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1. Uvod

Sekvenca deoksiribonukleinske kiseline tj. DNK, se sastoji od kodirajuceg i

nekodirajuéeg dijela (nekada zvanog i ,,junk* DNK [1] koji ¢ini veéi dio eukariotskog genoma).
Repeticije ¢ine ve¢inu DNK sekvence i1 one se mogu nalaziti i u kodirajuéem iu nekodiraju¢em
dijelu, sto je narocito vidljivo na primjeru genoma ¢ovjeka gdje je vise od polovice ukupnog
genoma sastavljeno od repeticija [2], ali i u genomima ostalih sisavaca. Postoje razliCite vrste
repeticija u DNK. One mogu biti klasificirane kao tandemne repeticije, rasprSene repeticije,
segmentne duplikacije te kompleksna ponavljanja. Tandemne repeticije se dodatno, prema
svojim duljinama, mogu Klasificirati kao mikrosateliti (1 do ~6 bp), minisateliti (~6 do ~100
bp), sateliti (~100 do ~2 kb) i makrosateliti ( ve¢i od ~2 kb). Sve te repeticije mogu sadrzavati
supstitucije nukleotida, umetanja ili brisanja nukleotida u odnosu na savrSeni uzorak tj.
konsenzus. Pokazalo se da repeticije imaju znacajnu regulatornu ulogu kao jedan od glavnih
uzro¢nika evolucijskog razvoja [3 - 9] i zbog toga potrebna je njihova identifikacija i analiza.
Tandemne repeticije smjeStene unutar regulatornog podrucja ili onog kodirajué¢eg su bitne za
upravljanje funkcijom ili ekspresijom gena [10], ali su vazne i za fenotipske varijabilnosti i
bolesti kod visih eukariota [11, 12].

S napretkom tehnologije za sekvencioniranje genoma, razvijali su se razliCiti
bioinformaticki alati i algoritmi za bolju identifikaciju repeticija DNK sekvenci, a zajedno s
njima su se mogle odrediti i periodi¢nosti viSega reda. Algoritmi za identifikaciju repeticija
mogu se podijeliti u dvije kategorije, fleksibilne statisticke algoritme usporedbe nizova (od
kojih je najpoznatiji Tandem Repeat Finder, TRF [13]) i algoritme za procesiranje signala (od
kojih je najpoznatiji Spectral Repeat Finder, SRF [14]). Svi ti algoritmi za identifikaciju
tandemnih repeticija imaju svoje nedostatke, koji su vezani uz njihove metode rada. Problem
pronalaska takvih repeticija je kompleksan zbog nesavrSenih kopija monomera (osnovne
ponavljajuce jedinice u tandemu). Primjenom razli€itih algoritama moguce je dobiti i razlicite
informacije vezane uz broj kopija, narocito ako se istrazuju repeticije velikih duljina. Fleksibilni
statisticki algoritmi usporedbe nizova imaju probleme s identifikacijom repeticija u slucaju
velikih supstitucija, umetanja i brisanja nukleotida kod dugackih monomera (iznad 2 kb) te
mogu davati nekoliko mogudih struktura iste sekvence. U slucaju algoritama za procesiranje

signala mogu nastati numericki artefakti i slaba rezolucija spektralne analize.

Od tandemnih repeticija najviSe su istrazivani sateliti. Jedan takav primjer istrazivanja
su sateliti u ljudskom genomu, tzv. alfa sateliti duljine ~171 bp [15, 16, 17, 18], koji se nalaze

u podru¢ju centromere u svakom kromosomu. Takoder su se proucavali sateliti i u viSim

Ines Vlahovic
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primatima te su se medu njima pokusavale naci sli¢nosti i razli¢itosti u njihovoj strukturi u

odnosu na ljudske alfa satelite. Ljudski alfa sateliti mogu se pojaviti u dva oblika, kao monomeri
I kao periodi¢nosti viSega reda tzv. HOR-ovi (koji su hijerarhijski organizirani u sekundarnu
ponavljajucu jedinicu). Razlike izmedu pojedinih monomera koji ¢ine HOR su u rasponu od
~20% - do ~35%, dok su one izmedu HOR kopija manje od 5% [19]. Za HOR-ove ljudskih alfa
satelita smatra se da su nedavno nastali u ljudskom genomu pomoc¢u mehanizma nejednolikog
,crossing-overa® [19, 20]. Pomo¢u tog mehanizma mogu se objasniti stvaranje i lokalna
homogenizacija jedinica HOR kopija te razlike izmedu razli¢itih kromosoma u njihovoj
veli¢ini. Jedno od znacajnijih rezultata dobivenih s ra¢unalnom metodom Global Repeat Map
(GRM), vezano uz istrazivanje HOR-o0va, je identifikacija tzv. ljudskog akceleriranog podrucja
(HAHOR) u neuroblastoma ,,breakpoint* obitelji gena koje daje naznaku za razliku izmedu
razvoja ljudskog 1 mozga visih primata [21] te takoder razliku izmedu Y kromosoma ¢ovjeka 1

¢impanze [22] kao i ostalih kromosoma [23].

Algoritmi za identifikaciju tandemnih repeticija, osim na ljudima i primatima, su se
primjenjivali i na drugim eukariotima [24, 25, 26]. Jedne od takoder dosta istrazivanih sekvenci
DNK su sateliti insekta Tribolium castaneum, tzv. malog brasnara, koji napada spremista hrane,
naro¢ito ona S pohranjenim zitaricama [27, 28, 29, 30]. Genomi iz obitelji Tenebrionid insekata
opcenito imaju velike blokove pericentromernog heterokromatina, na ¢ijem podrucju se i nalaze
sateliti koji se proucavaju radi boljeg razumijevanja njihove uloge i evolucije. Problem kod
proucavanja satelita kod insekata, ali i drugih eukariota, je njihovo tesko sastavljanje prilikom
sekvencioniranja §to je upravo i vidljivo na primjeru T. castaneum u ¢ijem sekvencioniranom
genomu je sastavljeno samo 0,3% [29] od ~35% genoma koji im pripada [31]. Prijasnja
istrazivanja, koja su Koristila restrikcijske enzime [31], pokazala su da od struktura viSega reda
postoje dimeri, trimeri i pentameri koji su ukazivali na periodi¢nosti viSega reda, kao $to postoje

kod sisavaca odnosno visih primata te covjeka.

Svrha disertacije je dati prikaz svih identificiranih periodi¢nosti visega reda (HOR)
pomocu rac¢unalne metode Global Repeat Map (GRM) u insektu Tribolium castaneum (slika
1). Za analizu ovog insekta potrebno je bilo preuzeti sekvencionirani genom TCAS 3.0. s javno
web dostupne baze podataka NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=AAJJ01). TCAS 3.0. sastavljen je od kontiga
AAJJ01000001-AAJJ02009708 u kromosome CMO000276-CM000285 (,linkage grupe” —
oznacene s L1-L10 i napravljenih od 140 spojenih kontiga (scaffolda) koji predstavljaju 70%

sekvencioniranog genoma te su sastavljeni s visoko rezolucijskim rekombinacijskim tehnikama
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mapiranja pomoc¢u bakterijskih umjetnih kromosoma i pomocu ekspresije ,,sekvence tag*

markera), u nepovezane viSestruko — komponentne povezane kontige (,,unlinked multi-
component scaffolds DS47665-DS497969) 1 nepoznate jednostruke spojene kontige
(,,unknown singleton scaffolds* GG694051- GG694051). Prednost primjene GRM metode za
identifikaciju HOR-ova lezi u simbolickom mapiranju sekvence u frekventnu domenu te
stvaranju GRM dijagrama iz kojih se mogu pomoc¢u dominantnih klju¢nih rijec¢i identificirati
tandemne, rasprsene, pravilne i kompleksne periodi¢nosti visega reda u rasponu svih duljina
fragmenata. Za razliku od drugih algoritama, metoda je robusna na supstitucije, brisanja i
umetanja nukleotida te daje veliku moguénost pri identifikaciji jednostavnih i kompleksnih
struktura visega reda (HOR-ova). U kombinaciji s programom BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) [32], moZemo za identificirane repeticije pomocu GRM metode, vidjeti da li se
one pojavljuju i kod nekih drugih eukariota te takoder za obradeni genom nekog eukariota,
odrediti da li se one nalaze unutar ili izvan genskog dijela DNK. ldentifikacija HOR-ova u T.
castaneum je zanimljiva iz tog razloga Sto se smatralo da su HOR-ovi opcéenito karakteristicni
za sisavce, pogotovo kod visih primata i ¢ovjeka te da su oni nedavno nastali na evolucijskoj

ljestvici.

Slika 1. Prikaz T. castaneum. Preuzeto sa:
http://en.wikipedia.org/wiki/File: Tribolium castaneum87-300.jpg#file.

Tandemne repeticije su zanimljive za istrazivanje zbog svojih regulatornih uloga kao
jedan od glavnih faktora evolucijskog razvoja (na primjer razvoj ljudskog mozga u odnosu na
viSe primate) te primjeni u medici u otkrivanju uzroka razli¢itih bolesti kao posljedicu
nepravilne ekspresije gena. Periodi¢nosti viSega reda, nastalih s nejednolikim ,, crossing-over*
mehanizmom (koji objasnjava stvaranje i lokalnu homogenizaciju HOR-ova i ubraja velike
varijacije izmedu HOR-ova na homolognim kromosomima), omogucuju brzi evolucijski razvoj
eukariota. ldentifikacija HOR-ova, s obzirom da su upravo oni karakteristi¢ni za primate i
¢ovjeka i smatra se da su nastali nedavno na evolucijskoj skali, u genomu insekta T. castaneum
otvara nove mogucnosti istraZzivanja moguc¢ih mehanizma evolucije kod vrsta nastalih prije

sisavaca.
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LITERATURNI PREGLED

2. Literaturni pregled

Kako bi desifrirali genome svih eukariota, a naro¢ito genom Covjeka, razvijale su se
metode sekvencioniranja DNK odnosno nacini odredivanja redoslijeda nukleotida, sastavljenih
od purinskih i pirimidinskih baza (adenina - A, guanina — G, citozina - C i timina—T - slika 2),

Secera 1 fosfata.
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Slika 2. Grada baza. Preuzeto i preradeno s
http://javiciencias.blogspot.com/2012/10/biomolecules-our-earth-is-as-far-as-we.html.

Razvojem tehnika sekvencioniranja omoguéio se napredak u razli¢itim poljima
znanosti, od arheologije, antropologije, genetike, biotehnologije, molekularne biologije i
forenzike. Nobelovac Frederick Sanger sa suradnikom Coulsonom 1975. g. [33] je napravio
prvu metodu sekvencioniranja zvanu ,,plus i minus* koriste¢i E. coli. DNK polimerazu | i DNK
polimerazu iz bakteriofage T4. Zbog neucinkovitosti metode, Sanger je sa suradnicima
napravio novu metodu sekvencioniranja dvije godine kasnije [34], temeljenu na enzimskoj
polimerizaciji, tzv. ,,chain termination method*. U ovoj metodi postoje dva glavna pristupa,
nasumicni (shotgun sekvencioniranje) i direktni (hod primera) pristupi [35] koji su prikazani na

slici 3islici 4
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Slika 3. Pristup nasumi¢nog sekvencioniranja ili shotgun metoda. Razli¢iti procesi prvo
uklju¢uju fragmentaciju DNK u fragmente duljina 2 — 3 kbp koji su zatim klonirani u vektore i
umetnute u stanice domacine za amplifikaciju. Nakon procis¢enja, DNK iz pojedinacne
kolonije je sekvencionirana, a krajnji rezultat je dobiven s programima za sastavljane
(poravnanje ) sekvenci. Preuzeto i preradeno s [36].
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> ( Veliki DNK tragment)
Enzimatski rez
sa specificnim
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Slika 4. Pristup direktnog sekvencioniranja ili metoda hodanja primera. U ovoj metodi, DNK
je izrezana na velike komade od ~ 40 kbp i umetnuta u kozmid za rast. Sekvencioniranje se radi
u koracima pocevsi od poznate pozicije kozmida. Nakon $to se urede podaci iz prvog kruga,
odreduje se novo mjesto primera u novoj stvorenoj sekvenci. Postupak se ponavlja dok hod ne
dode do suprotne pocetne tocke. Preuzeto i preradeno iz [36].

S vremenom se Sangerova metoda doradivala kako bi se omogucilo ¢itanje duZih
sekvenci (broj ¢itanja baza po hodu), kratko vrijeme analize, malu cijenu analize i bolju
preciznost 1 to u enzimskoj tehnologiji, pripremanju samih uzoraka, DNK oznacavanju i

separaciji fragmenata i analizi [36].
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Osim Sangerove metode sekvencioniranja, razvijale su se i druge metode, kao Sto je

Maxam i Gilbert metoda zasnovana na kemijskoj degradaciji [37], u kojima nije bilo potrebno
subkloniranje i procis¢ivanje uzoraka [38]. U kemijskim metodama neke od mana, pri
sekvencioniranju, su nedovrsene reakcije koje smanjuju duljinu ¢itanja fragmenata te sporost

zbog paznje koja se mora obratiti na rad s kemikalijama.

Treca metoda sekvencioniranja se zasniva na pirofosfatima, odnosno na DNK
sekvencioniranju u realnom vremenu s detekcijom otpustenih PPi (anion P2O7* pirofosfata)

tokom reakcije DNK polimerizacije [39, 40, 41].

Sekvencioniraje jedne molekule s egzonukleazama je jos jedna metoda, koja omogucuje
brzo sekvencioniranje velikih fragmenata DNK (40 kb) s brzinama od 100 do 1000 baza u

sekundi [42] ¢iji princip rada je prikazan na slici 5.

a) Sinteza komplementamog lanca sa oznacenim nukleotidama
3 G T-F C_A__ ¥

biotin 8 _C_ A__A__ 3
? ? )
- G
"R e B ;
v ?
5'-3' polimeraza O
b) Vezii zaustavi ¢) Odrezi i detektiraj

3'-+5" egzonukieaza

"V
OmATL O '-,c/.
6] L:/

A '
%
O 9/'
G ' Protocni  +
c 3 detektor
4 /|/|/| BN
O\

Time —

Slika 5. Prikaz koraka u postupku sekvencioniranja jedne molekule zasnovan na laserski
induciranoj fluorescenciji. Preuzeto i preradeno iz [36].

Danas se upotrebljavaju i tehnike sekvencioniranja slijedece generacije, Cije se osobine

mogu vidjeti u tablici 1.
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Tablica 1. Medusobna usporedba sekvencioniranja slijedeée generacije. Preuzeto i preradeno
s http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing.

Metoda Duljina Toénost Citanje po Vrijeme Cijena Prednosti Nedostaci
ocitanja hodu pohodu | po1l
milijunu
baza (u
US$)
Single-molecule real- 5,500 do 99.999% 50,000 po 30 $0.33—- Najdulja duzina Umjerena
time sekvencioniranje | 8,500 bp konsenzusna SMRT minuta $1.00 ¢itanja. Brza. propusnost.
(Pacific Bio) to¢nost, 87% stanici, ili do 2 Detektira 4mC, Oprema je skupa.
pojedina¢na ~400 sata 5mC, 6mA.
to¢nost megabaza
lonsko do 400 bp 98% do 80 2 sata $1 Manje skupa Greske
semikonduktorsko milijuna oprema. Brza. homopolimera.
(lon Torrent
sequencing)
Pirosekvencioniranje 700 bp 99.9% 1 milijun 24 sata $10 Velika duljina Skupi hodovi.
(454) ¢itanja. Brza. Greske
homopolimera.
Sekvencioniranje sa 50 do 300 98% do3 1do 10 $0.05 do Potencijal za visoki | Skupa oprema.
sintezom (lllumina) bp milijardi dana $0.15 doprinos Potrebne visoke
sekvencioniranja, DNK
ovisno o modelu koncentracije.
sekvencera i
primjeni.
Sekvencioniranje s 50+35 ili 99.9% 1.2do1.4 ldo2 $0.13 Niska cijena po Sporija od drugih
ligacijom (SOLiD 50+50 bp milijardi tjedna bazi. metoda. Problemi
sequencing) s palindromskim
sekvencama.
Zaustavljanje lanca 400 do 99.9% N/A 20 $2400 Dugacka Skuplja i
(Sanger sequencing) 900 bp minuta individualna neprakti¢na za
do 3 ocitanja. Velike vece projekte
sata primjene. sekvencioniranja.

Sa razvojem metoda sekvencioniranja, nastala je potreba za pohranom svih tih DNK
sekvenci tj. stvaranja baza podataka genoma. Tri najbitnije baze podataka u koje se genomi
pohranjuju su: DNA Data Bank of Japan (National Institute of Genetics [43]), EMBL (European
Bioinformatics Institute [44]), GenBank (National Center for Biotechnology Information [45]),
na kojima se mogu pronaci genomi svih sekvencioniranih organizama. Zajedno sa stalnim
dodavanjem genoma u ove baze podataka, zapocinjani su i mnogi drugi projekti
sekvencioniranja genoma razli¢itih organizama. Jedan od znacajnih primjera projekta je HGP

(Human Genome Project [46]) koji su pokrenuli 1990.g U.S. Department of Energy (DOE) i

National Institutes of Health (NIH) u trajanju od 15 godina. Prva draft sekvenca je objavljena
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2001.g. [47], asam projekt je zavrsio 2003. godine. HGP je potaknuo pokretanje i drugih sli¢nih

projekata. Kao rezultat HGP — a, otkriveno je oko 1800 gena odgovornih za neke bolesti te je
stvoreno novih 350 biotehnoloskih produkata koji su dospjeli u klini¢ka istrazivanja [48].
Zajedno s projektima sekvencioniranja drugih organizama omogucéene su komparativne analize
koje daju bolje razumijevanje strukture i funkcije gena i ujedno evolucijskih promjena izmedu

organizama [49].

Projekt koji je bitan za ovu disertaciju je projekt genoma insekta Tribolium castaneum,
koji je jedan od organizama modela. On se koristi u svrhu opcenitog istrazivanja razvoja
insekata. T. castaneum je jedan od najraSirenijih Stetnika koji napada pohranjenu hranu,
narocito zitarice s ¢ime Se stvaraju milijardske Stete u gospodarstvu, S obzirom da moze
prezivjeti zahtjevne uvjete okoliSa, zahvaljujuci razvijenom organu slicnom bubregu. Zbog
svojeg kratkog zivotnog vijeka, velike plodnosti, pogodan je za geneticka istrazivanja i to
pretezno u razvojnim studijama. Da je dobar odabir za prouc¢avanje u komparativnim studijama,
vidljivo je iz slike 6, na kojoj se vidi da 126 ortolognih grupa gena, prisutnih u malom brasnaru
i Govjeku, su izostavljeni iz drugih sekvencioniranih genoma insekata od kojih je 44 prisutno u

svim kraljeznjacima [50] od ukupnog konsenzusnog seta od 16404 gena.

Slika 6. Zajednicki ortologni geni u genomima insekta i ¢ovjeka. Preuzeto iz [50].

Od 16404 gena, njih 47% su ansestralni koji se mogu pratiti u insektima i kraljeznjacima
te 9% ortlognih gena se nalaze samo kod insekata [50]. Prouc¢avanjem kemo osjetilnih gena i
gena detoksikacije, traze se bolji nacini izrade pesticida u svrhu zaustavljanja Sirenja ovog

insekta.
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Zajedno uz razvoj metoda sekvencioniranja, poceli su se razvijati i bioinformaticki alati,

koji bi moglianalizirati i interpretirati podatke dobivene s projektima sekvencioniranja genoma,
I razvoj bioinformatike. Sama bioinformatika je interdisciplinarna, i ona ukljucuje matematiku,
fiziku, biologiju te racunalne znanosti za razne primjene u medicini (npr. otkrivanje i razvoj
lijekova kao s$to je Gleevec, koji interagira s abnormalnim proteinom stvorenim u kroni¢noj
mieloidnoj leukemiji [51]). Osnovni bioinformaticki alati sluze za analizu i DNK sekvence, ali
I proteina uz javno dostupne baze podataka. Interpretacija podataka pomocu bioinformatickih
alata, od analize DNK sekvence ide sve do analize ukupnog broja proteina i odredivanja njihove
strukture (proteotomika) do analize mRNA (transkriptomika), analiza genetske varijacije i
ekspresije, predvidanje i detekcije regulatornih mreza gena i njihove dinamike, analize
molekularnih puteva kako bi se razumjele bolesti vezane uz gene, dizajniranje primera za
predvidanje funkcije produkata gena te za simulacije u modeliranju dinamike stanica. Neki od

bioinformatickih alata prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Popis nekih bioinformatickih alata.
Alati Opis

Basic Local Alignment Search Tool Pronalazi sli¢na podrucja izmedu bioloskih sekvenci s racunanjem
(BLAST) [52] statisticke znacajnosti pogodaka.

Electronic PCR (e-PCR) [53] Racunalna metoda za identifikaciju sekvencijski oznacenih mjesta
STS (sequence tagged sites ) u DNK sekvenci.

Open Reading Frame Finder (ORF  Graficka analiza koja trazi ORF u sekvenci.
Finder) [54]

Conserved Domain Search Service Identificira oduvane domene prisutne u proteinskoj sekvenci.
(CD Search) [55]

ENSEMBL [56] Identificira gene i druga svojstva sekvence.

COMBOSA3D - (Coloring Of Bojanje molekula prema poravnanju sekvence.
Molecules Based On Sequence
Alignment) [57]

SeWeR: Sequence analysis [58] Integrirani portal za Ceste web servise u bioinformatici.

Jedna grupa bioinformatickih alata se posebno pocela razvijati za identifikaciju
repeticija u DNK sekvenci. Postoje razlike u kopijama repeticija u obliku toc¢kastih mutacija,
umetanja, brisanja, zamjena nukleotida koje su nastale s razli¢itim mehanizmima. Pomoc¢u

dinamike repeticija, moze se doc¢i do evolucijskih razlika koje se mogu iskoristiti za
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proucavanje mutacija i prirodne selekcije [59]. Repeticije se mogu podijeliti u dvije glavne

skupine [59] koje se dalje mogu dijeliti kako je prikazano na slici 7.

DNK repeticije

visoko umjerene
repeticijske repeticije
sekvence

satelitska DNK
repeticije
| T 1

L L
” makrosateliti

1
raspriene
repeticije
L

J mikrosateliti H BN
transponzon

L
” DNK transpozon
l" [ 1 1

|
L L
hipervariljalpilne telomgrng subtelorper§ka NonLTR
repeticije ponavljanja ponavljanja
L
” ERVs ” LINE ” SINE

dinukleotidna
ponavljanja

: 1
LTR
I

i

Slika 7. Shema razli¢itih vrsta repeticija. Preuzeto i preradeno iz [59].

Rasprsene repeticije su nastale s mehanizmom premjestanja s jednog mjesta na drugo
unutar genoma — transpozicijom na dva nacina, s RNK transpozonom i s DNK transpozonom

s ¢ime se moze zapoceti proces rekombinacije [60].

Rekombinacija izmedu transpozona

U dva razlitita kromosoma.

L) istom kromosomu.

Slika 8. Prikaz zapocinjanja procesa rekombinacije na istom ili razlicitim kromosomima.
Preuzeto i preradeno iz [60].
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RNK transpozoni se mogu dalje podijeliti na LTR (jedna podklasa su ERVs — endogeni

retrovirusi) koje imaju potencijalnu regulatornu ulogu i kodiraju mMRNK molekule [60]), i
NonLTR elementa (LINE — Long Interspersed Nuclear Elements, SINE — Short Interspersed
Nuclear Elements). Jedne od najpoznatijih SINE sekvenca u ¢ovjeka su tzv. alu sekvence,
duljine 350 bp, s jednim milijunom kopija, a od LINE je L1 s duljinom od 7 — kbp i vise od 500
000 kopija (Sto ¢ini 17% ljudskog genoma) [61].

DNK transpozoni su bitniji za prokariote i oni se mogu pomicati po genomu S

mehanizmom ,,izreZi i zalijepi (cut-and-paste) koji se sastoji od nekoliko koraka (slika 9).

g T
3
Mijesta intagracia A Mjesto reziena
A [
ax ax m A

DNE popravel
$a domadinom

N Ta A 17
AT AT

Otk transpozona

Reintegrirani transporan flackiran
sa duphoranim TA

Slika 9. Izrezi i zalijepi mehanizam (cut-and-paste). Na slici se vidi da je transpozon
izrezan s jednog mjesta i zalijepljen na drugo na TA ciljnoj dinukleotidi koji je dupliciran i
popravljen s DNK mehanizmom popravka. Preuzeto i preradeno iz [62].

Opcenito transpozoni mogu uzrokovati genetske izmjene zbog transpozicijskih procesa,
kao §to je vidljivo na DNK transpozonima koji mogu deaktivirati ili izmijeniti ekspresiju gena

umetanjem u introne, egzone ili regulatorna podrucja [62].

Tandemne repeticije se sastoje od uzoraka nizova baza tzv. monomera, poslaganih
linearno jedan iza drugoga u genomu i mogu zauzimati do nekoliko tisu¢a ponavljajucéih
jedinica (monomera). Prema duljini monomera mogu se podijeliti na mikrosatelite (1 do ~6 bp),
minisatelite (~6 do ~100 bp), satelite (~100 do ~2 kb, na slici 7 su predstavljeni kao visoko

repeticijske sekvence) i makrosatelite ( ve¢i od ~2 kb).

Istrazivanja su pokazala da makrosateliti imaju strukturalnu i regulatornu ulogu i da
varijacije u njihovoj duljini mogu uzrokovati bolesti kao Sto je facioskapulohumeralna misi¢na

distrofija, kao i nekih drugih [63].
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Od otkric¢a prvih minisatelita, Jeffrey 1985. godine, u podruéju introna gena mioglobina,

slicne strukture su se pocele otkrivati i u drugim organizmima. Vecina minisatelita su GC
bogata i veé¢ina mutacija se sastoji od brisanja ili umetanja monomera (odnosno osnovne
jedinice ponavljanja). Za sada se zna da su neki minisateliti bitni zbog njihovih asocijacija sa
strukturalnim svojstvima kromosoma [60] kao $to su telomerska ponavljanja bitna za DNK
replikaciju i odrzavanje integriteta kromosomskih krajeva, motiva 5'-TTAGGG-3' ponovljenog
u stotinama kopija. U genomu ¢ovjeka, minisateliti su smjesteni u krajevima subtelomernog
podrucja, dok su kod nekih drugih organizama, kao §to Su mis i Supljorosci, rasprostranjeni u
cijelom genomu [64]. U slu¢aju T. castaneum, motiv je (TCAGG)n koji se pojavljuje u svim
kromosomima [65]. Tokom mejoze minisateliti mijenjaju svoju ukupnu duljinu i sastav

repeticija [66] te su korisna za mapiranje genoma [67].

Subtelomerska ponavljanja nalaze se u podrucju izmedu telomera i kromatina. Podrucje
subtelomere moze sadrzavati viSe tipova repeticija, a neke od njih su segmentne duplikacije,
sateliti i sekvence oblika (TTAGGG)n. Segmentne duplikacije su ponavljanja duljine ~1kb sa
sli¢nosti kopija ve¢im od 90% i tvore 5% eukromatina u ljudskom genomu [68]. Za njih se zna
da su one zapravo spojeni duplikoni kod ¢ovjeka te da su to podrucja genomske nestabilnosti
kao i brza izmjenjujuca podrucja genomske sekvence smjeStene blizu telomere. Neke od ovih
sekvenci mogu biti specificne za pojedine kromosome, dok su druge prisutne na svim ljudskim
kromosomima [68]. Za nastanak ovih segmentnih duplikacija prvo se moraju dogoditi primarne
viSestruke duplikacije kopija koje se zatim agregiraju i nakon agregacije prolaze kroz
sekundarne duplikacije. Segmentne duplikacije su najvise istrazivani u genomu ¢ovjeka i D.
Melanogaster. Prvi rezultati vezani uz segmentne duplikacije u insektima, vezanim uz
istraZzivanje asocijacija mikrosatelita sa segmentnim duplikacijama, pokazala su da u genomu
T. castaneum postoji 7 mikrosatelitskih parova u asocijaciji sa segmentnim duplikacijama [69]
(prikazano u tablici 3).

Tablica 3. Broj repeticijskih mikrosatelitskih parova (rPM) i mikrosatelitskih parova u
asocijaciji sa segmentnim duplikacijama (mSD) u insektima. Preuzeto i preradeno iz [69].

Vrsta rMP mSD Postotak (%0)
A.aeg 4644 1023 22.03

A.gam 6674 891 13.35

A.mel 2861 193 6.75

A.pis 1961 40 2.04
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B.mor 4920 545 11.08
C.qui 4828 573 11.87
D.ana 1731 108 6.24
D.ere 550 49 8.91
D.gri 21863 790 3.61
D.mel 2618 290 11.08
D.moj 24975 686 2.75
D.per 4579 184 4.02
D.pse 2125 97 4.56
D.sec 2062 57 2.76
D.sim 902 10 111
D.vir 16699 628 3.76
D.wil 11936 532 4.46
D.yak 1000 30 3
N.vit 23314 2759 11.83
T.cas 789 7 0.89

Mikrosateliti tzv. SSR (Short Sequence Repeats) se mogu pronaci isto kao i ostali tipovi
repeticija, i u kodiraju¢em i ¢eS¢e u nekodiraju¢em dijelu DNK sekvence. U nekim sluc¢ajevima
se mikrosateliti ¢es¢e nalaze u egzonima (pozitivna selekcija) $to moze upuéivati na njihovu
funkciju. Oni imaju razli¢ite uloge, npr. asocijacija sa segmentnim duplikacijama te
regulatornim ulogama genske ekspresije (zbog velike brzine mutacija) te daju moguénosti
nastajanja mehanizma odmotavanja DNK [70], zbog varijacije u broju kopija mogu utjecati na
transkripciju [71, 72], ali takoder mogu posluziti za izradu genetskih profila za svaku osobu
(jedinku), posto ne postoje dvije osobe s jednakim brojem kombinacija varijanti njihovih
duljina, odnosno imaju znacajnu ulogu u forenzici [60]. Mikrosateliti su bitni za proucavanje
bolesti [73] koje mogu uzrokovati, i opéenito su se sve tandemne repeticije pocele intezivnije
istrazivati s otkri¢em bolesti uzrokovanih s polimorfizmom broja kopija kao sto je to sluc¢aj kod

Huntingtonove bolesti, bolesti koja utjeCe na rad misic¢a i uzrokuje kognitivno propadanje i
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promjene u ponasanju. Promjene broja kopija trinukleotida CAG (kodira amino kiselinu

glutamin) u Huntingtinovom genu (HTT), koji kodira protein Huntingtin (Htt), uzrokuje bolest
(tablica 4, [74]).

Tablica 4. Klasifikacija trinukleotidnih ponavljanja i status bolesti ovisi o broju kopija
CAG. Preuzeto i preradeno[74].

Broj kopija Klasifikacija Status bolesti Rizik za potomke
<26 Normalan Nema Nikakav
27-35 Umjeren Nema <<50%
36—39 Smanjeno prodiranja  Moze i ne mora imati 50%
40+ Potpuno prodiranje Ima 50%

Istrazivanja su pokazala da se u genomu T. castaneum nalazi vise od 12000
mikrosatelita, od kojih su trinukleotide najrasirenije, medu kojima je najduzi motiv (AAT)195
[75]. Vec¢ina mikrosatelita u T. castaneum, nalaze se u intergenskomdijelu (63%) ili u intronima
(20%). Pomoc¢u mikrosatelita (509 polimorfnih) iz ovog insekta, dobili su se markeri koji se

koriste u populacijskim istrazivanjima [50].

Od tandemnih repeticija, jos postoje i sateliti koji su na slici 7 predstavljene kao visoko
repetitivne sekvence. Ovaj tip tandemnih repeticija najéesce je smjesten u pericentromernom
ili telomerskom heterkromatinskom podruc¢ju [76], interagira sa specificnim proteinima te
sudjeluju u organizaciji kromosoma. Veliki broj istrazivanja, vezana uz analizu satelita, su se
provodila na usporedbi izmedu blisko povezanih vrsta kao §to su Covjek i ¢impanza [21, 22, 23]
te da su promjene u broju kopija i mutacijama unutar njih bitne za njihovu evoluciju, unutar
pojedine vrste i izmedu razli¢itih vrsta [77]. Sateliti, veli¢ine ~ megabaza, nastaju s procesom
koordinirane evolucije (,,concerted evolution®) s kojom dolazi do homogenizacije mutacija
unutar genoma i njihove fiksacije u populaciji. S procesom ,,molecular drive* [78] dolazi do
izmjene genetskog sadrZaja pomocu procesa okretanja (DNK ,turnover mechanism*) koji ima
utjecaj na strukturu DNK molekule (toc¢kaste mutacije, kromosomske anomalije (inverzija,
translokacija, rekombinacija), genomske anomalije, i genska ekspresija) i fenotipske osobine
[79]. Pomoc¢u procesa nejednolikog ,,crossing-over-a“ (slika 10) i ,,gene conversion (slika 11)

mogu nastati razlike izmedu broja kopija satelita [80] i drugih mutacija unutar samih satelita.
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Slika 10. Proces nejednolikog ,,crossing-over-a“ i izmjena sestara kromatida. (a) Poravnanjem
sestrinskih kromatida tokom mejoze, ne moraju se sve repeticije poravnati savrSeno. (b)
Slamanje lanca na nesestrinskoj kromatidi (duz linije A) uzrokuje nejednoliki ,,crossing-over,
stvarajuci razli¢iti broj kopija repeticija. (€) Slamanje lanca na sestrinskoj kromatidi (duz linije
B) takoder uzrokuje nejednoliki broj kopija. Preuzeto i preradeno s [81].
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Slika 11. Nastanak konverzija gena - ,,gene conversion”. a) Heterodupleks. b) DNK Koristi
segment e' za mehanizam popravka odnosno konverziju gena (oznaceno plavom bojom). C)
Obje DNK molekule koriste svoju originalnu sekvencu za popravak bez genske ekspresije.

(a) Centromera _ Ponavljajuéa jedinica
‘I n—n—él—n—u—
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Preuzeto i preradeno s [81].
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Preko evolucije satelitske DNK i prac¢enjem njihove dinamike doslo se do zakljucka da

postoji inverzna korelacija izmedu brzine nejednolikog ,,crossing-overa“ i ocuvanosti satelita
medu vrstama [82] te na smanjenje ili povecanje njihovog broja kopija s razli¢itim
mehanizmima (pomaknuto sparivanje lanaca DNK - replication slippage [83], kruzne
replikacije - rolling circle replication [84]) u kratkom evolucijskom razdoblju.

U jednoj vrsti mogu postojati vise razli¢itih satelita koji se tokom evolucije mogu u
bliskim vrstama nalaziti u slicnom broju kopija ili se mogu znacajno razlikovati [85, 86, 21, 22,
23] kao i postojanje biblioteka satelita [87]. Svaki od satelita je nezavisna jedinica koje s
,Lturnover mehanizmom mogu postati specifi¢ni za pojedine kromosome (gdje mogu postojati
podobitelji satelita) ili mogu nastati novi s velikom preraspodjelom sekvence ili s npr.
umetanjem dodatne sekvence (kod Tribolium Madens [88]). Razlike izmedu sekvenci nastaju s
mutacijama postupno, pri ¢emu u cijeloj toj preraspodijeli neki sateliti mogu ostati o¢uvani kroz
Siroki raspon vrsti kao §to je ,,dodeca“ satelit koji je o¢uvan od D.melanogaster do ¢ovjeka [89].

Njihova proucavanja daju nam mogucnost razumijevanja njihove dinamike i evoluciju vrsta.

Komparativne studije su pokazale da u rodu Tribolium postoje zajednicka svojstva u
satelitima kao $to je 20 - 42 bp s ~95% A - T nizom nukleotida i tercijarna struktura koja

omogucuje gusto pakiranje DNK i proteina u heterokromatinu [77].

Sateliti koji su se o¢uvali medu vrstama milijunima godina (60 Mya), ukazuju na
postojanje cis regulatornih elemenata kod eukariota kao i sudjelovanje u formiranju centromere
(odgovorne za pravilnu segregaciju kromosoma u mitozi i mejozi), kao §to je to slucaj sa
satelitima kod insekta Palorus ratzeburgii i Palorus subdepressus [90] i ljudskih alfa satelita
o¢uvanih i kod kokosi i ribe zebrice [91]. Jedan primjer ouvanog motiva medu satelitima je
CENP-B box motiv, duljine 17 bp -TTTCGTTGGAAGCGGGA, kod ljudskih alfa satelita, a u
drugim vrstama se nalaze njemu sli¢ni motivi (D. Melanogaster, Cid motiv [92]). Alfa sateliti
duljine ~171 bp imaju bitnu ulogu u formiranju heterokromatina i sluze kao gradivni elementi
centromere. Sateliti u podru¢ju centromere su brzo evoluirajuci i iz tog razloga motivi, kao §to
je CENP-B box, takoder se moraju brzo prilagoditi kako bi odrzali svoju funkciju pri vezanju
sa svojim veznim proteinom. Kod alfa satelita, njih 23% ima funkcionalni CENP-B box i
istrazivanja su pokazala da takozvane periodi¢nosti visega reda (HOR) su bitna za njihovo
pravilno omatanje oko histona [93] kao §to se vidi na slici 12. Dodatnim analizama pokazalo se
da kod omatanja alfa satelita oko proteina postoji unutrasnja struktura, okarakterizirana s
prosirenim nakupinama trinukleotidnih ponavljanja (CLT — codon like trinucleotides) gdje

predominira TGA s multipliciranim T 1 A nukleotidama [94]. U usporedbi s ostalim
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sekvenciranim genomima primata, zakljucilo se da se oni medusobno razlikuju [94] upravo u

rasirenosti start/stop ekstenzija. Na slici 13 se moze vidjeti utjecaj CLT-ova na omatanje alfa

satelita na proteine.

Nukleosom Nukieosom

Linker

Alfa satelit

p—————
R p—

Slika 12. Shematski prikaz omatanja alfa satelita oko centromernih proteina (CENP).

Preuzeto 1 preradeno iz [93].

a)
start start stop
? ‘ : :
1bp ~84 bp ~58 bp ~29bp 171bp
1. omatanje 2. omatanje linker
b)

Slika 13. Omatanje alfa satelita. a) shematski prikaz start/stop CLT-ova kod alfa satelita. b)

shematski prikaz omatanja alfa satelita oko nukleosoma. Preuzeto i preradeno iz [95].

Kod insekata, ali i ostalih eukariota, sekvencioniranje genoma je uspje$no napravljeno

na eukromatinskom dijelu, dok je podru¢je heterokromatina manje pokriveno radi repeticija

koje se u njemu nalaze te ih je i1 teze sekvencionirati pomoc¢u tehnika kao S§to je PCR

(Polymerase Chain Reaction) zbog teskoc¢a u kloniranju i sastavljanju sekvence. Samo
heterokromatinsko podrucje je vazno za analizu zbog sudjelovanja u pravilnoj kromosomskoj

segregaciji tokom mitoze i mejoze. Za satelite, kao glavne elemente heterokromatina,
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pretpostavilo se da imaju regulatorne uloge te da kod Schizosaccharomyces pombe njihovi

transkripti mogu sudjelovati u RNAI — vodenom sastavljanju heterokromatina [96].

Sateliti kod insekata se mogu klasificirati kao jednostavni i kao kompleksni, prema
njihovim duljinama repeticijske jedinice — monomera. Kod insekata te dvije veli¢ine opadaju u
prvi raspon od 140 bp do 190 bp i u drugi raspon od 300 bp — 400 bp [97], ali se medu njima
mogu naci i iznimke kao $to su sateliti duljine od 24 bp kod Musca domestica (domac¢a muha)
[98] pa sve do 2.5 kbp satelita u Monomorium Subopacum [99]. Opéenito kao i kod eukariota,
sateliti mogu biti specificni za pojedini insekt (Gryllus bimaculatus — cvréak [100]), a neki
mogu biti raSireni medu slabije povezanim vrstama u manjem broju kopija (Drosophila
ambigua, D. tristis, i D. obscura [101]) koje se mogu detektirati sa PCR metodom (Polymerase
Chain Reaction). U svim pregledanim vrstama insekata, sateliti postoje u svim kromosomima
[102], odnosno oni mogu biti specifi¢ni za pojedinu vrstu ili mogu biti specifi¢ni za pojedini
kromosom (D. Melanogaster [103]) te takoder mogu biti specificni za kromosome za

odredivanje spola.

Periodi¢nosti visega reda (HOR — ovi) se takoder mogu pojavljivati i kod insekata, gdje
monomeri mogu biti znacajno razli¢iti. Kod insekata prijavljene su neke HOR strukture i to kod
Spiljske bube Pholeuon proserpinae 532 bp HOR (2 tipa monomera duljine 266 bp [104]),
Chrysolina carnifex (Cije repeticije se mogu pojaviti kao monomeri - 211 bp, dimeri i trimeri
napravljeni od 6 razli¢itih tipova monomera 211 bp i ¢iji svaki tip ponavljanja je izmijeSan u
podrucju heterokromatina [105]), kao i 1061 bp HOR iz Tribolium brevicornis (napravljen od

dva 470 bp s dodatna dva izmjenjujuca segmenta od 56 bp i 65 bp [106]).

Transkripti satelita insekta RNAI, isto kao i kod kraljeznjaka, mogu sudjelovati u
formaciji kromatina te ih najviSe ima kod ranih embrija §to upucuje na dramati€ne promjene
heterokromatina u razvoju jedinke, npr. kod insekta Drosophila melanogaster [107] te da neki
RNA. transkripti satelitske DNK u jajnicima mogu uzrokovati priguseno stanje centromernih i
pericentromernih ponavljanja [108]. Za neke transkripte satelita se pokazalo da postoji veza s
intronima mega gena (nekoliko megabaza) u Y kromosomu kod D. melanogaster, D. hydei i
D. Eohydei [103] koji imaju ulogu u plodnosti. U $piljskom cvréku Dolichopoda schiavazzii,
transkripti 500 bp satelita mogu funkcionirati kao ribosomi bez razja$njene fizioloske uloge
[109]. Transkripcija satelitske DNK mozZe zapoceti u satelitima u kojima se mogu nalaziti
transkripcijski regulatorni elementi za RNK polimerazu II 1 IIT kao Sto je to slucaj kod satelita

Diadromus-a [110].
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Istrazivanja su pokazala da transponirajuci elementi (TE) mogu imati bitnu ulogu u

nastanku, umnozavanju i homogenizaciji satelita kod insekata [111] kao i mogucu pretvorbu
TE-ova u funkcionalno podrucje telomere i centromere (kod melanogaster grupi vrsta o¢uvani
transpozon BEL [112] (za koji nije jasno da li je ocuvan zbog nedavne insercije u satelit ili je
ocuvan kao posljedica funkcionalnog ogranicenja zbog aktivnosti centromere) i C. Capitata -

slian transpozon BEL [113]).

Istrazivanja satelita kod insekata su pokazala da varijacije unutar njih mogu biti 1-13%
[97], ali mogu biti jako male (Eyprepocnemis plorans 100% [114]) ili jako velike (68% slicnosti
kod Reticulitermes taxa - termita [115]). OdrZzavanje duljine monomera kod satelita je bitno
zbog pozicioniranja nukleosoma, kondenzacije heterokromatina, i funkciji centromere [92] kao
i zbog odrzavanja struktura visega reda [116], iako mogu postojati razlike medu njima u blisko

povezanim vrstama [96].

Kod Tribolium wvrsti sateliti imaju promjenjiva i o¢uvana podrucja kao i nekoliko
zajedniCkih karakteristika kao $to su kratka obrnuta ponavljanja u blizini A - T niza baza,
nenasumicna ponavljanja A-T nizova baza i motiv slican CENP-B box-u [106], koji se takoder
pojavljuje u drugim insektima [117] i mogu biti rezultat selekcijskog pritiska [18]. Drugi
satelitski DNK dijelovi genoma mogu biti i u interakciji s proteinima koji podilaze adaptivnu
selekciju kao §to je to CENH-3 [118, 119].

Kod insekata sateliti su mogli nastati od kratkih ponavljaju¢ih uzoraka pomocu
koordinirane evolucije, kao $to je slu¢aj kod D. virilis, D. simulans i D. Melanogaster uzorak
7-9 bp dugacak [120], ali mogu nastati i od kompleksnijih ponavljanja s drugim mehanizmima

[76] kao S$to su duplikacija, inverzija, insercija kod repeticija u T. brassicae [121].

Proucavanja satelita insekata pokazala su da postoje o¢uvani evolucijski segmenti bez
obzira na heterogenost sekvence, kao $to su duljina monomera i razli¢iti o¢uvani motivi koji
mogu sudjelovati u vezanju proteina potrebnih za epigenetske promjene i funkciju centromere
[122]. Bitna uloga kod interakcije proteina i satelitske DNK kod insekata je ona za oblikovanje
heterokromatina i moguée kontrole ekspresije gena [18, 123, 124], odnosno upucuje na
postojanje selekcijskih ograni¢enja. Kod insekta potrebna su jo$ brojna istrazivanja njihovih
satelita. Zbog kratkog Zivotnog vijeka, istrazivanja u insektima su pogodna za komparativne

analize radi boljeg razumijevanja njihove funkcije i evolucije.

Sekvencionirani genom Tribolium castaneum, u potrazi za repeticijama je istrazivao

mali broj znanstvenika [27, 29, 31, 50, 75]. Vecina istrazivanja je napravljena na satelitima
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TCAST i otkrivanju njihovih uloga kod razvoja T.castaneum kao i u komparativnim analizama

sa nekim drugim insektima. Wang i suradnici su 2008 g. istrazivali sekvencionirani genom T.
castaneum kako bi identificirali repeticije, posto se znalo preko reasocijacijske kinetike da je
42% genoma u nekom obliku repeticija [125, 126] (Sto je slicno razini ljudskog genoma),
koriste¢i alate TRF, TEpipe and RepeatScout. Njihovo istrazivanje je pokazalo da je 30%
sekvencioniranog dijela genoma (Tcas 2.0) sastavljeno od repeticija, od kojih je 17% u obliku
tandemnih repeticija, a ostali dio pripada rasprSenim repeticijama (transpozoni — 5%). Od 31
visoko repeticijskih podrué¢ja duzih od 100 bp, identificiranih s Repeat Scout alatom, od njih
65% visoko repeticijskih podrucja i 75% transponiraju¢ih elemenata se nalaze u kromosomima
koji ¢ine 70% sastavljenog genoma. Kao i kod drugih eukariota, podruc¢je pericentromernog
heterokromatina kod T. castaneum sadrzi veliki broj repeticija koji moze zauzimati od 25% -
58% genoma [127]. Broj tandemnih repeticija koje su dobili Wang i suradnici se nalaze u tablici
5.

Tablica 5. Broj identificiranih tandemnih repeticija u Tcas 2.0. s TRF-om. Preuzeto i obradeno
iz [29].

o Broj baznih  Postotak .. Prosj (?cna
Tribolium castaneum arova (bp) enoma Broj mjesta  gustoéa
P P9 (mjesta/Mb)
Mikrosateliti 591 105 0,4 17 328 114
Minisateliti 3112 304 2,1 120 474 796
Sateliti 3775523 2,5 4272 28
Ukupni broj 7478923 49 142 074 939

tandemnih repeticija

Genom 151 333 735

Njihova istrazivanja s Repeat Scout-om, koji je maskirao 25% sekvencioniranog dijela
genoma su dala naslutiti da postoje nove repeticije u genomu T. castaneum koje jo$ treba
identificirati. Biblioteka dobivena s Repeat Scoutom sadrzi 4 475 obitelji repeticija ukupne
duljine 1.41 Mb za koje su pretpostavili da pripadaju nekoj vrsti satelita koje su najvjerojatnije

bogate AT bazama u odnosu na transpozone, koji su bogati sa GC bazama. Repeticije koje nisu

Ines Vlahovic




LITERATURNI PREGLED

transponirani element, su podijelili prema postotku genoma koji zauzimaju tri klase — visoku

(vise od 0,1%), srednju (izmedu 0,01% 1 0,1%) i nisku (manje od 0,01%) kao Sto je prikazano
u tablici 6. U sekvencioniranom genomu za TCAST satelite su vidjeli da zauzimaju samo 0.3%,
Sto je manje od eksperimentalno odredenog postotka (prvo procijenjeno da je to 17%, dok su

novija istrazivanja pokazala da se radi 0 ~35% genoma [31]).

Tablica 6. Analiza Tribolium genoma s Repeat Scout-om. Preuzeto i preradeno iz [29].

Ukupna . Postotak . . Ras.pon Prosjec¢an
. Broj . Duljina Prosjek broja .
Klasa duljina o biblioteke  Postotak L A . broj
L N obitelji ponavljajuce ponavljaju¢e kopija .
ponavljanja obitelji o Repeat genoma . Lo kopija
o repeticija obitelji (bp) obitelji (bp) u .
repeticija Scouta N u obitelji
obitelji
HighA 26,1 31 1,9 7,1 160-1771 841 c 1,368
9 ) ) , 4337 )
Mid 220,3 304 15,6 7,4 67-4881 725 11-1746 204
Low 738,2 3237 52,3 4,7 51-4520 228 3-215 14
HighB 4,6 5 0,3 1,6 982-1277 921 432- 1306
g , , , 3531
360 pp 04 1 0,2 0,3 - = 1122
satelit
TS 406,2 896 28,9 4.4 51-11289 453,3 3-2471 27

52% od nesastavljenog genoma se takoder sastoji od repeticija koje zbog tehnickih
poteskoca nije bilo moguce sastaviti u vec¢e komponente kao kromosome. Preko analize
repeticija na svakom kromosomu, Wang i suradnici su trazili podru¢ja koja pripadaju
heterokromatinu (Sto se svelo na pregledavanje 137,7 Mb) ¢ija distribucija je prikazana u tablici
7.
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Tablica 7. Distribucija repeticijske DNK u putativnom heterokromatinu i eukromatinu u
sastavljenom genomu T.castaneum. Preuzeto i preradeno iz [29].

Element Ukupna Koli¢ina u Koli¢ina u Postotak u Postotak u

repeticije duljina heterokromtinu eukromatinu  heterokromatinu eukromatinu
(kb) (kb) (kb)

Ukupni 137758 54754 83004 39,70 60,30

DNK

HighA 8729 5633 3096 64,53 35,47

Mid 8769 5633 3096 59,00 41,00

Low 4915 2893 2022 58,86 41,14

HighB 2045 567 1778 13,06 86,94

Non-LTR 1370 962 408 70,22 29,78

LTR 1042 896 312 74,17 25,83

DNK 2579 1963 616 76,11 23,89

transpozon

Mikro 439 188 251 42,82 57,18

sateliti

Mini 2593 1152 1441 44,43 55,57

sateliti

Tandemni 2621 646 1975 24,65 75,35

sateliti

2010. godine objavljena je nadopunjena verzija genoma oznacena sa Tcas 3.0 [128].
Sekvence iz 9686 kontiga sastavljene su u 10 kromosoma (CM000276—-CM000285, oznacenih
jos s LG1-LG10), 305 nepovezanih visestruko — komponentnih ,,scaffold-a” (unmapped
scaffolds DS497665-DS497969) i 1848 nepoznatih jednostrukih ,,scaffolde (unmapped single
contigs GG694051-GG695897) s brojevima pristupa u GenBank-u AAJJ01000001-
AAJJ01009708. Cijeli genom je procijenjen na ~160 Mb sa statistikom prikazanom u tablici 8.
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Tablica 8. Statistika Tcas 3.0. Preuzeto i preradeno iz [128].

Kromosom Duljina (baze) (Bbraozjel)mntiga ]:;::n ZEEV(ZZZ?)]‘“ i:::lhvac’enih“
razmaka baza
ChLGX 10 877 635 338 (7 017 036) 299 (265951) 12 (3 600 000)
ChLG2 20 218 415 393 (14 025 453) 338 (505072) 19 (5 700 000)
ChLG3 38 731 480 1560 (27 070 658) 1355 (1 568 829) 34 (10 200 000)
ChLG4 13 894 384 331 (11 543 342) 299 (554 338) 6 (1 800 000)
ChLG5 19 135781 338 (13 841 583) 335 (502 879) 16 (4 800 000)
ChLG6 13 176 827 667 (8 259 034) 549 (747 290) 14 (4 200 000)
ChLG7 20 532 854 445 (14 850 616) 401 (591 423) 17 (5100 000)
ChLG8 18 020 898 676 (12 793 837) 570 (761 081) 15 (4 500 000)
ChKG9 21 459 655 695 (14 607 456) 598 (892 186) 20 (6 000 000)
ChLG10 11386 040 585 (7 061 652) 495 (442 098) 13 (39000 000)
Nepoznati 41 251 169 3616 (20 543 639) 1254 (2 031 250) 1848 (18 480 000)

Od svih tandemnih repeticija najvise su prouc¢avani TCAST sateliti u genomu Tribolium
castaneum [27, 31, 129]. TCAST sateliti zauzimaju 35% genoma u pericentromernom podrucju
1 podrucju eukromatina. Zanimljivi su za proucavanje posto njihovi transkripcijski regulatorni
elementi mogu biti modulatori ekspresije gena u eukromatinu [129]. TCAST sateliti su
sastavljeni od dva podtipa Tcastla (377 bp) i Tcastlb (362 bp) sa slicnosti od 79% [31] koje su
autori trazili u sastavljenom genomu U kromosomima, te su pronasli 68 TCAST rasprSenih
elemenata koji se nalaze u blizini gena. Tih 68 sekvenci su podijelili u dvije grupe na temelju
strukture, odnosno da li se pojavljuju kao monomeri ili u tandemu (dimer, trimer, tetramer
(jedan duljine 1440 bp)).

Iz prikazanih rezultata, moze se vidjeti da tandemne repeticije imaju znacajne uloge u
genomima eukariota. Takoder, nedavna istrazivanja su pokazala da tandemne repeticije, koje
mogu tvoriti periodi¢nosti visega reda, kod ljudskih alfa satelita, su potrebne za pravilno
funkcioniranje centromere preko motiva CENB-P box te takoder da upravo oni mogu tvoriti
evolucijsku razliku izmedu blisko povezanih vrsta kao $to su ¢impanza i Covjek, tvoreci

takozvane ljudske ubrzane periodi¢nosti viseg reda — HAHOR [21].
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Cilj istrazivanja

Metoda koju koristim u disertaciji je raunalna GRM metoda (Global Repeat Map),
razvijena u nasoj grupi (PMF — Fizika, V.Paar, M. Glun¢i¢, M. Rosandi¢, 1. Vlahovi¢) za
identifikaciju periodi¢nosti visega reda u cijelom sekvencioniranom genomu insekta Tribolium
castaneum (Tcas 3.0). Pomoc¢u ove metode mogu se identificirati tandemne kao i rasprSene
repeticije u sekvencioniranim genomima. Prednost metode je moguénost identifikacije
repeticija na velikim udaljenostima u genomu i to neovisno o duljini repeticijske jedinice
(monomera). Temelj uCinkovitosti metode je direktno mapiranje simbolicke sekvence u
frekventnu domenu pomocu koje mozemo odrediti repeticije svih vrsta preko GRM dijagrama.
Za razliku od drugih bioinformatickih alata, metoda je robusna na supstitucije, brisanja i
umetanja nukleotida te daje veliku moguc¢nost pri identifikaciji jednostavnih i kompleksnih

periodi¢nosti visega reda (HOR-ova).

Identifikacija HOR-ova u T. castaneum je zanimljiva iz tog razloga $to se smatralo da
su HOR-ovi opc¢enito karakteristicni za sisavce, vise primate i ¢ovjeka. Takoder, identifikacija
HOR-ova u genomu T. castaneum bi upucivala na postojanje HOR-ova i u ostalim insektima i
vrstama nastalim prije sisavaca i koja bi posluzila kao pomo¢ pri odredivanju njihove uloge i

evolucije.
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3. Materijali i metode

Sa napretkom u tehnologiji sekvencioniranja genoma, razvijali su se i algoritmi za

njihovu analizu. Posebno su se poceli razvijati algoritmi za analizu razli¢itih vrsta repeticija
koji su se specijalizirali ili samo za trazenje rasprSenih repeticija ili samo za trazenje tandemnih
repeticija ili obje. Algoritme za trazenje tandemnih repeticija mozemo podijeliti u fleksibilne
statistiCke algoritme usporedbe nizova i algoritme za procesiranje signala. U nasoj grupi
razvijena je nova raCunalna metoda Global Repeat Map — GRM, koriStena za analizu genoma

T.castaneum u ovoj disertaciji, koja koristi elemente iz obje skupine algoritama.

3.1 Tandemne repeticije i periodi¢nosti visega reda

Tandemne repeticije su repeticije u kojima se pojavljuju nizovi uzorka nukleotida, u
viSe kopija jedna za drugom, kao $to je prikazano na slici 14. Ti uzorci mogu biti kratki ili
dugacki, odnosno mozemo ih podijeliti u mikrosatelite (1 - ~6 bp), minisatelite (~6 — 100 bp),
satelite (100 bp — ~2 kbp), makrosatelite (ve¢e od ~2 kbp). Tandemne repeticije, s razli¢itim
mehanizmima kao §to su mutacije, insercije i brisanja nukleotida, se mogu tokom svoje
evolucije izmijeniti. Takoder u nekim slu¢ajevima mogu tvoriti i periodi¢nosti viSega reda -
HOR kopije, pri ¢emu se monomeri medusobno razlikuju oko 20% - 35% [19], ali u strukturi
viSega reda razlike izmedu HOR kopija su manje od 5%. HOR — ovi, kao $to je prikazano u

poglavlju ,Literaturni pregled* mogu imati bitne uloge.

a)

I ACTG > ACTG > ACTG >

b)
m1 m2 m3 div(he, hjy=divimk,mi)
e - —— =123

I ACTG ) AT ) ACTA D kt=123

c)
h1 h2 h3

I ACTOALTTALTA TEACTTALTA AL TEA Vl.">| ACTLALTIACTA ALTEACTTALTA ALY "->I AMTUGACTIALTA AMCTEALTTALTA o L ‘l'>

Slika 14. Prikazi a) tandem, b) tandem koji se moze S razli¢itim mehanizmima promijeniti
unutar kopija, ¢) tandemne repeticije kao periodi¢nost visega reda — HOR-a.
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3.2 Fleksibilni statisticki algoritmi usporedbe nizova

Detektiranje tandemnih repeticija i periodi¢nosti visega reda je bitan zadatak u analizi
genomske sekvence, a s time su nastali zahtjevi za razvijanjem novih algoritama koji
omogucuju prepoznavanje i tandemnih repeticija koje medusobno variraju. Algoritmi za
prepoznavanje takvih repeticija (aproksimativnih) se zasnivaju na prepoznavanju ponavljanja
unutar rije¢i (W) koja se mozZe sastojati od podrijeci (uv) koji su udaljeni za k. Prema tipu
udaljenosti mogu se napisati definicije za tandemne repeticije (konkretno njih tri, ovisno da li
se zasnivaju na tzv. Hammingovoj udaljenosti ili prema udaljenosti uredivanja). Za prve dvije,
Hammingova udaljenost [130] je oznac¢ena s h(-,*) i oznacava udaljenost izmedu rijeci jednakih
duljina, dok u trecoj definiciji se mora definirati udaljenost izmedu dva niza [131, 132]

(definicije su preuzete iz [133]).

o Rije¢ r[l..n] je K-repeticija perioda p, gdje je p<n/2, ako je
h(r[1..n—=p],r[p+1..n]) < K. Odnosno rije¢ r[1 ...n] je K-repeticija perioda

p, ako je broj razlika (i) takav da vrijedi r[i] # r[i + p] je najvise K.

o Rije¢ r[1...n] je ,K-run*“ (pokretanja), perioda p, gdje je p < n/2 ako za svaki
i€[l..n—2p+1],imamodajehh(rli..i+p—1],rli+p..i+2p—1]) <K.
Za ,K-run“ vrijedi da je |u| = |v| = p gdje se u i v mogu najvise razlikovati za K

razlika (koje nisu ograni¢ene u ,,K-run*-u).

o Rije¢ je ,,K-edit“ ponavljanje (gdje je edit — udaljenost definirana kao udaljenost
izmedu dva niza), ako se ona moZze podijeliti na podnizove tako da vrijedi
r=v'ww,..w,v"’, gdje je [ =2, tako da ed(v',w;) + XiZted(w;, wipi) +
ed(w/",v"") < K, gdje w; neki sufiks od wi i w;" prefiks od w;. U K-edit“
ponavljanju mogu se pojavljivati najvise K insercija, brisanja i razlika u svim
kopijama.

Opcenito je svaka K - repeticija dio ,,K-run-a” istog perioda i svaki ,,K-run” je unija
svih K - repeticija koje sadrzi. Za danu duljinu n rije¢i w mogu se izracunati vremena i prostorne
granice ,,K-run “-a, K-repeticija i ,, K-edit* repeticija. Neki od algoritama iz ove skupine su
Tandem Repeat Finder [13], Mreps [134], STAR [135] itd.

Tablica 9. Prikaz vremena i prostornih granica [133]. S oznacava izlaznu veli¢inu sekvence.

Vrijeme Prostor
»K-run* O(nKlogK+S) O(n)
»K“ repeticija O(nKlogK+S) Oo(n)
»K-edit“ repeticije O(nKlogKlog(n/k)+S) O(n+K?)
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3.2.1.Tandem Repeat Finder

Jedan od najpopularnijih programa za identifikaciju tandemnih repeticija koji pripada u
statistiCke algoritme je Tandem Repeat Finder — TRF. On radi u dva dijela, odnosno ima

komponentu detekcije i komponentu analize.

Kod detekcije, za trazenje tandemnih repeticija, ovaj algoritam ima pretpostavku da
susjedne kopije imaju pogotke na odredenim pozicijama. Za odredivanje tandema, mora se
fiksirati vrijednost pogodaka pmi udaljenosti izmedu njih pi, koje se odreduju preko statistickih
kriterija. Algoritam radi na principu pogodaka k-torka koji se sastoji od k uzastopnih nukleotida

¢ije poklapanje se trazi za udaljenost d kao §to je prikazano na slici 15.

Sken prozorom duljine k

-{L
/

\‘; e

Probe: AAAAA ACGCT TTTTT
ER
Lista
pojavijivanja
> k-torki
>

Moguce tandemno ponavijanie

f-j1=d1
e o ek Gy
Testni kriter)] S — 'I-" Dds 3
Tecsssscsccssasionssssnnns /
I = ju=Cm
< S o -
N j._-—J_

| y i
Testni Kriter] e — :

Slika 15. Pomicanjem prozorom veli¢ine k po sekvenci, mogu se odrediti udaljenosti
izmedu tocnih pogodaka te koriStenjem statistickih kriterija mogu se odrediti tandemne
repeticije. Preuzeto i preradeno iz [13].
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Statisticki kriteriji koje koristi TRF se zasnivaju na Bernoulijevoj sekvenci ovisno o

detektiranim k - torkama pohranjenim u listu i zasnovani su na Cetiri distribucije koje ovise 0
duljini uzorka d, vjerojatnosti poklapanja pwm, Vvjerojatnosti indela (umetanje ili brisanja
nukleotida) pi i veli¢ini k-torki. Te distribucije su suma distribucije glava (temeljena na
normalnoj distribuciji, sa zadanim pocetnim parametrima duljine d, vjerojatnosti pogodaka i
veli¢ini k), distribucija nasumi¢nog hoda (koja opisuje kako mogu varirati udaljenosti izmedu
pogodaka k-torki), distribucija vidljive veli¢ine (koja se koristi za razlikovanje tandemnih i
rasprSenih repeticija) i distribucija vremena c¢ekanja (koja sluzi za odabir veli¢ine prozora

odnosno k-torki radi bolje iskoristivosti algoritma).

U komponenti analize, pronadene repeticije Se pokuSavaju poravnati s omotanim
dinami¢kim programiranjem (WDP — wraparound dynamic programming [136]) ako se
zadovolje statisticki kriteriji (postotak identi¢nosti 1 indela, sastav). Pomo¢u WDP-a, moguce
je pojavljivanje nekoliko veli¢ina uzorka tandemnih repeticija. Samo poravnanje radi se u
odnosu na konsenzusnu sekvencu (vec¢ina uzorka sa istom veli¢inom). U odabiru statistickih
kriterija koristi se ,,cut-off* vrijednost u odnosu na nasumicne sekvence te se mogu pojaviti

problemi kod varijacija u monomerima.

3.3 Algoritmi za procesiranje signala

Druga skupina programa za identifikaciju tandemnih repeticija pripada algoritmima za
procesiranje signala. Ova grupa programa mapira genomsku sekvencu u numeric¢ku te ju
analizira s alatima poput brze Fourierove metode (FFT). Jedan takav algoritam je Spectral
Repeat Finder (SRF) [14], ali postoje i mnogi drugi [137-142].

3.3.1 Spectral Repeat Finder

Ova metoda za identifikaciju repeticija se moZe svesti na nekoliko koraka. U prvom
koraku kao ulazna informacija se uzima DNK sekvenca, koja se moze napisati kao a10s...0n, (0i

moze biti A, T, G ili C). U drugom koraku mora se izracunati ,,power* spektar definiran kao:

sh= - Z U ()2
. |i=1

gdje je frekvencija f=1/N §to nam daje naznaku u spektru da korelacijska funkcija ima

periodi¢nost od N baza [143]. Korelacijska funkcija je oblika :

Cap(r) = Uy (DUg(I + 1)), a,B €{AT,G,C},
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gdje je U, (i) = 1 za a; da je simbol na poziciji i, ili je U, (i) = 0 za ai razli¢it od simbola na

poziciji i te oznacava prosjek preko niza. Za repeticije, korelacijska funkcija [144] ima oblik
C(r) =~C(N +r).

Takoder se racuna i spektralni prosjegk S cijele sekvence preko izraza:

gdje je po frekvencija nukleotide o u sekvenci.

Treéi korak sluzi za identifikaciju svih pikova sa S(f;)/S > T, (T je omjer S/N koji nam
odreduje bitnost pojedinog pika i opéenito se uzima iznos 4 [145], premda su ve¢ i pikovi za taj
omjer veci od dva, bitni) s time da se moze izraCunati za svaki f; repeticije duljine N; = 1/f; kao

i periodi¢nosti visega reda.

U slijede¢em koraku raCuna se omjer ,power” spektra i spektralnog prosjeka
P,,(j) = S(f;)/S u prozoru veli¢ine m centriranom na poziciji j u sekvenci. Ra¢unanjem P, (j)
omogucuje se identifikacija podru¢ja u kojemu se nalazi repeticija. Daljnji korak Koristi
egzaktnu metodu odredivanja jedinice repeticije (monomera) koja dopusta pojavljivanje
brisanja nukleotida ili umetanje nukleotida. Primjer primjene SFR programa je prikazan naslici
16.

Izlazni podaci Spectral Repeat Finder-a
0028 Protragivasi nzrek GGCTGT
N Komssrzusni czxarak GGCTGT
Broj kegij: 12

0.023
<
a it a 12 g_:cﬁ?_;;:l Gt 'r:ctt GRGTTCTAC A f.,.,-:f_; 11 _{As..c'*‘- 7 c
5 ][; 17 CRBDTE AT T chacarie =
3' 0. ’\‘ i ) 4 i Pozicije:

anni fq“ k‘ﬁ r"l\/ J\ \‘ ,J }’ J 2 s 28 ¢ 92 85 Nt Q0 00 108 174 139

D L L S
frekencija, f

9
0
7

?Z N /\/ b
W A\ . j
LA AL
1

. I
A‘\‘/ A"J "'-\/“\ Jj";

Pozicija nukdeotida
Slika 16. Prikaz a) analize mikrosatelita M96445 sa SRF-om s glavnim dobivenim

pikovimana f =1/2 i f = 1/6, b) analiza s pomicanjem prozora duljine 96 baza, c) to¢nih
lokacija heksamera koji daju peak za 1/6 iz a). Preuzeto i preradeno iz [14].
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3.4 Global Repeat Map racunalna metoda - GRM

Racunalna metoda, Global Repeat Map — GRM, jos je jedan od novijih alata koji sluzi
za identifikaciju repeticija svih vrsta te se posebno pokazao ucinkovitim u identifikaciji
periodi¢nosti visega reda (HOR-ova), pogotovo na primjeru ¢ovjeka i ostalih sekvencioniranih
primata [21, 22, 23, 93].

Ova racunalna metoda razvijena je na Prirodoslovno - matematickom fakultetu, Fizicki

odsjek, SveuciliSte u Zagrebu (www.hazu.hr/grm/software/win/grm2012.exe). U 0voj

disertaciji je i glavna metoda s kojom se analizirao genom Tribolium castaneum-a.

Kao $to je ve¢ bilo spomenuto, ova metoda koristi elemente i iz grupe fleksibilnih
statistiCkih algoritama usporedbe nizova i algoritama za procesiranje signala, dajuci rezultate

preko kojih se mogu identificirati HOR-ovi, kao $to je prikazano na slici 17.

lokalni zameci za
; i Egzaktno ekstenziju na
R e
K-stringova vierol tandemne petcl

repeticije

tandemne
repeticije,

Egzaktno niz frekvencija segmentne

GRM Simbolicka DNK poklapanje Vs. frekventna duplikacije,
sekvenca asambla K- fragmentna domena raspr§ena

stringova duljina ponavijanja,

kompleksna
ponavijanja

mapiranje

. - : - i digitalno
Simbolicka DNK simbolicke DNK numericka s frekventna tandemne
L e

numericku

Slika 17. Prikaz usporedbe GRM metode i alata iz grupe fleksibilnih statistickih algoritama i
algoritama za procesiranje signala. Preuzeto i preradeno iz [146].

Algoritam radi u nekoliko koraka. Prvo, simboli¢ku sekvencu mozemo napisati, isto kao
kod ostalih algoritama, kao niz nukleotida (A, T, G, C) i K-stingova (uzorak od K elementa u

simbolickoj sekvenci):

SK(]) = al(K'j)az(K'j)aB(K:j) ey

gdje a;(K,j) oznadava jednu od Cetiri nukleotide na i-toj poziciji u j-tom K-stringu kojih u

simbolickoj sekvenci moze biti 4X. Svi moguéi K-stringovi tvore ansambl (Ek). Zatim se svi
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pogodci, za ukupnu sekvencu DNK duljine L, zasebno odreduju za svaki K-string Sk (j) ,

pomicudéi se za 1 nukleotidu u sekvenci, pri ¢emu se zapisuju njihove pocetne pozicije:

Xe (D} = Xk D] 1 XD 5o X D], X (DT

kao i razmak izmedu susjednih pogodaka pojedinog K-stringa:

[de (D], = [(XeWD] ., = XeDIn in = 1,23 ..,

Upravo ove udaljenosti izmedu pogodaka za svaki K-string su bitne, posto pomocu njih
simbolicku DNK sekvencu mozemo izraziti preko frekventne domene i za cijeli ansambl K-

stringova moZemo napisati:

{dxe (D} = [dK(j)]l' [dx (D2 [de(D]s - j=1,2, 4K

Sada s zabiljeZzenim duljinama, mozemo za svaku duljinu razmaka dobiti odgovarajué¢u
frekvenciju jednostavnim prebrojavanjem broja puta pojavljivanja odredene duljine u sekvenci,

prvo za svaki K-string zasebno:

(DY = U DI DI - T (DT

a zatim i za cijeli ansambl K-stringova s superpozicijom zasebnih:
N N N
e} = D LI Y VP D TG N = 45
= :

j= Jj=1 Jj=1

Ovim postupkom Global Repeat Map mapira simbolicku DNK sekvencu u frekventnu domenu,
koja se moze prikazati na GRM dijagramu kao globalna mapa. 1z GRM dijagrama nakon
identifikacije pikova, rade se daljnje analize sekvence. Sami pikovi mogu predstavljati

rasprSena ponavljanja, tandemne repeticije i kompleksna ponavljanja (slika 18).

GG695826.1

2500,
2000

—
(%))
o
o

1000

frekvencija

1793

500 1062 ‘

0 LI .
0 500 1000 1500 2000
fragmentna duljina(bp)

Slika 18. Prikaz GRM dijagrama s identificiranim pikovima u sekvenci GG695826.1 iz
T.castaneum genoma.
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Preko GRM dijagrama mogu se identificirati pikovi za koje se treba odrediti vrsta

repeticija kojoj oni pripadaju. U slijede¢em koraku analize trebamo odrediti dominantni K-
string, pomoc¢u algoritma iz grm2012, odnosno onaj K-string koji ima najvisu frekvenciju
ponavljanja za traZzenu fragmentnu duljinu odnosno za max[fx (j)™]. U programu grm2012 taj

K - string se odabere iz ve¢ pohranjenog niza kao $to je prikazano na slici 19.

-  —— e — e ——
» - R T ——— - - . — -
Sodon oy A~ e~ N —
=2 i f kR . %7 Find Ley Stnng [ 1 i |
. > e e 3w
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» L come ATCTOGAA 13 0 0 ( 0 5 0 15
- g o 0 H] ] 5
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" 1 0 0 1 | 15
F 1 0 0 1 1 1
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14 0 0 " 0 14
4 0 0 4 ] 14
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Cicee

Slika 19. Prikaz odredivanja dominantnog K-stringa pomocu programa grm2012.

Nakon pronalaska K-stringa, da bi vidjeli da li je odredeni pik s GRM dijagrama
tandemna repeticija ili rasprSena, cijelu sekvencu ,,rezemo* s dominantnim K-stringom te na taj
nacin dobivamo to¢ne pozicije unutar DNK sekvence i duljine fragmenata monomera (osnovne
jedinice ponavljanja) bez obzira da li se medu njima nalaze umetanja, brisanja ili supstitucije
nukleotida (slika 20).
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Slika 20. Prikaz fragmentirane sekvence s dominantnim K-stringom AATTTTTA.

Ovako fragmentirane sekvence pogodne su za daljnju analizu, odnosno odredivanja
konsenzusne sekvence, racunanja divergencije izmedu svih kopija u odnosu na konsenzus te
medusobne divergencije (pomoc¢u Needleman-Wunsch algoritma) izmedu monomera kao i za
slaganje periodi¢nosti viSega reda, ako one postoje, te provjeru s BLAST-om da li se one

pojavljuju u nekom drugom podrucju sekvencioniranog genoma istog ili razli¢itih organizama.

GRM metoda moze analizirati velike DNK sekvence, za koje nisu potrebni nikakvi

ulazni parametri, 1 to na obi¢nom PC racunalu preko intuitivnog sucelja programa grm2012.

Za razliku od fleksibilnih statisti¢kih algoritama usporedbe nizova, koji imaju problema
s velikim umetanjima i brisanjima nukleotida na dugackim sekvencama, i algoritama za
procesiranje signala, u kojima se mogu javiti numericki artefakti, GRM metoda direktno mapira
simbolicku DNK sekvencu u frekventnu domenu, stvaraju¢i globalnu mapu pomocu ansambla
K-stringova bez upotrebe statistickih metoda (¢ija je mana unos nekih parametara, a s time i

to¢nost analize pri odredivanju repeticija).

Primjenom ove metode identificiran je veliki broj periodi¢nosti visega reda (HOR) u
Covjeku i primatima [23]. GRM metoda se primijenila za identifikaciju alfa satelita u
kromosomu 7 kao tandemnih repeticija i HOR-ova, alu rasprSenih kopija i 2 alu tandema,
kompleksnih HOR-ova u ljudskom Y kromosomu zasnovanom na ~2.4 kbp monomeru i
primjeni na velike segmentne duljine (identifikacija 0.6 Mbp segmentne duplikacije s 1Mbp

razmakom u ¢ovjekovom kromosomu Y).

Takoder smo kod c¢ovjeka pronasli 3mer HOR zasnovan na ~1.6 kb dugackom
monomeru (u cijelosti umetnutom u neuroblastoma ,,breakpoint* obitelji gena koji je povezan

s funkcijom mozga) odsutnih iz genoma primata. Generalni zaklju¢ak je da se Covjek 1
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¢impanza razlikuju znacajno za tandemne repeticije (HOR-ovima) nego za genski dio sekvence.

Vaznost ljudskih akceleriranih HOR-ova (HAHOR) kao komponente u ekspresiji gena, koje

nisu primijec¢ene kod primata upucuju na evolucijski skok izmedu njih [21].

U ovoj disertaciji primijenila sam GRM metodu na cijeli sekvencionirani genom insekta
T.castaneum radi identifikacije periodi¢nosti visega reda. Nakon svih preuzetih komponenti iz
Tcas 3.0, izradila sam GRM analizu za svaku, ¢ije rezultate sam svela na jedinstveni GRM
dijagram iz kojeg sam u ostalim komponentama trazila one duljine fragmenata kojima
najistaknutiji pikovi pripadaju (slika 21).

TCAS 3.0

180

I 3132
50 309
A.‘ﬁu

frekvencija (107
o
o

%I“ k. L“ ‘ 1377 & 839 1276 5
AU \‘lww‘;‘..._ﬁ*wA 1 X

B o AR A A A e St s

0 500 1000 1500 2000
duljina fragmenta(bp)

0

Slika 21. Sumarni dijagram za sve komponente T.castaneum. Preuzeto i obradeno iz [147].
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3.5 Needleman — Wunsch algoritam

Program za poravnavanje amino Kiselina ili nukleotida su napravili 1970.g. Needleman
I Wunsch temeljen na dinami¢kom programiranju koji nalazi najbolja moguca poravnanja
izmedu dvije sekvence. Ovaj algoritam je zasnovan na raunaju pogodaka (match), neslaganja
(msimatch) i praznina (gap) koji se racunaju preko dvodimenzionalne matrice (slika 22). Preko

izraza u kojem se trazi maksimalna vrijednost elementa matrice F;; u odnosu na tri pomaka (d

je iznos penala za prazninu, S daje naznaku da li se radi o pogotku ili neslaganju):

Fij = maX(Fi_l,j_l + S(Al', Bj);Fi,j—l + d, Fi—l,j + d)

Needleman-Wunsch

pogodak = 1 neslaganje = -1 praznina = -1
G Cc A T G c )
0o | - -2 -3 -4 -5 -6 -7
~ \. I
G 4 [t 40 ¢ - -2 -3 -4 -5
~ \‘
A -2 0 O 1 ¢ 0 -1 -2 -3
L AN
T -3 -1 -1 0 2Ny 1 0 -1
A\ R )
T -4 -2 -2 4 1 0 -1
it
A -5 -3 -3 -1 0 O O -1
~ \\
Cc -6 -4 -2 -2 -1 4 Rt ¢ 0
- \\
A -7 -5 -3 -1 -2 -2 0o 0

Slika 22. Prikaz dvodimenzionalne matrice F za racunanje poravnanja. Podatak u redu i i stupcu
J je Fij. Jedan stupac oznacava sekvencu A, a red sekvencu B u matrici. Sekvenci A u stupcu se
dodaju vrijednosti i=0,...n, a sekvenci B vrijednosti u redu j=0,...n. Preuzeto i preradeno s

[148].

Pomoc¢u Needleman-Wunsch programa (nakon identifikacije repeticija s GRM

racunalnom metodom i nakon odredivanja dominantnog K-stringa s kojim se ,,reze* dana DNK

sekvenca na fragmente odredenih duljina), radimo tablice usporedbe konsenzusne sekvence
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repeticija sa svim monomerima kao i medusobnu usporedbu monomera u tandemu kako bi lakse
identificirali periodi¢nosti viSega reda. Usporedbe medusobnih kopija prikazujemo pomocu tzv.
,heat* mape koja nam daje informaciju o postojanju periodi¢nosti visega reda prema iznosu
postotka divergencije (prema definiciji monomeri tvore repeticiju visega reda ako se oni

medusobno razlikuju za ~20-~35%, a kada su slozeni u strukturu visega reda taj iznos je manji

od ~5%, kao $to je prikazano na slici 23) Sto se takoder vidi i iz GRM dijagrama.

ml | m2 m3 m4d|ms|m6|m7 | m8 | m9 | mlO | mll | ml2 | ml1l3

2| 5| gl |38/ 8/ 388 5| 5] 8| 8

™| © o 3| 5| Q|Q|K || 8| 8| §] 2

ml 338 0] 228 14,36 | 30 1] 23| 15| 29 | 28 1,2 23 15 30
m2 667 0| 2548 | 18 | 23 1| 25| 18| 16 23 0,6 26 18
m3 999 O 27| 14 | 25 2| 27 | 25 14 25 2,5 28
m4 1361 0 29| 18 | 27 5 3 29 18 27 5,6
m5 1734 0| 23| 15| 29 | 27 0,6 23 15 30
m6 2063 0 25| 17 | 16 23 0 26 18
m7 2395 0| 26 | 25 15 25 1,1 28
m8 2758 0 8 29 17 27 2,1
m9 3135 0 27 16 25 8,5
m10 3507 0 23 15 30
mll 3837 0 26 18
m12 4169 0 28
m13 4531 0

Slika 23. Primjer ,.heat* mape dobivene s Needleman — Wunsch algoritmom za sekvencu pika
332, GG695436.1 iz genoma T.castaneum (m1-m13 predstavljaju redoslijed monomera).

Needleman — Wunsch algoritam je dodan u grm2012 program, s time da za potrebe

na$ih analiza osim racunanja matrica s direktnim kopijama monomera, mozemo isto raditi s

obrnutim komplementom sekvenci.
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3.6 BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

Prvi programi za poravnavanje sekvenci temeljili su se na algoritmima dinamickog
programiranja (Needleman — Wunsch [149], Smith-Waterman [150, 151]) za ¢iji rad su bila

potrebna super racunala zbog svoje sporosti. BLAST je povecao brzinu poravnanja sa
smanjenjem podrucja rada tako da koristi rijec¢i kao zametke pretrage te na temelju stvorene
liste rije¢i u sekvenci upita omoguéuje manji broj pretraga u sekvenci subjektu [152]. Nakon
postavljanja zametka, pomocu podataka za najvisu dopustenu vrijednost Koje postavlja
korisnik, zametak se $iri kako bi se dobili bolji rezultati poravnanja. Program zatim Kkoristi

sekvence koje imaju pogotke iznad grani¢ne vrijednosti, §to upuéuje na homologne sekvence.

Prednost programa je $to racuna statistiCku znacajnost za svaki pojedini pogodak
poravnanja (ocekivana vrijednost — E i vrijednost vjerojatnosti — P). Od pocetka razvoja,
stvorile su se varijante programa kao Sto su BLASTN (usporedivanje nukleotida sa
cjelokupnom bazom podataka nukleotida), BLASTP (usporedivanje sekvence proteina s bazom
podataka proteinskih sekvenci), BLASTX (sekvencu nukleotida pretvara u proteinsku i
usporeduje ju s bazom podataka). Sve verzije programa mogu se prona¢i na web stranici:

http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.
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4. Rezultati i rasprava

GRM metodu primijenili smo na Tcas 3.0 verziju genoma T.castaneum koja je dostupna
na NCBI web stranici http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/?val=AAJJ01. Tcas 3.0.
sastavljen je od kontiga AAJJ01000001-AAJJ02009708 u kromosome CM000276-CM000285
(,,linkage grupe“ — oznacene s L1-L10 i napravljenih od 140 spojenih kontiga (scaffolda) koji

predstavljaju  70% sekvencioniranog genoma, sastavljenin s visoko rezolucijskim
rekombinacijskim tehnikama mapiranja pomocu bakterijskih umjetnih kromosoma (BAC) i
pomocu ekspresije sekvence ,.tag* markera), u nepovezane visestruko — komponentne povezane
kontige (,,unlinked multi-component scaffolds* DS47665-DS497969) i nepoznate jednostruke
spojene kontige (,,unknown singleton scaffolds* GG694051-GG695897). Statistika za Tcas 3.0
genom je prikazana u tablici 10.

Tablica 10. Nazivi komponenti u genomu Tcas 3.0 i njihova statistika. Preuzeto i preradeno s
[153].

) . Veli¢ina . Drugi ) )
0,
Tip Naziv INSDC (Mb) GC% Proteini rRNA tRNA RNK Geni Pseudogeni
"\:Vaétgr AAJJ00000000.1 21025 33.9 16,530 ; - - 16,540 12

Linkage | 1y cM000276.2 10.88 411 1,095 ; 3 134 698 1
Group
Linkage - -, CMO000277.2 2022 396 1,854 ; 29 90 1,337 4
Group
Linkage -4 CM000278.2 3879 375 2108 ; 44 164 1,614 2
Group
Linkage -, CM000279.1 1389 381 1,782 ; 8 63 1,245 2
Group
Linkage o CM000280.2 19.14 394 2126 25 106 1550 2
Group
Linkage ¢ CM000281.2 1318 393 1,008 9 62 898 2
Group
L'G':';i%e LG7 CM000282.2 2053 393 2240 39 105 1,670 2
Linkage — ~g CM000283.2 1802 385 1870 28 71 1361 2
Group
Linkage o CM000284.2 2146 392 179 33 92 1243 3
Group
Linkage - -4 CM000285.2 1139 389 714 - 4 42 502 1
Group

Chr MT AJ312413.2 0015881 28.3 13 2 22 ; 13 ;

Un ; 2275 342 1380 ; 3 195 1,113 7

Duljine baza komponenti DS47665-DS497969 i GG694051-GG695897 genoma Tcas

3.0 nalaze se u tablici 1 u poglavlju ,,Dodatak*.

Analizom s GRM metodom svih komponenti stvorili smo superpozicijom jedan GRM

dijagram na kojemu smo vidjeli koje su najceS¢e repeticije koje se pojavljuju unutar
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sekvencioniranog genoma. Zatim smo stvorili GRM dijagrame za svaku skupinu komponenti
zasebno kako bi vidjeli, u odnosu na ukupni GRM dijagram, u kojoj skupini komponenti se
isti¢e pojedina repeticija. Radi bolje usporedbe GRM dijagrami su podijeljeni na Cetiri raspona
duljina fragmenata — od 0 - 1000 bp, 1000 bp - 5000 bp, 5000 bp — 10000 bp i od 10 kbp - 100
kbp. Pomo¢u GRM metode najcesce se koristi upravo raspon duljina fragmenata od 0 - 100 000

bp, iako program moze gledati i duljine fragmenata koje su puno vece (~milijun bp).
a)

g5 gg kormosomi_SUM kromosomi_SUM

N

N
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n
o
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e e
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5 S
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b)
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d)
ds gg kormosomi_SUM kromosomi_SUM
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Slika 24. Prikaz GRM dijagrama za cijeli sekvencionirani genom Tcas 3.0 za duljine fragmenta
od a) 0 -1000 bp, b) 1000 bp - 5000 bp, c) 5000 bp — 10000 bp, d) 10000 bp — 100000 bp.

Takoder se sa slike 24 moze vidjeti da su pikovi u nepovezanim viSestruko —
komponentnim povezanim kontizima (scaffolds) i nepoznatim jednostrukim spojenim
kontizima izrazeniji za duljine fragmenta do 20 kbp, Sto je logi¢no posto su njihove ukupne

duljine manje od duljina kromosoma (tablica 1 u poglavlju ,,Dodatak*).

Nakon gledanja frekvencija ukupnog GRM dijagrama, isti postupak se radi i za
pregledavanje komponenti koje pripadaju u pojedinu grupu, npr. za sve kromosome (10) kao
Sto je prikazano na slici 25, kao i sve nepovezane visestruko — komponentne povezane kontige
(DS47665 - DS497969, njih 305) i nepoznate jednostruke spojene kontige (GG694051-
GG695897, njih 1848).
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Slika 25. Prikaz GRM dijagrama za raspon od a) 0 - 1000 bp, b) 1000 bp - 30000 bp.
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4.1 TCAST sateliti ~ 360 bp

Sateliti TCAST iz insekta T.castaneum nalaze se velikim dijelom u pericentromernom

podrucju kao i u centromernom podruc¢ju na kromosomima u dvije obitelji Tcastla (377 bp) i
Tcastlb (362 bp), ¢ije konsenzusne sekvence imaju medusobnu prosjeé¢nu sli¢nost od 79% te
zauzimaju ~35% genoma, kao $to su pokazala prethodna istrazivanja [31]. Ovi sateliti se mogu
pojaviti kao rasprSene kopije ili kao tandemi. Prijasnja istrazivanja repeticija pomocu razli¢itih
bioinformatickih algoritama (TRF, TePipe, Repeat Scout) u sekvencioniranom genomu ovog
insekta, pokazala su da TCAST sateliti ¢ine 0.3% sastavljenog genoma, s naglaskom da su se

gledale samo komponente kromosoma.
Konsenzusne sekvence TCAST satelita prikazane su u tablici 11.

Tablica 11. Prikaz konsenzusne sekvence za Tcastla i Tcast1b satelite. Slovo Y moze mijenjati
nukleotide C ili T, slovo W nukleotide A ili T, slovo R nukleotide A ili G i slovo K nukleotide
T ili G. Preuzeto iz [31].

Tcast 1la AACCATAAGCGAGTTATARAGTTGGATATAAATAATATTTAACAAAAACTTGCTTAAAAATAAAATGTTTGAAAT
ACTGAAATTAAACTAAATTAATTGTGTCTAACACTTTAGTAGAGRAAAAAGRAARAGACATAAAAGTCACYAAAG
KYTTCAGARTCGTYTTTAGTCGTCATATTAATAACAATAACATTAATAATAATAATACTAATAGTACTAAATYTGC
TTATATGCAARCGCTTWATTAAGGTAACAGTKTTTTGGTTTCTTGCTTATATCTCGAAAACAGTTACTCCTATSAA
TTTTTRTCTTTYTTTCAAAATTAAAGCTGATAAAATWTYCTACAAAATAGTTATTTGCATTTTTYATGTAGGACT

Tcast 1 b AACCATAAGCGAGATATAAGTTTGAAAATAATTAATATTTAAMAAAAAAGTGCTTTAACAGAAAATGTCTTGTG-
ATTTAAAATACACTTAATTTATTGGGTCCAATACTTTATTARAARAAAAAGGRGGKGACATAAAAGTCMCTGAAGTCYT
CARAGTCGTTTTTAAATGCTGCATTTTCGTCTTCGTCTCATACATTGAAAAC-TGAATTACATT---
TTTGTTCWGTAACWGTCACAGTTTT----------
YWYWTTGGTTTTTTGCTTATATCTCRAAAACAGTTACTCCTATCAATTTTTATCTTTYTKTYAAAATTAAAGCTGATARM
ATTTCCTACAAAATAGTTATTKGCATTTTTYTTGTAGGACC

Primjenom GRM metode identificirali smo satelite u Tcas 3.0, koje se nalaze i u
komponentama koje nisu dodane na kromosome. Prema podacima o duljinama satelita Tcastla
i Tcastlb, trazili smo te pikove u svim komponentama Tcas 3.0. Pregledavanjem GRM
dijagrama kromosoma i trazenjem dominantnog K-stringa u njima za duljine 362 bp i 377 bp,

nismo pronasli tandemne repeticije koje pripadaju TCAST satelitima.

Iz ostalih analiziranih komponenta genoma Tcast 3.0 - DS47665 - DS497969,
GG694051-GG695897, preko podataka za frekvencije za pik 377 bp i 362 bp, koje smo u MS
Excelu filtrirali s uvjetom da je frekvencija >100 dobili smo da takvih pikova ima samo u tri

komponente (tablica 12.).
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Tablica 12. Prikaz frekvencija za peak fragmentne duljine 362 bp i 377 bp veé¢ih od 100 u svim

komponentama Tcas 3.0. U tablici se vidi i broj pogodaka s BLAST-om za frekvencije vece od

100 za ove fragmentne duljine.

Komponenta Frekvencija Frekvencija Broj BLAST pogodaka
pika 362 pika 377
ds gg karmosomi_SUM.grm 22338 25017
DS497867.1 KS8.grm 133 131
GG694360.1 KS8.grm 190 764
GG695145.1 KS8.grm 163 524
t_cast 10 KS8.grm 1097 796
t cast 1 X KS8.grm 375 358
t_cast 2 KS8.grm 961 834
t_cast 3 KS8.grm 3159 2630
t_cast 4 KS8.grm 654 698
t_cast 5 KS8.grm 841 909
t_cast 6 KS8.grm 1034 776
t_cast 7 KS8.grm 1605 1432
t_cast 8 KS8.grm 1911 926
t_cast 9 KS8.grm 1454 1263

Ako uzmemo u obzir da se u nekoj komponenti genomske sekvence ne moraju nalaziti
I Tcastla i Tcastlb sateliti, ve¢ samo jedan od njih, primjenom filtera za svaku fragmentnu

duljinu, posebno za Tcastla i Tcastlb, dobili smo slijedeci rezultat prikazan u tablici 13.

Tablica 13. Prikaz filtriranih frekvencija >100 samo za a) pik 362, b) 377.

a)
Komponenta Frekvencija Frekvencija Broj BLAST
pika 362 pika 377 pogodaka
ds gg kormosomi_SUM.grm 22338 25017
DS497672.1 KS8.grm 803 16 2
DS497678.1 KS8.grm 182 12
DS497699.1 KS8.grm 127 44 5
DS497867.1 KS8.grm 133 131 5
GG694191.1 KS8.grm 112 0
GG694275.1 KS8.grm 224 4 4
GG694323.1 KS8.grm 106 40
GG694360.1 KS8.grm 190 764
GG694430.1 KS8.grm 629 0 5
GG694708.1 KS8.grm 393 0
GG694816.1 KS8.grm 152 0 1
GG694900.1 KS8.grm 119 0 2
GG694903.1 KS8.grm 116 0 5
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GG695047.1 KS8.grm 157
GG695097.1 KS8.grm 148
GG695145.1 KS8.grm 163
GG695161.1 KS8.grm 101
GG695393.1 KS8.grm 108
GG695424.1 KS8.grm 167
GG695436.1 KS8.grm 106
GG695639.1 KS8.grm 220
GG695747.1 KS8.grm 242
GG695753.1 KS8.grm 167
GG695826.1 KS8.grm 368
t_cast 10 KS8.grm 1097
t cast 1 X KS8.grm 375
t_cast 2 KS8.grm 961
t_cast 3 KS8.grm 3159
t_cast 4 KS8.grm 654
t_cast 5 KS8.grm 841
t_cast 6 KS8.grm 1034
t_cast 7 KS8.grm 1605
t_cast 8 KS8.grm 1911
t_cast 9 KS8.grm 1454
b)
Komponenta Frekvencija
pika 362
ds gg kormosomi_SUM.grm 22338
DS497697.1 KS8.grm 10
DS497845.1 KS8.grm 6
DS497867.1 KS8.grm 133
DS497896.1 KS8.grm 7
GG694069.1 KS8.grm 3
GG694147.1 KS8.grm 75
GG694160.1 KS8.grm 3
GG694238.1 KS8.grm 84
GG694256.1 KS8.grm 1
GG694329.1 KS8.grm 2
GG694360.1 KS8.grm 190
GG694388.1 KS8.grm 15
GG694393.1 KS8.grm 17
GG694403.1 KS8.grm 1
GG694453.1 KS8.grm 2
GG694602.1 KS8.grm 0
GG694766.1 KS8.grm 2
GG694774.1 KS8.grm 1
GG694835.1 KS8.grm 2
GG694837.1 KS8.grm 1
GG694841.1 KS8.grm 2

0

78
524
29

0

8

77

0

0

0

1
796
358
834
2630
698
909
776
1432
926
1263

Frekvencija
pika 377
25017

232
112
131
263
494
132
1348
176
246
176
764
147
278
112
114
125
275
132
179
128
256

30

Broj BLAST
pogodaka

12
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GG694849.1 KS8.grm 0 145
GG694896.1 KS8.grm 1 245
GG694898.1 KS8.grm 1 222
GG694901.1 KS8.grm 1 171
GG694950.1 KS8.grm 0 197
GG695096.1 KS8.grm 0 151

GG695145.1 KS8.grm 163 524

GG695212.1 KS8.grm 0 445
GG695357.1 KS8.grm 1 196
GG695513.1 KS8.grm 0 234
GG695659.1 KS8.grm 7 113
GG695706.1 KS8.grm 1 375
GG695732.1 KS8.grm 14 476
GG695836.1 KS8.grm 0 245
t_cast 10 KS8.grm 1097 796
t cast1 X KS8.grm 375 358
t_cast 2 KS8.grm 961 834
t_cast 3 KS8.grm 3159 2630
t_cast 4 KS8.grm 654 698
t_cast 5 KS8.grm 841 909
t_cast 6 KS8.grm 1034 776
t_cast 7 KS8.grm 1605 1432
t_cast 8 KS8.grm 1911 926
t_cast 9 KS8.grm 1454 1263

Pregledavanjem ovih komponenti pronasli smo slijede¢e HOR strukture.

4.1.1 GG695826.1

U ovoj komponenti identificirali smo pravilnu periodi¢nost viSega reda sastavljenu od
pet tipa monomera duljine 331 bp, 362 bp, 369 bp, 361 bp i 369 bp fragmentacijom sa K-
stringom AACCATAA. HOR struktura se sastoji od devet kopija dajuc¢i konsenzusnu duljinu
od 1792 bp kao §to se vidi i na GRM dijagramu za ovu komponentu (sSlika 26). Zanimljivo je
primijetiti da se duljine monomera medusobno razlikuju za ~11%, za razliku od duljina
monomera kod ljudskih alfa satelita koja iznosi ~2% i upravo te razlike upucuje na teze

otkrivanje ovih kompleksnih struktura s postoje¢im drugim alatima za identifikaciju repeticija.
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Slika 26. Prikaz frekventne domene komponente GG695826.1 s pikovima koji karakteriziraju
pet tipa monomera (TCAST sateliti ~360 bp) kao i udaljenosti pocetnih pozicija homolognih
monomera i duljinu HOR strukture.

Usporedbom kopija s Needleman — Wunsch programom dobili smo divergencije medu
kopijama koje su prikazane na ,,heat* mapi (slika 27) te smo izracunali prosje¢ne divergencije
izmedu monomera istih tipova (tablica 14).

m1l[{m2|m3[m4|m5|m6[m7 |m8|m9[m10[m11|m12|m13|m14[m15[m16|m17 |m18|m19[m20|m21|m22|m23|m24 |m25|m26|m27|m28|m29 [m30|m31|m32|m33|m34[m35|m36

< of o o o =[ = =

S| 38|33 B I 3 2 K|S 8 K8 R 2 S & 8 g B = =8 8 RIS

S| SRS INS|S|Q&] §) 8] 8] @ €| 8] I B| S I 8] N| R R| &| 8| & | 8| S S| @] 4 4 4] &§] &

ml 1| 0] 27| 9| 26| 19 8| 26| 4|27 41| 27| 19| 86| 27| 41| 27| 19| 83| 27| 36| 27| 19| 7,7 26| 36| 27| 19| 83| 27| 44| 28| 19| 85| 27| 41| 27
m2 361 0] 26| 5| 25| 26| 5|26 2| 26| 22 25| 26| 51| 25| 16 24| 26| 49| 26| 14| 25| 25| 43| 26| 22| 25| 26| 51| 26| 22| 25| 26| 51| 26/ 16
m3 731 0| 26| 18| 2| 26| 9| 26| 94| 26| 18| 28| 26/ 91| 26| 18| 25| 27| 88| 26| 18| 25| 26| 88| 26| 19| 25| 27 96| 27| 18| 25| 27| 94| 26
m4 1094 0| 25/ 26| 1) 25| 4| 25| 52| 25| 26| 22| 25| 46| 25| 26| 08| 25/ 43| 25| 25| 08| 25/ 52| 25| 26 16| 26| 51| 25| 26/ 16| 26| 46
m5 1463 0| 17) 25| 17| 25| 17| 26| 15| 18| 25| 17| 26| 2,7 17| 25 17| 25| 21| 17| 25| 17| 26| 33| 17| 25| 18| 26| 09| 18| 25| 18| 26
E(S 1792 0/ 26| 8| 25| 83| 26| 17| 06| 26| 7,7| 26| 17| 03| 26 7,7 25| 17| 08| 25| 7,7 26| 18| 03| 26| 86| 26| 17| 06| 26| 83| 26
m7 2154 o[ 25| 4| 25| 57| 25| 26| 11| 25| 52| 25| 26| 03| 25| 49| 25| 25| 08| 25| 57| 25| 26/ 05| 26 57| 25| 26/ 05| 26| 52
m8 2523 0] 25| 1,7] 25| 18| 88| 25| 1,7| 26| 17| 86| 26| 06| 25| 18 8] 25| 11| 25| 18| 86| 26| 08| 26| 17| 88| 26| 06| 26
m9 2884 0| 25| 24| 25| 26| 35| 25| 19| 25| 26| 41 25| 16| 25| 25| 35| 25| 24| 25| 26| 41| 26| 24| 25| 26| 4,1 26/ 19|
mi0 3253 O] 25| 17| 88| 25| 22| 25| 17| 86| 26 1,1 25| 18 8] 25| 11| 25| 18| 86| 26| 19| 26| 17| 88| 26| 17| 25
mil 3614 of 26| 26| 57| 25| 11| 25| 26 6] 25| 08| 26| 25| 54 25| 16| 26/ 26| 62| 26| 16| 26/ 26| 62| 26/ 11|
Eu 3983 Ol 18] 25| 17| 25| 24| 17| 25| 17| 25| 18| 17| 25| 17| 25 3| 17| 26| 18| 26| 09| 18| 25| 18| 25
mi3 4315 O] 26| 83| 26| 18| 03| 26| 83| 26| 18| 14| 26| 83| 26| 19| 03[ 27| 91 27| 17| 06| 26| 88| 26
mil4 4677 Of 25| 52| 25| 26| 14| 25| 49| 25| 25| 19| 25| 57| 25| 26| 1,1] 26| 57| 25| 26| 1,1 26| 52
mil5 5046 o] 25| 17 8] 25| 11| 25| 18| 75| 25| 17| 25| 18 8] 25| 19| 26|/ 17| 83| 25| 17| 25
mi6 5408 O] 25| 26| 54| 26| 03| 25| 25| 49| 26| 11| 26| 26| 57| 26| 05| 25| 26| 57| 26/ O]
mi7 5777 Oof 17| 25| 17| 25| 12| 17| 24| 17| 25| 24| 17| 25| 18| 26| 2,1| 18| 25[ 18| 25
ElS 6108 0] 26 8] 26 17| 11| 26 8] 26/ 18 of 26/ 88| 26/ 17| 03| 26| 86| 26
mi9 6470 O] 26| 52| 25| 25| 11| 26 6] 26/ 26| 08| 26 6] 25| 26| 08| 26| 54
m20 6839 Oof 25| 18| 75| 25| 06| 25| 18 8] 26/ 08| 26| 17| 83| 26| 06| 26
m21 7200 O] 25| 25| 46| 25| 08| 26| 26| 54| 26| 08| 25| 26| 54 26| 03|
m22 7569 of 17| 25| 18 25| 18| 17| 25| 18| 26| 15| 18| 25| 18| 25
m23 7900 Of 25| 75| 25| 18| 11| 26| 83| 26| 17| 14| 25 8| 25
EZA 8262 O] 25| 54| 25| 26| 14| 26| 54| 25| 26 14| 26| 49
m25 8631 of 25| 18 8] 26/ 14| 26| 17| 83| 26| 11| 26
m26 8992 O] 26| 26| 62| 26| 16| 25| 26| 62| 26/ 1,1
m27 9361 O] 18| 26| 19| 26| 27| 18| 25| 18| 26
m28 9689 of 26/ 88| 26/ 17| 03| 26| 86| 26
m29| 10051 0| 26| 62 25| 27] 05[ 26| 57|
m30| 10420 0] 27| 18| 91| 26| 08| 26
m31| 10781 of 26| 27| 62| 27| 05
m32| 11150 0| 17] 25| 18] 25
m33| 11481 0] 26| 88| 26
m34| 11844 o 26[ 57|
m35| 12213 0] 26
m36| 12574 0

Slika 27. Prikaz ,,heat” mape za GG695826.1. Prosje¢na divergencija medu monomerima je
16,82+9,99%.
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Tablica 14. Prosje¢na divergencija (%) izmedu kopija monomera istog tipa i izmedu pet
razli¢itih tipova monomera. Preuzeto iz [147].

2,03 17,64 25,03 17,73 25,38

1,14 2596 8,44 25,82

1,08 2565 5,17
1,94 25,78

[

Nakon racunanja divergencija izmedu kopija za “heat” map, vidjeli smo da ti monomeri
tvore periodi¢nost visega reda odnosno 5mer HOR duljine ~1792 bp kao §to je prikazano na
slici 28.

smer HOR GG695286.1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

h1 7860 I 870 ]

h2 363 369

h3 = 329 362 369 369 |
ha 361 [ 369 |

hs = 332 362 369 369 |
he ~ 331 362 369

h7 = 331 362 369

hg =~ 328 362 369

ho = 331 363 369

Otipl Ctip2 Otip3 @tip4 @Otp5

Slika 28. Shematski prikaz poravnatin TCAST monomera u pravilnu 5mer HOR
strukturu. Preuzeto i preradeno iz [147]. Divergencija izmedu cijelih HOR kopija je
1,1640,26%.
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4.1.2 DS497953.1

Pregledavanjem GRM dijagrama komponente DS497953.1 (slika 29) za pikove 372 i

362 te odabirom dominantnog K-stringa ACTCCTAT dobili smo monomere duljina 361 bp,

314 bp, 332 bp i 1067 bp poredane kao na slici 30. Prva tri tipa monomera odgovaraju TCAST

satelitima.

|a

800

frekvenci

200
0

1400
1200
1000-

600 -
400 -

DS49798563.1
1758 2473
e ‘
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

duljina fragmenta (bp)

Slika 29. Prikaz frekventne domene komponente DS497953.1 s vrhovima koji karakteriziraju
cetiri tipa monomera (TCAST sateliti ~360 bp ijedan ~1067 bp). Preuzeto i preradeno iz [147].

O N U W

11
13
15
17
19
21

Duljine monomera u

DS497953.1
500 1000
331
361
1067
314
360
1066
360
1068
314
359
372
361
1067
314

1067

1500

Slika 30. Duljine monomera dobivene sa K-stringom ACTCCTAT u DS497953.1. Preuzeto i

obradeno iz [147].
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Iz rezultata ,,heat” mape (slika 31) odredili smo kompleksnu strukturu periodi¢nosti

viSega reda kao $to je prikazano na slici 32.

ml|m2|m3|m4|m5|m6 [m7[m8 |m9 |m10|ml1ll|{ml12 |m13 [m14|m15|m16 [m17 |Im18 |m19 |[m20|m21 [m22

N~ < [ee] [(e} [ee] o N (2] o <

slelglels| sl a2l 8l 3| 8 S| 2| S| 2| g R 5|3 8

5| QI3 G| R[R[8] 8] 3| & =] 2 3| 3] S 8 S 8] 3 2

ml 3714 o0f 25| 80| 15| 25| 82| 25| 80| 15| 25| 20| 24| 82| 16| 24| 6,6] 25| 3,6 25 82| 15| 25
m2 4045 0| 77| 31| 5| 80| 1| 80| 31| 6,6 27| 3,3 77| 31| 69| 27| 2,8 26| 1,1 77| 30| 6,6
m3 4406 0| 83| 80| 1] 80| 1| 83| 80l 78| 80| 1,4 83| 80| 81 80| 81 77| 0,6] 83| 80
m4 5473 0| 32| 83| 31| 83| o] 30f 20| 30| 83| 1,3] 30| 17f 30f 16| 30| 83| 0,6] 30
m5 5787 0| 77| 6| 81| 32| 2,8 25| 55| 77| 32| 44| 25| 6,1 25| 58| 77| 32| 2.8
m6 6147 0| 80| 1| 83| 81f 77( 80| 1,4 82| 80| 83| 81| 83] 81| 09| 82| 80
m7 7213 o| 81| 31| 6,6 27| 3,1 81| 31| 64| 27| 25| 26| 1,4 77| 30| 6,6
m8 7573 0| 83| 81| 77| 80f 1,7[ 82| 80| 83| 80| 82| 80| 1,4/ 83| 80
m9 8641 0] 30f 20f 30f 83| 1,3] 30| 17| 30f 16|/ 30| 83| 0,6] 30
m10 8955 0| 25| 6,1f 81| 30| 3,1] 25| 64| 25| 66/ 80| 30| 0,6
mill 9314 0| 25| 77| 22| 25| 16| 26| 20| 26| 77| 21| 25
mi12 9686 0] 80| 30f 69 25| 39| 25| 3,3] 80| 30| 6,1
m13 10047 0| 82| 80f 83| 80| 82| 80| 1,2| 83 80
ml14 11114 0| 29| 18| 30| 17| 31| 82| 19| 30
ml15 11428 0] 25| 6,6] 25| 64 80| 30| 3,1
m16 11786 0] 26| 6,6 27| 83| 17| 25
ml17 12118 0| 25 2,2 80| 30| 64
m18 12480 0| 25| 83| 16| 25
m19 12812 0| 80| 30| 6,6
m20 13173 0| 83| 80
m21 14240 0] 30
m22 14554 0

Slika 31. Prikaz rezultata usporedbe monomera iz DS497953.1. Prosje¢na divergencija
monomera je 40,66+31,90%, zbog najduljeg monomera. Divergencije izmedu homolognih
monomera su za tip 1, 2, 3 i 4 redom 4,66+2,02%, 1,24+0,33%, 8,91+10,28% (s obrisanih 58
baza u 11-tom monomeru divergencija je 3,92+3,87%) i 5,61+1,74%.
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h3
h4
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h10
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361
360
360
359
361
358
362
361
359

400

4dmer HOR DS497953.1

600

372

332
332

tip 1

800

1067
1066
1068

1067

1067

1000

1200

tip2 Otip3 Stip 4

1400

1600 1800

314

314

314

314

Slika 32. Prikaz kompleksne strukture 4mer HOR-a u DS497953.1. Nijedna HOR kopija hema
sva Cetiri tipa monomera. Divergencija izmedu h2, h3, h4 i h9 je 1,35+0,48%.
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Na ovu komponentu primijenili smo K-string AACCATAA kako bi usporedili ove

monomere sa satelitima Tcastla i Tcastlb pomoéu BLASTN programa sa standardnim
postavkama. Monomer za koji smo dobili najveci identitet sa Tcastlb satelitom nalazi se na
poziciji 5873 u komponenti DS497953.1. Ovaj monomer nazvali smo DS360/5873 (tablica 15)
i s njime smo pomoc¢u programa BLAST identificirali rasprSene i tandemne kopije u ostalim
dijelovima Tcas 3.0. genoma, s time da smo ru¢no odabirali preuzete sekvence svih onih
komponenti koje su dale s GRM metodom frekvenciju vec¢u od 1 kao sekvencu ,,subjekt™ i

rezultate smo prikazali u tablici 16.

Tablica 15. DS360/5873 sekvenca, dobivena sa K-stringom AACCATAA. Preuzeto iz [147].

AACCATAAGCGAGATATAAGTTTGAAAATAATTAATATTAAAAAAAAGTACTT
TGACAGAAAATGTCTTGTGATTTATAATACACTTAATTTATTGGGTCCAATATTT
TATTAGAAGAAAAAGGAGGTGACATAAAAGTCACTGAAGTCTTCAGAGTCGTT
TTTAAATGCTGCATTTTTGTCTTAGTCTCAAATATTGAAAACTGAATTACATTTT
TGTTCAGTAACAGTTACAGTTTTCTTATTGGTTTTTTGCTTATATCTCGAAACCA
GTTATTCCAAATAATTTTTATCTTTATTTCAAAATTAATGCTGATAAAATTTCCT
ACAAAATCGTTATTTGCATTTTTCATGTAGGACC

Tablica 16. Prikaz rezultata dobivenog s BLASTN programom za identifikaciju TCAST
satelita rasprSenih i tandemnih u a) LG (linkage grupe) kromosomima, b) DS47665 -
DS497969, c) GG694051-GG695897. Broj monomera je prikazan u pojedinoj komponenti za
monomere koji su veéi od 355 bp. Preuzeto i preradeno iz [147].

LG1 -CM000276.2 LG2 - CM000277.2
g = g g g g 2
2 s |28 5 % =8 % 2 ge g2 |52 g8 R
S = £ S £ £ § =3 & S = £ £3 S E = 5 2
g | g 25 g5 § £ 32 & x| 3 28 £y =R =
E e a Y a S ﬁ 0g g é - R % Y & s § oy g
1 001092770.1 | 1137974 | 1137879 | - 91 95 1 001092771.1 54424 54263 | - 75 | 161 1
2 1138101 | 1137987 | - 84 | 114 2 54784 54425 | - 91 | 359
3 1138622 | 1138739 | + 81 | 117 3 537267 537392 | + 84 | 125
4 1138741 | 1138938 | + 79 | 197 4 560539 560649 | + 78 | 110
5 1270059 | 1269972 | - 79 87 5 561039 560951 | - 89 88
6 001093327.1 877178 877276 | + 82 98 6 561261 561141 | - 74 | 120
7 877278 877514 | + 88 | 236 7 690622 690739 | + 79 | 117
8 878078 877885 | - 79 | 193 8 691240 691030 | - 80 | 210
9 1049744 | 1049453 | - 92 | 291 9 001092773.1 | 146830 | 146718 | - 74 | 112
10 1049885 | 1049762 | - 84 | 123 10 146942 146838 | - 87 | 104
11 570585 570678 | + 72 93
12 570680 570918 | + 75 | 238
13 571244 571171 | - 81 73
14 645442 645510 | + 81 68
15 646187 646310 | + 81 | 123
16 646312 646543 | + 76 | 231
17 648427 648556 | + 83 | 129
18 001092774.1 232019 232142 | + 81 | 123
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19 232149 | 232319 | + | 74 | 170 51 836856 | 836994 | + | 86 | 138
20 234811 | 234698 | - 74 | 113 52 | 001092802.1 | 122810 | 122935 | + | 83 | 125 | -
21 | 0010927751 | 2679711 | 2679832 | + | 82 | 121 | - 53 122937 | 123165 | + | 77 | 228
22 2679834 | 2680069 | + 79 | 235 54 123576 | 123459 | - 7117
23 2680385 | 2680289 | - 78 % 55 001092803.1 455887 455997 | + 79 110 | -
24 | 0010927781 | 1554476 | 1554593 | + | 74 | 117 | - 56 456539 | 456305 | - 79 | 234
25 1555017 | 1554875 79 | 142 57 456659 | 456541 | - | 82 | 118
26 | 0010934591 | 46628 | 46471 | - | 74 | 157 | - gg 001092806.1 gi;gjg gi;gﬁ - 2‘2‘ ;é -
27 46756 | 46629 | - | 89 | 127 60 013161 | 913048 | - | 84 | 113
28 | 001093470.1 25700 25847 | + | 82 | 147 | - 61 | 001058051 150001 | 158973 T 88 118 T
29 26273 | 26174 | - ] 9% 62 | 00109808.1 | 343918 | 343681 | - 78 | 237 | -
30 | 001093833.1 5 231 | + | 78 | 226 | - 63 344030 | 343920 | - 81 | 110
31 474 358 | - 76 | 116 64 | 001092811.1 | 1254220 | 1254003 | - 91 | 217 | -
32 601 476 | - 80 | 125 65 1254347 | 1254222 | - 84 | 125
33 1134 908 | - 75 | 226 66 | 001092816.1 | 333240 | 333602 | + | 91 | 362 | 1
34 1264 1137 | - 85 | 127 67 333603 | 333770 | + | 77 | 167
35 1631 1445 | - 82 | 186 68 1175375 | 1175429 | + | 80 | 54
36 1756 1633 | - 84 | 123 69 1175431 | 1175667 | + | 78 | 236
70 | 001093371.1 9768 9892 | + | 80 | 124 | -
71 9895 10131 | - 76 | 236
LG3 - CM000278.2 72 10554 10458 | - 84 | 9
73 30674 30879 | + | 74 | 205
74 88572 88689 | + | 76 | 117
75 88691 88916 | + | 71 | 225
_ o 76 111754 | 111852 | + | 81 | 98
2 s | f o 9 77 112414 | 112179 | - 81 | 235
41 2 22 % 0§ % E2 % 78 112541 | 112418 | - | 82 | 123
x| 2 2N g8 5| 5|32 8 79 542128 | 542321 | + | 80 | 193
s o xa 5 8|°8 % 80 545324 | 545215 | - | 79 | 109
X = @ 81 1093804 | 1094037 | + | 73 | 233
82 1094459 | 1094342 | - 80 | 117
1 | 001092794.1 | 1789869 | 1789990 | + | 80 | 121 | - 83 1201003 | 1200783 |- 76 220
2 1790473 | 1790284 | - | 81 | 189 84 | 0010935141 | 110676 | 110909 & + | 77 | 233 | -
3 2305436 | 2305201 | - 74 | 235 g5 el | oo T+ 72 109
4 2305549 | 2305438 | - 75 | 111 86 | 001093965.1 | 538086 | 537777 | - 70 | 309 | -
5 | 0010927961 | 208809 | 208573 | - 78 | 236 | - 87 35379 | 538087 |- 90 [ 292
6 208924 | 208811 | - | 77 | 113 88 | 001002810.1 | 182318 | 182432 @ + | 75 | 114 | -
7 322389 | 322510 | + | 83 | 121 89 | 0010934481 | 213141 | 218251 @ + | 79 | 110 | -
8 322516 | 322751 | + | 77 | 235 %0 12666 | 212242 |- =152
9 323164 | 323057 | - 81 | 107 91 214794 | 214668 | - 83 | 126
10 437562 | 437672 | + | 74 | 110 9 249500 | 249308 |- a1 192
11 438148 | 437976 | - 78 | 172
12 456368 | 456244 | - 77 | 124
13 475066 | 475180 | + 79 | 114 LG4 -CM000279.1
14 475187 | 475418 | + | 77 | 231
15 475845 | 475724 | - 76 | 121
16 481364 | 481468 | + | 78 | 104
17 482027 | 481798 | - 75 | 229 . o
18 838792 | 838917 | + | 83 | 125 s S rs
19 838919 | 839129 | + | 71 | 210 5 §_, £ 22 5|5 = g &
20 1058751 | 1058870 | + | 84 | 119 T |2 35 g5 s 2 52 8
21 1058975 | 1059122 | + 82 | 147 S e X o Tl g °8 3
22 1623782 | 1623655 | - 81 | 127 X = @
23 | 001092797.1 | 474169 | 474296 | + | 73 | 127 | -
24 506499 | 596382 | - 71117 1 | 001092817.1 | 539017 | 539386 | + | 89 | 369 | 1
% 845036 | 846110 | + | 82 | 124 2 | 0010928181 | 370560 | 370684 | + | 82 | 124 | -
26 846113 | 846353 | + | 76 | 240 3 370687 | 370913 | + | 90 | 226
27 846775 | 846658 | - 80 | 117 4 412412 | 412231 | - 95 | 181
28 1134020 | 1134140 | + 77 | 120 5 412767 | 412414 | - 73 | 353
29 1136308 | 1136151 | - 74 | 157 6 1267934 1268064 | + 95 130
30 1136417 | 1136312 | - 7517105 7 | 001092820.1 | 1780771 | 1780888 | + | 79 | 117 | -
31 1390563 | 1390670 | + | 81 | 107 8 1781393 | 1781192 | - 72 | 201
2 1390675 | 1390903 |+ | 83 | 228 9 | 0010928251 | 166404 | 166295 | - 77 | 109 | -
33 | 001092798.1 76394 76163 | - 80 | 231 10 166530 | 166406 | - 83 | 124
34 | 001092800.1 24779 24668 | - 74 | 111 | - 1 166975 | 167086 | + | 88 | 111
5 339772 | 339546 | - 751236 12 | 001092821.1 | 1735418 | 1735223 73 | 195 | -
36 339902 339774 | - 84 | 128 13 1735539 1735435 | - 76 104
37 340551 340671 | + 84 | 120 14 1858770 1858888 | + 77 118
38 763462 763589 | + 75 | 127 15 1858911 1859111 | + 74 | 200
9 764144 | 763905 | - 76 | 239 16 1984625 | 1984507 | - 82 | 118
40 764256 764146 - 81 110 17 001092819.1 680256 680039 - 76 217 -
4 2172183 | 2172300 | + | 80 | 117 18 680382 | 680258 | - 85 | 124
42 2172828 | 2172593 78 | 235 19 680906 | 681035 | + | 85 | 129
43 2172953 | 2172830 | - 82 | 123 20 681037 | 681228 | + | 76 | 191
44 | 0010928011 | 678177 | 678286 | + | 74 | 109 | 2 21 1045818 | 1045700 | - 82 | 118
45 575361 | 678497 |+« | 78 | 136 22 | 001092822.1 | 234779 | 234904 | + | 81 | 125 | -
5 535467 | 835579 | « | &7 | 112 23 234908 | 235141 | + | 76 | 233
47 835580 | 835745 | + 74 | 165 24 278383 | 278240 | - 72 | 143
48 835752 | 836109 | + 89 | 357 25 278503 | 278385 | - 72 | 118
9 836111 | 836469 | + | 92 | 358 26 438545 | 438660 | + | 82 | 115
50 836470 | 836637 | « | 76 | 167 27 438662 | 438899 | + | 81 | 237
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© 6 369983 | 369607 | - 73 | 376
1 | 001092826.1 | 162126 | 162294 | + 72 | 168 | - 7 370359 | 369984 | - 73 | 375
2 163884 | 164009 | + | 84 | 125 8 370485 | 370360 | - 84 | 125
3 164011 | 164245 | + 78 | 234 9 001092868.1 885764 885882 | + 77 | 118 | -
4 164654 | 164555 | - 80 99 10 886421 886187 | - 78 | 234
5 | 001092827.1 | 996888 | 996645 | - 8L | 243 | - 1 886536 | 886423 | - 80 | 113
6 997014 | 996890 | - 83 | 124 12 892758 892872 | + 71 | 114
7 | 0010928311 | 175147 | 175039 | - 74 | 108 | - 13 893438 | 893202 | - 78 | 236
8 | 001092836.1 | 671120 | 670880 | - 93 | 240 | - 14 893558 | 893440 | - 85 | 118
9 | 0010934041 | 138654 | 138836 | + | 71 | 182 | - 15 | 001093888.1 | 277891 | 277718 | - 78 | 173 | -
10 342916 | 342787 85 | 129 16 407464 407579 | + 76 | 115
11 | 001092834.1 | 182588 | 182357 | - 78 | 231 | - 17 408098 | 407865 | - 77 | 233
18 408208 | 408100 | - 80 | 108
19 | 001092856.1 | 222081 | 221960 | - 77 121 | -
20 274535 | 274418 | - 80 | 117
21 420620 | 420476 | - 70 | 144
22 | 001092857.1 | 421516 | 421611 | + 75 %5 |-
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3 | 001092850.1 | 372714 | 372834 | + | 85 | 120 | - ¥ ke s
4 372838 | 373072 | + | 80 | 234
5 374407 | 374299 | - 74 | 108 1 | 001092869.1 71093 71219 | + | 8 | 126 | 1
6 409202 | 408966 | - 79 | 236 2 71221 71583 | + | 92 | 362
7 409329 | 409204 | - 83 | 125 3 71584 7711 |+ | 72 | 127
8 421656 | 421781 | + | 77 | 125 4 517978 | 518096 | + | 87 | 118
9 422321 | 422085 | - 78 | 236 5 518142 | 518317 | + | 81 | 175
10 422445 | 422323 | - 84 | 122 6 518735 | 518622 | - 79 | 113
11 | 001092852.1 | 397138 | 397252 | + | 78 | 114 | - 7 1665995 | 1665773 | - 71| 222
12 397791 | 397557 77 | 234 8 1666122 | 1665997 | - 83 | 125
13 397914 | 397790 | - 8l | 124 9 2064091 | 2064287 | + | 80 | 196
14 805870 | 805767 | - 86 | 103 10 2064449 | 2064351 | - 84 | o8
15 806404 | 806528 | + | 86 | 124 11 2338442 | 2338548 | + | 77 | 106
16 806530 | 806769 | + | 85 | 239 12 2339188 | 2338953 | - 80 | 235
17 832816 | 832940 | + | 80 | 124 13 2339315 | 2339195 | - 84 | 120
18 832942 | 833178 | + | 78 | 236 14 2425520 | 2425637 | + | 77 | 117
19 834132 | 834012 | - 77 | 120 15 | 001092875.1 | 631104 | 631301 | + | 79 | 197 | -
20 1236082 | 1236189 | + | 70 | 107 16 | 001092876.1 | 337575 | 337690 | + | 77 | 115 | -
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24 | 001092851.1 | 587038 | 586928 | - 83 | 110 | - 20 9860 10095 | + | 78 | 235
21 | 001093360.1 | 774899 | 775015 | + | 80 | 116 | -
22 775022 | 775248 | + | 79 | 226
23 896125 | 896318 | + | 90 | 193
24 | 001093679.1 | 253099 | 253337 | + | 81 | 238 | -
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11 182258 | 182129 | - 78 | 129
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12 156604 | 156475 | - 83 | 129 4 158651 | 158884 | + 76 | 233
13 157138 | 157241 | + | 81 | 103 5 1559430 | 159313 | - 84 | 117
14 157255 | 157348 | + | 84 | 93 6 DS497672.1 | 181212 | 181099 | - 89 | 113 | 2
15 811501 | 811693 | + | 79 | 192 7 181367 | 181216 | - 89 | 151
16 812119 | 811990 | - 78 | 129 8 181729 | 181369 | - 88 | 360
17 813003 | 812877 | - 88 | 126 9 182091 | 181731 | - 72 | 360
18 815982 | 815787 | - 92 | 195 10 182359 | 182092 | - 75 | 267
19 816090 | 815984 | - 89 | 106 11 | DS497674.1 | 328911 | 329241 | + 89 | 330 | -
20 962761 | 962417 | - 92 | 344 12 329368 | 329505 | + 76 | 137
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23 927669 | 928030 | + | 91 | 361 15 69720 | 69603 | - 74 | 117
24 928032 | 928199 | + | 77 | 167 16 | DS497690.1 95689 | 95806 | + 79 | 117 | -
25 1090345 | 1090463 | + | 91 | 118 17 96327 | 96110 | - 76 | 217
26 1090465 | 1090826 | + | 93 | 361 18 96451 | 96329 | - 82 | 122
27 1090827 | 1090994 | + | 76 | 167 19 97424 | 97265 | - 80 | 159
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44 | 001093602.1 92386 92496 | + | 77 | 110 | - 36 14272 | 13011 | - 90 | 361
45 93037 92801 | - 77 | 236 37 14648 | 14273 | - 73 | 375
46 93164 93039 | - 82 | 125 38 15024 | 14649 | - 73 | 375
47 352145 | 352027 | - 81 | 118 39 15141 | 15025 | - %0 | 116
48 | 001093789.1 27744 27534 | - 79 | 210 | - 40 190371 | 190478 | + 75 | 107
49 27900 27774 | - 84 | 126 41 | DS497703.1 1934 1816 | - 82 | 118 | -
50 514496 | 514283 | - 78 | 213 42 26114 | 26322 | + 75 | 208
51 514637 | 514528 | - 83 | 109 43 26740 | 26624 | - 77 | 116
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5 1009264 | 1009014 | - 92 | 250 58 6526 6163 | - 84 | 363
6 1009641 | 1009266 | - 72 | 375 59 6887 6527 | - 90 | 360
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63 DS497763.1 3185 2988 | - 77 | 197 -
64 3315 3188 | - 82 | 127
65 3861 4045 | + 91 | 184
66 4789 4457 | - 90 | 332
67 4926 4791 | - 86 | 135
68 13443 13141 | - 71 | 302
69 DS497765.1 42944 43293 | + 91 | 349 -
70 42816 42942 | + 85 | 126
71 DS497786.1 14182 14328 | + 84 | 146 -
72 15389 15190 | - 75 | 199
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74 DS497799.1 49801 49924 | + 81 | 123 1
75 50548 50322 | - 79 | 226
76 50672 50555 | - 83 | 117
77 51198 51327 | + 76 | 129
78 51329 51689 | + 87 | 360
79 51689 51852 | + 75 | 163
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81 52367 52574 | + 76 | 207
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88 269 143 | - 87 | 126
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90 765 1129 | + 73 | 364
91 1133 1492 | + 92 | 359
92 1493 1860 | + 72 | 367
93 1862 2222 | + 91 | 360
94 2223 2590 | + 72 | 367
95 2592 2729 | + 93 | 137
96 3135 2807 | - 73 | 328
97 3512 3137 | - 70 | 375
98 3869 3513 | - 89 | 356
99 4163 3871 | - 72 | 292
100 4721 4554 | - 73 | 167
101 5082 4722 | - 92 | 360
102 5457 5084 | - 74 | 373
103 5835 5458 | - 70 | 377
104 6195 5836 | - 92 | 359
105 6488 6197 | - 72 | 291
106 7046 6879 | - 72 | 167
107 | DS497847.1 5653 6022 | + 72 | 369 1
108 | DS497867.1 6150 6025 | - 73 | 125 5
109 6497 6330 | - 78 | 167
110 6859 6498 | - 89 | 361
111 7236 6861 | - 73 | 375
112 7598 7237 | - 89 | 361
113 7975 7600 | - 74 | 375
114 8335 7976 | - 88 | 359
115 8452 8337 | - 89 | 115
116 | DS497897.1 22180 22013 | - 74 | 167
117 22308 22181 | - 86 | 127
118 | DS497953.1 2603 2733 | + 95 | 130 | 10
119 3800 4129 | + 73 | 329
120 4131 4491 | + 95 | 360
121 5759 5871 | + 88 | 112
122 5873 6232 | + 100 | 359
123 7209 7296 | + 88 87
124 7298 7658 | + 95 | 360
125 8637 8729 | + 88 92
126 8927 9039 | + 88 | 112
127 9041 9399 | + 94 | 358
128 9400 9769 | + 72 | 369
129 9771 10132 | + 93 | 361
130 11110 11199 | + 88 89
131 11400 11512 | + 88 | 112
132 11514 11871 | + 93 | 357
133 11872 12202 | + 73 | 330
134 12204 12566 | + 93 | 362
135 12567 12896 | + 73 | 329
136 12898 13258 | + 95 | 360
137 14236 14325 | + 88 89
138 14526 14638 | + 88 | 112
139 14640 14998 | + 94 | 358
140 | DS497963.1 7128 7476 | + 92 | 348 -
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1 GG694069.1 409 34 | - 72 | 375 8
2 785 410 | - 80 | 375
3 1273 915 | - 92 | 358
4 1650 1275 | - 73 | 375
5 2025 1651 | - 80 | 374
6 2402 2027 | - 73 | 375
7 2778 2403 | - 79 | 375
8 GG694086.1 293 1| - 93 | 292 2
9 625 295 | - 73 | 330
10 978 626 | - 92 | 352
11 1338 982 | - 91 | 356
12 1715 1340 | - 72 | 375
13 GG694112.1 140 1| - 68 | 139 2
14 517 141 | - 72 | 376
15 897 518 | - 94 | 379
16 952 881 | - 90 71
17 GG694130.1 1 106 | + 85 | 105 2
18 109 484 | + 73 | 375
19 486 846 | + 88 | 360
20 GG694457.1 217 1| - 89 | 216 4
21 594 221 | - 72 | 373
22 1205 1566 | + 88 | 361
23 1567 1942 | + 72 | 375
24 1945 2307 | + 89 | 362
25 2308 2475 | + 75 | 167
26 GG695075.1 341 442 | + 85 | 101 -
27 444 637 | + 93 | 193
28 GG694064.1 30 405 | + 71 | 375 1
29 407 679 | + 91 | 272
30 GG694072.1 375 14 | - 92 | 361 2
31 1056 786 | - 93 | 270
32 751 377 | - 71 | 374
33 1170 1058 | - 88 | 112
34 GG694074.1 172 5| - 75 | 167 2
35 548 173 | - 72 | 375
36 908 549 | - 91 | 359
37 GG694139.1 314 1| - 89 | 313 1
38 691 316 | - 71 | 375
39 888 692 | - 90 | 196
40 GG694156.1 422 67 | - 89 | 355 2
41 799 424 | - 70 | 375
42 GG694158.1 273 2 | - 92 | 271 1
43 650 275 | - 70 | 375
44 945 651 | - 91 | 294
45 GG694258.1 1 97 | + 87 96 1
46 98 428 | + 73 | 330
47 430 789 | + 89 | 359
48 1246 1143 | - 91 | 103
49 2015 1729 | - 89 | 286
50 GG694275.1 1 107 | + 87 | 106 4
51 321 154 | - 75 | 167
52 652 322 | - 83 | 330
53 1030 656 | - 72 | 374
54 1362 1031 | - 82 | 331
55 1724 1363 | - 93 | 361
56 2084 1726 | - 92 | 358
57 2420 2086 | - 72 | 334
58 2752 2421 | - 82 | 331
59 3130 2756 | - 71 | 374
60 3275 3131 | - 88 | 144
61 GG694431.1 22 389 | + 72 | 367 2
62 391 711 | + 82 | 320
63 776 905 | + 84 | 129
64 907 1005 | + 94 98
65 1022 1148 | + 85 | 126
66 1150 1509 | + 91 | 359
67 1510 1676 | + 74 | 166
68 GG694460.1 57 165 | + 85 | 108 2
69 166 521 | + 73 | 355
70 525 886 | + 90 | 361
71 887 1254 | + 70 | 367
72 GG694477.1 416 53 | - 74 | 363 3
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73 793 418 | - 72 | 375 153 693 321 | - 71 | 372
74 1155 794 | - 93 | 361 154 1069 694 | - 76 | 375
75 GG694489.1 343 1 - 92 | 342 2 155 1444 1071 | - 71 | 373
76 469 346 | - 84 | 123 156 1802 1445 | - 91 | 357
77 910 552 | - 94 | 358 157 2176 1804 | - 72 | 372
78 1242 912 | - 74 | 330 158 2533 2177 | - 91 | 356
79 1602 1243 | - 90 | 359 159 2650 2535 | - 87 | 115
80 GG694816.1 1 168 | + 89 | 167 1 160 | GG694453.1 17 309 | + 73 | 292
81 169 337 | + 75 | 168 161 311 671 | + 92 | 360
82 464 711 | + 74 | 247 162 672 1047 | + 72 | 375
83 713 1071 | + 92 | 358 163 1049 1409 | + 91 | 360
83 1073 1423 | + 93 | 350 164 1410 1785 | + 72 | 375
84 GG694903.1 43 413 | + 71 | 370 5 165 1787 2145 | + 91 | 358
85 415 744 | + 81 | 329 166 2146 2521 | + 71 | 375
86 746 1106 | + 94 | 360 167 2523 2883 | + 91 | 360
87 1107 1437 | + 73 | 330 168 | GG694526.1 1 302 | + 90 | 301
88 1438 1808 | + 75 | 370 169 303 581 | + 70 | 278
89 1810 2139 | + 80 | 329 170 | GG694559.1 350 2 | - 92 | 348
90 2141 2502 | + 94 | 361 171 682 352 | - 73 | 330
91 2503 2829 | + 72 | 326 172 1058 683 | - 72 | 375
92 2831 3192 | + 92 | 361 173 1418 1059 | - 89 | 359
93 3193 3339 | + 72 | 146 174 1750 1420 | - 72 | 330
94 GG695009.1 424 49 | - 80 | 375 1 175 2109 1751 | - 89 | 358
95 892 554 | - 92 | 338 176 2442 2112 | - 73 | 330
96 GG695026.1 1 236 | + 89 | 235 3 177 | GG694569.1 15 374 | + 93 | 359
97 237 402 | + 74 | 165 178 375 746 | + 72 | 371
98 409 771+ 88 | 362 179 748 1097 | + 88 | 349
99 772 1143 | + 72 | 371 180 1098 1473 | + 70 | 375
100 1145 1475 | + 82 | 330 181 1475 1594 | + 93 | 119
101 1476 1641 | + 73 | 165 182 | GG694617.1 223 7 - 77 | 152
102 1648 2009 | + 88 | 361 183 334 705 | + 70 | 371
103 2010 2173 | + 74 | 163 183 707 1066 | + 90 | 359
104 | GG695046.1 109 1 - 93 | 108 2 184 1067 1273 | + 76 | 206
105 470 11 | - 90 | 359 185 | GG94835.1 260 1 - 80 | 259
106 847 472 | - 70 | 375 186 629 262 | - 72 | 367
107 1190 848 | - 84 | 342 187 1006 630 | - 71 | 376
108 | GG695146.1 345 1] - 93 | 344 2 188 1365 1007 | - 91 | 358
109 714 347 | - 71 | 367 189 1496 1367 | - 84 | 129
110 992 715 | - 94 | 277 190 1882 1561 | - 80 | 321
111 1171 993 | - 9% | 178 191 2251 1884 | - 71 | 367
112 1547 1173 | - 70 | 374 192 2379 2252 | - 85 | 127
113 1672 1548 | - 83 | 124 193 | GG694900.1 1 335 | + 93 | 334
114 | GG695117.1 1299 940 | - 90 | 359 3 194 336 662 | + 73 | 326
115 1674 1301 | - 82 | 373 195 664 993 | + 80 | 329
116 2051 1676 | - 70 | 375 196 995 1356 | + 94 | 361
117 2380 2052 | - 87 | 328 197 1357 1683 | + 72 | 326
118 | GG695498.1 345 1] - 89 | 344 198 1685 2045 | + 93 | 360
119 677 359 | - 73 | 318 199 | GG694920.1 889 546 | - 90 | 343
120 1009 678 | - 73 | 331 200 1266 891 | - 72 | 375
121 1340 1010 | - 74 | 330 201 1629 1267 | - 83 | 362
122 1689 1341 | - 73 | 348 202 1989 1630 | - 90 | 359
123 | GG695747.1 4 375 | + 71 | 371 3 203 2350 1991 | - 91 | 359
124 376 706 | + 73 | 330 204 2727 2354 | - 72 | 373
125 708 1066 | + 88 | 358 205 2820 2728 | - 85 92
126 1068 1429 | + 88 | 361 206 | GG695045.1 1 250 | + 94 | 249
127 | GG695796.1 1 85 | + 82 84 1 207 292 576 | + 73 | 284
128 91 450 | + 90 | 359 208 793 928 | + 77 | 135
129 451 677 | + 79 | 226 209 | GG695178.1 135 1 - 86 | 134
130 919 804 | - 72 | 115 210 560 393 | - 73 | 167
131 1054 921 | - 77 | 133 211 895 561 | - 92 | 334
132 1560 1339 | - 79 | 221 212 | GG695206.1 228 558 | + 85 | 330
133 1914 1561 | - 87 | 353 213 603 883 | + 71 | 280
134 2037 1916 | - 82 | 121 214 885 1231 | + 91 | 346
135 | GG694363.1 62 264 | + 80 | 202 2 215 | GG695229.1 30 156 | + 84 | 126
136 451 270 | - 77 | 181 216 158 524 | + 80 | 366
137 827 452 | - 72 | 375 217 526 883 | + 91 | 357
138 1187 828 | - 92 | 359 218 | GG695393.1 109 221 | + 87 | 112
139 1315 1189 | - 85 | 126 219 223 552 | + 80 | 329
140 | GG694388.1 1 193 | + 92 | 192 6 220 554 915 | + 92 | 361
141 194 569 | + 71 | 375 221 916 1283 | + 71 | 367
142 571 930 | + 93 | 359 222 1285 1614 | + 81 | 329
143 931 1306 | + 70 | 375 223 1616 1977 | + 92 | 361
144 1308 1667 | + 92 | 359 224 1978 2345 | + 71 | 367
145 1669 2027 | + 92 | 358 225 2347 2663 | + 90 | 316
146 2030 2405 | + 70 | 375 226 | GG695542.1 336 5 - 92 | 331
147 | GG694430.1 430 69 | - 92 | 361 5 227 464 338 | - 85 | 126
148 792 432 | - 92 | 360 228 956 614 | - 92 | 342
149 1166 794 | - 71 | 372 229 1288 958 | - 73 | 330
150 1528 1167 | - 91 | 361 230 1650 1289 | - 93 | 361
151 1890 1530 | - 91 | 360 231 1982 1652 | - 72 | 330
152 | GG694432.1 319 1] - 92 | 318 6 232 2176 1983 | - 93 | 193
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233 | GG695616.1 172 299 | + 84 | 127 6 261 3253 3611 | + 91 | 358
234 300 630 | + 73 | 330 262 3614 3977 | + 73 | 363
235 632 993 | + 91 | 361 263 3983 4312 | + 80 | 329
236 994 1367 | + 72 | 373 264 4315 4676 | + 92 | 361
237 1368 1698 | + 74 | 330 265 4677 5044 | + 72 | 367
238 1700 2059 | + 89 | 359 266 5046 5407 | + 91 | 361
239 2586 2398 | - 93 | 188 267 5408 5775 | + 73 | 367
240 2918 2588 | - 74 | 330 268 5777 6106 | + 81 | 329
241 3292 2919 | - 71 | 373 269 6108 6469 | + 92 | 361
242 3654 3293 | - 92 | 361 270 6470 6837 | + 71 | 367
243 3986 3656 | - 73 | 330 271 6839 7199 | + 91 | 360
244 4360 3987 | - 71 | 373 272 7200 7567 | + 73 | 367
245 4565 4361 | - 90 | 204 273 7569 7898 | + 80 | 329
246 | GG695732.1 464 N0 | - 74 | 374 5 274 7900 8261 | + 93 | 361
247 841 465 | - 73 | 376 275 8262 8629 | + 71 | 367
248 1218 852 | - 72 | 366 276 8631 8991 | + 91 | 360
249 1578 1219 | - 92 | 359 277 8992 9359 | + 72 | 367
250 1954 1580 | - 81 | 374 278 9361 9687 | + 80 | 326
251 2082 1956 | - 86 | 126 279 9689 | 10050 | + 92 | 361
252 | GG695826.1 1 360 | + 91 | 359 | 30 280 10051 | 10418 | + 71 | 367
253 361 729 | + 73 | 368 281 10420 | 10780 | + 90 | 360
254 731 1093 | + 91 | 362 282 10781 | 11148 | + 73 | 367
255 1094 1461 | + 71 | 367 283 11150 | 11479 | + 80 | 329
256 1463 1790 | + 80 | 327 284 11481 | 11843 | + 92 | 362
257 1792 2153 | + 93 | 361 285 11844 | 12211 | + 71 | 367
258 2154 2521 | + 71 | 367 286 12213 | 12573 | + 91 | 360
259 2523 2883 | + 91 | 360 287 12574 | 12941 | + 73 | 367
260 2884 3251 | + 73 | 367

4.1.3 Ostale HOR strukture zasnovane na TCAST satelitima

Temeljeno na rezultatima BLAST-a, provjerili smo ostale komponente za koje smo

dobili pogotke, ali i za one pogotke koje smo dobili s GRM metodom (tablica 17).

Tablica 17. Prikaz identificiranih HOR struktura temeljenih na TCAST satelitima.

Prosjecna divergencija
izmedu monomera: 2mer HOR
15,74+10,63%. Monomeri
- tipa 1 i 2 su obrnuti 0 200 400 600 800
lér). komplement od hi 361 368
o DS360/5873 sekvence (91%
> i 73% identiteta). h2 360 369
2
n
a Prosjecna divergencija h3 =6l 262
izmedu ~ 730 bp HOR
kopija: 3,20+0,29%. tip 1 ~361 bp tip 2 ~ 369 bp
Prosjecna divergencija
izmedu monomera : 2mer HOR
16,40+10,97%. Monomeri
— tipa 1 i 2 su obrnuti 0 200 400 600 800
S komplement od h1i 362 377
0'3 DS360/5873 sekvence (89% h2 o =
gr’ i 73% identiteta).
%) h3 360
a
Prosjecna divergencija
izmedu ~ 739 bp HOR tip1~362bp tip2~377bp
kopija: 2,97+0,00%.

Ines Vlahovic



REZULTATI | RASPRAVA

Prosjecna divergencija
izmedu monomera :
19,20+9,04%.

Monomeri tipa1li2su
obrnuti komplement od
DS360/5873 sekvence (89%
i 71% identiteta).

DS497699.1

Prosje¢na divergencija
izmedu ~ 739 bp HOR
kopija:9,19+0,00%.

hl

h2

h3

2mer HOR

200 400 600
362 377
362 376

376

tip 1 ~362 bp tip 2 ~377 bp

800

Prosjecna divergencija
izmedu monomera :
33,93+30,53%.

Monomeri tipa 1, 2i 4 su
obrnuti komplement od
DS360/5873 sekvence
(70%, 82% i 92 %
identiteta).

GG694069.1

Prosjecna divergencija
izmedu ~1241 bp HOR
kopija 0,91+0,00%.

h1

h2

h3

tip 1 ~377 bp

4mer HOR

200 400 600 800 1000 1200

377 376  |127| 361

377 375

377 376 127

tip 1 ~376 bp mtip 2 ~ 127 bp @tip3 ~ 361

bp

Prosjecna divergencija
izmedu monomera:
17,56+10,46. Monomeri
tipa 1, 2 sa DS360/5873
sekvencom imaju ~ 90%
identiteta.

GG694388.1

Prosjecna divergencija
izmedu ~738 bp HOR
kopija 4,88+0,00%.

hi
h2
h3

h4

2mer HOR
200 400 600
377 360
377 361
361

377

tip 1 ~377 bp tip 2 ~361 bp

800

Prosje¢na divergencija
izmedu monomera:
15,14+11,53%. Monomeri
tipa 1, 2 sa DS360/5873
sekvencom imaju 92% i
70% identiteta.

GG694453.1

Prosjecna divergencija
izmedu ~738 bp HOR
kopija 1,90+0,23%.

hi
h2
h3

h4

2mer HOR
200 400 600
361 377
361 377
359 377
361

tip 1 ~361 bp tip 2 ~377 bp

800
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Prosje¢na divergencija 2mer HOR
izmedu monomera:
15,41+£10,06%. Monomeri 200 400 600 800
tipa 1, 2 sa DS360/5873
- sekvencom imaju 92% i hi Sl £62
Q 72% identiteta. h2 377 |
§ h3 377 362
8 h4 377 362
O h5 377
Prosje¢na divergencija
izmedu ~739 bp HOR h6 377 361
kopija 3,27+0,82%.
Otip 1 ~377 bp  itip 2~362 bp
Prosjecna divergencija
izmedu monomera : 3mer HOR
27,39+16,91%. Monomeri
tipa 1, 2 i 3 sa DS360/5873 200 400 600 800
sekvencom imaju 72%, h1 332 377
— 82% i 93% identiteFa i h2 332 I 360 |
Lf'\? ujedno su obrnuti h3 — |
g komplement.
() h4 332
3 hs 383 377
o Prosjecna divergencija h6 215
izmedu ~1069 bp HOR
kopija je 11,36:+8,86% mtip1~332bp  Ctip2~377bp  mtip 3 ~ 360 bp
(uzete su hl, h2ih3za
racun divergencije).
Prosjecna divergencija
izrﬂledu monorgnera:J 2m erH O R
18,57+12,10%. Monomeri 200 400 600 800
tipa 1, 2 sa DS360/5873
sekvencom imaju 90%, hl 362 377
73% identiteta i ujedno su h2 362 377
— obrnuti komplement.
o h3 377
©
% h4 377
3 h5 362 377
O h6 291 |
Prosjecna divergencija
izmedu ~739 bp HOR mtip1~362bp  ©tip 2 ~377 bp
kopija je 2,39+0,51%.
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Prosjecna divergencija
izmedu monomera: 3mer HOR
21,03+9,31%. Monomeri

— tipa 1, 2 i 3 sa DS360/5873 100 300 500 700 900 1100
8 sekvencom Imaju 80%, 92 i hi 331 362 | 369 |
™ 71% identiteta.
o h2 331 362 | 369 |
(o]
O h3 319
o Prosje¢na divergencija

izmedu ~1062 bp HOR . . .

-~ -~ D ~
Kopija je 2.45+0,00%. tip 1~331 bp tip 2 ~362 bp tip 3 ~369 bp
Prosjecna divergencija
izmedu monomera: 4mer HOR
19,08+8,49%. Monomeri
tipal, 2, 3i4sa 0 200 400 600 800 1000 1200 1400

— DS360/5873 sekvencom hi 355 331 | 361 | 331 |
8 imaju 75%, 80%, 94% i
2 69% identiteta. h2 372 331 | 362 | 328 |
(2]
(o]
) h3 362
O

Prosjecna divergencija ) ) ) )

izmedu ~1396 bp HOR tip1 ~372bp ritip 2 ~331 bp mtip 3~ 362 bp @tipd ~331 bp

kopija je 4,79+0,00%.

Periodi¢nosti viSega reda, kao $to se vidi i iz tablica dobivenih s BLAST-om, se ne
pojavljuju u kromosomima, ve¢ se nalaze u ostalim komponentama genoma Tcas 3.0. Ovo se
podudara s prethodnim istraZivanjima, ali takoder daje naslutiti da se podrucje heterokromatina
sastoji od velikog broja repeticija $to ¢ini taj dio genoma i tehnicki tezim za sastavljanje i
odredivanje pozicije na kromosomima. Postojanje HOR-ova u tom podrucju, sastavljenih od
TCAST satelita za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u organizaciji kromosoma, te njihovo

najcesce pojavljivanje kao dimer mogu uputiti na postojanje uloge kakve imaju i alfa sateliti

kod ¢ovjeka.
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4.2 Pik 51 bp
4.2.1 GG694243.1

GG694243.1 KS8

2000-

—
o
o
&

frekvencija

0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

Slika 33. Prikaz GRM dijagrama za GG694243.1

Na GRM dijagramu prikazani su pikovi za GG694243.1. Pomoc¢u dobivenog
dominantnog K-stringa TAGTGCGA za pik 51 bp, dobili smo ¢etiri tipa monomera duljina 62
bp, 63 bp, 62 bp i 51 bp. Divergencije izmedu ovih monomera su 21,46+15,29% te smo iz
,heat mape dobili HOR strukturu ~238 bp 4mer HOR-a kao $to je prikazano na slici 34.
Prosje¢na divergencija HOR kopija je 1,44+1,09%. Iz slike 34 vidi se da se mogu objasniti
pikovi 125 bp, kao zbroj monomera 62 + 63, 113 bp kao 62+51 i 176 bp kao 62+63+51 kao

rezultat principa rada GRM metode.
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4mer HOR GG694243.1

0 50 100 150 200 250
ht T 62 63 [ 62 [ 51 ]
he T2 63 [ 62 [ 51 ]
h3a T 62 ]

ha 63 L 62

h5 63 L 62 ]

h6 63 [ 6  [®81 ]

h7 =63 62 [ 62 [ 81 ]
he T 62 63 L 62 ]

ho 63 [ 6  [®1 ]

hio =62 63 [ 62 [ 851 ]
hit T 62 63 |

hi2 T2 63 L 62 ]

h13 63 62 [ 51 ]

hia 7062 63 [ 62 [ 51 ]
his =62 63 L 62 ]

h16 63 [ 61  [s1  ]

hiz7 =62 63 L 62 [ B ]
his =62 63 L 62 |

h19 63 [ 61 [ 51 ]

h2o =62 63 [ e [ B1 ]
het T 62 63 [ 62 [ 51 ]
h2e 62 64 [ 61 [ 51 ]
h23 62 63 [ 62 [ 81 ]
hea T 62 63 [ 62 [ 851 ]
h2s 62 63 [ 62 [ 51 ]
h26 62 63 62 ]

h27 63 [ e [ 51 ]

h2s 62 63 [ 62 [ 51 ]
heo T2 63 L 62 ]

h30 63 L6 ]

h31 62 |

Otipl~62bp tip2~63bp ©Otip3~62bp @tip4~51bp

Slika 34. Struktura 4mer HOR u GG694243.1. Ova struktura ima 31 kopiju, od kojih 13 ima
sve tipove monomera. Zbroj nepotpunih kopija daje ostale vrhove na GRM dijagramu na slici
33.
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4.2.2 GG695755.1

GG695755.1 KS8

1400 w
1200
1000-
800 -
600 -
400 -
200+ . e
0 AL W H ] Ny - _—
0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

ja

frekvenci

Y50
-
]

Slika 35. Prikaz GRM dijagrama za GG695755.1.

Sa K-stringom CGCACTAA dobili smo tri tipa monomera duljina ~62 bp, ~51 bp i ~63
bp s medusobnom divergencijom od 22,76+15,67%. Preko ,heat* mape dobili smo 2mer HOR
strukturu konsenzusne duljine ~ 113 bp, s time da se tip 2 od ~51 bp izmjenjuje s tre¢im tipom

monomera duljine 63 bp $to objasnjava peak 125 bp kao §to je prikazano na slici 36.

Poravnanjem konsenzusnih sekvenci monomera tipa 2 i 3, dobili smo s BLAST-om
identitet 92% kao §to je prikazano u tablici 18. Divergencija monomera tipa 1 s tipovima 2 i 3
je redom 33,33% i 26,98% i kod poravnanja monomera tipa 1 s tipom 3 BLAST nije davao za

standardne postavke poravnanje.

Tablica 18. Usporedba konsenzusne sekvence monomeratipa 2 i tipa 3 u GG695755.1 pomocu
BLAST-a.

Tip PocCetna . Konadéna
. e Poravnanje R
monomera | pozicija pozicija
Tip 2 4 ACTAAACCTAAAAATGCCACGTGTTTCTCGTACTGCCAACCTAAAAAT | 51
FEErrr r rrrrrrrrrr e et
Tip 3 16 ACTAAATTTTAAAATGCCACGTGTTTCTCGTAATGCCAACCTAAAAAT | 63
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2 mer HOR GG695755.1

0 20 40 60 80 100 120
h1 e 50 |
h2 T e 51 I
ha T e 51 I
ha T e 51 I
hs T e 51 I
he T e 51 I
hy e 51 I
he T e 51 I
ho T e 51 I
hio TTTTTTe2 51 |
hilt T e 51 |
hiz T e 51 |
hig T e 51 |
hia T e 51 I
his T e e ]
hie T e e ]
hi7 e 51 |
hig T e 51 I
hio T e 51 I
h2o T e e ]

(63}
iy

h22 T 62 L e ]
heg 62 I e |
hea T 62 1 e |
hs T 62 51 |

hee =62 51 |

her 62 51 |

heg = e I 6 = |
heo T 62 L e |
h30 50 |

h31 51 |

ha2 = e I e = |
hag = e [ 6 ]
haa = e I e |
has = 6 51 |

hee = 6 L e |
ha7 =60 48 |

Otip1~62bp Otip2~51bp mtip 3~63 bp

140

Slika 36. Prikaz strukture 2mer HOR-a u GG695755.1. Divergencija izmedu kopija HOR-a je

7,2415,00.
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4.3. Pik 63
4.3.1 CM000284.2

CMO000284.2

14
312

frekvencija (107
ON B O ® 5

0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

Slika 37. GRM dijagram komponente CM000284.2.

Pomocu K-stringa ATTAAATT za pik 63 bp u kromosomu CM000284.2 (LG9), dobili
smo 255 monomera duljina 63 bp i 73 bp od pozicije 20166028 do pozicije 20183143, koje
daju 157 kopija 2mer HOR-a duljine ~136 bp (slika 37, 38). Pomoc¢u Needleman-Wunsch

algoritma dobili smo za divergenciju izmedu kopija monomera 13,78+8,63%, a za HOR kopije
5,17£2,37%.
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2MER HOR CM000284.2

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140
hl
h4
h7

h10
h13
h16
h19
h22
h25
h28
h31
h34
h37
ha0
ha3
ha6
ha9
h52
h55
h58
héel
hé4
h67
h70
h73
h76
h79
h82
h85
h88

ho4

h97
h100
h103
h106
h109
h112
h115
h118
h121
h124
h127
h130
h133
h136
h139
h142
h145
h148
h151
h154
h157

Mtipl~63bp Htip2~73bp

Slika 38. 2mer HOR struktura iz CM000284.2.
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4.3.2 GG694162.1

GG694162.1 KS8

frekvencija

| XU |, :.,_,~<|‘.._J,_.'~_____|I’_A~’."_ | A '-|‘ L , {
9 0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

Slika 39. GRM dijagram komponente GG694162.1.

Sa dominantnim K-stringom ATTTATTT od pozicije 1174 do pozicije 3296 dobili smo
tri tipa monomera duljina ~107 bp, ~43 bp i ~108 bp, koji tvore 2mer HOR. U ovom HOR-u
izmjenjuju se monomeri tipa 2 i 3 $to objasnjava pikove na GRM dijagramu (slika 39) duljina
~150 bp i ~215 bp. HOR struktura je prikazana na slici 40. Prosje¢na divergencija monomera
je 33,99+29,09%.

2mer HOR GG694162.1

0 50 100 150 200
hl 107 43
h2 107 | 108 |
h3 107 | 108 |
h4 107 43
h5 107 | 108 |
hé 107 44
h7 107 43
h8 107 |
h9 76
h10 105 |
h11 107 43
h12 104 | 113 |
h13 114 |
h14 107 I 113

Otipl ~ 107 bp tip2~43bp Otip 3~108bp

Slika 40. Struktura 2 mer HOR-a. Prvih 38 baza u tipu monomera 2 ima 92% identiteta s tipom
monomera 3. Divergencija HOR kopija ~150 bp je 2,39+1,26%, a HOR kopija ~215 bp je
4,44+3,52%.
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4.4 Pik 73
4.4.1 GG695679.1

GG695679.1

400
©
‘S 300
c
5 |
. 200 1
o

100 : ‘

0 | | L.

0 100 200 300 400 500

duljina fragmenta(bp)

Slika 41. GRM dijagram komponente GG695679.1

Od pozicije 5 do 1231 pomoc¢u K-stringa TTTAAAAC dobili smo 20 monomera duljina

~ 73 bp 1 ~41 bp medusobne divergencije 25,18+24,13%. Pomocu ,,heat” mape konstruirali

smo periodi¢nost viSega reda konsenzusne duljine ~333 bp, zasnovanu na jednom tipu
monomera ~41 bp i 4 monomera tipa 2 duljine ~73 bp kao §to je prikazano na slikama 41 i 42.
Divergencija izmedu monomera tipa 1 je 2,93+2,52%, a tipa 2 je 6,16+3,02%. Zanimljivo je
poravnanje izmedu monomera tipa 1 i 2, naime konsenzusne sekvence tipa 1 i tipa 2 pokazuje

zapravo da je tip 1 isto §to itip 2 s obrisanim bazama kao $to je prikazano u tablici 19.

5mer HOR GG695679.1

0 50 100 150 200 250 300 350
hl1 41 73 | 73 | 73 | 73 |

h2 41 73 | 73 | 73 |

h3 41 73 | 73 | 73 | 73 |

ha 41 72
hs 41 73

Otipl~4lbpitip2~73 bpatip2~ 73 bp
Otip2~ 73 bp@tip2 ~ 73 bp

Slika 42. Prikaz 5mer HOR strukture u GG695679.1. Divergencija cijelih HOR kopija je

3,60+0,00%.
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Tablica 19. Poravnanje konsenzusne sekvence tipa 1 i tipa 2 s BLAST-om. ldentitet prvih 8

baza je 100%, a ostalih 96 % od kojih je u tipu 1 od 14-te pozicije do zadnje poravnato s 28
zadnjih u tipu monomera 2.

Tip 1 1 TTTAAAAC 8 Tip 1 14 TAAATTTAAAAAATCGCGCGGGCACGTG 41

FEEEEET FEEEEEErrrrrer e
Tip 2 1 TITAAAAC 8 Tip 2 46 TAAATTTAAAAAATGGCGCGGGCACGTG 73

4.4.2 GG695418.1

GG695418.1

600 i
500

5 400

300

200

100 | .

O 0700 200 300 400 500

duljina fragmenta(bp)

a

frekvenci

Slika 43. GRM dijagram za GG695418.1.

Prema grm dijagramu sa slike 43 i pomo¢u dominantnog K-stringa TAAAAAAT, dobili
smo 37 monomera podijeljenih u tri tipa s duljinama redom 41 bp, 31 bp i 42 bp od pozicije 12
do pozicije 1371, s medusobnom divergencijom od 26,50+17,13%. Na temelju ,,heat™ mape
dobili smo ~114 bp kao sto je prikazano na slici 44. Kopije HOR-a imaju divergenciju od
3,48+3,98%. Usporedbe konsenzusnih sekvenci su prikazane u tablici 20.

Tablica 20. Prikaz poravnanja konsenzusnhih sekvenci tri tipa monomera s Needleman —
Wunsch programom.

tip 1 vs. tip 2 - TAAAAAATGGCGCGGGCACGTGTTTAAAACACGTTGCCAACC
divergencija je FEEETTTE Frrnd [ 1 |l
45,23%. TAAAAAATCGCGCGAAATCG G T A A TT AAATT
tip 1 vs. tip 3 - TAAAAAATGGCGCGGGCACGTGTTTAAAACACGTTGC CAACC
divergencija je T T e I I A Y
23,26%. TAAAAAATGGCGCGGACACGTGTTT AAA GCGTGACTAAATT
tip 2 vs. tip 3 - TAAAAAATCGCGCGAAATCG G T AA T TAAATT
divergencija je T Y O O O R | RN
34,15%. TAAAAAATGGCGCGGACACGTGTTTAAAGCGTGACTAAATT
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3mer HOR GG695418.1

0 20 40 60 80 100 120
h1 42 31 | 41 |
h2 42 31
h3 42 31 | 41 |
h4 42 31 | 41 |
h5 42 31 | 41 |
h6 42 31 | 41 |
h7 42 31 | 41 |
h8 42 31
h9 42 31 | 41 |

h10 42 31 | 41 |

h11 42 31 | 41 |
h12 42 31 | 41 |
h13 42 31 | 41 |

Otipl42bp tip231lbp mtip341bp

Slika 44. Prikaz 13 kopija 3mer HOR-a duljine ~114 bp. Monomer tipa 1 i 2 daju prvo pik 73
a on s tre¢im tipom monomera daje pik od 114 bp, §to je ujedno i konsenzusna duljina HOR-a.

4.4.3 GG695223.1

GG695223.1

600-
500 114
©
‘5400
c
ég 300-
2 200
1000 | |
0 | ol r | o A ',‘ | ! ‘ | )
0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

Slika 45. GRM prikaz za GG695223.1.
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Od pozicije 119 do pozicije 2588 nalazi se 42 monomera duljine 73 i 41 baze dobiveni

s K-stringom TTTTTAAA (prema GRM dijagramu na slici 45). Poravnanjem monomera tipa

1 itipa 2 pomo¢u BLAST-a vidi se da je u tipu 1 obrisano oko 40 baza (tablica 21). Divergencija

monomera je 33,34+25,64%. Pomocu ,.heat” mape dobili smo strukturu periodi¢nosti visega

reda duljine ~114 bp, prikazanu na slici 46.

hi
h2
h3
h4
h5
h6
h7
h8
h9
h10
hil
h12
h13
hi4
h15
h16
h17
h18
h19
h20
h21
h22
h23
h24
h25
h26
h27
h28
h29

20
40

41

41
40

41

41

41
40
41

40
40
41

41
40

40
39
33

40

73
73

73

73
73
73
73

73

73
73

73

73

tipl ~41 bp

60

2mer HOR GG695223.1

80 100 120
73

73

73
73

73

73

73
74
73

73
74
73

73
74

71

tip2 ~73 bp

Slika 46. Prikaz 29 kopija 2mer HOR-a u GG695223.1. Divergencija medu cijelim HOR

kopijama je 8,23+3,20%.

Tablica 21. Poravnanje monomera tipa 1 i tipa 2 s BLAST-om, daje za prvih 12 baza identitet

od 100%, a za zadnjih 18 baza od 95%.

Tip 1

Tip 2

1

1

TTTTTAAATTTA

AERRREN RN
TTTTTAAATTTA

12

12

Tip 1

Tip 2

20

52

TTTAAACACGTGTCCGCGC

FEEErrrrrrrr reernd
TTTAAACACGTGCCCGCGC

38

70
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4.4.4 GG695058.1

GG695058.1
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frekvencija
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() | | | ) 4 [ |
0 100 200 300 400 500

duljina fragmenta(bp)
Slika 47. GRM prikaz GG695058.1

Od pozicije 22 do pozicije 3728 pomocu K-stringa TTTTTAAA dobili smo 66
monomera duljina 41 bp i 73 bp, medusobne divergencije 32,49+26,08%. Pomocu ,,heat” mape
vidjeli smo da ove monomere mozemo pripisati razli¢itim tipovima monomera i to tipu 1 ~ 73
bp, tipu 2 ~ 41 bp , tipu 3 ~73 bp i tipu 4 ~ 40 bp $to objasnjava pikove na GRM dijagramu
(slika 47), 73+41=114 i 73+41+73+40= 227, $to je dodatno prikazano na slici 48. Divergencija
izmedu kopija tipa 1 je 2,95+2,02%, tipa 2 je 2,16+1,90%, tipa 3 je 3,29+6,06% i tipa 4 je

0,91£1,95%. U tablici 22 su prikazana poravnanja konsenzusnih sekvenci 4 tipa monomera.

Tablica 22. Poravnanje konsenzusnih sekvenci Cetiri tipa monomera s BLAST-om.

Tip 1 1  TTTTTAAATTTA 12 Tip 1 52 TTTARACACGTGCCCGCGC 70 Identitet prvih
NERRRERAREN R RRRRRR RN 12 baza je 100%
Tip 2 1  TTTTTARATTTA 12 Tip 2 20 TTTAAACACGTGTCCGCGC 38 ZBZadnjlh 18 Je

Tip 1 1 TTTTTAAATTTAATTACCGATTTCATGCGATTTTTTAGGTTGGCAACGTGTTTTAAACAC 60
FEErrrrrrrrrrrrrrrrrreer crrrrrrrrrrt rrrr e e
Tip 3 1 TTTTTAAATTTAATTACCGATTTCGTGCGATTTTTTAAGTTGGCAACGTGTTTTARAATGT 60
Identitet je
Tip 1 61 GTGCCCGCGCGAG 73 90%.
[N ERRRE
Tip 3 61 GTGTTCGCGCGAG 73

Tip 1 50 GTTTTAAACACGTGCCCGCGCGA 72
FEEErrrrrrerer el Identitet je

Tip 4 17 GTTTTAAACACGTATCCGCGCGA 39 91%.
Oba dijela imaju
Tip 2 1  TTTTTAAATTTA 12 Tip 2 23 AAACACGT 30 identitet od
ERRRERRREN [RERRRRE 100%, s time da
Tip 3 1  TTTTTAAATTTA 12 Tip 3 53 AAACACGT 46 je drugi dio
obrnute

orijentacije.

Tip 2 1  TTTTTAARATTTAGTCACGCTTTAAACACGTIGICCGCGC 38
FEEErrrrer v reer rrrrrrrrrr e e Identitet je
Tip 4 1  TTTTTAARATT-AGACACGTTTTAAACACGTATCCGCGC 37 89%.
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4mer HOR GG695058.1

0 50 100 150 200 250
h1 72 |
h2 41 | 73 [ 40 |
h3 73 41
h4 73 41 | 73 40 |
h5 73 41
h6 73 |
h7 73 41
h8 73 41
h9 73 41 73 [ 40 1
h10 73 41
h11 72 41 | 73 [ 40 |
h12 73 41
h13 72 41 | 73 [ 40 1
h14 73 41 | 73 40 |
h15 73 41 73 [ 40 1
h16 73 41
h17 72 41 | 73 [ 40 |
h1s 73 41
h19 73 41
h20 73 41 | 73 [ 40 1
h21 73 [ 40 |
h22 73 41
h23 73 41
h24 73 [ 40 1
h25 73 41
h26 73 |

Htipl ~73 bp tip2~41bp @tip3~73bp @tip4~40bp

Slika 48. Prikaz 26 kopija periodi¢nosti visega reda sastavljene od 4 tipa monomera.
Divergencija medu cijelim HOR kopijama je 1,31+0,66%.

4.4.5 GG695890.1

GG695890.1
190

300

187

N
9)]
o

7 146

o
o o

frekvencija
—_— — N
o O

o

o
© &

|
.__g_.._g-.”_:..__f_l Ll 1

N
0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

Slika 49. GRM dijagram za GG695890.1.
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Od pozicije 34 do pozicije 4096 nalazi se 65 kopija monomera ~73 bp i ~48 bp

dobivenih  pomo¢u dominantnog K-stringa CCGCGCCA. Medusobna divergencija
neporavnatih kopija je 33,79+26,01%. Pomoc¢u “heat” mape utvrdili smo da se zapravo ovi
monomeri mogu podijeliti u tri tipa monomera duljina redom ~71 bp, ~72 bp i ~44 bp u skladu
s GRM dijagramom (slika 49). Struktura periodi¢nosti visega reda ima konsenzusnu duljinu

~187 bp kao $to je prikazano na slici 50.

3mer HOR GG695890.1

0 50 100 150 200
hi 71 72 [ 44 ]
h2 71 75 A4 ]
h3 71 73 [ 48 ]
h4 71 71 [ 48 ]
h5 71 72 [ 47 ]
h6 71 72 [ 48 ]
h7 71 44 |
h8 71 72 [ 44 ]
h9 71 72 [ 42 ]

h10 69 75

h11 71 74 [ 48 |

h12 71 73

h13 71 74 [ 48 |

h14 71 73 [ 44 ]

h15 71 73 [ 44 ]

h16 71 75

h17 71 74 [ 48 ]

hi8 70 72 [ 44 ]

h19 71 72 [ 48 ]

h20 74

h21 72 [ 48 |

h22 71 72 [ 44 ]

h23 71 74

h24 71 73

h25 71 |

Otip 1 ~71 bp tip2~73bp Otip3~44bp

Slika 50. Prikaz 25 kopija 3mer HOR-a u GG695890.1. Divergencija cijelih HOR kopija je
3,60+1,79.

Tablica 23. Prikaz poravnanja konsenzusa monomeratipa 1 i 2.

Tip 1 1 CCGCGCCATTTTTAAATTTTGTTACCGATTTAGAGCAATTTTTAGGTT-GGCATTACTTT 59
L T e o I T T e e B R e e B R R N I O I RN

Tip 2 1 CCGCGCCATTTTTTAATTTAGTTACAGGATTAGCGTGATTTTTAGGTTAGAAATTGTTTT 60

Identitet je

Tip 1 60 TTAAACACGT 69 81%.
[EERRRERE

Tip 2 61 TTAAACACGT 70

Tip 1 1  CCGCGCCA--TTTTTAAATTTTGTTACCGATTTAG 33
R e R Identitet je
Tip 3 1  CCGCGCCATTTTTTTTTACTTATTTACCGATTAAG 35 77%.
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4.4.6 GG694624.1
GG694624.1
250
©.200 e
e
& 150 I
; 71| '
£100 | |
50 44' 118 ’ ‘
o Lot I} O
0 100 200 300 400 500
duljina fragmenta(bp)

Slika 51. GRM dijagram za GG694624.1.

Od pozicije 5 do pozicije 2815 nalazi se 48 kopija duljina ~73 bp i ~48 bp. Medusobna
divergencija neporavnatih kopija je 41,84+26,66% zbog razlika u duljinama monomera. Prema
,heat* mapi mogu se podijeliti u tri tipa monomera duljina redom ~73 bp, ~48 bp i ~70 bp (u
treCem tipu pojavljuju se 4 kopije duljine 23 bp gdje je obrisano ~52 baze od pozicije 7) od
kojih je sastavljena struktura koja objasnjava GRM dijagram (slika 51). Usporedbom
monomera tipa 1 i 3 s Needleman-Wunsch dobili smo divergenciju od 36,05+3,12%. Cijele

HOR kopije, prikazane na slici 52, imaju divergenciju od 4,25+2,36%.

3mer HOR GG694624.1

0 50 100 150 200
hi 75 47 I 67 ]
h2 72 48 23]
h3 72 48 I 70 ]
ha 73 48 I 70 ]
h5 73 48 I 71 ]
hé 74 48 23]
h7 73 ]
h8 74 48 I 67 ]
ho 73 48 I 71 ]

h10 72 ]

h11 74 48 I 67 ]

h12 73 48 I 67 ]

h13 73 47 I 71 ]

h14 74 48 23]

h15 73 48 I 71 ]

h16 74 48 23]

h17 74 47 I 63 ]

h18 51

Otip 1 ~73 bp tip2~48bp @tip 3~70 bp

Slika 52. Prikaz 3mer HOR-a konsenzusne duljine ~191 bp.
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4.5 Pik 170 bp
4.5.1 GG695869.1

GG695869.1

1400
1200

1000 .
800
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400
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\ i |
0 0 500 1000 1500 2000

duljina fragmenta(bp)

|a

frekvenci

Slika 53. Prikaz GRM dijagrama GG695869.1.

Pomo¢u dominantnog K-stringa AAACCGCA od pozicije 787 do pozicije 11670, dobili
smo 32 monomera duljina 171bp, 170 bp 1 1105 bp, za koje se preko divergencija u ,,heat” mapi
vidi da pripadaju trima razli¢itim tipovima monomera na temelju kojih je identificirana
periodi¢nost visega reda konsenzusne duljine ~1445 bp kao $to je prikazano na slici 54 i pri

¢emu Se mogu objasniti pikovi na GRM dijagramu na slici 53.

3mer HOR GG695869.1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
hi 171 170
h2 170 169 | 1104 |
h3 171 170 | 1106 |
h4a 171 170
h5 170 170 | 1105 |
h6 170 170
h7 170 170 | 1105 |
h8 171 168
h9 170 | 1105
hi0 171 170
hil 170 170 | 1106
hi2 171 170
hi3 170 170 | 950 |

Otip 1~171 bp tip2~170bp ©@tip 3~1105 bp

Slika 54. Prikaz 3mer HOR-a konsenzusne duljine ~1445 bp. Divergencije medu cijelim HOR
kopijama je 5,04+5,74%. Divergencija monomera tipa 1 12 je 11,57+9,32%.
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Usporedbom monomera tipa 1 i tipa 3, tipa 2 i 3 pomo¢u BLAST-a, dobili smo kao
rezultat poravnanje prikazano u tablici 24.

Tablica 24. Prikaz BLAST poravnanja monomera tipa 1 s tipom 3 i tipa 2 s tipom monomera
3, pri ¢emu se vidi da se monomeri tipa 1 i 2 slazu za prvih ~63 bp i zadnjih ~84 bp s
monomerom tipa 3.

Tip 1 1 AAACCGCATTGCTCTACGACTTTTAGTTTTCAAGTTATGAttt Lttt ttGTTGAATAARA 60

Tip 3 1  AAACCGCATTOOTCTACGACTTITAGTIATITTTITATGA-ATTITTTTATTGAA-AMAC 58

Tip 1 61 TTT 63 Identitet je 84%.
Tip 3 59 Hé 61

Tip 1 88 AATTTTTTGCAAAAAATGTTATAACTTTTGATCTCATTAAATGTCGGTATAATACAGAGA 147

Tip 3 1022 AATTTTAGTAARRARA-TCAARTTTTTAMATCTCATGAAAGTTOITATAATACAGAAR 1080

Tip 1 148  AAAAGCCGCTGAATCCAATGGAAC 171 Identitet Jje 77%.
Tip 3 1081 ATGAGCCGCICAATTCAATGGRAC 1104

Tip 2 1 AAACCGCATTGCTCTACGACTGTTAGTTTTTGAGTTATAAATTTTTTGTTGGATAAAATT 60

Tip 3 1  ARACCGCATTOUICTACGACTTTTAGTTATITTTITATGAATITTTITATIGAARAACTT 60

Tip 2 61 T 61 Identitet je 82%.
Tip 3 61 ’JI." 61

Tip 2 86 aaatttaggcaaaaaattttaaaattttaattcttgtgaaaaattgatattatatgtaaa 145

Tip 3 1023 AMTTTTAGTARAAMAATC--ARATITTTAATCICATGAAMAGTTGTTATAATACAGAMA 1080

Tip 2 146  atGAGCCGCTGAATTCAATGGAAC 169 Identitet je 81%.
Tip 3 1081 ATCAGCCGCICAATICAMTGGRAC 1104

4.5.2 CM000279.1.

t cast4

14 51
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'leWdqu. ki lJ.J.-L |
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o N B

1as

Slika 55. GRM dijagram za CM000279.1 — LGA4.
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U CMO000279.1 (LG4), slika 55, identificirali smo 4mer HOR strukturu, od pozicije
2692170 bp do 2700838 bp pomocu key stringa AACTAAA, zasnovanu na tri tipa monomera
od ~170 bp i jednom ~940 bp konsenzusne duljine ~1445 bp (objavljeno u [147]). HOR

struktura sastoji se od 6 potpunih kopija kao Sto je prikazano na slici 56.

4mer HOR CM000279.1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
ht 170 170 | 165 | 939 |
h2 170 170 | 165 | 941 |
h3 170 170 | 164 | 939 |
ha 170 170 | 165 | 940 |
hs 170 170 | 165 | 940 |
h6 170 170 | 163 | 942 |

h7 170

tipl Otip2 Otip3 Otip 4

Slika 56. Prikaz HOR-strukture u CM000279.1. Divergencija medu HOR kopijama je
3,22+3,06%. Preuzeto i preradeno iz [147].

Divergencije izmedu kopija su od 2% do 20%, ovisno o tome da li se radi 0 monomerima
istog ili razli¢itih tipova. Takoder smo pronasli i sedam rasprsenih kopija ispred HOR —a na
udaljenosti od 14 kb u sekvenci. Unutar rasprsenih kopija monomeri tipa 2 i4 su ¢esto obrisani

kao Sto se moze vidjeti na slici 57.

RASPRSENE KOPIJE

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

hi 7165 1164 ]
razmak 152388 bp
h2 17071716371
razmak 63355 bp
h3 170
razmak 126412 bp
h4a 170 T°165 ]
razmak 10572 bp
h5 169 170 [164 1 940 |
razmak 225980 bp
hé 170 1162
razmak 18696 bp
h7 1691717071

tipl Otip2 Otip3 @tip4

Slika 57. Prikaz rasprsenih kopija od pozicije 1908980 bp do 2677761 bp, S naznacenim
razmacima izmedu njih. Preuzeto iz [147].
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U CM000277.2 — LG2 (slika 58) nalazi se obrnuti komplement ovog HOR-a koji se sastoji od
sedam kopija s konsenzusnom duljinom ~1447 bp (slika 59). Monomeri istog tipa imaju
divergenciju manju od 2%, a razli¢iti imaju ~20%, s time da se u ovom HOR-u monomeri tipa
2 i tipa 3 razlikuju za 3% $to moze biti rezultat nedavne duplikacije ovih monomera.

t cast2
10,
28
o
-~
o 6
'©
S 4
>
®
= 2 mn |,.,< ) 51617
- u
0 !

500 1000 1500 2000
duljina fragmenta(bp)

Slika 58. GRM dijagram za CM000277.2 (LG2). Preuzeto i preradeno iz [147].

4mer HOR CMO000277.2

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

hl 169 168

h2 = 166 169

h3 169 169 168

h4 169 169 170

hs 168 169 | 168

h6 169 169 169

h7 169 169 167

Otipl titip2 Otip3 Otip 4

Slika 59. Obrnuti komplement HOR-a iz CM000279.1 u CM000277.2 konsenzusne duljine
~1447 bp. Divergencija izmedu HOR kopija je 1,1740,29%. Preuzeto i preradeno iz [147].
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4.5.3 CM000277.2

U CMO000277.2 identificirali smo periodi¢nost visega reda zasnovanu na cetiri razlicita

tipa monomera duljine ~170 bp u Cetiri kopije konsenzusne duljine ~680 bp (dvije cijele kopije)

prikazane na slici 60. Divergencija izmedu razli¢itih tipova monomera je ~16%.

4mer HOR CM000277.2

700

0 100 200 300 400 500 600
hl 170 170
h2 170 170 170 173
h3 170 170 170 173
h4 170 173

Otip1 Citip 2 Otip3 @tipd

Slika 60. HOR struktura zasnovana na Cetiri tipa monomera duljina ~170 bp s divergencijom

HOR kopija od 0,44+0,00% za cijele h2 i h3.

4.5.4 DS497720.1

DS497720.1
800
©
:(—._.; 600 | ’ 495
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duljina fragmenta(bp)

Slika 61. GRM dijagram DS497720.1.

1000

Od pozicije 725 do 3112 dobili smo pomoc¢u K-stringa TTGTTCCA dimer koji se sastoji

od dva tipa monomera duljina ~171 bp i ~170 bp s medusobnom divergencijom od

22,17+13,54%. Ova dva tipa tvore dimer konsenzusne duljine ~340 bp kao sto je prikazano na

slici 62.
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2mer HOR DS497720.1

0 50 100 150 200 250 300 350

hi 173 170
h2 171 170
h3 171 170
h4 170 170
h5 170 170
hé 170 170
h7 172 170
h8 174

Otip1~171 bp tip 2 ~170 bp

Slika 62. HOR struktura dimera u DS497720.1, slozenih u osam kopija s medusobnom
divergencijom od 6,53+2,57%.

4.5.5 DS497688.1

DS497688.1
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Slika 63. GRM dijagram za DS497668.1.

Od pozicije 74406 do pozicije 76625 dobili smo s K-stringom AAAAATAA 14 kopija,
sloZenih u 2 tipa monomera duljina ~170 bp i ~171 bp s medusobnom divergencijom od
12,29+7,98% i slozenih u 7 HOR kopija duljine ~341 bp $to objasnjava sliku 63. Struktura je

prikazana na slici 64. Poravnanje konsenzusa ova dva tipa monomera prikazano je u tablici 25.
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2 mer DS497688.1

0 50 100 150 200 250 300 350
hi 170 171
h2 170 171
h3 170 171
h4 170 171
h5 170 171
h6 170 172
h7 172 168

Otip 1 ~170 bp tip2 ~171 bp

Slika 64. Prikaz strukture dimera u DS497688.1. Divergencija medu kopijama je 7,70+7,78%.

Tablica 25. Poravnanje konsenzusnih sekvenci monomera tipa 1 i 2 u DS497688.1.

Tip 1 1 AAAAATAAAAACACAACCGAATTCCCCTTTTAATTATCTATCGGACACCGAAAACCGARA 60

AR R R AR R
Tip 2 1 AAAAATAAAAACACCATCGCATTCCCCTGTTAATTATCTATCGGACAGTGARAACCGGAA 60

Tip 1 61  GCCAATCGAACTTATAGTTTCCATACGGAAGCGTTTTAAAATATCTCCGTAGATT--TTT 118
[N RN e | : . o
Tip 2 61  GCTAATCGGACTGATAGTTTCCGTAGGGAAGCGTTTTAAAGTATACGCTTAGAATCGCTA 120 Identitet je 82%.
Tip 1 119 CGGCTATCATATTTTCTAACGaaaaaaaCTCCAGLttttttCGTC 163
e e o rrrrrr et
Tip 2 121 GAAGTACCATATTTTCTAATG-AAAAAACTCCGGTTTTTTTCGTC 164
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4.6. Pik 180 bp
4.6.1 GG695637.1.

GG695637.1
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Slika 65. GRM dijagram za GG695637.1.

Od pozicije 40 do pozicije 5454 nalazi se 31 monomer duljina ~180 bp koje smo dobili
pomocu K-stringa AAAAATTA. lako je medusobna divergencija medu kopijama monomera
6,63+3,64%, koja je dobivena s Needleman-Wunsch programom i upucuje na tandemne
repeticije, moze se vidjeti zapravo slabi HOR signal (slika 65) koji je objasnjen s ,,heat mapom
(slika 66) u kojoj se vidi da od monomera m20 do monomera m31 postoji naznaka periodi¢nosti

visega reda.

ml[m2|m3|m4|m5 melﬂmt} m9|m10|m11|m12|m13[m14|m15|m16|m17 |m18|m19|m20|m21|m22|m23|m24|m25|m26 |m27 |m28|m29 m30 [m31
olololo|e|[R]|B[&] 8] F| & 8] 8] 8] 2| K] & 8] B 2| & ] & R| B =| 2| 2| ]| &
SINISRIR|SS|AS|[ S E| QSN[ Q RIS IR RS S| 22S|2]IF I

ml 40| 0] 11) 12| 11| 12| 10| 10| 12| 10{ 12| 86| 11| 10| 10f 11| 10 10| 11| 11| 97 13| 11| 9,7 12| 11| 97 12| 11| 9,7| 13| 11
m2 226 of 7| 7| 8| 7(12| 3| 12| 28| 61| 67| 61| 61| 67| 61| 61| 67| 72| 12| 39| 17 12| 33| 17| 12| 28] 17| 12| 44| 7.2
m3 406 O] 3| 2| 3|11| 7|11] 78] 44| 33| 39| 28| 33| 39| 28 22| 28| 11| 89| 56| 11| 83| 56|/ 99| 78| 56/ 11| 93| 28
m4 586 o] 3] 1| 9| 6| 9f 72| 33| 11| 1,7{ 06 11| 17| 06| 22| 28] 94| 83 5| 94| 7.8 5| 99| 7.2 5| 94| 88| 17
m5 766 O] 3| 11| 7f11| 83| 39| 33| 39| 28| 33| 39| 28| 11| 1,7 11| 88| 61| 11| 89| 61| 11| 83| 61| 11| 99| 238
mé 946 of 8 6/ 8 72| 33| 11| 17| 06| 11| 17| 06| 22| 28| 83| 83 5[ 83| 78 5| 88| 7.2 5| 83| 88 17
m7 1126 0] 12| o| 11| 83| 83| 88| 88| 83| 88| 88 99| 11 0| 12| 11 o 12) 11| 11| 11 11| 06| 13| 94
m8 1307 of 12| 56| 56| 61| 56 56| 61| 56| 56| 55| 61| 12| 44| 11| 12| 61| 11| 12| 56| 11| 12| 71| 6,7
m9 1487 of 11) 83| 83| 88| 88| 83| 88| 88| 99 11 o 12| 11 Of 12| 11) 11| 11| 11| 06| 13| 94
m10 1668 ol 67] 72| 67| 67| 72| 67| 67| 72| 78] 11| 11| 44| 11| 06| 44| 11 0| 44| 11| 17| 78
mill 1848 0ol 33| 28| 28| 33| 28| 28| 28| 33| 83| 78| 44| 83| 72| 44| 77| 6,7 44| 83| 82| 39
mi2 2028 0] 17] 06 0] 17| 06] 22| 28| 83| 83 5[ 83| 78 5| 88| 7.2 5| 83| 88 17
mi3| 2208 o] 11] 1,7 0] 11] 28] 33| 88| 78| 44| 88| 72| 44| 94| 67| 44| 88| 82| 22
mil4 2388 o[ 06] 11 of 17) 22| 88| 78| 44| 88| 72| 44| 94| 67| 44| 88| 82| 11
mil5 2568 0] 17| 06) 22| 28| 83| 83 5[ 83| 78 5| 88| 7.2 5| 83| 88 17
mi6| 2748 0] 11] 28| 33| 88| 78| 44| 88| 72| 44| 94| 67| 44| 88| 82| 22
mi7 2928 of 17) 22| 88| 78| 44| 88| 72| 44| 94| 67| 44| 88| 82| 11
mil8 3108 o[ 06| 99| 7.7 5[ 99| 78 5] 94| 72 5| 99| 88 17
mi9| 3288 of 11) 83| 56| 11| 83| 56| 99| 7.8| 56| 11| 93| 22
m20 3468 o] 12| 11 Of 12| 11 11| 11| 11| 06| 13| 94
m21 3649 ol 56| 12| 17| 56| 12 11| 56| 12| 28| 89
m22| 3829 0] 11 5 0] 11| 44 of 11 6] 5.6
m23 4009 Of 12] 11 11| 11| 11| 06| 13| 94
m24 4190 0 5[ 12| 06 5| 12| 22| 83
m25| 4370 0] 11| 44 of 11 6] 5.6
m26 4550 Oof 11) 11| o6 13| 99
m27 4731 Of 44| 11] 17] 78
m28| 4911 of 11 6] 5.6
m29 5091 0| 13| 94
m30 5272 of 93
m31 5454 0

Slika 66. Prikaz "heat™ mape za GG695637.1. Monomeri od pozicije 3468 do 5454 daju 3mer
HOR.
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Identificirani HOR sastoji se od tri tipa monomera duljina redom 181 bp, ~180 bp i 180

bp koji daju konsenzusnu duljinu ~541 bp, kao $to je prikazano na slici 67.

3mer HOR GG695637.1

0 100 200 300 400 500
h1 181 180 | 180 |
h2 181 180 | 180 |
h3 181 180 | 180 |
h4 181 182 | 180 |

tip 1 ~181 bp tip2~180bp @tip 3~ 180 bp

Slika 67. Prikaz 3mer HOR-a konsenzusne duljine ~541 bp, s divergencijom izmedu HOR
kopija od 1,69+1,18%.

4.7 Pik 218 bp

47.1 CMO000279.1

Na slici 55, kao jedan od pikova je i pik 218 bp. Od pozicije 2187547 do pozicije
2189082 nalazi se osam kopija monomera duljina ~218 bp, ~210 bp i 226 bp dobivenih sa K-
stringom AATAAAAA. Ovi monomeri imaju medusobnu divergenciju od 18,63+4,95%.

Monomere smo slozili u 3mer HOR prema ,,heat” mapi kao $to je prikazano na slici 68.

3 mer HOR CM000279.1

0 100 200 300 400 500 600 700
hi 218 210 | 226 |
h2 218 209 | 226 |
h3 225
ha 218

tipl ~218 bp tip2 ~210 bp @tip3 ~226bp

Slika 68. 3mer HOR struktura konsenzusne duljine ~654 bp u CM000279.1. Divergencija
izmedu dvije potpune HOR kopije je 5,34+0.00%.
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4.8. Pik 311 bp
4.8.1 GG694292.1

GG694292.1

2500-

a

N
o
o
o

1500
1000- s
500 u

0 da b ATJ |

0 500 1000 1500 2000
duljina fragmenta(bp)

frekvencij

Slika 69. GRM dijagram za GG694292.1.

Od pozicije 28 do pozicije 12444 dobili smo 36 monomera duljina ~311 bp i ~567 bp
sa K-stringom AAGCGATA. Medusobna divergencija ovih monomera je 21,87+£26,99%.
Prema ,heat mapi konstruirali smo periodi¢nost visega reda koja se sastoji od jednog tipa
monomera ~311 bp i drugog tipa ~567 bp, s time da se neke kopije sastoje samo od monomera
tipa 1 ponovljenog pet puta ili tri puta ponovljenog monomera tipa 1 i jednog tipa 2, a neke od

dva monomera tipa 1 i jednog tipa 2 kao $to je prikazano na slici 70.

~1502 bp HOR GG694292.1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
hi 308 311 [ 567 |
h2 312 311 [ 312 [ 311 | 312 |
h3 311 310 ' 567 '
h4 311 312 | 311 [ 311 | 311 |
h5 312 312 | 310 ' 567 |
h6 311 312 | 312 ' 567 |
h7 311 312 | 312 ' 567 |
h8 309 311 [ 567 |
h9 311 304 | 311 [ 311 | 199 |

Slika 70. HOR struktura u GG694292.1. Divergencije HOR kopija s 2 monomera tipa 1 i
jednim monomerom tipa 2 je 1,85+0,96%, divergencija 3 monomera tipa 1 i jednog tipa 2 je
9,03+4,99% 1 divergencija kopija sastavljenog od pet monomera tipa 1 je 1,44+0,51%.

Ova kompleksna struktura objasnjava GRM dijagram na slici 69, pri ¢emu se vidi na

koji na¢in se mogu dobiti pikovi kako je prikazano u tablici 26.
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Tablica 26. Prikaz objasnjenja pikova na dijagramu na slici 68 odnosno HOR strukture u

GG694292.1.
hi
tipl 308
311
tip2 567

suma 1186

4.9 Pik 328

h2
312
311
312
311
312

1558

4.9.1 DS497673.1

2000

ija

frekvenc

1500

1000

500

0

h3
311
310

576
1197

h4
311
312
311
311
311

1556

DS497673.1

400

624

h5
312
312
310

567
1501

3 ‘\Mhl,m\l.wuu{r.uumb.mM“W
800

h6
311
312
312

567
1502

856

:
Jw“._.....,,.)

1200

duljina fragmenta(bp)

Slika 71. GRM dijagram DS497673.1.

h7
311
312
312

567
1502

h8
309
311

567
1187

h9
311
304
311
311
199

1436

Od pozicije 13 do pozicije 9542 nalaze se 32 monomera duljina ~332 bp, ~211 bp i 343

bp dobivenih sa K-stringom TAAAAAAA. Medusobna divergencija izmedu monomera je

29,84424,49%. Ovi monomeri se mogu podijeliti u tri tipa i prema ,,heat mapi moze se vidjeti

da se i u ovom slucaju radi 0 4mer HOR-u konsenzusne duljine ~1218 bp ¢ija struktura je

prikazana na slici 72.
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4mer HOR DS497673.1

0 200 400 600 800 1000 1200
hl 332 343 [ 211 1| 332 |
h2 332 343 [ 211 | 332 |
h3 318 343 [ 210 1| 331 |
h4 331 |
h5 328 |
h6 329 343 [ 210 | 333
h7 333 |
h8 329 |
ho 330 |

h10 331 343 [ 210 1

hi1 333 343 [ 146 | 329
h12 329 |

h13 331 |

h14 330 |

h1i5 329 |

Otipl ~332 bp tip2 ~343 bp @tip3 ~210 bp @tipl ~332 bp
Slika 72. 4mer HOR struktura konsenzusne duljine ~1218 bp. Divergencija izmedu cijelih
kopija je 2,19+0,48%.
4.10 Pik 332 bp
4.10.1 GG695436.1

GG695436.1

250

M

N
o
o

150
100
50

frekvencija

A
500 1000 1500 2000
duljina fragmenta(bp)

Slika 73. GRM dijagram za GG695436.1.

Od pozicije 338 do pozicije 4531 dobili smo 13 monomera s medusobnim
divergencijama 19,04+9,36%. Pomocu “heat” mape vidi se da se tih 13 monomera moze svrstati
u 4 tipa kojima pripadaju duljine redom ~329 bp, 332 bp, ~362 bp i ~377 bp. Ta cetiri tipa
monomera tvore Cetiri kopije, 4mer HOR-a konsenzusne duljine ~1396 bp, kao sto je prikazano

na slici 74 i prema ¢emu se mogu objasniti pikovi sa slike 73.
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4mer HOR GG695436.1

1400

0 200 400 600 800 1000 1200
h1 = 329 332 | 362 373 |
h2 = 329 332 | 363 377 |
h3 372 |
ha = 330 332 | 362 377 |
otipl ~329 bp tip2 332 bp @tip3 ~362 bp @tip4 ~377 bp

Slika 74. 4mer HOR struktura konsenzusne duljine ~1396 bp s divergencijom cijelih HOR

kopija od 1,88+0,80%.
4.11 Pik 721
4.11.1 GG694249.1

3000

GG694249.1

2150

913

4

2 3 4 5 6

duljina fragmenta(bp) (1013)

Slika 75. GRM dijagram za GG694249.1.

V4

8

9

10

Od pozicije 76 do pozicije 15777 nalazi se 17 monomera duljina ~720 bp i ~2190 bp

dobiveni sa K-stringom GGCCTTAT (s medusobnom divergencijom 39,25+35,03%). Pomoc¢u

,heat mape vidi se da oni tvore periodi¢nost viSega reda konsenzusne duljine ~5793 bp.

Struktura HOR-a je prikazana na slici 76 i ona ujedno obja$njava pikove prikazane na GRM

dijagramu naslici 75. Ova kompleksna struktura sastoji se od 1, 3 ili5 monomera tipa 1 i jednog

monomera tipa 2. Pomo¢u BLAST-a smo usporedili monomer tipa 1 i tipa 2 i dobili smo da se

prvih 671 bp poklapa s identitetom od 94%.
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6mer HOR GG694249.1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
hl 720 I 7189—|
h2 481 [ 720 [721 ] 723 | 2191 |
h3 720 721 [ 721 [720 1 720 | o101 |
ha 723 [ 720 | 721 | 2163 |

Otip1~720bp ©itip 1 ~720 bp @tip 1 ~720 bp
Otip 1 ~720 bp @tip 1 ~720 bp Btip 2 ~2191 bp

Slika 76. Prikaz kompleksne strukture u GG694249.1.

4.12. Pik 1110 bp
4.1.12 GG695437.1

GG695437.1

1400
1200
1000
800
600
400
200 |

0 1. il JH \
0 1000 2000 3000 4000 5000

duljina fragmenta(bp)

frekvencija

1718

Slika 77. GRM dijagram za GG695437.1.

Od pozicije 425 do pozicije 5578 pomocu K-stringa AAAATCAC dobili smo 19
monomera duljina 122 bp i ~1110 bp s medusobnom divergencijom izmedu istog tipa
monomera 4,85+2,62%, za tip 122 bp, i 2,22+0,45% za tip 2 ~1110 bp. Pomocu ,,heat” mape
zakljudili smo da se radi o ~6mer HOR-u duljine ~1718 bp, kao $to se vidi na slici 78 i §to

objasSnjava GRM dijagram na slici 77.
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emer HOR GG695437.1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
h1 122|122 [122] 122 ]
h2 122

h3 122 122[122[dpalaze  aos
ha 122 122|122 [122]

Otip 1 122 bp tip1122bp @tip 1122 bp
Otip1122bp @tipl1122bp @tip2~1110bp

Slika 78. 6mer HOR struktura u GG695437.1. U ¢etiri HOR kopije, samo jedna ima svih Sest
monomera ukupne duljine 1718 bp, dok ostale imaju ukupne duljine za HOR prvu kopiju 1598
bp, drugu kopiju 1471 bp i za cetvrtu kopiju 488 bp. Divergencija izmedu HOR kopija h1 i h3
je 2,19%.
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5. Zakljucak

Pomocu ra¢unalne metode Global Repeat Map pregledali smo sekvencionirani genom

insekta T. castaneum, Tcas 3.0, kako bi identificirali periodi¢nosti visega reda koje do sada nisu
bile istrazivane. Dobiveni rezultati upucuju da postoje periodi¢nosti viSega reda, posebno za
one komponente genoma koje sadrze TCAST satelite Sto ukazuje da upravo ti sateliti imaju
bitnu ulogu u strukturi i funkciji centromere, kao Sto je to sluc¢aj kod ljudskih alfa satelita.
Identifikacija tih HOR-ova bila je otezana zbog tehnickih poteSkoca pri sastavljanju
sekvencioniranog dijela genoma. Oni se nalaze u komponentama koje nisu uspje$no smjestene
na kromosome pomoc¢u danasnjih tehnika. PoboljSanjem tih tehnika mogla bi se dobiti u
buducénosti potpuna slika svih periodi¢nosti viSega reda. Pomo¢u GRM metode identificirali
smo pravilne i kompleksne HOR strukture sastavljene od TCAST satelita. Jedan od razloga
zbog kojih oni nisu ranije detektirani su varijacije u duljini monomera koje postoje¢i algoritmi
nisu mogli uociti. Za slucaj TCAST satelita prosjecna divergencija izmedu monomera je oko
20%, a periodicnosti viSega reda koje su konstruirane na temelju njih imaju prosjecnu
divergenciju od oko 4 %. Ljudski HOR-ovi zasnovani na alfa satelitima duljine 171 bp, imaju
sliénu divergenciju monomera. Divergencije izmedu alfa satelita su oko 20%, a HOR-ova oko
2% kao $to se moze vidjeti na primjeru ljudskih kromosoma 1 iY [21, 23]. Jedna bitna razlika
izmedu HOR-ova kod Covjeka i1 T.castaneum su varijacije izmedu duljina monomera u tim
satelitima koje kod covjeka iznose oko 2% a kod T.castaneum taj postotak moze biti i do 15%.
Ovo otkrice velikih divergencija u duljinama monomera daje nam mogucnost novog
razmiSljanja o periodi¢nostima visega reda i njihovoj identifikaciji, kako bi se razjasnila njihova
evolucija i uloga. Strukture koje su zasnovane na TCAST satelitima pojavljuju se kao 2 mer, 3
mer, 4 mer, 5mer, 6mer s malim brojem cijelih kopija (~3 kopije) osim 4 mer HOR u
DS497953.1 s 4 cijele kopije i 5mer HOR u GG695826.1 s 6 cijelih kopija.

Osim HOR-ova zasnovanih na TCAST satelitima, otkrili smo i druge periodi¢nosti
visega reda u obliku 2mer, 3mer, 4mer, 5 mer i 6mer HOR struktura, s time da se ove
periodi¢nosti viSega reda nalaze u veéem broju kopija (do 16 cijelih u pojedinim HOR

strukturama) u odnosu na TCAST satelite.

Za pojedine identificirane HOR strukture Kkarakteristicno je da izmjenjuju tipove
monomera jedne s drugim, kao §to je sluc¢aj kod HOR struktura identificiranih u GG694292.1
(3mer ili 5mer HOR), GG694162.1 (2mer HOR) i GG695755.1 (2mer HOR). Takoder pojedine

HOR strukture mogu se sastojati od nekoliko tipova monomera sli¢nih duljina i jedne duze kao
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Sto je to slucaj sa strukturama u DS497953.1 (4mer HOR), CM000279.1 (dva 4mer HOR),
CMO000277.2 (4 mer HOR), GG695869.1(3mer HOR) i GG694292.1(3mer ili 5mer HOR).

U cijelom pregledanom genomu Tcas 3.0 pomocu racunalne GRM metode, pronadene
HOR strukture ¢ine 0,08% ukupnog genoma (u odnosu na ukupni broj baza u svim pregledanim
komponentama), dok je taj postotak za ljudski prvi kromosom 0,18%. Prema prosje¢nim
divergencijama HOR-ova kod ¢ovjeka (monomer duljine ~171 bp) i T. castaneum (TCAST
satelit ~360 bp), gdje je ona u T.castaneum dva puta veéa od one u ¢ovjeka, moze se zakljuciti
da su se HOR strukture u T.castaneum pojavile ranije na evolucijskoj skali u odnosu na one u
covjeka, premda se upravo za njih smatralo da su karakteristicne za ¢ovjeka 1 primate te da su

nedavno nastali.

Ovaj rad moze posluziti kao pocetna tocka za odredivanje da li se kod tih periodi¢nosti
viSega reda u kukcu T.castaneum radi o kontinuiranom razvoju ili evolucijskom skoku, odnosno
da li one predstavljaju vrh evolucijskog razvoja ili postoji neki lokalni maksimum. Za odgovore
na ta pitanja potrebne su daljnje sustavne analize genoma blisko povezanih vrsta u potrazi za

periodi¢nostima viSega reda.
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6. Dodatak

Tablica 1. Nazivi i duljine komponenata. a) Nepovezane visestruko — komponentne

povezane kontige DS47665 - DS497969, b) nepoznate jednostruke spojene kontige
GG694051-GG695897.

a)
Br. Komponenta Duljina (bp) 67. DS497731.1 186310 134. DS497798.1 12372
1. DS497665.1 1175385 68. DS497732.1 31684 135. DS497799.1 54804
2. DS497666.1 324118 69. DS497733.1 155158 136. DS497800.1 14030
3. DS497667.1 179620 70. DS497734.1 68148 137. DS497801.1 6495
4, DS497668.1 218890 71. DS497735.1 24257 138. DS497802.1 28921
5. DS497669.1 327011 72. DS497736.1 54391 139. DS497803.1 9827
6. DS497670.1 150934 73. DS497737.1 101176 140. DS497804.1 29226
7. DS497671.1 207115 74. DS497738.1 64617 141. DS497805.1 8673
8. DS497672.1 252662 75. DS497739.1 21177 142. DS497806.1 68640
9. DS497673.1 635691 76. DS497740.1 51733 143. DS497807.1 10296
10. DS497674.1 329991 77. DS497741.1 65225 144. DS497808.1 9432
11. DS497675.1 145421 78. DS497742.1 36186 145. DS497809.1 12723
12. DS497676.1 281566 79. DS497743.1 15147 146. DS497810.1 21238
13. DS497677.1 298863 80. DS497744.1 115727 147. DS497811.1 12191
14. DS497678.1 233905 81. DS497745.1 54736 148. DS497812.1 9146
15. DS497679.1 205575 82. DS497746.1 112887 149. DS497813.1 14882
16. DS497680.1 143519 83. DS497747.1 16044 150. DS497814.1 13565
17. DS497681.1 252324 84. DS497748.1 19271 151. DS497815.1 33323
18. DS497682.1 179222 85. DS497749.1 16749 152. DS497816.1 13542
19. DS497683.1 163124 86. DS497750.1 25259 153. DS497817.1 27874
20. DS497684.1 239692 87. DS497751.1 61914 154. DS497818.1 17233
21. DS497685.1 270706 88. DS497752.1 39386 155. DS497819.1 65089
22. DS497686.1 107027 89. DS497753.1 33741 156. DS497820.1 130039
23. DS497687.1 209029 90. DS497754.1 28505 157. DS497821.1 9763
24, DS497688.1 315570 91. DS497755.1 42240 158. DS497822.1 31461
25. DS497689.1 241962 92. DS497756.1 166251 159. DS497823.1 10460
26. DS497690.1 113643 93. DS497757.1 28282 160. DS497824.1 29642
27. DS497691.1 118857 94. DS497758.1 10717 161. DS497825.1 12573
28. DS497692.1 242491 95. DS497759.1 16141 162. DS497826.1 11368
29. DS497693.1 72172 96. DS497760.1 41942 163. DS497827.1 8494
30. DS497694.1 260580 97. DS497761.1 18441 164. DS497828.1 16879
31. DS497695.1 68328 98. DS497762.1 18940 165. DS497829.1 11890
32. DS497696.1 175539 99. DS497763.1 22076 166. DS497830.1 27641
33. DS497697.1 265344 100. DS497764.1 54238 167. DS497831.1 13056
34. DS497698.1 184673 101. DS497765.1 45171 168. DS497832.1 13638
35. DS497699.1 199664 102. DS497766.1 18619 169. DS497833.1 15245
36. DS497700.1 167053 103. DS497767.1 22684 170. DS497834.1 9367
37. DS497701.1 137173 104. DS497768.1 16756 171. DS497835.1 10559
38. DS497702.1 159174 105. DS497769.1 35178 172. DS497836.1 18640
39. DS497703.1 261922 106. DS497770.1 34632 173. DS497837.1 18300
40. DS497704.1 258350 107. DS497771.1 118057 174. DS497838.1 7526
41. DS497705.1 215799 108. DS497772.1 15018 175. DS497839.1 10089
42, DS497706.1 92541 109. DS497773.1 60029 176. DS497840.1 17763
43. DS497707.1 91379 110. DS497774.1 13400 177. DS497841.1 19147
44, DS497708.1 104333 111. DS497775.1 13946 178. DS497842.1 18828
45. DS497709.1 85306 112. DS497776.1 10304 179. DS497843.1 5497
46. DS497710.1 83343 113. DS497777.1 34571 180. DS497844.1 6289
47. DS497711.1 324113 114. DS497778.1 20790 181. DS497845.1 7096
48. DS497712.1 129677 115. DS497779.1 140909 182. DS497846.1 67896
49. DS497713.1 39916 116. DS497780.1 17992 183. DS497847.1 6092
50. DS497714.1 156511 117. DS497781.1 28592 184. DS497848.1 12449
51. DS497715.1 185203 118. DS497782.1 101378 185. DS497849.1 7300
52. DS497716.1 117267 119. DS497783.1 21807 186. DS497850.1 5005
53. DS497717.1 48660 120. DS497784.1 25297 187. DS497851.1 4966
54. DS497718.1 95181 121. DS497785.1 13532 188. DS497852.1 6422
55. DS497719.1 151068 122. DS497786.1 15545 189. DS497853.1 7157
56. DS497720.1 72142 123. DS497787.1 26581 190. DS497854.1 12260
57. DS497721.1 148858 124. DS497788.1 25901 191. DS497855.1 7326
58. DS497722.1 71516 125. DS497789.1 12496 192. DS497856.1 7366
59. DS497723.1 251196 126. DS497790.1 20916 193. DS497857.1 22617
60. DS497724.1 150287 127. DS497791.1 19111 194. DS497858.1 6095
61. DS497725.1 156722 128. DS497792.1 16630 195. DS497859.1 11625
62. DS497726.1 57680 129. DS497793.1 57899 196. DS497860.1 5595
63. DS497727.1 87717 130. DS497794.1 11059 197. DS497861.1 4963
64. DS497728.1 72281 131. DS497795.1 24150 198. DS497862.1 17193
65. DS497729.1 20563 132. DS497796.1 15323 199. DS497863.1 5706
66. DS497730.1 28811 133. DS497797.1 39987 200. DS497864.1 10004
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DS497865.1
DS497866.1
DS497867.1
DS497868.1
DS497869.1
DS497870.1
DS497871.1
DS497872.1
DS497873.1
DS497874.1
DS497875.1
DS497876.1
DS497877.1
DS497878.1
DS497879.1
DS497880.1
DS497881.1
DS497882.1
DS497883.1
DS497884.1
DS497885.1
DS497886.1
DS497887.1
DS497888.1
DS497889.1
DS497890.1
DS497891.1
DS497892.1
DS497893.1
DS497894.1
DS497895.1
DS497896.1
DS497897.1
DS497898.1
DS497899.1
DS497900.1
DS497901.1

Komponenta

GG694051.1
GG694052.1
GG694053.1
GG694055.1
GG694057.1
GG694059.1
GG694061.1
GG694063.1
GG694065.1
GG694067.1
GG694069.1
GG694071.1
GG694073.1
GG694075.1
GG694076.1
GG694078.1
GG694080.1
GG694082.1
GG694084.1
GG694086.1
GG694087.1
GG694089.1
GG694090.1
GG694092.1
GG694094.1
GG694096.1
GG694097.1
GG694098.1
GG694100.1
GG694102.1
GG694103.1
GG694105.1
GG694107.1
GG694108.1
GG694110.1
GG694112.1
GG694114.1

TAK

8072
8591
8454
11825
5801
45434
132576
5129
22996
55563
9930
16592
5523
16665
22226
5727
6251
5506
6803
7412
8964
13009
12763
19325
38459
12159
13093
5069
6499
16808
7289
12849
26849
10529
27791
7540
40903

Duljina (bp)

859
1293
1738
1509
2059
1794
1146

961

986

844
2997
1079

641
1191
1525
1230

931
1954
2045
1734
2633

884
1833
1675
1675
1043
1339
1631
1228
1496
2630

905
1468
1086
1150

970
1242

238.
239.
240.
241.
242.
243.
244.
245.
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.

254.
255.
256.
257.

259.
260.
261.
262.

264.
265.
266.
267.

269.
270.
271.
272.

274.

38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52,
53.
54,
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72,
73.
74.
75.

DS497902.1
DS497903.1
DS497904.1
DS497905.1
DS497906.1
DS497907.1
DS497908.1
DS497909.1
DS497910.1
DS497911.1
DS497912.1
DS497913.1
DS497914.1
DS497915.1
DS497916.1
DS497917.1
DS497918.1
DS497919.1
DS497920.1
DS497921.1
DS497922.1
DS497923.1
DS497924.1
DS497925.1
DS497926.1
DS497927.1
DS497928.1
DS497929.1
DS497930.1
DS497931.1
DS497932.1
DS497933.1
DS497934.1
DS497935.1
DS497936.1
DS497937.1
DS497938.1

GG694116.1
GG694117.1
GG694119.1
GG694121.1
GG694123.1
GG694124.1
GG694126.1
GG694127.1
GG694128.1
GG694130.1
GG694132.1
GG694134.1
GG694136.1
GG694138.1
GG694140.1
GG694141.1
GG694143.1
GG694145.1
GG694146.1
GG694148.1
GG694149.1
GG694151.1
GG694153.1
GG694155.1
GG694157.1
GG694159.1
GG694161.1
GG694162.1
GG694164.1
GG694166.1
GG694168.1
GG694169.1
GG694171.1
GG694172.1
GG694174.1
GG694176.1
GG694178.1
GG694180.1

7141
7948
13007
6846
7241
G515
14114
5510
19548
6277
7822
8476
15533
11057
6252
7125
5211
5732
130058
5737
4918
15518
5597
4796
21235
15907
9475
5572
9125
5846
6133
8509
12125
12197
5818
5909
25138

1409
1013
1423
975
1576
1599
1143
1225
1978
967
1897
2310
1310
1224
5620
1441
1169
1621
1875
932
10003
903
1652
2343
1600
1136
4007
26212
4440
898
1968
1375
3853
1350
1766
2377
9002
722

76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.

DS497939.1
DS497940.1
DS497941.1
DS497942.1
DS497943.1
DS497944.1
DS497945.1
DS497946.1
DS497947.1
DS497948.1
DS497949.1
DS497950.1
DS497951.1
DS497952.1
DS497953.1
DS497954.1
DS497955.1
DS497956.1
DS497957.1
DS497958.1
DS497959.1
DS497960.1
DS497961.1
DS497962.1
DS497963.1
DS497964.1
DS497965.1
DS497966.1
DS497967.1
DS497968.1
DS497969.1
DS497665.1

GG694182.1
GG694184.1
GG694186.1
GG694188.1
GG694190.1
GG694192.1
GG694194.1
GG694196.1
GG694198.1
GG694199.1
GG694201.1
GG694202.1
GG694203.1
GG694204.1
GG694205.1
GG694206.1
GG694208.1
GG694209.1
GG694210.1
GG694212.1
GG694214.1
GG694216.1
GG694218.1
GG694219.1
GG694221.1
GG694223.1
GG694225.1
GG694237.1
GG694238.1
GG694242.1
GG694249.1
GG694251.1
GG694257.1
GG694262.1
GG694263.1
GG694268.1
GG694293.1
GG694301.1

50964
7206
5740
5816

16023

10854

51138

17100
6483

11273
5340
5611

36830

14761

15078
9299

29442
6388
5295

20439
9224

12635

22538
8595

18488
8141

11177

12055

12350

21413

11368

18573726

1872
924
1019
888
933
918
1402
974
2341
1172
4379
12705
16642
1792
870
4095
832
1985
2659
490
713
2271
917
1217
1267
3547
1452
13175
29772
1248
17940
7504
19595
7446
1047
10044
8834
2340
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114. GG694303.1
115. GG694304.1
116. GG694309.1
117. GG694310.1
118. GG694311.1
119. GG694312.1
120. GG694318.1
121. GG694324.1
122. GG694325.1
123. GG694335.1
124. GG694340.1
125. GG694343.1
126. GG694347.1
127. GG694348.1
128. GG694351.1
129. GG694353.1
130. GG694356.1
131. GG694368.1
132. GG694384.1
133. GG694385.1
134. GG694394.1
135. GG694399.1
136. GG694404.1
137. GG694415.1
138. GG694416.1
139. GG694421.1
140. GG694422.1
141. GG694425.1
142. GG694426.1
143. GG694427.1
144. GG694433.1
145. GG694434.1
146. GG694439.1
147. GG694441.1
148. GG694449.1
149. GG694450.1
150. GG694452.1
151. GG694456.1
152. GG694457.1
153. GG694463.1
154. GG694478.1
155. GG694481.1
156. GG694483.1
157. GG694486.1
158. GG694508.1
159. GG694510.1
160. GG694519.1
161. GG694525.1
162. GG694529.1
163. GG694590.1
164. GG694591.1
165. GG694600.1
166. GG694613.1
167. GG694618.1
168. GG694632.1
169. GG694635.1
170. GG694646.1
171. GG694656.1
172. GG694661.1
173. GG694662.1
174. GG694664.1
175. GG694667.1
176. GG694669.1
177. GG694672.1
178. GG694673.1
179. GG694676.1
180. GG694696.1
181. GG694697.1
182. GG694700.1
183. GG694701.1
184. GG694706.1
185. GG694709.1
186. GG694711.1
187. GG694716.1
188. GG694719.1
189. GG694722.1
190. GG694732.1
191. GG694744.1
192. GG694745.1
193. GG694748.1
194. GG694750.1

TAK

887
831
1861
1333
3971
6727
9416
16229
2579
14419
1105
878
1363
17920
2634
6783
789
2844
1389
1540
1336
1306
885
1851
4916
2934
2647
921
1855
1472
3458
1604
833
6746
5927
1296
1402
1119
2788
937
1776
2335
3408
980
1495
1909
3316
11910
884
1289
1658
1236
2145
1326
1998
816
1226
2400
782
2091
1104
1726
11045
1751
1188
3784
2137
1339
11035
13021
3015
1247
35221
5882
3099
779
1487
743
3724
957
952

195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.
207.
208.
209.
210.
211.
212,
213.
214,
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222,
223.
224,
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234,
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242,
243.
244,
245.
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252,
253.
254,
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.

273.
274.
275.

GG694753.1
GG694755.1
GG694757.1
GG694764.1
GG694770.1
GG694773.1
GG694774.1
GG694776.1
GG694777.1
GG694783.1
GG694786.1
GG694788.1
GG694793.1
GG694810.1
GG694818.1
GG694821.1
GG694822.1
GG694825.1
GG694828.1
GG694832.1
GG694842.1
GG694849.1
GG694850.1
GG694851.1
GG694853.1
GG694854.1
GG694859.1
GG694860.1
GG694872.1
GG694874.1
GG694877.1
GG694884.1
GG694887.1
GG694892.1
GG694899.1
GG694913.1
GG694915.1
GG694927.1
GG694932.1
GG694933.1
GG694939.1
GG694942.1
GG694943.1
GG694946.1
GG694959.1
GG694962.1
GG694963.1
GG694966.1
GG694971.1
GG694980.1
GG695003.1
GG695006.1
GG695007.1
GG695024.1
GG695042.1
GG695044.1
GG695050.1
GG695053.1
GG695059.1
GG695063.1
GG695065.1
GG695072.1
GG695075.1
GG695084.1
GG695095.1
GG695107.1
GG695114.1
GG695118.1
GG695123.1
GG695126.1
GG695140.1
GG695144.1
GG695148.1
GG695151.1
GG695159.1
GG695162.1
GG695171.1
GG695174.1
GG695176.1
GG695184.1
GG695192.1

1885
1996
1290
1645
1444
5983
6235
29903
35899
4837
5296
1312
10456
5982
1710
1386
969
1304
7712
9145
1079
1306
1173
4420
4036
16214
2255
1953
1306
15063
1100
2118
9111
905
7347
1315
2237
2384
1888
1515
1664
1939
1244
1132
8032
4792
21889
18156
3002
2828
1126
975
2112
1705
2107
2368
15659
2396
2026
6590
9096
1578
7042
1512
732
2048
10167
1366
2756
2102
3095
1058
1536
1763
903
832
844
15132
1236
1278
898

291.

311.
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.

321.

331.

GG695195.1
GG695199.1
GG695211.1
GG695232.1
GG695246.1
GG695248.1
GG695261.1
GG695262.1
GG695269.1
GG695272.1
GG695280.1
GG695282.1
GG695289.1
GG695290.1
GG695305.1
GG695320.1
GG695328.1
GG695330.1
GG695332.1
GG695334.1
GG695336.1
GG695341.1
GG695350.1
GG695353.1
GG695365.1
GG695366.1
GG695368.1
GG695371.1
GG695376.1
GG695379.1
GG695381.1
GG695382.1
GG695383.1
GG695385.1
GG695386.1
GG695396.1
GG695399.1
GG695401.1
GG695402.1
GG695410.1
GG695412.1
GG695417.1
GG695422.1
GG695427.1
GG695437.1
GG695448.1
GG695449.1
GG695458.1
GG695460.1
GG695465.1
GG695473.1
GG695482.1
GG695483.1
GG695487.1
GG695491.1
GG695495.1
GG695507.1
GG695512.1
GG695519.1
GG695522.1
GG695530.1
GG695545.1
GG695546.1
GG695547.1
GG695553.1
GG695558.1
GG695559.1
GG695563.1
GG695568.1
GG695573.1
GG695576.1
GG695580.1
GG695587.1
GG695589.1
GG695595.1
GG695597.1
GG695599.1
GG695604.1
GG695619.1
GG695625.1
GG695629.1

1302
1657
1373
1415
2482
13776
1558
1823
1800
32629
1622
5220
41267
909
1593
1212
1408
869
2112
4512
2198
4480
4984
1107
6015
6457
1026
1234
4640
9377
5650
21755
11065
20802
5018
3166
1817
4242
4124
2839
1869
3210
20436
16669
5709
1474
15562
1947
1177
6529
5531
4021
1636
1404
1797
1523
1684
1922
3395
996
1294
1789
1871
2517
1061
1698
1127
1444
3878
1059
1962
1406
1667
2594
1267
2633
1024
1007
1489
8744
1337
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357. GG695634.1
358. GG695646.1
359. GG695648.1
360. GG695657.1
361. GG695660.1
362. GG695663.1
363. GG695670.1
364. GG695674.1
365. GG695698.1
366. GG695701.1
367. GG695703.1
368. GG695709.1
369. GG695712.1
370. GG695713.1
371. GG695723.1
372. GG695724.1
373. GG695725.1
374. GG695736.1
375. GG695738.1
376. GG695758.1
377. GG695769.1
378. GG695773.1
379. GG695778.1
380. GG695781.1
381. GG695787.1
382. GG695788.1
383. GG695789.1
384. GG695793.1
385. GG695816.1
386. GG695822.1
387. GG695843.1
388. GG695855.1
389. GG695857.1
390. GG695858.1
391. GG695859.1
392. GG695860.1
393. GG695866.1
394. GG695872.1
395. GG695874.1
396. GG695875.1
397. GG695879.1
398. GG695883.1
399. GG695886.1
400. GG695896.1
401. GG694053.1
402. GG694227.1
403. GG694054.1
404. GG694056.1
405. GG694058.1
406. GG694060.1
407. GG694062.1
408. GG694064.1
409. GG694066.1
410. GG694068.1
411. GG694070.1
412. GG694072.1
413. GG694074.1
414. GG694077.1
415. GG694079.1
416. GG694081.1
417. GG694083.1
418. GG694085.1
419. GG694088.1
420. GG694091.1
421. GG694093.1
422. GG694095.1
423. GG694099.1
424. GG694101.1
425. GG694104.1
426. GG694106.1
427. GG694109.1
428. GG694111.1
429. GG694113.1
430. GG694115.1
431. GG694118.1
432. GG694120.1
433. GG694122.1
434. GG694125.1
435. GG694129.1
436. GG694131.1
437. GG694133.1

TAK

1930
1237
1588
1301
1455
1266
1537
2125
1519
1234
1055
3831
1506
1097
1566
2361
11296
1328
1402
1590
1741
6950
8039
1395
2892
1240
839
5744
1792
7395
1315
22356
29871
1411
6775
11735
5537
19506
840
7082
1160
1657
20473
1598
1622177
1440701
297
878
998
1485
1508
2518
1338
994
1994
1309
938
546
2609
814
1308
1367
5832
2037
1464
816
1165
1134
1528
1454
1256
970
2385
2001
1221
709
1429
1078
2767
1416
1560

438.
439.
440.
441.
442,
443,
444,
445,
446.
447.
448.
449.
450.
451,
452.
453.
454.
455.
456.
457.
458.
459.
460.
461.
462.
463.
464.
465.
466.
467.
468.
469.
470.
471.
472.
473.
474.
475.
476.
4717.
478.
479.
480.
481.
482.
483.
484.
485.
486.
487.
488.
489.
490.
491.
492,
493.
494,
495.
496.
497.
498.
499.
500.
501.
502.
503.
504.
505.
506.
507.
508.
509.
510.
511.
512.
513.
514.
515.
516.
517.
518.

GG694135.1
GG694137.1
GG694139.1
GG694142.1
GG694144.1
GG694147.1
GG694150.1
GG694152.1
GG694154.1
GG694156.1
GG694158.1
GG694160.1
GG694163.1
GG694165.1
GG694167.1
GG694170.1
GG694173.1
GG694175.1
GG694177.1
GG694179.1
GG694181.1
GG694183.1
GG694185.1
GG694187.1
GG694189.1
GG694191.1
GG694193.1
GG694195.1
GG694197.1
GG694200.1
GG694207.1
GG694211.1
GG694213.1
GG694215.1
GG694217.1
GG694220.1
GG694222.1
GG694224.1
GG694226.1
GG694227.1
GG694228.1
GG694229.1
GG694230.1
GG694231.1
GG694232.1
GG694233.1
GG694234.1
GG694235.1
GG694236.1
GG694239.1
GG694240.1
GG694241.1
GG694243.1
GG694244.1
GG694245.1
GG694246.1
GG694247.1
GG694248.1
GG694250.1
GG694252.1
GG694253.1
GG694255.1
GG694256.1
GG694258.1
GG694259.1
GG694260.1
GG694261.1
GG694264.1
GG694265.1
GG694266.1
GG694267.1
GG694269.1
GG694270.1
GG694271.1
GG694272.1
GG694273.1
GG694274.1
GG694275.1
GG694276.1
GG694277.1
GG694278.1

2026
888
947

1217

1802

5734
916

3145
1247
1162

788
1606
1657
1541
1010
2239
1288
1198
2324
6042

1656
864
9544
977
1887
883
683
922
1175
822
1183
1924
811
1367
1362
1490
929
1465
777
1164
2792
3556
926
822
1659
851
764
5917
8361
12328
1556
802
1658
1052
939
750
1246
2423
2016
1712
1337
1448
834
1158
925
2064
820
1231
2092
2733
964
1263
3275
868
4806
4336

519.

521.

531.

551.

GG694279.1
GG694280.1
GG694281.1
GG694282.1
GG694283.1
GG694284.1
GG694285.1
GG694286.1
GG694287.1
GG694288.1
GG694289.1
GG694290.1
GG694291.1
GG694292.1
GG694294.1
GG694295.1
GG694296.1
GG694297.1
GG694298.1
GG694299.1
GG694300.1
GG694302.1
GG694305.1
GG694306.1
GG694307.1
GG694308.1
GG694313.1
GG694314.1
GG694315.1
GG694316.1
GG694317.1
GG694319.1
GG694320.1
GG694321.1
GG694322.1
GG694323.1
GG694326.1
GG694327.1
GG694328.1
GG694329.1
GG694330.1
GG694331.1
GG694332.1
GG694333.1
GG694334.1
GG694337.1
GG694339.1
GG694342.1
GG694345.1
GG694349.1
GG694352.1
GG694355.1
GG694358.1
GG694360.1
GG694362.1
GG694364.1
GG694366.1
GG694369.1
GG694371.1
GG694373.1
GG694375.1
GG694377.1
GG694379.1
GG694381.1
GG694383.1
GG694387.1
GG694389.1
GG694391.1
GG694393.1
GG694396.1
GG694398.1
GG694401.1
GG694403.1
GG694406.1
GG694408.1
GG694410.1
GG694412.1
GG694414.1
GG694418.1
GG694420.1
GG694424.1

890
1147
2468

689
1110
9690

803
1665
1357
1400
2968

983

849

12643

930
1062

913

925

901

15899

885
1059

784
1250
1286
9799

943
1551
1906
1553
2760
1185
1113
2293
2462
2863

861
1404
1464
2052

670
2127
7622

862
3895
1371
1051
2560

969
5745
7213
1254

976
3355

769
1741

930
6484
1225
1930

819
1637
1162
1565
1214
1654

660
1280
1800
2281

841

821
1689

897
1144
1668
1164

1031
1496
1536

Ines Vlahovic



600. GG694429.1
601. GG694431.1
602. GG694435.1
603. GG694437.1
604. GG694440.1
605. GG694443.1
606. GG694445.1
607. GG694447.1
608. GG694451.1
609. GG694454.1
610. GG694458.1
611. GG694460.1
612. GG694462.1
613. GG694465.1
614. GG694467.1
615. GG694469.1
616. GG694471.1
617. GG694473.1
618. GG694475.1
619. GG694477.1
620. GG694480.1
621. GG694484.1
622. GG694487.1
623. GG694489.1
624. GG694491.1
625. GG694493.1
626. GG694495.1
627. GG694497.1
628. GG694499.1
629. GG694501.1
630. GG694503.1
631. GG694505.1
632. GG694507.1
633. GG694511.1
634. GG694513.1
635. GG694515.1
636. GG694517.1
637. GG694520.1
638. GG694522.1
639. GG694524.1
640. GG694527.1
641. GG694530.1
642. GG694532.1
643. GG694534.1
644. GG694536.1
645. GG694538.1
646. GG694540.1
647. GG694542.1
648. GG694544.1
649. GG694546.1
650. GG694548.1
651. GG694550.1
652. GG694552.1
653. GG694554.1
654. GG694556.1
655. GG694558.1
656. GG694560.1
657. GG694562.1
658. GG694564.1
659. GG694566.1
660. GG694568.1
661. GG694570.1
662. GG694572.1
663. GG694574.1
664. GG694576.1
665. GG694578.1
666. GG694580.1
667. GG694582.1
668. GG694584.1
669. GG694586.1
670. GG694588.1
671. GG694592.1
672. GG694594.1
673. GG694596.1
674. GG694598.1
675. GG694601.1
676. GG694603.1
677. GG694605.1
678. GG694607.1
679. GG694609.1
680. GG694611.1

TAK

1418
1775
892
859
932
511
2505
997
1882
19173
1332
1583
2237
1303
961
848
1199
1160
2964
1218
1656
1766
1165
1632
692
3989
1469
2213
802
838
1143
1305
1335
1932
1591
972
1473
937
1015
1117
744
840
948
1593
1788
888
1295
1478
1744
1284
1407
879
1788
2012
745
1103
906
2186
1849
972
1718
1950
1482
1701
868
1805
980
844
1831
1245
3095
3218
1063
1400
1573
1559
1395
1487
1556
989
1630

681.
682.
683.
684.
685.
686.
687.
688.
689.
690.
691.
692.
693.
694.
695.
696.
697.
698.
699.
700.
701.
702.
703.
704.
705.
706.
707.
708.
709.
710.
711.
712.
713.
714.
715.
716.
717.
718.
719.
720.
721.
722.
723.
724,
725.
726.
727.
728.
729.
730.
731.
732.
733.
734.
735.
736.
737.
738.
739.
740.
741.
742.
743.
744.
745.
746.
747.
748.
749.
750.
751.
752.
753.
754.
755.
756.
757.
758.
759.
760.
761.

GG694614.1
GG694616.1
GG694619.1
GG694621.1
GG694623.1
GG694625.1
GG694627.1
GG694629.1
GG694631.1
GG694634.1
GG694637.1
GG694639.1
GG694641.1
GG694643.1
GG694645.1
GG694648.1
GG694650.1
GG694652.1
GG694654.1
GG694659.1
GG694663.1
GG694666.1
GG694670.1
GG694675.1
GG694678.1
GG694680.1
GG694682.1
GG694684.1
GG694687.1
GG694689.1
GG694691.1
GG694693.1
GG694695.1
GG694699.1
GG694703.1
GG694705.1
GG694708.1
GG694712.1
GG694714.1
GG694717.1
GG694720.1
GG694723.1
GG694725.1
GG694727.1
GG694729.1
GG694731.1
GG694734.1
GG694736.1
GG694738.1
GG694740.1
GG694742.1
GG694746.1
GG694749.1
GG694752.1
GG694756.1
GG694759.1
GG694761.1
GG694763.1
GG694766.1
GG694768.1
GG694771.1
GG694775.1
GG694779.1
GG694781.1
GG694784.1
GG694787.1
GG694790.1
GG694792.1
GG694795.1
GG694797.1
GG694799.1
GG694801.1
GG694803.1
GG694805.1
GG694807.1
GG694809.1
GG694812.1
GG694814.1
GG694816.1
GG694819.1
GG694823.1

1921
1287

892
1125
1501
2511
1164
2218

909
1047
1868
1843
1756
1778

985

601

881
1412

824
2542
1477
1429
1306

842
1764

1877
1477
1283
2181
385
847
1152
867
354
928
2055
1269
4127
772
2249
1422
932
1216
1512
915
1774

844
878
1728
1509
280
2996
1678
1143
849
1764
3174
1235
925
1099
1336
669
1197
882
4274
900
1320
1298
1847
8365
2035
1876
979
732
2746
932
1424
719
1189

811.

821.

831.

GG694826.1
GG694829.1
GG694831.1
GG694834.1
GG694836.1
GG694838.1
GG694840.1
GG694843.1
GG694845.1
GG694847.1
GG694852.1
GG694856.1
GG694858.1
GG694862.1
GG694864.1
GG694866.1
GG694868.1
GG694870.1
GG694873.1
GG694876.1
GG694879.1
GG694881.1
GG694883.1
GG694886.1
GG694889.1
GG694891.1
GG694894.1
GG694896.1
GG694898.1
GG694901.1
GG694903.1
GG694905.1
GG694907.1
GG694909.1
GG694911.1
GG694914.1
GG694917.1
GG694919.1
GG694921.1
GG694923.1
GG694925.1
GG694928.1
GG694930.1
GG694934.1
GG694936.1
GG694938.1
GG694941.1
GG694945.1
GG694948.1
GG694950.1
GG694952.1
GG694954.1
GG694956.1
GG694958.1
GG694961.1
GG694965.1
GG694968.1
GG694970.1
GG694973.1
GG694975.1
GG694977.1
GG694979.1
GG694982.1
GG694984.1
GG694986.1
GG694988.1
GG694990.1
GG694992.1
GG694994.1
GG694996.1
GG694998.1
GG695000.1
GG695002.1
GG695005.1
GG695009.1
GG695011.1
GG695013.1
GG695015.1
GG695017.1
GG695019.1
GG695021.1

1866
814
3850
778
991
849
988
1660
1562
1537
6247
743
865
718
858
2492
933
1465
1197
1470
1340
6096
1002
3767
888

1281
1068

982
1061
3342
1636

963
1596
1491
1618

910
1376
1217

876
1427

983
1060
1468

921
2931
3707
1357
1598

925
2716
9790
1439

793
1146

804
1057
1314

928
2416
1137
1398
1971
1330
3635

840
1164
1206
2810

912
1027

586

877
2112

892
1135
1074
6130
1428

953
1086
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843. GG695023.1
844. GG695026.1
845. GG695028.1
846. GG695030.1
847. GG695032.1
848. GG695034.1
849. GG695036.1
850. GG695038.1
851. GG695040.1
852. GG695043.1
853. GG695046.1
854. GG695048.1
855. GG695051.1
856. GG695054.1
857. GG695056.1
858. GG695058.1
859. GG695061.1
860. GG695064.1
861. GG695067.1
862. GG695069.1
863. GG695071.1
864. GG695074.1
865. GG695077.1
866. GG695079.1
867. GG695081.1
868. GG695083.1
869. GG695086.1
870. GG695088.1
871. GG695090.1
872. GG695092.1
873. GG695094.1
874. GG695097.1
875. GG695099.1
876. GG695101.1
877. GG695103.1
878. GG695105.1
879. GG695108.1
880. GG695110.1
881. GG695112.1
882. GG695115.1
883. GG695117.1
884. GG695120.1
885. GG695122.1
886. GG695125.1
887. GG695128.1
888. GG695130.1
889. GG695132.1
890. GG695134.1
891. GG695136.1
892. GG695138.1
893. GG695141.1
894. GG695143.1
895. GG695146.1
896. GG695149.1
897. GG695152.1
898. GG695154.1
899. GG695156.1
900. GG695158.1
901. GG695161.1
902. GG695164.1
903. GG695166.1
9204. GG695168.1
905. GG695170.1
906. GG695173.1
907. GG695177.1
908. GG695179.1
909. GG695181.1
910. GG695183.1
911. GG695186.1
912. GG695188.1
913. GG695190.1
914. GG695193.1
915. GG695196.1
916. GG695198.1
917. GG695201.1
918. GG695203.1
919. GG695205.1
920. GG695207.1
921. GG695209.1
922. GG695212.1
923. GG695214.1

TAK

851
2200
913
1940
881
1533
1020
1793
1540
1369
1786
1330
8493
920
1605
3827
1508
1147
1387
889
727
1318
806
2077
728
2402
1929
964
1485
1640
857
2526
692
13357
1639
4635
674
1316
995
1020
2380
995
1272
1310
1150
1005
1277
817
981
1007
2393
2316
1714
1018
1196
855
721
972
1942
1591
6353
1112
762
1678
944
1670
1118
598
1588
1378
926
896
1022
2319
2899
1501
898
1368
1620
2207
875

924.
925.
926.
927.
928.
929.
930.
931.
932.
933.
934.
935.
936.
937.
938.
939.
940.
941.
942.
943.
944.
945.
946.
947.
948.
949.
950.
951.
952.
953.
954.
955.
956.
957.
958.
959.
960.
961.
962.
963.
964.
965.
966.
967.
968.
969.
970.
971.
972.
973.
974.
975.
976.
977.
978.
979.
980.
981.
982.
983.
984.
985.
986.
987.
988.
989.
990.
991.
992.
993.
994.
995.
996.
997.
998.
999.

1000.
1001.
1002.
1003.
1004.

GG695216.1
GG695218.1
GG695220.1
GG695222.1
GG695224.1
GG695226.1
GG695228.1
GG695230.1
GG695233.1
GG695235.1
GG695237.1
GG695239.1
GG695241.1
GG695243.1
GG695245.1
GG695249.1
GG695251.1
GG695253.1
GG695255.1
GG695257.1
GG695259.1
GG695263.1
GG695265.1
GG695267.1
GG695270.1
GG695273.1
GG695275.1
GG695277.1
GG695279.1
GG695283.1
GG695285.1
GG695287.1
GG695291.1
GG695293.1
GG695295.1
GG695297.1
GG695299.1
GG695301.1
GG695303.1
GG695306.1
GG695308.1
GG695310.1
GG695312.1
GG695314.1
GG695316.1
GG695318.1
GG695321.1
GG695323.1
GG695325.1
GG695327.1
GG695331.1
GG695335.1
GG695338.1
GG695340.1
GG695343.1
GG695345.1
GG695347.1
GG695349.1
GG695352.1
GG695355.1
GG695357.1
GG695359.1
GG695361.1
GG695363.1
GG695367.1
GG695370.1
GG695373.1
GG695375.1
GG695378.1
GG695384.1
GG695388.1
GG695390.1
GG695392.1
GG695394.1
GG695397.1
GG695400.1
GG695404.1
GG695406.1
GG695408.1
GG695411.1
GG695414.1

2219
1526
1062
3049
12777
731
1230
1240
1947
2104

930
971
942
1617
1344
1457
866
2561
1238
1098
1008
5550
1303

1075
1508
1632
882
748
1097
1498
993
1010
943
347
896
1742
926
4333
1693
800
884
709
916
937
778

617
2185
1203
1578
1417
1475
1713

951

762
6960
1545
1735
1710
7169

723

896
1385
1022
1288
2250
7101
3759

761

985

946
2861
1564

833
2548
1540
1102

931
1249

1005.
1006.
1007.
1008.
1009.
1010.
1011.
1012.
1013.
1014.
1015.
1016.
1017.
1018.
1019.
1020.
1021.
1022.
1023.
1024.
1025.
1026.
1027.
1028.
1029.
1030.
1031.
1032.
1033.
1034.
1035.
1036.
1037.
1038.
1039.
1040.
1041.
1042.
1043.
1044.
1045.
1046.
1047.
1048.
1049.
1050.
1051.
1052.
1053.
1054.
1055.
1056.
1057.
1058.
1059.
1060.
1061.
1062.
1063.
1064.
1065.
1066.
1067.
1068.
1069.
1070.
1071.
1072.
1073.
1074.
1075.
1076.
1077.
1078.
1079.
1080.
1081.
1082.
1083.
1084.
1085.

GG695416.1
GG695419.1
GG695421.1
GG695424.1
GG695426.1
GG695429.1
GG695431.1
GG695433.1
GG695435.1
GG695438.1
GG695440.1
GG695442.1
GG695444.1
GG695446.1
GG695450.1
GG695452.1
GG695454.1
GG695456.1
GG695459.1
GG695462.1
GG695464.1
GG695467.1
GG695469.1
GG695471.1
GG695474.1
GG695476.1
GG695479.1
GG695481.1
GG695485.1
GG695488.1
GG695490.1
GG695493.1
GG695496.1
GG695498.1
GG695500.1
GG695502.1
GG695504.1
GG695506.1
GG695509.1
GG695511.1
GG695514.1
GG695516.1
GG695518.1
GG695521.1
GG695524.1
GG695526.1
GG695528.1
GG695531.1
GG695533.1
GG695535.1
GG695537.1
GG695539.1
GG695541.1
GG695543.1
GG695548.1
GG695550.1
GG695554.1
GG695556.1
GG695560.1
GG695562.1
GG695565.1
GG695567.1
GG695570.1
GG695572.1
GG695575.1
GG695578.1
GG695581.1
GG695583.1
GG695585.1
GG695588.1
GG695591.1
GG695593.1
GG695596.1
GG695600.1
GG695602.1
GG695605.1
GG695607.1
GG695609.1
GG695611.1
GG695613.1
GG695615.1

822
1456
576
2738
826
6292
27688
765

1279

752
1087

954
1373
1707
1710

1170
2084
1472
1026
1810
7822

916
2945

672

881
1156

940
1219
1893
1322

1700
938
790
893
919

7529
593
888

1692

1409

2695

1558
893
861
852

1292

2673

1136

1482

20397

1828

1557
927

1752
876

1198

1522
891

1192
897
814

1386

3018

1843

1422
814
349

1483

1396
819

1340

1438

1562

1567
920

2270
929

6772
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1086.
1087.
1088.
1089.
1090.
1091.
1092.
1093.
1094.
1095.
1096.
1097.
1098.
1099.
1100.
1101.
1102.
1103.
1104.
1105.
1106.
1107.
1108.
1109.
1110.
1111.
1112.
1113.
1114.
1115.
1116.
1117.
1118.
1119.
1120.
1121.
1122.
1123.
1124.
1125.
1126.
1127.
1128.
1129.
1130.
1131.
1132.
1133.
1134.
1135.
1136.
1137.
1138.
1139.
1140.
1141.
1142.
1143.
1144.
1145.
1146.
1147.
1148.
1149.
1150.
1151.
1152.
1153.
1154.
1155.
1156.
1157.
1158.
1159.
1160.
1161.
1162.
1163.
1164.
1165.
1166.

GG695617.1
GG695620.1
GG695622.1
GG695624.1
GG695627.1
GG695630.1
GG695632.1
GG695635.1
GG695637.1
GG695639.1
GG695641.1
GG695643.1
GG695645.1
GG695649.1
GG695651.1
GG695653.1
GG695655.1
GG695658.1
GG695661.1
GG695664.1
GG695666.1
GG695668.1
GG695671.1
GG695673.1
GG695676.1
GG695678.1
GG695680.1
GG695682.1
GG695684.1
GG695686.1
GG695688.1
GG695690.1
GG695692.1
GG695694.1
GG695696.1
GG695699.1
GG695702.1
GG695705.1
GG695707.1
GG695710.1
GG695714.1
GG695716.1
GG695718.1
GG695720.1
GG695722.1
GG695727.1
GG695729.1
GG695731.1
GG695733.1
GG695735.1
GG695739.1
GG695741.1
GG695743.1
GG695745.1
GG695747.1
GG695749.1
GG695751.1
GG695753.1
GG695755.1
GG695757.1
GG695760.1
GG695762.1
GG695764.1
GG695766.1
GG695768.1
GG695771.1
GG695774.1
GG695776.1
GG695779.1
GG695782.1
GG695784.1
GG695786.1
GG695791.1
GG695794.1
GG695796.1
GG695798.1
GG695800.1
GG695802.1
GG695804.1
GG695806.1
GG695808.1

TAK

955
2494
899
922
892
1385
4234
1287
5704
2463
881
735
3559
2771
796
2322
1081
1713
740
7937
1594
2207
1730
925
1079
815
1363
821
1146
936
1080
1194
1647
1899
2126
1323
962
6604
776
1020
2168
842
1343
1045
966
1349
994
1160
876
1210
911
1824
1484
1078
1659
2106
1498
1318
4120
2073
1566
925
1485
1167
571
2742
1790
788
1479
2362
1703
1069
893
1315
6438
783
790
1830
868
2007
992

1167.
1168.
1169.
1170.
1171.
1172.
1173.
1174.
1175.
1176.
1177.
1178.
1179.
1180.
1181.
1182.
1183.
1184.
1185.
1186.
1187.
1188.
1189.
1190.
1191.
1192.
1193.
1194.
1195.
1196.
1197.
1198.
1199.
1200.
1201.
1202.
1203.
1204.
1205.
1206.
1207.
1208.
1209.
1210.
1211.
1212.
1213.
1214.
1215.
1216.
1217.
1218.
1219.
1220.
1221.
1222.
1223.
1224.
1225.
1226.
1227.
1228.
1229.
1230.
1231.
1232,
1233.
1234.
1235.
1236.
1237.
1238.
1239.
1240.
1241.
1242.
1243.
1244.
1245.
1246.
1247.

GG695810.1
GG695812.1
GG695815.1
GG695818.1
GG695820.1
GG695823.1
GG695825.1
GG695827.1
GG695829.1
GG695831.1
GG695833.1
GG695835.1
GG695837.1
GG695839.1
GG695841.1
GG695844.1
GG695846.1
GG695848.1
GG695850.1
GG695852.1
GG695854.1
GG695861.1
GG695863.1
GG695865.1
GG695868.1
GG695870.1
GG695873.1
GG695877.1
GG695880.1
GG695882.1
GG695885.1
GG695888.1
GG695890.1
GG695892.1
GG695894.1
GG695897.1
GG694336.1
GG694336.1
GG694338.1
GG694341.1
GG694344.1
GG694346.1
GG694350.1
GG694354.1
GG694357.1
GG694359.1
GG694361.1
GG694363.1
GG694365.1
GG694367.1
GG694370.1
GG694372.1
GG694374.1
GG694376.1
GG694378.1
GG694380.1
GG694382.1
GG694386.1
GG694388.1
GG694390.1
GG694392.1
GG694395.1
GG694397.1
GG694400.1
GG694402.1
GG694405.1
GG694407.1
GG694409.1
GG694411.1
GG694413.1
GG694417.1
GG694419.1
GG694423.1
GG694428.1
GG694430.1
GG694432.1
GG694436.1
GG694438.1
GG694442.1
GG694444.1
GG694446.1

1160
1753
6213
1145
2108
1446
1459

889
1090

1289
2039
1143
2007
1028
782
945
1840
2592
1236
1313
1036
883
1416
1687
1868
825
4129
1953
2115
1467
1568
4132
2182
2106
1023
1117160
6965
1185
895
2374
1621
3104
854
1186
2057
1754
1332
999
2847
509
2393
2275
3036
794
910
1720
4017
2472
7551
856
3922
731
714
981
941
1003
1197
1976
779
975
1416
1281
1489
1970
2841

1870

1248.
1249.
1250.
1251.
1252.
1253.
1254.
1255.
1256.
1257.
1258.
1259.
1260.
1261.
1262.
1263.
1264.
1265.
1266.
1267.
1268.
1269.
1270.
1271.
1272.
1273.
1274.
127s5.
1276.
1277.
1278.
1279.
1280.
1281.
1282.
1283.
1284.
1285.
1286.
1287.
1288.
1289.
1290.
1291.
1292.
1293.
1294.
1295.
1296.
1297.
1298.
1299.
1300.
1301.
1302.
1303.
1304.
1305.
1306.
1307.
1308.
1309.
1310.
1311.
1312.
1313.
1314.
1315.
1316.
1317.
1318.
1319.
1320.
1321.
1322,
1323.
1324.
1325.
1326.
1327.
1328.

GG694448.1
GG694453.1
GG694455.1
GG694459.1
GG694461.1
GG694464.1
GG694466.1
GG694468.1
GG694470.1
GG694472.1
GG694474.1
GG694476.1
GG694479.1
GG694482.1
GG694485.1
GG694488.1
GG694490.1
GG694492.1
GG694494.1
GG694496.1
GG694498.1
GG694500.1
GG694502.1
GG694504.1
GG694506.1
GG694509.1
GG694512.1
GG694514.1
GG694516.1
GG694518.1
GG694521.1
GG694523.1
GG694526.1
GG694528.1
GG694531.1
GG694533.1
GG694535.1
GG694537.1
GG694539.1
GG694541.1
GG694543.1
GG694545.1
GG694547.1
GG694549.1
GG694551.1
GG694553.1
GG694555.1
GG694557.1
GG694559.1
GG694561.1
GG694563.1
GG694565.1
GG694567.1
GG694569.1
GG694571.1
GG694573.1
GG694575.1
GG694577.1
GG694579.1
GG694581.1
GG694583.1
GG694585.1
GG694587.1
GG694589.1
GG694593.1
GG694595.1
GG694597.1
GG694599.1
GG694602.1
GG694604.1
GG694606.1
GG694608.1
GG694610.1
GG694612.1
GG694615.1
GG694617.1
GG694620.1
GG694622.1
GG694624.1
GG694626.1
GG694628.1

2054
2898
769
2086
7398
975
861
1585
1296
1371
2867
914
488
894
2099
1353
1642
1506
2040
918
990
2320
1518
1233

1605

469
1772
1062
1726
1329
1479
1206

852
1259
2017
7890
1002
1606
1374
1777
1986
4123
1492
1993

959
1562

954
2471
1595
3263
1250
1994
1594
1720
2146
3736

617

853
1590
1361
1464
1432
1093

323
1097
1626
1846
1417
1405

883
1286
1153

675
1446
1273
1419

2866
1423
1102
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1329.
1330.
1331.
1332.
1333.
1334.
1335.
1336.
1337.
1338.
1339.
1340.
1341.
1342.
1343.
1344.
1345.
1346.
1347.
1348.
1349.
1350.
1351.
1352.
1353.
1354.
1355.
1356.
1357.
1358.
1359.
1360.
1361.
1362.
1363.
1364.
1365.
1366.
1367.
1368.
1369.
1370.
1371.
1372.
1373.
1374.
1375.
1376.
1377.
1378.
1379.
1380.
1381.
1382.
1383.
1384.
1385.
1386.
1387.
1388.
1389.
1390.
1391.
1392.
1393.
1394.
1395.
1396.
1397.
1398.
1399.
1400.
1401.
1402.
1403.
1404.
1405.
1406.
1407.
1408.
1409.

GG694630.1
GG694633.1
GG694636.1
GG694638.1
GG694640.1
GG694642.1
GG694644.1
GG694647.1
GG694649.1
GG694651.1
GG694653.1
GG694655.1
GG694660.1
GG694665.1
GG694668.1
GG694674.1
GG694677.1
GG694679.1
GG694681.1
GG694683.1
GG694685.1
GG694688.1
GG694690.1
GG694692.1
GG694694.1
GG694698.1
GG694702.1
GG694704.1
GG694707.1
GG694710.1
GG694713.1
GG694715.1
GG694718.1
GG694721.1
GG694724.1
GG694726.1
GG694728.1
GG694730.1
GG694733.1
GG694735.1
GG694737.1
GG694739.1
GG694741.1
GG694743.1
GG694747.1
GG694751.1
GG694754.1
GG694758.1
GG694760.1
GG694762.1
GG694765.1
GG694767.1
GG694769.1
GG694772.1
GG694778.1
GG694780.1
GG694782.1
GG694785.1
GG694789.1
GG694791.1
GG694794.1
GG694796.1
GG694798.1
GG694800.1
GG694802.1
GG694804.1
GG694806.1
GG694808.1
GG694811.1
GG694813.1
GG694815.1
GG694817.1
GG694820.1
GG694824.1
GG694827.1
GG694830.1
GG694833.1
GG694835.1
GG694837.1
GG694839.1
GG694841.1

TAK

1845

854
1804
1315

945
1835
1245
2198
1287
1925
1612
1498
1731
1555

599

944

631
1492
1516
1605
3671
1273

734
1936
1010
1015
1434

901
1470
7625
2932

891

940

443
1782
1410
2107

841
1410

872
5677

812
1272

964
3077

833
1192

906
1330

861
1233
1841

914
2428
1483
1207
1160

933

956

843
1465

835
1108
1932
1453
1612
1775

848
1537

839

806

998
1616
6669

859

796
2507

893
1280
1724

1410.
1411.
1412.
1413.
1414.
1415.
1416.
1417.
1418.
1419.
1420.
1421.
1422.
1423.
1424.
1425.
1426.
1427.
1428.
1429.
1430.
1431.
1432.
1433.
1434.
1435.
1436.
1437.
1438.
1439.
1440.
1441.
1442.
1443.
1444.
1445.
1446.
1447.
1448.
1449.
1450.
1451.
1452.
1453.
1454.
1455.
1456.
1457.
1458.
1459.
1460.
1461.
1462.
1463.
1464.
1465.
1466.
1467.
1468.
1469.
1470.
1471.
1472.
1473.
1474.
1475.
1476.
1477.
1478.
1479.
1480.
1481.
1482.
1483.
1484.
1485.
1486.
1487.
1488.
1489.
1490.

GG694844.1
GG694846.1
GG694848.1
GG694855.1
GG694857.1
GG694861.1
GG694863.1
GG694865.1
GG694867.1
GG694869.1
GG694871.1
GG694875.1
GG694878.1
GG694880.1
GG694882.1
GG694885.1
GG694888.1
GG694890.1
GG694893.1
GG694895.1
GG694897.1
GG694900.1
GG694902.1
GG694904.1
GG694906.1
GG694908.1
GG694910.1
GG694912.1
GG694916.1
GG694918.1
GG694920.1
GG694922.1
GG694924.1
GG694926.1
GG694929.1
GG694931.1
GG694935.1
GG694937.1
GG694940.1
GG694944.1
GG694947.1
GG694949.1
GG694951.1
GG694953.1
GG694955.1
GG694957.1
GG694960.1
GG694964.1
GG694967.1
GG694969.1
GG694972.1
GG694974.1
GG694976.1
GG694978.1
GG694981.1
GG694983.1
GG694985.1
GG694987.1
GG694989.1
GG694991.1
GG694993.1
GG694995.1
GG694997.1
GG694999.1
GG695001.1
GG695004.1
GG695008.1
GG695010.1
GG695012.1
GG695014.1
GG695016.1
GG695018.1
GG695020.1
GG695022.1
GG695025.1
GG695027.1
GG695029.1
GG695031.1
GG695033.1
GG695035.1
GG695037.1

3485
1022
2827
6027
1500

955

953
1588
1195
1519
1373
2641
1558
2736
1221
1100

898

2084
794
1056
2069
992
1312

1669
1480
1645
1131
2257
2820
1217
1536
1004
1306
1422
1077
3016
741
843
1031
1855
2663
892
4698
1126
933
735
2498
945
2489
2223
1940
606
909
1503
1069
2876
732
878
1594
2038
7776
915
900
1238
2680
1173
979
743
1336
1411
1356
607
903
930
754
1487
1621
897
1616

1491.
1492.
1493.
1494.
1495.
1496.
1497.
1498.
1499.
1500.
1501.
1502.
1503.
1504.
1505.
1506.
1507.
1508.
1509.
1510.
1511.
1512.
1513.
1514.
1515.
1516.
1517.
1518.
1519.
1520.
1521.
1522.
1523.
1524.
1525.
1526.
1527.
1528.
1529.
1530.
1531.
1532.
1533.
1534.
1535.
1536.
1537.
1538.
1539.
1540.
1541.
1542.
1543.
1544.
1545.
1546.
1547.
1548.
1549.
1550.
1551.
1552.
1553.
1554.
1555.
1556.
1557.
1558.
1559.
1560.
1561.
1562.
1563.
1564.
1565.
1566.
1567.
1568.
1569.
1570.
1571.

GG695039.1
GG695041.1
GG695045.1
GG695047.1
GG695049.1
GG695052.1
GG695055.1
GG695057.1
GG695060.1
GG695062.1
GG695066.1
GG695068.1
GG695070.1
GG695073.1
GG695076.1
GG695078.1
GG695080.1
GG695082.1
GG695085.1
GG695087.1
GG695089.1
GG695091.1
GG695093.1
GG695096.1
GG695098.1
GG695100.1
GG695102.1
GG695104.1
GG695106.1
GG695109.1
GG695111.1
GG695113.1
GG695116.1
GG695119.1
GG695121.1
GG695124.1
GG695127.1
GG695129.1
GG695131.1
GG695133.1
GG695135.1
GG695137.1
GG695139.1
GG695142.1
GG695145.1
GG695147.1
GG695150.1
GG695153.1
GG695155.1
GG695157.1
GG695160.1
GG695163.1
GG695165.1
GG695167.1
GG695169.1
GG695172.1
GG695175.1
GG695178.1
GG695180.1
GG695182.1
GG695185.1
GG695187.1
GG695189.1
GG695191.1
GG695194.1
GG695197.1
GG695200.1
GG695202.1
GG695204.1
GG695206.1
GG695208.1
GG695210.1
GG695213.1
GG695215.1
GG695217.1
GG695219.1
GG695221.1
GG695223.1
GG695225.1
GG695227.1
GG695229.1

1620
2455
1090
1148
1091

959
2266
1296

1655
808
1455
2331
709
869
827
1154
1674
928
1083
2366
901
846
1698
1015

868
2425
1237
1135
1275

923
1027
1183

750

925
1588

567
1064
1018
3014

741

248

952
3934
1725
1026

480
4777

982
1209

892
5858

848

457

972

829

895
1516

937
1050
1630
1346

822
1191

990
2338

879
1035
1233
1339

692
1793

928

779
1262

785
2730

904
1433

887
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1572.
1573.
1574.
1575.
1576.
1577.
1578.
1579.
1580.
1581.
1582.
1583.
1584.
1585.
1586.
1587.
1588.
1589.
1590.
1591.
1592.
1593.
1594.
1595.
1596.
1597.
1598.
1599.
1600.
1601.
1602.
1603.
1604.
1605.
1606.
1607.
1608.
1609.
1610.
1611.
1612.
1613.
1614.
1615.
1616.
1617.
1618.
1619.
1620.
1621.
1622.
1623.
1624.
1625.
1626.
1627.
1628.
1629.
1630.
1631.
1632.
1633.
1634.
1635.
1636.
1637.
1638.
1639.
1640.
1641.
1642.
1643.
1644.
1645.
1646.
1647.
1648.
1649.
1650.
1651.
1652.

GG695231.1
GG695234.1
GG695236.1
GG695238.1
GG695240.1
GG695242.1
GG695244.1
GG695247.1
GG695250.1
GG695252.1
GG695254.1
GG695256.1
GG695258.1
GG695260.1
GG695264.1
GG695266.1
GG695268.1
GG695271.1
GG695274.1
GG695276.1
GG695278.1
GG695281.1
GG695284.1
GG695286.1
GG695288.1
GG695292.1
GG695294.1
GG695296.1
GG695298.1
GG695300.1
GG695302.1
GG695304.1
GG695307.1
GG695309.1
GG695311.1
GG695313.1
GG695315.1
GG695317.1
GG695319.1
GG695322.1
GG695324.1
GG695326.1
GG695329.1
GG695333.1
GG695337.1
GG695339.1
GG695342.1
GG695344.1
GG695346.1
GG695348.1
GG695351.1
GG695354.1
GG695356.1
GG695358.1
GG695360.1
GG695362.1
GG695364.1
GG695369.1
GG695372.1
GG695374.1
GG695377.1
GG695380.1
GG695387.1
GG695389.1
GG695391.1
GG695393.1
GG695395.1
GG695398.1
GG695403.1
GG695405.1
GG695407.1
GG695409.1
GG695413.1
GG695415.1
GG695418.1
GG695420.1
GG695423.1
GG695425.1
GG695428.1
GG695430.1
GG695432.1

TAK

1545
1330
1840
1479
994
857
1316
916
985
1267
1268
2702
875
1015
8161
857
985
798
2171
6779
7673
899
616
367
345
1216
1534
575
1405
607
851
1769
1293
712
2487
812
2267
1649
954
1170
1132
960
1529
2765
2176
1116
820
910
913
2633
1729
918
1726
793
894
1240
1642
1571
1650
4185
1126
959
985
1321
1051
2665
1191
976
1511
1727
4461
2032
904
30375
1429
5465
1498
1888
1201
1297
2421

1653.
1654.
1655.
1656.
1657.
1658.
1659.
1660.
1661.
1662.
1663.
1664.
1665.
1666.
1667.
1668.
1669.
1670.
1671.
1672.
1673.
1674.
1675.
1676.
1677.
1678.
1679.
1680.
1681.
1682.
1683.
1684.
1685.
1686.
1687.
1688.
1689.
1690.
1691.
1692.
1693.
1694.
1695.
1696.
1697.
1698.
1699.
1700.
1701.
1702.
1703.
1704.
1705.
1706.
1707.
1708.
1709.
1710.
1711.
1712.
1713.
1714.
1715.
1716.
1717.
1718.
1719.
1720.
1721.
1722.
1723.
1724.
1725.
1726.
1727.
1728.
1729.
1730.
1731.
1732.
1733.

GG695434.1
GG695436.1
GG695439.1
GG695441.1
GG695443.1
GG695445.1
GG695447.1
GG695451.1
GG695453.1
GG695455.1
GG695457.1
GG695461.1
GG695463.1
GG695466.1
GG695468.1
GG695470.1
GG695472.1
GG695475.1
GG695477.1
GG695480.1
GG695484.1
GG695486.1
GG695489.1
GG695492.1
GG695494.1
GG695497.1
GG695499.1
GG695501.1
GG695503.1
GG695505.1
GG695508.1
GG695510.1
GG695513.1
GG695515.1
GG695517.1
GG695520.1
GG695523.1
GG695525.1
GG695527.1
GG695529.1
GG695532.1
GG695534.1
GG695536.1
GG695538.1
GG695540.1
GG695542.1
GG695544.1
GG695549.1
GG695552.1
GG695555.1
GG695557.1
GG695561.1
GG695564.1
GG695566.1
GG695569.1
GG695571.1
GG695574.1
GG695577.1
GG695579.1
GG695582.1
GG695584.1
GG695586.1
GG695590.1
GG695592.1
GG695594.1
GG695598.1
GG695601.1
GG695603.1
GG695606.1
GG695608.1
GG695610.1
GG695612.1
GG695614.1
GG695616.1
GG695618.1
GG695621.1
GG695623.1
GG695626.1
GG695628.1
GG695631.1
GG695633.1

1353
4986
916
1422
874
4614
928
883
18388

922
1183
1399

810
2003

873
1039
2136
1471
1284
1702

894
8995
1446

1317
880
985

2294

1119
796
964

1308

1773

2496
981

1261

1571
512

1902
827
863

2246
961

1002

2201

36208

1571

1627

1335

2397
988

1280

1165
898

3969
907

1520

3681

1091

1112

1493
372

1723
987

1229

1792

1218

1423
995

1015

3293

1018

4565

1585

1043

1384
561

1269

1217
752

1734.
1735.
1736.
1737.
1738.
1739.
1740.
1741.
1742.
1743.
1744.
1745.
1746.
1747.
1748.
1749.
1750.
1751.
1752.
1753.
1754.
1755.
1756.
1757.
1758.
1759.
1760.
1761.
1762.
1763.
1764.
1765.
1766.
1767.
1768.
1769.
1770.
1771.
1772.
1773.
1774.
1775.
1776.
1777.
1778.
1779.
1780.
1781.
1782.
1783.
1784.
1785.
1786.
1787.
1788.
1789.
1790.
1791.
1792.
1793.
1794.
1795.
1796.
1797.
1798.
1799.
1800.
1801.
1802.
1803.
1804.
1805.
1806.
1807.
1808.
1809.
1810.
1811.
1812.
1813.
1814.

GG695636.1
GG695638.1
GG695640.1
GG695642.1
GG695644.1
GG695647.1
GG695650.1
GG695652.1
GG695654.1
GG695656.1
GG695659.1
GG695662.1
GG695665.1
GG695667.1
GG695669.1
GG695672.1
GG695675.1
GG695677.1
GG695679.1
GG695681.1
GG695683.1
GG695685.1
GG695687.1
GG695689.1
GG695691.1
GG695693.1
GG695695.1
GG695697.1
GG695700.1
GG695704.1
GG695706.1
GG695708.1
GG695711.1
GG695715.1
GG695717.1
GG695719.1
GG695721.1
GG695726.1
GG695728.1
GG695730.1
GG695732.1
GG695734.1
GG695737.1
GG695740.1
GG695742.1
GG695744.1
GG695746.1
GG695748.1
GG695750.1
GG695752.1
GG695754.1
GG695756.1
GG695759.1
GG695761.1
GG695763.1
GG695765.1
GG695767.1
GG695770.1
GG695772.1
GG695775.1
GG695777.1
GG695780.1
GG695783.1
GG695785.1
GG695790.1
GG695792.1
GG695795.1
GG695797.1
GG695799.1
GG695801.1
GG695803.1
GG695805.1
GG695807.1
GG695809.1
GG695811.1
GG695813.1
GG695817.1
GG695819.1
GG695821.1
GG695824.1
GG695826.1

2757
1225
1992
1985
878
869
1425
1287
814
1576
1613
1264
10185
1229
328
1883
2284
1169
1327
1636
898
8273
1760
1661

1466
817
912

1430

1548

3883

1373

1084

1221
863
895
834
876
635
930

3259

1133
981
638

1002

1481

1789
946

1519

2127

1164

1381
901
741

1346

1005

1319

2716

1067

1245
799
728

1474

1559
919

2770
812

1734
619

1566
995

1582

1476

1691

1750
652

1425
829

735
13020
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1815.
1816.
1817.
1818.
1819.
1820.
1821.
1822.
1823.
1824.

GG695828.1
GG695830.1
GG695832.1
GG695834.1
GG695836.1
GG695838.1
GG695840.1
GG695842.1
GG695845.1
GG695847.1

TAK

762
1766
2329
1039
2139
2776

867

752
1254
1293

1825.
1826.
1827.
1828.
1829.
1830.
1831.
1832.
1833.
1834.

GG695849.1
GG695851.1
GG695853.1
GG695856.1
GG695862.1
GG695864.1
GG695867.1
GG695869.1
GG695871.1
GG695876.1

1298
1681
898
2402
918
1243
12620
1344
1088

1835.
1836.
1837.
1838.
1839.
1840.
1841.
1842.
1843.

GG695878.1
GG695881.1
GG695884.1
GG695887.1
GG695889.1
GG695891.1
GG695893.1
GG695895.1
GG695898.1

942
4394
2543
1449
1578
2764
1632
1094

729
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