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ABSTRAKT

Diplomova prace je zameéfena na studium dvou recentné aktivnich rodin
retrotransposonti v genomu mysi domdci. Jsou to L1 a B1 retrotransposony. Cilem prace bylo
najit polymorfni inserce vzniklé recentni aktivitou retrotransposonti. Byly srovnany genomy
dvou inbrednich kmenii odvozené od dvou odli$nych poddruh@i mysi doméci. Caste¢né
osekvenovany genom kmene MSM/Ms odvozeny od M. m. molossinus byl srovnan s
referentnim genomem C57BL/6] odvozenym prevazné od M. m. domesticus. Nalezené inserce
byly zatfazeny do nékolika podrodin B1 a L1 retrotransposond. Nasledné byla pomoci PCR
testovana pritomnost/absence téchto inserci u vSech tii poddruhti mysi domaci a u dvou
sesterskych druhl (M. spretus a M. macedonicus). Jednotlivé rodiny se liSily na zakladé
zastoupeni u dvou sesterskych druhd. Zastupci podrodin F2 a F3 patrici kL1
retrotransposoniim pretrvavali v polymorfnim stavu v populaci mysi domaci i pres
predpokladany konec aktivity. Na rozdil od nich se vSak podrodiny B1 retrotransposont pies
svoji aktivitu jiZ davno v minulosti zdaji byt aktivni i v soucasnosti. Na zakladé srovnani L1 a B1

se také ukazalo, Ze rodina L1 je v soucasnosti vice aktivni neZ rodina B1.

The work focuses on two recently active retrotransposon families in the house mouse
genome. They are L1 and B1 retrotransposons. The aim of the work was to find polymorphic
retrotransposon insertions caused by their recent activity. Two genomes of mouse inbred
strains derived from the different house mouse subspecies were compared. The BACends from
MSM/Ms derived from M. m. molossinus were compared with the reference genome of
C57BL/6] derived mostly from M. m. domesticus. The set of output insertions was classified into
several subfamilies of B1 a L1 families. The presence/absence of these insertions was tested
using PCR in all three house mouse subspecies and also in two sister species (M. spretus and M.
macedonicus). The particular subfamilies differed with regard to presence in latter species.
Despite the supposed lack of activity of older L1 families (F2 and F3) they persist in house
mouse population as an ancestral polymorphism. Unlike L1 subfamilies, B1 subfamilies appear
to be active in house mouse genome for longer period of time. Also the difference between the
whole families L1 and Blwas observed. Thus, according to my data L1 family seems to be

recently more active than B1 family.




1.0voD

Je to uz témér 60 let, kdy Barbara McClintock objevila prvni transposabilni elementy
v genomu kukufice. Vyznamnost tohoto objevu byla uznana azZ pozdéji, kdy se zjistilo, Ze se
nejednd pouze o zajimavost pod c¢arou v ucebnicich genetiky, nybrz Ze jsou to pravé
transposabilni elementy, které tvori znacnou ¢ast vSech eukaryotnich genomt (Burt & Trivers
2006). Tento objev byl naprosto zasadni pti objasnéni problému nazvaného ,C-value paradox“,
ktery trapil genetiky radu dekad. Totiz pred objevenim téchto repetitivnich sekvenci se
predpokladalo, Ze velikost genomu souvisi skomplexitou daného organismu. Tento
predpoklad se ukazal byt lichym vzhledem k faktu, Ze kolikrat nejjednodussi organismy mély ty
nejvétsi genomy (Gregory 2005). AZ v nedavné dobé si genetici spojili aktivitu transposabilnich
elementt s touto diskrepanci a nasledné celogenomové projekty tento predpoklad potvrdily.
Presto vSak naddle pretrvaval nazor, Ze se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o tzv. ,junk DNA
ktera v genomech nemd Zadnou funkci a pouze se zde hromadi. Recentni studie v poslednich
nékolika letech vSak ukazuji, Ze transposabilni elementy nejsou jen ,junk DNA®, ale Gcastni se
v jadre rady mechanismi a jsou tak spiSe motorem evoluce, ktery je zodpovédny za dynamiku
celého genomu. Tyto elementy se uplatiiuji napriklad pti modulaci exprese genti, nehomologni
rekombinaci, inaktivaci X chromosomu, tvorbé telomer aj. (Hurst & Werren 2001). Zaroven
jsou zdrojem de novo mutaci a tedy plivodcem rady genetickych poruch (Ostertag & Kazazian
2001).

PrestoZe se transposabilnim elementlim vénuje enormni mnozZstvi praci, jen zlomek
z nich se zaméruje na detailnéjsi klasifikaci téchto elementii a porovnani aktivity jednotlivych
rodin a podrodin, do kterych jsou rozdéleny. Tento detailni pristup miize velmi pomoci
k pochopeni Sifeni téchto elementi v genomech a umoznit tak 1épe pochopit jejich funkcni
vyznam a tieba i evoluci na organismalni drovni. V. mé diplomové praci se proto zaméruji na
zhodnoceni aktivity dvou rodin retrotransposonti, které se vyznamné podilely na utvareni

mysiho genomu a sehraly tak v evoluci tohoto organismu vyznamnou roli.




2. LITERARNI PREHLED

2.1 RETROTRANSPOSONY

2.1.1 ZAKLADNI DELENI MYSICH RETROTRANSPOSONU

V pribéhu evoluce se v genomech eukaryotnich organismd nahromadily sekvencni
elementy, které ke své propagaci vramci genoml vyuzivaji RNA intermediat a reverzni
transkriptazu, a jsou nazyvany retroelementy (retrotransposony) (Deininger & Batzer 2002).
Retroelementy se déli do nékolika skupin majicich odlisny evoluc¢ni ptivod. Autofti se viceméné
shoduji na zakladnim déleni retroelementd na LTR (Long Terminal Repeats) retroelementy a
non-LTR retroelementy.

LTR retroelementy pochazi z klasickych retrovirti a vznikly procesem tzv. endogenizace
- tedy ztraty schopnosti propagovat se horizontalnim prenosem (mysleno prenosem z jednoho
jedince do druhého v ramci jedné generace). K tomu, aby doslo k endogenizaci je nutné, aby se
jednak exogenni retrovirus dostal do pohlavnich bunék a $iril se tak dal vertikalné, a zaroveii je
nutné, aby ztratil schopnost se sirit infek¢né mezi jedinci v populaci. Nejsnaze se tohoto docili
ztratou genl kddujicich u béZnych retroviri obal. LTR elementy se tedy lisi od klasickych
retrovirl absenci genu env, ktery kéduje obal nutny k Sifeni viru mimo bunku a nasledny vstup
viru zpét do bunky jiného jedince (Tarlinton et al. 2006).

LTR retroelementy se od non-LTR retroelementtl lisi jednak pritomnosti LTR (Long
Terminal Repeats), které vznikaji na obou koncich elementti v priibéhu retrotransposice a také
pritomnosti nékolika (> 2) ORF (Open Reading Frames), které odpovidaji jednotlivym genlim u
klasickych retrovirti (Deininger & Batzer 2002). Problematika jemnéjSiho déleni a evolu¢niho
ptivodu LTR retroelementt je znacné komplikovana a vzhledem k tomu, Ze se ve své diplomové
praci budu zabyvat vyhradné v mysim genomu aktivnimi non-LTR retroelementy, nebudu dale
zabihat do podrobnosti.

Non-LTR retroelementy lze rozdélit na dvé skupiny. Na zakladé toho, zdali si kéduji
vlastni enzymaticky aparat slouzici k propagaci ¢i jen vyuZzivaji aparat jinych retroelementd, je
lze rozdélit na retrotransposony autonomni a neautonomni (napt. Deininger & Batzer 2002).

Jak poznamenava Trivers & Burton (2003), nelze Zddné retrotransposony povazZovat za zcela
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autonomni, vzhledem k faktu, Ze i béhem retrotransposice autonomnich elementd jsou
vyuzivany reparacni mechanismy bunky, bez kterych by tento proces nemohl byt dokoncen.

Mezi autonomni non-LTR retrolementy lze zaradit LINE (Long Interspersed Nuclear
Elements), s jednou aktivni skupinou v myS$im genomu (LINE1) a dvéma reliktnimi skupinami
(LINEZ2, L3/CR12) (Waterson et al. 2002, Gibbs et al. 2004). LINE1 (L1) maji celkovou délkou
6-7 Kb, obsahuji 2 ORF. ORF1 kéduje protein p40, jehoZ funkce je RNA vazebna. ORF2 pak
kéduje samotnou endonukleazu a reverzni transkriptazu. Na 3’ konci je pak poly-A konec
(detailnéji viz nize). Evoluc¢ni ptivod LINE elementti neni znam (Deininger & Batzer 2002).

Jako neautonomni non-LTR retroelementy se oznacuji SINE (Short Interspersed Nuclear
Elements). V mySim genomu bylo identifikovano 5 typt (B1, B2, B4/RSINE, ID a MIR/MIR3)
(Waterson et al. 2002), z toho pouze 3 (B1, B2 a ID) jsou aktivni (Gibbs et al. 2004). Na zakladé
faktu, Ze 3’ konec nékterych SINE je de facto identicky 3’ konci L1 elementd, je Siroce prijimana
hypotéza, Ze SINE vyuzivaji ke své amplifikaci reverzni transkriptazu kédovanou L1 elementy

(detailnéji viz niZe) (Deininger & Batzer 2002).

2.1.2 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA AKTIVNICH RETROTRANSPOSONU
Ve své diplomové praci se zaméiim na 3 skupiny retroelementti (L1, B1, B2), které jsou

povazovany v mysim genomu v soucasnosti za nejaktivnéjsi non-LTR retrotransposony

(Waterson et al. 2002, Gibbs et al. 2004).

2.1.2.1L1

LINE1 (L1) jak uz bylo zminéno, patii mezi autonomni non-LTR retrotransposony.
Kompletni retrotransposi¢né aktivni L1 maji délku 6-7 Kb (Voliva et al. 1983). VétSina L1 je
v8ak vgenomu z 5° konce zkracena béhem procesu retrotransposice (Voliva et al. 1983,
Pavlicek et al. 2002). L1 jsou tvofeny nékolika regiony, z toho 2 jsou kddujici - ORF1 a ORF2.
Délka ORF1 je zhruba 1,2 Kb, délka ORF2 je pak asi 3,9 Kb (Mears & Hutchison 2001). ORF1
kéduje protein p40, u kterého byla zjisténa RNA vazebna aktivita, ktera byla poprvé prokazana
Hohjoh & Singer (1997). ORF2 kéduje 2 hlavni domény. Prvni doména méa endonukledzovou
aktivitu (EN) (Feng et al. 1996), druha doména ma aktivitu reverzné transkriptazovou (RT)
(Mathias et al. 1991). ORF1 a ORF2 jsou obklopeny 3’ a 5" UTR (UnTranslated Region). Pred 3’
UTR se nachazi nékolik promoter monomert (viz dale). Za 5’ UTR pak nasleduje poly-A konec.

Cely L1 retroelement je pak v genomu ohranicen tzv. SDR (Short Direct Repeats), které vznikaji




v pribéhu retrotransposice (Mears & Hutchison 2001). Celd struktura je znazornéna na

obrazku (obrazek 1).

5'UTR FUTR
SDR LPR EN RT SDR
b2l ORF1 (1.2 Kb) ORF2(3.9 Kb)
Promoter An
monomers

Obrazek 1: Schéma L1 retrotransposonu (podle Mears & Hutchison 2001).

2.1.2.2 Bl aB2

SINE jsou zastoupeny v genomu mysi, na rozdil od genomu c¢lovéka (jen Alu), nékolika
aktivnimi skupinami (B1, B2, ID) (Waterson et al. 2002). Tyto elementy na rozdil od L1
nekdduji Zadné proteiny, jsou velmi kratké - obvykle maji délku 90 - 300 bp (Deininger &
Batzer, 2002). VSechny 3 typy jsou zavislé na aparatu L1 retrotransposont, prestoze nejsou
sekven¢né podobné (Ohshima et al. 1996, Smit 1996). Evolucné jsou SINE elementy odvozeny
od RNA gentli - konkrétné od dvou typt: tRNA a 7SL RNA gent. Vznikly fazi 3 konce LINE
s jednim z vysSe zminénych typli RNA geni. Stejné jako lidské Alu, i mysi B1 jako jediné vznikly
z 7SL RNA (Rogers 1985). Prvnim a nejvyraznéjsim krokem ke vzniku B1 byla delece 182 nt u
7SL RNA. Nasledné sérii menSich deleci a duplikaci v pribéhu evoluce hlodavct ziskaly
soucasné mysi B1 délku 135 nt (Quentin 1994, Veniaminova et al. 2007b). Ostatni mysi SINE
byly odvozeny od tRNA. B2 a ID elementy jsou sekvenc¢né nejvice podobné tRNA, piesto vsak
oba vznikly nezavisle na sobé (Daniels & Deininger 1985). Stejné jako v piipadé L1 elementt
obsahuji i vSechny SINE na 3’ konci poly-A konec (Ryskov et al. 1985). Spole¢nou vlastnosti B1
a B2 elementt je pritomnost RNA Pol III specifického promotoru (Duncan et al. 1981, Elder et
al. 1981, Fuhrman et al. 1981). Vzhledem ke stejnému mechanismu propagace jako v pripadé
L1 elementt (viz kapitola Propagace elementii), jsou na obou strandch sekvence také pritomny

tzv. ,Short Direct Repeats” (SDR).

2.1.3 NOMENKLATURA AKTIVNiCH RETROTRANSPOSONU
2.1.31L1

Nomenklatura L1 retroelementli v mySim genomu je zna¢né komplikovana. Prvni
snahou o logické tiidéni elementii byla studie Smit et al. (1995), kde se autofi pokusili

smysluplné roztridit vSechny do té doby znamé L1 sav¢i retroelementy. Tento systém spise nez
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evolu¢ni vztahy mezi jednotlivymi retroelementym bral v potaz liniovou specificitu, kde
vychozim bodem byly L1 unikatni u clovéka. L1 byly zarazeny do 2 skupin podle exkluzivni
pritomnosti u dané taxonomické jednotky. Jednotlivé skupiny byly oznaceny pismeny P a M
podle ptitomnosti vyhradné u primat (L1P) a u vSech savct (L1M). Dale pak byly elementy
klasifikovany na zakladé struktury 3’ UTR, ktera umoznila zarazeni do jednotlivych skupin,
které jsou oznaceny vzestupné pismenem abecedy. V ndzvu je toto pismeno na 4. misté (napf-.
L1PB). Dalsi pozice je pak jiz vyhrazena cislu oznacujicimu evolu¢ni pribuznost s tim, Ze
nejnizs$i Cisla zaujimaji retroelementy nejrecentnéji odvozeny od v soucasnosti aktivnich
elementt (tedy napt. L1PB5).

Tato nomenklatura je zaloZena na strukturalnich zmeénach v 3’ UTR a nasledné
divergenci ORF2 sekvence v ramci skupin definovanych 3’ UTR. Mears & Hutchison (2001) se
zaméfili na L1 vyhradné u mysi a vytvorili velmi jemny systém tiridéni téchto elementt
zaloZeny na odliSnostech mezi promotorovymi monomery a tzv. length polymorphic region
(LPR) na zacatku ORF1 (obrazek 1). U mysich L1 jsou 3 typy transkripcnich promotori (A, F a
V). Typ A a F je sloZen z nékolika tandemové usporddanych sekvenci zvanych monomery a
kazdy z téchto monomera obsahuje zhruba 200 nukleotidti. Promotor typu V neni v genomu
mysi velmi prozkouman. Obecné plati, Ze L1 elementy maji vZidy monomery pouze jednoho
typu (Padgett et al. 1988). L1 elementy jsou dale Kklasifikovany do 4 skupin na zakladé
struktury jiZ zminéného LPR v ORF1 (obrazek 2).

Skupina LPR pattern
Group IV . e6bp | e6bp |  66bp
Group i . e6bp |  66bp |

Groupl . eebp | | a2bp | | a2bp
Group | . e6bp | | 4a2bp |

Obrazek 2: Struktura LPR v ORF1 L1 transposonu (podle
Mears & Hutchison 2001)

Fylogenetické studie ukazuji, Ze tyto 3 skupiny definované na zakladé promotorovych
monomerl odrazi 3 po sobé jdouci faze v priibéhu evoluce jedné linie L1 elementd v genomu

mysi. Vysledek analyzy ukazal, Ze skupina V je nejstarsi, nasleduje skupina F a recentné pak
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vznikla skupina A (V->F->A) (Adey et al. 1994). Ze vSech 3 skupin je v soucasnosti aktivni
pouze Castecné skupina A (Adey et al. 1994). Kromé téchto 3 skupin byla jesté v genomu mysSi
objevena velmi aktivni rekombinantni skupina s F promotorem a zbytkem sekvence skupiny A.

Byla tedy pojmenovana jako Tr (transposable F) (Saxton & Martin 1998).

2.1.3.2B1aB2

Klasifikace B1 elementi je mnohem jednodussi nez v pripadé L1 elementl. Zakladni
déleni, které odrazi evolucni vztahy vramci této rodiny, bylo navrhnuto v praci Quentin
(1989). Autor vytvoril 6 skupin (A, B, C, D, E, F), které jsou fylogeneticky rtizné vzdaleny od
ptivodni 7SL RNA a vzajemné se lisi vzdy jen jednou zaménou. Fylogenetické vztahy jsou
znazornény na obrazku (obrazek 3). V dobé, kdy byla tato klasifikace vytvorena, bylo znamo
pouze nékolik sekvenci B1l. Tento systém tedy zdaleka nepokryva vSechny Bl elementy
v myS$im genomu. Déleni podrodin v databazi RepBase (http://www.girinst.org/) je znacné

odliSné od Quentinova (1989) déleni. RepBase uvadi 10 B1 podrodin (F, F1, F2, Murl, Mur2,

Mur3, Mur4, Mus1, Mus2, Mm), u kterych neni prili§ ziejmé, kterym rodindm podle Quentina
(1989) odpovidaji. Mimo jiné i na rozdily mezi témito dvéma nomenklaturami se chci zamérit
v mé diplomové praci.

pouze mys (Mus)

/—H

a2 C

InsGE
GE9 Ted //

7SL RNA > F > E =D \
R/—/) Azo YA —> B
Tile

mys (Mus),potkan (Rattus),
krecek (Cricetus)

Obrazek 3: Fylogenetické vztahy podrodin B1 retrotransposonti (podle
Quentin 1989)

Co se tyce B2 elementl, je az s podivem, Ze doposud nebyla publikovana studie
zabyvajici se evoluc¢ni historii této skupiny. Pestoze byly u mysi tyto elementy identifikovany
jiz vroce 1979 (Kramerov et al. 1979), Zadny z autort, i po osekvenovani mysiho genomu, se

nezabyval evoluc¢ni historii v rdmci této rodiny. Databaze RepBase (http://www.girinst.org/)

B2 elementy v genomu mysi déli na 3 skupiny (Mm2, Mm1a, Mm1t), nicméné chybi jakakoliv
publikace, ktera by zminiovala evolué¢ni vztahy téchto tii podrodin a presné definovala mutace,

kterymi se jednotlivé podrodiny vzajemné lisi.
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2.1.4 POCET AKTIVNICH RETROTRANSPOSONU V MYSiM GENOMU
2.1.4.1 L1

Co se tyce poctu L1 elementd v genomu mysi, lze Fici, Ze tato skupina je se 660 000
kopiemi vreferentnim genomu nejvic abundantni ze vSech skupin retrotransposond.
Vzhledem k faktu, Ze tato skupina patii se svymi 6-7 Kb mezi delsi retroelementy, pokryva
tudiZ i nejvétsi frakci genomu (18,78 %) (shrnuto v tabulce 1) (Waterson et al. 2002). Presto
vSak jen zlomek zcelkového poctu L1 dosahuje této délky. Pred osekvenovanim mySiho
genomu bylo odhadnuto, Ze v genomu musi byt pritomno kolem 3000 potencidlné aktivnich
kopif (Goodier et al. 2001). Poté co byl vSak genom osekvenovan, bylo zjisténo, Ze pouze 400
elementii ma plnou délku a jen 12 z tohoto poctu je potencialné aktivnich (tzn. maji ORF1 i
ORF2 neposkozeny) (Waterson et al. 2002). Po srovnani vSech L1 z mysiho genomu s L1
z lidského genomu lze tici, Ze vétSina L1 v soucasnosti pritomna u mysi (88 % z celkového

poctu L1) je specificka v linii vedouci k mysSi, popt. u mysi samotné (Waterson et al. 2002).

Tabulka 1: Pocty retrotransposoni v genomu mysi. Data z MGSC (2002).

Pocet Liniové specifickych
Tisice kopii pokrytych Frakee ve srovnani s lidskym
bazi (Mb) genomu (%) genomem (%)
LINEs 660 475.3 19.2 16.46
LINE1 599 464.8 18.78 16.46
LINE2 53 9.4 0.38 —
L3/CR1 8 1.2 0.05 —
SINEs 1383 188.8 7.66 7.66
B1 (Alu) 564 67.3 2.66 2.66
B2 348 59.6 2.39 2.39
B4 /RSINE 391 57.1 2.36 2.36
ID 79 5.3 0.25 0.25
LTR elements 631 244.3 9.87 8.72
ERV_classl 34 16.8 0.68 0.58
ERV _classlII 127 79.1 3.14 3.14
ERV_classlIII 37 14 0.58 0.32
MaLRs(I1I) 388 112.2 4.82 4.02

2.1.4.2 B1 a B2

Ze vSech SINE v mysim genomu, jsou B1 elementy nejpocetnéjsi (564 000 kopii). Presto
vSak pokryvaji pouze 2,66 % genomu. Tento rozpor ve srovnani s L1 elementy je dan faktem,
Ze B1 a vilibec vSechny SINE jsou mnohondsobné kratsi nezli L1. B2 pak se svymi 348 000

kopiemi pokryvaji 2,63 % mysiho genomu (shrnuto v tabulce 1) (Waterson et al. 2002). Co se
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tyCe liniové specificity, vSechny mySi SINE se vyskytuji vyhradné v linii vedouci k mysi.
V genomu c¢lovéka miliZzeme nalézt pouze jednu rodinu SINE, a tou jsou Alu elementy, které

naopak nenf mozné nalézt v genomu mysi (HGSC 2001, Waterson et al. 2002).

2.2 PROPAGACE RETROTRANSPOSONU

Retrotransposony, jak uz jsem zminil vySe, si kdduji vlastni enzymaticky aparat, ktery
jim slouZi k propagaci vramci genomu, popripadé vyuzivaji enzymaticky aparat jinych
retroelementd. Velmi dlilezitym enzymem je reverzni transkriptaza (Mathias et al. 1991), ktera
umoznuje prepsat mRNA retroelementu zpét do DNA. Retrotransposice LTR elementt
(detailné popsana v Lewin 2004) se velmi lisi od retrotransposice non-LTR elementi. Jak jsem
jiz avizoval vySe, ve své praci se zaméruji na non-LTR elementy, proto popisi tento proces jen u
LINE a SINE. Retrotransposice non-LTR elementd je stale velmi diskutované téma a ne vSechny
detaily jsou zndmy. Ostertag and Kazazian (2001) shrnuje velmi detailné tuto problematiku u
L1 elementt, kterda vSak presahuje ramec mé diplomové prace, proto zde popisSi propagaci
retrotransposont jen velmi strucné.

LINE i SINE obsahuji tzv. vnitini promotor, ktery je nezavisly na upstreamové sekvenci
(Swergold 1990). Doposud neni ziejmé, zdali jsou L1 elementy transkribovany pomoci RNA
polymerazy typu III (Pol III) nebo typu II (Pol II). Kurose et al. (1995) prokazali, Ze L1
retroelementy mohou byt skutecné transkribovany Pol IlII, dalsi diikazy se vSak ptiklani spise
k Pol II. Vzhledem k faktu, Ze L1 obsahuji AATAAA polyadenylac¢ni (polyA) signal (napt. Moran
et al. 1999), ktery je nutny kterminaci Pol II (Osheim et al. 1999) a zaroven nasledna
polyadenylace transkriptu zase naopak vyzaduje Pol II (Hirose and Manley 1998), je dost
pravdépodobné, Ze L1 jsou transkribovany skutec¢né Pol II. Toto se podarilo experimentalné
prokazat Mizrokhi et al. (1988) u elementd jockey, které jsou pritomny u Drosophila
melanogaster a jsou velmi podobné savéim LINE. PrestoZe podobnou ndmitku by bylo moZné
vznést i vsouvislosti se SINE, bylo jiz v 80. letech v nékolika studiich nezavisle na sobé
prokazano, Ze SINE vyuzivaji k transkripci Pol III (Duncan et al. 1981, Elder et al. 1981,
Fuhrman et al. 1981).

Po dokonceni transkripce mRNA putuje z jadra do cytoplazmy, kde dojde k translaci
ORF1/0RF2. Nasledné se predpokladd, Ze LINE mRNA spolu s translatovanymi ORF1 a ORF2

vytvori ribonukleoproteinovy komplex (,RNP particle“). Tento komplex jiZ byl experimentalné
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prokazan (Martin 1991). Cely tento komplex pravdépodobné vstupuje do jadra, kde dojde
k tzv. ,Target Primed Reverse Transcription” - zkracené (TPRT).

TPRT byla prokdzana u R2 elementt. Jedna se o non-LTR elementy, které se nachazi u
Arthropod (Luan et al. 1993). Podle Ostertag and Kazazian (2001) milZeme v pripadé L1
retroelementti najit nékolik naznaki, které podporuji TPRT. Jednak jsou vSechny L1 v genomu
obklopeny na obou koncich velmi dobte zachovanymi 7-20 bp dlouhymi tzv. TSD (Target Site
Duplication), dale ptivodni nukleotidy, ve kterych doslo k inserci, jsou obvykle T bohaté, coz

umoziuje komplementaritu s polyA koncem retroelementu.

Target Site

5'

51

First strand cleavage

Target Site '’ Second strand cleavage

N\,

RN . 5

5'

Reverse transcription

&
-
TSD TSD
— | s |
| | | |
 m— | | — |
DNA synthesis
TSD [SD

Obrazek 4: Schéma target site reverse transcription (TPRT)
(podle Ostertag & Kazazian 2001)

Samotny proces probiha nasledovné. Nejprve RNP vybere vhodné misto, které zavisi na
tom, zdali je endonukledza mistné specificka ¢i nikoliv. Jak jiZ bylo zminéno vyse, obecné je
preferovano misto svysokym zastoupenim thymini. V pripadé lidskych L1 elementli bylo
demonstrovano, Ze endonukleaza stépi 5° - TT|AAAA - 3 (Moran et al. 1996). Na zakladé
fylogenetické analyzy L1 endonukledz u obratlovcl bylo prokazano, Ze sekvencni specificitou
se vyznacuji vSechny retroelementy skupiny M a mlad$i. Endonukledzy savcich L1

retroelementli jsou tedy mistné specifické, coz vysvétluje i velky narlst poctu elementl v
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genomech savci, vzhledem ktomu, Ze motiv 5° - TT|AAAA - 3‘ se nachazi predevsim
v oblastech na geny chudych (AT izochory) (Ichiyanagi et al. 2007).

L1 endonukleaza Stépi DNA vlakno tak, aby doslo k vytvoreni koheznich konct, na které
se mlZe navazat poly-A konec. Poté, co se poly-A konec navaze na +vladkno, zacinad reverzni
transkriptaza vytvaret cDNA podle mRNA templatu na -vlakné tak, Ze prvni nukleotid navaze
na 3’OH skupinu kohezniho konce -vlakna. Poté, co reverzni transkriptaza dokon¢i cDNA, dojde
k odbourani templatové mRNA a jeji nahrazeni DNA. Cely proces znazornén na obrazku

(obrazek 4).

2.3 MODELY SIRENI RETROTRANSPOSONU

Vzhledem k charakteru propagace retroelementli vyvstala otazka, jakym zpisobem se
v genomech organismi tyto elementy $ifi. V minulosti byly navrzeny dva modely Sireni
retroelementt (Deininger et al. 1992). Jeden z nich (tzv. transposonovy model) piredpoklada, ze
kazdd nova kopie muize byt zdrojem dalSich kopii. U tohoto modelu se predpoklada
exponencialni nartst pocCtu kopii v genomu. Zatimco model druhy (tzv. ,master genes“ model),
predpoklada, Ze v genomu je pouze par zdrojovych elementd, které produkuji kopie, které se
jiz dal nesiri z riiznych diivodi. Tyto kopie mohou byt poskozeny (neobsahuji celou sekvenci
nebo obsahuji mutace) nebo mohou byt vloZeny do oblasti, které nepodléhaji transkripci.
Vtomto pripadé se predpoklada linedrni narlist stim, Ze sklon je urten schopnosti dané
podrodiny se amplifikovat.

Nékolik studii z posledni doby provedenych na lidskych Alu elementech ukazala, Ze
retroelementy v genomech se S§ifi spiSe ,master genes“ modelem neZ transposonovym
modelem (Cordaux et al. 2004, Han et al. 2005). Otazkou ale stdle zlstalo, zdali jednotlivé
skupiny retroelementli maji jen jeden zdroj nebo zdroji nékolik (Cordaux et al. 2004). Zde
autofi v podstaté rozdélili ,master genes“ model na ,single master gene“ model a
sintermediate“ model, kde v prvnim pripadé, je aktivni vZdy jen jediny element, zatimco

v pripadé druhém je nékolik zdrojovych elementti (obrazek 5).
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Obrazek 5: Modely Sifeni retrotransposonti v genome. a) Single master gene model, b) intermediate
model, c) transposonovy model (podle Cordaux et al. 2004).

Predpokladem ,master gene“ modelu (at uZ ,single master gene“ modelu nebo
sintermediate” modelu) je, Ze jednotlivé podrodiny jsou aktivni po urc¢itou dobu a béhem této
doby vytvori velké mnoZstvi kopii. Kopie vytvari, dokud zdrojova kopie nezmutuje, popf.
nedojde k potlaceni hostitelskymi mechanismy. Nicméné napriklad v ptipadé podrodiny AluYb
tomu tak neni. Tato podrodina ma nékolik svych amplifika¢nich maxim spolu s obdobimi
relativniho utlumu. Aby lépe vystihli strategii této podrodiny, pouzili Han et al. (2005) nazev
»stealth” model. Autofi se inspirovali stejnojmennou technologii, ktera umoznuje letountim ci
plavidlim uniknout radaru. Tedy v ptripadé retroelementti se jedna o fakt, Ze zdrojova kopie
produkuje jen velmi malé mnoZstvi dcefinych kopii po velmi dlouhy cas a v podstaté tak unika
jakékoliv pozornosti selekce na hostitelskou bunku. Nékteré dcefiné kopie vsak pri vhodnych
podminkach zptlisobi tzv. vinu amplifikace, kdy se pocet kopii v genomu zvétsi o tisice, po této
viné nasleduje zase dlouhé obdobi, kdy dceriné kopie produkuje pouze jedna zdrojova kopie ve
velmi malém mnozstvi. Cely proces je zndzornén na obrazku (obrazek 6).

U hlodavci se podarilo identifikovat BC1 RNA jako master gen pro skupinu ID elementl
(Kim et al. 1994). Autori zjistili, Ze zmény v sekvenci BC1 RNA u riiznych hlodavci v riznych
dobach koresponduji se sekvencemi ID elementi v té dobé a u dané skupiny aktivnich. Zaroven
se taky podarilo prokazat, Ze gen BC1 RNA je exprimovan u vSech studovanych skupin
hlodavci. V nasledujici studii Kass et al. (1995) bylo zjisténo pomoci dot-blot, Ze pocty kopii v
genomech jednotlivych druhii hlodavci se 1isi bez ohledu na evolu¢ni vztahy hlodavci. Tedy
amplifikace element je liniové specificka. V dobé kdy bylo toto zjisténi publikovano, doposud
nebyl zndm vySe zminény ,stealth” model, ale pravé tento zjistény pattern u ID elementti velmi

dobte koresponduje s timto modelem. Kass et al. (1995) vysvétluji tuto odliSnou aktivitu u
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riznych hlodav¢ich linif, i pres stejnou miru exprese BC1 RNA, pravé mechanismem, ktery
oznacuje Han et al. (2005) jako ,stealth” - BC1 RNA obcas vytvori kopii, popft. dojde k duplikaci
celé oblasti, a tak vznika novy zdroj, ktery velmi snadno vysvétli znacné odliSné pocty ID

elementt i v ptipadé evolucné velmi pribuznych druh.

AT
s e

—{ 1 e

—@HHHI—

H I H [ 1

Obrazek 6: Schématické znazornéni stealth modelu.

Tato problematika je dilezita i z davodu vzniku novych podrodin v ramci jednotlivych
skupin (rodin) retroelementti. Deininger et al. (1992) se timto tématem zabyvali v souvislosti s
.,mater genes“ modelem. Podrodina je v podstaté sekvencni varianta, kterou je mozZno
charakterizovat specifickymi mutacemi, a kterd je také svdzana s urcitym obdobim, béhem
néhoZ byla v genomu amplifikovana (aktivni). Nejjednodussim modelem evoluce jednotlivych
podrodin, ktery zminuje Deininger et al. (1992), je postupny vznik jednotlivych podrodin
z podrodin, které jim evolu¢né predchazely. Takovyto model byl v minulosti béZné akceptovan.
Je vSak velmi diileZité rozliSovat, na jaké casové skale jsou retroelementy studovany. Doposud
se vétSina analyz tykala kvantifikace poctu kopii per genom u jednotlivych hlodavc pomoci
dot-blot techniky (Kass et al. 1997, Veniaminova et al. 2007c), popf. srovnani poctu
jednotlivych rodin elementi mezi dvéma genomy (Waterson et al. 2002, Gibbs et al. 2004).
Tyto studie byly a priori zamétené na porovnani aktivity jednotlivych skupin (rodin) elementt
mezi vSemi hlodavci spiSe neZ na porovnani aktivity jednotlivych podrodin u nékolika velmi
blizce piibuznych druhii. AZ na dvé prace, které se vSak obé tykaji lidskych Alu elementi
(Cordaux et al. 2004, Han et al. 2005), nebyla doposud detailnéji rozpracovana problematika
aktivity a modelt Sifeni jednotlivych podrodin retroelementii pomoci celogenomické analyzy

sekvenci jednotlivych retrotransposon.
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2.4 AKTIVITA RETROTRANSPOSONU V GENOMU MYSI DOMACI

2.4.1 SINE

Celogenomové analyzy ukazaly, Ze v genomu mysi domaci jsou pritomny 4 skupiny SINE
(viz tabulka 1) (Waterson et al. 2002). Z toho diky vysledkiim porovnani genomid mysi a
potkana vime, Ze v linii vedouci k mysSi byly aktivni pouze 3 z nich (Waterson et al. 2002, Gibbs
et al. 2004). Porovnani aktivity u jednotlivych druhti je mozné také pomoci techniky dot-blot,
ktera umozni kvantifikovat ne zcela presné pocet kopii v genomu na zakladé poctu
hybridizovanych prob (Kass et al. 1997, Veniaminova et al. 2007c). Vzhledem ke Spatné
sensitivité této metody lze porovnavat rozdily v aktivité mezi jednotlivymi skupinami
(rodinami) elementi spiSe nez odhalovat rozdily v aktivité mezi jednotlivymi podrodinami.
Tedy studii zabyvajicich se rozdily mezi aktivitou jednotlivych podrodin je poskrovnu, jako
priklad lze uvést praci Kass et al. (1997).

Presto i porovnani aktivity jednotlivych rodin elementii mezi hlodavci mize leccos
vypovédét o aktivité téchto elementl v genomu mysi. Z kvantifika¢nich analyz jasné vyplyva, ze
vlinii vedouci od spolecného predka potkana (Rattus norvegicus) a mysSi domaci (Mus
musculus) k mysi byly jednotlivé rodiny rizné aktivni. V piipadé B2 elementt Ize vidét vyrazné
zvySeni jejich aktivity v Muroidni linii (Cricetidae, Muridae) ve srovnani se zastupci Sciuroidni a
Hystricognathni linie (Kass et al. 1997). U vybranych druhti Muroidea tito autofi pomoci dot-
blot analyzy odhadli konstantni pocet B2 elementti na 80 000 kopii. V dnesSni dobé jiZ v pripadé
potkana a mysi diky sekvenacnim projektlim zname piesné pocty u obou druhii (mys: 348 000,
potkan: 328 000) (Waterson et al. 2002, Gibbs et al. 2004). Lze vidét, Ze vysledky dot-blot
analyzy jsou silné podhodnoceny, piresto ndm vsak davaji urcitou informaci, diky které je
mozné porovnat pocet elementii mezi jednotlivymi druhy. Kass et al. (1997) odhadli u Sciurus
carolinensis 2500 elementl, u obou zastupci Hystricognathi (Myocaster coypus, Cavia
porcellus) pak méné nez 100 kopii na cely genom. Kass et al. (1997) vychdazeli ze staré
fylogeneze hlodavcii (Sarich 1985), kde Hystricognathi tvofi sesterskou skupinu skupiné
Sciurognathi, ktera zahrnuje jak Sciuroidni linii, tak i linii Muroidni. Autofi se tedy domnivali,
Ze u hlodavcli dochazelo k postupnému nartstu aktivity B2 elementd smérem k mysi domaci
(Mus musculus). U skupiny Muroidea, jak uvadi Kass et al. (1997), pak doSlo k velmi vyraznému
zvySeni jejich aktivity, ktera je v podstaté typicka pro vSechny zkoumané druhy. Vyplyva to i

z analyzy genomll mysi a potkana, kde jsou de facto pocty velmi podobné (Waterson et al.
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2002, Gibbs et al. 2004). VySe zminéné schéma je vSak v rozporu s vysledky nejnovéjSich
fylogenetickych analyz skupiny Rodentia zaloZenych jak na sekvencni divergenci dvou
nuklearnich genti (Adkins 2003), tak i na piitomnosti/absenci fylogeneticky vyznamnych SINE
inserci (Veniaminova et al. 2007a, Churakov et al. 2010). Obé analyzy se shoduji na faktu, Ze
Sciurognathni linie je bazalni skupinou hlodavct a Hystricognathni a Muroidni linie pak tvofi
monofylum. To znamenad, Ze v piipadé aktivity B2 elementl se nejedna o vzestupny trend
v jedné linii hlodavct, ale spiSe o riiznou aktivitu u rtiznych skupin hlodavci. Presto vsak jejich
aktivita u jednotlivych skupin nevariruje tolik, jako v pripadé jinych rodin elementi (viz dale).
Piejdeme-li na tiroven podrodin, miizeme zminit praci Stehlikova (2009). Z této analyzy
na zakladé pritomnosti polymorfnich inserci mezi dvéma poddruhy mySi domaci jednoznac¢né
vyplyva, Ze v soucasnych populacich Mus musculus jsou B2 elementy velmi aktivni. Mezi
recentné aktivnimi elementy prevazuji B2 pattici do podrodiny Mm1la. Zatimco podrodiny
Mm1t a Mm2 jsou zastoupeny velmi zfidka. Recentni velmi vyrazna aktivita B2 elementti byla
potvrzena i diky celogenomovému srovnani délkovych polymorfismi mezi 5 Kklasickymi
laboratornimi kmeny, kde B2 elementy, co se pocetnosti tyce, zaujimaly hned druhé misto za

L1 elementy (Akagi et al. 2008) (viz obrazek 7).

variants (x 1000)

4 = L1
L B2
5 - [Hs1
ERV1

. Simple repeat
Low complexity

2 3 4
log10 length (nt)

Obrazek 7: Zastoupeni retrotransposonti detekovanych srovnanim nékolika genomiti
laboratornich inbrednich kmeni odvozenych od mysi domaci (z Akagi et al. 2008).
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V pripadé B1 element(i, na které se mj. zamérim v mé diplomové praci, nelze mluvit
vramci skupiny Rodentia o Zadném jednozna¢ném trendu, ktery by bylo moZno spatfit na
prvni pohled. Ze studie Veniaminova et al. (2007c) vyplynulo, Ze u jednotlivych druhti se pocet
kopif na genom znacné liSi i v ramci jednotlivych celedi. Veniaminova et al. (2007c) pouzili
stejnou techniku jako Kass et al. (1997). Diky znalosti piesnych pocti B1 elementl v genomu
mysi a ID elementli vgenomu potkana, vSak byli schopni velmi presné kalibrovat pocet
elementd v genomech. Pokud by skutecné nebyl Zadny trend a u jednotlivych druhti by pocet
kopif variroval od nékolika tisic az po stovky tisic, ukazovalo by to na velmi recentni paralelni
aktivitu téchto elementii u jednotlivych studovanych druhg, jednotlivé druhy by tedy navzajem
sdilely jen velmi malo elementt, coz je velmi malo pravdépodobné. Toto je pripad skupiny
Hystricognathi, kde i u velmi piibuznych druhii se pocty kopii lisi o statisice s tim, Ze nékteré
druhy maji jen nékolik tisic téchto elementi (Hystricidae, Octodontidae), zatimco jiné druhy
maji aZ nékolik stovek tisic kopii (Chinchillidae). PrestoZe i ve skupiné Muroidea jsou znat
znacné rozdily v pocCtu kopii téchto elementt, 1ze sledovat jejich jasny narist. To Ize vidét na
prikladu potkana (Rattus norvegicus), ktery ze vSech studovanych zastupct skupiny Muroidea
ma kopii nejméné, presto jejich pocet dosahuje 384 000 (RGSPR 2005, Veniaminova et al.
2007c). Vgenomu mysi je vSak tento pocet témeér dvojndsobny (Waterson et al. 2002,
Veniaminova et al. 2007c). V ptipadé celé Sciurognathni linie jsou pocty nizké a rozdily mezi
jednotlivymi druhy minimalni. Lze tedy rici, Ze stejné jako v pripadé B2 elementli, doslo u
skupiny Muroidea ke znacnému nartiistu aktivity B1 elementf.

Detailnéjsi analyzu zabyvajici se aktivitou jednotlivych podrodin B1 element provedli
dveé studie (Quentin 1989, Kass et al. 2000). Quentin (1989) na zakladé znalosti 47 sekvenci B1
dostupnych vté dobé v databazi GenBank, definoval 6 podrodin (A, B, C, D, E, F) a urcil
specifickd mista, kterymi se jednotlivé podrodiny lisi. Schéma evoluce B1 podrodin je
znazornéno na obrazku (obrazek 3). Na zakladé divergence sekvenci v ramci jednotlivych
podrodin byl autor schopen datovat stari téchto podrodin a urcit tak, u kterych druhti je mozné
je nalézt. Podrodiny F, E a D byly pritomny u spole¢ného ptredka Cricetidae a Muridae. Dalsi 3
podrodiny A, B a C jsou piitomny jen v genomu mysi.

Kass et al. (2000) ovéroval aktivitu jednotlivych podrodin definovanych ve studii
Quentin (1989) u nékolika zastupcii celedi Muridae (M. musculus musculus, M. m. domesticus, M.
m. castaneus, M. spretus, M. hortulanus, M. caroli, M. pahari) tak, aby bylo zachyceno co nejvice

variability mezi aktivitou jednotlivych podrodin B1 elementd. Autofi testovali celkem 10
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elementl patticich do 4 podrodin - A(2), B(4), C(2) a D(2). Diky znalosti stafi jednotlivych
druhti mysi (zaloZeno na Boursot et al. 1993), byli schopni viceméné urcit, kdy k inserci daného
elementu doslo. Analyza ukazala, Ze rodina B, ktera je povazovana Quentinem (1989) za
nejmladsi, byla aktivni uz u spole¢ného predka druhti M. musculus, M. hortulanus a M. spretus -
tedy mezi 1-3 miliony let. Stafi nejmladsich inserci je pak odhadovano na méné nez 0,5 milionu
let. Stejné schéma de facto ukazuje podrodina A. Aktivita podrodiny C je na zakladé 2 inserci
autory odhadovana na 1-6 milionu let s piitomnosti u 3 vyse zminovanych druht a navic druhu
M. caroli. Podobné schéma lze vidét i v pripadé posledni podrodiny D, kde aktivita jde vice do
minulosti a inserci lze nalézt i u druhu M. pahari (1-? milionu let). Vzhledem k faktu, Ze se
aktivity v obdobi 1-3 milionu prekryvaji, autori naznacuji pritomnost vice tzv. ,master” gent,
které slouzi jako zdrojové kopie pro jednotlivé podrodiny nezavisle na sobé.

Poté, co byl osekvenovan mysi genom (Waterson et al. 2002), bylo zverejnéno

v databazi RepBase (http://www.girinst.org/) 10 podrodin B1 elementt, které, jak uz jsem

uvedl v ivodni kapitole, nikterak neodpovidaji Quentinem (1989) definovanym podrodinam.
Lze tedy oCekavat, Ze problematika aktivity jednotlivych podrodin bude jesté komplexnéjsi, nez

ji uvedli Quentin (1989) a Kass et al. (2000).

24211

Z hlediska porovnavani aktivity jednotlivych podrodin jsou L1 elementy mnohem lépe
prozkoumany neZ vySe zminované SINE. Divodem muzZe byt fakt, Ze jednotlivé podrodiny L1,
jak uzZ jsem uvadél v prvni kapitole, jsou velmi dobie definované na zakladé strukturalnich
zmén 5 UTR a LPR regionu na zacatku ORF1 (Mears & Hutchison 2001). Také
z biomedicinského hlediska je studium L1 elementli velmi dileZité, vzhledem k tomu, Ze L1
kéduji reverzni transkriptazu, a jsou tak zdrojem rady de novo mutaci (Ostertag & Kazazian
2001). Na rozdil od SINE, byla také L1 aktivita porovnavana spiSe na mensi Skale u nékolika
ptribuznych druht, nezli u velké skupiny jako jsou Rodentia (Pascale et al. 1990, Casavant &
Hardies 1994, Saxton & Martin 1998, Rebuzzini et al. 2009).

Na zakladé pritomnosti velkého mnoZstvi recentnich kopii L1 v genomu mysi lze ¥ici, Ze
celkova aktivita téchto elementl je v Muroidni linii velmi vysoka (Pascale et al. 1990, Casavant
& Hardies 1994, Saxton & Martin 1998, Waterson et al. 2002, Gibbs et al. 2004, Akagi et al.
2008). Z dlouhodobéjsiho hlediska probihala evoluce jednotlivych podrodin postupnym

vznikem podrodiny novéjsi z podrodiny predchazejici (Adey et al. 1994). Autori zjistili, Ze

22


http://www.girinst.org/

v linii vedouci od spole¢ného predka mysSi a potkana smérem k mySi vznikly postupné 3
podrodiny L1 (A, F, V). Rozdéleni do jednotlivych podrodin je dano typem promotoru. U
spolecného predka potkana (pred 15 miliony let (Boursot et al. 1993)) byl pritomen promotor
typu V, po odstépeni linie vedouci k mySi od linie vedouci k potkanovi byl ziskan

promotor typu F.

Vv
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Obrazek 8: Schéma evoluce jednotlivych podrodin L1 transposonti
(podle Mears & Hutchison 2000).

Z tohoto typu pak pred vice jak 2 miliony let vznikl promotor typu A. L1 majici promotor typu
A jsou dnes v genomu mysi povazovany za aktivni. Saxton & Martin (1998) zjistili, Ze kromé L1
elementli podrodiny A jsou pritomny recentni inserce i elementd, které nelze zatadit do Zzadné
z vySe uvedenych podrodin. Nasledny vyzkum ukazal, Ze se jedna o novou podrodinu, ktera
vznikla rekombinaci staré, neaktivni F podrodiny a aktivni podrodiny A. Autofi tuto podrodinu
pak nazvali T sindexem F (Tg) jako ,Transposable F“. Na zakladé kombinace variant
promotorovych monomert a jizZ zmifiovaného LPR na 5’ konci ORF1, bylo moZno rozdélit L1
podrodiny mnohem jemnéji (Mears & Hutchison 2001). V soucasné dobé jsou tedy aktivni 3

podrodiny (viz obrazek). Dvé podrodiny jsou odvozeny od rekombinac¢ni podrodiny Tr. Jedna

23



se 0 Trz-II a Tr1-I. Predpokladana doba vzniku téchto dvou podrodin je pred 140 000 lety a
850 000 lety. Treti aktivni podrodina (A-I) obsahuje promotor monomery typu A a jeji vznik se
odhaduje na dobu pred 210 000 let (viz obrazek 8).

Vysoka aktivita L1 v genomu mysi v soucasnosti stale pretrvava. Akagi et al. (2008)
provedli srovnani CNV (Copy Number Variants) mezi péti mySimi laboratornimi kmeny, ze
kterého vyplynulo, Ze nejvétsi podil na insercnich/dele¢nich polymorfismech maji pravé L1
elementy (obrazek 7). Studie hodnotici kvantitativni variabilitu L1 u 5 blizce pribuznych druht
mySi vCetné M. musculus zjistila, Ze smérem k M. musculus (zvlasté pak poddruhu M. m.
domesticus) doslo k velkému nartstu aktivity (Rebuzzini et al. 2009). Ani jedna z dvou vyse
uvedenych studii vSak nezjistovala zarazeni L1 do konkrétnich podrodin. Z tohoto pohledu
bude tedy zajimavé zjistit, které z podrodin jsou v populaci mySi domdaci zastoupeny

v polymorfnim a tedy aktivnim stavu.

2.5 VYUZITI RETROTRANSPOSONU V POPULACNI GENETICE

Retrotransposony vzhledem Kk jejich povaze Sifeni v genomech organismi predstavuji
velmi idedlni markery pro uZiti v populacni genetice (Shedlock & Okada 2000). Ve srovnani
s bézné uzivanymi typy markert (mikrosatelity, RFLP, SNP) maji nékolik vyhod. Jednou z nich
je, Ze v pripadé retrotransposonii je zndm pocatecni stav (Batzer et al. 1994), kterym je
absence inserce. Druhou nespornou vyhodou ve srovnani s béZznymi typy markerd je, Ze
v pripadé retrotransposont je velmi mald pravdépodobnost vzniku homoplazie (Batzer &
Deininger 1991). JiZ tyto dvé vlastnosti predurcuji retrotransposony k tomu, aby byly velmi
vhodnymi markery. Pfihlédneme-li jesté k faktu, Ze genotypy lze velmi jednoduse ziskat pouze
z vysledku elektroforézy bez nutnosti sekvenace (Munclinger et al. 2003), lze je povaZovat za
témér idealni markery.

O jejich vyznamnosti jako populacné genetickych markeri svédci do dneSni doby velké
mnozstvi publikovanych studii. Drtiva vétsSina téchto studii je zacilena na lidskou populacni
genetiku. Vyznamnou roli tyto markery sehrdly pri potvrzeni hypotézy ,Out of Africa“
v pripadé lidské populace (Batzer et al. 1994, Sherry et al. 1997, Stoneking et al. 1997).
Nasledovaly pak dalsi studie zabyvajici se lidskou popula¢ni strukturou (Watkins et al. 2001,
Bamshad et al. 2003, Watkins et al. 2003, Whiterspoon et al. 2006).
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Presto vSak jiz byly publikovany studie, které prinejmensim snizuji vyznam
retrotransposont jako idealnich markert. V této souvislosti je nutné zminit studii Ray et al.
(2006), ktera byla zacilena na diskrepance mezi pritomnosti inserci a fylogenezi danych blizce
piibuznych druht. Ukazalo se, Ze tyto diskrepance mohou mit nékolik pri¢in. Jedna se o hlavné
o pretrvavani ancestralniho polymorfismu vlivem nekompletniho lineage sortingu, ktery
zminuje jiZ Shedlock et al. (2004 ). Dale pak jsou to: paralelni inserce, excise inserce a paralogni
inserce. Ve zkratce se v pripadé paralelni inserce jedna o vloZeni retrotransposonu na stejné
misto vgenomu u dvou jedincli/druhli nezavisle na sobé. V pripadé excise inserce dojde
k deleci retrotransposonu pomoci TSD (Target Site Duplication). Posledni moZnosti je fakt, Ze
nékteré oblasti jsou v genomu duplikovany a pokud dojde k vloZeni retrotransposonu jen do
jednoho mista, pak se vysledny genotyp jevi jako heterozygotni. Detailné tuto problematiku

shrnula Stehlikova (2009).
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3. CILE PRACE

1. Najit polymorfni inserce, které vznikly recentni aktivitou retrotransposonii v genomu
mySi domaci

2. Porovnat aktivitu jednotlivych podrodin v ramci rodin B1 a L1 retrotransposont

3. Porovnat aktivitu mezi rodinami L1 a B1 a také mezi rodinou B2, ktera byla testovana
Stehlikovou (2009)

4. Urcit inserce vhodné jako marker pro vyuziti v populac¢ni genetice mysi domaci

26



4. MATERIAL A METODIKA

4.1 ANALYZA KONSENSUALNICH SEKVENCIi B1 PODRODIN

Jednim z cili mé diplomové prace bylo porovnat rozdily mezi dvéma Klasifikacnimi
systémy podrodin B1 retrotransposont. Pivodni systém definovany Quentinem (1989) byl

porovnavan s novym systémem pouzivanym databazi RepBase (http://www.girinst.org/).

Konsensualni sekvence jednotlivych podrodin byly staZzeny z databaze RepBase (zdrojovy
soubor je uveden vpriloze 1) a zc¢lanku Quentin (1989). Pomoci programu BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html) byly sekvence alignovany a poté manualné

hledany diagnostické mutace u podrodiny pochdazejicich z databaze RepBase. Tyto sekvence
byly nasledné porovnavany s konsensualnimi sekvencemi definovanymi Quentinem (1989).

K rekonstrukci fylogeneze byly pouZity metody Maximum Parsimony v programu

MEGA4 (http://www.megasoftware.net/) a Median-Joining Networks (Bandelt et al. 1999)

v programu Network (http: //www.fluxus-engineering.com/index.htm).

4.2 SEKVENCNI ANALYZA RECENTNE AKTIVNICH L1 A B1
RETROTRANSPOSONU

4.2.1 ZISKAN POTENCIALNE POLYMORFNICH B1 A L1 RETROTRANSPOSONU

K ziskani polymorfnich inserci je nejvhodnéjsi srovnani sekvenci alespoii dvou genom®.
K porovnani jsme pouZili referenéni genom mysi domaci kmene C57BL/6] (Mouse Genome
Sequencing Consortium 2002), ktery je z vétsi Casti odvozen od poddruhu M. m. domesticus
(Yang et al. 2007, Frazer et al. 2008). Jako druhy jsme pouzili ¢astecné osekvenovany genom
kmene MSM/Ms (Abe et al. 2004). MSM/Ms je odvozen od japonskych mysi oznacovanych jako
M. m. molossinus, které vznikly prirozenou hybridizaci poddruhti M. m. musculus a M. m.
castaneus (Boursot 1993). Sekvence MSM/Ms byla zvefejnéna ve formé tzv. BACenda (hruby
vystup sekvenacni procedury), se kterymi jsme pracovali (Abe et al. 2004). BACendy jsme
pouzitim programu BLAT na serveru UCSC (celogenomova databaze)

(http://genome.ucsc.edu/) alignovali na referen¢ni genom C57BL/6]. Pomoci této strategie se
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nam podarilo identifikovat indely (inserce/delece), kterymi se mezi sebou lisi tyto dva genomy
(C57BL/6] vs. MSM/Ms). Koordinaty indeli v referencnim genomu (C57BL/6]) byly staZzeny

pomoci webového rozhrani programu BLAT. Z diivodu presnosti byly sekvence stazeny pomoci

bioinformatického modulu BioPerl (http://www.bioperl.org/) zlokalni genomové databaze

C57BL/6] (stazena z NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/M musculus/) a MSM/Ms (na

vyzadani zaslany autory (Abe et al. 2004)). Charakterizaci indelii jsme provedli pomoci

webového rozhrani programu RepeatMasker (http://www.repeat masker.org/), ktery nam

umoZnil verifikovat, zdali se jedna o repetitivni element popf. zaradit jej do rodiny/podrodiny.
Jednotlivé inserce byly zafazeny programem RepeatMasker do nékolika rodin. Nasledné jsme
se rozhodli charakterizovat 3 nejpocetnéjsi a recentné aktivni skupiny retroelementt - L1, B1,
B2. B2 elementy testovala a vysledky zverejnila Jaroslava Stehlikova ve své diplomové praci v r.

2009. Ve své diplomové praci jsem se zaméfil na testovani L1 a B1 elementd.

4.2.2 ZiSKANT POLYMORFNICH RECENTNE AKTIVNICH L1 A B1 RETROTRANSPOSONU

Postup popisovany vysSe poskytl pouze hrubé vysledky. Po vizudlni inspekci bylo zirejmé,
Ze Fada inserci nebyla zplisobena recentni aktivitou retrotransposoni vySe zminiovanych rodin.
Velmi ¢asto se jednalo o pripad, kdy retrotransposon samotny tvofril jen ¢ast inserce. Zbyla ¢ast
byla tvorena sekvenci, u niZ nebylo mozné urcit plivod, popiipadé byla dana inserce tvorena
vice retrotransposony. V téchto pripadech s nejvétsi pravdépodobnosti inserce nevznikly
aktivitou retrotransposonu samotného (retrotransposici), ale spiSe procesem nehomologni
rekombinace. Vzhledem k faktu, Ze cilem mé diplomové prace nebylo nalézt pouze
polymorfismy, ale zjistit, které rodiny retroelementi jsou v soucasnosti svoji aktivitou
zodpovédné za vznik inserci, bylo nutné ptipady, které vznikly jinym procesem, nez je
retrotransposice, vyloucit. Toto bylo provedeno nékolikakrokovym filtracnim procesem
vystupniho souboru programu RepeatMasker, jehoZ tcelem bylo zajistit, aby na konci ziistaly
pouze inserce zpusobené pravé retrotransposici. V priibéhu 3 krokd se plivodni pocet
retrotransposonti obou skupin (L1 a B1) nalezenych inserci sniZil asi o 30 %. PocCty inserci

v jednotlivych krocich jsou shrnuty v tabulce 2.

28


http://www.bioperl.org/
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/M_musculus/

Tabulka 2:

Pocet B1 Pocet L1

Krok , o , o

zaznamu zaznamu
1. 66 164
2. 58 127
3. 49 116

Krok 1: Nalezeni L1 a B1 retrotransposonti

Cilem tohoto kroku bylo vyloucit z vystupniho souboru RepeatMasker zaznamy patiici do
jinych rodin, nez jsou B1 a L1 retroelementy. Zaroven také zadznamy predstavujici ,simple

repeat” nebo ,low komplexity repeat”. Zde je tfeba zminit, Ze v tomto kroku zaznam # inserce.

Soubor obsahoval vice zdznami pro jednu inserci (viz nasledujici krok).

Krok 2: Vylouceni inserci majicich vice zdznamii

Soubor z predchoziho kroku obsahoval inserce, které mély vice zaznami - tzn. inserce byla
tvorena 2 a vice retrotransposony z rodiny B1 nebo L1. Z tabulky byly tedy nasledné vylouceny

duplicitni zdznamy. Takto byly vylouceny celkem 4 B1 inserce a 18 L1 inserci.

Krok 3: Nalezenfi inserci zptisobenych aktivitou retrotransposonu

Jak jsem zminil vySe, vpripadé rady inserci nebyla za jejich vznik zodpovédna
retrotransposice, ale spiSe nehomologni rekombinace. Cilem tohoto kroku bylo nalézt pouze
takové inserce, u kterych lze sjistotou rici, Ze vznikly recentni retrotransposici - tzn. délka
inserce ~ délka retrotransposonu. Tohoto bylo vyuzito pfi nastaveni filtru - byly vyrazeny
inserce zacinajici dale nez 30 nt v ptipadé B1 a 40 nt v pripadé L1 od zacatku a koncici dale nez

100 nt od konce sekvence u obou rodin (seznam nalezenych inserci je uveden v priloze 2).

4.2.3 UPRAVA A ANALYZA SEKVENCI

Sekvence byly alignovany pomoci programu ClustalW, ktery byl soucasti programu

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedithtml) a nasledné pomoci stejného

programu ruc¢né upraveny.

Vypocet entropie
Entropie udava variabilitu daného mista v sekvenci na zakladé srovnani souboru 2 a vice
sekvenci. K vypoctu entropie byl pouzit program BioEdit. Graf byl nasledné zobrazen pomoci R

(http://www.r-project.org/).

29


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
http://www.r-project.org/

Vzorec pro vypocet entropie pro dané misto Hp) je:

Hp) = -Z fo,mlogafp,p),

kde p oznacuje posici v sekvenci, b pak dané residuum a fp,p) je frekvence daného residua na

dané posici.

Mismatch distribution
K ziskani frekvenci parovych rozdili mezi sekvencemi v ramci podrodin B1 retrotransposonti

byl pouZit program DNAsp (http://www.ub.edu/dnasp/).

4.2.4 NAVRZENI PRIMERU

Dalsim krokem bylo navrzeni primerti okolo nami nalezenych inserci. Primery byly
navrhovany na referenc¢ni sekvenci z C57BL/6] bez ohledu, jestli nalezena inserce byla
pritomna vtomto kmeni nebo v MSM/Ms. Pomoci bioinformatického modulu BioPerl byla
staZena sekvence inserce z referenéniho genomu C57BL/6] spolu s 500 bp genomové sekvence
na kazdou stranu od mista inserce. Tedy v pripadé, Ze inserce byla v MSM/Ms, byla délka
stazené sekvence: 500 + 500 = 1000 bp. Pokud se inserce nachazela v C57BL/6] pak: 500 +
(délka inserce) + 500 = 1000 + (délka inserce) bp.

Abych zamezil pripadnym tzv. nespecifickym amplifikacim v pribéhu PCR, vSechny
repetitivni oblasti v 500 bp obklopujicich sekvencich byly zamaskovany pomoci N v programu
RepeatMasker. Primery byly nasledné navrZeny pomoci programu Primer3

(http://www.bioinformatics.nl/ cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi), tak aby se nasedaci

(annealingova) teplota pohybovala mezi 60 - 62 °C. U fady inserci se vSak z diivodu vysokého
obsahu repetitivnich sekvenci v jejich okoli nepodarilo navrhnout primery (viz vysledky).
Klicovym bylo také testovat navrzené primery pomoci PCR in silico na serveru UCSC

(http://genome.ucsc.edu/), abych zamezil amplifikaci vice oblasti v pripadé, Ze tato oblast

prosla duplikaci. Sekvence jednotlivych primert jsou uvedeny v ptiloze 3.

30


http://www.ub.edu/dnasp/
http://www.bioinformatics.nl/%20cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://genome.ucsc.edu/

4.3 GENOTYPIZACE L1 A B1 U 8 INBREDNICH KMENU

4.3.1 VYBER VHODNYCH KMENU

Pro zjiSténi variability danych inserci vramci komplexu M. musculus a sesterskych
taxoni jsem se rozhodl testovat pritomnost/absenci inserci na panelu 8 inbrednich kment. 6
kment bylo odvozeno od tif poddruhi M. musculus, kde od kazdého poddruhu byly testovany 2
kmeny (2 x M. musculus musculus, 2 x M. m. domesticus, 2 x M. m. castaneus), 2 kmeny pak od
sesterskych taxont (1 x M. macedonicus, 1 x M. spretus). Sumarizace jednotlivych kment je

uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3:

Nazev kmene druh poddruh stat lokalita
BZO M. musculus M. m. domesticus  Alzirsko Oran

Straas 2788 M. musculus M. m. domesticus Némecko Straas

MPB M. musculus M. m. musculus Polsko Bialowieza

CTP M. musculus M. m. castaneus  Thajsko Pathumthani
CIM M. musculus M. m. castaneus  Indie Masinagudi
Stud 2802 M. musculus M. m. musculus Ceska Republika  Studenec

SEG M. spretus Spanélsko Grenade

XBS M. macedonicus Bulharsko Slantchev Briag

4.3.2 1Z0LACE DNA
Jednotlivé vzorky byly poskytnuty ze sbirek Dr. Pavla Munclinger (P¥f UK v Praze, CR) a
Dr. Barbary Dod (Univerzita Montpellier II, Francie). Izolovand DNA vSech kmenl byla

normalizovana na koncentraci 10 ng/ul.

4.3.3 PCR
K amplifikaci chténych fragmentd jsem pouZil standardni PCR. Protokol viz tabulka 4.
VSechny inserce byly amplifikovany stejnym programem na nékolika typech thermocyclert

(M] Research Thermal Cycler, BioRad, Eppendorf). Program viz tabulka 5.

4.3.4 ELEKTROFOREZA

PCR produkty byly separovany pomoci horizontalni elektroforézy pii napéti 100 V po dobu
60 minut. K separaci byl pouzit 2 % agarozovy gel. K odecteni délky amplifikovanych fragmenti byl
pouzit standard (100bp DNA ladder plus Gene Ruler™, Fermentas).
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Tabulka 4:

slozky PCR | objem1 zdrojova koncova
smési PCR (nl) Kkoncentrace koncentrace
pufr (10x) 1.50 10x
dNTPs 1.50 2.00 mM 0.20 mM
MgCI2 1.20 25.00 mM 2.00 mM
Primer F 1.00 0.15 mM 0.01 mM
Primer R 1.00 0.15 mM 0.01 mM
Taq 0.10 100.00 mM 0.67 mM
H20 3.70
DNA 5 10 3.33 ng/ul
Celkem 1 PCR 15
Tabulka 5:
Teplota Délka faze Pocet
cykli
95 oC 3 min 1x
95 °C 45s
62 °C 45s 35x
72°C 45s
72°C 10 min 1x

4.3.5 HODNOCENI VYSLEDKU ELEKTROFOREZY

Po separaci amplifikovanych fragmentti pomoci elektroforézy bylo moZno odecist délku

jednotlivych fragmentl a urcit tak, na zakladé predchozi znalosti o¢ekdvané délky v pripadé

pritomnosti/absence inserce, zdali je u daného kmene inserce pritomna (obrazek 9).

PRESENCE

=
_g“ulll"g cass -

" ABSENCE

Obrazek 9: Znazornéni vysledki elektroforézy. Prouzky oznaceny
modre jsou fragmenty obsahujici inserci. Prouzky oznaceny
Cerveneé jsou pak fragmenty bez inserce.
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5. VYSLEDKY

5.1 ANALYZA KONSENSUALNICH SEKVENCI B1 PODRODIN

5.1.1 ANALYZA KONSENSUALNICH SEKVENC{ B1 PODRODIN Z DATABAZE REPBASE

Konsensualni sekvence 10 B1 podrodin staZené z databaze RepBase (3.6.2010) byly
rozdéleny do 3 skupin na zakladé taxonomického zarazeni v RepBase. Skupina Mus zahrnuje 3
podrodiny (Mm, Mus1, Mus2), které jsou podle taxonomického zatrazeni pritomny u rodu Mus
bez jakékoliv dalsi specifikace. Druha skupina nazvana Mur zahrnuje 4 podrodiny (Mur1, Mur2,
Mur3, Mur4), které jsou pritomny u Celedé Muridae. Posledni je skupina F, ktera zahrnuje 3
podrodiny (F, F1, F2). Zastupci skupiny F evolu¢né predchazely skupiné Mur, z informaci
uvedenych v RepBase vsak neni ziejmé, pro kterou taxonomickou jednotku v ramci hlodavct
jsou charakteristické. Sekvence jednotlivych podrodin byly nasledné alignovany (priloha 5 a 6)
a extrahovany posice, ve kterych se jednotlivé podrodiny liSily (tabulka 7). Celkem takto bylo
extrahovano 36 posic vcetné inserci a deleci. Konsensudlni sekvence jednotlivych podrodin
byly porovnavany k B1 konsensu odvozenému z téchto sekvenci. Jednotlivé baze v B1
konsensu odpovidaly vZidy majoritné zastoupené (>50 %) bazi pri srovnani sekvenci
jednotlivych podrodin.

Z tabulky (tabulka 7) lze vycist, Ze skupiny Mus a F je mozZné velmi dobfie
charakterizovat. Skupina Mus se vyznacuje, ve srovnani s ostatnimi, 2 bodovymi mutacemi
(61T a 139G) a deleci dinukleotidu TG na posici 67/68. Skupina F je charakteristicka 3
bodovymi mutacemi (17A, 25G, 56A). V pripadé skupiny Mur nelze nalézt Zadné exkluzivni
mutace. Tuto skupinu lze tedy rozeznat jediné kombinaci nukleotid{i na vSech posicich, kterymi
se lisi od obou predchozich skupin. Zatazeni B1 retrotransposont do jednotlivych skupin lze

tedy shrnout zplisobem uvedenym v tabulce 6:

Tabulka 6: Mutace charakteristické pro skupiny podrodin

Bodové mutace Indel
Mus 17G, 25T, 56C, 61T, 139G 67-, 68-
Mur 176, 25T, 56C, 61C, 139A 67T, 68G
F 17a, 25G, 56A, 61C, 139A 67T, 68G
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50 Must I Mus konsensualnich sekvenci podrodin B1
B6 Mm retrotransposont stazenych z databaze
93 Murd RepBase.
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Mur2
i Mur1 Obrazek 10: Vysledek Maximux
58 F2 Parsimony. Jako outgroup byla pouzita
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Obrazek 11: Vysledek Median-Joining Network. Nahote - hladina
tolerance 1, dole - hladina tolerance 2

5.1.2 EVOLUCNI VZTAHY JEDNOTLIVYCH PODRODIN B1

Kurceni evolucnich vztahli B1 podrodin byly uzity 2 metody. Vysledek metody
Maximal Parsimony (viz kapitola Material a metodika) potvrdil fylogenezi jednotlivych
skupin v poradi F->Mur->Mus (obrazek 10). Jako outgroup byla pouzita sekvence 7SL
RNA pouzita v ¢lanku Quentin (1992). Analyza neumoznovala zahrnout inserce a delece.
AZ na evolu¢né nejmladsi skupinu Mus bylo mozné urcit kladogenezi jednotlivych
podrodin B1 retrostransposonti.

Vzhledem k nejasnym evolu¢nim vztahlim vramci skupiny Mus byla pouzita

metoda Median-Joining Network (viz kapitola Material a metodika). Tato metoda
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umoziuje velmi efektivné pracovat s daty, ktera nejsou evolucné prilis vzdalena a jsou
tak vjednom case pritomni jak potomci, tak i ancestralni stavy. Jednotlivé zamény byly
vazeny stejné - defoltni hodnotou 10 - bez ohledu na typ mutace. Byly testovany 2
hladiny tolerance (€) pti vyhledavani odpovidajici sité. Algoritmus nastaveny na hladinu
tolerance 1 (& = 0) povaZoval kaZdou mutaci za unikatni, na hladiné tolerance 2 (¢ = 10 -
odpovida vaze jedné mutace) pak toleroval 1 mutaci (bez ohledu na typ mutace). Tedy
v pripadé hladiny tolerance 2 algoritmus toleroval vice mezistavl, které nebyly
zaznamendany v pripadé hladiny tolerance 1. Z obrazku (obrazek 11) je ziejmé, Ze pro
rizné hladiny tolerance dostavame pro mladsi podrodiny 2 rtzné vysledky. Pti hladiné
tolerance 1 je vysledkem jeden moZny scénar evoluce B1 podrodin. Je jim jeden chybéjici
stav mezi podrodinami Mur3 a MusZ2, od kterého byla odvozena podrodina Mur4 (viz
zeleny ramecek). Dlivodem tohoto vétveni je inserce G na posici 9, ktera vznikla mohem
diive neZ stejna inserce v pripadé podrodiny Musl. Ddale je z obrazku (obrazek 11
nahore) ziejma dichotomie se zndmym ancestradlnim stavem. Timto ancestralnim
stavem je podrodina Mus2, ze které vznikly dvé podrodiny: Musl a Mm (Cerveny
ramecek). Otazkou je, zdali z Mus2 vznikla jedna z dvou novych podrodin mutaci, ¢i ma
kazda svou vlastni zdrojovou kopii. Pro hladinu tolerance 2 (obrazek 11 dole),
vytvorenim dvou moZnych mezistavii, byly navrzeny 3 moZnosti evoluce 4 nejmladsich
rodin (obrazek 12). Vzhledem k faktu, Ze v pripadé (c) by muselo dojit paralelné dvakrat
k deleci dinukleotidu TG na posicich 67 a 68, povaZuji za nejpravdépodobnéjsi pouze
moZnosti (a) a (b) s tim, Ze moZnost (a) je de facto moZnost, ktera vysla pri uZziti hladiny
tolerance 1. Tedy za druhou moZnou alternativu lze povazovat scénar (b), kde predkem
vSech 3 podrodin ze skupiny Mus je podrodina Mur4. Chybi tedy spolecny piredek Mus1
a Mus2 majici inserci G na posici 9 a zaroven deleci vySe zminéného dinukleotidu.

Z obrazku je ziejmé, Ze nelze jednoznacné urcit, které ze dvou navrhovanych
schémat je pravdépodobnéjsi. Jediny rozdil mezi scénarem (a) a (b) je na posici 9. Jedna
se o inserci G. V pripadé (a) by muselo dojit dvakrat nezavisle na sobé k dané inserci,

zatimco v pripadé (b) nejprve k inserci a poté k deleci.
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5.1.3 POROVNANI PODRODIN Z REPBASE A PODRODIN DEFINOVANYCH QUENTINEM
(1989)

Konsensualni sekvence podrodin z RepBase jsou vytvareny na zdkladé souboru

mysich B1 z celého genomu (http://www.girinst.org/). Zatimco podrodiny definované
Quentinem (1989) byly ustanoveny dlouho pred osekvenovanim mysiho genomu a jsou
tedy definovany pouze na zakladé nékolika v té dobé& znamych sekvenci (viz Uvod). Aby
bylo moZno diskutovat mé vysledky s pfedchozimi autory, bylo nutno porovnat tyto dva
systémy Kklasifikace a pokusit se priradit navzajem jednotlivé podrodiny.

V tabulce (tabulka 8) byly podrodiny definované Quentinem (1989) prifazovany
na zakladé sekvencni podobnosti k podrodinam z databdze RepBase. Ktomuto
porovnani byly vytrazeny rychle mutujici CpG pary. Z Quentinovych (1989) podrodin
bylo moZno bez jediného rozdilu pritadit pouze dvé podrodiny. Jednalo se o B1B a B1D
podrodiny, které odpovidaly B1_Mm a B1_Mus2 z RepBase. Ostatni podrodiny se liSily
vZdy jednou posici od konsensudlnich sekvenci z RepBase. Podrodiné B1A, ktera
predchazela podrodiné B1B, v podstaté nejvice odpovidala stejné jako B1B podrodiné
B1_Mm. Jediny rozdil byl cytosin na posici 120 misto thyminu v pripadé B1_Mm.
Podrodina B1C viceméné odpovidala podrodiné Mus1, liSila se od ni opét na posici 120.
B1C misto cytosinu méla thymin. Podrodina B1E odpovidala podrodiné Mur3 s rozdilem
absence dinukleotidové inserce na posicich 67 a 68. Nejstarsi Quentinova (1989)
podrodina B1F se v mém piirazeni nejvice shodovala s podrodinou Mur2. Rozdilem byl
cytosin misto thyminu na posici 122. Detailnéji bude tato problematika probrana

v diskusi.
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Tabulka 8:

Srovnani Klasifikacniho systému podrodin B1 z databaze RepBase a systému vytvoreného Quentinem (1989).
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Zluté jsou vyznaceny posice definované Quentinem (1989) jako diagnostické. Modre jsou pak oznaceny posice, kterymi se lisily jednotlivé konsensualni
sekvence podrodin B1 stazené z databaze RepBase.
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5.2 SEKVENCNI ANALYZA RECENTNE AKTIVNiCH L1 A B1
RETROTRANSPOSONU

5.2.1 RECENTNE AKTIVN{ PODRODINY

Na zakladé sekvencni podobnosti ke konsensu byly jednotlivé inserce pomoci
programu RepeatMasker zarazeny do podrodin. Celkem 49 B1 retrotransposont bylo
zatrazeno do 4 podrodin s tim, Ze nejpocetnéji zastoupeni byli zastupci podrodin Mm a
Mus2. Pouze 5 zastupct bylo nalezeno v pripadé podrodiny Mus1 a jen jeden zastupce
podrodiny Mur4. V pripadé L1 retrotransposonti bylo nalezeno celkem 5 podrodin.
Podrodina L1_Mm, kterd nebyla definovana autory Mears & Hutchison 2001, byla
zastoupena pouze 1 kopii. Nejvice byly zastoupeny podrodiny A a T s 43 a 41 kopiemi.
Mensi pocetni zastoupeni mély podrodiny F2 a F3. PoCty kopii pro jednotlivé podrodiny

jsou uvedeny v tabulce (tabulka 9).

Tabulka 9:
podrodina pocet
B1_Mm 20
B1_Mur4

Bl B1_Mus1
B1_Mus2 23
L1_Mm 1
L1Md_A 43

L1 | L1IMd_F2 23
L1Md_F3 8
L1Md_T 41

5.2.2 MSM/Ms vs. C57BL/6] pivoD

Pocty inserci se liSily v zavislosti na ptivodu. Obecné bylo nalezeno mnohem vice
inserci z kmene C57BL/6] neZ z kmene MSM /Ms. Navic byly zjiStény znacné rozdily mezi
B1 a L1 retrotransposony. V piipadé L1 retrotransposoni jich bylo nalezeno jen 8 u
MSM/Ms a 108 u C57BL/6] (tabulka 10). U rodiny B1 byly pocCty vice vyrovnané: 17 u
MSM/Ms a 32 u C57BL/6]. Tyto rozdily vysly signifikantné na hladiné a = 0,05 pfi

pouziti Fisherova exaktniho testu (p-value = 1,82 10-3).
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Tabulka 10:

kmen L1 B1
MSM/Ms 8 17
C57BL/6] 108 32

5.2.3 ANALYZA SEKVENCI

Pro naslednou sekvenc¢ni analyzu byly vybrany pouze celé nezkracené sekvence.
Toto nebylo mozné v pripadé sekvenci L1 retrotransposonti, protoZe vSechny byly
prirozené zkraceny. Distribuce délek je znazornéna na grafu (obrazek 14) s prliimérem
405 nt a medianem 367 nt. VétSina nalezenych recentnich L1 je kratSich nez 1/10 z
délky konsensu. Sekvence B1 elementli ve vétSiné piipadii dosahovaly plné délky

konsensu, proto byla analyzovana pouze tato rodina retrotransposonti.

15 20
|

Frequency
10

B -

T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

délka nt

Obrazek 14: Distribuce délek 116 recentné aktivnich

L1 retrotransposoni. Na ose X vynesena délka

jednotlivych inserci (nt), na ose y pak jejich

frekvence.
5.2.4 SROVNANI AKTIVITY PODRODIN B1 RETROTRANSPOSONU

Sekvence B1 byly rozdéleny na zakladé prislusnosti k jednotlivym podrodinam,

nasledné pak byly alignovany a ru¢né upraveny na délku konsensualni sekvence dané
podrodiny. Vzhledem k nizkému poctu kopii v ptipadé podrodiny Mus1 a Mur4 byly dale

analyzovany pouze podrodiny Mm a Mus2. Po vylouceni kratkych sekvenci se pocet

zastupcl u podrodiny Mm zmenSil na 16 a u Mus2 na 20. Vypoltem entropie (viz
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Obrazek 15: Hodnoty entropie vynesené na konsensudlni sekvenci dané podrodiny. Podrodina Mm nahoie, podrodina Mus2 dole.
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Obrazek 16: Vysledky analyzy Median-Joining Networks (g = 0, vahy = 10).
(a) nahote - podrodina Mm, (b) dole - podrodina Mus2.

43



Material a metodika) byla zjiSténa variabilita jednotlivych posic v sekvenci. Z obrazku
(obrazek 15) je zrejmé, Ze nejvice mutujici posice jsou CpG pary. Nékteri autori uvadéji,
Ze ve srovnani s ostatnimi posicemi, CpG pary mutuji az 10x rychleji (Xing et al. 2004).
Proto v pripadé SINE retroelementi doporucuji tato mista pred analyzou vyloucit.
Sekvence jednotlivych podrodin byly tedy alignovany ke konsensu a vSechny CpG pary
vylouceny. Nasledné byly sekvence analyzovany pomoci metody Median-Joining
Networks shladinou tolerance € = 0, vSechny posice byly vaZeny stejné defoltni
hodnotou 10. Cilem bylo zjistit pattern vétveni jednotlivych sekvenci. V obou ptipadech
se jedna o recentni inserce, proto bylo predpokladano, Ze vSechny nalezené inserce by
mohly mit jeden zdroj. Vysledné sité jsou znazornény na obrazku (obrazek 16).
Z vysledku Ize vidét, Ze obé sité maji viceméné centralni bod popft. vice bodi, od kterych
se odvétvuji ostatni. Pfesto vSak se pravdépodobné nejednd o jeden ,master gene“, ktery
je zdrojem pro ostatni kopie. V ptipadé sité pro podrodinu Mm (obrazek 16 nahote), Ize
vidét, Ze vétSina sekvenci je v centralni ¢asti, velmi ¢asto pak od ostatnich oddélena
pouze jednou mutaci, Ize nalézt i sekvence identické. Na druhou stranu nelze popfrit, Ze i
v ramci podrodiny Mm jsou sekvence velmi odvozené, které se od ostatnich lisi az 11
mutacemi. V pripadé podrodiny Mus2 (obrazek 16 dole) jsou vzdalenosti ponékud
rovnomernéjsi, vice jsou zastoupeny sekvence, které jsou od sebe navzajem vzdaleny 2 i
vice mutacemi. U této podrodiny nebyly nalezeny elementy identické. Vzhledem
k vysledku analyzy Median-Joining Networks byly sekvence dale analyzovany, aby bylo
mozno urcit, zdali jsou mezi podrodinou Mm a Mus2 detekovatelné rozdily v dobé
aktivity. Pomoci programu RepeatMasker byla vypocitdna divergence od
celogenomového konsensu pro jednotlivé sekvence a pak primér divergence pro
jednotlivé podrodiny. Ukazalo se, Ze primérna divergence od konsensu v ramci téchto
dvou podrodin je de facto stejna. V pripadé podrodiny Mm je 4,1 a v pripadé podrodiny
Mus?2 je 4,17 (viz priloha 7). Vzhledem k faktu, Ze divergence je vypocitdvana na zakladé
celogenomového konsensu i mnohem starSich zastupci dané podrodiny, mlZe byt
zavadéjici pouzivat tuto miru kurceni rozdilu stari mezi dvéma soubory velmi
recentnich kopii. Mnohem relevantnéjsi je porovnavat jednotlivé recentni kopie mezi
sebou. Proto byl vypocitan pocet rozdili pro pary sekvenci (nejsou zahrnuty CpG pary)
v ramci podrodin a nasledné zobrazena distribuce téchto rozdilli (,mismatch pair-wise

distribution®). Vysledek je zobrazen na obrazku (obrazek 17). Z obrazku je patrné, Ze
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jednotlivé sekvence v ramci podrodiny Mm jsou méné odliSné, neZ sekvence v ramci
rodiny Mus2. Presto vSak nejvyssich hodnot na ose x dosahuji parova srovnani zastupci
podrodiny Mm. Jedna se konkrétné o sekvenci 19_37506476|MSMg01-237L20.T], ktera
ve vSech trech analyzach ukazuje znacné odchylené hodnoty. Od centralniho bodu
v analyze Median-Joining Network je oddélena 11 mutacemi. Pti vypoctu divergence od

konsensu dosahuje velmi vysoké hodnoty 13 %.

B Mm

B Mus2

Obrazek 17: Mismatch distribution. Distribuce parovych srovnani po¢tu mutaci mezi sekvencemi
jednotlivych podrodin. Na ose x je vynesen pocet rozdil{i, osa y znazornuje frekvenci.

5.3 GENOTYPIZACE L1 A B1 INSERCI U INBREDNICH 8 KMENU

5.3.1 VYSLEDKY GENOTYPIZACE

Ke zjisténi variability nalezenych retrotransposont u vSech poddruhii komplexu
M. musculus a u dalsich dvou druhl byly jednotlivé retrotransposony testovany na
pritomnost/absenci u nékolika inbrednich kment odvozenych od zminovanych druhii
mysi (kompletni seznam viz Materidl a metodika). Kromé zjisténi odliSné aktivity
jednotlivych podrodin bylo cilem tohoto testovani také nalézt mozné diagnostické

markery pro jednotlivé poddruhy M. musculus.
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Z celkového poctu 49 B1 retrotransposonti a 116 L1 retrotransposont bylo na
pritomnost/absenci u 8 mysich kment testovano pouze 30 B1 a 102 L1. Diivodem pro
tento sniZeny pocet byla neschopnost navrhnout primery kolem dané inserce kviili
vysokému obsahu repetitivnich oblasti obklopujicich studované inserce. V pripadé B1
doslo k vyraznéjsimu sniZeni nez v pripadé L1. Testované retrotransposony tvoii 61 %
(B1) a 88 % (L1). Nasledné byly vybrany pouze ty inserce, které bylo moZné
amplifikovat u vSech testovanych kmeni. Cely proces vybéru markerii je sumarizovan

v tabulce (tabulka 11).

Tabulka 11:

Krok Bl Rel. podet B1 L1 Rel. pocet L1
Pred navrzenim primert 49 1 116 1
Po navrZeni primert 30 0,61 102 0,88
Genotypy u vSech kmeni 23 0,47 82 0,71

V nasledujicich dvou tabulkach (tabulka 12 a 13) jsou shrnuty vysledky
laboratorni casti. Jsou zde uvedeny vSechny nalezené kombinace jednotlivych genotypt
u vSech studovanych mysich kment. Pocty inserci majicich danou kombinaci jsou pak
uvedeny zvlast pro inserce nachdazejici se v referencnim genomu C57BL/6] (gen) a

inserce nalezené v MSM/Ms (bac).

Tabulka 12: B1 retrotransposony

M. m. domesticus | M. m. musculus | M. m. castaneus M. macedonicus | M. spretus
Kateg. Straas bac | gen
2788 BZO | MPB | Stud 2802 | CIM CTP XBS SEG
1&2 a a a a a a a a 111
3&4 p a a a a a a a 0|1
a h a a a a a a 0|1
p p a a a a a a 0| 4
12 p p a p a a a a 0|1
p p h p a a a a 0|1
p p p p a a a a 01
10 h a a a p a a a 0|1
p p a a p p a a 01
11 a a p p p a a a 110
a a a p p p a a 110
13 a a p p p a p a 110
p p a p p a a p 01
p p p p p a a p 01
p p a a a a p p 0| 2

S
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a a p p p p 0
a a p p p p p p
14 p p 0
Tabulka 13: L1 retrotransposony
M. m. domesticus M. m. musculus | M. m. castaneus | M. macedonicus | M. spretus
Kateg [ Straas bac | gen
2788 BZO |MPB CIM CTP XBS SEG
1&2 a a a a a a a 2 110
h a a a a a a 0] 1
p a a a a a a 0|11
3&4 p h a a a a a 0
a p a a a a a 0 3
p p a a a a a 0 | 23
12 a a p a a a a 210
p p p a a a a 0|1
p a a p a a a 0 1
a p a p a a a 0 1
p p a p a a a 0| 3
10 p p a a p a a 0|1
p a a h p a a 0|1
a p a p p a a 0|1
p a a p p a a 0|1
p p a a h a a 0|1
1 a a h a h a a 110
a a a a p a a 110
9 p h p p h a a 0|1
p p p p p a a 110
a a a a a h a 1110
p p p a h h h 0 1
p p a a a a p 0 1
p h a a a p p 0 1
13 p p a a a p p 0 1
a a a p a p p 0 1
p p a p a p p 03
p p h p a p p 01
p p a p h p p 011
14 p p p p p p p 02

Tabulka 12 a 13: Shrnuti nalezenych kombinaci jednotlivych genotypi (a - absence, h - heterozygot, p -
presence). Napravo jsou uvedeny pocty inserci majici danou kombinaci (bac - inserce nalezené u
MSM/Ms, gen - inserce nalezené u C57BL/6]). Tabulka 13: B1 retrotransposony (8 inbrednich kmeni),
tabulka 14: L1 retrotransposony (7 inbrednich kment: Stud 2802 neamplifikoval). Prvni sloupec
odpovida kategoriim v tabulce 16.
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Inserce byly nasledné rozdéleny do kategorii na zakladé pritomnosti/absence u
studovanych taxont (tabulka 14). Definice jednotlivych kategorii je pak v tabulce 15. Je
mozné vidét, Ze rozloZeni poctl recentnich inserci se lisf u skupin B1 a L1. V ptipadé L1
retrotransposond jsou vyznamné zastoupeny inserce, které jsou pritomny pouze u
poddruhu M. m. domesticus (kategorie 3 a 4). Jedna se tak o 49 % (kategorie ¢.3: 28 % +
kategorie ¢.4: 21 %) inserci z celkového poctu 82 L1 inserci ze vSech uvedenych
kategorii. V ptipadé B1 je to jen 26 % (kategorie €.3: 17 % + kategorie ¢.4: 9 %). V obou
ptipadech, jak u L1, takiu B1, také prevladaly inserce sdilené vice poddruhy nez inserce
charakteristické pro jednotlivé poddruhy M. musculus (nejsou-li pocitany inserce
charakteristické pouze pro M. m. domesticus). Vysoky pocet inserci (10) obsahuje
v pripadé L1 retroelementd kategorie cislo 10. Do této kategorie spadaly vSechny
inserce pritomné zdroven u poddruhu M. m. domesticus a M. m. castaneus. B1 jsou na
rozdil od L1 zastoupeny v kategoriich 10, 11 a 12 mnohem rovnomérnéji. Zajimavé bylo
zjiSténi, Ze v pripadé obou rodin, byly nalezeny inserce pritomné také u sesterskych
taxonl M. spretus a M. macedonicus, pritom vSak polymorfni vramci komplexu M.
musculus (Kategorie c¢islo 13), pricemz u B1 retrotransposonti takovéto inserce mély

vétsi podil (30 %) neZ v pripadé L1 retrotransposoni (13 %).

Tabulka 14:
L1 B1

pocet | (%) |Pocet | (%)
Jenu C57BL/6] 10 12 1 4
Jen u MSM/Ms 2 2 1 4
M. m. domesticus specifické 23 28 4 17
M. m. domesticus polymorfni 17 | 21 2 9
M. m. musculus specifické 0 0 0 0
M. m. musculus polymorfni 2 2 0 0
M. m. castaneus specifické 0 0 0 0
M. m. castaneus polymorfni 1 1 0 0
M. musculus 2 2 0 0
M.m.d &M m.c 10 12 2 9
M. m.m.&M. m.c. 1 1 2 9
M. m.d. & M. m. m. 1 1 3 13
M. m. & (M. s. nebo M. mac.) 1 13 7 30
U vSech testovanych kmenti 2 2 1 4
Celkem 82 23
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Tabulka 15:

Cislo kategorie

Jméno kategorie

Komentar

1 Jen u C57BL/6] Inserce nalezené pouze v genomu C57BL/6]

2 Jen u MSM/Ms Inserce nalezené pouze v genomu MSM/Ms

3 M. m. domesticus specifické Inserce ptritomné u obou studovanych inbrednich
kment odvozenych od M. m. domesticus

4 M. m. domesticus polymorfn{ Inserce pritomné u jednoho z testovanych kmeni
odvozenych od M. m. domesticus

5 M. m. musculus specifické Inserce ptritomné u obou studovanych inbrednich
kment odvozenych od M. m. musculus

6 M. m. musculus polymorfn{ Inserce pritomné u jednoho z testovanych kmeni
odvozenych od M. m. musculus

7 M. m. castaneus specifické Inserce ptritomné u obou studovanych inbrednich
kmenti odvozenych od M. m. castaneus

8 M. m. castaneus polymorfni Inserce pritomné u jednoho z testovanych kmeni
odvozenych od M. m. castaneus

9 M. musculus Inserce pritomné u vSech tif poddruhi, ale
nepritomné u M. spretus a M. macedonicus

10 M m.d &M m.c Inserce pritomné vzdy alespoi u jednoho kmene z
poddruhl M. m. domesticus a M. m. castaneus

11 Mmm &M m.c Inserce pritomné vzdy alespoi u jednoho kmene z
poddruhd M. m. musculus a M. m. castaneus

12 M m.d &M m m. Inserce pritomné vzdy alespoi u jednoho kmene z
poddruhl M. m. domesticus a M. m. musculus

13 M. m. & (M. s. nebo M. mac.) Inserce pritomné kromé M. musculus i u sesterskych
druhti M. spretus a M. macedonicus

14 U vSech testovanych kmenti

5.3.2 ROZDILY MEZI PODRODINAMI NA ZAKLADE ZASTOUPENI U TESTOVANYCH KMENU

PrestoZe recentné aktivni inserce byly ziskdny srovnanim dvou inbrednich

kmentl odvozenych od poddruhd M. musculus, byly tyto polymorfni inserce nalezeny

v nékolika pripadech i u sesterskych taxonl M. spretus a M. macedonicus. Konkrétné se

jednalo o 11 inserci L1 a 7 inserci B1 (tabulka 14). Bylo zjiSténo, Ze pro jednotlivé

podrodiny se zastoupeni takovychto inserci lisSi. Pomér inserci, které jsou piitomny

alespon v jednom z druhli M. spretus a M. macedonicus vzhledem k poctu vSech inserci

dané podrodiny, je uveden v tabulce (tabulka 17).
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Tabulka 16:

. celkovy inserce pritomné u Podil
podrodina podet inserci M. spretus ngbo M. (%)
macedonicus
B1
B1_Mm 2 22
B1_Musl 2 100
B1_Mus2 12 4 33
B1 celkem 23 8 35
L1
L1 Mm 1 0 0
L1Md_A 31 4 13
L1Md_F2 18 5 28
L1Md_F3 6 3 50
L1Md_T 26 1 4
L1 celkem 82 13 16

V pripadé B1 retrotransposonti Ize, vzhledem knizkym poctim studovanych
inserci, téZko hodnotit, zdali se jednotlivé podrodiny lisi v pritomnosti mimo komplex M.
musculus ¢i nikoliv. Na zakladé vysledkli Fisherova exaktniho testu se pocty mezi
podrodinou Mm a Mus2 statisticky nelisi (p-value = 0,659, a = 0,05). Mnohem vyraznéjsi
rozdily jsou mezi podrodinami L1 retrotransposoni. Podrodina L1Md_T se zda byt
nejméné zastoupena u M. spretus a M. macedonicus. U ostatnich podrodin zastoupeni
postupné nartsta. V pripadé podrodiny L1Md_F3 je hodnota rovna ¢islu 0,5. Tedy 50 %
mnou testovanych inserci bylo pfitomno mimo komplex M. musculus (tabulka 18).
Provedl jsem parova srovnani podrodin pomoci Fisherova exaktniho testu a na hladiné
signifikance o = 0,05 byly nalezeny pouze dvé srovnani jako signifikantné odliSna (viz

tabulka 18). Jednalo se o dvojice podrodin T vs. F2 a T vs. F3.

Tabulka 17:
L1IMd_A L1Md_F2 L1Md_F3 L1MdA.T

L1Md_A
L1Md_F2 0,259

L1Md_F3 0,068 0,362

L1Md_T 0,362 0,034 0,015

P-value pro pary podrodin. Fisheriv exaktni test (a =
0,05). Cervené zvyraznény signifikantni hodnoty.

Rozdil mezi rodinami L1 a B1 je asi dvojnasobny. Presto vSak vysledek Fisherova

exaktniho testu vySel nesignifikantné (p = 0,07311, « = 0,05).
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5.3.3 MOZNE VYUZIT INSERCI JAKO PODDRUHOVE DIAGNOSTICKYCH MARKERU
Genotypizaci inserci u inbrednich kmeni byly nalezeny poddruhové diagnostické
markery. Za takovéto markery byly povazovany inserce, které byly nalezeny u obou
testovanych kment z daného poddruhu. VSechny nalezené inserce, které se jevily jako
poddruhové diagnostické byly diagnostické vyhradné pro poddruh M. m. domesticus.

Celkové tak bylo nalezeno 23 L1 inserci a pouze 4 B1 inserce.
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6. DISKUSE

6.1 SROVNANI PODRODIN Z DATABAZE REPBASE A PODRODIN
DEFINOVANYCH QUENTINEM (1989)

Po srovnani konsensudlnich sekvenci jednotlivych podrodin z databaze RepBase
s podrodinami definovanymi Quentinem (1989) se ukazalo, Ze lze viceméné jednotlivé
podrodiny obou klasifika¢nich systémt porovnat. Podrodiné Mm odpovida bezvyhradné
podrodina B1B a sjednou zaménou podrodina B1A, kterd v evoluci podrodiné B1B
predchazela. Doposud nebyla provedena celogenomova analyza jednotlivych podrodin
B1 retrotransposont, nelze tedy vyloucit, Ze by Mm mohla byt rozdélena na vice
podrodin. Také podrodina B1C, ktera je charakteristicka inserci G na posici 9, se azZ na
jednu zaménu shodovala s podrodinou Musl. Podrodina B1D, u které doslo podle
Quentina (1989) k dichotomii vedouci kB1C a B1A, odpovidd bezvyhrady podrodiné
Mus2. Srovname-li tedy evolu¢ni schéma na obrazku 3 a jedno z moZnych schémat, které
vyslo pri analyze Median-Joining Networks (obrazek 11 nahote), zjistime, Ze jsou de
facto tato dvé schémata identickd. Je obdivuhodné, Ze Quentin (1989), prestoZze mél
k disposici pouze nékolik desitek sekvenci, byl schopen velmi dobie charakterizovat to,
co prinesla celogenomova analyza, ktera nesla nikterak do hloubky. Starsi podrodiny jiZ
vSak tak dobie neodpovidaji. Naprosto chybi ekvivalent podrodiny Mur4. Neméla-li by
tato podrodina inserci dinukleotidu na posicich 67 a 68, byla by na zakladé pritomnosti
G na posici 9 velmi podobna, stejné jako podrodina Mus1, podrodiné B1C. Podrodiny
B1E a B1F, jiz tak dobte neodpovidaji. V obou piipadech chybi opét inserce dinukleotidu
na posici 67 a 68, ktera by je Cinila identickymi s podrodinami Mur3 a Mur2. Podrodina
B1F nikterak nesouvisi s podrodinou F uvedenou v databazi RepBase. Této diskrepance
si vSimnul i Jurka (1999), kdyz odesilal konsensualni sekvenci podrodiny F do databaze
RepBase (priloha 1). Nicméné vzhledem k omezenému mnozstvi dat vté dobé, lze

zhodnotit Quentinovu (1989) klasifikaci jako velmi kvalitni.
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6.2 ROZDILY V POCTECH NALEZENYCH INSERCI MEZI KMENY
C57BL/6] AMSM/MSs

Z vysledki je ziejmé, Ze se signifikantné liS{ pomér inserci nalezenych u C57BL/6]
a MSM/Ms mezi L1 a B1 retrotransposony. Obecné bylo nalezeno mnohem vice kopii u
kmene C57BL/6] nez u kmene MSM/Ms s tim, Ze u L1 retrotransposoni byl tento rozdil
mnohem vétsi, nez v pripadé B1 retrotransposonid. Velmi zajimavé se muze zdat
vysvétleni, Ze celkova aktivita retrotransposonii obou rodin (L1 a B1) je mnohem vyssi u
kmene C57BL/6] a tedy u poddruhu M. m. domesticus, ze kterého je tento kmen z vétsi
¢asti odvozen (Frazer et al. 2008), nez u kmene MSM/Ms, jehoz ptlivod je u M. m.
molossinus (Abe et al. 2004). Je ovSem treba si uvédomit, Ze vlivem pouZité metody
ziskani polymorfnich inserci doSlo ke vzniku zkresleni (bias). Zptisob, jakym byly
inserce ziskany, bylo srovnani dvou genomdt. Byl alignovan neuplny genom ve formé
BACendli zMSM/Ms ke Kkompletnimu referencnimu genomu C57BL/6].
Pravdépodobnost ziskani inserci zreferen¢niho genomu byla mnohem vys$Si neZ
v opacném pripadé. Bylo to dano faktem, Ze z kmene MSM/Ms byly pouZity pouze velmi
kratké BACendy majici délku pouze nékolik stovek nukleotidi. V pripadé, ZzZe
retrotransposon pokryval znac¢nou cast sekvence BACendu od jejiho zacatku, nebyla
mozna jeho identifikace srovnanim sreferencnim genomem. V pripadé, Ze se
retrotransposon nachazel vreferenénim genomu, nehrala jeho posice roli. Poclty
nalezenych inserci z MSM/Ms byly proto nizsi neZ z C57BL/6]. Lze vidét také rozdily
v poctech mezi B1 a L1 retrotransposony. Tyto rozdily do zna¢né miry mohly byt dany
faktem, Ze prestoze vSechny L1 byly zkraceny, byly v priméru o nékolik stovek
nukleotidd delsi nez B1. V pripadé L1 retrotransposonti byl bias pravdépodobné vétsi
nez u B1 retrotransposont. Vliv biasu se stane jesté vyznamnéjSim, pokud vezmeme
vpotaz vysledky, jez uvadi Stehlikova (2009). Autorka zkoumala recentni B2
retrotransposony, jejichz délka je okolo 200 nukleotiddi, tedy co do délky je lze ve
srovnani s B1 a L1 povaZovat za intermediarni skupinu. Stejnou metodou, kterou byly
nalezeny B1 a L1 polymorfni retrotransposony, bylo v pripadé B2 retrotransposoni
nalezeno 45 inserci z C57BL/6] a jen 18 inserci z MSM/Ms. Tedy i tato Cisla kladou B2

retrotransposony mezi B1 a L1. Domnivam se tedy, Ze rozdily mezi pocty ziskanych
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inserci z raznych rodin jsou dany spiSe biasem vzniklym pii ziskdvani inserci, nezli

rozdilnou aktivitou rodin retroelementu.
6.3 ZASTOUPENI INSERCI U PODDRUHU M. MUSCULUS

Zastoupeni inserci se u jednotlivych poddruhti M. musculus 1isi v zavislosti na
tom, zdali dana inserce patii mezi L1 nebo B1 retrotransposony. Nejvétsi rozdil byl mezi
insercemi pritomnymi pouze u poddruhu M. m. domesticus. V pripadé L1 se jednalo o 49
% testovanych inserci, v pripadé B1 pak jen o 26 % inserci. Tento rozdil je moZné
vysvétlit biasem pri ziskavani inserci. Vzhledem k faktu, Ze vétSina genomu
laboratorniho kmene C57BL/6] je odvozena od poddruhu M. m. domesticus (Yang et al.
2007, Frazer et al. 2008) a vétSina nalezenych L1 inserci pochazela pravé z tohoto
kmene, lze ocCekavat, Ze vétSina jich bude specifickd pro poddruh M. m. domesticus.
V pripadé B1 jiz takovy rozdil mezi insercemi nalezenymi u C57BL/6] a MSM/Ms neni.
Presto vSak nelze tici, Ze by v pripadé této rodiny bylo zastoupeni specifickych inserci
vy$$i u poddruhu M. m. castaneus a M. m. musculus, ze kterych vznikl hybridizaci M. m.
molossinus a nasledné byl pak odvozen kmen MSM/Ms (Abe et al. 2004). Z obou skupin
studovanych retrotransposonti byly pouze 2 L1 inserce pritomny pouze u M. m.
musculus. Za zajimavy povazuji rozdil mezi L1 a B1 retrotransposony v pripadé sdileni
inserci u dvojic poddruhti. U B1 retrotransposont jsou jednotlivé kombinace zastoupeny
rovnomeérné. M. m. domesticus a M. m. musculus sdileji 3 inserce, zatimco tyto jednotlivé
poddruhy sdileji s M. m. castaneus jen 2 inserce. Jind situace je ovSem v piipadé L1
retrotransposonti. Velmi vyrazné prevazuji inserce sdilené dvojici poddruhti M. m.
domesticus a M. m. castaneus. Toto ovSem muZe byt mirné zavadéjici vzhledem k faktu,
Ze na rozdil od B1 retrotransoposonu byl v pripadé L1 testovan jen jeden kmen
odvozeny z poddruhu M. m. musculus. I presto je vSak pocet sdilenych inserci mezi M. m.
domesticus a M. m. castaneus relativné vysoky. Zajimavé je, Ze pocty sdilenych inserci
mezi dvojicemi poddruhti odpovidaji poc¢tiim zjisténym Stehlikovou (2009) v pripadé B2
retrotransposonti. Konkrétné poddruhy M. m. domesticus a M. m. castaneus mély
spole¢nych 9 inserci, poddruhy M. m. domesticus a M. m. musculus 2 inserce a M. m.
castaneus a M. m. musculus 3 inserce. Na zakladé téchto dat lze tedy fici, Ze poddruhy M.
m. domesticus a M. m. castaneus jsou si mnohem ptibuznéjsi, nez kterykoliv z téchto dvou

poddruhtt vzhledem kM. m. musculus. Toto schéma je Kkonzistentni s
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vysledky fylogenetické analyzy zaloZené na 38 autosomalnich protein-kédujicich
lokusech (Din et al. 1993). V ostatnich pracich, které nasledovaly pozdéji, vSak schéma
evoluce jednotlivych poddruhti vychazi odlisné (Tucker et al. 2005, White et al. 2009). V
obou studiich se jevi M. m. domesticus jako poddruh, ktery se odStépil jako prvni, a M. m.
musculus a M. m. castaneus jsou tedy pribuznéjsi. OvSem jak ukazuje studie White et al.
(2009), razné casti genomu vykazuji odliSnou evoluc¢ni historii, ktera je navic mnohdy
smazana recentni introgresi v hybridni zo6né (Macholan et al. 2007. Teeter et al. 2009).
Neni proto snadné urcit, co vlastné sdileni inserci u M. m. domesticus a M. m. castaneus
odrazi. U B1 podrodiny toto vSak neodpovida ani jednomu z vySe uvedenych schémat,
vzhledem k celkové niZsimu poctu testovanych inserci je vSak mozné, Ze se jedna Cisté o

nahodu.
6.4 PRITOMNOST INSERCI U M. SPRETUS A M. MACEDONICUS

Zajimavym vysledkem laboratorni ¢asti bylo, Ze inserce, které byly nalezeny jako
variabilni v ramci komplexu M. musculus, byly pritomny i u vzdalenéjsich taxont jako M.
spretus a M. macedonicus. Boursot et al. (1993) datuje vznik téchto dvou druhii do doby
pfed 1 milionem let. Recentnéjsi studie Chevret et al. (2005) datovala vznik M. spretus
mnohem vice do minulosti na asi 2 miliony let. Geraldes et al. (2008) odhadovali dobu
vzniku poddruhii v rdmci M. musculus. Podle vysledki této studie vSechny tfi poddruhy
vznikly ve velmi kratké dobé v dobé asi pied 500 000 lety. Je tedy dost pravdépodobné,
Ze vzhledem kvelmi kratké dobé, ktera déli od sebe tyto dvé udalosti, mlZe byt
pritomnost inserci u M. spretus a M. macedonicus vysledkem pretrvavani tzv.
ancestralniho polymorfismu vlivem nekompletniho lineage sortingu. Tedy znamena to,
Ze inserce vznikla uz u spolecného predka téchto druhi a vlivem ndhodnych procesi
(geneticky drift) doSlo k sou¢asnému ndhodnému vyskytu u studovanych druht, ktery
vSak vZadném pripadé neodrazi fylogenezi téchto druhii (Shedlock et al. 2004).
Recentni studie zamérena na celogenomovou fylogenetickou analyzu tfi poddruht M.
musculus prokazala, Ze rlizné Casti genomu vykazuji rizny evoluc¢ni ptivod pravé diky
nekompletnimu lineage sortingu a také recentni introgresi (White et al. 2009). Dal$imi
moZnostmi, které mohou byt zodpovédné za sledovany pattern, jsou podle Ray et al.
(2006): paralelni inserce, excise inserce a pritomnost paralogniho lokusu. VSechny tri

byly zminény v tivodni kapitole vénované problematice retrotransposonti jako marker.
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V souvislosti s mymi vysledky bych se zastavil u moznosti, kdy retrotransposon byl
piitomen u vSech testovanych kmeni. Takovéto inserce byly nalezeny celkem 3 (1 B1 a
2 L1). Prestoze tyto inserce nebyly nikterak dale testovany, 1ze na zakladé pritomnosti u
vSech testovanych kmeni fici, Ze by se mohlo jednat o excisi elementu. Je v§ak zapotiebi
nasledné testovani, které by ovérilo, zdali se skutecné jedna o tento pripad.

V ostatnich pripadech, kdy byla inserce pritomna u M. spretus nebo M.
macedonicus, byla zaroven jeji pritomnost variabilni u testovanych kmenid v ramci
komplexu M. musculus. Zde by bylo moZné také uvaZovat vSechny vySe zminéné
moznosti. Lze se vSak domnivat, Ze se u vétSiny studovanych inserci jedna o prvni ptripad
- pretrvavani ancestralniho polymorfismu - vzhledem k faktu, Ze zastoupeni inserci,
které jsou pritomny vné komplexu M. musculus, se 1i$i mezi jednotlivymi podrodinami (T
vs. F2 a T vs. F3). Je dost malo pravdépodobné, Ze by se mira poslednich tfi zmifiovanych
procest lisila mezi podrodinami. Tento fakt spiSe ukazuje na skutec¢nost, Ze jednotlivé
podrodiny byly aktivni v riznou dobu v priibéhu evoluce zkoumanych mysich druhd a
sledovany pattern ukazuje na netplny lineage sorting u podrodin, které byly pritomny
jiZ u spole¢ného predka M. musculus, M. spretus a M. macedonicus. Dale tedy budu
predpokladat, Ze sdileni inserci s druhy M. spretus a M. macedonicus znamena ¢asnéjsi

aktivitu téchto inserci.

6.5 VYUZITI L1 A B1 RETROTRANSPOSONU JAKO MARKERU
V POPULACNI GENETICE

Stejné jako Stehlikova (2009) i ja jsem v mé diplomové praci hodnotil
vyuzitelnost retrotransposont v populacni genetice mysi domaci. VétSina nalezenych
inserci byla polymorfni v ramci komplexu M. musculus. Rada z nich byla diagnosticka jen
pro jednotlivé poddruhy stim, Ze nejvice takovychto inserci patfilo mezi L1
retrotransposony a bylo diagnostickych jen pro poddruh M. m. domesticus. Bylo zjisténo,
Ze je nutné takto nalezené inserce testovat i u blizce pribuznych druhi z divodu
vylouCeni moZnosti nekompletniho lineage sortingu, jehoZ signal by smazal skutecnou
fylogenezi. V pripadé L1 retrotransposont se jevi jako vhodnéjsi markery pro populacni

genetiku mysi domaci zastupci podrodin A a T, protoZe obsahuji mnohem nizsi

zastoupeni inserci sdilenych s M. spretus a M. macedonicus a zaroveii mnohem veétsi
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zastoupeni inserci poddruhové specifickych. Rodina B1 méla inserci tohoto typu jen
minimalné. Pres obtiZe zplisobené nekompletnim lineage sortingem a dalSimi jevy
zminénymi v dvodni kapitole vénované vyuziti retrotransposond jako markert maji
retrotransposony stale znacné vyhody oproti jinym typtim markert, které z nich ¢ini
stdle velmi mocny nastroj pri analyze populacni struktury a fylogeneze rtznych

organismu.

6.6 ZHODNOCENI AKTIVITY JEDNOTLIVYCH PODRODIN B1
RETROTRANSPOSONU

Celkem bylo ziskano 49 inserci, jez lze povaZovat za inserce, které vznikly
v nedavné dobé aktivitou retrotransposont. Tyto inserce patii s riznym zastoupenim do
4 podrodin. Na zakladé vysledkd fylogeneze konsensualnich sekvenci lze podrodiny
Mus1 a Mm povaZovat za nejmladsi. Pfesto vSak je nejvice zastoupena podrodina Mus?2
s 23 kopiemi, pak Mm s 20 kopiemi a v ptipadé podrodiny Mus1 bylo nalezeno pouze 5
inserci. Podrodina Mur4, ktera fylogeneticky vychazi spiSe jako starsi podrodina, u niz se
predpoklada aktivita v celé Muroidni linii (zdznamy RepBase viz priloha 1), byla
zastoupena pouze 1 inserci.

Vzhledem k nizkému poctu kopii v pripadé podrodin Mur4 a Mus1, nebylo mozZné
se témito skupinami zabyvat hloubéji. Proto byla pozornost koncentrovana spiSe na
podrodiny Mus2 a MM. Na zakladé analyzy Median-Joining Networks se mi jevi jako
pravdépodobné, Ze podrodina Mus2 piedchazela v evoluci podrodinu Mm, coZ ostatné
predpokladal i Quentin (1989) v piipadé podrodin B1D, B1A a B1B. Otazkou by mohlo
byt, zdali kazda z téchto dvou podrodin ma v genomu svoji vlastni zdrojovou kopii, popft.
jestli se Mm postupné vyvinula z Mus2 a obé mély tedy stejny zdroj, tak jak to uvadi
Deininger et al. (1992). Z dostupnych dat vyplyv3, Ze v pripadé podrodin Mus2 a Mm se
jednd snejvétsi pravdépodobnosti o prvni hypotézu. Tedy o pripad, kdy kazda
podrodina ma svoji alesponi jednu zdrojovou kopii. Predpokladame-li, Ze aktivita
jednotlivych podrodin je viceméné stejnd - tzn. Ze za urcitou casovou jednotku
vyprodukuji stejné (podobné) mnozstvi kopii - pak Ize na zakladé viceméné stejného
poctu nalezenych inserci rici, Ze tyto dvé podrodiny byly (a jsou) aktivni ve stejnou

dobu. Cemuz do urcité miry odpovida fakt, Ze Fisheriiv exaktni test srovnavajici pomér
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inserci pritomnych uvniti a vné komplexu M. musculus vySel nesignifikantné. Na druhou
stranu v$ak parova srovnani rozdili ukazala, Ze sekvence v rdmci podrodiny Mm jsou
méné odliSné, nez v ramci podrodiny MusZ2. Jen jedina sekvence 19_37506476|MSMg01-
237L20.T] patrici do podrodiny Mm vychazela ve vSech analyzach znacné odchylené.
Tato sekvence by mohla byt odvozena od jiné zdrojové kopie nebo mohla projit
v nedavné dobé napriklad genovou konverzi. Ta byla prokazana u Alu retrotransposonti
ve studii Kass et al. (1995). Vylou¢ime-li z naSich tivah tuto konkrétni sekvenci, pak se
podrodina Mm zda byt trochu mladsi nez podrodina Mus2. To de facto odpovida vyse
zminované hypotéze, Ze podrodina Mm byla odvozena od podrodiny Mus2 s tim, Ze obé
maji svoji vlastni zdrojovou kopii a jsou v genomu mysi aktivni soucasné. Toto se
shoduje i svysledky Kass et al. (2000). Pro podrodiny B1A a B1B byla odhadnuta
identicka doba aktivity. V pripadé podrodiny B1C, ktera odpovida Mus2, se doba aktivity

prekryvala s predchozimi dvéma, avsak Sla vice do minulosti.

6.7 ZHODNOCENI AKTIVITY JEDNOTLIVYCH PODRODIN L1
RETROTRANSPOSONU

V pripadé L1 retrotransposonii bylo ziskdno 116 inserci, které byly roziazeny do
5 podrodin. Podrodina L1_Mm, ktera nebyla definovana ve studii Mears & Hutchison
(2001) a byla zastoupena pouze 1 zdastupcem, byla zanalyz vyloucena. Ostatni
podrodiny byly zastoupeny v rizné mire, nejvice vSak podrodiny A a T s43 a 41
kopiemi, nasledné pak podrodina F2 s 23 a F3 s 8 kopiemi. Vzhledem k faktu, Ze byly
dostupné pouze na 5° konci zkracené sekvence L1 a zarazeni do podrodin bylo
provedeno pomoci programu RepeatMasker na zakladé sekven¢ni podobnosti ke
konsensu, nebylo mozné zaradit retrotransposony jemnéji tak, jak je definoval Mears &
Hutchison (2001). Podle téchto autort jsou v genomu mysi aktivni 3 podrodiny (Tr2-1],
Tr1-1 a A-I). RepeatMasker vsak na zakladé sekven¢ni podobnosti umoziuje zarazeni
pouze do podrodin A a T. Tyto dvé podrodiny maji nejvétsi zastoupeni. Také pomér
inserci pritomnych uvnitt komplexu M. musculus a vné tohoto komplexu ukazuje, Ze A a
T jsou ve srovnani F2 a F3 mnohem mladsi. Podrodina T ma zastoupeni inserci
pritomnych u M. spretus a M. macedonicus minimalni. Rozdil mezi podrodinou T a

podrodinami F2 a F3 vychazi na zakladé Fisherova exaktniho testu signifikantni.

58



V pripadé podrodiny A se hodnota pravdépodobnosti bliZi hladiné signifikance 0,05 pfri
srovnani spodrodinou F3. Pokud bychom predpokladali, Ze vSechny nalezené
polymorfni podrodiny jsou aktivni, znamenalo by to, Ze kromé podrodin A a T jsou
zaroven aktivni i staré podrodiny F2 a F3. Presto vSak na zdkladé mych vysledkd,
vzhledem Kknizkym poctim a zastoupeni u M. spretus a M. macedonicus, se jevi
pritomnost téchto dvou podrodin spiSe jako reliktni. Jednd se tedy o pretrvavajici
ancestralni polymorfismus, coZ v pripadé podrodiny F2 viceméné odpovida datovani
podle Mears & Hutchison (2001), kde FII> ma pocatek aktivity pred asi 1,4 milionem let,
tedy zhruba v dobé, kdy vznikly studované druhy (Boursot et al. 1993, Chevret et al.
2005). Pocatek aktivity podrodiny FIII (v databazi RepBase F3) je datovan mnohem vice
do minulosti (asi pred 4,1 milionem let). Otazka v3ak je, jak dlouho jeji aktivita
pretrvavala. Pokud je moZné brat pritomnost F3 polymorfnich kopii za nedavnou
aktivitu této podrodiny, pak aktivita musela byt preruSena ne piilis hluboko v minulosti.
Vzhledem kvyrazné nizS§imu poctu nalezenych polymorfnich kopii a také vysSimu
procentu sdilenych kopii s M. spretus a M. macedonicus, nez v ptipadé podrodiny F2, Ize
fici, Ze posledni aktivita pravdépodobné spada hloubéji do minulosti. Na zdkladé mych

vysledkii vSak nelze urcit presnéjsi datovani.

6.8 POROVNANI AKTIVITY MEZI RODINAMI L1, B1 A B2
RETROTRANSPOSONU

PrestoZe pocCty inserci jsou znacné ovlivnény zkreslenim, které vzniklo metodou,
jakou byly ziskany, l1ze na zakladé pritomnosti téchto inserci u jednotlivych testovanych
kment srovnat recentni aktivitu mezi jednotlivymi skupinami retroelementd. Z mych
vysledki vyplyva, Ze obé nejvice pocetné podrodiny B1 retrotransposonti jsou velmi
vyrazné zastoupeny u M. spretus a M. macedonicus. V piipadé L1 retrotransposont
podobné zastoupeni u vyse zminovanych druht maji podrodiny, o kterych je mozno na
zakladé mych vysledkl predpokladat, Ze jsou jiZ neaktivni. Zaroven je také zajimavé, ze
zastoupeni vSech testovanych B1 a L1 vné komplexu M. musculus se na zakladé
Fisherova exaktniho testu bliZi hodnoté signifikance. B1 a L1 retrotransposony se taky
vyrazné lisi pocty inserci specifickych u M. m. domesticus. Tento rozdil je dvojnasobny

pokud neuvaZuji inserce nalezené pouze u kmene C57BL/6], které nebyly pritomny u
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ostatnich testovanych kment. Jedna se s nejvétsi pravdépodobnosti o inserce, které jsou
nové, a nestihly se rozsirit v populaci M. m. domesticus, popfipadé jsou unikatni jen u
tohoto kmene. Takovychto inserci nalezenych pouze u C57BL/6] je v pripadé L1 vyrazné
vétsi mnozstvi nez v pripadé B1. Na zakladé téchto vysledkd se domnivam, Ze v soucasné
dobé jsou L1 retrotransposony vyrazné aktivnéjsi nez B1 retrotransposony. Na zakladé
velkého zastoupeni u M. spretus a M. macedonicus a jen minimalnimu poctu M. m.
domesticus specifickych inserci by mohlo dochazet dokonce u M. musculus k poklesu
aktivity B1 retrotransposond. Mohlo by se jednat i o vyskyt reliktni, tak jak je tomu
v pripadé podrodin F2 a F3 u L1 retrotransposond. Presto vSak fakt, ze v pripadé
podrodiny Mm byly nalezeny 3 inserce bez jakychkoliv zamén po vylouceni CpG pard,
naznacuje, zZe byly aktivni v nedavné dobé. Proti reliktnimu vyskytu B1 navic svédci
vysledky nékolika srovnavacich studii ukazujici, Ze ve srovnani s genomem potkana
narostl pocet B1 retroelemetnii v genomu mysi dvojnasobné (Waterson et al. 2002,
RGSPR 2005, Veniaminova et al. 2007b). Presto vSak mtiZe dochazet v soucasnosti u
mySi domaci k poklesu jejich aktivity.

Podobny pattern, jako byl nalezen u L1 retrotransposond, nalezna i Stehlikova
(2009) u B2 retrtransposoni. Velké mnoZstvi inserci bylo pritomno pouze u M. m.
domesticus popft. pouze u kmene C57BL/6]. V pripadé B2 retrotransposonti bylo velké
mnozstvi pritomno i u poddruhu M. m. musculus. Otazkou je, zdali je tento vyskyt dan
faktem, Ze B2 jsou kratsi neZ L1 a tedy bylo nalezeno vétSi mnoZstvi B2 inserci u kmene
MSM/Ms neZz L1 inserci, anebo je aktivita L1 koncentrovana spise u poddruhu M. m.
domesticus, zatimco aktivita B2 je vysoka vramci celého komplexu M. musculus.
S prihlédnutim k vysledklim Stehlikové (2009) lze rici, Ze rodiny L1 a B2 jsou
v soucasnosti velmi aktivni skupiny retrotransposont, coZ vSak nelze fici o B1, prestoze
jejich velmi recentni aktivitu na zakladé mych vysledkli nelze poprit. Mé vysledky
spolecné svysledky Stehlikové (2009) koresponduji s vysledky studie Akagi et al.
(2008). Na zadkladé této studie, kterd srovnavala genomy nékolika laboratornich
inbrednich kment s cilem najit recentni inserce, bylo zjiSténo, Ze pravé rodiny L1 a B2
pocetné velmi pirevazuji nad ostatnimi skupinami retrotransposonii. Rodina B1 ma spise
minoritni zastoupeni (obrazek 7). Uz Kass et al. (1997) srovnanim pocta kopii patrici do
rodiny B2 u rlznych druhl hlodavci zjistili, Ze se aktivita téchto elementd znacné

zvysila v linii vedouci smérem k rodu Mus, coz odpovida vysledkiim Stehlikové (2009).
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V soucasné dobé jsou tedy nejaktivnéjsi v genomu mysi 2 rodiny retrotransposont -
jsou to L1 retrotransposony kodujici si vlastni enzymaticky aparat a skupina kratkych
B2 retrotranspospont, které ziejmé vyuzivaji vysoké aktivity L1 k vlastni propagaci.
Rodina B1 retrotransposoni s nejvétsi pravdépodobnosti aktivni je, presto vSak zrejmé
neni schopnad obstat v konkurenci s B2 retrotransposony. V pripadé, Ze by si B2
retrotransposony dokazaly 1épe podmanit enzymaticky aparat L1 a zaroven by narostla
jejich transkrip¢ni aktivita, doSlo by s nejvétsi pravdépodobnosti k potlaceni nariistu
novych inserci B1 retrotransposonii v genomu, piestoZze jejich zdrojova kopie by
neustale produkovala nové B1 transkripty. OvSem toto je jen hypoteticky scénar, ktery

bude nutno déle testovat.
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7.SHRNUTI

Cilem prace bylo nalezeni polymorfnich inserci vzniklych recentni aktivitou dvou
rodin non-LTR retrotransposonti (L1 a B1) a nasledné posouzeni jejich aktivity spole¢né
s daty Stehlikové (2009), kterda se ve své diplomové praci zamérila na rodinu B2.
Srovnani tohoto typu doposud nebylo Zadnym autorem prede mnou provedeno. Mé
vysledky ukazaly, Ze v ramci obou rodin - B1 i L1 retrotransposonti - bylo v nedavné
dobé popfr. stale je aktivnich nékolik poddrodin. V ptripadé L1 retrotransposont byly
nalezeny polymorfni inserce pattici do 5 podrodin, z toho pouze 2 podrodiny (T a A)
byly predchozimi autory shledany jako v soucasnosti aktivni. Ptres polymorfni
pritomnost podrodin F2 a F3 v rdmci komplexu M. musculus nasvédcovala i ma data, Ze
spisSe nezli o skute¢nou aktivitu se jedna o relikty, které pretrvavaji vlivem ancestralniho
polymorfismu uZ z doby pred vznikem M. spretus a M. macedonicus. V ptipadé novych
podrodin T a A byly inserce zase naopak ptitomny pouze u poddruhu M. m. domesticus,
coZ potvrzuje jejich soucasnou aktivitu. Zastupcli podrodiny B1 bylo nalezeno mnohem
méné. Nejvice zastoupeny byly dvé podrodiny, jejichZz zastupci byli rovnomérné
zastoupeni jak u M. spretus a M. macedonicus, tak i pouze u M. m. domesticus. Z tohoto lze
vyvodit, Ze aktivita spada do doby pred vznikem druhli M. spretus a M. macedonicus, ale
také, Ze nékteré inserce vznikly teprve nedavno. Vzhledem k celkové nizZsimu poctu kopii
B1, se domnivam, Ze piestoze aktivita jednotlivych podrodin trvala po delsi dobu, nez
v pripadé L1 retrotransposonti, celkova aktivita L1 je vyrazné vyssi, naristajici u
jednotlivych poddruhtt M. musculus. Pri srovnani sdaty Stehlikové (2009) mohu
zkonstatovat, Ze spolu s aktivitou L1 retrotransposonti, nartistala i aktivita B2
retrotransposonti. Vzhledem k faktu, Ze B1 a B2 retrotransposony vyuZivaji stejny
mechanismus vlastni propagace, je dost pravdépodobné, Ze B2 obstaly v kompetici o L1
enzymaticky aparat lépe nez B1 retrotransposony, a plivodcem soucasného nizkého

poctu B1 kopii mize byt pravé nartst aktivity B2 elementt.
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B1F2 repbase; DNA; ROD; 149 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from Muridae.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
B1F; B1F2; SINEl.

Muridae

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea.

[1]

1-149

Smit A.F.;

"B1lF2 - a subfamily of SINEs from Muridae.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 149 BP; 39 A; 41 C; 46 G; 23 T; 0O other;

agccgggcgt ggtggcacac gcctgtaatc ccagcactcg ggaggcagag gcaggaggat
ctccgtgagt tcgaggccag cctggtctac atagcgagtt ccaggccagce cagggctaca
tagtgagacc ctgtctcaaa aaaacaaaa

B1F1 repbase; DNA; ROD; 149 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from Muridae.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
B1F; B1F1l; SINE1.

Muridae

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea.

[1]

1-149

Smit A.F.;

"B1lF1l - a subfamily of SINEs from Muridae.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 149 BP; 38 A; 40 C; 48 G; 23 T; 0 other;
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agccgggcegt ggtggcacac gcctgtaatc ccagcactcg ggaggctgag gcaggaggat
cgccgtgagt tcgaggccag cctgggctac atagtgagtt ccaggccagc cagggctaca
tagtgagacc ctgtctcaaa aaaacaaaa

B1F repbase; DNA; ROD; 151 BP.

20-JUL-1999 (Rel. 4.06, Created)
20-JUL-1999 (Rel. 4.06, Last updated, Version 1)

B1lF repetitive element - an old subfamily consensus.

SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element; Bl; BlF;
Repetitive sequence.

Mus musculus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Murinae; Mus.

[1]

Quentin Y.;

"Successive waves of fixation of Bl variants in rodent lineage
history.";

J.Mol.Evol 28, 299-305 (1989).

[2]

1-151

Jurka J.;

"RB1F. n,.

Direct Submission to Repbase Update (JUL-1999).

[2] (Consensus)
This consensus differs slightly from Quentin's consensus.

Sequence 151 BP; 44 A; 38 C; 42 G; 27 T; 0 other;

gccaggcata gtggcacaca cctgtaatcc cagcacttag gaggctgagg caggaggatc
tgctgtgagt ttgaagccag cctgggctac atagtgagtt ccaggccagc ctgggctaca
cagtgagacc ctgtctcaaa aaacaaaaaa a

Bl Murl repbase; DNA; ROD; 149 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from Muridae.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
Bl; B1 Murl; SINEL.

Muridae

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea.

(1]

1-149

Smit A.F.;

"Bl Murl - a subfamily of SINEs from Muridae.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)
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Sequence 149 BP; 37 A; 41 C; 46 G; 25 T; O other;

agccgggcegt ggtggcgcac gcctttaatc ccagcactcg ggaggcagag gcaggcggat
ctctgtgagt tcgaggccag cctggtctac atagcgagtt ccaggccagc cagggctaca
tagtgagacc ctgtctcaaa aaaacaaaa

Bl Mur2 repbase; DNA; ROD; 149 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from Muridae.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
Bl; Bl Mur2; SINEI.

Muridae

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea.

[1]

1-149

Smit A.F.;

"Bl Mur2 - a subfamily of SINEs from Muridae.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 149 BP; 38 A; 40 C; 46 G; 25 T; 0O other;

agccgggcgt ggtggcgcac gcecctttaatc ccagcactcg ggaggcagag gcaggcggat
ctctgtgagt tcgaggccag cctggtctac atagcgagtt ccaggacagc cagggctaca
tagtgagacc ctgtctcaaa aaaacaaaa

Bl Mur3 repbase; DNA; ROD; 149 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from Muridae.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
Bl; Bl Mur3; SINEL.

Muridae

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea.

[1]

1-149

Smit A.F.;

"Bl Mur3 - a subfamily of SINEs from Muridae.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 149 BP; 40 A; 41 C; 46 G; 22 T; 0 other;

agccgggcgt ggtggcgcac gcecctttaatc ccagcactcg ggaggcagag gcaggcggat
ctctgtgagt tcgaggccag cctggtctac agagcgagtt ccaggacagc cagggctaca

cagagaaacc ctgtctcaaa aaaacaaaa

Bl Mur4 repbase; DNA; ROD; 150 BP.
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16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from Muridae.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
B1; Bl_Mur4; SINEL.

Muridae

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea.

[1]

1-150

Smit A.F.;

"Bl Mur4 - a subfamily of SINEs from Muridae.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 150 BP; 40 A; 40 C; 47 G; 23 T; 0 other;

agccgggcgg tggtggcgca cgcctttaat cccagcactc gggaggcaga ggcaggcgga
tctctgtgag ttcgaggcca gcctggtcta cagagtgagt tccaggacag ccagggctac
acagagaaac cctgtctcaa aaaaacaaaa

Bl Musl repbase; DNA; ROD; 148 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from mouse.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
Bl; B1 Musl; SINEI.

Mus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Murinae.

[1]

1-148

Smit A.F.;

"Bl Musl - a subfamily of SINEs from mouse.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 148 BP; 40 A; 38 C; 46 G; 24 T; 0 other;

agccgggcag tggtggcgca cgcctttaat cccagcactt gggaggcaga ggcaggcgga
tttctgagtt cgaggccagc ctggtctaca gagtgagttc caggacagcc agggctacac

agagaaaccc tgtctcgaaa aaacaaaa

Bl Mus2 repbase; DNA; ROD; 147 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
10-APR-2007 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1l from mouse.
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SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
B1l; Bl Mus2; SINEI.

Mus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Murinae.

[1]

1-147

Smit A.F.;

"Bl Mus2 - a subfamily of SINEl SINEs from mouse.";
Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 147 BP; 39 A; 39 C; 46 G; 23 T; 0 other;

agccgggcgt ggtggcgcac gcecctttaatc ccagcactcg ggaggcagag gcaggcggat
ttctgagttc gaggccagcc tggtctacag agtgagttcc aggacagcca gggctacaca
gagaaaccct gtctcgaaaa aacaaaa

Bl Mm repbase; DNA; ROD; 147 BP.

16-MAR-2006 (Rel. 11.03, Created)
19-APR-2006 (Rel. 11.03, Last updated, Version 1)

SINE1 from mouse.

SINE1/7SL; SINE; Non-LTR Retrotransposon; Transposable Element;
Bl; B1 Mm; SINEL.

Mus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Murinae.

[1]

1-147

Smit A.F.;

"Bl Mm - SINEl subfamily from mouse.";

Direct Submission to Repbase Update (11-NOV-2005).

[1] (Consensus)

Sequence 147 BP; 40 A; 38 C; 45 G; 24 T; 0 other;

agccgggcgt ggtggcgcac gcecctttaatc ccagcactcg ggaggcagag gcaggcggat
ttctgagttc gaggccagcc tggtctacaa agtgagttcc aggacagcca gggctataca
gagaaaccct gtctcgaaaa aacaaaa
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PRILOHA 2: SEZNAM NALEZENYCH INSERCI S KOORDINATAMI

Koordinaty odpovidaji assembly NCBI37/mm9

Tabulka 1: B1 retrotransposony.

ID elementu ID BACend ID podrodina | chromosom (gzt:;ltn) (;(::ﬁfl) %ZI: (th;; d) (Bl;(’cl::d]
1.176524044 MSMg01-530H05.T7 | 1.176524044|MSMg01-530H05.T7 B1_Mus2 1 173444424 | 173444650 | gen
1.184636837 MSMg01-346K09.T] | 1.184636837|MSMg01-346K09.T] B1_Mus2 1 181344812 | 181345014 | gen
2.28969957 MSMg01-365D03.T] | 2.28969957|[MSMg01-365D03.T] B1 Mus2 2 28965944 | 28966132 | gen
2144035101 MSMg01-447A02.T7 | 2.144035101|MSMg01-447A02.T7 B1_Mur4 2 145663660 | 145663827 | gen
3.33680452.1 | MSMg01-236H23.T7 | 3.33680452.1|MSMg01-236H23.T7 | B1_Mm 3 32628709 | 32628892 | gen
3.41093123.1 | MSMg01-062M24.T] | 3.41093123.1|MSMg01-062M24.T] B1_Mus2 3 39951898 | 39952083 | gen
3.78899579 MSMg01-122C21.T] | 3_.78899579|MSMg01-122C21.TJ B1 _Mus2 3 78161357 | 78161358 | bac 635 804
3.92725614 MSMg01-360D06.T] | 3.92725614|MSMg01-360D06.T] B1 _Mus2 3 90116643 | 90116644 | bac 173 368
3.97825501 MSMg01-510H06.T7 | 3.97825501|MSMg01-510H06.T7 B1_Mus2 3 95469737 | 95469945 | gen
4.35055668 MSMg01-178D10.T7 | 4. 35055668 MSMg01-178D10.T7 B1_Mm 4 34839506 | 34839692 | gen
4.46980783 MSMg01-291K18.T] | 4.46980783|MSMg01-291K18.T] B1_Mm 4 46546301 | 46546484 | gen
4.88704012.2 | MSMg01-078J24.T] | 4.88704012.2]MSMg01-078]J24.T] B1_Mm 4 87562356 | 87562360 | bac 243 439
4.95244799 MSMg01-264017.T] | 4.95244799|MSMg01-264017.T] B1 Mus2 4 94133259 | 94133421 | gen
5.4619638 MSMg01-447G16.T] | 5.4619638|MSMg01-447G16.T] B1 _Mus2 5 9892042 9892217 | gen
5.14316129 I1/16591\/[1\/513(;);T7 5.14316129|MSMg01-169M08.T7 B1_Mm 5 14931584 | 14931585 | bac 127 303
5.56513557 MSMg01-158L16.T7 | 5.56513557|MSMg01-158L16.T7 B1_Mm 5 55986692 | 55986839 | gen
563811851 MSMg01-403N07.T7 | 5.63811851|MSMg01-403N07.T7 B1 Mus2 5 63673735 | 63673736 | bac 343 524
5.146871706 | MSMg01-328A18.T7 | 5.146871706|MSMg01-328A18.T7 B1 Mus2 5 145740448 | 145740650 | gen
6.50311353 MSMg01-051J13.T] | 6.50311353|MSMg01-051J13.T] B1_Mm 6 49908006 | 49908119 | gen
6_58823397 MSMg01-184B18.T7 | 6_.58823397|MSMg01-184B18.T7 B1_Mm 6 58557163 | 58557352 | gen
6_60498547 MSMg01-516001.T7 | 6_60498547|[MSMg01-516001.T7 B1_Mm 6 60229347 | 60229348 | bac 159 342
8.14430657 MSMg01-412M06.T] | 8.14430657|MSMg01-412M06.T] B1_Mm 8 13776559 | 13776747 | gen
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8.59211105 MSMg01-092P07.T] | 8.59211105|MSMg01-092P07.T] B1_Mus2 8 58220573 | 58220791 | gen
9_4094488 MSMg01-231H09.T7 | 9_4094488|MSMg01-231H09.T7 B1_Musl 9 4103538 4103539 | bac 222 357
9_72337842 MSMg01-433H24.T] | 9_72337842|MSMg01-433H24.T] B1_Mus2 9 70103847 | 70104024 | gen
9_.89499640 MSMg01-354D22.T7 | 9_89499640|MSMg01-354D22.T7 B1_Mm 9 86555569 | 86555747 | gen
9.111556280 MSMg01-323K23.T7 | 9111556280 MSMg01-323K23.T7 B1_Mm 9 109052814 | 109052815 | bac 320 475
10_119699620 | MSMg01-423N15.T7 | 10_119699620|MSMg01-423N15.T7 | B1 Mm 10 116270581 | 116270582 | bac 72 244
11_36548853 MSMg01-051K21.T7 | 11_36548853|MSMg01-051K21.T7 B1_Musl 11 37231328 | 37231463 | gen
11.56305209 MSMg01-355C22.T7 | 11_56305209|MSMg01-355C22.T7 B1_Mus2 11 57314248 | 57314416 | gen
11.75720483 MSMg01-143C03.T7 | 11_75720483|MSMg01-143C03.T7 B1_Mus2 11 76934509 | 76934510 | bac 290 447
11.77724284 | MSMg01-520024.T7 | 11_77724284|MSMg01-520024.T7 B1_Mm 11 78938309 | 78938572 | gen
11.95901520 MSMg01-166H03.T7 | 11.95901520|MSMg01-166H03.T7 B1_Mm 11 97157734 | 97157915 | gen
13.57491756 | MSMg01-340G10.T] | 13_57491756|MSMg01-340G10.T] B1_Mus2 13 56856093 | 56856278 | gen
13.88893392.1 | MSMg01-076E17.T] | 13_88893392.1|MSMg01-076E17.T] | B1 Mm 13 87096032 | 87096218 | gen
1391614534 | MSMg01-304J16.T] | 13_.91614534|MSMg01-304J16.T] B1_Mus2 13 89806272 | 89806438 | gen
14_65639239.1 | MSMg01-347C01.T] | 14.65639239.1|MSMg01-347C01.T] | B1_ Mm 14 65140426 | 65140427 | bac 160 356
15.55878401 MSMg01-275E20.T] | 15_.55878401|MSMg01-275E20.T] B1_Mus2 15 54978313 | 54978539 | gen
1610849613 MSMg01-369E23.T] | 16_.10849613|MSMg01-369E23.T] B1_Mus2 16 11286960 | 11287132 | gen
16_14595666 | MSMg01-141015.T] | 16_14595666|MSMg01-141015.T] B1_Mus2 16 14509634 | 14509807 | gen
16_28210146 | MSMg01-405G12.T7 | 16_28210146|MSMg01-405G12.T7 B1_Mus2 16 28260855 | 28260856 | bac 154 332
16_59705297 | MSMg01-509C16.T7 | 16.59705297|MSMg01-509C16.T7 B1_Musl 16 59540202 | 59540203 | bac 184 358
17_65594026 | MSMg01-528110.T] | 17_65594026|MSMg01-528110.T] B1_Musl 17 63924315 | 63924316 | bac 306 483
18_34472190 MSMg01-432014.T] | 18_34472190|MSMg01-432014.T] B1_Mm 18 34522749 | 34522751 | bac 222 402
18_42374186 | MSMg01-541H12.T7 | 18 42374186|MSMg01-541H12.T7 B1_Mus2 18 42113168 | 42113350 | gen
18_72042872 MSMg01-519H18.T] | 18_72042872|MSMg01-519H18.T] B1_Mm 18 72481064 | 72481065 | bac 352 525
19_4482934 MSMg01-486E07.T7 | 19_4482934|MSMg01-486E07.T7 B1_Musl 19 6154116 6154117 | bac 341 521
19 37506476 | MSMg01-237L20.T] | 19_37506476|MSMg01-237L20.T] B1_Mm 19 36732316 | 36732498 | gen
19_41388940 MSMg01-386E09.T] | 19_41388940|MSMg01-386E09.T] B1_Mus2 19 40493365 | 40493545 | gen
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Tabulka 2: L1 retrotransposony.

ID elementu ID BACend ID podrodina | chromosom (gzt:;ltn) (g:::m) %ZI: (th;; a| e Ae él:n d)
1.8329451 MSMg01-325P17.T7 | 1. 8329451|MSMg01-325P17.T7 L1Md_A 1 8267002 8267648 | bac
117678674 MSMg01-047F05.T] | 1.17678674|MSMg01-047F05.T] L1Md_F2 1 17785968 17786193 | bac
131389386 MSMg01-268A02.T7 | 1.31389386.1|MSMg01-268A02.T7 L1Md_A 1 31274723 | 31275439 | bac
1.39623985 MSMg01-458C03.T] | 1.39623985|MSMg01-458C03.T] L1Md_F2 1 39359577 | 39359918 | bac
1.70843897 MSMg01-457L10.T7 | 1.70843897|MSMg01-457L10.T7 L1Md_T 1 69929547 69930097 | bac
1.71165456 MSMg01-464114.T] | 1.71165456]|MSMg01-464114.T] L1Md_A 1 70253578 70253843 | bac
182036590 MSMg01-364124.T] | 1.82036590|MSMg01-364124.T] L1Md_A 1 81052577 | 81053004 | bac
1.99787920 MSMg01-471103.T7 | 1.99787920|MSMg01-471103.T7 L1Md_A 1 98173931 | 98174208 | bac
1.110594102 | MSMg01-378022.T7 | 1.110594102|MSMg01-378022.T7 L1Md_A 1 108589235 | 108588912 | bac
1.115940924 | MSMg01-522E22.T7 | 1.115940924.2|MSMg01-522E22.T7 | L1Md_F3 1 113791908 | 113791527 | bac
1.126011684 | MSMg01-269D13.T7 | 1.126011684|MSMg01-269D13.T7 L1Md_F2 1 125279851 | 125280769 | bac
1.134739382 | MSMg01-060115.T7 | 1.134739382|MSMg01-060115.T7 L1Md_F3 1 132175764 | 132175765 | gen 321 538
1.147931066 | MSMg01-119B23.T7 | 1.147931066|MSMg01-119B23.T7 L1Md_A 1 145267320 | 145268130 | bac
1.169920251 | MSMg01-534L01.T] | 1.169920251|MSMg01-534L01.T] L1Md_F2 1 167036866 | 167036510 | bac
1.171605415 | MSMg01-067J08.T7 | 1.171605415|MSMg01-067]08.T7 L1Md_A 1 168625138 | 168624587 | bac
1.172498001 | MSMg01-177F12.T7 | 1.172498001|MSMg01-177F12.T7 L1Md_A 1 169533731 | 169533919 | bac
2.13219396 MSMg01-502F14.T7 | 2.13219396.2|MSMg01-502F14.T7 L1Md_A 2 13209744 | 13210624 | bac
2_15303085 MSMg01-480A19.T7 | 2.15303085|MSMg01-480A19.T7 L1Md_A 2 15297279 | 15298253 | bac
274335778 MSMg01-307E11.T7 | 2.74335778|MSMg01-307E11.T7 L1IMd_T 2 75111840 75112321 | bac
2.102613148 | MSMg01-546N18.T] | 2.102613148|MSMg01-546N18.T] L1Md_T 2 103828562 | 103828823 | bac
2.104944842 | MSMg01-444H15.T] | 2.104944842|MSMg01-444H15.T] L1Md_F3 2 106184662 | 106184770 | bac
2.126218541 | MSMg01-468F12.T] | 2.126218541|MSMg01-468F12.T] L1Md_A 2 127612512 | 127612880 | bac
3.6390028 MSMg01-164F16.T] | 3.6390028.2|MSMg01-164F16.T] L1Md_T 3 6336568 6336777 | bac
3.7111342 MSMg01-161G09.T] [ 3.7111342.1|MSMg01-161G09.T] L1Md_A 3 7069681 7070362 | bac
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3.10138001 MSMg01-492E08.T7 | 3.10138001|MSMg01-492E08.T7 L1Md_F2 3 10057242 | 10057606 | bac
3.12698563 MSMg01-318K24.T] | 3.12698563|MSMg01-318K24.T] L1IMd_T 3 12606810 | 12607211 | bac
3.26002004 MSMg01-270B18.T7 | 3_.26002004|MSMg01-270B18.T7 L1Md_A 3 25024979 | 25025625 | bac
330262943 MSMg01-442B12.T7 | 3_.30262943.2|MSMg01-442B12.T7 L1Md_T 3 29213710 | 29214169 | bac
3.73893616 MSMg01-159B05.T] | 3_.73893616|MSMg01-159B05.T] L1Md_A 3 73222417 | 73222589 | bac
3.84234575 g[(')sé\l/{/‘[gfiT7 3.84234575|MSMg01-265M14.T7 LIMd_T 3 83329491 | 83330059 | bac
3.85186470 MSMg01-274E05.T7 | 3.85186470|MSMg01-274E05.T7 L1IMd_T 3 84339357 | 84339613 | bac
3.121804640 | MSMg01-501M03.T] | 3.121804640.1|MSMg01-501M03.T] L1Md_A 3 118895062 | 118895255 | bac
3.124317857 | MSMg01-486C09.T7 | 3.124317857|[MSMg01-486C09.T7 L1IMd_T 3 121445848 | 121446551 | bac
3.131484992 | MSMg01-290B17.T] | 3.131484992|MSMg01-290B17.T] L1IMd_T 3 128535735 | 128536089 | bac
3.136518998 | MSMg01-064G09.T7 | 3.136518998|MSMg01-064G09.T7 L1IMd_T 3 133392144 | 133392565 | bac
3.161286348 | MSMg01-496104.T] | 3.161286348 MSMg01-496104.T] L1Md_A 3 156789091 | 156789092 | gen 370 485
481736049 MSMg01-541109.T] | 4 81736049|MSMg01-541109.T] L1Md_A 4 80598074 | 80598240 | bac
4.82559210 MSMg01-464P04.T7 | 4 82559210|MSMg01-464P04.T7 L1Md_F2 4 81579572 | 81579131 | bac
4.124184313 | MSMg01-139F13.T] |4 .124184313.1|MSMg01-139F13.T] L1Md_A 4 123244341 | 123244744 | bac
5.3910210 MSMg01-092120.T7 | 5.3910210|MSMg01-092120.T7 L1IMd_T 5 10665650 | 10665972 | bac
5_3298726 MSMg01-231P23.T] | 5.3298726|MSMg01-231P23.T] L1IMd_T 5 11997671 | 11997672 | gen 183 324
5.59948493 MSMg01-048N19.T] | 5.59948493.2|MSMg01-048N19.T] L1IMd_T 5 59570420 | 59570634 | bac
5.58682582 MSMg01-093E12.T] | 5.58682582|MSMg01-093E12.T] L1Md_T 5 59656721 | 59657474 | bac
5.71704925 MSMg01-414G03.T7 | 5.71704925|MSMg01-414G03.T7 L1Md_F2 5 71311709 | 71311880 | bac
5.71821629 MSMg01-412110.T] | 5.71821629|MSMg01-412110.T] L1Md_T 5 71426233 | 71426861 | bac
5.92950676 MSMg01-151N15.T7 | 5.92950676|MSMg01-151N15.T7 L1Md_T 5 91867666 | 91867804 | bac
6_7875345 MSMg01-411B12.T7 | 6_7875345|MSMg01-411B12.T7 L1Md_A 6 7892228 7892653 | bac
6_13642581 MSMg01-274G02.T7 | 6_13642581|MSMg01-274G02.T7 L1Md_T 6 13621584 | 13622259 | bac
6.16484548 MSMg01-313G04.T] | 6.16484548|MSMg01-313G04.T] L1Md_A 6 16507379 | 16507976 | bac
6_22837330 MSMg01-270K09.T] | 6.22837330|MSMg01-270K09.T] L1Md_A 6 22875442 | 22875448 | gen 208 357
6_26625388 MSMg01-085P02.T] | 6_26625388|MSMg01-085P02.T] L1Md_T 6 26685840 | 26686217 | bac
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6_28072861 MSMg01-529A01.T7 | 6_28072861|MSMg01-529A01.T7 LIMd_T 6 28149653 | 28150284 | bac
6_32965288 MSMg01-071J05.T] | 6_32965288.2|MSMg01-071J05.T] L1Md_A 6 32997255 | 32997586 | bac
6_44961499 MSMg01-141D11.T7 | 6_44961499]MSMg01-141D11.T7 L1Md_F3 6 44838198 | 44838413 | bac
6.59069827 MSMg01-357]J23.T] | 6_59069827.1|MSMg01-357]23.T] L1Md_A 6 58898532 | 58898774 | bac
6_64098349 MSMg01-089L09.T] | 6_64098349|MSMg01-089L09.T] L1Md_F2 6 63830002 | 63830739 | bac
6_79515770 MSMg01-291H14.T7 | 6_79515770|MSMg01-291H14.T7 L1Md_F2 6 78881235 | 78881842 | bac
6.80910728 MSMg01-214B24.T7 | 6_.80910728|MSMg01-214B24.T7 L1Md_A 6 80282670 | 80283492 | bac
7_51783755 MSMg01-470J23.T7 | 7.51783755|MSMg01-470J23.T7 L1Md_A 7 47854312 | 47854892 | bac
7_62957382 MSMg01-092A06.T7 | 7_62957382|MSMg01-092A06.T7 L1Md_F2 7 58870559 | 58870813 | bac
7_140845894 | MSMg01-362H09.T7 | 7.140845894|MSMg01-362H09.T7 L1Md_A 7 137541794 | 137541796 | gen 472 637
8.64555191 MSMg01-425N19.T] | 8 64555191|MSMg01-425N19.T] L1IMd_T 8 63632545 | 63632712 | bac
9.8466020 MSMg01-450F10.T] |9 .8466020.1|MSMg01-450F10.T] L1Md_A 9 8445245 8445416 | bac
9.15785513 MSMg01-234C22.T7 | 9_15785513|MSMg01-234C22.T7 L1 Mm 9 15432966 | 15433333 | bac
9.17650740 MSMg01-149K02.T7 | 9.17650740.1|MSMg01-149K02.T7 L1Md_F3 9 17306513 | 17306781 | bac
9.27223449 MSMg01-489020.T] | 9.27223449|MSMg01-489020.T] L1Md_F2 9 26475939 | 26476130 | bac
9.81399318 MSMg01-326M07.T] | 9.81399318.1|MSMg01-326M07.T] L1Md_A 9 79066467 | 79067106 | bac
9.84292630 MSMg01-057006.T7 | 9_84292630|MSMg01-057006.T7 L1Md_A 9 79066467 | 79067106 | bac
10_8875109 MSMg01-348J18.T7 | 10_8875109|MSMg01-348J18.T7 L1Md_T 10 8843283 8843679 | bac
10_43887393 | MSMg01-493016.T7 | 10_43887393|MSMg01-493016.T7 L1Md_T 10 42125945 | 42126136 | bac
10_52466401 | MSMg01-167G17.T7 | 10_52466401|MSMg01-167G17.T7 L1IMd_T 10 50470772 | 50471291 | bac
10.98345022 | MSMg01-112F18.T] | 10_98345022|MSMg01-112F18.T] L1Md_A 10 95369428 | 95369897 | bac
1099657349 | MSMg01-326H18.T7 | 10_99657349|MSMg01-326H18.T7 L1Md_A 10 96659933 | 96660243 | bac
10_108435506 | MSMg01-453A02.T] | 10_108435506|MSMg01-453A02.T] L1Md_T 10 105368263 | 105369093 | bac
1147298780 | MSMg01-301B21.T] | 11_47298780|MSMg01-301B21.T] L1Md_F2 11 48201615 | 48202120 | bac
11 47376024 | MSMg01-345L05.T] | 11 47376024|MSMg01-345L05.T] L1Md_T 11 48279272 | 48278874 | bac
11 91562780 | MSMg01-403107.T7 | 11_91562780|MSMg01-403107.T7 L1Md_T 11 92819100 | 92819871 | bac
11.97140118 | MSMg01-398008.T7 | 11_97140118|MSMg01-398008.T7 L1Md_T 11 98396330 | 98396452 | bac
11 97894539 | MSMg01-455L06.T7 | 11 97894539|MSMg01-455L06.T7 L1Md_F3 11 99150755 | 99151177 | bac
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11.111042012 | MSMg01-440E22.T7 | 11_111042012|MSMg01-440E22.T7 L1IMd_A 11 112226905 | 112227195 | bac
12_15791523 | MSMg01-490C07.T7 | 12_15791523|MSMg01-490C07.T7 L1IMd_T 12 15511341 | 15511784 | bac
12_64051351 | MSMg01-532N01.T] | 12_64051351|MSMg01-532N01.T] L1Md_F2 12 62981905 | 62981242 | bac
12_83874715 | MSMg01-279F10.T7 | 12_83874715.3|MSMg01-279F10.T7 L1Md_A 12 82537504 | 82537928 | bac
13.13280616 | MSMg01-471015.T7 | 13_13280616|MSMg01-471015.T7 L1Md_F2 13 13688359 | 13688796 | bac
1317601292 | MSMg01-454102.T7 | 13_17601292|MSMg01-454102.T7 L1Md_A 13 17095241 | 17095402 | bac
13.29779817 | MSMg01-352F11.T] | 13_29779817.1|MSMg01-352F11.T] L1Md_A 13 29337432 | 29337761 | bac
13.82239999 | MSMg01-507K19.T] | 13_82239999|MSMg01-507K19.T] LIMd_T 13 80407576 | 80407870 | bac
1395998175 | MSMg01-374K19.T] | 13_95998175|MSMg01-374K19.T] L1IMd_T 13 94125406 | 94125595 | bac
13.106371884 | MSMg01-260M16.T] | 13_106371884|MSMg01-260M16.T] L1Md_F2 13 104439907 | 104440716 | bac
1411331875 | MSMg01-377D05.T] | 14_11331875|MSMg01-377D05.T] L1IMd_T 14 11332759 | 11333486 | bac
14_28665790 | MSMg01-125C02.T] | 14 _28665790|MSMg01-125C02.T] L1Md_A 14 28850262 | 28850918 | bac
14 33348676 | MSMg01-167E12.T7 | 14_33348676|MSMg01-167E12.T7 L1IMd_T 14 39657932 | 39658502 | bac
1481471965 | MSMg01-295N06.T] | 14 _81471965.1|MSMg01-295N06.T] L1Md_F2 14 80399492 | 80399674 | bac
14.104768340 | MSMg01-379116.T7 | 14_104768340|MSMg01-379116.T7 L1IMd_T 14 102969874 | 102970487 | bac
14.104906806 | MSMg01-045J17.T7 | 14_104906806|MSMg01-045]J17.T7 L1Md_F2 14 103108525 | 103109213 | bac
14.117280613 | MSMg01-280P16.T] | 14_117280613.1|MSMg01-280P16.T] | L1IMd_T 14 115266859 | 115267194 | bac
15.15528705 | MSMg01-536D05.T7 | 15_15528705|MSMg01-536D05.T7 L1Md_T 15 15299682 | 15300212 | bac
15_23441603 | MSMg01-161A07.T] | 15_23441603|MSMg01-161A07.T] L1Md_T 15 23047239 | 23047961 | bac
15_25643563 | MSMg01-267K06.T] | 15_25643563|MSMg01-267K06.T] L1Md_A 15 25004158 | 25004159 | gen 442 578
1527111053 | MSMg01-055D13.T7 | 15_27111053|MSMg01-055D13.T7 L1Md_A 15 26324117 | 26324342 | bac
1527482753 | MSMg01-304P08.T] | 15_.27482753|MSMg01-304P08.T] L1Md_F2 15 26712091 | 26712643 | bac
15_36065904 | MSMg01-492D19.T7 | 15_36065904|MSMg01-492D19.T7 L1Md_T 15 35628024 | 35628218 | bac
1548174104 | MSMg01-164P07.T7 | 15_.48174104|MSMg01-164P07.T7 L1Md_F2 15 47436417 | 47436579 | bac
1650550325 | MSMg01-507F14.T7 | 16_50550325|MSMg01-507F14.T7 L1Md_F2 16 50297370 | 50297651 | bac
16_53096182 | MSMg01-448F13.T7 | 16_53096182|MSMg01-448F13.T7 L1Md_F3 16 52757213 | 52757602 | bac
16_54871030 | MSMg01-501H13.T] | 16_54871030|MSMg01-501H13.T] L1Md_A 16 54688487 | 54688727 | bac
16_55654112 | MSMg01-162F05.T] | 16_55654112|MSMg01-162F05.T] L1Md_F2 16 55477223 | 55477358 | bac
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18_8655834 MSMg01-438L15.T7 | 18_8655834|MSMg01-438L15.T7 LIMd_T 18 8371709 8372443 | bac
18_40480595 | MSMg01-375A09.T] | 18_40480595|MSMg01-375A09.T] L1IMd_T 18 40553380 | 40554019 | bac
18_43502515 | MSMg01-134A21.T] | 18_43502515|MSMg01-134A21.T] L1Md_F2 18 43089137 | 43089365 | bac
19_13563297 | MSMg01-207J15.T] | 19_13563297.2]MSMg01-207]J15.T] L1Md_F3 19 12908951 | 12908953 | gen 243 380
19_14939555 | MSMg01-388G17.T7 | 19_14939555|MSMg01-388G17.T7 L1Md_A 19 14388317 | 14388580 | bac
X_61904809 MSMg01-351D08.T7 | X_61904809|MSMg01-351D08.T7 L1Md_A X 56465114 | 56465465 | bac
X_ 62061500 MSMg01-509N14.T] | X 62061500|MSMg01-509N14.T] LIMd_T X 56621806 | 56622758 | bac
X_65938750 MSMg01-343102.T] | X_65938750|MSMg01-343102.T] L1Md_A X 60527704 | 60528276 | bac
X 106770124 | MSMg01-323P19.T] | X.106770124]MSMg01-323P19.T] L1Md_F2 X 102037447 | 102037448 | gen 241 558
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Tabulka 1: Primery B1

PRILOHA 3: SEKVENCE NAVRZENYCH PRIMERU

ID elementu F R
1.184636837 ATCGCACCACTTGGAAATGT TTGCACACGGAGTTGCTTAG
11_36548853 TTCAAAGGCACAGCTTTGTAGA CAGAATTGGCCACTCCAAGT
11.75720483 TTTGCAGCATCCAACAATTT CACCCAGGTATGCTCCCTAA
11.77724284 AAAGGGAAGGTGCCAAGAAG AAAACCCCCAAAACCAAAAC
11.95901520 CCGACCCTCTAGGAAGCAAT GTCCTCAGCTGTCAGGAAGG
13_57491756 ATGGTTTTGTGGGAGGTGTC CTTCCTGGTCGCAGTTCTTC
13.88893392.1 |ATGGGGGACGGTATTGAAA CAGTTTTGGTTATACATCACAGCA
13.91614534 TTCACCTTCTCCCAATGCAC CCAACTCCTCCCAGACACTC
14_65639239.1 |TTCAGGCTAAACACCTATGCAC TGCACCTTGCTTTCTTGTCA
16_14595666 TGGAAAATGACTTCTCAGACCA GGAAAATATCTATGAAACAAAATGGAA
17_65594026 TTTCCCAATTTGGCATCTGT CAGGATCGCTGAAATGTCAAT
1842374186 TGCATCATCAGCACCCATAC GACAAAGCTGTGGGAATGGT
18.72042872 TTGCTTTATGGATTAAGCCTCAG CATTTGTTTTTAGCAGATGTTGA
19_41388940 CCAAGACCAACTTCCCAGAA AGGCTGTTTCAATCCCACAC
19 4482934 AAAAGCCAGAGGAGGAGAGG AGCTATGACGTCCCAACCAG
228969957 GCTCCTCCACAGCTTCTCTG CCCTTGGATCTTGGTTCTCA
3.33680452.1 CTTTGTCGTTTAGGGGATGG TGGAGAAGGGACATCTTTGG
3.41093123.1 GTGGCATGCTTCATAGTGGA TCCAGGAAAGGGAATATTCAAA
3.78899579 TTTTGCAATGTTGTCTGAAAATG ATGCCCTTCCTACATGGACA
3.97825501 AGCCACAAAGCCAGCTTAAA ATCTGGCTAAAGCCATGCTG
4 35055668 CGTGCTGACTTTGGTTGAAA GCAAGTTGGTCTGCTCCTTC
446980783 TGCCTGGCTCCTATTTCTGT CTACCCCTTGGAGGGAAGAG
495244799 TCGAAGACATTGAAAGGGAGA CACACACACTGTAGCAAGGACA
5.14316129 TCCCTGATGGCAAATCCTAC CCATGGAGATCAGCAAGGTT
5146871706 TGTTTCGTTTGGGGAGAGAG GGTGTGCAAAGCAAGTTTCA
5_56513557 TCCCTCTCTTTGATCCCTGA CCTATCATTGGCATGCAGGT
8_14430657 GCAGATGACTGCTGCAAGTT CAGCAGAATCCACACCCTCT
8.59211105 GCACACTTTCAAGCAGGATG TTGAGCTATCAAAGATGTGGAAA
972337842 CAAATGGTGTTGCAAATGGA CGGCAGAACCTCGAAAGTTA
989499640 TCTGGCCCTCTTCTGGTCTA TTGCACCCATGGATTACATTT
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Tabulka 2: Primery L1

ID elementu F R
1.110594102 TGTTTGCACAATAGCCTTTGG GAGGAAGATGCAGAGTCAGG
1.115940924.2 |ACAAATGTAGGTTTGGGCAT AGCCATCATATCTCCCTGAA
1.134739382 GAGAGAAAGGCAGTGCAGAG TAGCTGGAGTAGCTTGACCT
1.147931066 TTTGGAACACTTGGAGGAGG CAGTAGAGCCAAAGTTTGAACG
1.169920251 ATGAGAAGGCTGAACACTGG CTCCGGTCTGACATACACAG
1.172498001 GTTCAGTCAGGCAAAGCATC CGCGTGCTTTCTTAAGAGTC
1.17678674 CCCATGAACTCCATAGTGTAGA TGTCAAATTCAATTAAGGACTATCCC
1_31389386.1 GCTCATAACAAATTGAGGGCT CATTCCATTTCTTCTCTCCTGC
1_39623985 GGTTAGCTTCTGGTCTCTGG CAGCTGAAAGTTGGAAGCAG
1.70843897 ACCCTGAGATTTCACTTTCAACT GGATCTGATGACCAGGGTTC
1.71165456 CTCAGGATTGAGGTCTGCTC GCTCATGGACATGTTGTTGC
1.82036590 AGACATTTTGTAGCATAAAACAGAT |CCTATTGATGTACCTACATTCCTAAA
1.8329451 TCTGAGCATTGAAACGTAACAG ACACTAAGAGAAGACACCAAAAC
1.99787920 ACCAGTCCTACCTCCTGATA TCTTGAGCTTCTCTTTCCCA
10_108435506 |GGTATCCCTAGAGCTGGAGT CAAAGGATCCGTAAGGGAGG
10_43887393 TCAAAATGCTATGCTCCGAGA ACCCGATTTCTGCTTAGGAT
10_52466401 AACCTCTTCTACTCTCCCCC AACCACCAACTTTTGGGACT
108875109 TAGCCTCCCCTCTGCATTAT AAGAAAAACAGAGCAACGGC
1098345022 GGGGTGGGAGGGTAATAAGA GAAAACCATGTAGGCAAGGC
10_99657349 AGCCCCTAGACACATCATTT ACTTTCACTTGTCCTTTTTGTCA
11.111042012 |CTCAAGATATCCCGGCCAAT TTACTGTCAGGACAGCCAAG
11_47298780 AGCAGAGTCAACAGCATGTA TTGGGTCCCAGGAAAAGAAA
1147376024 CAAGCACTTTGGGCTTTCTC TGCCTAACAGAACCCTCTCT
11.97140118 GCACTGTCTCACACGACTAA ACCTCCAAGTAACCCGAGTA
11.97894539 CTTCATACTCCCCAGTGCAT TTAGCCTCCTGCACAGATTC
12_15791523 TCCTGTGACTTTTCTCCCTTG GCCCCCATTGATCTCTCAG
12_64051351 AATGAAACAGTCTAAACACTATCG CCCACCTGTACTTGAAAATAGAT
12_83874715.3 |AACCAACTGGACGTGATTGA AAATGGGAACAGGAAGCAGT
1313280616 GTGGAAAAGGGGGTACACAT CCAGGAACGGCAGCTATATT
13.17601292 TGCAACCTGCCATAACTGAT TGTGCCAAGTATGTTTTGTGT
13_29779817.1 |AGCCACACTGAAAGCAAAAG TGGAAATAGCATCTCACTCTTGA
1382239999 CACAAGGACAACACCGAAAG GAGTGCTCTCACCTGGAATC
14.104768340 |TGTAAGGAGCTTGTGGTGTT CAAAGGAAGGAGGTAGTGTGT
14.104906806 |TCTGGGATCAAGGATCCACT TTCTTGTCCTGTTGGGCAAT
1411331875 TGCAAGCTACGAGTATTGCT GGGCCTCAAATTAGACCCAT
14_117280613.1 |GCTGTGGACATACTGAGCTT CTACAGGGGAGAGTCACCA
14_28665790 TCGTGTTCAGGTTTTATCTAGCA TACCGCTGATGTTGTCATGT
14.81471965.1 |ATATAAGGCAAGGAGCAGGC AGGCTCCTAGGGGGAAAAA
15_15528705 GTAACCCTAACAGCAGGGTC CCCCTCCAAATGGAAAGAGT
1523441603 AGGCTCTTCTTACAAAGTGTCA TCACTCAAACCATTACATCTACAGT
15_25643563 GACTGTACTCTCCTGGGGAT CCCTGAGCATTCTTGCATTT
15_27482753 GTGTTCCCACCCAAGTCTAA GTGGTAGAGGTGTGTACCTG
15_36065904 TCATGGAAAGGCAAAGGAGA TGCAAACTGAACTAAGGCAA
1548174104 GGCCATTTGGAGGTCACATA TCCCTCTTTGCCAGAATGC
16_50550325 AGCACTACCTTAAGAGTTGCAT AGACTCCTGAATATATGAGAAACACT
16_53096182 CTGGAATTCCTCTGATCGGG GGAACAGACAGACCAACACT
1654871030 ATGCAAGAACTTTGCAGACC GCATCCATCCTCCCTTAGTG
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Tabulka 2: Primery L1

ID elementu F R
16_55654112 TTTCCTGGGTCTGTTTAGGC TGTGATTCCTCATCGCACAT
18_40480595 GCAGCTAATTGCACAGTTCC CACGGTTTGATCCATGAGGA
18_43502515 TGTCATCATCTCTTTCTTCATTCTT |GGCTGGGTAGAAAATAAAACCA
18_8655834 GCAGTGGCTGCATTATATGTT GCTATTGGAATCCATGAATGGTC
19_13563297.2 |AGAAGCTAGCAAGGCTTTTAGA TCCATGAGGCAGTTTTGAGT
19_14939555 TCTGGATCATAAGAAAACAGTGGA TAGGATGCTTAGGGGGATGT
2.102613148 TTGACTGGGGAAATGTGTGT AGAGAGCAGCCTCATCTAGT
2.104944842 GGCAAGAGTATGTGCATCTG AGACTTTGACTGAGGGTGTG
2.126218541 TGTGGTGCTAGATCACATATTTA GCCGTTACTGGATTGTTCAT
2_74335778 TGAGGCTTAACAAGGCTGAG ATTTGACCTCAAGGTGAGACA
3.10138001 TCCCACTCTTGAGAGCAAAG ACCACATGGCTCATTATGTCT
3.121804640.1 |TGCAATCACACCTATAAGAGAACT ACTTCTAAGTGGCTTTCAAGACT
3.124317857 ACATCCCAAGTCTAAGATGCTC AGAAAGTGCAAACTAATGAGCC
3.12698563 CCTTTGTCAGATATTCACTTTACCT |ACCCAGGAATTCTAAAACTTTTCT
3.131484992 CAGACTCTAAGCCCCCAAAA AAGATCAGCCACATTCGGAG
3.161286348 ACTGAGCAGCATTCAGCTAT CAGGCACTGACATCAAAAGC
3.26002004 ACGTCTGAACTTAACTCAGGG ACATGCCATTGCAAACACAA
3.30262943.2 ATGCCAACATTTCTAGGCCA AGGAATATGAAGATGATATCCAGACA
3.6390028.2 TTATACAAGCGCAAATCGGG CCTTATGTGTATCCCAGTGTCA
3.7111342.1 AGGGAATGAATGTTTTGTTGTGT TGCATAACAAATGATTTCTGTGAAGA
3.73893616 ACCAACTGGTGCTTAAATGC CCATCGATTCCTTTATTGTCTCAC
3.84234575 TGACCATTAGGAGCAACCTT AAATGCGCTTAACTCTGTGG
3.85186470 TGTTTGGTATCATAGTAAGTGGAA CTAGTAGCAGAGTGGACAGA
4.124184313.1 |ACAGTACAGAAAACTGAGCCA TTGTCTCACAAGAGAGGACC
4 81736049 CTTGCTGAGTTCATACCCTT AGAAAGAAAACAGTTCCACTCT
482559210 CGGGCATGGTATCTTCACAT GGAGATTGGTTTCCCTCTGG
53298726 TGGCTTGGGCAAAATCTGTA CTCAGTGAGCAGAGTGAGTC
5.3910210 AGGTGAATGTTTTCTAACTGATGG GGGACAGCCAAAGAAATGAC
5_58682582 CCAGGGCTTAATGACAACCT TCTCTGGACTACCTTAAACAATCA
5.59948493.2 CAGAGTCAGTGGGGAAAACT TCCCTGGCCTTTAACTAGGA
5_71704925 CAACTAACAGATTCAGTGGTCA AGGCTAGTAAAAACAAAGGTGT
5.71821629 TGCCAAGAAGTATTTGACATTCAT CCCAACCATCCCAAAATGAC
5.92950676 AAAGCATTGCTATTGCTCTCC AGCAAGATCTATAAGGAGCACAT
6_13642581 GCTACAAACACCACCTCTGA TGGAGCTCCCATTTTTAGTAGT
6_16484548 AACACCATATCTTTGTGGTAATTGT |TGAAGGATGTGTGATGTGTGA
6_22837330 TGTCCAATACAGCCTTTCCC GAAGGAGACATGGCCAGAAA
6_26625388 ATGTTTGCCACAAAGACTGC ACTGCTGCCTCCTGATTATG
6_28072861 AAATTCAGGTCAAGTAGCGT GGGGTGTAATTTGTATGAATCTTATT
6_32965288.2 GGTCGTGCAAACCCATAAAA GCTTTCTTCAGGCAAACACT
6_44961499 GTACTGCTGTGCTATTGAGC CTCATGCCAGGGATCTTCAA
6_59069827.1 ATATTGCCCTGTGTGGCTTT TGTTGCTAACAGCAGGAAGT
6_64098349 CTGCAAGAAGAATGTAAATAAGCTG |GCTTTGTCCATAAAGCAGGT
6_7875345 AGCCTCTTCCTGGACTCTTA TCTTGCCCCATCTTTCTGAC
680910728 AGACACATTCATCTTATAGTGTCAG |CCTGTCTAATCCTCCTTGTTGA
7_140845894 AAGATGGTTGTCACTGGACC GGTCTCTCAGGCTTCTGATG
7_51783755 GTGCCTAGAGGTGCTACTA TTGGCCATAAACAACTCTTCA
7_62957382 AGGGATGAGGCCTTCTATGA ACCTGTCAGCCAACAGTTTAT
9 15785513 TTCTTTCCTCTTTCAGCCAC TCATGTGTGCTTTCTATGTCA
9.17650740.1 TTGTAATCAGCCAGGGTGTC CCATGGAGTGGGTAAAGGG

85



Tabulka 2: Primery L1

ID elementu F R
9 27223449 GCATTGTCTTCTTCCTTCATGG GTTATGGGGGCCAGAGAATG
9 81399318.1 TTGGCTGCTTTGATTCATGT GCTTATCATTCCTCATTCCTGG
9.84292630 GGAAGAGTGCAAGTGAGTGA TGATGTCCCCAACATCACAG
9. 8466020.1 CATTAAAGGGGCGGGCTA GTCACAGATACACTGATCTCCTT
X_ 106770124 GCTCAACTTCCCAGTCTTGC AAGAGCATGCACACGAACTG
X_61904809 GGGAATCTGACAACCGAGAA TCCTTCCAGCCCTAAACTGA
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PRILOHA 4: GENOTYPIZACE B1 A L1 RETROTRANSPOSONU.

(a) - absence inserce, (h) - heterozygot, (p) - pritomnost inserce, (NA) - dany kmen neamplifikoval fragment, (-) — kolem inserce nebylo moZné navrhnout primery.

Tabulka 1: B1 retrotransposony

D BZO M CTP MPB SEG Szt;*g;s Stud 2802 | XBS

1.176524044|MSMg01-530H05.T7 - - - - - - - R

1.184636837|MSMg01-346K09.T] a a a a a p a a

2.28969957|MSMg01-365D03.T] p a a a NA a a a

2_.144035101|MSMg01-447A02.T7 - - - - - - - R

3.33680452.1|MSMg01-236H23.T7 h a a a a a a a
3.41093123.1|MSMg01-062M24.T] a p a a a h a a
3.78899579|MSMg01-122C21.T] NA NA NA NA p a NA p

3.92725614|MSMg01-360D06.T] - - - - - - - R

3.97825501|MSMg01-510H06.T7 p a a p a p p a
4_35055668|MSMg01-178D10.T7 p a a a p p a p
4 46980783|MSMg01-291K18.T] p a a a a p a a

4.88704012.2|MSMg01-078]24.T] - - - - - - - R

4 95244799|MSMg01-264017.T] p a a a a p a a

5.4619638|MSMg01-447G16.T] - - - - - - - R

5.14316129|MSMg01-169M08.T7 a a a a a a a a

5.56513557|MSMg01-158L16.T7 p p p p p p p p

5.63811851|MSMg01-403N07.T7 - - - - - - - -

5_146871706|MSMg01-328A18.T7 p a a a a p a a

6_.50311353|MSMg01-051J13.T] - - - - - - - -

6_58823397|MSMg01-184B18.T7 - - - - - - - -

6_60498547|MSMg01-516001.T7 - - - - - . . .

8.14430657|MSMg01-412M06.T] p a a a a p a a

87



8.59211105|MSMg01-092P07.T]

9_4094488MSMg01-231H09.T7

9_72337842|MSMg01-433H24.T]

9_89499640|MSMg01-354D22.T7

9.111556280|MSMg01-323K23.T7

10_119699620[MSMg01-423N15.T7

11 36548853|MSMg01-051K21.T7

11.56305209|MSMg01-355C22.T7

11.75720483|MSMg01-143C03.T7

11.77724284|MSMg01-520024.T7

11.95901520|MSMg01-166H03.T7

13_57491756|MSMg01-340G10.T]

13_88893392.1|MSMg01-076E17.T]

13.91614534|MSMg01-304]16.T]

14_65639239.1|MSMg01-347C01.T]

15_55878401|MSMg01-275E20.T]

16_10849613|MSMg01-369E23.T]

16_14595666|MSMg01-141015.T]

16_28210146|MSMg01-405G12.T7

16_59705297|MSMg01-509C16.T7

17_65594026|MSMg01-528110.T]

18_34472190|MSMg01-432014.T]

18_42374186|MSMg01-541H12.T7

18_72042872|MSMg01-519H18.T]

19_4482934|MSMg01-486E07.T7

19_37506476|MSMg01-237L20.T]

19_41388940 MSMg01-386E09.T]
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Tabulka 2: L1 retrotransposony

D BZO CIM CTP MPB SEG Szt;*g;s XBS
1.8329451|MSMg01-325P17.T7 a a a a a p a
1.17678674|MSMg01-047F05.T] p a p a a p a
1.31389386.1|MSMg01-268A02.T7 a a a a a p a
1.39623985|MSMg01-458C03.T] p a a a a p a
1.70843897|MSMg01-457L10.T7 p a a a a p NA
1.71165456|MSMg01-464114.T] p a a a a p a
1.82036590|MSMg01-364124.T] p a a a a NA a
199787920 MSMg01-471103.T7 p a a a a p a
1.110594102|MSMg01-378022.T7 p a a a a p a
1.115940924.2|MSMg01-522E22.T7 p p a h p p p
1.126011684|MSMg01-269D13.T7 - - - - - - -
1.134739382|MSMg01-060115.T7 p p p p a p a
1.147931066|MSMg01-119B23.T7 a a a a a p a
1.169920251|MSMg01-534L01.T] p a a a a p a
1.171605415|MSMg01-067]08.T7 - - - - - - -
1.172498001|MSMg01-177F12.T7 p a a a a a a
2.13219396.2|MSMg01-502F14.T7 - - - - - -
2.15303085|MSMg01-480A19.T7 - - - - - - -
2_74335778|MSMg01-307E11.T7 p a a a a p a
2.102613148|MSMg01-546N18.T] p p p NA NA NA NA
2.104944842|MSMg01-444H15.T] p p a a p p p
2.126218541|MSMg01-468F12.T] h a a a a p a
3.6390028.2|MSMg01-164F16.T] p a a a a p a
3.7111342.1|MSMg01-161G09.T] p a a a a p a
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3.10138001|MSMg01-492E08.T7 p a a a a p a
3.12698563|MSMg01-318K24.T] a a a a a a a
3.26002004|MSMg01-270B18.T7 p a a a a p a
3.30262943.2|MSMg01-442B12.T7 p a a a a p a
3_73893616|MSMg01-159B05.T] p p p a a p NA
3.84234575|MSMg01-265M14.T7 p p a a a p a
3.85186470|MSMg01-274E05.T7 NA a a a a a a
3.121804640.1|MSMg01-501M03.T] a p a a a p a
3.124317857|MSMg01-486C09.T7 p a a a a p a
3.131484992|MSMg01-290B17.T] a a a a a a a
3.136518998|MSMg01-064G09.T7 - - - - - - -
3.161286348|MSMg01-496104.T] a a a p a a a
4 81736049|MSMg01-541109.T] a a a a a a a
4 82559210|MSMg01-464P04.T7 p a a a a a a
4.124184313.1|MSMg01-139F13.T] a a a a NA a a
5.3910210|MSMg01-092120.T7 a a a a a a a
5.3298726|MSMg01-231P23.T] a a h h a a a
5.59948493.2|MSMg01-048N19.T] p p a a a a a
5.58682582|MSMg01-093E12.T] NA a NA a a a a
5_71704925|MSMg01-414G03.T7 a h p a a p a
5.71821629|MSMg01-412110.T] p a a a a p a
5.92950676|MSMg01-151N15.T7 NA NA NA NA a a a
6_7875345|MSMg01-411B12.T7 p a a a a a
6_13642581|MSMg01-274G02.T7 a a a a a h a
6_16484548|MSMg01-313G04.T] NA a a a a p a
6_22837330MSMg01-270K09.T] a a p a a a a
6_26625388|MSMg01-085P02.T] p a a a a p a
6_28072861|MSMg01-529A01.T7 p p a a a p a
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6_32965288.2|MSMg01-071J05.T] p NA a a a
6_44961499|MSMg01-141D11.T7 p a a a p
6.59069827.1|MSMg01-357]23.T] a a a a p
6_64098349|MSMg01-089L09.T] p p a a p
6_79515770|MSMg01-291H14.T7 - - - - -
6.80910728|MSMg01-214B24.T7 a a a a p
7_51783755|MSMg01-470J23.T7 a a a a p
7_62957382|MSMg01-092A06.T7 p a a p p
7_140845894|MSMg01-362H09.T7 a a a a a
8.64555191|MSMg01-425N19.T] - - - - -
9.8466020.1|MSMg01-450F10.T] p a h p p
9.15785513|MSMg01-234C22.T7 a a a a a
9.17650740.1|MSMg01-149K02.T7 p NA NA NA NA
9.27223449|MSMg01-489020.T] a p a a a
9.81399318.1|MSMg01-326M07.T] p a a a p
9.84292630|MSMg01-057006.T7 p a NA a a
10_8875109|MSMg01-348]18.T7 p a a a NA
10_43887393|MSMg01-493016.T7 p a a a p
10_52466401|MSMg01-167G17.T7 a a a a p
10_98345022|MSMg01-112F18.T] p a a a p
10_.99657349|MSMg01-326H18.T7 a a a a a
10.108435506|MSMg01-453A02.T] NA a a a p
11_47298780|MSMg01-301B21.T] p a a a NA
11 47376024|MSMg01-345L05.T] p a a a a
11.91562780|MSMg01-403107.T7 - - - - -
11.97140118|MSMg01-398008.T7 h a a a p
11.97894539|MSMg01-455L06.T7 h a a a p
11.111042012|MSMg01-440E22.T7 NA a a a p
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12_15791523|MSMg01-490C07.T7

12_64051351|MSMg01-532N01.T]

NA

12_83874715.3]MSMg01-279F10.T7

13_13280616|MSMg01-471015.T7

=2 = I (o B (=]

e e o o

=2 = I (o B (=]

e e o o

13.17601292|MSMg01-454102.T7

13.29779817.1|MSMg01-352F11.T]

13_82239999|MSMg01-507K19.T]

13.95998175|MSMg01-374K19.TJ

13_.106371884|MSMg01-260M16.T]

14_11331875|MSMg01-377D05.T]

14_28665790|MSMg01-125C02.T]

14_33348676|MSMg01-167E12.T7

14_81471965.1|MSMg01-295N06.T]

14.104768340|MSMg01-379116.T7

14_104906806|MSMg01-045]17.T7

14.117280613.1|MSMg01-280P16.T]

15_15528705|MSMg01-536D05.T7

15_23441603|MSMg01-161A07.T]

15_25643563|MSMg01-267K06.T]

15.27111053|MSMg01-055D13.T7

15_27482753|MSMg01-304P08.T]

15_36065904|MSMg01-492D19.T7

15_48174104|MSMg01-164P07.T7

16_50550325|MSMg01-507F14.T7

16_53096182|MSMg01-448F13.T7

16_54871030MSMg01-501H13.T]

16_55654112|MSMg01-162F05.T]

18_8655834|MSMg01-438L15.T7

c o o [ [ [T

NA
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18_40480595|MSMg01-375A09.T]

NA

NA

NA

NA

NA

NA

18_43502515|MSMg01-134A21.T]

19_13563297.2|MSMg01-207J15.T]

19_14939555|MSMg01-388G17.T7

X _61904809|MSMg01-351D08.T7

X_62061500]MSMg01-509N14.T]

X_65938750|MSMg01-343102.T]

X_106770124|MSMg01-323P19.T]
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PRILOHA 5: ALIGNMENT SEKVENCi PODRODINY MM

10 Z0 30 40 100 110

I B B He e I N AT I I | - - |
Mm konsensus GCCGGGCGTGGTGECGCACGCCTTTAATCCCAGCACTCG GGAGGCAGAGG
10 119699620 |MSMg01-423N15.T7 . ...vvvennrnnnans A i i ST
11 77724254 |M3Mg01-520024.T7 e A i e T . GGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCAGAGGCA. . .. . . .. ..
11 95901320 MEMgD1-166HO3.TT ... urcnr it mnaan s annnnannans .- i e
13 B8893392.1|MSMg01-0T6ELT.TJ ...A. . ...ttt aaannanss e A
14 63639239.1|MSMg01-347C01.TJ ...... o .- i e
18 34472190 MEMgDI-4320T4.TT o u e e it e e s e m s e T oL
18 72042872 |MSMg01-519H18.TJ  ...... e Al B .- L e
19 37506476 |MSMg01-237L20.TJ LTT. . ATA. ... .. T...Te.v.o.v... T e S AG
3 33680452, 1 MEMgO1-236H23.TT .+ .t u et an s m e a e a s a e e e s
4 35055668 |MSMgD1-178D10.TT . ...ivuvecannrnnnns e S
4 46980TBIMSMgDI-291R1E.TT ..ttt e e e e e e e T i
4 88T04012.2 |MSMgO1-DTBI24.TJ ...ttt ettt e n e e e n e e e e e e e e T L
5 14316129 |MSMgD1-16SM0OB.T7  ....... AL, e T i e s
3 563135357 |MSMg01-138L16.T7T i ea e T i e
6 SO311333|MSMgOL-031TL3.TT o e T L
6 56823397 |MSMg01-184B1E.T7  ...... T........ et S
6 60496547 |MSMg01-516001.T7 R o T...T... Tt iiiinennns .- e e s A
B 14430637 [MSMgO1-412MOG. T o u e u e a e o n e v s n s s mm e e nmn o wn e e T oL
9 111536280 [MEMgD1-323R23.TT e e T L
9 89499640 |MSMgD1-354D22.T7 ....vveeennrans e A S
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Mm konsensns

10 119699620 |MSMg01-423W15.T7
11 77724254 |M3Mg01-520024.T7
11 959501520 |M5Mg01-166H03.T7
13 §8893392.1|MsMg01-076E17.TJ
14 65639239.1|MsMg01-347C01.TJ
18 34472190 |M5Mg01-432014.TJ
18 72042872 |M5Mg01-519H18.TJ
19 37506476 |M3MgD1-23T7L20.TJ
3 _33680452.1|M5Mg01-236H23.T7
4 35055668 |MSMgD1-178D10.
4 46980783 |MSMgD1-291K18.
4 88704012.2 |MSMg01-078J24.TJ
5 14316129 |MSMgD1-165MDE.

5 56513557 |MSMgD1-158L16.
6 50311553 |MSMgD1-051J13.
6 58823397 |MSMgD1-184B18.
6 60498547 |MSMgD1-516001.
& 14430657 |MSMg01-412M06.
3 111556260 |MSMg01-323K23.T7
9 89499640 |MSMg01-354D22.

T7
TJ

T7
T7
TJ
T7
T7
TJ

T7

..................................................... T......
.................. Gt it i a s e
s
Tt i it it a s s s e et
..... Y Y
..................................................... T......
s
T A e Tttt e T..voo.s
e
ALl L
............................................. it
............................................. it
............................................. e
T S e e e e e e e e e
Ao e e e e e i e, Al
................................................ T i iie i
..... L
............................................. et

A e T™T.......
Ao, T i i i i ns
CCAGAGGA. .. ... A i A
..... I
............... T.eovunnn.
e A
........... Al A
....... A, L AT
L A
....................... A
Al
........................ A
........... Ao WA
............ C.vne i WA
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PRILOHA 6: ALIGNMENT SEKVENCI PODRODINY MUS2

10 Z0 30 40 50 L] 70 20 50 100 110

Mn=2 konsensus GCCGGGCGTGETGGCGCACGCCT T TAATCCCAGCACTCGGGAGGCAGAGGCAGGCGGATTTCTGAGT TCGAGGCCAGCCTGGTCTACAGAGTGAGT TCCAGGACAGCCAG
1 176524044 |M5Mg01-530H05.T7
1 184636837 |MSMg01-346K09.TJ
11 56305209 |MSMg01-355C22.T7
11 75720483 |MSMg01-143C03.T7
15 57491756 |MSMg01-340G10.TJ
15 51614534 |MSMg01-304J16.TJ
15 55878401 |MSMg01-275E20.TJ
16 10849613 |MSMgDl1-369E23.TJ
16 14535666 |MSMgD1-141015.TJ
16 28210146 |M5Mg01-405G12.T7
18 42374186 |MSMg01-541H12.T7
19 41368940 |MSMg01-386E09.TJ
2 28969957 |MSMg01-365D03.TJ
3 41093123.1|MSMg01-062M24.TJ
3 _TEB99579 |MSMg01-122C21.TJ
3 92725614 |MSMg01-360D06.TJ
3 97825501 |MSMgD1-510H06.T7
4 55244799 |MSMg01-264017.TJ
5 146871706 |MSMg01-328A18.T7
5 46196536 |MEMgD1-447G16.TJ

5 63811851 |MSMgD1-403N07.T7
& 59211105|MSMgD1-052FP07.TJ
9 72337642 |MSMgD1-433H24.TJ




Mns2 konsensus

1 176524044 |M5Mg01-530H05.
1 184636837 |MSMg01-346K0S9.
11 56305209 |MSMg01-355C22.
11 75720483 |MSMg01-143C03.
13 57491756 |MSMg01-340G10.
13 91614534 |MSMg01-304J16.
15 55876401 |MSMg01-275E20.
16 10849613 |MSMg01-369E23.
16 14595666 |MSMg01-141015.
16 25210146 |MSMg01-405G12.
18 42374186 |MSMg01-541H12.
19 41386940 |MSMg01-3B6EDS.
2 28969957 |MSMg01-365D03. T

3 41093123.1|M5Mg01-062M24.TJ

3_T8899579 |MSMg01-122C21.T
3 52725614 |MSMg01-360D06.T
3 957825501 |MSMg01-510H06.T
4 552447959 |MSMg01-264017.T
5 146871706 |MSMg01-328A18.
5 4619636 |MSMg01-447G16.TJ
5 63811651 |MSMg01-403N07.T
& 59211105 |MSMg01-032F07.T
3 72337842 |MSMg01-433H24.T

T7
TJ
7
7
TJ
TJ
TJ
TJ
TJ
T7
T7
TJ
J

J
J
7
J
T7

7
J
J

GGCTACA

130

L e
GAGAARCCCTGTCTC
............... T
C..CL..... T
L
............... A
............... A
........ T...o..s
A e
....... e
............... A
............... A
............... A
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PRILOHA 7: DIVERGENCE 0D KONSENSU PODRODIN MM A

Mus2

Tabulka 1: Podrodina Mm

ID

divergence (%)

10_119699620|MSMg01-423N15.T7 2

11_77724284|MSMg01-520024.T7 6.5
11_95901520|MSMg01-166H03.T7 2

13.88893392.1|MSMg01-076E17.T] 41
14_65639239.1|MSMg01-347C01.TJ 5.5
18_34472190|MSMg01-432014.T] 2.7
18_72042872|MSMg01-519H18.T] 5.4
19_37506476|MSMg01-237L20.T] 13
3_33680452.1|MSMg01-236H23.T7 3.4
4_35055668|MSMg01-178D10.T7 4.8
4 46980783|MSMg01-291K18.T] 1.4
4 88704012.2|MSMg01-078]24.T] 2.1
5.14316129|MSMg01-169M08.T7 4.8
5.56513557|MSMg01-158L16.T7 4.7
6_50311353|MSMg01-051J13.T] 4

6_58823397|MSMg01-184B18.T7 2.9
6_60498547|MSMg01-516001.T7 7.5
8.14430657|MSMg01-412M06.T] 1.4
9_111556280|MSMg01-323K23.T7 2.4
9_89499640|MSMg01-354D22.T7 1.4
Priamér 4.1

Tabulka 2: Podrodina Mus2

ID

divergence (%)

1_176524044|MSMg01-530H05.T7 9.7
1_184636837|MSMg01-346K09.T] 2.9
11.56305209|MSMg01-355C22.T7 2.7
11_75720483|MSMg01-143C03.T7 6.1
13_57491756|MSMg01-340G10.T] 3.4
13.91614534|MSMg01-304]16.T] 6.1
15_55878401|MSMg01-275E20.T] 2.7
16_10849613|MSMg01-369E23.T] 5.5
16_14595666|MSMg01-141015.T] 3.4
16_28210146|MSMg01-405G12.T7 49
18_42374186|MSMg01-541H12.T7 5.4
19_41388940|MSMg01-386E09.T] 6.3
2_28969957|MSMg01-365D03.T] 1.4
3.41093123.1|MSMg01-062M24.T] 2.8
3_78899579|MSMg01-122C21.T] 2.2
3.92725614|MSMg01-360D06.T] 4.8
3.97825501|MSMg01-510H06.T7 0

4.95244799|MSMg01-264017.T] 5.6
5.146871706|MSMg01-328A18.T7 3.4
5_4619638|MSMg01-447G16.T] 4.8
5_63811851|MSMg01-403N07.T7 2.9
8.59211105|MSMg01-092P07.T] 2.7
9_72337842|MSMg01-433H24.T] 6.2
Primér 417
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PRILOHA 8: INSERCE VHODNE JAKO PODDRUHOVE
DIAGNOSTICKE MARKERY.

L1 - diagnostické pro M. m. domesticus
1.110594102|MSMg01-378022.T7
1_71165456|MSMg01-464114.T]
1.99787920|MSMg01-471103.T7
10_.98345022|MSMg01-112F18.T]
14_28665790|MSMg01-125C02.T]
3.26002004|MSMg01-270B18.T7
3.7111342.1|MSMg01-161G09.T]
6_7875345|MSMg01-411B12.T7
9.81399318.1|MSMg01-326M07.T]
1.169920251|MSMg01-534L01.T]
1.39623985|MSMg01-458C03.T]
3.10138001|MSMg01-492E08.T7
6_44961499|MSMg01-141D11.T7
10_43887393|MSMg01-493016.T7
14_104768340|MSMg01-379116.T7
14 117280613.1|MSMg01-280P16.T]
15_23441603|MSMg01-161A07.T]
2_74335778|MSMg01-307E11.T7
3.124317857|MSMg01-486C09.T7
3_30262943.2|MSMg01-442B12.T7
3.6390028.2|MSMg01-164F16.T]
5_71821629|MSMg01-412110.T]
6_26625388|MSMg01-085P02.T]

B1 - diagnostické pro M. m. domesticus
4_46980783|MSMg01-291K18.T]
8.14430657|MSMg01-412MO06.T]
4_95244799|MSMg01-264017.T]
5_146871706|MSMg01-328A18.T7




