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1. Uvod

1.1. Pohlavni chromosomy motyla

Motyli (Lepidoptera) jsou po fadu broukti druhy druhové nejpocetnéjsi rad
ve tfidé hmyzu a zéaroven tvoii nejvétsi skupinu, kde heterogametickym pohlavim jsou
samice (Traut et al. 2007). VétSina zastupct tohoto fadu ma systém pohlavnich
chromosomui Abraxas, tedy WZ u samice a ZZ u samce (Sahara et al. 2012), ovSem najdou
se i vyjimky, kde miiZe byt vice chromosomt Z (nejvice je zatim zjisténo Sest — Sichova et
al. 2016), vice chromosomi W (nejvice jsou zatim zjistény &tyii — Sichova et al. 2015)
anebo zadny chromosom W (tedy systém ZZ pro samce a Z0 pro samice) (Marec et al.
2010). Obdobny zptsob chromosomalni determinace pohlavi (tedy, Ze heterogametické
pohlavi je samice a homogameticti jsou samci) ma kromé motyl i jejich piibuzné skupina
chrostici, coz vede k predpokladu, ze tento systém ziskali od svého spole¢ného predka pred
vice nez 180 miliony let (Grimaldi & Engel 2005, Kaiser & Bachtrog 2010, Kristensen &
Skalski 1999, Misof et al. 2014). Naopak jsou znamy i druhy, u nichz se chromosom W
ztratil druhotn¢ (Marec et al. 2010).

Chromosom W je u vétsiny zkoumanych druhti sloZen pievazné z konstitutivniho
heterochromatinu (Traut et al. 2007). Tento chromosom je tvofen z velké ¢asti repetitivni
DNA, nejcastéji pak mobilnimi elementy (Abe et al. 1998, Abe et al. 2005a, Abe et al.
2005b), které se v prubéhu evoluce casto shromazd’uji na pohlavné specifickych
chromosomech, coz podporuji i studie na bourci morusovém, zavije¢i mouc¢ném ¢i obaleci
jable¢ném (Abe et al. 2005b, Fukova et al. 2007, Traut et al. 2013). Dale zde lze najit
tandemové repetice nebo mitochondrialni DNA (Traut et al. 2013) a jen velice malo gent,

které koduji proteiny (Gotter et al. 1999; Nagaraju et al. 2014).

Chromosom Z je spise podobny autosomu, je tvofen pievazné euchromatinem a
nese mnoho gent, z nichz se mnoho exprimuje v testes (Arunkumar et al. 2009). Obsah
chromosomu Z je u motyla vysoce konzervovany (Dalikova et al. 2017, Fraisse et al. 2017,
Volenikova 2015), ¢ehoz bylo v této praci vyuzito napiiklad pti hledani vhodnych genti
pro gPCR.



U zavijeCe moucného, ktery je pfedmétem této prace, je chromosom W kratsi nez
chromosom Z a i piesto, ze jsou chromosom W a Z vysoce diverzifikované, tvofi pfi
meidze bivalenty. Nicméné bivalenty chromosomti Z a W jsou rtuzné v zavislosti na fazi
meidzy, vniz se pravé nachazi. Nejprve se tyto chromosomy spoji pouze v jedné
z telomerickych (nebo telomete blizkych) oblasti, vzdy jen z jednoho konce. Daéle se utvofi
bivalent, v némz je vétsSina chromosomu W jiz sparovana na rozdil od del$iho chromosomu
Z, ktery se nasledné obtaci okolo krat$iho chromosomu W (Marec & Traut 1994). Nakonec
se délky obou chromosomti pfizplisobi bud’ vyrovnanim nebo upravenim synapsi (Weith &
Traut 1986), pticemz zatimco chromosom W si svou délku ponechava, chromosom Z se

muze zkratit.
1.1.1. Sex chromatin

Ve vysoce polyploidnich jadrech, ktera jsou piitomna naptiklad v Malpighiho
trubicich, se u samic motyl, které maji chromosom W, nachazi heterochromatinové
télisko (Traut et al. 2007). Toto t&lisko je tzv. sex chromatinem a je tvofeno mnohocetnymi
kopiemi chromosomu W (Traut et al. 1978). Dlouho se tento sex chromatin pouzival jako
dikaz, Ze samice testovaného druhu maji chromosom W (Traut & Marec 1996). Tento typ
indikace chromosomu W byl dutlezity hlavné u druht, z nichz se Spatné shani material
(Lukhtanov 2000). Nicméné tento zpusob se ukazal jako nespolehlivy, protoze ne vSechny
samice, které maji chromosom W, maji na preparatech pfitomny sex chromatin, coz je
pomérné Casty jev u druhi, u kterych doslo k fuzi chromosomu W s jinym chromosomem
(Ennis, 1976, Traut et al. 1986, VlaSdnek et al. 2017, Volenikova 2015).
Heterochromatinové télisko mohou tvofit i tzv. B chromosomy (derivaty chromosomi), ale

toto télisko se mize nachazet u obou pohlavi (Volenikova, 2012).

Sex chromatin ma u zavijeCe mouc¢ného obvykle podobu jediného kulatého,
hladkého téliska (Marec et al. 2010). Tento tvar se muze V disledku moznych mutaci
spojenych s chromosomem W liSit, naptiklad mtze byt toto télisko vétsi, mensi, tvarove
deformované, neostfe ohrani¢ené nebo téchto télisek muize byt ptitomné vétsi mnoZstvi
(obvykle pii fuzi chromosomu W praveé s chromosomem Z — Marec & Traut 1994) a ve
vzacnych piipadech miZze dokonce zcela chybét (naptiklad pii fizi chromosomu W

s autozomem — Traut et al 1986).



1.2. Determinace pohlavi

Motyli maji systém chromosomalniho urceni pohlavi WZ/ZZ nebo Z0/ZZ, ale
molekuldrni podstata v drtivé vétSin€ neni znama. Jediny motyl, u kterého je jiz
publikovana znalost determinace pohlavi na molekularni Grovni, je bourec morusovy, kde
jsou za vyvoj v samce ¢i samici zodpovédné geny masc (masculinizer) a fem (feminizer).
Gen masc se nachazi na chromosomu Z a za ptitomnosti funkéniho sestfihu tohoto genu
dojde k vyvoji v samce. Na chromosomu W jsou geny pro piRNA, oznacované jako fem.
Tato piRNA brani translaci mRNA genu masc prostfednictvim RNA interference. Dojde
tedy k umléeni genu masc a vyvoji jedince v samici (Kiuchi et al. 2014). U druhti motylu,
které nemaji chromosom W, tento mechanismus byt nemtze. Piedpoklada se tedy, Ze se
zde uplatiiuje systém jako u octomilky Drosophila melanogaster prosttednictvim exprese
genl zjiStujicich pomér sad autosomi k poctu chromosomt X (octomilky maji systém
pohlavnich chromosomilt XY). Pokud je tento pomér polovi¢ni, jednd se o samce, zatimco
pokud je pocet sad autosomt shodny s poctem chromosomi X, bude se jedinec dale
vyvijet v samici (Pomiankowski et al. 2004). Chromosom Y nema u D. melanogaster na
determinaci pohlavi vliv. Podobné¢, i kdyZ ovSem nékteré druhy motyli maji chromosom
W, nemusi se tento chromosom nutné podilet na determinaci pohlavi, jak bylo ukazano

napiiklad u martinace pajasanového, Samia cynthia (Yoshido et al. 2016).

1.3. Zavije¢ moucny (Ephestia kuehniella)

Zavije¢ moucny se nachazi ptedevsim jako Skudce v mouce nebo u obilovin. Mize
se rozmnozovat rychlosti aZ pét generaci za rok v zavislosti na teploté, pro rychlejsi vyvoj
preferuje vyssi teploty (Severa et al. 2005), ale piezit dokaze v §ir§im teplotnim pasmu
(Jacob et al. 1976).

V prostorach Entomologického ustavu Biologického centra Akademie Véd
v Ceskych Budgjovicich je kmenové centrum shromazd'ujici linie zavije¢e mouéného
S riznymi mutacemi a chromosomalnimi prestavbami. V téchto chovech se nachazi i tzv.

ASF-linie, které byly pfedmétem vyzkumu pro tuto praci.



1.3.1. ASF-linie

Linie WT-C02 byla zalozena 17. 1. 2002 z ¢asti divoké populace odchycené
v Bor$ové nad Vltavou u Ceskych Budg&jovic, jeji genotyp by mél byt totozny se zavijeéi,
S nimiz je mozné se setkat ve volné prirode¢ a fenotyp je standardni divoky, tedy Seda kiidla
sdvéma charakteristickymi ¢erné lemovanymi bilymi klikatymi pruhy (Marec 1990).
Koncem 80. let 20. stoleti byly vytvofeny tzv. ASF-linie (,,abnormal segregating females®),
jejichz cilem bylo ziskat linie zavije¢e mou¢ného nesouci translokace chromosomu W a Z,
coz umoznilo produkovat samce nesouci reciproké recesivni letalni mutace na
chromosomech Z pro biologickou kontrolu divokych populaci zavije¢e mou¢ného (Marec
& Mirchi, 1990). Pusobenim gamma zafeni dochdzelo K polamani genomu a riznym
chromosomalnim piestavbam naptiklad k vytvofeni fragmentu Z%* (tedy derivatu
chromosomu Z, ¢asto s navazanou ¢asti chromosomu W), kterym se vyznacuji pravé ASF-
linie. Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zabyva fragmentem Z%*, bylo tieba vadét, ktery
jedinec timto fragmentem disponuje. Tento fakt se da zjistit pomoci genu dz (dunkles
Zentralfeld — Marec & Mirchi 1990), ktery se nachazi na chromosomu Z a je soucasti i
fragmentu Z%*, Tento gen v recesivné homozygotnim nebo hemizygotnim stavu zptisobuje
zménu ve zbarveni kiidel, kterou lze snadno rozpoznat jako tmavé pole uprostied kiidel.
Linie dz, nesouci recesivni mutaci dz v homozygotnim nebo hemizygotnim stavu, byla
dilezita pro tvorbu ASF-linii, k jejichz vzniku doslo opakovanym k¥izenim ozarené samice
z divoké linie s dz samci, dokud z divoké linie nezbyl pouze Z%* fragment (zbytek genomu

pochazel od linie dz).

Popis piipravy ASF-linii a jejich udrzovani je uveden na nasledujicim obrazku
(Obr. 1). U genu dz odlisujeme dv¢ alely — recesivni mutantni alelu dz (na obrazku Seda) a
standardni dominantni alelu dz+ (na obrazku bila). Pti udrzovani ASF-linii se pro dalsi
generaci vybiraji jen samice s fenotypem dz+ (tedy nositelky fragmentu Z%*) a samci
s fenotypem dz (Gili bez fragmentu Z%*). Timto krokem je zabezpeéeno, Ze ve filidlni
generaci budou z hlediska pfitomnosti fragmentu Z%* jen &tyfi typy potomki: samice
s divokym fenotypem (tyto samice maji fragment Z%*), samice stmavym blokem na
kiidlech (tyto samice nemaji fragment Z%"), samci s divokym fenotypem (tito samci maji
fragment Z%*) a samci s tmavou skvrnou na kiidlech (tito samci nemaji fragment Z%%),

oviem u dvou z t&chto linii (ASF-1 a ASF-2) se samci s fragmentem Z%* nelihnou.



W

AlExie
<[IF 00 I
o Q 96

Obr. 1 Tvorba a udrzovani ASF-linii E. kuehniella. Samice divokého fenotypu dz+ byly ozateny paprsky
gamma a nasledné kiizeny ony i jejich dcery se samci z linie dz. V soucasnosti jsou pro parentalni generaci
vybirany samice s fragmentem Z%*, které lze poznat dle typického divokého fenotypu, a samci bez
fragmentu Z%*, tedy s tmavou oblasti na kiidlech. Samci oznaceni ervené se lihnou pouze v liniich ASF-4 a
ASF-6, protoze v liniich ASF-1 a ASF-2 (tzv. male-killing linie) nepfeziji embryonalni fazi. Zelené jsou pak
oznaceni jedinci vybirani pro pateni k ziskani potiebného genotypu. Modfe je vyznacen chromosom Z nebo
fragment Z%*, ¢erné chromosom W. Sedivy prouzek na chromosomu Z oznatuje recesivni alelu dz

zpusobujici tmavé zbarveni kiidel, bily prouzek dominantni standardni alelu dz+ zpisobujici §edé zbarveni
ktidel. Obrazky poskytla Magda Zrzava, informace z Marec & Mirchi 1990.

Tyto linie nemaji klasickou mendelovskou dédi¢nost fragmentu Z%*, a tim padem

rovnomérné rozlozeni fenotypu dz+ a dz ve filialni generaci. To je zpusobeno riznym
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parovanim chromosomi W a Z spolu navzajem a s fragmentem Z%*, coz vede k odlinym
pomérim vyslednych zdédénych kombinaci téchto tfi komponent mezi potomky. Pro tuto
praci byly pouzity &tyfi ASF-linie. Linie ASF-1 a ASF-2 se vyznacuji fragmentem Z%*
slozeného ze 40% chromosomu Z a ¢asti chromosomu W, pfi¢emz samotny chromosom
W je deletovany asi o 20% oproti normalnimu chromosomu W. Ve vice nez poloviné
ptipadt bylo pozorovano, ze v téchto liniich tvoii tyto tii elementy (tedy chromosom Z,
chromosom W a fragment Z%*) trivalenty (Obr. 2). Tyto dvé linie jsou embryonalnd
letalni pro samce nesouci Z%* fragment (Marec et al. 2001), tedy je zde predpoklad, Ze na
Z%* fragmentu v t&chto liniich se nachazi faktor, ktery zptisobuje smrt saméich embryi.
V linii ASF-4 tvoii cely obsah Z%* fragmentu pfiblizn& 50% chromosomu Z, chromosom
W zde neni deletovany a chromosomy Z a W a fragment Z%* tvofi trivalenty v naprosté
vét§ing pozorovanych piipadi. Fragment Z%* v linii ASF-6 je tvofen pfiblizné 35%
chromosomu Z a ¢asti chromosomu W, pficemz samotny chromosom W neni deletovany a
prestoze i zde prevladd procentualné tvorba trivalentl, mé tato linie nejvétsi pocet
pozorovanych univalenttl fragmentu Z%* ze viech uvedenych linii (Marec 1990, Marec &
Traut 1993, Marec et al. 2001).
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Obr. 2 Procentualni zastoupeni variant kombinaci parovani chromosomalnich elementt napti¢ ASF-liniemi,
ptevzato z Marec et al. 2001



2. Cile prace

Jedinci obou pohlavi ASF-linii zavijede mouéného nesou Z%* fragment, ktery je
ovSem ve dvou z téchto linii (ASF-1 a ASF-2) pii¢inou letality samé¢ich embryi (odsud
nazev male-killing faktor), tedy u téchto linii nelze najit dosp€lé samce nesouci tento
fragment. V dalsich zkoumanych liniich nema tento fragment na zivotaschopnost saméich
jedinct vliv (Marec et al. 2001). Cilem této prace je mapovat geneticky obsah fragmentu
Z9%* ve vybranych liniich a piispét tak k odhaleni podstaty saméi letality. Vlastni prace
zahrnuje identifikaci ortologti pohlavné vazanych gent podle modelu bource morusového
V osekvenovaném genomu zavijeCe moucného, mapovani vazby geni metodou qPCR
(Nguyen et al. 2013), fyzické mapovani genii metodou TSA-FISH (Carabajal Paladino et al.
2014) a mapovani velikosti ¢asti chromosomu W ve fragmentu Z%* metodou FISH s W-

specifickou sondou pfipravenou laserovou mikrodisekei (Vitkova et al. 2007).



3. Material a metody

3.1. Material

K veskerym pokustim byli pouziti jedinci z linii WT-C02, ASF-1, ASF-2, ASF-4 a
ASF-6 zavijeCe moucného, ktefi byli chovani na umélé dieté za specifickych podminek
(teplota 20 — 22 °C, fotoperioda 12 hodin ,,den* / 12 hodin ,,noc*) dle Marec (1990)

V laboratornich chovech.

3.2. lzolace DNA

K ziskani DNA pro dalsi potiebu byly vyuzity kukly nebo dospéli jedinci zavijeCe
moucného. Tato DNA byla vyuzita jak pro qPCR tak pro piimou FISH. Pro izolaci
potiebné DNA byly pouzity nasledujici dvé metody.

3.2.1. Izolace pomoci NucleoSpin DNA Insect kit

Takto ziskana DNA byla vyuzita pro qPCR. K ziskani 50 ul DNA timto zpusobem
byli z ASF-linii vyuziti dva dospéli samecci sfenotypem dz (s tmavym blokem na
ktidlech, tedy ti, ktefi nemaji fragment Z%*) nebo tti dospélé samicky divokého fenotypu
(tedy ty, které maji fragment Z%*). U divoké linie WT-CO02 byli pfirozené vybirani jedinci
s divokym fenotypem. V zadeccich samicek se nachazeji vajicka s vysokym obsahem
bylo potfeba mit jistotu, ze nedojde ke kontaminaci sam¢i DNA, ke které by zpravidla
doslo po oplodnéni. Pro tyto divody bylo potieba vétsiho mnozstvi samicek. Témto
sami¢kam byly odebirdny zadecky a ke zpracovani byl pouZit jen zbytek téla. Jako
protokol postupu slouzil navod od vyrobce NucleoSpin DNA Insect kit (Macherey-Nagel,
Némecko) s vyjimkou pouziti sterilni MiliQ vody namisto komeréné dodavaného elué¢niho
pufru. Tento zptlisob izolace byl preferovan zejména pro rychlost a jednoduchost. Po
dokonceni izolace byl vzorek ziskané DNA vizualizovan pomoci gelové elektroforézy,
pfi¢emz bylo hodnoceno, zda je ve vzorku pfitomno vétsi mnoZstvi RNA a jestli neni DNA

fragmentovana. Koncentrace a Ccistota ziskané DNA byla nésledn¢ méfena na



spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), pfipadné na
Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, Némecko). K dalsimu pouziti slouzily vzorky

s vyslednou koncentraci vyssi nez Sng/ul skladované pti -20°C.

3.2.2. 1zolace DNA pomoci CTAB

Izolace DNA pomoci CTABu (Winnerpennickx et al. 1993) (Cetyl
trimetylamonium bromid) byla metodou volby v ptipadé¢ potieby vyssi. Takto byla
ziskavana DNA ze samcich kukel divoké linie WT-C02 zavijeCe moucného, ktera byla
nasledné upotiebena jako kompetitivni DNA pti FISH s W-specifickou malovaci sondou

ke snizeni pravdépodobnosti vazby sondy na jiné chromosomy.

Kukly byly homogenizovany pomoci sterilnich plastovych tyéinek a byly
inkubovany pii 60°C pies noc v 0,8 ml extrakéniho pufru. Slozeni extrakéniho pufru bylo
nasledujici: 100mM Tris, 40mM EDTA o pH =8,0, 2% CTAB, 0,2% merkaptoetanolu,
0,1 mg/ml Proteinazy K a 1,4M NaCl a sterilni MiliQ voda. Po inkubaci byla smés dvakrat
precisténa stejnym objemem (0,8 ml) chloroformu, zcentrifugovana nejvyssi moznou
rychlosti (14 000 g) 10 minut pii 4°C a vodna faze byla pienesena do Cisté
mikrozkumavky. Dale byla smés inkubovana s 0,8 ul RNazy o koncentraci 100 mg/ml po
dobu 30 minut pti 37°C. Po pfidani 2/3 objemu izopropanolu byla DNA nechéana
precipitovat dvé hodiny pii pokojové teploté¢ dokud nebyla vidéet bila sraZzenina. Smés byla
zcentrifugovana maximalni rychlosti 15 minut pii 4°C, aby se pelet usadil na dné
mikrozkumavky, po ¢emz byl odstranén supernatant. Pelet se poté dvakrat promyl
chladnym etanolem a po oschnuti byl resuspendovan v mnoZstvi sterilni vody adekvatnim

velikosti peletu (mezi 20 ul a 100 ul). DNA byla opét skladovana pii -20°C.

3.3. Izolace RNA

Sondy genii tan a apterous na TSA FISH byly vytvofeny z cDNA, ktera byla
ziskana reverzni transkripci z RNA. RNA byla vyizolovana z larev a kukel (lepsi vysledky
byly ziskany zlarev) pomoci RNAzol® RT (Sigma-Aldrich) dle pokynii vyrobce.
V prvnim kroku byl vzorek tkané homogenizovan v RNAzolu (1 ml na 100mg tkan¢). K
takto pfipravenému vzorku bylo pfidano 0,4 ml MiliQ vody na kazdy ml RNAzolu RT



pouzitého k homogenizaci. Smés byla fddn¢ promichana, ponechéna 15 minut v pokojové
teploté a nasledné zcentrifugovana 15 minut pfi 12 000 g pti 4°C. Timto krokem byly
oddé€leny slozky DNA a proteint, které klesly ke dnu, od RNA obsazené v supernatantu,
ktery byl pfenesen do Cisté zkumavky. K pfenesenému supernatantu bylo pifidano stejné
mnozstvi 100% isopropanolu k precipitaci RNA. Smés byla ponechana 10 minut pii
pokojové teploté a posléze byla zcentrifugovana 10 minut pii 12 000 g, coz umoznilo
precipitaci bilého peletu RNA na dné zkumavky. Tento pelet byl dvakrat promyt 600 pl
75% etanolu na kazdy mililitr pouzitého supernatantu. Smés byla centrifugovana téi minuty
pti 8 000 g a poté byl odstranén piebytecny alkohol. Zavérem byl RNA pelet rozpustén ve
100 pl sterilni MiliQ vody. Takto pfipravena RNA byla skladovana pii -20°C.

3.3.1. Priprava cDNA

Z RNA vyizolované pomoci ptedchoziho postupu byla vytvorena cDNA kitem
ImProm-11™ Reverse Transcription System (Promega) dle pokynti vyrobce. Nejprve byla
pfipravena smés ziskané RNA (mén¢ nez 1 ug) s 0,5 ul RNasin® o koncentraci 40 U/pul,
1,5 pul primeru Oligo(dT)1s 0 koncentraci 500 pg/ml a MiliQ vodou na doplnéni do objemu
5 pl. Reakéni smés byla inkubovana 5 minut pti 70°C a néasledné ponechana nejméné 5

minut na ledu.

Reakce pro transkripci obsahovala 4 pl reakéniho pufru 5x ImProm-Il, 4,8 ul
2,5mM MgClz, 1 ul 10mM dNTPs, 1 ul reverzni transkriptazy o koncentraci 160 U/ul,
MiliQ vodu na doplnéni do objemu 15 pl. Ktéto reakci bylo pifiddno 5 pl smési
z ptedchoziho kroku. Reakéni inkubace probéhly v nasledujicim potadi: naseddni primeru
pét minut pii 25°C, transkripce a elongace produktu 60 minut pii 42°C, inaktivace enzymu
15 minut pii 70°C. Takto pfipravenou cDNA nebylo tfeba nijak fedit ani rozpoustét, mohla

byt rovnou amplifikovdna pomoci PCR a skladovéna pti -20°C do dalsiho pouZiti.
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3.4. Piiprava preparatu

3.4.1. Chromosomalni preparaty

Na preparaty zndzoriiujici jaddra v meidze byla pouzita ovaria u samicek a testes u
samecku. Jadra v meidze jsou vhodnéjsi pro prohlizeni morfologie chromosomt, zatimco
jadra v mitdéze jsou vhodnéjsi pro zjistovani poctu chromosomi. Pro tvorbu preparati

mitotickych jader byly pouzivany imaginalni kiidelni disky.

Material byl ziskan pitvou larev 4.-5. instaru ve fyziologickém roztoku (0,9%
NaCl, 0,042% KCI, 0,025% CaCl,, 0,02% NaHCO3). Organy byly (v ptipad¢ testes a
imaginalnich kiidelnich diski) pfeneseny na 10 minut do hypotonického roztoku (75mM
KCI) nebo pfimo na 15 minut do fixaéniho roztoku Carnoy, tedy
etanol: chloroform: kyselina octova v poméru 6: 3: 1 (v pfipadé ovarii). Po zafixovani byl
material pfenesen na Cisté sklo vytazené z kyselého etanolu (1% HCI v 96% etanolu pro
lepsi rozptyleni chromosomil) a pomoci wolframové jehly homogenizovan v kapce 60%
kyseliny octové. Poté byl preparat prenesen na histologickou plotynku ptedehiatou na
45°C a rozptylen po plose skla. Takto pfichystana skla byla odvodnéna ve vzestupné
etanolové tad¢ (tedy jednu minutu v kazdém 70%, 80% a nakonec 100% ectanolu) a do

dalsiho pouZiti byla skladovana pfi teploté -20°C.

3.4.2. Preparaty interfaznich jader z Malpighiho Zlaz

Preparaty pro vizualizaci pohlavniho heterochromatinu se ziskavaji z Malpighiho
zlaz, které jsou pfipojeny k distdlnimu konci travici trubice. Buiikky Malpighiho Zlaz
obsahuji vysoce polyploidni jadra. Heterochromatinové télisko by mélo byt pfitomno jen u
samicich bunék, protoze je tvofeno mnohonasobnymi kopiemi chromosomu W (Traut et al.

1978) typického pro samici genom.

Oddé¢lené zlazy byly pieneseny na podlozni sklo s kapkou fyzilogického roztoku a
opatrné prevrstveny fixacnim roztokem Carnoy maximalné na dvé minuty, jehoz prebytky
byly nasledn¢ odsaty filtracnim papirem a na preparat byla nanesena kapka 1,25%
laktoacetoorceinu. Takto ptipraveny preparat byl piikryt krycim sklem, filtra¢nim papirem
byl odsat pebyvajici barvici roztok a sklo bylo utésnéno lakem. Preparaty byly skladovany
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ve 4°C po dobu maximalné¢ dvou tydnd, prohlizeny byly pak pomoci svételného

mikroskopu.

3.5. Priprava hybridiza¢nich sond

3.5.1. Klonovani

Procesem klonovani byly ziskany ¢asti gend tan a apterous zaligované v plasmidu,
které byly dale poslany na sekvenaci a posléze vyuzity jako sondy pro TSA FISH. Prvnim
krokem byla amplifikace materidlu pomoci PCR v termocycleru T professional TRIO
(Biometra, Gottingen, Némecko). Reakce obsahovala 1x ExTaq pufr, 0,5 U ExTag DNA
polymeraza (TaKaRa, Otsu, Japonsko), 0,2mM kazdého dNTP, 100 ng templatové DNA,
1uM primery (Tab. 1) a MiliQ vodu na doplnéni objemu do 20 pl. Proces byl zahajen
3 minutami denaturace pii 94°C, nasledovalo 30 cykll o 30 sekundéch 90°C, 30 sekundach
nasedani primerd pfi 60°C a 90 sekundach elongace pii 72°C. Reakce byla zakoncena
ttemi minutami elongace. Produkty byly separovany za pomoci elektroforézy (1%
agarozovy gel v TAE pufru). Produkty o ocekavané velikosti byly vyfiznuty z gelu a
izolovany pomoci Wizard SV Gel and PCR Clean-Up systém (Promega, Madison WI,
USA), postupovéno bylo dle pokynl vyrobce.

Tab. 1 Sekvence pro primery genii pouzitych pti TSA FISH (cDNA)

Gen Forward Reverse
apterous | CTGTAGGGCGGACTGTGC ATGGGAGTTTACGAGGAGC
tan ACCATCATTTTTCGCAGCTGT | AAGTCGTTCCCGCTGGTG

Vyizolované produkty byly zaligovany do vektorti prostiednictvim pGEM®-T Easy
Vector (Promega) dle pokynti vyrobce. Reakce obsahovala 3 U T4 DNA ligazy, liga¢ni
pufr, 50 ng pGEM®-T Easy Vector, PCR produkt vyizolovany z gelu, MiliQ voda na
doplnéni objemu do 10 pl a byla inkubovéna pies noc pii 4°C. Potiebné mnozstvi PCR

produktu v mikrolitrech bylo vypoéteno pomoci vzorce poskytnutého vyrobcem:

50ng vektoruxvelikost PCR produktu v kb

koncentrace PCR produktuvng/ul
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Transformace produkti do kompetentnich bunék E. coli kmene DH5a
(skladovanych pti -80°C) probéhla teplotnim Sokem, tedy bunky z ledu byly vystaveny
teploté 42°C po dobu 90 sekund a pak opét ihned presunuty zpét na led. Buiiky byly vysety
a kultivovany na pevném LB mediu s 2% agarem s 100 pg/ml ampicilinem, 350 uM IPTG
(isopropyl B-D-thiogalactosid) a 35 mg/ml X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactopyranosid) pfes noc pii 37°C. Pomoci modro-bilé selekce byli zastupci kolonii
nesoucich insert pfeneseni na nové pripravenou Petriho misku s agarovym LB mediem,
délka zaklonované¢ho produktu byla ovéfena pomoci PCR s univerzalnimi vektorovymi
primery M13-26 (5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3") a M13-24 (5'-CGC CAG GGT
TTT CCC AGT CAC GAC-3") a vybrané kolonie byly inokulovany do 3 ml tekutého LB

media s Ampicilinem a inkubovany pies noc pii 37°C ve tiepacce.

Plazmidy s insertem byly z bakterii vyizolovany pomoci kitu NucleSpin Plasmid
(Macherey-Nagel) dle pokynu vyrobce. Vysledné koncentrace byly méfeny pomoci
Nanodropu 2000 nebo Qubit 3.0 a odeslany na sekvenaci Sangerovou metodou firmé

SEQme s.r.o. (Dobiis, CR).

3.5.2. Znaceni pomoci nick translace

Ptiprava sondy pomoci nick translace spociva v zaclenéni znafenych nukleotidi
Vv procesu nahrazovani pivodniho vlakna DNA pomoci DNA polymerazy I do DNéazou
nastipané¢ho templatu. V tomto postupu bylo vyuzito ,high ANTPs®, tedy smés nukleotidd,
kdy bylo ptidano vétsi mnozstvi znaceného dUTP v poméru k dTTP s ostatnimi nukleotidy
(pro 20 pl takto ptipravenych nukleotidi jsou tieba 2 ul 2,5mM dATP, dCTP, dGTP,
0,72 ul 2,5mM dTTP, 3,2 ul ImM fluorescenéné znaceného Aminoallyl-dUTP-Cy3 (Jena
Bioscience) a 10,08 ul PCR vody). Celkova znacici smés pak tedy obsahovala
2 ul 0,1M B-merkaptoetanolu, 2,4 ul vySe zminéné smési dNTPs, 0,5 ul 100x
ziedéné DNazy | (vychozi koncentrace 1 U/ul), 2 ul DNA polymerazy | o koncentraci 10
U/ul, 1 pg DNA templatu, 2 ul 10x NT pufr (0,05M Tris-HCI o pH=7,5, 5mM MgCl,
0,005% BSA), a vodu na doplnéni do celkového objemu 20 ul. Reakce probihala 60 minut
pfi 15°C a ukoncena byla deseti minutami pii 70°C a takto pfipravend sonda byla
otestovana pomoci elektroforézy (kde se ukazala jeji délka pfiblizné 200bp) a nadale

skladovana pfti -20°C. Timto zptsobem byla znacena telomericka sonda. Templat pro tuto
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sondu byl pfipraven jinymi cleny laboratofe pomoci beztemplatové PCR dle protokolu

uvedeného v Sahara et al. 1999.

3.5.3. Znaceni pomoci kitu WGA

Pro znaceni malovaci sondy pro chromosom W pomoci WGA (celogenomové
amplifikace) byl v této praci pouzit GenomePlex® Reamplification Kit WGA3 (Sigma-
Aldrich, USA). Zapotiebi bylo 10-20 ng DNA chromosomu W (ziskanych laserovou
mikrodisekci pohlavniho chromatinu z preparati Malpighiho trubic samic E. kuehniella a
nasledné amplifikovanych pomoci GenomePlex® Single Cell Whole Genome
Amplification Kit WGA4 dle pokynt vyrobce), 5 ul 10x amplifikaéniho mixu, 3,33 pl
WGA DNA polymerazy o koncentraci 10 U/ul, 2 ul 10mM dNTPs (krom¢& dTTP, ktery
m¢él koncentraci 8,4 mM), 2 ul 1ImM znaceného dUTP (zeleny (Fluorescein-12-dUTP, Jena
Bioscience, Némecko), ¢erveny (Aminoallyl-dUTP-Cy3 Jena Bioscience)) a sterilni MiliQ
vody do celkového objemu 50 pl. Reakéni smés byla vlozena do termocycleru, kde byla
inkubovana ti1 minuty pii 95°C a nasledné 14 cykla slozenych z 15 sekund pii 94°C a pét
minut pii 65°C. Délka sondy byla ovéfena pomoci elektroforézy a hotova sonda byla

skladovana pii -20°C.

3.5.4. Random priming

Timto zptsobem byly znac¢eny sondy gent tan a apterous, které byly vyuzity pii
TSA FISH a ke znaeni byl pouzit DecalLabel DNA Labeling Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA). Nejprve je pfipravena smés 500 ng DNA templatu
(plasmidova DNA s insertem konkrétniho genu), 10 ul 5x pufru a MiliQ voda na doplnéni
do objemu 42,25 ul. tato smés je dale denaturovana pii 95°C ve vodni lazni a nasledné
ihned zchlazena alespon na tfi minuty na ledu. Dale je do smési ptidano 5 ul 0,25mM
nukleotidti, 1,75 pl Fluorescein-12-dUTP (Jena Bioscience) nebo Digoxygenin-11-dUTP
(Roche Diagnostics) a 1 pul 5U/ul Klenowova enzymu a celkova smés je inkubovana pfi
37°C pitiblizné 20 hodin. Reakce je ukoncena pfidanim 1 pl 0,5M EDTA.

Nasledujicim krokem je piecisténi pomoci illustra Sephadexu G-50 (GE Healthcare,
UK). Na jednu reakci je potieba 0,025 g Sephadexu, 400 ul MiliQ vody, ktera je
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inkubovana 45 minut ve 4°C. Po této inkubaci je odstranéna vodna fize a nanesena
pfipravena sonda, ktera se pres Sephadex prefiltruje pomoci dvouminutové centrifugace pii

2 000 g. Vysledna sonda je pak skladovana pfi teploté -20°C.

3.6. gQPCR

Kvantitativni real-time PCR (qPCR) je metoda zaloZzena na pozorovani vzristajici
fluorescence reakce v case. Principem PCR je mnohanasobna amplifikace malého
mnozstvi vzorku v kratkém case, kvantitativni varianta PCR je kinetickd, tedy neni
pozorovan pouze konecny vysledek, ale pribéh reakce za pomoci vzrlstajici intenzity

fluorescenéniho signalu spole¢né s amplifikovanou DNA.

V této préci byla pro qPCR pouzita genomovd DNA (gDNA) dospélych samct i
samic zavijeCe mouéného v biologickych a technickych tripletech (Obr. 3). Na 10ul reakci
byly pouzity 2 ul gDNA o koncentraci 10 ng/ul, 5 ul SYBR Xceed gPCR SG 2X Lo-ROX
(IAB a.s., Praha, CR), 2,2 ul MiliQ vody, 0,4 ul forward primeru a 0,4 pl reverse primeru
konkrétniho genu o koncentraci 10 uM, jejichz sekvence byly navrzeny na
zaklad¢ osekvenovaného genomu E. kuehniella pomoci programu Geneious 7.1.5
(https://www.geneious.com) (Tab. 3). Pro reakci byly vyuzity PCR desti¢ky o 96 jamkach,
kde v kazdé vyuzité jamce (Obr. 3) bylo pravé 10 pl reakéni smési. Desticky byly prikryty
prithlednou folii (qPCR seal, 4titude, UK) a vlozeny do termocycleru CFX Connect Real-
Time system (Bio-Rad, California, USA) s protokolem zacinajicim tfemi minutami o
teploté¢ 95°C nasledovanymi 40 cykly o 30 sekundach pfii teploté¢ 94°C, 45 sekundéach o
teploté 60°C a po téchto 40 cyklech dochéazi k postupnému zvySovani teploty o 0,5°C
z teploty 65°C na 95°C (pro ziskani kiivky tani).
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Referencni | Konkrétni Referencni Konkrétni
gen Ace gen gen Ace gen

Ox | 9x Ox |9x |®1a|?1b |?1c |?1la|?1b |?1c
Ox | 9x Ox |9x |®2a|%?2b |®2c |%2a|?2b |?2
Ox |9x Ox |9x |®3a|%?3b |?3c|®?3a|?3b |?3c
3x [27x |3x [27x |dla|d1lb |dlc|dla|d1lb |d1lc
3x |27x [3x |27x |d2a|d2b |[d2c|d2a|d2b |J2c

3x |27x |3x |27x |d3a|d3b |d3c|d3a|d3b |d3c
Obr. 3 Schématické vyobrazeni PCR desticky pouzité pii gPCR

0x, 3x, 9x a 27x = fedici fady smési gDNA vsech pouzitych vzorkd, které slouzily pro vypocet ucinnosti
reakce, které byly nutné pro vypocet relativniho poétu kopii
Triplikaty na sob& nezavislych vzorki samcti (3) a samic (Q). Technické repliky (a-c) pro eliminaci

pipetovaci chyby a biologické repliky (1-3)

Vysledky byly analyzovany pomoci programu CFX Bio-Rad Manager Software 3.1
(Bio-Rad, California, USA) a byly vyuzity pro vypocet relativniho poctu kopii ze vzorce:

ct
(1+Eges) ReS
N (1+EGen)CtGen

kde R je relativni pocet kopii genu, E je G¢innost (,,efficiency*) reakce a Ct je ¢islo
cyklu, kde kiivka amplifikacniho signalu ptekrocila ,,threshold* (prahova hodnota), index
Ref pak znac¢i hodnoty referen¢niho genu (Ace) a Gen hodnoty pro jednotlivé zkoumané
geny. Ve vysledku se kontroloval pomér relativnich poctii kopii u samic a samct (Nguyen
et al. 2013). Aby mohla byt testovana piitomnost zkoumaného genu na Z%* fragmentu u

ASF-linii, bylo nejprve potieba ovétit jeho vazbu na chromosom Z u zaviject divokeé linie.

Tab. 2 Sekvence pro primery gent pouzitych pii qPCR (gDNA)

Gen Forward Reverse

apterous | CTCAGTAGCATCTCCAGGCAG | CGTCGGGGTTTTGGTTGATTG
kettin TGACGACTAGTTTTGCCGAGG | GATTCACGAGGGCAATAACGC
Shaker | CGATTTTAGTGCCGTTGGTGG |ACGCGTAGTTGCCATCATCTC
Ace CCCGCAACACCTAAGAGTCC |TGTACAAGTCGAGTGTGGCC
6-PGD CCCAAGATCCGCGACACAG AGAGCTGACAGACACCTAGC
Henna CCAAAGCCGCACCGAAATC AAGCATCTTCTCCTCCCACG
tan ATCTTGCTTGACGAAGGCCT | AGACCTATCGGCCTTGAGGT
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U divokeé linie byl relativni pomér poctu kopii genti na chromosomu Z 1:2 (samice:
samci). Pokud by tento pomér vySel 1:1, jednalo by se o autosomalni gen. V ASF-liniich se
v poméru 1:2 (samice: samci) vyskytovaly geny, které se nachazely na chromosomu Z, ale
ne na fragmentu Z%. Vpoméru 1:1 se vyskytovaly geny, nachazejici se jak na

chromosomu Z tak na fragmentu Z%* (Obr. 4).

A AR

Q Xx o

L AR
w z z9%* v A <

Obr. 4 Tlustraéni schéma pohlavnich chromosomii u ASF-linii zavijece mouc¢ného (Marec et al. 2001)

Ovétovani pomoci dvouvyb&rového neparového t-testu bylo pak provedeno
vypoctem v programu Microsoft Office: Excel na zaklad¢ relativniho poétu kopii genu u
samic a samci. Pfi testovani hypotézy lokalizace daného genu na chromosomu Z, tedy
pomeéru poctu kopii dané¢ho genu 1:2 (samice: samec), byly nejprve hodnoty relativniho
poctu kopii genu u samic vynasobeny dvéma. Nulova hypotéza, tedy zda se jednalo o gen
vazany na chromosom Z, autosom nebo fragment Z%* byla zamitnuta, pokud hladina

vyznamnosti byla nizsi nez 5%.

3.7. FISH

FISH je zkratka pro Fluorescen¢ni in situ hybridizaci, tedy vizualizace mista v jadie
komplementarniho k sondé. Typy sond pouzitych v této praci jsou od genovych, pies

telomerické az po chromosomové.
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3.7.1. TSA FISH

TSA (Tyramide Signal Amplification) je druh FISH se zesilenim signalu pomoci
enzymatické reakce s tyramidem (Carabajal Paladino et al. 2014). Skla nejprve prosla
odvodnénim vzestupnou fadou alkoholi (70%, 80% a 100% ethanol) a oSetfenim 10mM
roztokem HCI po dobu deseti minut pti 37°C, 30 minut v 1% roztoku peroxidu vodiku
v PBS pii pokojové teploté. Dale byly preparaty inkubovany s 200 ul RNazy A v PBS
(vysledna koncentrace 100ug/ml) jednu hodinu ve vlhké komarce pii 37°C. Poté byla skla
inkubovana v 5x Denhardtové roztoku (0,1% polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll
400) 30 minut pii 37°C pred nanesenim 50 pl hybridizaéni smési obsahujici 25 pl
deionizovaného formamidu, 10 pl 50% dextran sulfatu, 5 ul 20x SSC, 15 ng sondy a MiliQ
vody do celkového objemu 50 ul. Po sedmi minutach denaturace pti 68°C byla skla
inkubovéna pti 37°C pies noc ve vlhké komtlrce. Druhy den byla skla promyta tfikrat pét
minut v 50% formamidu ve 2x SSC pti 46°C, dale pétkrat dvé minuty v roztoku 2x SSC
pti 46°C a tiikrat pét minut v 0,1x SSC pti 62°C, poté pét minut v 1x TNT (0,1 M Tris-Cl,
150 mM NacCl, 0,1% Tween 20) pti pokojové teploté. Dale byla skla inkubovana 30 minut
ve vlhké komirce s 200 pl blokujiciho TNB pufru (0,1 M Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,5%
blokovaci ¢inidlo (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)) pii pokojové teploté a poté jednu
hodinu s200 ul protilatky (protilatka proti fluoresceinu konjugovana s kienovou
peroxidazou, PerkinElmer v poméru 1: 500 s TNB) pii 37°C. Po tiikrat pét minutach
promyti VTNT pii pokojové teplot¢ bylo naneseno 100 ul 2% roztoku tyramidu
(konjugovany s fluoresceinem nebo Cy3) v 1x amplifika¢nim rozpoustédle (TSA Plus
Cyanine 3 and Fluorescein system, PerkinElmer), s nimz byla skla inkubovana 15 minut
v zatemnéné vlhké komirce pii pokojové teploté. Dale skla opét prosla promytim tfikrat
pét minut v TNT pfii pokojové teploté a nakonec byl nanesen antifade DABCO (1,4-
diazabicyclo[2.2.2]oktan)(pro delsi vydrz preparatu po expozici svétlu) s modrym
fluorescenénim barvivem DAPI o0 koncentraci 500 ng/ml (4’,6-diamidin-2-fenylindol)
(Sigma-Aldrich, USA). Takto zhotoveny preparat je piikryty krycim sklem, které se

zalakuje lakem na nehty pro delsi Zivotnost.

Tento druh hybridizace byl vyuzit hlavné z po¢atku této prace pro vizualizaci gent
tan a apterous. Vzhledem k velkému mnozstvi signalti ve vyslednych preparatech byl tento
protokol nékolikrat optimalizovan — zvySena koncentrace protilatky z 1:1000 na 1:500 a

1:100 nebo snizeni mnozstvi pouzité sondy na polovinu.
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3.7.2. Prima FISH

Ptima FISH spociva v hybridizaci fluorescencné znacené sondy, ktera je vidét pod
fluorescenénim mikroskopem bez pomoci protilatky. Tento typ hybridizace byl uplatnén
hlavné pii vizualizaci telomer a chromosomu W. Nejprve byla pouzita sonda znaéena
zelenym fluoresceinem, ale signal se rychle vysvitil a Spatné€ se zachycoval na fotografiich.
Abychom ziskali lepsi obrazky chromosomu W, zkouseli jsme kromé zelené barvy i
cervenou a nasledn¢ i pfiddvani samci soutézici slozky (male competitor). Nejlepsi

vysledky byly ziskany z kombinace Cerven¢ znacené W sondy a sam¢iho kompetitoru.

Piima FISH s W sondou za¢ina odvodnénim skel vzestupnou fadou etanolu (70%,
80% a 100%) a piipravou hybridizacni smési. Na smés pro precipitaci sondy je potieba
5 ul sondy chromosomu W, 25 ug DNA zlososich spermii, 1/10 objemu 3M octanu
sodného a 2,5x objem chladného 100% etanolu.

Krom¢ FISH spouze W sondou byla pro tuto praci pouzita i FISH sW a
telomerickou sondou, kdy pro ptipravu hybridizaéniho mixu bylo pfidano k ptivodni smési
35ng telomerické sondy. Telomerickd sonda se zpravidla barvi Cervené a uziva se

v kombinaci se zelené znacenou W-specifickou sondou.

Hybridiza¢ni smés byla nejprve centrifugovana, posléze byl odpipetovan
supernatant a pelet byl pfecistén 70% chlazenym ethanolem a opét zcentrifugovan. Po
dokonalém odstranéni supernatantu bylo k peletu ptidano 5 ul deionizovaného formamidu.
Smés byla inkubovana 30 minut ve vodni lazni piedehtaté na 37°C. Do zkumavky pak
bylo pfidano 5 ul 20% dextran sulfatu ve 4x SSC a smés byla denaturovana pét minut pii

90°C a pak prudce zchlazena ptenesenim na led.

Skla byla mezitim zdenaturovana pomoci 70% roztoku formamidu v 2x SSC tii a
pul minuty pii 68°C a odvodnénim ve vzestupné etanolové fadé, kde 70% etanol je
chlazeny na -20°C. Na zdenaturovana skla se pfida 10 ul hybridiza¢ni smési a preparaty se
prikryji krycim sklem a utésni lepidlem Rubber cement a vlozi do vlhké komurky s 2x SSC
do 37°C na tfi dny. Po uplynuti inkubacni doby tfi dnti pinzetou odstranime lepidlo
s krycim sklem a skla promyjeme 5 min v 1% Tritonu X-100 v 0,1x SSC ptedehiatém na
62°C. Nasleduje promyvani pét minut v 1% Triton X-100 v 1x PBS pii pokojové teplote,
barveni pomoci DAPI v 1% Tritonu X-100 s PBS (200 ul DAPI o koncentraci 500 ng/ml),

19



promyti dvé az pét minut v1% KODAK PhotoFlo v 1x PBS a jednu minutu v 1%
KODAK PhotoFlo v MiliQ vod¢ pfi pokojové teploté. Nakonec bylo na skla piidano 20 pl
0,2M antifade DABCO, skla byla piikryta krycim sklem a byla vytlatena piebyte¢na

tekutina. Vysledny preparat byl pielakovan lakem na nehty pro prodlouzeni zivotnosti skla.

Preparaty byly prohlizeny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Zeiss Axioplan 2
microscope (Carl Zeiss Jena, Némecko) za pouziti vzdy jednoho ze tfi filtrGi (Cerveny,
zeleny, modry) a prendseny do pocitace pomoci CCD kamery Olympus XM10 do
programu CellSens 1.9 (Olympus, Némecko) k dalSimu zpracovani v programu Adobe
Photoshop CS6 verze 13.0.1.
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4. Vysledky

4.1. Sex chromatin

Pohlavni chromatin (sex chromatin), pozorovatelny V preparatech polyploidnich
jader bunék Malpighiho Zlaz, je tvofen mnohocetnymi kopiemi chromosomu W, a mél by
se tedy nachazet jen u samic. Zaroven je zde moznost, ze samice linii ASF
nesouci fragment Z%*, piipadné samci linie ASF-6 (kde se na fragmentu Z%* nachazi ¢ast
chromosomu W, oviem na rozdil od male-killing linii samci s fragmentem Z%* piezivaji)
by mohly mit kromé klasického pohlavniho heterochromatinu i télisko tvorené fragmentem
Z9%* Vyjimku by tvofila linie ASF-4, jejiz fragment Z%* neobsahuje ¢ast chromosomu W.
U samic divoké linie WT-CO02 se vyskytovalo jen jedno heterochromatinové télisko (Obr.
5a), u samct nebylo télisko piitomno (Obr. 5b) U linii ASF byla nalezena jadra jak
S jednim malym, velkym nebo deformovanym téliskem, tak i s vicerymi, vétSinou malymi,

télisky (Obr. 5c-g).

K ziskani vysledkil bylo vySetfeno celkem 22 jedincii zavijece moucného (8 samcii
a 14 samic) z linii WT-C02, ASF-1, ASF-2 a ASF-6. Sex chromatin se vyskytoval pouze u
samic, vV ASF-liniich 1 a 2 ve formé klasické (Obr 5c), ale ptevazné deformované nebo
viceCetné v porovnani s divokou linii WT-C02 (Obr. 5d-f). V linii ASF-6 byl sex
chromatin nalezen pouze ve formé velice podobné k divoké linii (Obr. 5g), nikoli s vice

télisky, jak tomu bylo u linii ASF-1 a ASF-2 (Obr. 5d, f).
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Obr. 5 Preparaty polyploidnich jader ziskané z Malpighiho Zlaz. a) Jedno kulaté, hladké télisko sex

chromatinu piftomné v sami¢im jadie divoké linie WT-C02. b) Saméi jadro divoké linie WT-CO02 bez
viditelného heterochromatinového téliska, podporujici tvrzeni, Ze se heterochromatinova téliska nenachazi na
preparatech saméich jader. ¢) Heterochromatinové télisko v jadte linie ASF-1, které ma obvykly vzhled jako
télisko divoké linie. d) Vice deformovanych heterochromatinovych télisek v jadre linie ASF-1. e) VEtsi a
mirné deformované heterochromatinové télisko v jadie linie ASF-2. f) Vice mensich heterochromatinovych

télisek v jadre linie ASF-2. g) Jedno vétsi heterochromatinové télisko v jadfe linie ASF-6. Métitko = 10 pm.

4.2. gPCR

Pomoci qPCR byl zjistovan pomér poctu kopii vybranych genii samcii k samicim,
u nichZ se predpokladalo, Ze se nachazeji na chromosomu Z. Tyto geny byly vybirany ze
znamych genit bource morusového (Bombyx mori)(Bombycidae) lokalizovanych na
chromosomu Z (Obr. 6), coz bylo umoznéno diky tomu, ze obsah chromosomu Z byva u
fadu Lepidoptera vysoce konzervovany (Fraisse et al. 2017). Protoze je bourec morusovy
od zavije¢e moucného fylogeneticky ponékud vzdaleny (Regier et al. 2013), byly sekvence
ortologli téchto genli VvV genomu zavijece moucného hledany pomoci sekvenci z
ptibuzngjsich druhti ze stejné podceledi Phycitinae ¢eledi Pyralidae — Amyelois transitella

a Plodia interpunctella. Jako referenéni gen byl pouzit gen Ace, ktery se nachazi na
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autosomu (Dalikova et al. 2017), mél by se tedy nachazet ve dvou kopiich ve vSech

testovanych vzorcich nezavisle na pohlavi.

B. mori

chr. Z
- — Henna
== — Shaker
- — 6-Pgd
o — kettin
== — apterous
== —tan

Obr. 6 Schéma rozlozeni genli vybranych pro qPCR na chromosomu Z bource moruSového, upraveno
z Nguyen et al. 2013

Pro testovani rozdili poctu kopii pohlavné vézanych genti mezi pohlavimi byly
nejprve vybrany Ctyfi geny: Shaker, kettin, apterous a 6-PGD. Lokalizace téchto genti na
chromosomu Z byla ovéfena nejprve na divokém kmeni WT-C02 zavije¢e moucného a
nasledné testovana u ASF-linii. Ani jeden z t&chto geni nebyl ptitomny na Z%* fragmentu,
tedy kazdy se nachazel u samcich vzorkt v dvojnasobném poctu v porovnani k samicim u
viech kment. Proto byly hledany dali geny. ProtoZe je pravdépodobnéjsi, ze Z%*
fragment vznikl spiSe odlomenim kraje chromosomu neZ pomoci dvou zlomi, byly tyto
dalsi geny hledany vice ke krajim chromosomu Z od jiz testovanych genil: ke konci
chromosomu od genu apterous byl nalezen gen tan a na druhém konci, za genem Shaker,
se jednalo o gen Henna. Dle vysledkii qPCR se gen tan nachazi na fragmentu Z%*(Obr. 7),
vSechny vysledky qPCR jsou shrnuté v pfiloze (Tab. 3). Gen tan byl piitomen v divoké
linii WT-C02 u samci ve dvojnasobném mnozstvi nez u samic a ve v§ech ASF-liniich byl

pocet kopii tohoto genu napti¢ pohlavimi shodny.
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B 6-PGD
W apterous
Henna

W kettin

0,5
! W Shaker
|| |‘ ‘ ‘l R
0

WT-C02 ASF-1 ASF-2 ASF-4 ASF-6

Obr. 7 Porovnani poméri poéti kopii genit u jednotlivych linii zavijeCe moucného, kde na ose x jsou
sefazené divoka linie WT-C02 a jednotlivé pouzité ASF-linie a osa y zna¢i pomér relativniho poétu kopii
konkrétniho genu mezi samcem a samici (u ASF-linii samici s fragmentem Z%*), kde hodnota poméru 0,5
odpovida genu nachazejicim se pouze na chromosomu Z, zatimco hodnota 1 znaci, ze se dany gen nachazi i
na fragmentu Z%* u ASF-linii.

V tabulce v piiloze jsou uvedeny kromé vysledka i ucinnosti, které byly pouzivany
pro vypocty. Tato ¢isla by se méla nachéazet optimalné v rozmezi od 90% do 100%, ovSem
zde jsme se setkali s vy$simi hodnotami. Tyto hodnoty mohly byt zptuisobeny napiiklad
primer-dimery (tedy vice produkty, nez kolik byl pifedpokladany pocet), coz jsme ovsem
vylouc¢ili po kontrole kiivky tani. Pokud by se jednalo o pfipad primer-dimert, méla by
tato kiivka dva vrcholy. Zde méla kiivka tani ovSem pouze jeden vrchol, jak tomu ma
spravné byt. Pokouseli jsme se ziskat niz$§i procenta ucinnosti opakovanim testli pro
eliminaci pipetovaci chyby, izolaci nové DNA, optimalizaci koncentrace primerti nebo
navrhovanim novych primerii. V tabulce jsou uvedeny nejlepsi vysledky, jaké se nam
podafilo ziskat. Je moZné, Ze pti amplifikaci dochézi k tvorbé nespecifickych produkti. | to

by ovSem méla odhalit kiivka tani, protoze pravdépodobnost, ze teplota tani

nespecifického produktu bude stejna se specifickym, je velmi nizka.

4.3. Vysledky hybridizace in situ

Na rozdil od qPCR byly u FISH s W-specifickou sondou vybrany kromé divokeé
linie WT-CO02 jen linie ASF-1, ASF-2 a ASF-6. Linie ASF-4 byla vynechana, protoze
fragment Z%* u této linie neobsahuje ¢ast chromosomu W. TSA-FISH byla provadéna
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pouze na preparatech divoké linie WT-C02, protoze se nepodatilo protokol optimalizovat

natolik, aby ho bylo mozné pouzit na preparatech linii ASF.

4.3.1. Detekce &asti fragmentu Z%* tvorené ¢asti chromosomu W

P¥itomnost ¢asti chromosomu W na fragmentu Z%* byla ovéfovana pomoci FISH.
Vysledky jsou ponékud piekvapivé, protoze na zadnych preparatech nebyl tento fragment
nalezen (Obr. 8). Vzhledem ke spravnému zobrazeni chromosomu W u samic divoké linie
WT-CO02 (Obr. 8a) i u samic ASF-linii (Obr. 8b-f) lze usoudit, ze pro ptipravu preparatt
byli vyuziti jedinci ve spravném stadiu a Ze i sonda fungovala spravné. Pro kontrolu byly
kromé prepardth zovarii sjadry v meidze pouZzity i preparaty z larvalnich kiidelnich

imaginalnich diskt obsahujicich mitoticka jadra (Obr. 8b a 8e).

Na preparatech s mitdozami byl kontrolovan pocet chromosomil, aby se dalo
vyloudit, 7e Gast jadra, kde by se mohl fragment Z%* nachazet, chybi. Na zadném
Z preparati nebyl tento fragment nalezen, ovSem u vSech testovanych ASF-linii byla W
malovaci sondou znafena jen ¢ast chromosomu W, zatimco jeho terminalni oblast
zaujimajici pfiblizné ¢tvrtinu, zlstala nenaznacena (Obr. 8c, 8d a 8f). Na meiotickych

preparatech s pachytennimi jadry také nebyl fragment Z%* p¥itomen.
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Obr. 8 Chromosomy linii E. kuehniella znac¢ené W-specifickou a telomerickou sondou pomoci metody FISH

se schématy. Hybridizaéni signaly W-specifické sondy na obrazcich a, b a e jsou ¢ervené, u obrazku ¢, d a f
zelené. Hybridizaéni signal telomerické sondy je ¢erveny. Chromosomy jsou podbarvené DAPI (modra). a)
Cast pachytenniho jadra s chromosomem W parujicim se s chromosomem Z v linii WT-C02. Chromosom W
je znacen sondou po celé délce. b) Mitoticka metafaze linie ASF-1 s W-specifickou sondou (zelena), kde je
vidét, ze ¢ast chromosomu neni naznagena. ¢) Cést pachytenniho jadra znageného telomerickou sondou a W-
specifickou sondou, kde je vidét, Ze ¢ast chromosomu parujiciho se s chromosomem Z neni naznacena. Na
¢asti obrazku v pravém hornim rohu je vidét chromosom W z jiného jadra parujici se sam se sebou. d)
Pachytenni jadro samice linie ASF-2 s bivalentem pohlavnich chromosomt, kde se chromosom Z obtaci
kolem chromosomu W, aby mu pfizpusobil svou délku. Konec chromosomu W neni naznac¢en W-specifickou
sondou. e) Jadro linie ASF-6 v mitotické metafazi znagené W-specifickou sondou, kde je patrnd nenaznacena
¢ast. f) Pachytenni jadro linie ASF-6 znacené W-specifickou sondou, kde je zietelné nenaznaeny konec.
Schéma zde neni uvedeno, protoze pro malé zvétseni neni mozné uréit, kudy chromosomy jdou. Schémata
Vv obrazcich a, b a e: ervena = oblast chromosomu W zna¢ena W-specifickou sondou, modra = chromosom
Z a oblast chromosomu W, ktera nebyla zna¢ena W-specifickou sondou. Schémata v obrazcich ¢, d a f:
zelena = oblast chromosomu W znaéena W-specifickou sondou, modra = chromosom Z a oblast chromosomu

W, ktera nebyla znacenad W-specifickou sodnou, Cervena = signaly telomerické sondy. Métitko = 10 um.

4.3.2. Lokalizace genti pfitomnych na Z%* fragmentu TSA-FISH

Geny, které byly zkoumany pro potencialni piitomnost na Z%* fragmentu byly

nejprve vyhledany u bource moruSového. ProtoZze je to druh od zavije¢e moucéného
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evoluéné pomérné¢ vzdaleny, bylo ukolem nejen zjistit, zda se gen tan (ktery je dle
vysledkii qPCR piitomny na Z%* fragmentu) skuteéné nachazi na Z%* fragmentu, ale jestli
je skutecné, jako u bource, blizko genu apterous. Na tyto otazky méla odpovédét FISH
s enzymatickou amplifikaci signalu (TSA-FISH). BohuZel sondy ptsobily pfitomnost p#ilis
mnoha (desitek) signalti na vSech chromosomech vSech jader (Obr. 9). Optimalizace

mnozstvi sondy, protilatky a oSetfovani skel tento problém nedokazaly vytesit. Z vysledkli

nelze ucinit zadny zavér.

Obr. 9 Pachytenni chromosomy divoké linie WT-C02 E. kuehniella znac¢ené pomoci TSA-FISH. a) Slozeny
obrazek ukazujici veliké mnozstvi signali, z ¢ehoz nebylo mozné ucinit zavér, kde se geny nachazi. b)
Mnohocetné signaly genu tan znaCeného zelenym fluoresceinem — ocekavan byl jeden signdl (na
chromosomu Z). ¢) Mnohocetné signaly genu apterous znaceného cervenym Cy3 — odekavan byl jeden

signal (na chromosomu Z). Méfitko = 10um
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5. Diskuse

5.1. gPCR

Pro mapovani genetického obsahu fragmentu Z%* u ASF-linii zavije¢e mou¢ného
bylo postupné pouzito Sest genl, které jsou u bource morusového lokalizované na
chromosomu Z. V prvni fadé¢ tak byla potvrzena pfitomnost vybranych gend na
chromosomu Z divoké linie zavije¢e mouéného, coz podporuje tvrzeni o Siroké syntenii
tohoto chromosomu napti¢ motyly (Dalikova 2017). 1 piesto, ze v priabéhu evoluce
dochazelo k fuzim s autosomy (Traut et al. 2007), zachoval si chromosom Z syntenii
skupin¢ Ditrysia tak mimo ni (Fraisse et al. 2017, Volenikova 2015). Z gent zvolenych pro
gPCR Vv této praci se jen gen tan jevi dle vysledki byt pfitomny na fragmentu Z%* a to ve
vsech ¢tyfech ASF-liniich.

5.2. Sex chromatin

Sex chromatin je soubor kopii chromosomu W, obvykle se tedy nachazi pouze u
samic v podob¢ jednoho heterochromatinového téliska, ale existuji vyjimky V riznych
mutantnich liniich zavije¢e mouc¢ného (Marec & Traut 1994). Napiiklad fize chromosomu
W s jinym chromosomem ma tendenci vyustit V polyploidnich jadrech v deformaci, ¢asto
prodlouzeni sex chromatinu (Marec & Traut 1994) nebo také ve fragmentaci (Traut &
Rathjens 1973). Vysvétlenim fragmentace sex chromatinu muze byt ¢ast autosomu nebo
chromosomu Z tvofena euchromatinem, ktera zflizovala s chromosomem W, protoze
transkripéni aktivita euchromatinu rozvoliuje heterochromatin (Marec & Traut 1994).
Fragmentace sex chromatinu v polyploidnich jadrech z divodu chromosomalni piestavby
zahrnujici chromosom W byla pozorovana na nékolika obale¢ich (Sichova 2011) i u
bélaska (Sichova et al. 2015). Z delece chromosomu W naopak neni pii¢inou fragmentace
sex chromatinu, heterochromatinové télisko je jen vyrazné mens$i (Traut et al. 1986).
V nékterych mutantnich liniich, kde doslo k fizi chromosomu W s autozomem, mtize toto
télisko zcela chybét, coz mlze byt zplsobeno tendenci chromatinu chromosomu W
shlukovat se, zatimco autosom, ktery s nim zfizoval, ma sklon rovnomérné se rozptylit

v prostoru jadra (Rathjens 1974, Traut et al. 1986).
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U ASF-linii zavije¢e mouc¢ného jsme piedpokladali, ze, vzhledem ktomu, ze
fragment Z%* obsahuje Vv liniich ASF-1, ASF-2 a ASF-6 &ast chromosomu W, se na
preparatech z Malpighiho Zlaz bude vyskytovat jedno nebo dv¢ hetrochromatinova téliska.
Zaroven jsme ocekavali tento sex chromatin i u samct linie ASF-6, jelikoz i ti, 1 kdyz jen
v méné nez poloviénim zastoupeni, maji fragment Z%*. Na rozdil od male-killing linii
ASF-1 a ASF-2 v linii ASF-6 se samci dozivaji dospé€losti. Nicmén¢é na zadnych samdcich

preparatech (tedy ani ASF-6) nebyl sex chromatin pfitomny.

Na samicich preparatech linii ASF-1 a ASF-2 pak bylo skutecné pozorovatelné
jedno vétsinou deformované télisko, nebo i vice (az sedm, Castéji v8ak dvé nebo ti)
mensich, roztrousenych télisek, za coz mize byt zodpovédna ¢ast chromosomu Z, s niz
chromosom W zfuzoval. Fragmentovany sex chromatin byl pozorovan uz i u dalsich linii
nesoucich fuzi chromosomu W s chromosomem Z (Marec & Traut 1994). V neposledni
fad¢ zde ovSem byla patrnd 1 obyc€ejné vyhlizejici téliska, obzvlasté pak u linie ASF-6.

Tyto piipady se nertiznily jen mezi liniemi nebo jedinci, ale i v ramci jednoho preparatu.

5.3. Fuze fragmentu

Prestoze vysledky qPCR potvrdily pfitomnost druhé kopie Z-vazaného genu u
samic, které by ji kvuli absenci druhého chromosomu Z mély postradat, samostatny
fragment se pomoci FISH nepodafilo lokalizovat u zadné z testovanych ASF-linii. Pomoci
FISH s W-specifickou malovaci sondou bylo ov§em mozné sledovat rozdil mezi bivalenty
pohlavnich chromosomi u zastupct linie WT-CO02 a jednotlivych ASF-linii, kde u linie
WT-C02 je chromosom W jednotné¢ oznaéen hybridizacnim signalem po celé délce,
zatimco u ASF-linii lze pozorovat nenaznaceny konec chromosomu W. Je tedy
pravdépodobné, Ze se jedna o ¢ast chromosomu Z nachazejici se na Z%* fragmentu, ktery
se spojil s chromosomem W. K této fizi mohlo dojit ektopickou rekombinaci, ke které je
sice potfeba homologie, ale tu mohlo zajistit mnozstvi repetitivnich sekvenci (Abe et al.
2005b), obzvlasté v piipadé, Ze k fizi s chromosomem W doslo koncem fragmentu Z%*
tvofenym praveé casti chromosomu W. Dal§i moznosti je dvoubodovy zlom, coz by
vysvétlovalo i chybéjici telomery (Lamarche et al. 2010) v ptfedélu mezi koncem

chromosomu W a za¢atkem domnélého fragmentu.
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Ze viech samcii v ASF-liniich pieZiji pouze ti bez fragmentu Z%*, protoze u linii
ASF-1 a ASF-2 je tento fragment pro samce letalni a v ostatnich liniich (ASF-4 a ASF-6)
jsou eliminovani selekénim systémem chovii (pro tvorbu nové generace jsou vybirani
pouze samci s dz fenotypem, tedy bez fragmentu Z%*). Samice jsou naopak vybirany pravé
diky tomuto fragmentu, ktery jim pusobi divoky fenotyp, proto fuze s chromosomem W a
tedy zajisténi pfesunu fragmentu Z%* do genotypu vsech samic nasledujici generace
predstavuje velkou selekéni vyhodu. Zaroven fuzi fragmentu Z%* s chromosomem W je
znemoznén pienos tohoto fragmentu do samcich potomku, vSichni sam¢i potomcei tedy
budou mit dz fenotyp a nebudou eliminovani (ani male-killing faktorem ani selekénim
systémem chovil). Vyhodnost této chromosomalni fuze ukazuje i fakt, Ze k jeji fixaci doslo

nezavisle u vSech testovanych linii.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo zmapovat fragment Z%* piitomny u ASF-linii zavijede
mouc¢ného, a zjistit ptipadné rozdily mezi male-killing liniemi ASF-1 a ASF-2 a non-male-
killing liniemi ASF-4 a ASF-6. Z Sesti gent lokalizovanych na chromosomu Z zavijeCe
mouéného, testovanych pomoci qPCR, byl na fragmentu Z%* ptitomen pouze gen tan a to
shodné u vSech linii. Nasledna FISH s W-specifickou sondou na liniich ASF-1, ASF-2 a
ASF-6 ukézala, ze fragment Z%* s nejvétsi pravdépodobnosti zfiizoval s chromosomem W.
Rozdily v obsahu fragmentu Z%* se mezi ASF-liniemi navzdory intenzivnimu tsili nalézt
nepodafilo, ale podafilo se detekovat chromosomalni pfestavbu, kterd vznikla a zafixovala
se nezavisle ve vSech testovanych ASF-liniich. Diky této fuzi jiz ale neni mozné zjistit, zda

je u linii ASF-1 a ASF-2 male-killing faktor po chromosomalni piestavbé stale ptitomen.
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Seznam zkratek

6-PGD = 6-phosphogluconate dehydrogenase

ASF = Abnormal segregating females

DABCO = 1,4-diazabicyclo[2.2.2]oktan

DAPI =4’ 6-diamidin-2-fenylindol

DNA = Deoxyribonukleovéa kyselina

cDNA = komplementarni DNA, transkribovana z RNA
gDNA = genomova DNA, ziskana izolaci

dNTPs = deoxynukleotidova smés

EDTA =2,2",2"",2"""-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova kyselina
FISH = Fluorescent in situ hybridization

IPTG = isopropyl B-D-thiogalactosid

PBS = Phosphate-buffered Saline

PCR = Polymerase chain reaction

gPCR = kvantitativni real-time PCR

RNA = ribonukleova kyselina

SSC = Saline-Sodium Citrate

TAE = Tris-Acetate-EDTA

TNB = smés Tris-HCI, NaCl a blokovaciho ¢inidla
TNT = smés Tris-HCI, NaCl a Tween 20

TSA = Tyramide Signal Amplification

WT = Wild Type

X-Gal = 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid

Seznam tabulek

Tab. 1 Sekvence pro primery genti pouzitych pti TSA FISH (cDNA)
Tab. 2 Sekvence pro primery geni pouzitych pii qPCR (gDNA)
Tab. 3 Vysledky qPCR
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Seznam obrazku

Obr. 1 Varianty potomku zastupci ASF-linii E. kuehniella

Obr. 2 Procentualni zastoupeni variant kombinaci parovani chromosomalnich elementi
napii¢ ASF-liniemi

Obr. 3 Schématické vyobrazeni PCR desticky pouzité pii gPCR

Obr. 4 Tlustra¢ni schema pohlavnich chromosomi

Obr. 5 Orceinové preparaty

Obr. 6 Lokalizace genti na chromosomu Z

Obr. 7 Graf porovnani poctt kopi testovanych genti (qQPCR)

Obr. 8 Chromosomy linii E. kuehniella znacené W-specifickou a telomerickou sondou
pomoci metody FISH se shcématy

Obr. 9 Piikladné foto TSA-FISH
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P¥ilohy

Tab. 3 Vysledky qPCR. Relativni poéty kopii testovaného genu u tii biologickych vzorkl (Vzorek I, IT a III) samic (F) a
samct (M) (s jejich primérem a smérodatnou odchylkou (S. D.)), které byly vypocteny za pouziti uéinnosti referenéniho
genu Ace (Eref) a testovaného genu (Ecen). V poslednich dvou sloupcich se nachazi kriticka hodnota t-testu, kde v prvnim
sloupci (A / Z%*) je testovan pomér 1:1 a v druhém sloupci (Z) 1:2. Vysledek kritické hodnoty niZ$i nez 0,05 znamena
vyznamnou odli$nost od o¢ekavaného pomeru.

Vzorek | Vzorek | Vzorek t-test

Linie Gen Pohlavi | 1 11 Primér | S.D. | Eref | Ecen| A/ Z%* Z
WT-CO02 F 0,3729 | 0,5240| 0,4669| 0,4546|0,0763

Tan M 0,8260 | 0,9252| 0,8702| 0,8738|0,0497|0,94|0,93| 0,0013|0,7222
WT-CO2 F 1,1550 | 1,3169| 1,1353| 1,2024 |0,0997

6-PGD | M 2,1876 | 2,1756 | 2,1204 | 2,1612|0,0359|1,04|0,96| 0,0001 | 0,1056
WT-C02 F 1,1202 | 0,8052| 0,8799| 0,9351|0,1646

Shaker |M 1,4749| 15093 | 1,4769| 1,4870|0,0193|1,00|0,95| 0,0045|0,1145
WT-CO2 F 0,6988 | 0,5177| 0,5128 | 0,5764 |0,1060

Kettin M 1,0600| 1,1874| 0,9763| 1,0746|0,1063|1,00|0,98| 0,0045|0,5982
WT-CO2 F 0,2089 | 0,2291| 0,2332| 0,22370,0130

Henna |M 0,4086 | 0,4115| 0,4381| 0,4194|0,0163|0,90|0,97 | 0,0001 | 0,1885
WT-CO2 F 0,8273| 0,8310| 0,8864 | 0,8482|0,0331

Apterous | M 1,4975| 1,5265| 1,6277| 1,5505]0,0683|0,98]|0,94| 0,0001|0,0566
ASF1 F 0,2366 | 0,3463| 0,2779| 0,2869 | 0,0554

Tan M 0,2295| 0,2001| 0,2673| 0,2323|0,0337|1,00(1,09| 0,2184 |0,0069
ASF1 F 0,6636 | 0,6559| 0,7133| 0,6776|0,0312

6-PGD | M 1,3986| 1,1806 | 1,3424| 1,3072(0,1132|1,09|1,05| 0,0007 | 0,5550
ASF1 F 0,4689 | 0,4889| 0,5748| 0,5109 |0,0563

Shaker | M 1,0376| 1,0685| 0,9462| 1,0174|0,0636|1,12|1,10| 0,0005 | 0,9569
ASF1 F 0,3977| 0,4327| 0,6012| 0,4772|0,1088

Kettin M 0,8663 | 1,0618| 0,9411| 0,9564 |0,0986|1,08|1,06 | 0,0048 |0,9893
ASF1 F 0,4150 | 0,4512| 0,6054| 0,4905]0,1011

Henna |M 0,7233| 1,1008 | 0,9709| 0,9317|0,1918|1,10|1,08| 0,0244|0,7743
ASF1 F 0,2076 | 0,2184| 0,2061| 0,2107 |0,0067

Apterous | M 0,3635| 0,4434| 0,4575| 0,4215|0,0507|1,00|1,07| 0,0020 |0,9992
ASE2 F 0,4514 | 0,4850| 0,4893| 0,4752|0,0207

Tan M 0,4603 | 0,4909| 0,4050| 0,4521|0,0435|1,00|1,01| 0,4524|0,0001
ASF2 F 0,2931| 0,2633| 0,3324| 0,2963|0,0346

6-PGD |M 0,7510| 0,7778| 0,6597 | 0,7295|0,0619|1,15|1,17 | 0,0005 | 0,0631
ASF? F 0,6476 | 0,6956 | 0,7304| 0,6912|0,0416

Shaker | M 1,6489| 1,4456 | 1,5619| 1,5522(0,1020|1,19|1,14| 0,0002 |0,0891
ASF? F 1,4410| 1,3074| 1,3119| 1,3534|0,0758

Kettin M 2,9681 | 2,8186 | 2,9923| 2,9263|0,0941|1,09|1,00| 0,0000 |0,1002
ASF2 F 0,3633| 0,3707| 0,3869| 0,37360,0121

Henna |M 0,6511| 0,7696| 0,6719| 0,6975|0,0633|0,97|0,97 | 0,0010 |0,2725
ASF2 F 0,7728 | 0,9169| 1,0008| 0,8968|0,1153

Apterous | M 2,1408 | 1,9899 | 1,9546| 2,0284|0,0989|1,19|1,12| 0,0002 |0,1805
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ASF4 F 0,7256 | 0,8580| 0,8952| 0,8263|0,0892

Tan M 0,7316| 0,7808| 0,8469| 0,7864|0,0579|1,07]|0,84| 0,5516|0,0013
ASF4 F 1,6335| 1,5125| 1,6381| 1,5947|0,0712

6-PGD |M 3,3387| 2,9224| 2,4009| 2,8873]0,4699|0,94|0,84| 0,0092|0,3467
ASF4 F 0,4539| 0,4684| 0,6574 | 0,5266 |0,1136

Shaker |M 0,8198| 0,8089| 0,8602 | 0,82960,0270|0,94|0,94| 0,0109|0,1658
ASF4 F 0,4401| 0,5147| 0,5021| 0,4856|0,0399

Kettin M 1,0952| 0,9509| 1,0688| 1,0383)|0,0768|0,95|0,92| 0,0004 |0,3547
ASF4 F 1,1809 | 1,1367| 1,1837| 1,1671|0,0264

Henna |M 2,1346| 2,1232| 2,2936| 2,1838|0,0952|1,00|0,90| 0,0001|0,0750
ASF4 F 0,5287| 0,5708| 0,4050| 0,5015 | 0,0862

Apterous | M 0,8807| 1,0666| 1,1391| 1,0288|0,1333|1,02|1,01| 0,0045]0,8477
ASF6 F 0,6859| 0,8829| 0,5911| 0,7200|0,1488

Tan M 0,7518| 0,7363| 0,6616| 0,7166|0,0482|1,02|1,01| 0,9716|0,0142
ASF6 F 0,3366 | 0,3239| 0,3289| 0,3298|0,0064

6-PGD |M 0,6286 | 0,6861| 0,6607| 0,6584|0,0288|1,05|1,08| 0,0000|0,9517
ASF6 F 0,5468 | 0,5943| 0,5660 | 0,5690 | 0,0239

Shaker |M 1,3169| 1,2564| 1,1753| 1,2495|0,0710/1,04|1,02| 0,0001 | 0,0870
ASF6 F 0,4273| 0,4518| 0,4830| 0,45400,0279

Kettin M 0,8559| 1,0331| 1,0186| 0,9692|0,0984|1,11|1,09| 0,0010 |0,4023
ASF6 F 0,4181| 0,4133| 0,4555| 0,4290|0,0231

Henna |M 0,8851| 0,9225| 0,9290| 0,9122|0,0237|1,06|1,04| 0,0000 |0,1442
ASF6 F 0,4626 | 0,4934| 0,4892| 0,4817|0,0167

Apterous | M 0,8704| 1,0266| 1,0079| 0,9683|0,0853|0,95]0,96| 0,0006|0,9310
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