g e n c e of t h e 
t w o s u bf a mili es or m a y e v e n pr e d at e t h e di v ersifi c ati o n of Gr a cill arii d a e  as a w h ol e. F usi o ns 
b et w e e n s e x c hr o m os o m es a n d a ut os o m es ar e u n e x p e ct e dl y wi d es pr e a d i n L e pi d o pt er a, e v e n 
t h o u g h, u n d er a n ull m o d el w h er e all c hr o m os o m es h a v e a n e q u al pr o b a bilit y of f usi o n, s u c h 
e v e nt s s h o ul d b e r ar e i n cl a d es wit h hi g h c hr o m os o m e n u m b ers s u c h as L e pi d o pt er a ( n   =  3 1) 
( A n d ers o n et al. 2 0 2 0). I n a d diti o n t o t h e f usi o n b et w e e n t h e An c Z a n d N e o Z 1 , o ur a n al ysis 
r e v e als t h e i n v ol v e m e nt of a n ot h er a ut os o m al s y nt e n y bl o c k c orr es p o n di n g t o c hr o m os o m e 1 2 
i n B o m b y x m ori . W e f a v or t h e h y p ot h esis t h at a W-a ut os o m e f usi o n o c c urr e d i n t his li n e a g e, 
r es ulti n g i n a s yst e m wit h t w o disti n ct Z c hr o m os o m e s. T his c o nfi g ur ati o n m a y r es e m bl e t h e 
m ulti pl e s e x c hr o m os o m e s yst e ms d es cri b e d i n D a n a us c hr ysi p p us  ( M arti n et al., 2 0 2 0; S mit h 
et al., 2 0 1 6) a n d I v el a si milis ( M or a et al., 2 0 2 4).  
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R e p etiti v e s e q u e n c e s a c c u m ul ati n g i n s u p ers c aff ol d 1 0 a gr e e wit h pr e vi o us C G H st u di es 
( D alí k o v á et al. 2 0 1 7), w hi c h s u g g est e d t h at t h e W c hr o m os o m e of C. o hri d ell a  h as 
a c c u m ul at e d r e p e ats. Ar o u n d t w o -t hir ds is h et er o c hr o m ati c, w hil e t h e r e m ai ni n g e u c hr o m ati c 
p art li k el y r e pr es e nts a y o u n g er str at u m f or m e d b y f usi o n of t h e a n c estr al W wit h a n a ut os o m e 
( D alí k o v á et al. 2 0 1 7). S h ar e d g e n es o n t h e W a n d a n c estr al Z c hr o m os o m es ar e u nli k el y t o 
r e pr es e nt a n ci e nt r eli cs; i nst e a d, t h e y m a y r es ult fr o m l at er d u pli c ati o ns of Z -li n k e d g e n es o nt o 
t h e W c hr o m os o m e. C o m p ar a bl e Z -W d u pli c ati o ns h a v e b e e n d o c u m e nt e d i n t h e p e p p er e d 
m ot h ( Bist o n b et ul ari a ) ( H of et al. 2 0 1 3), w h er e t h e y h y p ot h esi z e d t h at s u c h tr a ns p ositi o ns 
m a y ori gi n at e a n d p ersist t hr o u g h e ct o pi c r e c o m bi n ati o n b et w e e n s u bt el o m eri c r e gi o ns  ( H of et 
al. 2 0 1 3).  
T h e e x pr essi o n p att er ns of t h e t hr e e Z c hr o m os o m e r e gi o ns i n C a m er ari a o hri d ell a  r efl e ct 
disti n ct d os a g e c o m p e ns ati o n d y n a mi cs. R e d u c e d a n c estr al Z e x pr essi o n ( b ot h hi g h F S T  a n d 
l o w FS T ) i n e a c h ti ss u e i n b ot h s e x es r el ati v e t o a ut os o m es mirr or s tr e n ds i n ot h er L e pi d o pt er a 
a n d m a y r es ult fr o m m al e -s p e cifi c d o w n -r e g ul ati o n of t h e Z ( W alt ers a n d H ar d c astl e 2 0 1 1; 
H u yl m a ns et al. 2 0 1 7; W alt ers et al. 2 0 1 5), as d e m o nstr at e d i n B. m ori  e m br y os w h er e M as c 
k n o c k d o w n l e d t o i n cr e as e d e x pr essi o n of Z -li n k e d g e n es ( Ki u c hi et al. 2 0 1 4). I n w h ol e-b o d y 
s a m pl es, t h e e x pr essi o n p att er n of t h e N e o Z 1  c hr o m os o m e diff er e d m ar k e dl y fr o m t h at 
o bs er v e d i n s o m ati c ti ss u es, wit h f e m al es s h o wi n g s u bst a nti all y l o w er e x pr essi o n t h a n m al es. 
T his dis p arit y m a y r efl e ct t h e i nfl u e n c e of t h e g o n a ds, w hi c h oft e n c o nstit ut e a c o nsi d er a bl e 
pr o p orti o n of b o d y m ass i n i n v ert e br at es. S e v er al m e c h a nis m s c o ul d u n d erli e t his p att er n, 
i n cl u di n g t h e a bs e n c e of d os a g e c o m p e ns ati o n, t h e o c c urr e n c e of m ei oti c s e x c hr o m os o m e 
i n a cti v ati o n ( or g e n er al d o w n-r e g ul ati o n) o n t h e Z c hr o m os o me, t h e pr ef er e nti al a c c u m ul ati o n 
of t estis -s p e cifi c g e n es, or a c o m bi n ati o n of t h es e f a ct ors ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 7) . R e m o vi n g 
s e x -bi as e d g e n es h a d littl e i m p a ct o n t h e o v er all p att er n: t h e st atisti c al si g nifi c a n c e r e m ai n e d 
u n c h a n g e d a n d o nl y a mi n or r e d u ct i o n ( ≈ 2 %) i n m e a n e x pr essi o n r el ati v e t o t h e a ut os o m es w as 
o bs er v e d. T his c o ntr asts wit h o bs er v ati o ns i n B. m ori , w h er e e x cl usi o n of s u c h g e n es d e cr e as e d 
t h e diff er e n c e i n m e a n a bs ol ut e m al e t o f e m al e e x pr essi o n r ati o b y a p pr o xi m at el y 2 5 % i n 
g o n a ds ( W alt er s a n d H ar d c astl e 2 0 1 1). T h e li mit e d eff e ct i n C. o hri d ell a  m a y r efl e ct 
d e v el o p m e nt al st a g e, p o p ul ati o n v ari ati o n, or c ell -t y p e c o m p ositi o n, f a ct ors t h at li k el y u n d erli e 
diff er e n c es i n c o m p e ns ati o n b et w e e n h e a d a n d w h ol e -b o d y tiss u es. Diss e cti n g t h es e i nfl u e n c es 
will r e q uir e a n al ys es a cr oss s p e cifi c c ells, v ari o us ti s s u es, a n d d e v el o p m e nt al st a g es, t h at m a y 
b e f a cilit at e d b y si n gl e -c ell R N A s e q u e n ci n g. T esti n g m ulti pl e t hr es h ol ds is als o a d vis a bl e t o 
e v al u at e r o b ust n ess. P er c e ntil e -b as e d c ut offs ( e. g., t h e t o p 8 0 % of e x pr ess e d X -li n k e d g e n es) 
m a y pr o vi d e a m or e ri g or o us alt er n ati v e t o fi x e d t hr es h ol ds, t h o u g h t h e pr es e nt a n al ysis 
c o nsi d ers all g e n es.  
W e o bs er v e e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c o n t h e N e o Z 1  i n f e m al es, w h er e as t his m ar k is d e pl et e d 
o n t h e A n c Z i n m al e s, i n di c ati n g i n d e p e n d e nt e v ol uti o n of disti n ct d os a g e c o m p e ns ati o n 
m e c h a nis m s a cr oss t h e t w o Z s e g m e nts. T his mirr ors t h e p att er n s e e n i n D. pl e xi p p us , d es pit e 
it i n v ol v es t h e f usi o n of a c o m pl et el y diff er e nt a ut os o m e ( c hr o m os o m e 1 6) wit h t h e an c estr al 
Z ( s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 4 ). T his is at o d ds wit h t h e w ell-st u di e d sit u ati o n of Dr os o p hil a n e o -
s e x c hr o m os o m es, w hi c h l ar g el y a p p e ar t o pr o gr essi v e l y c o -o pt t h e a n c estr al m e c h a nis m of 
d os a g e c o m p e ns ati o n f or t h eir r e g ul ati o n. O v er 3 0 Z -a ut os o m e f usi o ns h a v e n o w b e e n d et e ct e d 
i n L e pi d o pt er a (Wri g ht et al. 2 0 2 4) wit h m a n y m or e li k el y t o f oll o w wit h t h e g e n er ati o n of m or e 
c hr o m os o m e -l e v el g e n o m e ass e m bli es. A n i n-d e pt h i n v esti g ati o n of t h eir tr a ns cri pti o n al a n d 
c hr o m ati n pr ofil es m a y i n t h e f ut ur e s h e d li g ht o n w h y t h es e f usi o ns ar os e i n t h e first pl a c e, o n 
w h et h er d u al m e c h a nis ms of d os a g e c o m p e ns ati o n ar e t h e n or m t hr o u g h o ut t h e cl a d e, a n d o n 
w h y t his m a y b e.  
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M at e ri als a n d M et h o ds  

D N A E xt r a cti o n a n d S e q u e n ci n g  

W e c oll e ct e d 3 0 C a m er ari a o hri d ell a  f e m al es fr o m E ur o p e a n h ors e -c h est n ut tr e es i n Vi e n n a, 
A ustri a f or hi g h m ol e c ul ar w ei g ht D N A e xtr a cti o n usi n g t h e Qi a g e n G e n o mi c -Ti p 2 0/ G Kit. 
T h e D N A w a s s e q u e n c e d o n a P a c Bi o S e q u el II S M R T c ell at t h e Vi e n n a Bi o c e nt er s e q u e n ci n g 
f a cilit y.  
G e n o m e Ass e m bl y a n d its Q u alit y Ass ess m e nt 

T h e c o ns e ns us s e q u e n c es fr o m t h e r e a ds w er e ass e m bl e d usi n g Hifi as m wit h d ef a ult 
p ar a m et ers. T h e pri m ar y ass e m bl y w as t h e n pr o c ess e d t o r e m o v e d u pli c at e s wit h c o ns e ns us 
r e a ds, usi n g p ur g e d _ d u ps o v er f o ur it er ati o ns. T o s c aff ol d t h e p ur g e d ass e m bl y, w e e m pl o y e d 
L o n g Stit c h ( ntli n k + ar cs). W e t h e n ass es s e d t h e c o m pl et e n e ss of t h e g e n o m e ass e m bl y usi n g 
B U S C O v 5. 2. 2 wit h t h e art hr o p o d a _ o d b 1 0 d at a b as e ( n = 1, 0 1 3 si n gl e -c o p y ort h ol o gs). T o 
f urt h er e v al u at e g e n o m e c o m pl et e n ess b as e d o n k-m er  r e pr es e nt ati o n, w e us e d M er q ur y v 1. 4, 
w hi c h c o m p ar es t h e ass e m bl e d g e n o m e a g ai nst k -m ers d eri v e d fr o m Ill u mi n a s h ort r e a ds. K -
m er d at a b a s es w er e g e n er at e d usi n g M er yl v 1. 4, a n d c o m pl et e n e ss e v al u ati o n w as p erf or m e d 
i n M er q ur y usi n g d ef a ult s etti n gs, pr o vidi n g i nsi g hts i nt o t h e r e pr es e nt ati o n of t h e n u cl e ar 
g e n o m e.  

C o v e r a g e a n d F S T  A n al ysis  

M al e a n d f e m al e Ill u mi n a s h ort -r e a d g e n o mi c d at a, as d es cri b e d b y Fr aï ss e et. al 2 0 1 7 ( Fr aïs s e 
et al. 2 0 1 7), w er e ali g n e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e usi n g B o wti e 2 ( v 2. 4. 5) wit h t h e --e n d -t o-
e n d a n d --s e nsiti v e p ar a m et ers. T o r et ai n o nl y u ni q u el y m a p p e d r e a ds, S A M fil es w er e filt er e d 
t o e x cl u d e ali g n m e nts c o nt ai ni n g t h e " X S " t a g, w hi c h i ndi c at es s e c o n d ar y ali g n m e nts, usi n g 
gr e p -v w " X S ". G e n o m e -wi d e c o v er a g e w as t h e n c o m p ut e d i n n o n -o v erl a p pi n g 5 k b wi n d o ws 
usi n g t h e s o a p. c o v er a g e t o ol. T o i n v esti g at e p o p ul ati o n diff er e nti ati o n b et w e e n s e x es, w e us e d 
ali g n e d s e q u e n ci n g r e a ds fr o m t w o p o ol e d D N A li br ari es; e a c h r e pr es e nti n g 1 0 m al e a n d 1 0 
f e m al e i n di vi d u al s. Ali g n m e nt s wit h a m a p pi n g q u alit y ( M A P Q) s c or e b el o w 2 0 w er e 
e x cl u d e d. T h e r e m ai ni n g ali g n m e nts w er e s u bs e q u e ntl y s ort e d usi n g t h e vi e w a n d s ort 
f u n cti o ns of s a mt o ols v 1. 1 8. W e t h e n g e n er at e d a pil e u p fil e of t h e filt er e d m al e a n d f e m al e 
ali g n m e nt s usi n g t h e m pil e u p f u n cti o n i n s a mt o ols. T o q u a ntif y g e n eti c diff er e nti ati o n, w e 
e m pl o y e d t h e P o p o ol ati o n 2 pi p eli n e. A s y n c hr o ni z e d (s y n c) fil e w as pr o d u c e d usi n g t h e s y n c 
m o d ul e of Gr e n e d alf v 0 . 2. 0 a n d us e d as i n p ut f or P o p o ol ati o n 2’s fst-sli di n g. pl s cri pt. W e 
esti m at e d F S T  v al u e s b et w e e n m al e a n d f e m al e p o ols a cr oss t h e g e n o m e usi n g n o n -o v erl a p pi n g 
sli di n g wi n d o ws of 1 0 k b. T h e a n al ysis w as c o n d u ct e d wit h t h e f oll o wi n g p ar a m et ers: --
s u p pr ess -n o ni nf or m ati v e --mi n -c o u nt 5 --mi n -c o v er a g e 2 0 --m a x -c o v er a g e 2 0 0 0 --mi n -
c o v er e d -fr a cti o n 0. 0 --wi n d o w -si z e 1 0 0 0 0 --st e p-si z e 1 0 0 0 0 --p o ol -si z e 2 0  

R e p e at A n n ot ati o n a n d G e n e P r e di cti o n  

A d e n o v o  c o ns e ns us r e p e at li br ar y w as g e n er at e d usi n g R e p e at M o d el er, a n d  r e p etiti v e 
el e m e nts w er e a n n ot at e d a cr oss t h e g e n o m e wit h R e p e at M as k er usi n g t his li br ar y. T o q u a ntif y 
r e p e at c o nt e nt, t h e g e n o m e w as di vi d e d i nt o n o n-o v erl a p pi n g 1 0, 0 0 0 b p wi n d o ws, a n d a c ust o m 
P yt h o n s cri pt w as us e d t o c al c ul at e t h e pr o p orti o n of r e p eti ti v e el e m e nts fr o m t h e 
R e p e at M as k er o ut p ut. G C c o nt e nt w as esti m at e d f or t h e s a m e wi n d o w si z e usi n g t h e ‘ -p att er n 
G C’ o pti o n i n b e dt o ols n u c. G e n e pr e di cti o n w as p erf or m e d o n t h e s oft -m as k e d g e n o m e usi n g 
B R A K E R v 3. 0. 8, i n c or p or ati n g R N A -s e q d at a fr o m h e a d a n d w h ol e -b o d y ti ss u es, al o n g wit h 
pr ot ei n s e q u e n c es fr o m Ort h o D B v 1 2 ( Art hr o p o d a). T h e r es ulti n g g e n e m o d el s w er e r efi n e d 
usi n g A G A T t o r e m o v e tr a ns cri pt is of or ms, i n c o m pl et e g e n es l a c ki n g st art a n d/ or st o p c o d o ns, 
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a n d o p e n r e a di n g fr a m es s h ort er t h a n 1 0 0  b p. Pr ot ei n a n d c o di n g s e q u e n c es w er e e xtr a ct e d 
wit h t h e g et A n n o F ast a Fr o m J oi n g e n es. p y s cri pt. T h e c o m pl et e n ess of t h e a n n ot at e d g e n e s et 
w as ass e ss e d usi n g B U S C O v 5. 2. 2.  

R N A -s e q P r o c essi n g a n d Diff e r e nti al E x p r essi o n A n al ysis  

C a m er ari a o hri d ell a  s p e ci m e ns  t h at w er e c oll e ct e d fr o m E ur o p e a n h ors e-c h est n ut tr e es i n 
Vi e n n a, A ustri a, b et w e e n M a y a n d S e pt e m b er 2 0 2 4, w er e s e x e d, i d e ntifi e d a n d st or e d at -8 0  ° C 
u ntil t h eir s u bs e q u e nt pr o c essi n g. R N A w as e xtr a ct e d fr o m a d ult m al e a n d f e m al e s p e ci m e ns, 
wit h e a c h bi o l o gi c al r e pli c at e c o m prisi n g eit h er p o ol e d h e a ds (fi v e i n di vi d u als) or a si n gl e 
w h ol e -b o d y s a m pl e. R N A -s e q li br ari es w er e pr e p ar e d a n d s u bj e ct e d t o hi g h -t hr o u g h p ut 
s e q u e n ci n g. R a w r e a ds w er e ps e u d o ali g n e d t o t h e a n n ot at e d c o di n g s e q u e n c es ( C D Ss) of C. 
o hri d ell a  usi n g K alli st o ( v  0. 5 0. 1 ) wit h d ef a ult p ar a m et ers t o esti m at e tr a ns cri pt a b u n d a n c es, 
r e p ort e d as tr a ns cri pts p er milli o n ( T P M) a n d esti m at e d c o u nts. Diff er e nti al g e n e e x pr essi o n 
( D G E) a n al ysis w as p erf or m e d i n R usi n g t h e D E S e q 2 p a c k a g e ( v 4. 3. 2). A l i k eli h o o d r ati o t est 
( L R T) fr a m e w or k w as e m pl o y e d t o ass e ss s e x-bi as e d tr a ns cri pti o n al diff er e n c es wit hi n e a c h 
ti ss u e. G e n es w er e c o nsi d er e d si g nifi c a ntl y diff er e nti all y e x pr ess e d if t h e y e x hi bit e d a l o g 2 
f ol d c h a n g e > 1 (i. e., > 2-f ol d c h a n g e) a n d a B e nj a mini -H o c h b er g -a dj ust e d f al s e dis c o v er y r at e 
( F D R) < 0. 0 5. Diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es w er e f urt h er c at e g ori z e d as m al e -bi as e d or 
f e m al e-bi as e d b as e d o n t h e dir e cti o n of e x pr essi o n c h a n g e.  

C U T & T a g Li b r a r y P r e p a r ati o n a n d P r o c essi n g  

F or e a c h r e pli c at e, h e a d ti ss u es fr o m f o ur fi el d-c oll e ct e d a d ult i n di vi d u als w er e p o ol e d a n d 
p er m e a bili z e d f or 3 0 mi n ut es i n a n i c e -c ol d s ol uti o n c o nt ai ni n g 1 0 m g c oll a g e n as e i n 1 ml 
E n z y m e Diss o ci ati o n B uff er. C U T & T a g li br ari es w er e t h e n pr e p ar e d usi n g t h e A cti v e M otif 
Kit, f oll o wi n g t h e pr ot o c ol d es cri b e d i n C h a pt er 3. W e als o c h e c k e d f or t h e q u alit y f or t h e 
p air e d e n d r e a ds usi n g f ast q c. O v err e pr es e nt e d s e q u e n c e s w er e filt er e d o ut usi n g t h e b b d u k.s h 
p a c k a g e of b b m a p t o ol ( B us h n ell 2 0 1 4) wit h t h e o pti o ns “ r ef = o v err e pr es e nt e d.f ast a k = 2 5 
h dist = 1 . ” S e q u e n ci n g a d a pt ers w er e t h e n tri m m e d wit h Tri m G al or e u n d er p ar a m et ers “ --
p air e d --n e xt er a -q 3 0 --l e n gt h 2 0”. T h e tri m m e d p air e d -e n d r e a ds w er e ali g n e d t o C. o hri d ell a  
r ef er e n c e g e n o m e usi n g b o wti e 2 v 2. 4. 5 ( L a n g m e a d a n d S al z b er g 2 0 1 2) wit h t h es e o pti o ns: “ -
-l o c al --v er y -s e nsiti v e --n o -mi x e d --n o -dis c or d a nt --p hr e d 3 3 -I 1 0 -X 7 0 0 . ” T h e r es ulti n g 
ali g n m e nt s w er e filt er e d t o r e m o v e s e c o n d ar y ali g n m e nts wit h t h e o pti o ns “ gr e p -v ' X S:i:' ”.  T o 
g e n er at e a v er a g e pl ot s of c hr o m ati n si g n al s ar o u n d g e n es f or e a c h r e pli c at e, w e us e d 
d e e p T o ols/ b a m C o m p ar e t o c al c ul at e n or m ali z e d c o v er a g e i n 2 0 -b p bi ns “ b a m C o m p ar e -b 1 
s a m pl e. b a m -b 2 i n p ut. b a m --n or m aliz e Usi n g R P K M --s c al e F a ct or s M et h o d N o n e --bi n Siz e 2 0 
--o p er ati o n r ati o --mi n M a p pi n g Q u alit y 3 0 --mi n Fr a g m e nt L e n gt h 5 0 ”.  T h e r es ulti n g fil es w er e 
pr o c ess e d wit h d e e p T o ols/ c o m p ut e M atri x, a n d t h e m atri c es w er e vis u ali z e d usi n g t h e 
pl ot Pr ofil e f u n cti o n.  

 

R ef e r e n c es  

A n d ers o n, N at h a n W., C arl E. Hj el m e n, a n d H e at h Bl a c k m o n. 2 0 2 0. “ T h e Pr o b a bilit y of 
F usi o ns J oi ni n g S e x C hr o m os o m es a n d A ut os o m es. ” Bi ol o g y L ett er s  ( E n gl a n d) 1 6 
( 1 1): 2 0 2 0 0 6 4 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/r s bl. 2 0 2 0. 0 6 4 8. 

B a c htr o g, D ori s. 2 0 1 3. “ Y -C hr o m os o m e E v ol uti o n: E m er gi n g I nsi g hts i nt o Pr o c ess es of Y -
C hr o m os o m e D e g e n er ati o n. ” N at ur e R e vi e ws G e n eti cs  1 4 ( 2): 1 1 3 – 2 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ nr g 3 3 6 6.  

B ett, Vi n c e nt Ki pl a n g at, Mi n er v a S us a n a Tr ej o -Ar ell a n o, a n d B e atri z Vi c os o. 2 0 2 5. 
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“ C hr o m ati n L a n ds c a p e Is Ass o ci at e d Wit h S e x -Bi as e d E x pr es si o n a n d Dr os o p hil a -
Li k e D os a g e C o m p e ns ati o n of t h e Z C hr o m os o m e i n Art e mi a F r a n cis c a n a. ” M ol e c ul ar 
Bi ol o g y a n d E v ol uti o n  4 2 ( 5): ms af 0 8 5. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ ms af 0 8 5.  

B o y es, D o u gl as, D a vi d C. L e es, I a n Si ms, D o mi ni c P hilli ps, a n d Cl ar e B o y es. 2 0 2 4. “ T h e 
G e n o m e S e q u e n c e of t h e Y ell o w -D ott e d Stilt, E us pi l a pt er y x A ur o g utt ell a St e p h e ns, 
1 8 3 5. ” W ell c o m e  O p e n  R es e ar c h  ( E n gl a n d)  9:  2 2 6. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 2 6 8 8/ w ell c o m e o p e nr es. 2 1 2 8 4. 1.  

D alí k o v á, M arti n a, M a g d a Zr z a v á, Ir e n a Hl a d o v á, et al. 2 0 1 7. “ N e w I nsi g ht s i nt o t h e E v ol uti o n 
of t h e W C hr o m os o m e i n L e pi d o pt er a. ” J o u r n al of H er e dit y  1 0 8 ( 7): 7 0 9 – 1 9. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/j h er e d/ es x 0 6 3.  

Fr aï ss e, C hrist ell e, M ari o n A. L. Pi c ar d, a n d B e atri z Vi c os o. 2 0 1 7. “ T h e D e e p C o ns er v ati o n of 
t h e L e pi d o pt er a Z C hr o m os o m e S u g g est s a N o n-C a n o ni c al Ori gi n of t h e W. ” N at ur e 
C o m m u ni c ati o ns  8 ( 1): 1 4 8 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 4 6 7 -0 1 7 -0 1 6 6 3 -5.  

Gr a v es, J e n nif er A. M ars h all. 2 0 0 8. “ W eir d A ni m al G e n o m es a n d t h e E v ol uti o n of V ert e br at e 
S e x a n d S e x C hr o m os o m es. ” I n A n n u al R e vi e w of G e n eti cs , v ol. 4 2. n o. V ol u m e 4 2, 
2 0 0 8. A n n u al R e vi e ws. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. g e n et. 4 2. 1 1 0 8 0 7. 0 9 1 7 1 4.  

G u, Li u qi, P atri c k F. R eill y, J a m e s J. L e wis, R o b ert D. R e e d, P et er A n d olf att o, a n d J a m es R. 
W alt ers. 2 0 1 9. “ Di c h ot o m y of D os a g e C o m p e ns ati o n al o n g t h e N e o Z C hr o m os o m e of 
t h e  M o n ar c h  B utt erfl y. ” C urr e nt  Bi ol o g y  2 9  ( 2 3):  4 0 7 1 -4 0 7 7. e 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 1 9. 0 9. 0 5 6.  

G u, Li u qi,  a n d J a m es R. W alt ers. 2 0 1 7. “ E v ol uti o n of S e x C hr o m os o m e D os a g e C o m p e ns ati o n 
i n A ni m als: A B e a utif ul T h e or y, U n d er mi n e d b y F a cts a n d B e d e vil e d b y D et ails. ” 
G e n o m e  Bi ol o g y  a n d  E v ol uti o n  ( E n gl a n d)  9  ( 9):  2 4 6 1– 7 6. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ g b e/ e v x 1 5 4.  

H of, A. E. V.; V a n’t H of, A. E.; N g u y e n, P.; D alí k o v á, M.; E d m o n ds, N.; M ar e c, F.; S a c c h eri, 
I.J. Li n k a g e m a p of t h e p e p p er e d m ot h, Bist o n b et ul ari a ( L e pi d o pt er a, G e o m etri d a e): 
A m o d el of i n d ustri al m el a nis m. H er e dit y  2 0 1 3 , 1 1 0 , 2 8 3– 2 9 5.  

H u yl m a ns, A n n K at hri n, Ari a n a M a c o n, a n d B e atri z Vi c os o. 2 0 1 7. “ Gl o b al D os a g e 
C o m p e ns ati o n Is U bi q uit o us i n L e pi d o pt er a, b ut C o u nt er a ct e d b y t h e M as c uli ni z ati o n 
of t h e Z C hr o m os o m e. ” M ol e c ul ar Bi ol o g y a n d E v ol uti o n  ( U nit e d St at es) 3 4 ( 1 0): 
2 6 3 7 – 4 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ m ol b e v/ m s x 1 9 0.  

Ki u c hi, T a k as hi, Hi k ar u K o g a, M u n et a k a K a w a m ot o, et al. 2 0 1 4. “ A Si n gl e F e m al e -S p e cifi c 
pi R N A Is t h e Pri m ar y D et er mi n er of S e x i n t h e Sil k w or m. ” N at ur e  ( E n gl a n d) 5 0 9 
( 7 5 0 2): 6 3 3– 3 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 3 3 1 5.  

L a u, Al yss a C, a n d G y ör g yi Cs a n k o vs z ki. 2 0 1 5. “ B al a n ci n g u p a n d D o w nr e g ul ati o n of t h e C. 
El e g a ns X C hr o m os o m es. ” G e n o m e Ar c hit e ct ur e a n d E x pr essi o n  3 1 ( A pril): 5 0 – 5 6. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. g d e. 2 0 1 5. 0 4. 0 0 1.  

L u c c h esi, J o h n C., Willi a m G. K ell y, a n d B ar b ar a P a n ni n g. 2 0 0 5. “ C hr o m ati n R e m o d eli n g i n 
D os a g e C o m p e ns ati o n. ” A n n u al R e vi e w of G e n eti cs  ( U nit e d St at es) 3 9: 6 1 5– 5 1. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. g e n et. 3 9. 0 7 3 0 0 3. 0 9 4 2 1 0.  

M or a, P a bl o, M o ni k a H os p o d ář s k á, A n n a C h u n g V ol e ní k o v á, et al. 2 0 2 4. “ S e x -Bi as e d G e n e 
C o nt e nt Is Ass o ci at e d wit h S e x C hr o m os o m e T ur n o v er i n D a n ai ni B utt erfli es. ” 
M ol e c ul ar E c ol o g y  3 3 ( 2 4): e 1 7 2 5 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 7 2 5 6.  

M u yl e, Ali n e, D oris B a c htr o g, G a bri el A. B. M ar ais, a n d J a m es M. A. T ur n er. 2 0 2 1. 
“ E pi g e n eti cs  Dri v e t h e E v ol uti o n of S e x C hr o m os o m es i n A ni m als a n d Pl a nt s. ” 
P hil os o p hi c al Tr a ns a cti o ns of t h e R o y al S o ci et y B: Bi ol o gi c al S ci e n c es  3 7 6 ( 1 8 2 6): 
2 0 2 0 0 1 2 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/rst b. 2 0 2 0. 0 1 2 4.  

P o k or n á, M arti n a, M ari e Alt m a n o v á, a n d L u k áš Kr at o c h víl. 2 0 1 4. “ M ulti pl e S e x 
C hr o m os o m es i n t h e Li g ht of F e m al e M ei oti c Dri v e i n A m ni ot e V ert e br at es. ” 
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C hr o m os o m e R es e ar c h : A n I nt er n ati o n al J o ur n al o n t h e M ol e c ul ar, S u pr a m ol e c ul ar 
a n d E v ol uti o n ar y As p e cts of C hr o m os o m e Bi ol o g y  ( N et h erl a n ds) 2 2 ( 1): 3 5– 4 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/s 1 0 5 7 7 -0 1 4 -9 4 0 3 -2.  

S a h ar a, K e n, Ats u o Y os hi d o, a n d W alt h er Tr a ut. 2 0 1 2 a. “ S e x C hr o m os o m e E v ol uti o n i n M ot hs 
a n d B utt erfli es. ” C hr o m os o m e R es e ar c h  2 0 ( 1 ): 8 3– 9 4. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/s 1 0 5 7 7 -
0 1 1 -9 2 6 2 -z.  

S a h ar a, K e n, Ats u o Y os hi d o, a n d W alt h er Tr a ut. 2 0 1 2 b. “ S e x C hr o m os o m e E v ol uti o n i n M ot hs 
a n d B utt erfli es. ” C hr o m os o m e R es e ar c h : A n I nt er n ati o n al J o ur n al o n t h e M ol e c ul ar, 
S u pr a m ol e c ul ar a n d E v ol uti o n ar y As p e ct s of C hr o m os o m e Bi ol o g y  ( N et h erl a n ds) 2 0 
( 1): 8 3– 9 4. htt ps:// d o i. or g/ 1 0. 1 0 0 7/s 1 0 5 7 7-0 1 1 -9 2 6 2 -z.  

S a m at a, M ari a, a n d Asif a A k ht ar. 2 0 1 8. “ D os a g e C o m p e ns ati o n of t h e X C hr o m o s o m e: A 
C o m pl e x E pi g e n eti c Assi g n m e nt I n v ol vi n g C hr o m ati n R e g ul at ors a n d L o n g 
N o n c o di n g R N As. ” A n n u al R e vi e w of Bi o c h e mistr y  ( U nit e d St at es) 8 7 (J u n e): 3 2 3– 5 0. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -bi o c h e m -0 6 2 9 1 7 -0 1 1 8 1 6.  

Tr a ut, W., a n d F. M ar e c. 1 9 9 6. “ S e x C hr o m ati n i n L e pi d o pt er a. ” T h e Q u art erl y R e vi e w of 
Bi ol o g y  ( U nit e d St at es) 7 1 ( 2): 2 3 9– 5 6. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 6/ 4 1 9 3 7 1.  

Tr a ut, W., K. S a h ar a, a n d F. M ar e c. 2 0 0 7. “ S e x C hr o m os o m es a n d S e x D e t er mi n ati o n i n 
L e pi d o pt er a. ” S e x u al D e v el o p m e nt : G e n eti cs, M ol e c ul ar Bi ol o g y, E v ol uti o n, 
E n d o cri n ol o g y, E m br y ol o g y, a n d P at h ol o g y of S e x D et er mi n ati o n a n d Diff er e nti ati o n  
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S u p pl e m e nt a r y I nf o r m ati o n  

 
St atisti c  C o nti g -l e v el S c aff ol d -l e v el 

N 5 0 l e n gt h ( b p)  2 5 6 9 6 7 7  9 1 2 1 2 4 1  
N 8 0 l e n gt h ( b p)  1 1 4 2 5 6 7  4 6 1 4 8 4 1  
L o n g est c o nti g/s c aff ol d l e n gt h ( b p)  9 1 9 3 1 9 1  3 0 1 4 3 6 8 3  
N u m b er of c o nti gs/ s c aff ol ds  4 4 7  2 2 0  
T ot al si z e ( b p)  4 5 3 8 2 5 8 7 4  4 5 3 8 6 9 0 2 5  

 
T a bl e S 1: G e n o m e ass e m bl y st atisti cs of f e m al e C a m er ari a o hri d ell a  
 

 
s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 : B U S C O ass ess m e nt st atisti c r es ults of g e n o m e ass e m bl y a n d a n n ot ati o n 
of f e m al e C. o hri d ell a   

s u p pl e m e nt ar y fi g. 2 : Distri b uti o n of p ut ati v e W-li n k e d tr a ns cri pts (i de ntifi e d usi n g K -m er 
pi p eli n e a p pr o a c h) a cr oss t h e g e n o m e.  
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s u p pl e m e nt ar y fi g. 3 : P C R f or s el e ct e d p ut ati v e W-li n k e d s e q u e n c es (s e v e n s p e cifi c fr a g m e nt 
s e q u e n c es) c o n d u ct e d i n fi v e f e m al es a n d fi v e m al es.  
 

 
s u p pl e m e nt ar y fi g. 4 : R e p e at m as k e d i n a cr oss t h e g e n o m e a n d s el e ct e d s c aff ol ds a n d r e gi o ns 
of t h e s e x c hr o m os o m es i n C a m er ari a o hri d ell a  
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s u p pl e m e nt ar y fi g. 5: G C c o nt e nt, g e n e d e nsit y a n d r e p e at c o nt e nt distri b uti o n a cr oss t h e 
g e n o m e of C a m er ari a o hri d ell a  
 

 
s u p pl e m e nt ar y fi g. 6:  S y nt e n y of s u p ers c aff ol d 1 0 a n d s u p ers c aff ol d 2 1  
 

 
 
s u p pl e m e nt ar y fi g. 7: F e m al e t o m al e c o v er a g e b et w e e n a ut os o m e t o n e o -Z 2  i n C a m er ari a 
o hri d ell a  
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s u p pl e m e nt ar y fi g. 8: H o m ol o g y of g e n es i n first str at u m ( S 0) i n s u p ers c aff ol d 1 0 i d e ntifi e d 
t hr o u g h a n all-vs -all B L A S T a n al ysis, filt eri n g f or r e ci pr o c al b est hits wit h a mi ni m u m 
s e q u e n c e i d e ntit y of 5 0 b p.  
 

 
 
s u p pl e m e nt ar y fi g. 9: F S T  l e v els i n p ut ati v e W s c aff ol d (s c aff ol d 4 3) t h at h a d s o m e g e n es 
h o m ol o g o us t o Hi g h F S T  r e gi o ns of t h e a n c estr al Z 
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s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 0: O v er all s e x -bi as e d distri b uti o n i n t h e Z c hr o m os o m e ( a n c estr al Z 
( L o w F S T a n d Hi g h F S T r e gi o ns), n e o-Z 1 ( N e o Z) a n d n e o-Z 2 ) a n d als o i n t h e W-s p e cifi c r e gi o n 
of s u p ers c aff ol d 1 0.  

 

s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 1: P att er ns of d os a g e b al a n c e b et w e e n t h e Z c hr o m os o m e a n d a ut os o m e 
i n w h ol e b o d y ti ss u e f oll o wi n g e x cl usi o n of s e x-bi as e d e x pr essi o n.  
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s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 2: C orr el ati o n of e nri c h m e nt of hist o n e m o difi c ati o ns a n d e x pr essi o n 
l e v els 
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s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 3: A v er a g e pr ofil e e nri c h m e nt of a cti v e hist o n e m o difi c ati o n H 3 K 4 m e 3 
( a) a n d H 4 K 1 6 a c ( b) i n t h e Z c hr o m os o m e a n d a ut os o m es of h e a d tiss u es i n m al es a n d f e m al es  

 

 

s u p pl e m e nt ar y fi g. 1 4: S y nt e n y a m o n g D a n a us  pl e xi p p us , B o m b y x m ori  a n d C a m er ari a 
o hri d ell a  
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C h a pt e r 5 : T h esis dis c us si o n  
I n t his t h esis, w e e x a mi n e d t h e e v ol uti o n ar y d y n a mi cs of s e x c hr o m os o m e diff er e nti ati o n, wit h 
a p arti c ul ar f o c us o n t h e e xt e nt of d os a g e c o m p e ns ati o n f oll o wi n g g e n e l oss i n t h e 
h et er o g a m eti c s e x a n d t h e p ot e nti al c hr o m ati n -b as e d m e c h a nis m s u n d erl yi n g t his pr o c ess. W e 
als o c h ar a ct eri z e d s e x -bi as e d g e n e e x pr essi o n a n d i n v esti g at e d it s r e g ul ati o n t hr o u g h hist o n e 
m o difi c ati o ns. F urt h er m or e, w e s h o w e d t h at t h e Art e mi a fr a n cis c a n a  g e n o m e is hi g hl y 
r e p etiti v e, wit h m a n y g e n es c o nt ai ni n g tr a ns p os abl e el e m e nts wit hi n t h eir i ntr o ns. O ur a n al ys es 
r e v e al e d t h at e nri c h m e nt of hist o n e m o difi c ati o ns ass o ci at e d with c o nstit uti v e h et er o c hr o m ati n 
c orr el at e d wit h g e n e e x pr es si o n l e v els.  

I n v e rt e b r at e e pi g e n eti c r e g ul ati o n: A rt e mi a a d ds di v e rsit y t o a n al r e a d y c o m pl e x 
pi ct u r e  

E pi g e n eti c r e g ul ati o n h as e m er g e d as a f u n d a m e nt al pi e c e i n t h e p u z zl e t h at is t h e g e n ot y p e t o 
p h e n ot y p e m a p. A m o n g t h e m a n y e pi g e n eti c pr o c ess es, hist o n e m o difi c ati o ns ar e a m o n g t h e 
m ost e xt e nsi v el y st u di e d a n d w ell c h ar a ct eri z e d . M o difi c a ti o ns d efi n e d as “ a cti v e ” or 
“r e pr essi v e ” i n m o d el s p e ci es ar e oft e n ass u m e d t o b e s o i n dist a nt gr o u ps. O n e of t h e b est 
c h ar a ct eri z e d m o difi c ati o ns is H 3 K 9 m e 3, a m ar k er of h et er o c hr o m ati n t y pi c all y ass o ci at e d 
wit h l o w tr a ns cri pti o n al o ut p ut. T o o ur (i niti al) s ur pris e, i n o ur d at a, b ot h H 3 K 9 m e 3 a n d 
H 3 K 9 m e 2 w er e e nri c h e d i n hi g hl y e x pr ess e d g e n es. O ur i nt er pr et ati o n of t his p att er n h as b e e n 
gr e atl y s h a p e d b y w or k i n Dr os o p hil a, w h er e h et er o c hr o m ati c g e n es r e q uir e t h es e r e pr es si v e 
m ar ks t o s u p pr ess t h e e x pr es si o n of tr a ns p os a bl e el e m e nts ( T Es) pr es e nt a cr oss t h eir g e n e 
b o di es ( as t his s p uri o us tr a ns cri pti o n i nt erf er es wit h t h e e x pr es si o n of t h e g e n es t h e ms el v es) 
( Ni n o v a et al. 2 0 1 9). As s h o w n i n C h apt er 2, t h e g e n o m e of Art e mi a fr a n cis c a n a  is ri c h i n T Es, 
a n d w e s p e c ul at e a si mil ar r ol e of h et er o c hr o m ati c m ar ks i n f a cilit ati n g g e n e e x pr essi o n 
t hr o u g h i ntr o ni c T E r e pr essi o n. T his e nri c h m e nt i n i ntr o ns s u g g est s t h at t h es e h et er o c hr o m ati c 
hist o n e m ar ks t o s u p pr ess s p uri o us e x pr essi o n of tr a ns p os a bl e el e m e nts, t h er e b y m ai nt ai ni n g 
o pti m al g e n e tr a ns cri pti o n l e v el. Si n c e all o ur R N A -s e q li br ari es w er e p ol y -A s el e ct e d, t h e 
r es ulti n g d at a w as n ot i d e al f or i nf erri n g t h e e x pr essi o n l e v els of T Es a cr oss t h e g e n o m e, w hi c h 
w o ul d h a v e all o w e d f or a dir e ct t est of t hi s h y p ot h esis. I n t h e f ut ur e, p ol y -A -i n d e p e n d e nt R N A-
s e q d at a c o ul d b e us e d f or t hi s p ur p os e, a n d m or e g e n er all y t o i nf er t h e c o m pl e x i nt er pl a y 
b et w e e n hist o n e m ar ks, T Es a n d g e n e e x pr essi o n r e g ul ati o n.  

A si g nifi c a nt b ut s m all c o nt ri b uti o n of c h r o m ati n l a n ds c a p e t o s e x u al di m o r p his m  

Diff er e n c es i n g e n e e x pr essi o n r e g ul ati o n b et w e e n m al es a n d f e m al es ar e t h o u g ht t o u n d erli e 
m u c h of s e x u al di m or p his m, a n d ar e t y pi c all y m ai nt ai n e d o v er m u c h of t h e lif e c y cl e, w hi c h 
c o ul d b e c o nsist e nt wit h s u bst a nti al s e x -s p e cifi c c hr o m ati n r e g ul ati o n. W hil e s e x -bi as e d g e n es 
h a v e b e e n i d e ntifi e d a cr oss di v ers e t a x a, t h e c o ntri b uti o n of c hr o m ati n d y n a mi cs t o s e x -bi as e d 
g e n e e x pr essi o n h as b e e n s c ar c el y e x pl or e d, a n d e xisti n g st u di es off er li mit e d e vi d e n c e f or a 
dir e ct c a us al r ol e of c hr o m ati n i n s h a pi n g t h es e e x pr essi o n p att er ns. T his g a p is stri ki n g gi v e n 
t h at c hr o m ati n st at es ar e w ell r e c o g ni z e d as k e y r e g ul at ors of d e v el o p m e nt al g e n e e x pr es si o n 
pr o gr a ms i n a ni m als ( Li n d e m a n  et al. 2 0 1 0). I n C h a pt er s 3 , w e e x a mi n e d s e x -bi as e d g e n e 
e x pr essi o n p att er ns i n t h e h e a ds a n d g o n a ds of Art e mi a fr a n cis c a n a  a n d i n v esti g at e d t h eir 
ass o ci ati o n wit h hist o n e m o difi c ati o ns. O ur  a n al ysi s of e pi g e n eti c r e g ul ati o n of s e x -bi as e d 
g e n e e x pr essi o n t o hist o n e m o difi c ati o ns, a n d f o u n d a n ass o ci ati o n b et w e e n s e x-bi as e d g e n e 
e x pr essi o n a n d c o ntr asti n g c hr o m ati n st at es i n m al e s a n d f e m al e s . H o w e v er, w hil e st atisti c all y 
si g nifi c a nt, t hi s ass o ci ati o n w as r el ati v el y w e a k, wit h m a n y s e x -bi as e d g e n es s h o wi n g 
c o n c or d a nt c hr o m ati n st at es i n m al es a n d f e m al es. W h y w o ul d c hr o m ati n l a n ds c a p e c o ntri b ut e 
r el ati v el y littl e, w h e n it is k n o w n t o aff e ct ot her i nst a n c es of g e n o m e pl asti cit y ? O n e p ossi bilit y 
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is t h at ot h er, u ns a m pl e d, hist o n e m ar ks c o ntri b ut e t o s e x-s p e cifi c r e g ul ati o n, or t h at o ur 
cl a ssifi c ati o n of o p e n a n d cl os e d c hr o m ati n w as n ot pr e cis e e n o u g h t o f ull y u n c o v er its 
f u n cti o n al r ol e. Usi n g br oa d -s c al e m e a s ur es of c hr o m ati n o p e n n ess, s u c h as t h os e o bt ai n e d 
fr o m A T A C-s e q d at a, c o ul d i n t h e f ut ur e s h e d li g ht o n t h es e p ossi biliti es. H o w e v er, b y 
s a m pli n g a d ult s, w e als o o nl y o bt ai n e d a l at e s n a ps h ot of h o w s e x u al di m or p his m is s et u p a n d 
m ai nt ai n e d.  St u d yi n g s e x -s p e cifi c c hr o m ati n l a n ds c a p e t hr o u g h o ut e arl y d e v el o p m e nt will b e 
n e e d e d b ef or e its f ull c o ntri b uti o n t o s e x u al di m or p hi s m c a n b e i nf err e d.  
A m or e e xt e nsi v e d e v el o p m e nt al s a m pli n g of s e x -s p e cifi c c hr o m ati n st at es m a y als o i n t h e 
f ut ur e s h e d li g ht o n o n e of t h e q u esti o ns t h at o ur l a b h as b e e n tr yi n g t o s ol v e: h o w is s e x 
d et er mi n e d i n Art e mi a ? W h er e as D N A m et h yl ati o n r e g ul at es k e y s e x -d et er mi ni n g g e n es li k e 
S R Y  i n m a m m als d uri n g g o n a d al d e v el o p m e nt ( Nis hi n o et al. 2 0 0 4), t h e m ol e c ul ar c as c a d e 
g o v er ni n g s e x d et er mi n ati o n a n d s e x u al diff er e nti ati o n i n Art e mi a fr a n cis c a n a  r e m ai ns 
u nr es ol v e d. O ur l a b is c urr e ntl y u n d ert a ki n g a br o a d s e ar c h t o i d e ntif y c a n di d at e g e n es 
p ot e nti all y i n v ol v e d i n t hi s pr o c ess. A n i ntri g ui n g q u esti o n is w h et h er f e m al e -s p e cifi c 
m et h yl ati o n p att er ns o n t h e W c hr o m os o m e pl a y a r e g ul at or y r ol e, a n d h o w s u c h e pi g e n eti c 
m o difi c ati o ns mi g ht i nfl u e n c e s e x d et er mi n ati o n a n d diff er e nt i ati o n i n t his s p e ci es. 

Z W s yst e ms c a n h a v e gl o b al c o m p e ns ati o n, b ut t h e m e c h a nis ms v a r y  

T h e e v ol uti o n of h et er o g a m eti c s e x c hr o m os o m es c a us e s g e n e d os e diff er e n c es b et w e e n s e x es: 
i n Z W s yst e ms, m al es r et ai n t w o c o pi es of Z-li n k e d g e n es w hil e f e m al es c arr y o nl y o n e. T his 
i m b al a n c e c a n disr u pt i nt er a cti o ns b et w e e n Z-li n k e d a n d a ut os o m al l o ci i n f e m al es, s o d os a g e 
c o m p e ns ati o n e v ol v e s t o r est or e a n c estr al e x pr es si o n l e v els a n d m ai nt ai n pr o p er pr ot ei n 
st oi c hi o m etr y. E arl y fi n di n gs fr o m Z W s yst e ms, i n cl u di n g bi r ds, s n a k es a n d c ert ai n fi s h es, 
s u p p ort e d t h e vi e w t h at t h es e s yst e ms l a c k gl o b al c o m p e ns ati o n or li mit it t o o nl y a s et of 
d os a g e -s e nsiti v e g e n es. W h y m a n y Z W s yst e ms l a c k gl o b al d os a g e c o m p e ns ati o n r e m ai ns 
u n cl e ar. G u a n d W alt ers ( 2 0 1 7) pr o p os e d s e v er al,  p ot e nti all y i nt er a cti n g, m e c h a nis ms 
u n d erl yi n g diff er e n c es i n d os a g e c o m p e ns ati o n b et w e e n X Y a n d Z W s yst e ms ( G u a n d W alt ers 
2 0 1 7). T h e first h y p ot h esis attri b ut es t hi s p att er n t o m al e m ut ati o n bi as si n c e o o g e n esis e nt ails 
f e w er D N A r e pli c ati o ns t h a n s p er mat o g e n e sis, d e g e n er ati o n of t h e W c hr o m os o m e pr o c e e ds 
m or e sl o wl y t h a n t h at of t h e Y, f a v ori n g l o c ali z e d r at h er t h a n c hr o m os o m e -wi d e c o m p e ns ati o n 
o n t h e Z c hr o m os o m e. A d diti o n all y, t h e r e d u c e d eff e cti v e p o p ul ati o n si z e of t h e Z 
c hr o m os o m e, r es ulti n g fr o m g r e at er v ari a n c e i n m al e r e pr o d u cti v e s u c c e ss, m a y hi n d er 
a d a pt ati o n r el ati v e t o t h e X i n X Y s yst e ms ( G u a n d W alt ers 2 0 1 7). Fi n all y, m al e -bi as e d Z 
tr a ns mi ssi o n c o ul d f a v or fi x ati o n of m al e-b e n efi ci al, s e x u all y a nt a g o nisti c g e n es, r ei nf or ci n g 
s e x -bi as e d e x pr essi o n i nst e a d of b al a n c e d c o m p e ns ati o n ( H u yl m a ns et al. 2 0 1 7).  
I n C h a pt ers 2 a n d 4, w e i n v esti g at e d p att er ns of d os a g e c o m p e ns ati o n wit hi n t h e diff er e nti at e d 
r e gi o ns of t h e Z c hr o m os o m e i n Art e mi a f r a n cis c a n a  a n d i n C a m er ari a o hri d ell a , t h e l att er of 
w hi c h p oss ess es t hr e e disti n ct Z c hr o m os o m e r e gi o ns d efi n e d b y t h eir e v ol uti o n ar y tr aj e ct ori es. 
I n A. fr a n cis c a n a , o ur a n al ys es r e v e al e d t h at g e n e e x pr essi o n l e v els i n t h e diff er e nti at e d Z 
r e gi o n ar e c o m p ar a bl e t o t h os e o bs er v e d o n t h e a ut os o m es a cr oss b ot h m a l e a n d f e m al e h e a ds 
a n d g o n a ds, t h er e b y i n di c ati n g t h e pr es e n c e of c o m pl et e d os a g e c o m p e ns ati o n. B y c o ntr ast, i n 
C. o hri d ell a , w e f o u n d t h at d os a g e c o m p e ns ati o n v ari es a cr oss t h e disti n ct r e gi o ns of t h e Z 
c hr o m os o m e: a n a n ci e nt Z ar m s h ar e d wit h all L e pi d o pt er a, a n d t w o a d diti o n al n e o -Z 
c hr o m os o m es of diff er e nt a g es ( n e o -Z 1  a n d n e o -Z 2 ). Diff er e n c es w er e als o e vi d e nt b et w e e n 
h e a d a n d w h ol e -b o d y tiss u es. I n h e a ds, d os a g e b al a n c e ( Z = a ut os o m es i n b ot h s e x es) w as 
c o m pl et e o n t h e ( ol d er) n e o -Z 1  b ut i n c o m pl et e ( Z < a ut os o m es o nl y i n f e m al es) o n t h e n e o -Z 2 . 
T h e a n c estr al Z ( a n c -Z) s h o w e d o v er all b al a n c e b et w e e n t h e s e x es b ut i n c o m pl et e d os a g e 
c o m p e ns ati o n ( Z < a ut os o m es i n b ot h s e x es),  b ut f e m al e -bi as e d e x pr essi o n i n r e gi o ns t h at 
r e c e ntl y d u pli c at e d t o t h e W c hr o m os o me. I n w h ol e -b o d y tiss u es, all Z c hr o m os o m e r e gi o ns 
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s hift e d t o l o w er f e m al e: m al e r ati os of e x pr essi o n, li k el y d u e t o t h e i n cl usi o n of g o n a ds, w hi c h 
oft e n s h o w u n us u al p att er ns of e x pr essi o n of s e x -li n k e d g e n es. T h es e r es ults hi g hli g ht t h e 
c o m pl e xit y of d os a g e c o m p e ns ati o n e v ol uti o n, b ut als o t h e p ot e nti al c o ntri b uti o n of n e o -s e x 
c hr o m os o m es t o o ur u n d erst a n di n g of its pr o gr essi o n. F or i nst a n c e, n e o -Z 2  a p p e ar s t o b e at a n 
i nt er m e di at e st a g e, wit h p arti al b al a n ci n g of e x pr essi o n ( n ot f ull y b al a n ci n g m al e a n d fe m al e 
tr a ns cri pti o n al l e v els), w hil e n e o-Z 1  s e e m s t o h a v e r e a c h e d f ull e x pr es si o n b al a n c e.  

N e o -s e x c h r o m os o m es c a n s h e d i m p o rt a nt li g ht o n t h e e v ol uti o n of d o s a g e 
c o m p e ns ati o n  

T h e e v ol uti o n of d os a g e c o m p e ns ati o n o n n e o -s e x c hr o m os o m es f oll o w e d stri ki n gl y  di v ers e 
r e g ul at or y tr aj e ct ori es a cr oss li n e a g es s u c h a s Dr os o p hil a, L e pi d o pt er a a n d C ol e o pt er a ( K alit a 
a n d K ell er V als e c c hi 2 0 2 5). I n Dr os o p hil a mir a n d a , t h e s e c o n d n e o X, w hi c h w as a c q uir e d ~ 1 
M y a, alr e a d y s h o ws p arti al d os a g e c o m p e ns ati o n, wit h i nt er m e di at e Msl -2  bi n di n g a n d 
H 4 K 1 6 a c e nri c h m e nt, r efl e cti n g its gr a d u al a c q uisiti o n of M S L  sit es vi a tr a ns p os a bl e el e m e nts 
( Ellis o n a n d B a c htr o g 2 0 1 3). T h e ol d er n e o X c hr o m os o m e, w hi c h h as e xist e d f or o v er 1 0 M y, 
is alr e a d y f ull y c o m p e ns at e d. Si mil arl y, Tri b oli u m c o nf us u m h as a f ull y c o m p e ns at e d n e o X  
( ~ 2 0 M y a) , e q ui v al e nt t o t h e a n c estr al X ( Br a c e w ell et al. 2 0 2 4). T his s u g g est s t h at, i n Di pt er a 
a n d C ol e o pt er a, n e o X c hr o m os o m es c o nsist e ntl y c o -o pt t h e pr e -e xisti n g m e c h a nis m of 
c o m p e ns ati o n, a n d t h at t h e pr o c es s is c o m pl et e i n a f e w milli o n y e ar s. I n L e pi d o pt er a, t h e 
r e g ul ati o n of n e o-Z c hr o m os o m es is oft e n at o d ds wit h t h at of t h e a n c estr al Z. T h e n e o -Z 
c hr o m os o m e of C y di a p o m o n ell a  is a n e x c e pti o n, as it s h o ws p arti al d o w nr e g ul ati o n, mirr ori n g 
t h e r e d u c e d e x pr essi o n of t h e a n c estr al Z ( G u et al. 2 0 1 7). A m o n g D a n ai ni b utt erfli es (I d e a 
l e u c o n o e, L y c or e a h ali a , D a n a us pl e xi p p us ), t h e a n c estr al Z is s e x-b al a n c e d b ut h as l o w er 
e x pr essi o n  l e v el r el ati v e t o a ut os o m es, w hil e t h e n e o Z is c o m pl et el y c o m p e ns at e d ( K alit a a n d 
K ell er V als e c c hi 2 0 2 5). N ot a bl y, t h e n e o Z of I. l e u c o n o e a n d D. pl e xi p p us  s h ar es a c o m m o n 
ori gi n ( ~ 2 6 M y a), w h er e as t h at of L. h ali a  ar os e i n d e p e n d e ntl y vi a f usi o n t o a diff er e nt 
a ut os o m al c hr o m os o m e ( K alit a a n d K ell er V als e c c hi 2 0 2 5; Br a c e w ell et al. 2 0 2 4).  
I n C. o hri d ell a , H 4 K 1 6 a c dis pl a y e d a stri ki n g di c h ot o m y b et w e e n t h e t w o s e g m e nts of t h e Z 
c hr o m os o m e: i n f e m a l es, it w as e nri c h e d o n t h e N e oZ 1 , w hil e i n m al e s t h e a n c estr al Z r e gi o n 
w as d e pl et e d of t hi s m ar k. Si mil arl y, a di c h ot o m o us p att er n of H 4 K 1 6 a c h as b e e n r e p ort e d i n 
t h e M o n ar c h b utt erfl y, d es pit e diff er e n c es i n t h e c hr o m os o m al ori gi ns of t h e n e o-Z (f usi o n of 
c hr o m os o m e 1 6 wit h t h e a n c estr al Z i n M o n ar c h, c hr o m os o m e  1 8 wit h t h e a n c estr al Z i n C. 
o hri d ell a  ( b as e d o n B o m b y x m ori  c hr o m os o m e n o m e n cl at ur e) . T h es e r es ult s s h o w t h at 
diff er e nti al c hr o m ati n r e g ul ati o n of n e o - a n d a n c estr al -Z ar ms, a n d c o ns e q u e nt tr a ns cri pti o n al 
diff er e n c es, ar e wi d es pr e a d i n L e pi d o pt er a. W h y mi g ht t his b e ? O n e diff er e n c e b et w e e n 
Di pt er a a n d L e pi d o pt er a is t h e m e c h a nis m of c o m p e ns ati o n of t h e a n c estr al X/ Z: u pr e g ul ati o n 
of t h e m al e X i n Di pt er a v ers us d o w nr e g ul ati o n of t h e m al e Z i n L e pi d o pt er a. As n e o -X 
c hr o m os o m es a c q uir e bi n di n g sit es f or t h e a n ci e nt m e c h a nis ms of d os a g e c o m p e ns ati o n, t h e y 
b e c o m e i m m e di at el y b al a n c e d wit h t h e a ut os o m al e x pr essi o n, w hi c h s h o ul d b e f a v or e d b y 
s el e cti o n. O n t h e ot h er h a n d, a n e o -Z t ar g et e d b y t h e a n ci e nt m e c h a nis m of d os a g e 
c o m p e ns ati o n will b e c o m e d o w n -r e g ul at ed a n d o ut of b al a n c e wit h a ut os o m es. N e o -Z 
c hr o m os o m es m a y c o ns e q u e ntl y r e q uir e n o v el m e c h a ni s ms t o b al a n c e t h eir e x pr essi o n  ( T o u ps 
a n d Vi c os o 2 0 2 5) . 

St ri ki n g m ol e c ul a r c o n v e r g e n c e b et w e e n A rt e m i a a n d D r os o p hil a 

D os a g e c o m p e ns ati o n r eli es o n e pi g e n eti c m o d ul ati o n of c hr o m ati n a c c essi bilit y. I n 
Dr os o p hil a , t hi s o c c urs t hr o u g h tr a ns cri pti o n al u pr e g ul ati o n of t h e X c hr o m os o m e i n m al es; i n 
m a m m al s, t hr o u g h X -c hr o m os o m e i n a cti v ati o n i n f e m al es; a n d i n C. el e g a ns  h er m a p hr o dit es, 
t hr o u g h p arti al d o w nr e g ul ati o n of b ot h X c hr o m os o m e s. I n m a m m als, i n a cti v ati o n is me di at e d 
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b y t h e l o n g n o n c o di n g R N As (l n c R N A) Xist , w hi c h a ct s i n cis t o r e cr uit pr ot ei n c o m pl e x es t h at 
will pr o m ot e a c c u m ul ati o n of r e pr essi v e hist o n e m o difi c ati o ns H 3 K 2 7 m e 3, H 2 A K 1 1 9 u b, a n d 
D N A m et h yl ati o n l e a di n g t o c hr o m ati n c o m p a cti o n a n d tr a ns cri pti o n al  sil e n ci n g a n d t hi s 
o c c ur s e arl y d uri n g f e m al e d e v el o p m e nt ( G al u p a a n d H e ar d 2 0 1 8). I n Dr os o p hil a , r o X R N A 
ass o ci at es wit h t h e m al e -s p e cifi c l et h al ( M S L) c o m pl e x, w hi c h a c et yl at es H 4 K 1 6  t o e n h a n c e 
tr a ns cri pti o n fr o m t h e m al e X c hr o m os o m e. X-c hr o m os o m e r e g u l ati o n b e gi ns als o e arl y i n 
d e v el o p m e nt, wit h m al e -s p e cifi c Msl -2 e n a bli n g f ull ass e m bl y of t h e M S L c o m pl e x ( C o nr a d 
a n d A k ht ar 2 0 1 2). T h e M S L c o m pl e x t ar g ets t h e X c hr o m os o m e i n t w o st e ps: it first bi n ds hi g h 
affi nit y sit es ( H A S ) w hi c h ar e G A -ri c h, t h e n s pr e a ds t o a cti v el y tr a ns cri b e d g e n es t hr o u g h Msl -
3 ’s affi nit y f or H 3 K 3 6 m e 3 ( T o u ps a n d Vi c os o 2 0 2 5). 
I n Art e mi a fr a n cis c a n a , w e f o u n d si g nifi c a nt e nri c h m e nt of H 4 K 1 6 a c o n Z-s p e cifi c r e gi o ns of 
t h e Z c hr o m os o m e i n f e m al es, a cr oss b ot h h e a d a n d g o n a d ti ss u es co nsist e nt wit h d os a g e 
c o m p e ns ati o n vi a u pr e g ul ati o n of t h e f e m al e Z. W e als o i d e ntifi e d a c a n di d at e A T -ri c h m otif 
e nri c h e d s p e cifi c all y i n t h e diff er e nti at e d Z r e gi o n, b ut a bs e nt fr o m ps e u d o a ut os o m al a n d 
a ut os o m al r e gi o ns. T his m otif oft e n c o -o c c ur s wit h H 4 K 1 6 a c p e a ks, s u g g esti n g a r ol e i n 
r e cr uiti n g d os a g e co m p e ns ati o n m a c hi n er y. H o w e v er, b e c a us e s o m e Z -li n k e d g e n es l a c k t h e 
m otif a n d s h o w n o e x pr essi o n diff er e n c es r el ati v e t o m otif -c o nt ai ni n g g e n es, s pr e a di n g of 
c o m p e ns ati o n li k el y o c c urs t hr o u g h a n u n k n o w n m e c h a nis m, e n a bli n g br o a d u pr e g ul ati o n 
a cr oss t h e Z. H 4 K 1 6 a c -m e di at e d d os a g e c o m p e ns ati o n h as als o b e e n r e p ort e d i n gr e e n a n ol e 
li z ar ds, w h er e m al e s s h o w X-c hr o m os o m e e nri c h m e nt dir e ct e d b y t h e l n c R N A  M A Y E X , w hi c h 
ass o ci at es wit h hist o n e H 4 a n d a p ut ati v e a c et yltr a nsf er as e ( G 1 K D 4 2) ( T e n ori o et al. 2 0 2 4). 
T his e n z y m e diff ers fr o m t h e hist o n e a c et yltr a nsf er as e M O F  ( M al e a bs e nt o n t h e first) i n fr uit 
fli es, w hi c h i nt er a cts wit h r o X  R N A t o pr o m ot e c hr o m os o m e -wi d e d os a g e c o m p e ns ati o n. 
T h es e fi n di n gs s u g g est d es pit e m e c h a nisti c di v ersit y, d os a g e c o m p e ns ati o n c o n v er g es o n 
H 4 K 1 6 a c d e p ositi o n as a c o m m o n str at e g y f or b al a n ci n g s e x c hr o m os o m e e x pr essi o n. L o n g 
n o n c o di n g R N As w hi c h ar e t h e k e y r e g ul at ors of d os a g e c o m p e ns ati o n; XI S T  i n h u m a ns, R S X  
i n o p oss u m s, a n d M A Y E X  i n a n ol e s dis pl a y stri ki n g s e x-s p e cifi c e x pr essi o n p att er ns i n s o m ati c 
ti ss u es ( T e n ori o et al. 2 0 2 4). I n A. fr a n cis c a n a , w e di d n ot d et e ct s e x-s p e cifi c e x pr essi o n i n t h e 
Z -li n k e d r e gi o n ( 2 0 0 b p wi n d o ws, i n a d ult h e a d ti ss u es), h o w e v er, o ur a n al ysis r eli e d o n 
m a p pi n g usi n g n o n -s p e cifi c str a n d e d R N A -s e q d at a a n d w as li mit e d t o a si n gl e a d ult 
d e v el o p m e nt al st a g e. A r e c e nt st u d y f o u n d t h at Dr os o p hil a M S L c o m pl e x s u b u nits ar e n eit h er 
s e x -bi as e d n or a cti v at e d d uri n g e m br y o ni c d os a g e c o m p e ns ati o n i n Art e mi a ( Zi m m er et al. 
2 0 2 5), i m pl yi n g t h at d os a g e c o m p e ns ati o n m a y b e g o v er n e d b y alt er n ati v e, as -y et -u ni d e ntifi e d 
m e c h a nis m s.  
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