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Abstrakt 
 
Dva druhy myší (Mus musculus musculus/Mus musculus domesticus) tvoří napříč 
střední Evropou úzkou zónu sekundárního kontaktu, která, jak se předpokládá, je 
udržována prostřednictvím rovnováhy mezi selekcí hybridů se sníženým fitness a 
disperzí jedinců. V průběhu mého PhD studia jsem spolu s mými kolegy používal 
set asi 1400 SNP markerů ke studiu celogenomové introgrese napříč dvěma/třema 
transekty v hybridní zóně myši domácí. Naším cílem bylo identifikovat genomové 
oblasti obsahujících geny potenciálně způsobující reprodukční izolaci mezi dvěma 
poddruhy myši domácí, charakterizovat jejich rozložení v myším genomu a 
charakterizovat vlastnosti genomu typické pro tyto regiony. Náš výzkum potvrdil 
na celogenomové škále významnost chromozomu X při evoluci reprodukční 
izolace a její společný genetický základ mezi dvěma studovanými transekty. 
V proximální části chromozomu 11 vykazující negativní epistázy v obou 
transektech jsme identifikovali gen 1700093K21Rik jako vhodný kandidátní 
speciační gen. V další studii jsme znovu analyzovali data ze tří transektů ve snaze 
charakterizovat vlastnosti genomu spojené s oblastmi s rozdílnou introgresí. 
Oblasti s nízkou mírou introgrese měly tendenci mít vyšší míru genomové 
diferenciace a naopak nižší míru rekombinace. Tyto oblasti také obsahovaly s vyšší 
pravděpodobností geny plnící úlohy uvnitř buňky. Genomové oblasti s vysokou 
mírou introgrese měly naopak tendenci mít nižší míru diferenciace, vyšší míru 
rekombinace a větší zastoupení genů plnící funkce na buněčné periferii. Na základě 
našich výsledků se domníváme, že funkční organizace genomu by mohla být 
důležitým činitelem při druhové divergenci a při evoluci reprodukční izolace. 
  



Abstract 
 
Two house mouse subspecies (Mus musculus musculus/Mus musculus domesticus) 
form a narrow zone of secondary contact across Central Europe which is thought to 
be maintained by a balance between selection against unfit hybrids and dispersion of 
individuals. During my PhD study my collaborators and I used an array of ~ 1400 
SNP markers to study patterns of introgression on a genome-wide scale across 
two/three house mouse hybrid zone transects. Our aim was to identify genomic 
regions putatively harboring genes that are involved in reproductive isolation 
between the two subspecies, to characterize their distribution in mouse genome and 
to assess genomic features associated with them. We were able to confirm on a 
genome-wide scale the importance of the X chromosome in the evolution of 
reproductive isolation and its common genetic basis between the two transects. In 
the proximal part of chromosome 11 which were exhibiting negative epistasis in 
both transects we were able to identify a particular gene, 1700093K21Rik, as a good 
candidate for the speciation gene. We further re-analyzed the data of three transects 
to identify genomic regions of high and low introgression and characterized 
genomic features associated with these regions. We found that genomic regions of 
low introgression exhibited a higher genomic differentiation and a low rate of 
recombination. These regions are also more likely to accommodate genes acting in 
the interior of a cell. On the contrary, genomic regions of high introgression 
exhibited a lower genomic differentiation, a higher rate of recombination and a 
higher prevalence of genes acting at cell periphery. We hypothesize that the 
functional organization of the genome is an important driver of species divergence 
and in the evolution of reproductive isolation. 
 
 



Úvod 
 
Speciace – proces, kterým dochází ke vzniku nových druhů – patří v současnosti k 
jednomu z nejvíce zkoumaných evolučních fenoménů. Jedním z cílů studia 
speciace je pochopení molekulární podstaty vzniku reprodukční izolace mezi nově 
vznikajícími druhy (Presgraves 2010). Myš domácí představuje z tohoto pohledu 
velmi vhodný modelový organismus. Dva poddruhy myší domácí (M. m. 
musculus/M. m. domesticus), které od sebe začali divergovat zhruba před 500 tisíci 
lety (Geraldes et al. 2008) na území dnešního Iránu (Duvaux et al. 2011, Hardouin 
et al. 2015), se setkali ve střední Evropě, kde vznikla zóna sekundárního kontaktu 
(Boursot et al. 1993). Tyto dva poddruhy byly po většinu času divergence 
geograficky izolovány (Duvaux et al. 2011), což vedlo k evoluci velmi dobře 
zdokumentované částečné postzygotické reprodukční izolace způsobené sníženou 
fertilitou u samců (Forejt & Iványi 1974, Storchová et al. 2004, Britton-Davidian et 
al. 2005, Good et al. 2008a, 2008b, White et al. 2011, Albrechtová et al. 2012, 
Turner et al. 2012). Předpokládá se, že tato reprodukční izolace je zodpovědná za 
udržování hybridní zóny na základně rovnováhy mezi disperzí jedinců 
s rodičovských populací a selekcí proti hybridům se sníženým fitness (Barton & 
Hewitt 1985). 
 
Hybridní zóny představují prostředek ke studiu nově vznikajících druhů a pro 
pochopení procesu speciace (Barton & Hewitt 1985). Teoretické modely (Barton 
1979, Barton 1983, Barton & Gale 1993) popisují genový tok mezi dvěma 
poddruhy jako klinální změnu alelické frekvence napříč hybridní zónou. Strmost 
této kliny odpovídá síle reprodukční bariéry mezi těmito poddruhy a tedy množství 
genového toku, ke kterému mezi nimi dochází. Míra genového toku se však liší 
mezi jednotlivými částmi genomu podle genového obsahu. Oblasti obsahující geny 
zodpovědné za reprodukční izolaci jsou v hybridní zóně pod selekcí a mají tak 
genový tok nižší. Neutrální oblasti mají výrazně vyšší šanci, že projdou přes 
hybridní zónu. Výše genového toku v těchto oblastech však závisí na síle celkové 
reprodukční bariéry a jejich fyzické vazbě ke genům pod selekcí. Třetí skupinou 
jsou geny, které poskytují nositelům selekční výhodu i na cizím genetickém 
pozadí, a mohou tak snadno proniknout přes reprodukční bariéru (Piálek & Barton 
1997). Díky těmto vlastnostem představují hybridní zóny velmi efektivní 
prostředek k identifikaci genů zodpovědných za reprodukční izolaci mezi nově 
vznikajícími druhy (Rieseberg & Buerkle 2002). 
 
V současnosti vývoj nových sekvenačních technologií značně zjednodušil analýzu 
velkého množství genomových dat. Během mého PhD studia jsem spolu s mými 
kolegy využil data vyprodukovaná pomocí sekvenačních technologií nové generace 



a výše uvedených vlastností hybridních zón k pochopení vzniku reprodukční 
izolace u myši domácí. 
 
  



Cíle práce 
 

• Charakterizovat rozdíly mezi introgresí chromozomu X a autosomů na 
celogenomové úrovni ve snaze objasnit jejich roli v evoluci reprodukční 
izolace u myši domácí 

 
• Identifikovat konkrétní genomové oblasti vykazující introgresi 

odpovídající selekci proti hybridům v hybridní zóně myši domácí a najít 
kandidátní geny zodpovědné za reprodukční izolaci u myši domácí 

 
• Porovnat introgresi napříč myším genomem s genomickými vlastnostmi 

jako je míra rekombinace, míra genomické diferenciace a funkční složení 
genů ve snaze odhalit vztahy těchto vlastností a reprodukční izolace u 
myši domácí 

 
  



Materiál a metody 
 
K celogenomové analýze hybridní zóny myši domácí jsem během svého PhD 
studia využil dataset vyprodukovaný v průběhu několika let na základě spolupráce 
laboratoří z USA (University of Michigan, University of Arizona) a z České 
Republiky (Ústav biologie obratlovců, AV ČR, v.v.i., Ústav živočišné fyziologie a 
genetiky, AV ČR, v.v.i., Karlova Univerzita v Praze). Dataset obsahoval vzorky ze 
tří transektů hybridní zóny myši domácí. Česko-Bavorský transekt (CZ) obsahoval 
895 vzorků, Bavorsko-Rakouský transekt (BV) obsahoval 437 vzorků a Saský 
transect (SX) obsahoval 322 vzorků. Vzorky byly sbírány v průběhu mnoha let 
různými výzkumnými týmy. Detaily týkající se jednotlivých vzorků a lokalit pro 
jednotlivé transekty lze nalézt v Teeter et al. (2008, 2010) a Wang et al. (2011). 
 
K analýze hybridní zóny byly využity diagnostické ‘Single Nucleotide 
Polymorphisms’ (SNPs) detailně popsané Wangem et al. (2011), k jejichž vývoji 
byla využita beta verze ‘Mouse Diversity Array’ (Yang et al. 2009) a genotypy pro 
vzorky divokých myší z území Evropy (Yang et al. 2011). Jako diagnostické byly 
považovány SNP markery rozdílně fixované mezi sedmi vzorky M. m. musculus a 
devíti vzorky M. m. domesticus (Yang et al. 2011). Finální set diagnostických 
markerů sestával z asi 1400 SNP markerů rovnoměrné distribuovaných napříč 
myším genomem a hlavní část genotypů z hybridní zóny myši domácí byla 
publikována ve Wang et al. (2011). 
 
Introgrese napříč hybridní zónou byla analyzována pomocí dvou metod 
genomických klin – likelihood přístup (Gompert & Buerkle 2009, 2010) a 
Bayesiánský přístup (Gompert & Buerkle 2011, 2012). Genomické kliny popisují 
pravděpodobnost vyskytu genotypu/alely daného původu pro daný locus vzhledem 
průměrnému genotypu/alele pro daného jedince. Průměrný genotyp/alela je 
reprezentována hybridním indexem (Gompert & Buerkle 2009).  
 
Pro další analýzy byla využita data volně dostupná v bioinformatických on-line 
databázích: Mouse Diversity Array (Yang et al. 2009, 2011), myší genetická mapa 
(Shifman et al. 2006, Cox et al. 2009), Gene Ontology (Ashburner et al. 2000). 
 
  



Výsledky a diskuze 
 
Během svého PhD studia jsem spolu s mými kolegy analyzoval introgresi asi 1400 
SNP markerů v hybridní zóně myši domácí. V první fázi jsme využívali data ze 
dvou transektů (CZ, BV), u kterých Wang et al. (2011) prokázal dostatečný počet 
vzorků v centrálních populacích. Naším cílem byla charakterizace celogenomové 
architektury reprodukční izolace mezi dvěma poddruhy myši domácí (M. m. 
musculus/M. m. domesticus). Nejprve jsme charakterizovali detailní introgresi na 
tomto chromozomu porovnáváním introgrese mezi páry markerů. Cílem bylo 
nalezení větších úseků (bloků), které vykazují podobnou introgresi na chromozomu 
X. Dále byla analyzována introgrese markerů uvnitř bloků vzhledem 
celogenomickému pozadí. Lokalizace nalezených bloků pokrývajících značnou 
část chromozomu X se mezi transekty shodovala a markery tvořící tyto bloky 
vykazovaly v obou transektech negativní epistázi. Výsledky naší analýzy tak 
potvrdily společnou reprodukční bariéru na chromozomu X mezi oběma transekty. 
Naše výsledky korespondovaly s výsledky předchozích studií, které přisuzovaly 
chromozomu X vyšší míru selekce v hybridní zóně než autozomům (Tucker et al. 
1992, Dod et al. 1993, Macholán et al. 2007). Největší z námi nalezených bloků 
v centrální části chromozomu X odpovídá výsledkům starších prací využívající 
nižší počet markerů a analýzu geografických klin (Payseur et al. 2004, Dufková et 
al. 2011). X vázáné markery byly dále využity k identifikaci SNP markerů 
vykazující negativní epistázi na autozomech. Jejich rozsah činil v obou transektech 
20-25 %. Jejich malý překryv mezi transekty (pouhých 5 %) byl také v kontrastu s 
chromozomem X a poukazoval spíše na geografickou variabilitu v reprodukční 
izolaci. Náš nález odpovída současné speciační teorii tzv. ‘the large X-effect’, která 
přisuzuje chromozomu X významně větší roli při formování reprodukční izolace 
než autozomům (Coyne & Orr 1989, Charlesworth et al. 1987). 
 
Na základě našich předchozích výsledků jsme vybrali oblast v proximální části 
chromozomu 11 vykazující negativní epistázy v obou transektech, a u které byla 
také v minulosti prokázána asociace této oblasti se samčí hybridní sterilitou (Oka et 
al. 2007). Výstupem detailní analýza této oblasti bylo nalezení genu 
1700093K21Rik, který vykazoval charakteristiky typické pro kandidátní speciační 
geny. Cílem této studie bylo ukázat efektivnost kombinace dat z hybridní zóny a 
veřejně dostupných myších genomických zdrojů. 
 
Recentní studie Renaut et al. (2013) poukázala na možný význam funkční 
architektury genomu při druhové divergenci několika druhů slunečnic. Ve finální 
studii jsme se zaměřili na genomické vlastnosti související s funkční architekturou 
genomu v oblastech s nízkou a vysokou introgresí. Výsledkem bylo nalezení 
statisticky signifikantního rozdílu pro míru genomické diferenciace, míru 



rekombinace a funkční složení genů mezi oblastmi s různou mírou introgrese. 
Genomové oblasti vykazující nízkou míru introgrese byly charakteristické vyšší 
mírou diferenciace, nížší mírou rekombinace a větším zastoupením genů plnících 
úlohy uvnitř buňky. Z hlediska molekulární funkce byly tyto geny častěji 
asociovány s funkcemi týkajícími se regulace transkripce. Genomové oblasti s 
vysokou mírou introgrese naopak vykazovaly nízkou genomovou diferenciaci, 
vyšší míru rekombinace a vyšší zastoupení genů mající funci na buněčné periferii. 
Molekulární funkce těchto genů byla spojená s transdukcí signálu v buňce 
naznačující receptorovou aktivitu. Olfaktorické a vomeronasální receptory byly 
často zastoupené mezi těmito geny. Rozdíl v aktivitě genů uvnitř nebo na povrchu 
buňky poukazuje na významnou roli funkčního uspořádání genomu při evoluci 
reprodukční izolace a při druhové divergenci. 
 
  



Závěry 
 

• Celogenomová analýza hybridní zóny mezi dvěma poddruhy myši domácí 
(M. m. musculus/M. m. domesticus) ukázala na významný vliv pohlavního 
chromozomu X ve formování reprodukční izolace u myši domácí napříč 
transekty. 

• Identifikovali jsme řadu autozomálních oblastí, které vykazovali známky 
negativní epistáze. V každém transektu bylo takto identifikováno mezi 20 
– 25 % markerů, jejich překryv mezi transekty byl však výrazně nižší (~ 5 
%), což poukazovalo spíše na geografickou variabilitu v reprodukční 
izolaci na autozomech. 

• Analýza oblasti v proximální části chromozomu 11 vykazující negativní 
epistázi pomocí veřejně dostupných genomických zdroji umožnila 
identifikaci genu 1700093K21Rik významně korelujícího s reprodukční 
izolací mezi dvěma poddruhy myši domácí 

• Analýza genomických vlastností (míra genomické diferenciace, míra 
rekombinace a funkční složení genů) asociovaných s různou mírou 
introgrese na autozomech naznačila možný vliv funkční organizace 
genomu při druhové divergenci a formování reprodukční izolace 

 
  



Introduction 
 
Speciation is a process by which new species arise and it is currently one of the 
most researched fields of evolutionary biology. One of the aims of speciation 
research is to understand the molecular basis of reproductive isolation (Presgraves 
2010). From this perspective the house mouse is a good model species. Two house 
mouse subspecies (M. m. musculus/M. m. domesticus) started to diverge 
approximately 500,000 years ago (Geraldes et al. 2008) in the region of present-
day Iran (Duvaux et al. 2011, Hardouin et al. 2015). They subsequently met in 
Central Europe where they formed a zone of secondary contact (Boursot et al. 
1993). These two subspecies were geographically isolated for most of the time of 
divergence (Duvaux et al. 2011) which led to the evolution of well characterized 
partial postzygotic reproductive isolation, with males having lower fertility (Forejt 
& Iványi 1974, Storchová et al. 2004, Britton-Davidian et al. 2005, Good et al. 
2008a, 2008b, Turner et al. 2011, White et al. 2011, Albrechtová et al. 2012). It is 
assumed that the reproductive isolation is responsible for maintaining the house 
mouse hybrid zone based on an equilibrium between individual dispersion and 
selection against hybrids with low fitness (Barton & Hewitt 1985). 
 
Hybrid zones are a tool to study newly arising species and to understand the 
speciation process (Barton & Hewitt 1985). According to theoretical models 
(Barton 1979, Barton 1983, Barton & Gale 1993) clinal change in allele frequency 
across hybrid zones describes gene flow between two subspecies. The steepness of 
a cline is proportional to the strength of the reproductive barrier between the two 
subspecies and reflects the amount of gene flow. However, the patterns of 
introgression are supposed to vary across the genome according to the actual gene 
content. Loci involved in reproductive isolation are under selection in hybrid zones 
and as such are expected to have low or no gene flow. Gene flow on neutral loci is 
generally higher, though still impeded, depending on the strength of the barrier and 
also on it’s linkage to the barrier loci. The third group – loci bearing selective 
advantage to the host even on an alien genetic background – may easily escape the 
influence of the barrier (Piálek & Barton 1997). Given the predicted differences in 
the way various genes introgress across hybrid zones these interfaces between the 
(sub)species provide a very efficient tool to identify genes putatively involved in 
reproductive isolation and also those which readily cross species boundaries 
(Rieseberg & Buerkle 2002). 
 
Current developments in sequencing technologies made analysis of large amount 
of genetic characters much easier. In my PhD study my collaborators and I employ 
a large number of SNP markers spanning the entire mouse genome to explore 



patterns of introgression across the house mouse hybrid zone in an effort to better 
understand the molecular basis of reproductive isolation and its evolution. 
 
  



Aims of the Thesis 
 

• To characterize genome-wide differences in introgression between X 
chromosome and autosomes and to elucidate their role in the evolution of 
reproductive isolation in the house mouse 
 

• To identify specific genomic regions under the selection against hybrids in 
the house mouse hybrid zone and search for candidate genes putatively 
involved in the reproductive isolation in the house mouse 
 

• Compare the introgression along the house mouse genome with genomic 
correlates such as the rate of recombination, the genomic differentiation 
and the functional composition of genes in an effort to reveal relationships 
between these features and the reproductive isolation in the house mouse 

  



Materials & Methods 
 
The house mouse hybrid zone dataset was produced over the course of several 
years as part of a collaborative effort between several laboratories from the USA 
(University of Michigan, University of Arizona) and the Czech Republic (Institute 
of Vertebrate Biology, AS CR, Institute of Animal Physiology and Genetics, AS 
CR, and Charles University in Prague). The samples were from three house mouse 
hybrid zone transects – the Czech-Bavarian (CZ), Bavarian-Austrian (BV) and 
Saxony (SX) transect – and included 895, 437 and 322 mice samples. Samples 
were collected throughout many years by different research groups. The details of 
sampling can be found in Teeter et al. (2008, 2010) and Wang et al. (2011). 
 
The diagnostic single nucleotide polymorphisms (SNPs) used in our analysis are 
fully described in Wang et al. (2011). They were identified by using the beta 
version of the Mouse Diversity Array (Yang et al. 2009) and from genotypes for 
wild occurring european mouse samples provided by Yang et al. (2011). The SNP 
markers were considered to be diagnostic when differentially fixed between seven 
M. m. musculus and nine M. m. domesticus mice samples (Yang et al. 2011). The 
final set of ~ 1400 SNPs along with the genotype data from the house mouse 
hybrid zone was published by Wang et al. (2011). 
 
To analyze the introgression across hybrid zones we used two methods of analysis 
for genomic clines: the likelihood (Gompert & Buerkle, 2009, 2010) and the 
Bayesian (Gompert & Buerkle 2011) approach. Genomic clines describe the 
probability of genotype/allele occurrence of a given ancestry for a locus with 
respect to the average genotype/allele for a given individual. The average 
genotype/allele is represented by the hybrid index (Gompert & Buerkle 2009). 
 
Furthermore, we used mouse genomic data from publicly available resources: 
Mouse Diversity Array (Yang et al. 2009, 2011), Mouse Genetic Map (Shifman et 
al. 2006, Cox et al. 2009) and Gene Ontology (Ashburner et al. 2000). 
 
  



Results and Discussion 
 
During my PhD study my colleagues and I used ~ 1400 SNP markers to analyze 
introgression in the house mouse hybrid zone. In the first phase of our research we 
used data from two transects (CZ, BV) which were shown to have a sufficient 
number of samples in central populations (Wang et al. 2011). Our aim was to 
characterize the whole genome architecture of reproductive isolation between the 
two house mouse subspecies (M. m. musculus/M. m. domesticus). Firstly, we 
characterized detailed introgression on the X chromosome, making a pairwise 
comparison between markers. The aim of this approach was to find X-linked 
blocks which had the same introgression and assess introgression for individual 
markers within these blocks. We found considerable overlap between transects for 
X-linked blocks. These blocks comprise a large portion of the chromosome X and 
markers from within the blocks exhibited negative epistasis in both transects. Our 
results were in accordance with previous findings which suggested a stronger 
selection on the X chromosome with respect to autosomes (Tucker et al. 1992, Dod 
et al. 1993, Macholán et al. 2007). The largest of the blocks we found in the central 
portion of the chromosome X corresponded to the previous results findings using 
geographic clines (Payseur et al. 2004, Dufková et al. 2011). The X-linked markers 
were used to identify SNP markers under negative epistasis on autosomes. Only 20 
– 25 % of autosomal markers exhibited negative epistasis in the two transects, 
however, the overlap comprised only ~ 5 %, suggesting that geographic variability 
might be in play. Our finding corresponds to the current speciation theory – the 
large X-effect – which assumes a large influence of the X chromosome in the 
evolution of reproductive isolation (Coyne & Orr 1986, Charlesworth et al. 1987). 
 
Based on our previous results we selected a genomic region in the proximal part of 
chromosome 11, which exhibited negative epistasis in both transects, and which 
was previously associated with male hybrid sterility (Oka et al. 2007). Detailed 
analysis of this genomic region revealed gene 1700093K21Rik, which exhibited 
typical features for speciation genes. The aim of this study was to show the value 
of combining hybrid zone data and publicly available genomic resources in 
searching for speciation genes. 
 
Recently, Renaut et al. (2013) pointed out the possible importance of the functional 
architecture of the genome in species divergence among several species of 
sunflowers. In the final phase of our research we focused on genomic features 
putatively associated with the functional architecture of the genome in the genomic 
regions of low and high introgression. We found a statistically significant 
difference for genomic differentiation, rate of recombination and functional 
composition of genes between genomic regions of varying degree of introgression. 



Genomic regions of low introgression tend to have higher genomic differentiation, 
a lower rate of recombination and a higher prevalence of genes functioning in the 
interior of a cell. Regulation of transcription was an important molecular function 
associated with these genes. On the contrary, genomic regions of high introgression 
tend to have a lower genomic differentiation, a higher rate of recombination and a 
higher prevalence of genes functioning at the periphery of a cell. The most 
common molecular function was signal transduction, which suggests receptor 
activity. Olfactoric and vomeronasal receptor genes were the most prominent group 
among these genes. The difference in the localization of gene activity points to the 
importance of functional organization of genome in the evolution of reproductive 
isolation and species divergence. 
 
  



Conclusions 
 

• Genome-wide analysis of the hybrid zone between two house mouse 
subspecies (M. m. musculs/M. m. domesticus) pointed out to the 
importance of the sex-chromosome X in the formation of reproductive 
isolation among house mouse hybrid zone transects. 

• We identified 20 – 25 % autosomal SNP markers exhibiting negative 
epistasis. The overlap between the two transects was around 5 % which 
suggests geographic variability in reproductive isolation on autosomes. 

• Detailed analysis of the genomic regions in the proximal part of 
chromosome 11 (which exhibited negative epistasis in both transects) and 
the use of publicly available mouse genomic resources revealed gene 
1700093K21Rik correlating with reproductive isolation between the two 
house mouse subspecies. 

• Analysis of genomic features (genomic differentiation, rate of 
recombination and functional composition of genes) associated with 
varying degrees of introgression on autosomes suggested that the 
functional organization of the genome might be an important driver of 
species divergence and in the evolution of reproductive isolation. 
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