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1. Uvod

Béhem zivota je témét kazdy organismus vystaven proménlivym podminkdm vnéjSiho
prostiedi. Pfeziti daného organismu zavisi na jeho schopnosti pfizplisobit se t€émto zménam
podminek, které se Casto vyskytuji v dennich ¢i sezénnich cyklech. Denni cykly jsou dany
otaCenim Zeme kolem své osy. Jejich hlavnim faktorem je svétlo a jeho intenzita, s ¢imzZ souvisi
1 teplota. Sezénni cykly (dany obihanim Zemé kolem slunce), tedy cykly stfidani rocni doby
jsou charakteristické zménou poméru mezi svételnou a temnou ¢asti dne (zménou fotoperiody).
Rada Zivogichti vykazuje dokonce endogenni (vniting zaloZené, na vnéjsich podminkach
nezavislé) rocni cykly, které umoznuji predvidat zménu ro¢niho obdobi, tedy cykly s ro¢ni

periodou. Ptikladem ro¢niho cyklu je napt. nacasovani reprodukce.

Clovek se vnéjsim podminkam prostiedi ¢asteéné piizptsobil, ale také je schopen do
znacné miry tyto podminky ménit (umeélé svétlo a teplo). Co se tyce hmyzu, ten musi své zivotni
cykly ptizplisobovat okoli. V naSich zemépisnych Sitkach je jednim z nejvétSich sezonnich
problémil zima, coZ pro hmyz znamend nedostatek ¢i absenci potravy a nutnost vyrovnat se
S nizkymi teplotami. Proto fada druhti hmyzu prechézi do diapauzy jakozto specifické vyvojové
faze. Béhem diapauzy je hmyz odolnéjsi vii¢i chladu a mrazu, protoze u né€j probihaji komplexni
fyziologické zmény. Mezi tyto zmény patii zastaveni vyvoje organll a tkéni, vyznamné
zpomaleni metabolismu, a celd fada dalSich adaptaci na biochemické a molekularni Grovni.
Hmyz je tak schopen prezit 1 extrémni podminky vnéjSiho prostfedi. Jednim z hlavnich
biochemickych aspektli diapauzy a chladové aklimace je syntéza a akumulace tzv.
kryoprotektantli, coz jsou latky, které chrani organismus pied poskozenim zplsobenym

chladem a mrazem.

V této praci se budu konkrétné zabyvat modelovym ptikladem akumulace disacharidu
trehalozy u larev musky Chymomyza costata z ¢eledi octomilkovitych (Drosophilidae) u nichz

byla indukovana fotoperiodické diapauza a prosly postupnou chladovou aklimaci.



2. Literarni piehled: Diapauza a chladova odolnost hmyzu

2.1. Diapauza

Béhem sezonni diapauzy se hmyz prfizptisobuje nepiiznivym okolnim podminkam,
pricemz efektivné vyuziva sezénni zdroje. Diky tomu je schopen kolonizovat sezénni, tedy
mirné a polarni oblasti. Béhem diapauzy dochazi k tzv. diapauznimu vyvoji, neboli fyziogenezi,
coz je protiklad klasické morfogeneze, kterd probihd béhem piimého vyvoje (Andrewartha.
1952). Hmyz se tedy v diapauzni fazi svého vyvoje neustidle dynamicky meéni, ale jeho
ontogeneticky vyvoj je pozastaven. Dynamika diapauzniho vyvoje se projevuje zménami reakci
na mnoho faktort, napf. teplotu, fotoperiodu, vlhkost, hormonalni zasahy atd. (Lefevere and de
Kort, 1989; Okuda, 1990). Je také diilezit¢ definovat pfesny vyznam terminu diapauza a
souvisejicich termini dle Lees (1955); Danks (1987) a Kostal (2006):

Dormance - obecny pojem zahrnujici jakykoli stav, kdy je zastaven vyvoj. Tento stav je
adaptivni (tj. ekologicky nebo evoluéné vyznamny) a obvykle doprovéazeny potlacenim

metabolismu.

Kviescence - Okamzita piima reakce (bez centralni regulace) na pokles ¢i nedostatek

jednoho ¢i vice omezujicich environmentalnich faktord (napf. teplota, voda, potrava).

Diapauza — Reakce na nepiimé signaly z prostiedi (nejcastéji zména fotoperiody). Dojde
k centradlné¢ (hormonalng) zprosttedkovanému pteruSeni vyvoje. U jedince nedochéazi dale

k pfimé morfogenezi, ale nastane alternativni fyziogeneze — diapauza.

Kryptobioza - souvisi s extrémni hloubkou metabolické suprese. Je definovéana jako
»stav, kdy organismus nevykazuje zadné viditelné zndmky Zivota a jeho metabolicka aktivita je
nemcétitelna™ (Keilin, 1959; Clegg, 2001). Zastupci mnoha taxonti bezobratlych (napt. néktefi
korysi, hlistice, hmyz) se mohou po dehydrataci, vystaveni teplotdm pod nulou nebo nedostatku
kysliku stat kryptobiotickymi v embryonalnich, larvalnich a / nebo i dospé&lych stadiich. (Clegg,
2001; Joonsson, 2001; Wright, 2001; Watanabe a kol., 2002).

Diapauza ma 3 hlavni ekofyziologické faze: Pre-diapauza (indukéni a preparacni faze),

.....

2006).



2.1.1. Pre-diapauza

Béhem pre-diapauzni faze pokraCuje piimy ontogeneticky vyvoj, pficemz jedinec
vstupuje do vlastni diapauzy az pozdé&ji, v zavislosti na specifickych environmentalnich
signalech a podminkéch (tzv. endogenni zastaveni vyvoje). Pre-diapauza se d¢li na indukeni a

preparacni fazi.

Indukéni faze: Diapauza byva indukovéna dlouho pfed nastupem nepiiznivych
environmentalnich podminek. Diapauzu indukujici signdly organismus vnima béhem ptesné
dané specifické senzitivni periody. Tato perioda je geneticky determinovana a mize nastavat v
riznych vyvojovych stadiich. Indukéni signaly upozornuji na budouci prichod horSich
environmentalnich podminek. Typickym signalem je zména fotoperiody. Pokud je vzorek
jedincit z jedné populace vystaven tzv. "kritické fotoperiod€" v jejich senzitivni periodé¢,
polovina z téchto jedincd vstoupi do diapauzy a druha polovina pokracuje v pfimém vyvoji. U
hmyzu jsou receptory pro fotoperiodické signaly lokalizovany v riznych ¢astech mozku nebo

ve slozenych o€ich (Numata et al., 1997).

Jako signdly mohou byt vyuzity také specifické chemikalie. Napt. feromonalni latky
hlistic (Nematoda) signalizuji piehusténi populace a mozné vycerpani zdroju potravy v blizké
budoucnosti. Jedinec poté zastavi sviij vyvoj a pfeméni se na morfologicky a fyziologicky
odli$ny treti larvalni instar (dauer stage, diapauzni stadium). Signéalni drahy umoziujici tyto
procesy jsou u hlistic studovany i na molekularni urovni (Hekimi et al., 1998; Gerisch et al.,
2001; Houthoofd et al., 2004; Matyash et al., 2004).

Preparacni faze od sebe Casoveé oddé€luje indukéni fazi a vstup do vlastni diapauzy u
nékterych druhd hmyzu (typicky napf. u druhl s tzv. maternalni diapauzou). Informace o
indukci diapauzy je dosud nezndmym zplsobem "ulozena" (Denlinger, 2002), piima
ontogeneze nadale pokracuje, a ke vstupu do diapauzy dojde az v pozd€jsim vyvojovém stadiu.
Preparaéni faze mulze byt charakterizovana riznymi behavioralnimi aktivitami nebo
fyziologickymi procesy, jako je migrace, agregace nebo vytvareni energetickych rezerv pred

pfechodem do samotné diapauzni faze.

2.1.2. Vlastni diapauza

Béhem diapauzy je pfimy vyvoj (morfogeneze) endogenné zastaven a pokracuje
alternativni fyziologicky vyvoj. Diapauza se déli na 3 ekofyziologické podfaze: iniciace,

udrzovaci faze a terminace.



Iniciacni faze nastdva v momenté, kdy je pferuSen ontogeneticky vyvoj. V nékterych
pfipadech lze tento moment relativné snadno rozlisit, napt. diky ptechodu do specifické
diapauzni faze s charakteristickou barvou ¢i tvarem nebo diky tvorbé kokonu (Danks, 1987).
metabolismu; Tauber et al., 1986). Metabolickd suprese piedstavuje komplexni proces,
vyzadujici zmény ve fosforylaci metabolickych enzymii, ve funkci biologickych membran a v
genové expresi (Hochachka, 1985; Connett, 1988; Storey and Storey, 1990; Guppy et al., 1994,
Brand, 1997). Ackoliv jsou vyvojové procesy blokované, tak relativné vysoka (avsak postupné
klesajici) metabolicka aktivita je stale jesté nutna k podpote specifickych behavioralnich a
fyziologickych aktivit. Voln¢ zijici larvy a dospéli jedinci mizou dale piijimat potravu, ktera je
pfeménovana na energetické rezervy ve formé triacylglycerolll, glykogenu ¢i hexamerickych
proteinit (Tauber et al., 1986; Danks, 1987). Jedinci mohou také aktivné hledat vhodny
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(Johnsen et al., 1997).

Dilezitym terminem v souvislosti s iniciaci diapauzy je intenzita diapauzy, ktera je
dana ¢asovym narokem na ukonceni dipauzniho vyvoje (znovu-zapoceti viditelné morfogeneze
= ptfimého vyvoje) po pieneseni diapauzniho jedince do specifickych terminacnich podminek
prostiedi (Vinogradova, 1974). Maximalni intenzity diapauzy byva dosazeno pravé na konci
vnéjSich podminek) anebo exogenné, tedy pod vlivem ménicich se vnéjsich podminek (sniZeni
teploty, vyschnuti apod.) (Danks, 1987; Wipking, 1995; Varjas a Saringer, 1998; Nakamura a
Numata, 2000).

......

prostredi stale vhodné pro to, aby jedinec dale pokracoval v pfimém vyvoji (relativné vysoka
teplota, dostatek potravy, pfitomnost reprodukcnich partnerti apod.). Pokud ovSem u daného
jedince byla indukovéna diapauza, tak je pfimy vyvoj 1 v takové situaci zastaven. Rychlost
metabolismu je v této fazi relativné nizka (typicky < 10% rychlosti pfi pfimém vyvoji) a
konstantni. Intenzita diapauzy obvykle postupné klesa. Hmyz obvykle zahajuje zimni diapauzu
(hibernacni typ), jesté kdyz je léto, a udrzuje ji béhem teplého konce 1éta a zacatkem podzimu
(Tauber and Tauber, 1976). Podobné i hmyz s letnim a tropickym typem diapauzy zahajuje a
udrzuje svou diapauzu dfive, nez dojde k neptiznivému obdobi (vyschnuti nebo zaplaveni;
omezeni zdroje potravy) (Masaki, 1980; Denlinger, 1986; Godfrey and Hassell, 1987; Wolda,
1988; Topp, 1990; Tanaka, 2000; Adis and Junk, 2002).



Udrzovaci faze predstavuje vlastné ekologicky nejdalezitéjsi ¢ast diapauzy, nebot
zabranuje v dal$im vyvoji pravé tehdy, kdy jsou vnéjsi podminky jesté ptiznivé, ale pokra¢ovani
ve vyvoji by bylo pro populaci fatalni (vyvojova stadia citliva k chladu by byla pozdéji
vystavena zimnim podminkam). Pies dilezitost udrzovaci faze neni znamo témét nic o jeji
regulaci a jen malo o jeji fyziologické povaze. K postupnym zméndm fyziologického stavu
béhem udrzovaci faze pravdépodobné pfispivaji nevyhnutelné procesy, jako je postupné

vycerpani zasob energie a somatické starnuti (Tauber and Tauber, 1976).

Terminachni faze. Terminacni faze diapauzy je obdobi, kdy bud’ spontanné (beze zmény
vné¢jSich podminek), ale ¢astéji (v pfirodnich podminkach prakticky vzdy) pod vlivem zmény
vngjsich faktord dojde k ukonceni endogenni blokace vyvoje = ukonceni diapauzy. Napf.
vystaveni nizkym teplotdm v ptirod€ po dobu mnoha tydnii az né€kolika mésicti ukoncuje zimni
diapauzu vétsinou v dobé vrcholici zimy - tedy zhruba béhem ledna (Tauber et al., 1986; Hodek,
1996, 2002). Vétsina letnich diapauz je pak v prirodé ukoncovana zménou fotoperiodického
signalu (zkracenim fotoperiody na konci léta). Terminace mé tedy podobu zietelné
ekofyziologické faze, kterd vyzaduje dlouhé obdobi plisobeni termina¢niho faktoru, a béhem
niZ se intenzita diapauzy snizi az na minimdlni Groven, ukon¢i se endogenni blokace vyvoje, a
tim je umoznéno nésledné rychlé obnoveni pfimého vyvoje. Na konci termina¢ni faze se tedy
dosahne fyziologického stavu, ve kterém se muZe ptimy vyvoj rychle obnovit (potencial pro
vyvoj je obnoven), ale pouze pokud to vnéjsi podminky dovoli (realizace potenciadlu = obnoveni

vyvoje ¢ekd az na skute¢ny ptichod ptiznivych podminek).

2.1.3. Post-diapauza

Kviescentni fiaze. ProtoZze zimni diapauza obvykle konc¢i (je terminovédna) v obdobi
vrcholici zimy, vnéj$i podminky nedovoli realizaci vyvojového potencidlu. Dormance tedy i
nadale pokracuje, ale jiz ve formé nizkoteplotni kviescence. Blokaci vyvoje jiz tedy nezpiisobuji
endogenni, nybrz exogenni faktory. K obnoveni pfimého vyvoje (realizaci potencialu) dochazi
aZ po ptichodu ptiznivych podminek, v pfipad€ zimni diapauzy to byva jarni otepleni, v ptipadé

letni diapauzy se miiZe jednat o podzimni srazky.
2.2. Chladova odolnost

V této praci se budu zabyvat relativné vysokou chladovou odolnosti adaptovanych a
aklimovanych druhii, tedy druhli, které pfezimuji za podnulovych télnich teplot béhem
temperatni nebo subpolarni zimy. Stranou tedy nechavam vSechny druhy tropické, jejichz

chladova odolnost je obvykle relativné nizka. Vynechavam rovnéz ty druhy hmyzu, které jsou
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aktivni béhem temperatni zimy, a mezi které patii napt. n€které miry schopné letu i v nizkych

zimnich teplotach (Heinrich, 1993) nebo celd fada druht které aktivné Zziji v subnivalnim

prostiedi nebo v listové opadance za stalych teplot blizkych nule (Hagvar, 2010).

Jednou z dulezitych fenotypickych zmén, jez doprovazeji vstup do zimni diapauzy
(hibernace), je pravé zvyseni chladové odolnosti. Toto zvySeni chladové odolnosti je zptisobeno
dosazeni maximalni odolnosti vii¢i chladu a mrazu je vétSinou potiebné jesté¢ vystaveni
piimému pusobeni nizkych teplot = chladova aklimace (které je tedy paralelni s terminacni

fazi diapauzy).

2.2.1. Zakladni strategie chladové odolnosti

Literatura obecné rozeznava tii zakladni strategie chladové odolnosti hmyzu podle toho,
co se stane s t€lni vodou po poklesu teplot pod bod mrazu (0°C). Jsou ¢tyii moznosti: (1) voda
zustava v kapalném, tzv. podchlazeném skupenstvi (supercooling); (2) voda mrzne, neboli
ptechazi do pevného skupenstvi ledovych krystali (freezing); (3) voda se odpafi (pfejde do
plynného skupenstvi) a nésledné¢ se pfipoji k ledovym krystalkim v okolnim prostiedi
(evaporation, dehydration); (4) maly kapalny zbytek vody po piedchozim mrznuti nebo

dehydrataci projde pfechodem do pevného amorfniho skupenstvi (vitrification).

Strategie podchlazeni (supercooling)

Pro hmyz je typické, Ze neni schopny vyrabét vlastni teplo, tudiz je teplota jeho téla
zavisla na teploté prostiedi. I kdyz je tento odolny hmyz v chladném prostfedi (n€kolik stupnii
pod 0°C), v jejich téle se neformuje led. Hraji v tom roli dva diivody. Zaprvé, latky jako ionty,
cukry, aminokyseliny, proteiny a dal$i rozpustné latky v hemolymf€ snizuji teplotu tani (MP,
melting point) podle koligativniho pravidla: o 1,86°C na 1 osmol/kg rozpusténé latky
(Zachariassen, 1985).

Zadruhé, jakmile se hmyz ochladi na teplotu nizsi nez je teplota tani hemolymfy, tak
poté¢ vstoupi do podchlazené¢ho stavu, ve kterém voda v jeho téle zhstava v kapalném
skupenstvi. Schopnost podchlazeni je normalni fyzikalni vlastnosti kapalné vody. Malé objemy
¢isté vody podchlazuji hluboko pod nulu a k homogenni nukleaci ledu dochazi az pii -38°C
(Angell, 1982, Zachariassen, 1985). Vétsina druhit hmyzu se chova tak, jako by to byly malé
nadobky s vodou, které jsou relativné odolné viici spontannimu promrznuti az do teplot kolem
-20°C. Teplota, pfti které se nakonec vytvoii v organismu led, se nazyva bod podchlazeni (SCP,

supercooling point). K tomu, aby bylo dosazeno takto nizké teploty SCP, musi byt predem

6



splnéna jedna dilezitd podminka: musi byt z téla odstranény tzv. heterogenni nukleatory ledu.
To jsou vSechny latky, které by mohly katalyzovat pfeménu kapaliny v led. Dosud neni zcela
ziejmé, které latky ¢i struktury hraji roli heterogennich nukleatort ledu v hmyzim téle. Jedna se
blize nespecifikované Castice potravy, bakteridlni nukledtory pfitomné v potrave,

necistoty/prach, ¢i fosfatové krystaly v malpighickych trubicich (Rozsypal, 2015).

Aby doslo ke zmrznuti, tak je potfeba nejprve shromazdit relativn€ velky shluk molekul
vody s typickym hexagonalnim uspofadanim ledu — tzv. zarode¢ny ledovy krystal. Velikost
tohoto zarodecného krystalu je zavisla na teploté, dale zde hraje roli viskozita roztoku a také
bilkovinné latky typu AFPs (anti-freeze proteins) ¢i PINs (protein ice nucleators), které budou
podrobné&ji zminény dale v textu. V okamziku, kdy zarodeény krystal ptrekroci Kkritickou
velikost, dojde k rychlému promrzani a do krystalové miizky se pfipojuji dalsi a dalsi molekuly
vody. Béhem tohoto prudkého procesu dochdzi k uvolnéni skupenského tepla mrznuti

(exotermni d¢j), diky cemuz Ize snadno zméftit SCP.

Dosazeni bodu podchlazeni, tedy zmrznuti, je pro vSechny druhy se strategii podchlazeni
bez vyjimky letdlni. Proto se tato strategie alternativné nazyva také "freeze avoidance" —
vyhybéni se zmrznuti. Mortalita je tedy zpusobena piimo tvorbou ledovych krystalt v téle.
Ovsem u mnoha druhti dochazi k mortalité jiz za teplot vyrazné vyssich, nez je SCP. Poskozeni
nizkymi teplotami (pfed dosaZenim SCP) neni dostate¢né prostudovéano. Predpoklada se, ze
béhem poklesu teploty muizou nastat fazové piechody membranovych lipida z tekuté-
krystalinni do gelové faze, kterd je neslucitelnd se spravnou funkci membrany. Co se tyce
stability proteind, tak i zde hraje vyznamnou roli teplota: kolem 0°C dochazi u vétSiny
polymernich proteinii k depolymeraci a za teplot kolem -15°C dochazi u proteint az k chladoveé
denaturaci nativni struktury (Privalov, 1990). Je také dilezité zminit metabolismus, ktery je
zavisly na regulované aktivité enzymi. Pokud ovSem dojde ke sniZeni teploty, tak enzymaticka
funkce riznych proteinli je rtizné sniZena, takZe muze nastat metabolickd nerovnovaha

(,,metabolic disorder*).

Strategie promrznuti (freezing)

Jedinci, ktefi vyuZzivaji tuto strategii, jsou schopni v urcité mite tolerovat mrznuti té€lnich
tekutin. VZdy jde pfedevsim o to, aby se led netvoftil uvniti bunék. Intracelularni zmrznuti je v
kryobiologii povazovéano za bez vyjimky letalni (Lee, 2010). Led vznikajici uvnitf bunck by

narus$il delikatni struktury organel a cytoskeletu a, zejména, diky osmotickému "prisavani"

vody dovniti buiiky béhem procesu mrznuti, by nevyhnuteln¢ doslo k mechanickému prasknuti



buniky. Naproti tomu, vznik ledu v mimobunééném prostoru je tolerovan celou fadou
organismtl, od rostlin az k zivo¢ichlim, véetné mnoha druhti hmyzu (Toxopeus a Sinclair, 2018).
Kdyz se led vytvoii vné buniky, okolni roztok se zkoncentruje (nebot’ pouze molekuly vody se
piipojuji k ledovym krystalim), coz vede k osmotickému "odsavani" vody smérem z cytosolu
do mimobunéénych roztokti. Bunky jsou tedy vlivem extraceluldrniho mrznuti postupné

dehydratovany a jejich objem se zmensuje.

Vétsina druht hmyzu se strategii promrznuti musi zmrznout za relativné vysokych teplot
(tedy blizko pod nulou), kdy se na led nejprve pteméni pouze malé mnozstvi kapalné vody. Pii
dalsim pomalém poklesu teploty (v ptfirod¢ obvyklém) je pomald tvorba ledu doprovazena
osmotickymi pfesuny vody z bun€k ven a zaroven kryoprotektivnich molekul dovnitf bunék.
Proces promrzani je tak prodlouzen a diky tomu je zde €as pro vznik osmotické rovnovahy,
takZe nedojde k osmotickému Soku. Jak je uvedeno vyse, fyzikalni vlastnosti vody — tedy jeji
schopnost podchlazovat, pfimo brani tomu, aby se led tvofil za teplot blizko pod nulou.
Principem strategie promrznuti je tedy aktivné stimulovat tvorbu ledu v mimobunéénych
roztocich. Toho je mozno doséhnout dvéma zplisoby: (1) inokulaci okolnim ledem, (2) aktivitou
specifickych proteinovych nukleatorti ledu (PINs). Prvni zpusob je trividlni a spoléhd na to, Ze
v prostiedi kde hmyz prezimuje (ptida, opadanka, pod ktirou ¢i v prasklinach kiry, atd.) se velmi
bézné vyskytuji krystaly ledu (snih, jinovatka, namraza, zmrzlé pidni roztoky). Tyto okolni
krystaly ledu mohou pomérné snadno pronikat do téla hmyzu a zplsobovat nukleaci jeho
mimobunécnych roztoki jako je hemolymfa ¢i obsah stfeva (Rozsypal a Kost'al, 2018). Druhy

zpiisob bude podrobnéji zminén dale v textu.

Ackoli tedy mnoho druht hmyzu toleruje tvorbu ledu v mimobunéénych roztocich, tak
u vétsiny druhi opét nalézdme spodni teplotni limit (obvykle nékde mezi -5 az -40°C), pod nimz
Jiz pteziti promrzlého jedince neni mozné (Des Marteaux et al., 2019). Opét je velmi tézké
stanovit, co pfesné je pfi¢inou smrti po dosazeni této limitni nizké teploty. Krystaly ledu
postupné rostouci v mimobunécnych roztocich za snizujici se teploty mohou narusit struktury
extracelularni matrix, poSkodit komunikaéni spoje ¢i vazby mezi buiitkami (vodivé spoje,
adhezni a tésné spoje), popiipadé¢ pfimo mechanicky narusit cytoplazmatickou membranu.
Bunécna dehydratace je patrné nejvyznamnéj$im limitem tolerance promrznuti (Rozsypal et al.,
2018). Pokud je zvysSena koncentrace rozpusSténych latek (solutl) uvnitt bun€k, tak nastavaji
dramatické zmény v aktivité proteini a miize dojit az k jejich denaturaci. Postupna dehydratace
nevyhnutelné¢ znamena zmény pH (zvySeni aktivity protontll), iontovych aktivit (zvySeni

koncentraci vsech iontl), snizeni aktivity vody (a tim naruseni Cetnych hydrofilnich interakei),



zvyseni viskozity, snizeni mobility molekul, a celkové zahusténi (crowding) makromolekul a
organel (Muldrew et al., 2004). Nastava také ztrata elektrochemického potencidlu pres bunécné
membrany (Kristiansen and Zachariassen, 2001). VSechny vysSe uvedené negativni vlivy
dehydratace se séitaji a pusobi na jednotlivé makromolekularni komplexy — proteiny,
chromatin, ribozomy, cytoskelet, membrany, apod. VSechny makromolekuly postupné ztraci
svou funkéni konformaci a podléhaji denaturaénim vlivim (proteiny agreguji, lipické
dvojvrstvy membran piechazeji do gelové ¢i hexagonalni faze, fet¢zce DNA se lamou ...). Navic
tésné nahusténi organel muze vést az k fuzovani jejich membran a tim ztraté funkcniho
uspofadani bunky.

Vzhledem k vySe uvedenym drastickym vlivim mrazové dehydratace bunck je s
podivem, Ze existuje né¢kolik malo druht Zivoc€ichii, u kterych nebyla pozorovéna zddné spodni
prahova teplota pro pieziti v promrzlém stavu (Des Marteaux et al., 2019). Mezi tyto extrémné
odolné druhy, které pteziji 1 za teploty kapalného dusiku, patii pravé modelovy druh této prace,

Chymomyza costata (Kostal et al., 2011; Rozsypal et al., 2018).

Strategie dehydratace

Tato strategie byla poprvé popsana u prezimujicich kokont zizal (Holmstrup & Westh,
1994). Pozdg¢ji byla zjisténa u chvostoskoku (Clark et al., 2009) a nyni je povazovana za velmi
roz$ifenou u drobného ptidniho edafonu (Sorensen and Holmstrup, 2011). Pro tyto organismy
je typické, Ze maji malé t€lo a jejich télni povrch je vysoce propustny pro vodu. Princip strategie
je nasledujici: po vzniku ledu v ptdnich prostorech je parcialni tlak vodni pary nad ledem niZsi
oproti tlaku vodni pary nad osmoticky aktivni podchlazenou vodou, vyskytujici se v kapalném
stavu v organismu. Diky vysoké propustnosti kutikuly se télni voda rychle odpafi a je pfipojena
k ledovym krystalkim v okoli. Diky tomu je organismus rychle dehydratovan, jeho télni

roztoky jsou zahustény a nedojde tudiz k promrznuti.

Druhy spoléhajici na tuto strategii jsou tedy sice zbaveny nutnosti udrzovat homeostazu
bunék za velmi nizkych teplot (tak, jako to museji délat podchlazujici druhy), ¢i vyrovnat se s
nasledky ledové krystalizace (tak, jako to museji d€lat promrzajici druhy), ale zato musi piezit
nékdy témeét uplnou ztratu vody (anhydrobioticky stav). Tim se vlastné strategie dehydratace

velmi podoba strategii promrznuti.

Strateqgie vitrifikace

Nejednd se vlastné o samostatnou strategii, jako spiS o moznost dal§iho fazového

pfechodu vody po piedchozi dehydrataci, at’ uz vlivem promrznuti nebo ztratou vody po



evaporaci. Ztrata vody a zahusténi roztokid vedou k jejich vyssi nachylnosti k tzv. skelnému
fazovému piechodu. Jde o termodynamicky piechod z kapalné do pevné faze, ovSem bez
krystalizace a bez uvolnéni tepla. Vytvaii se amorfni pevna faze (biologické sklo s
mechanickymi vlastnostmi podobnymi spise gum¢). Makromolekuly, organely a dalsi struktury
jsou tak jakoby "zachyceny" ve svych pivodnich konformacich a na svych ptivodnich mistech
— obklopeny a chranény amorfni strukturou biologického skla. Vitrifikace byla u hmyzu piimo
pozorovana pouze ve dvou ptipadech: u dehydratované larva arktického brouka (Sformo et al.,

2010) a dale u promrzlé larvy C. costata (Kostal et al., 2011; Rozsypal et al., 2018).

Strategie vitrifikace je rovnéz Siroce vyuzivana pii praktické kryokonzervaci. Timto
zpusobem jsou mikroorganismy, rostlinné tkan¢, nékteré sav¢i buiky, nebo néktera hmyzi

embrya skladovany v kapalném dusiku (Fuller et al., 2004).

2.2.2. Fyziologické mechanismy ochrany hmyzu p¥i nizkych teplotach

Ochranu hmyzu pfi nizkych teplotach je dtlezité chapat jako slozity adaptivni komplex,
na kterém se podili cela fada jednotlivych fyziologickych zmén, jez souviseji jednak se vstupem
do diapauzy a dale s chladovou aklimaci. V dal§im textu postupné zminim zdkladni mechanismy

souvisejici s chladovou odolnosti hmyzu.

Synchronizace sezdénniho cyklu s vyvojovym cyklem

Druhy hmyzu, které jsou schopné siln¢ zvySovat troven chladové odolnosti v pribchu
roku obvykle maji cely sviij Zivotni cyklus synchronizovany v radmci sezonniho prabéhu klimatu
— neboli maji schopnost vstupovat do sezénni diapauzy — viz kapitola 2.1 (Denlinger, 1991;
Hodkova & Hodek, 1997). Vstup do diapauzy spolu s metabolickou supresi znamena jisté
zvySeni chladové odolnosti, ale maximalni chladovou odolnost 1ze dosahnout aZ s naslednou
chladovou aklimaci. Moznost jit do chladové aklimace je typicka hlavné pro jedince, kteti se
jiz predtim dostali do dormance (pfedevsim diapauzniho typu) (Slachta et al., 2002a, b;
Denlinger, 1991).

Voda a iontova homeostaza

Pro jedince, ktefi jsou schopni pfezit v podchlazeném stavu, je typické, Ze jsou plné
hydratovani. Tito jedinci se musi chranit pfed ztratou vody. Kvili tomu jsou pro diapauzu a
chladovou aklimaci podchlazujicich druhi typické zmény kutikularnich lipida a obecné zesileni
kutikuly jakozto bariéry proti ztratdm vody a snad také praniku ledu (Hadley, 1994). Ztrata

vody béhem respirace je omezena metabolickou supresi typickou pro diapauzu, dale supresi
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vyvolanou nizkymi teplotami, ptip. nékdy i diskontinudlnim dychanim (Chown a Davis, 2003).
Také miize nastat situace, kdy dojde ke zvyseni podilu tzv. vazané vody oproti tzv. volné vodé.
Tato situace je zpiisobena akumulaci polymerti, konkrétné glykogenu a zasobnich bilkovin, a
dale akumulaci nizkomolekularnich kryoprotektantii, vyskytujicich se v télnich tekutinach.
Voda ,,vazana“ v hydratacnich obalech zminénych struktur pak neni dostupna pro krystalizaci
ledu (Block, 2002). Pro hydratovany stav je dulezitd urcitda metabolicka aktivita a s tim
souvisejici elektrochemické potencidly na membranach a epitelech. Jedinci, ktefi piezivaji
V podchlazeném stavu, musi stale udrzovat elektrochemické potencialy. Naproti tomu jednici,
kteti prezivaji v promrzlém stavu, tyto potencialy rychle ztraceji a musi je tedy umét rychle

obnovit nasledné po rozmrznuti ledu.

Metabolismus a jeho suprese

Chladova aklimace je vZdy doprovazena metabolickou supresi jako disledek zpomaleni
enzymatické kinetiky ptisn€ zavislé na teploté. Nékdy je vSak tato suprese jeSté vyssi nez
ofekavana podle pravidla Qio (Hochachka 1986). To se d&je diky uplnému zablokovani
nékterych procesti (misto pouhého snizeni jejich rychlosti). I béhem hluboké metabolické
suprese je ovSem nutné, aby procesy, které generuji a spotiebovavaji energii ve formé¢ ATP,
byly v rovnovaze. Jedna se predevs§im o regulaci béhem produkce ATP (glykolyza a oxidativni
fosforylace). Hlavni roli v této regulaci hraji kaskady enzym (kinazy a fosfatazy), hormony a
modulatory. Také se zde uplatiiuje vliv nizsi transkripce genti kodujicich kli€¢ové energetické
enzymy jakozto disledek vstupu do diapauzy. Nékteré specifické metabolické drahy ovSem
zustavaji stale aktivni i pfesto, ze je celkovy metabolismus utlumen. Tyto drahy jsou totiz
diilezité pro biosyntézu nizkomolekularnich kryoprotektanti. Komplex enzymt nutnych pro
tuto biosyntézu je ale casto modifikovan, a nékdy dokonce stimulovéan, nizkymi teplotami u

jedincii v diapauze (Kost’al et al, 2004a).

Prestavba biologickych membran

Vstupem do diapauzy a nasledné béhem plsobeni nizkych teplot dochazi v membranach
ke zménam ve sloZeni fosfolipidii a diky tomu dojde u membran k chladové aklimaci (Cossins,
1994). Charakteristickymi zménami jsou pfedevsim tyto: desaturace mastnych kyselin (vyssi
zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidech); zkraceni fetézcli mastnych
kyselin; vyS$si zastoupeni etanolaminu oproti cholinu v molekulach fosfolipid. VSechny tyto
zmény ovlivituji "tekutost" (fluiditu) membrany a teploty fazovych prechodii membrany.

Udrzuje se optimalni fluidita pro funkci membranovych proteint a brani se neregulovanym
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prechodiim do gelové nebo hexagonalni faze membrany (Kostal, 2010). Aklimované membrany
jsou potom stale schopné plnit svoji funkci a také je zabranéno poskozeni dehydrataci spojenou

s promrzanim (Hazel, 1997).

Chaperoniny a antioxidanty

Tyto dva systémy jsou aktivni ve vétSiné stresovych situaci. Jejich aktivita vzrista také
behem vstupu do diapauzy a dale po chladové aklimaci a to jak u podchlazujicich (Rinehart,
2000) tak 1 u promrzajicich druhti hmyzu (Des Marteaux et al., 2019). Chaperoniny (pfedevsim
proteiny typu "heat shock proteins") jsou schopny navazat se na jiné proteiny, které byly
poskozeny chladem ¢i mrazem (nizkou teplotou ¢i dehydrataci) a ¢asteéné denaturovany. Po
navazani je doprovazeji ("chaperoning") bud’ k opravé nebo k degradaci v proteasomovém
systému. Antioxidanty poméhaji inaktivovat reaktivni ¢astice kysliku, které se mohou hromadit
pti zménach teploty ¢i hydratace a mohly by ohrozovat struktury makromolekul jako je DNA,

proteiny ¢i nenasycené lipidy v membranach.

Makromolekularni (proteinové) kryoprotektanty

Obecné se jednd o specifické latky, které hmyz akumuluje pied zimni sezonou, a které
néjakym zplsobem ovliviiuji fazové chovani vody pii snizujici se teploté (viz kapitola 2.2.1).

Bud’ inhibuji nebo naopak stimuluji tvorbu ledovych krystali:

AFPs (,,anti-freeze-proteins®) jsou schopné adsorpce na vznikajici zarode¢ny krystal
ledu a potlaceni jeho rlstu (brani pfipojovani dalSich molekul vody). Tim je krystalizace
inhibovana, oddalena o pfiblizné -2 az -8 °C a takto je relativné stabilizovan termodynamicky
nestabilni stav podchlazeni. Aktivita AFPs byla zjiSténa také u nékterych druhd hmyzu
spoléhajicich se na strategii promrznuti. Funkce AFPs u téchto druhli spoc¢iva pravdépodobné

Vv zabranéni rekrystalizace (splyvani menSich ledovych krystali a tvorba vétSich) (Duman,
2001).

Princip funkce kryoprotektivnich PINs (,,protein-ice-nucleators®) spociva v katalyze
krystalizace vody. PINs tvofi vhodny povrch, na kterém se molekuly vody orientuji do
krystalové ledové miizky (Zachariassen & Kristiansen, 2000) a krystaly ledu se tak tvofi za
relativné vysoké teploty (blizko nule). Aktivita PINs timto zpisobem zamezuje nezddoucimu

podchlazeni (které je normalni fyzikalni vlastnosti vodnych roztoki) a stimuluje se tak mrznuti.
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Nizkomolekularni kryoprotektanty

Mezi kryoprotektanty hmyzu patii hlavné cukry, zejména glukéza, fruktdza a trehaloza
a dale od nich odvozené polyoly (glycerol, ribitol, sorbitol, myoinositol a dalsi) (Storey a Storey,
1991). Mezi latky s kryoprotektivnimi funkcemi dale patii také volné aminokyseliny, napf.
prolin, glutamin, alanin a dal$i (Kostal et al., 2011, 2012). Cukerné latky jsou vétSinou
syntetizovany ze zasobniho glykogenu v béznych reakcich glykolyzy a pentézového cyklu.
Glycerol miize rovnéZz vznikat pii odbourdvani zasobnich triglyceridi (Storey a Storey, 1991).
Aminokyseliny mohou vznikat pii odbouravani peptidickych fetézi a v naslednych

transaminacnich pfeménach.

Latky, které se uplatnuji jako hmyzi kryoprotektanty bézné nachazime i u mnoha jinych
organismu, kde se hromadi v souvislosti s jinymi stresovymi faktory z prostfedi nez je pouze
vliv nizké teploty. Naptiklad pti dehydrataci (obdobi sucha), zménach osmotickych podminek
(zasoleni, pfesun ze slané do sladké vody), zvyseni teploty (pfehtati), oxidativnim stresu
(ptisobeni nadmérmného mnozstvi volnych radikal) anebo dokonce behem zmény
hydrostatického tlaku (adaptace pro Zivot v hlubokém oceanu) (Yancey et al., 1982). Tyto latky
maji totiz obecné& cyto-protektivni vlastnosti. Jsou velmi dobie rozpustné ve vodé a naopak
nevytvareji pfili§ silné interakce s proteiny a jinymi makromolekulami a tim padem mayji
relativné nizkou toxicitu 1 za vysokych koncentraci. Moznost akumulovat tyto latky ve
vysokych koncentracich je pfedurcuje do role osmoprotektantd — tedy latek, které jsou
vyuzivany pro balancovani osmotickych tlakti vznikajicich pfi ztrat€ vody z organismu (sucho,
zasoleni, mrznuti) nebo naopak pifi vniknuti vétsiho mnoZstvi vody dovnitf organismu
(rehydratace, pfesun ze slané¢ do sladké vody, rozmrznuti). N4s ovSem zajimaji tyto latky
ptedevsim v souvislosti s chladem (nizkou teplotou) a mrazem (krystalizaci vody a naslednou

mrazovou dehydrataci bunék).

Relativné nizké koncentrace kryoprotektantli nachédzime u aktivnich vyvojovych stadii
hmyzu a u nediapauznich jedinci. Zde tyto latky maji své bézné metabolické role. Trehaldza je
naptiklad obvyklym zasobnim cukrem v hmyzi hemolymf¢ (Reyes-DelaTorre, 2012), glycerol
je zékladnim stavebnim kamenem metabolismu lipidli, aminokyseliny jsou stavebnimi kameny
bilkovin. Nékteré latky mohou mit i dalsi specifické funkce. Naptiklad metabolismus prolinu
(tzv., prolinovy cyklus) generuje volné elektrony, které maji signalizacni funkce v regulacich
proliferace bunék a bunécné smrti (Phang, 2015). Prolin 1 trehal6za mohou byt antioxidanty
(Reyes-DelaTorre, 2012). Nizkomolekularni kryoprotektanty se Casto zacinaji akumulovat

dlouho pied prichodem zimy, jiz diky sezénni zmén¢€ vyvojového programu, tedy pii vstupu do
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diapauzy. Nekdy ovsem je pii vstupu do diapauzy pouze pozménén enzymaticky aparat tak, aby
byl pozdé¢ji pripraven reagovat na chlad. Béhem chladové aklimace, zejména poté, co je dosazen
specificky teplotni prah (obvykle pod +5°C), pak dochazi k prudké biosyntéze a akumulaci
kryoprotektantt (Storey a Storey, 1991).

Kryoprotektivni funkce jednotlivych kryoprotektanktii se 1isi podle toho, kterou strategii
chladové odolnosti (viz kapitola 2.2.1) ten ktery druh ¢i jedinec hmyzu voli. Podchlazujici druhy
vyuzivaji akumulace kryoprotektantli k oddaleni mrznuti. Cim vy$§i je koncentrace
nahromadénych kryoprotektanti, tim nizs$i je SCP (koligativni zdkon). Byly pozorovany
koncentrace dosahujici az molarnich fadt: SM glycerol u vosi¢ky Bracon cephi (Salt, 1961),
3M etylenglykol u lykozrouta Ips acuminatus (Gehrken, 1984). Pii takto vysokych
koncentracich jsou télni tekutiny velmi viskdzni, mobilita molekul vody je silné¢ omezend a
mrznuti je témef vylouceno i1 za teplot velmi hluboko pod bodem mrazu (Lee, 2010).
Promrzajici druhy nemaji zéjem zvySovat kapacitu pro podchlazeni, presto vSak velmi Casto
akumuluji kryoprotektanty. U téchto druht pfevazuje stabilizacni role kryoprotektanti, které
ucinng chrani funkéni (nativni) konformaci proteini a biologickych membran — naptiklad brani
denaturaci proteinti vlivem chladu a zejména vlivem mrazové dehydratace (Bolen and
Baskakov, 2001). Kromé toho nahromadéné kryoprotektanty zvySuji osmolaritu roztoku, tim
omezuji mnoZstvi vytvotren¢ho ledu, a tim také sniZzuji rovenl mrazové dehydratace bunck. Za
dané teploty je mnozstvi ledu vytvofeného v roztoku bez kryoprotektantu vzdy vySsi nez v
roztoku s kryoprotektantem (Meryman, 1971). Po silném zahusténi roztoku (at’ uz vlivem
vysoké akumulace, mrznuti nebo dehydratace) mohou kryoprotektanty stimulovat ptechod

nezmrzlého zbytku roztoku do amorfni faze biologického skla (Rudolph and Crowe, 1986).

Trehaloza méa navic jednu specifickou roli pfi silné dehydrataci bun€k. Molekuly
trehal6zy se velmi dobfe svym tvarem a velikosti hodi k tomu, aby zastoupily mizejici molekuly
vody z hydratac¢nich obalt fosfolipidickych dvojvrstev neboli membran. Tim je zabranéno
kolapsu dehydratované membrany do hexagonalni faze a zaroven jsou tak dvé oddélené

membrany chranény pred vzajemnym fizovanim pii nahusténi organel (Crowe, 2007).
2.3. Modelovy organismus

Modelovym druhem této prace je muska Chymomyza costata pattici do tfidy Hmyz
(Insecta), fad Dvoufidli (Diptera), celed’ Octomilkoviti (Drosophilidae). Tato muska je relativné
blizkou pfibuznou octomilky Drosophila melanogaster, coz je jeden z nejznaméjsich a nejvice

prozkoumanych modelovych organismli soucasné biologie. Pro nasi praci neni ovSem D.
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melanogaster vhodnym cilovym objektem (slouzi piedvs§im jako srovnavaci systém), jelikoz se
vyvinula v tropickém pasmu, neni tak odolna vici chladu a ma nizkou schopnost chladové
aklimace (Kostal et al.,, 2011 PLoS). Naproti tomu, C. costata se vyskytuje v oblastech
chladnéj$iho mirného pasu az po subpolarni oblasti. Dosp¢lé musky jsou aktivni predevsim na
jare a v 1été, kdy vystidaji zhruba 2-4 generace. V laboratofi, kde je teplota 18°C, potiebuje
jedna generace pro cely svij vyvojovy cyklus piiblizné jeden mésic. Larvy C. costata ziji
pravdépodobné pod kiirou padlych stromt (ve skutecnosti nebyly larvy tohoto druhu dosud v
piirod¢ pozorovany, ale larvy ostatnich druhti rodu Chymomyza byly nalezeny pravé pod ktirou
padlych stromtl). Larvy se zivi tlejicim lykem a pod ktirou padlych stromti také patrné prezimuji.
Jejich mikrohabitat je tedy obvykle vlhky az mokry, coz mé zasadni dasledky pro strategii

chladové odolnosti.

Ptezimujicim staddiem u C. costata je larva tietiho instaru s ukonéenym zirem a ve své
finalni velikosti (nékdy také nazyvana jako stadium prepupy — predkukly). Tyto larvy vstupuji
koncem léta do diapauzy pod vlivem kratkého dne a snizujici se teploty. Kriticka fotoperioda je
14 h svétlo : 10 hodin tma (Kost’l et al., 2016). Fotoperiodicky signdl je vinimén patrné pomoci
neurondlni sité€ biologickych hodin a je ddle transformovan na zménu hormonalniho prostiedi.
Nesyntetizuje se zékladni vyvojovy hormon ekdyzon, neboli svlékaci hormon, (Stehlik et al.,
2008; Poupardin et al., 2015). Diapauzni larva se tedy nevyviji, jeji imaginélni tercky nerostou
a buniky v nich nediferencuji (Kostal et al., 2009). Diapauzni larva nepfijima potravu, nehybe
se a ma tudiZ pomaly metabolismus, ktery neni zaméfen primarné na vyrobu energie a podporu
rychlého ristu (jako u aktivni larvy) nybrZ na udrZzovani zakladni homeostazy bunék, organii a
celého organismu. Zasadni zména Zivotniho stylu (aktivita — diapauza) je podminéna hlubokou
zménou genove transkripce tykajici se veétSiny metabolickych i regulaénich drah (Kostal et al.,
2017).

Diapauzni larvy na podzim prochézeji chladovou aklimaci. Postupné sniZovani teploty
vede k dalSi sérii transkripCnich a biochemickych zmén (Kost'al et al., 2017). Metabolicka
rychlost je nizkou teplotou siln€ snizend, ale dokud jsou télni tekutiny v kapalném stavu, larva
musi udrZzovat zékladni homeostazu bunék, tedy napiiklad udrZzovat stalou bilanci
ATP/ADP+AMP, staly i kdyz relativné nizky obrat proteind, a staly elektrochemicky potenciél
na membranach (Kostal et al., 2004). Jednou z vyznamnych fenotypickych zmén spojenych se
vstupem do diapauzy a s chladovou aklimaci je zvySeni chladové odolnosti. Piezimujici larvy
maji pomérné nizky bod podchlazeni. Primérna hodnota SCP je -16,5°C u aktivnich larev a -

21,5°C u diapauznich larev (Kostal et al., 2011). Diapauzni larvy mohou pfezit v silné
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podchlazeném stavu az do teploty SCP, ale nasledné promrznuti za teploty SCP je pro né€ bez
vyjimky letalni (Enomoto, 1981). Na prvni pohled by se tedy zdalo, ze hlavni strategii larev je

podchlazovani. OvSem je tieba si uvédomit, ze mikrohabitat ptezimujicich larev je vlhky az

mokry, tedy siln€ nachylny k vytvaieni ledovych krystali za podnulovych teplot. Tyto okolni
ledové krystaly velmi snadno pronikaji ptes kutikulu hmyzu a inokuluji ledem jeho télni
tekutiny — hemolymfu a stfevni obsah (Rozsypal et al., 2018 JEB; Rozsypal and Kost’al, 2019
JIP). Larvy C. costata jsou tedy velmi nachylné k inokulaci ledem a pokud promrznou za teplot
jiz nehluboko pod nulou (okolo -2°C) a pokud se teplota snizuje velmi pomalu (pomaleji nez
0,1°C / min), pak zmrznuti preziji (Shimada, 1988). V ptirod¢ larvy tedy voli spiSe strategii
promrznuti po inokulaci okolnim ledem. VSechna volné voda postupné promrzne po dosazeni
teploty kolem -10°C. Tehdy je 67,9% veskeré télni vody pfeménéno na led (Rozsypal et al.,
2018 JEB). Zbytek vody (vazana voda) je nekovalentné vazan vodikovymi miistky na rizné
nabité Castice (anorganické ionty, metabolity, makromolekuly) a je relativné nedostupny pro
mrznuti. VSechen led se tvoii v extracelularnim prostoru (Kostal et al., 2011). Protoze velka
cast kapalné vody se pfeménila v led, zbyly roztok se siln¢ zahustil a osmoticky odsal vodu
zevnitf bunék — doslo tedy k mrazové dehydrataci bunék. Jestlize teplota dale klesa pod -10°C,
mnozstvi ledu se jiz dale nezvysuje, ale zbyly nepromrzly, siln€ husty roztok miiZe projit dalsSim
fazovym prechodem — yvitrifikaci, neboli "zasklenim". To se odehraje v rozmezi teplot -20°C
az -30°C (Rozsypal et al., 2018). Po zaskleni se larva stava extrémné odolnou vic¢i mrazu. Je
mozné ponofit ji do kapalného dusiku (-196°C), opét ji rozmrazit a larva piezije, dokaze se
zakuklit a pfeménit se na plné plodného dospé€lce (Kostal et al., 2011). Larvy C. costata jsou
tak jednim z mala organismtl, jez dokazi piezit v kapalném dusiku bez ptedchoziho vysuseni
organismem extrémni tolerance k promrznuti (Kostal et al., 2011; Rozsypal et al., 2018; Des
Marteaux et al., 2019).

Kli¢ovou adaptaci larev C. costata, jez umoznuje jejich extrémni toleranci k promrznuti,
je schopnost akumulovat nizkomolekularni kryoprotektanty. Schopnost akumulace je vyvinuta
pouze u diapauznich larev (nikoli u aktivnich) a je vazana na proces chladové aklimace (Kost'al
et al., 2011; Rozsypal et al., 2018). Larvy akumuluji zejména prolin (max. 313 mmol/kg télni
vody), dale trehal6zu (max. 108 mmol/kg t€lni vody); glutamin (max. 55 mmol/kg télni vody);
asparagin (max. 28 mmol/kg télni vody), a betain glycinu (max. 10 mmol/kg télni vody)
(vSechna data pochazeji z dosud nepublikované metabolomické studie: Moos and Kost'al,

nepublikovana data). Kromé toho se silné¢ méni koncentrace mnoha dalSich latek, ale jejich
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hladiny zGstavaji na sub-milimolarnich hodnotach a tudiz je jejich kryoprotektivni vliv
nepravdépodobny. VSechny kryoprotektanty byly nalezeny nejen v hemolymf€ ale prakticky ve
vSech organech diapauznich a chladové aklimovanych larev (Moos and Kost’al, nepublikovana
data). Umélé zvyseni hladin prolinu a dalSich kryoprotektanti v téle aktivnich larev C. costata
dramaticky zvysilo jejich chladovou odolnost a také navodilo schopnost ptezit v kapalném
dusiku (Kost’al et al., 2011). Jednoducha metoda krmeni larev na diet¢ obohacené prolinem, ¢i
jinym kryoprotektantem, se dokonce osvédcila i pro markantni zvySeni chladové odolnosti u
larev tropické octomilky D. melanogaster (Kost’al et al., 2012; Kostal et al., 2016). Pfirozené
se vyskytujici kryoprotektanty, jako je prolin, se tak jevi jako mozna ndhrada za syntetické a
relativng silné toxické kryoprotektivni latky, jako jsou dimetyl sulfoxid a etylén glykol, které
jsou bézné dosud vyuzivany v kryobiologické praxi pro zamraZzovani zvifeciho i lidského
Spermatu, vajic¢ek, dalSich bunék, tkaiiovych $tépli a v budoucnu snad i celych organti (Zhang
et al., 2016). Dalsi studium kryoprotektantii u C.costata miize tedy pfispet nejen k rozsireni
poznani, ale mize mit i velmi praktické disledky. Cilem této prace je pravé rozsifit znalosti o

metabolismu kryoprotektant(i u C. costata.

17



3. Cile prace
Hlavni cile prace jsou tyto:

3.1. Prakticky zvladnout komplexni metodiku analyzy relativni ¢etnosti vybranych

genovych transkripti.

Tato metodika je Siroce vyuzivana jako zékladni analyticky ndstroj v mnoha

zdravotnickych, veterinarnich, environmentalnich a policejnich laboratofich.

3.2. Stanovit relativni ¢etnost vybranych genovych transkripti C. costata, jeZz

koduji klicové enzymy a transportni proteiny souvisejici s metabolismem trehalézy.

Trehal6za je jednim z potencidlnich kryoprotektantii C. costata, ktery se hromadi po
vstupu do diapauzy a ndsledné chladové aklimaci. Zména relativni ¢etnosti transkriptii by mohla
napomoci odhalit metabolické drahy, které se aktivizuji v souvislosti s fenotypickou proménou

larvy — se zvySenim jeji chladové odolnosti a dosazenim schopnosti ptezit v kapalném dusiku.

3.3. Porovnat vysledné zmény v transkriptomu se znamymi zménami Vv

metabolomu (Moos and Kost’al, nepublikovana data).

Findlnim vystupem bude mapa metabolismu trehalozy, kterd bude nazorné ukazovat

aklima¢ni zmény v transkripci gent a zdroveil akumulaci metabolitt (trehaldzy).

18



4. Material a metodika

4.1. Metabolomicka analyza

Metabolomicka analyza nebyla pifimo pfedmétem této bakalaiské prace, ale byla
provedena v laboratofi Skolitele na vzorcich larev odebiranych paralelné se vzorky odebiranymi
pro analyzu genové exprese. Jednalo se o necilenou analyzu nékolika tisic neidentifikovanych
latek (komponent) pomoci kombinace kapalinové chromatografie na koloné hydrofilnich
interakci (HILIC) a hmotnostni spektrometrie (ESI-MS) (Moos and Kostal, nepublikovana
data). Nasledn¢ byla provedena statistickd analyza ziskanych dat a ty komponenty, jejichz
vysoké koncentrace silné korelovaly s extrémni toleranci promrznuti (aklimac¢ni varianta SDA)
byly identifikovany. V souladu s pfedchozimi znalostmi ziskanymi z cilenych
metabolomickych analyz (Kost’al et al., 2011; Stétina et al., 2018; Rozsypal et al., 2018) bylo
potvrzeno, ze dominantnimi metabolity spojenymi s SDA variantou jsou: prolin, glutamin,
asparagin a trehaldza. Necilena analyza odhalila nékolik dalSich latek, jez by mohly byt soucasti
kryoprotektivniho "koktejlu" C. costata (napf. betain glycinu, prolyl-prolin, glycerofosfocholin
ad.).

Skolitelem mi byla zadana jedna z latek z kryoprotektivniho koktejlu — trehaléza.

Zjednodusena metabolicka mapa trehaldzy je uvedena na Obr. 1.

1 Late diapause (SD11 vs. SD6)

/‘ # Trehalose \0
Glucose

-
9
23 _ Trehalose 6-P
Glucose 6-P Glycogen
4 5 6 Glucose 6-P
7
6-P-Gluconolactone UDP glucose
Glucose 1-P
12
Lactate 15
6-P-Gluconate
s Pyruvate TCA - o-KG

14 Ribose 5-P
Purine, Pyrimidine
Ribulose 5-P metabolism

Obr. 1: Zjednodusena metabolickd mapa trehaldzy.

Tato zjednodusena mapa Vychazi z komplexni mapy uvedené v KEGG (Kyoto

Encyklopedia of Genes and Genomes) (Obr. 2).
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Obr. 2: KEGG Schéma metabolismu trehalozy. Zelené jsou vyznaceny lokusy, které

jsou znamy u Drosophila melanogaster. Cervené je vyzna¢ena pozice trehaldzy.

Na metabolickém schématu je celkem 14 latek, jejichz relativni koncentrace (plochy
chromatografickych peakil) byly porovnany u jednotlivych aklimacnich variant larev. Vysledek
je uveden v diagramatické tabulce (Tab. I). Hodnoty ploch peakli jsou provnany pomoci
tiibarevné Skaly (heatmapa, funkce Excel), kde Cervend pole oznacuji maximalni hodnotu,

modré pole znaci minimalni hodnotu, a bila pole jsou blizko stiedni hodnoty (50% percentil).

Tab. I: Relativni koncentrace u jednotlivych aklimacnich variant larev.

formated as a whaole matrix:
tribarevna Skila
percentil: 50

metabolites:
LC/GC peak area

Glucoze
Glecose &P
Elwooze 1-p

UDF glecoss
Trehalose &-F
Trehaloze

Fyruvates

Lactate
alpha-Ketoglutarate
Gluconolactone-6-F
Gluconate-5-F
Ribuloze-5-P
Riboze-5-P

Riboze

LD3 S0 =D6 S010 SDa1D

1,84E+08 1,B1E+0B 14BE+0E 1,7E+08 1,3E+0B
1,63E+08 1,28E+0E 1,04E+0E 1,44E+08 1,41E+0B
1057522 93BEYEZ 24451073 45807755 37518661

1,A3E+00 1,43E+00 1,56E+00 1,55:-:+09-

16650660 1RI0S5EE 14322900 20214371 BET4646
SFTTIETS 945910207 43237193 44005445 25771554
5,04E+0E 5,61E+0E 5,11E+0E 4,71E+0E 2,S5E+08

SO70ART 10104518

20E0DDER 25734257 BETESSES 203E57BOE 21633516




Heatmapa jasn€ naznacuje, Ze dominantnim metabolitem je trehaldza, jejiz koncentrace
systematicky roste s pfechodem larev do diapauzy (LD3 — SD3) a dale zejména s chladovou
aklimaci diapauznich larev (SD6 — SD10). Naproti tomu koncentrace trehalozy zlstava témert

beze zmény pii pouhém udrzovani diapauzy za relativné vysoké teploty (SD3 — SD6 — SD10).

Metabolicka mapa (Obr. 1) zaroven ukazuje enzymatické a transportni drahy (Sipky). U
kazdé Sipky je Cislo (1 — 15), které kéduje zodpovédny enzym ¢i transportni systém. Ve
spolupraci se Skolitelem jsem pro kazdy enzym ¢i transport (1 — 15) nasla kodujici gen (CG....)
u Drosophila melanogaster pomoci databazi KEGG a FlyBase. Nasledn¢ jsme pomoci nastroje
Blast (Geneious) nasli ke kazdému genu D. melanogaster nejlépe odpovidajici sekvenci z
transkriptomické databaze C. costata (Seq... nebo comp....) (Poupardin et al., 2015). Na této
sekvenci C. costata jsme poté nasli vhodny par oligonukleotidovych primeru (fukce Geneious)
pro RT-qPCR. Primery byly voleny tak, aby produkovaly relativné kratky amplikon (max. 200
pari bazi), a to uvnitt kdédujici sekvence genu, ale zaroven v té ¢asti sekvence, ktera neni piilis
konzervativni (ktera koduje katalytické misto ¢i obvykly DNA motiv, ktery se mize vyskytovat
v mnoha riznych genech). Jinymi slovy, snazili jsme se primery umistit na unikatni Cast
sekvence. Zaroven jsme volili primery s relativn€ vysokou teplotou tani (Tm = 61°C), tak, aby
byla zajisténa vysoka specificita PCR reakce. Seznam vsech sekvenci Drosophily, Chymomyzy

a také sekvence ptisluSnych primert jsou uvedeny v Tabulce II.

Tab. I1: Sekvence Drosophily, Chymomyzy a sekvence piislusnych primert.

No.  Drosophila gen name, CG Chymomyza Seq ID Forward primer Reverse primer
TARGET genes
1 Glucose transporter 1, CG43946 Seq17 CcGlut F1 GTTGCGTCCGCCACTGATTA CcGlutR1 AGCTCATGAACAGCGACGTG
2 Hexokinase A, CG3001 5eq2286 Cc HexA F1 TGTGCTGAATACGCGTGGTC CcHexAR1 GCTTAGACCCAGCTCCTCCA
3 Hexokinase C, CG8034 Seqs3173 CcHexCF1 GGAACGTGTGGAGTGCGTAG CcHexCR1 GTGCGCAAAAAGTCCAGCTG
4 1 P CG12529 comp36235 CczwF1 ACACAGGGTCGTGGTGGTTA CczwR1 GGTTTCTCCATGGCCACCAG
5 Phosphoglucose isomerase, CG8251 5eq93285 CcPgi F1 CCGGTGACAGTTGATGGACG CcPgiR1 GCGCCATACTCCAGAGAGGA
6 Glycogen phosphorylase, CG7254 comp33345 CcGlyP F1 ACTGCCACGTCACTTGCAAA CcGlyPR1 TGATGCGCTTGTCACCATCC
7 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase, CG4347 comp33503 CcUGP F1 ATGTCACTTTCGGACGTGGC CcUGP R1 GCGCATGTTTCCGGACACTA
8 Trehalose-6-P synthase 1, N/terminus, synthase activity, CG4104 5eq83280 CcTps F2 GGTCTTGTTACGGCCGTCTG CcTps R2 CCAAGTGTATGCCAGGCCAG
9 Trehalose-6-P synthase 1, C-terminus, phosphatase activity, CG4104 5eq83280 CcTPS F1 ATGGTGGAAAAGGCGCGTAG CcTPS R TIGATGCGCTCGTTCCAGTC
10 Trehalose transporter 1-1, CG30035 Seq3s6 CcTretF1 CGCGGCACTTTGGGTCTATT CcTret R1 GCAACGCGCTACCCAAAAAG
11 Trehalase, CG9364 Seq56437 CcTreh F1 ACCTACGGACTGGAAGGAGC CcTreh R1 GTCGACGCCCCATTGCTTTA
12 Gluconolactone hydrolase, CG17333 5eq56302 CcGLHFL CGCCACCAGAACGCATAACT CcGLHRL GCAACTGAGCATCCGACTCC
13 Gluconate dehydrogenase, CG3724 comp35923 CcPgd F1 GTTCTCCTTGGCAGCCTCAC CcPgd R1 CCGCCCAGTGTCGCTAATTT
14 Phosphopentose isomerase, CG30410 comp42273 CcRpi F1 GGGAACACGAGCCATTGGAG CcRpi RL AAAAGATCGCTGCGTCTGGG
15 lactate dehydrogenase, CG10160 Seq80328 CcLDHFL CGTCAAAAGGAGGGCGAGTC CcLDHRL ATCGGGGCTGTATTCCACCA

REFERENCE genes
RpL11, CG7726 5eq79097 CcRpL11F1 GCTACACTGTGCGCTCCTTT CcRpL11R1 TCAACTCGTATTCGCGCACC

RpL19, CG2746 comp25181 CcRpL19F2 CGCGCTTGTTCTTGAACACG CcRpL19R2 CGTCACTGCGGATTCGGAAA
RpL32, CG7939 comp14494 CcRpL32F1 ATGCCAAGCTGTCGCACA CcRpL32R1 GAAGCCAGTGGGGAGCAT
RpS11, CG8857 Seq79068 CcRpS11FL GTGAAACCCGGCATCACCAA CcRpS11R1 GCGTACAATGCCGGTCAGAA
RpS27A, CG5271 5eq58622 CcRpS27A F1 TGGTCGCACTCTATCCGACT CcRpS27A R1 TCTTGCGTTTCTTGGCACCA

Az potud jsem postupovala ve své praci pod ptimym dohledem $kolitele a nésledujici

kroky (od odebirani vzorka aklimovanych larev) jsem jiz provedla sama.
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4.2. Laboratorni aklimace larev

Pro experimenty jsme pouzili larvy C. costata, divoky kmen Sapporo, ktery byl ziskan
Vv roce 1983 blizko Sappora, Hokkaido v Japonsku. Musky jsou od té¢ doby chovany z ptivodnich
jedincti na Entomologickém tistavu AV CR v Ceskych Budgjovicich. Pro tento experiment byli
dospélci uchovavani v 250 ml sklenicich a larvy v 50 ml zkumavkach. Jedinci dostavali potravu
ve form¢ umélé diety, kterou tvotil agar, kukufi¢ny Srot, je¢ny slad a susené kvasinky. Na
kousek jablka kladly musky sva vajicka. Tyto kousky jablka se po nakladeni vaji¢ek ptenesly
do nové zkumavky obsahujici dietu, diky ¢emuz nastal larvalni vyvoj. Aklimace larev probihala
Vv inkubatorech Sanyo MIR 154, teplota byla 18°C. Chov byl kontinudlni béhem dlouhého dne
— LD 16L/8D (obr.), coz znamena 16 hodin svétla a 8 hodin tmy; a béhem kratkého dne - SD
12L/12D (obr.), kdy jsou larvy vystaveny 12 hodin svétlu a 12 hodin tmé (larvy jsou schopny
reakce na temnou fazi dne). Dale byly pouzity chladové aklimované larvy (SDA) z kratkého
dne pti 4°C (obr.). Diapauza je primarné indukovand kratkym dnem. Pro chladovou aklimaci je

zéasadni snizeni teploty na 11°C, poté na 4 °C.
Je dilezité rozlisit:
a) Larvy nediapauzni: LD3

b) Larvy diapauzni: SD3, SD6, SD10

¢) Larvy diapauzni, chladem aklimované: SDA10

Obr. 3: Larvalni vyvoj béhem dlouhého dne (LD 16L/8D) za teploty 18°C. Zac.:
embryo (E), poté vyvojova stadia (L1-L3), nasledn¢ kukleni a vyvoj imaga. Dale, larvalni vyvoj
béhem kratkého dne (SD 12L/12D) za teploty 18°C. Zac.: embryo (E), pokracuje diapauza po

tietim instaru (L3), kterou 1ze udrzovat az do smrti larev.
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Obr. 4: Prubéh aklimaéniho protokolu. Larvy aklimované chladem pii staii 6 tydna

(SD6) pii pocatecni teploté 18°C, nasledné 11°C, nakonec 4°C pro zisk chladové aklimovanych
larev o stafi 10 tydnt (SDAL0).

4.3. Méreni relativni ¢etnosti mRNA transkripta

Larvy byly vloZeny do Ribozolu™ a poté uloZzeny do -80°C. Sledovani exprese genli

bylo provedeno dle nésledujicich protokoli:

1) lzolace RNA

Chemikalie: Ribozol™ (RNA Extraction Reagent - Amresco, Solon, OH, USA),

isopropanol, chloroform, 75% EtOH v DEPC H.O, DEPC H>0

1.

2.

5 larev C.costata bylo vlozeno do 400 ul RNA Blue a skladovany pfi teploté -80°C.
Pracovni plocha byla vycisténa etanolem.
Vzorky C. Costata byly rozpustény na ledu, larvy byly dikladné rozstiihany ntizkami.

Vzorky byly dikladné homogenizovany (30sec) na ledu pomoci homogenizéru.

Nastavce byly vyménovany po sérii vzork.

Ke vzorkim bylo piidano 600 pl RNA Blue (celk. objem 1000 pl), kazdy vzorek byl

promichan.

Vzorky byly ponechany pii pokojové teploté Sminut, faze se odd¢lily. Béhem této
doby byly vzorky promichany na vortexu kazdé 1-2 minuty.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Spi¢ka pipety byla promyta chloroformem. Bylo piiddno 200 ul chloroformu
(stabilizovanym amylenem). Vzorky byly prudce protfepany po dobu 15s, poté

promichény na vortexu.

Vzorky byly ponechany ti pokojové teplot¢ po dobu Sminut, 2 faze se viditelné
oddélily.

Mezitim byly piipraveny 1,5 mL RNA zkumavky se 400 pl isopropanolu, které byly

vloZeny na led.

Vzorky byly centrifugovany 12.000g/15min/4°C, oddélily se 2 faze a stfedni bila

mezifaze s genomovou DNA. Bylo odebrano 400 ul horni vodné bezbarvé faze.

400 pl vodné faze z kroku 10 bylo pfidano do pfipravenych isopropanovych vzorku
z kroku 9.

Vzorky byly ponechany 30minut na ledu, pfi¢emz probéhlo srazeni RNA.

Vzorky byly centrifugovany 22.000g/20min/4°C, vSechna tekutina (isopropanol)

byla odstranéna, pelet byl ponechan.

Pelet byl omyt 500 pl 75%EtOH v DEPC vodé¢, opatrné zamichan 5x otocenim

zkumavky.

Vzorky byly centrifugovany 22.000/5min/4°C , vSechna tekutinu byla odstranéna
(nejprve pomoci 1000 pul pipety, poté pomoci 200 pl pipety)

Pelet byl vysousen 5-6min v otevienych zkumavkach na vzduchu na Petriho misce.

Pelet byl rozpustén ve 12 pl sterilované vody (z kitu). Vzorky byly centrifugovany

na ru¢ni centrifuze, poté zahtaty na 70°C/5minut a vloZeny na led.

Bylo pouzito 2 pl pro méfeni koncentrace total RNA (NaNoDrop), podle vysledka
bylo rozpusténo zbyvajicich 50 pl na findlni koncentraci lug total RNA/1 ul(1ug/ul)

2) Osetireni DNazou (Invitrogen, 18068-015)

Chemikalie: 10x DNAse I reakéni pufr, DEPC H2O, DNAse | (Ambion, Life
Technologies, Foster City, CA, USA), glykogen, isopropanol, EDTA, 75% EtOH v DEPC H20

1.

2.

Heater byl nastaven na 65°C

Bylo smichano 5 pL vzorku (obsahujiciho 5 pg tRNA) a 20 uL MM.
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Vypocet MM:

MM 1x: MM 19x:
2,5 ul 10x DNAse I Reaction buffer 47,5 ul 10x DNAse I Reaction buffer
15 ul DEPC H20 285 ul DEPC H20
2,5 ul DNAse I 47,5 ul DNAse |
Celkem: 20 pl Celkem: 380 pl ~ 19 =20 pl
3. Vzorky byly promichény na vortexu a stoceny v ruéni centrifuze, poté inkubovany
15 minut pfi pokojové teplote.
4. Ke vzorklim bylo ptfidano 2,5 uL. EDTA a poté byly vloZeny na led.
5. Vzorky byly zahtaty na 65°C 10 minut.
6. Vzorky byly stoeny na ruéni centrifuze a poté k nim bylo pfidano 27,5 uL
isopropanolu.
7. Ke vzorkiim bylo pfidano 2 pL glykogenu, vzorky byly promichany pfevracenim
V ruce a ponechany 30 minut na ledu (doSlo k vysraZzeni RNA). Poté byly vzorky
promichany na vortexu a stoCeny v ruc¢ni centrifuze.
8. Vzorky byly sto¢eny 22 000g/5min/4°C. Poté byla vylita tekutina a pelet ponechan.
9. Kpeletu bylo pfidano 500 75% EtOH v DEPC vodé (-20°C), vzorky byly
promichany pétkrat otocenim v ruce.
10. Vzorky byly stoceny 22 000g/5min/4°C. Poté byla odstranéna tekutina a pelet
ponechan.
11. Oteviené zkumavky byly poloZeny na Petriho misku, aby se rozpustila srazenina
(5-6 minut).
12. Ke vzorkiim bylo pfidano 5,5 pL DEPC vody a poté byly stoeny na rucni
centrifuze.
13. Vzorky byly zahtaty na 70°C/5minut, poté vloZeny na led.
14. Bylo odebrano 5 pL pro syntézu cDNA. Vzorky byly zamraZeny na -80°C.
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2) Reverzni transkripce

Béhem reverzni transkripce byla ziskdna mRNA (z celkové RNA, tedy tRNA) pomoci

Oligo(dT) 23 anchored primer. mRNA byla soucasné¢ piepsana diky enzymu Superscript 111

na cDNA, majici funkci templatu pro PCR polymerazu.

Nasledujici kroky byly provadény v 200 uL PCR zkumavkach a PCR desticce

(T3000).

Chemikalie: Oligo (dt) 23 anchored primer (500 ng/ ul) (Sigma-Aldrich), DEPC H>0,
10mM dNTP mix, 5x First Strand buffer (sou¢ast Superskript kitu), 0,1 M DTT (soucast
Superskript kitu), 200 U/ pl Superskript III(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 40U/ ul RNasin

(z RT System Kkitu)

1. Heater byl zahtdn na 65°C.

2. Bylo smichéno 5 pL (tj. 5 pg) vzorku (DNéazou osetiend total RNA) a 8 puL premix.

1x premix:

1ul Oligo(dT) anchored primer (500
ng/ ul)

1 pL 10 mM dNTP mix

6 uL sterilni voda

Celkem: 8 pLL

19x premix:

19 L Oligo(dT) anchored primer (500
ng/ ul)

19 uL 10 mM dNTP mix

114 pL sterilni voda

Celkem: 152 pL ~19=8 pl

3. vzorky byly inkubovany v heater, 65°C, 10 minut.

4. Vzorky byly vloZeny na led a inkubovany 1 minutu.

5. Ke vzorkim bylo ptidano 7 pL MM premix (celkovy objem byl 20 uL)

1Ix MM:
4 uL 5x First Strand Buffer (from

Superscript Kit)

2 uL 0,1 M DTT (from Superscript
Kit)

0,25 uL 40 U/ pL RNasin (from RT
System Kit)

0,75 pL 200 U/ pL Superscript III
Celkem: 7 pL
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19x MM:
76 uL
Superscript Kit)

5x First Strand Buffer (from

38 uL 0,1 M DTT (from Superscript
Kit)

4,75 uL 40 U/ pL RNasin (from RT
System Kit)

14,25 pL 200 U/ pL Superscript 111

Celkem: 133 pL ~19=7p



6. Vzorky byly inkubovany v T3000 PCR block.

Program:

46°C na 2 hodiny
65°C na 15 minut
0°C na 10 minut
7. Vzorky byly vlozeny na led.
8. Ke vzorkiim bylo ptidano 480 pL sterilni vody a vzorky byly promichany.

9. Byly pfipraveny 3 aliquoty po 44 pL od kazdého vzorku a ulozeny (v€etné zbylé
cDNA) do -80°C.

4) gPCR

V tomto postupu se pouzila metoda RT-qPCR (Real-time/quantitative polymerase chain
reaction). Tato metoda slouzi ke kvantifikaci DNA a transkripce. Princip této metody je
klasicka PCR, ovsem dulezity je zde navic cycler, zaznamenavajici mnozstvi DNA v priubéhu
cyklt. Detekce mnozstvi DNA byla provedena diky fluorescenénimu substratu SYBR G. Tento
substrat je schopen vazby na DNA, po ¢emz dojde k vyzafeni fluorescence, kterda je

zaznamenavana detektorem a odpovidd mnoZstvi dané DNA.

Chemikalie: sterilni voda, LA mix, cDNA, Primer up, Primer down, SYBR G, RP

(ribozomalni protein)
Analyza byla provadéna na 96-jamkové PCR desticce (BioRad)

1. Vzorky byly vlozeny do ledu a zahtaty, poté promichany na vortexu a stoceny v ruc¢ni
centrifuze.

2. Byl pfipraven MM:

Priprava MM 1x: Priprava MM 19x:

LA Mix 10 uL LA Mix 190 pL
Sterilni voda 3,4 pL Sterilni voda 64,6 uL
SYBR G 0,08 uL SYBR G 1,52 uL
cDNA 5,0 uL cDNA 95 uL
primer up 0,4 pL primer up 7,6 uL
primer down 0,4 uL primer down 7,6 puL
Celkem: 20 pL Celkem: 380 pL+ 19 =20
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Na PCR desticku bylo napipetovano 5 uL. cDNA a 15 uLL MM.
PCR desticka byla vlozena do qPCR pfistroje.

Na desticku byla dana transparentni folie, jejiz okraje byly zafixovany.

o ok~ w

Byl zah4jen proces qPCR:
95°C/ 3min

94°C/ 15 sec

60°C/ 30 sec

72°C/ 30 sec

95°C/ 15 sec
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5. Vysledky

Namétené hodnoty z qPCR (kriticky cyklus, parametr CT) pro jednotlivé geny jsou
uvedeny v Excelovych tabulkach, které slouzily pro vypocet relativni ¢etnosti transkriptd pro

cilovy gen vzhledem k Cetnosti transkriptd pro referencni gen (ddct hodnota).

Z grafu na obrazku 6 byla ziskana hodnota CT jakozto ptimy vystup RT-gPCR. CT je
nazyvana jako kriticky cyklus. Po dosazeni kritického cyklu PCR dochazi k exponencialnimu
navyseni mnozstvi produktu (amplikonu dvouvldknové DNA). Pristroj CFX96 PCR light cycler
umoznuje stanovit optimalni hodnotu CT dle algoritmu pro kazdou ktivku v kazdém cyklu.
Pokud je hodnota CT vysoka, 1ze z toho vy¢ist, ze na pocatku byla relativn€ nizka ¢etnost cilové

cDNA ve vzorku, a kiivka tedy exponencialné roste pozdéji. A naopak.

Hodnota EFF vyjadiuje tzv. eficienci, kterd koresponduje se specifickymparem primerti
pro urcitou sekvenci a s teoretickym zdvojnasobenim obsahu produktu béhem kazdého kroku
PCR. Pro kazdy par primert je konkrétni eficience. Protoze v tomto projektu jsme pracovali s
velkym mnozstvim rGznych sekvenci (fddové stovky riznych transkriptii, gentl) nebylo by
efektivni stanovovat specifickou EFF pro kazdy jeden par. Eficience pro naSe primery byla
proto arbitrarné stanovena na hodnotu 1,85. Pro relativni posouzeni zmén cetnosti v zavislosti
na aklimacni varianté arbitrarni stanoveni EFF vyhovuje.

Hodnoty ddct na obr. 5 byly vypocéteny dle vztahu: ddct = (EFF ref ©T ') / (EFF target
CT target )

Pro kazdou RT-qPCR reakci bylo pouzito vZzdy naprosto shodné mnozstvi vstupni
celkové RNA (5 mg). Jako referen¢ni geny byly vyuzity Etyfi rizné ribozomalni proteiny (RP).
Tyto RP koduji geny, jejichz transckripce je pomérné stala, RP se syntetizuji v builkéach se
zhruba stale stejnou frekvenci. Proto je hodnota CT pro reference velmi podobna ve vSech

variantach.
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Obr. 5 znazoriuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Glucose transporter 1 (Glut). Z tabulky Ize vyc¢ist
hodnoty ddct. Hodnoty CT byly ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-
C). Relatvivni exprese genil v jednotlivych aklima¢nich variantdch a také v jednotlivych
biologickych opakovénich je zobrazena na dolnim sloupcovém grafu. Tyto hodnoty byly
nakonec zprimérovany pres biologickd opakovani a prevedeny na barevnou Skalu heatmapy
(obr. 35).

Gene X: Reference gene
RpL332, RpL19, RpS11, RpS27A. Normalized results
mepeats | cT1  crz st av stom| cT1 cT2 ot av  stosy| Rereri 1CqiXeff1Cq |  tomtaivaus mean so. mean so

L) 2184 2201 185 [21895] 0085 15.70 15.70 185 [156%62] Q 0021663469 100
L3 1] 2141 2137 185 [ 2924 ’ﬁ 1541 SA1 185 [154i21] @ 0027730034 138 00238334063 00027243574 100 011

< 2193) 2205 RECRN Y- e 1584 1584 185 [158%4a] 0 0022280718 183

I 2642 2651 185 [26885] 0045 17.50 17.50 185 (1748l 0 0,004023828 [ RE]
sD3 ) 2350] 2371 185 | 2amr [0 | 1612] 1612 185 | ezl a 0,0096331 [ 00082640960 00030602025 035 013

< 2341 2344 185 (2654351 0015 1611 16.11 185 18114 a 0011135342 051

A 2284 2291 185 [22875] 0035 16.02 16.02 185 18,018 a 0014705013 [1-]

5D6 13 2288) 2302 185 185 [159645] @ 0013603777 (1]
< 2433 2435 185 185 [fes424] @ 0008617933 A 00123083076 00026483518 052 011

[3 2257 2235 185 185 [15538] 0 0014630765 058

sD10 F 2333] 2348 185 155 [rsawsl o 0010159369 4
€ 2278| 2290 185 185 [157672| 0 0012892736 05 00125609731 00018404563 053 og8

A 2244 2232 185 185 [157454] O 0.016881705 ors

SDAL10 13 2373 2367 185 185 [160512] @ 0.003046031 Az
< 2429) 2421 185 185 [166438] 0 0.009286655 0As 00117381302 00036383829 043 0.15

mean | 2347 e R Eecsiiad 1807
5D 123 120 | seman | e | a4

Obr. 5: tabulka a graf s vysledky pro Glucose transporter 1 (Glut).
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Na obr. 6 1ze v horni ¢asti vyc€ist prumér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou skalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Glut. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 503 s5De sD10 SDA10
0,0238934069 0,0082640960 0,0123083076 0,0125609731 0,0117381302

Amplification

Cycles

Melt Peak

-d{RFUdT

Temperature, Celsius

Obr. 6: pramérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Glut.
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Obr. 7 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Hexokinase A (Hex A). Z tabulky lze vy¢ist
hodnoty ddct. Tyto hodnoty se prevedly na barevnou Skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly ziskany
V doubletech (CT1 a CT2) ve tiech opakovanich (A-C). Exprese genil je zobrazena na dolnim

sloupcovém grafu.

Gene X Reference gene
Normalized results.

mepreate | cT1 cTa2 o av o1 er2 ST av  stos| Referi1Cq X eff 1Cq [  tomtavaws mean so. mean so.

A 2046| 20.79] 145 |20625] 0.165 15.70 1570 185 |156962] O 0048213817 100
Lb3 a 1998| 2020 145 | 2008 | a1 1541 1541 185 [154121] 0 0056259761 L7 00526151746 00033280455 100 006

c 2041 20,73 1485 2086 [ 013 15.84 1584 185 |158%4] O 0053371946 L1

A 2308| 2322 145 | 23.155] 0.065 17.50 1750 185 [ 174mal 0 0030830276 L12)
sD3 [ 2093 21,00 145 | 20865 0.035 16.12 16.12 185 |1612sa] 0 0050870569 i3 00448341365 00093335943 085 a.19

c 2086| 2093 185 | 20885 0.035 16.11 1611 185 16114 a 0052801714 110

A 2085 20.96 185 |20805] 0.055 16.02 16.02 185 18018 a 0043407535 a2

SD6 [ 20.77| 2080 145 | 20785 0015 1596 1596 185 |159845] 0O 0051533104 147
c 2205 22,15 185 21 [ 005 1664 1664 185 [1esee] 0 0034824343 o7z 00452550137 00074264669 036 014

E 2030| 20,14 185 | 2028 | 000 1559 15,59 185 [1sseEl o 0058040573 12

s010 3 2095 2102 185 [msloms| 1593] 1593 185 1ssmsl o upaarasers us
G 20,62 20,53 185 | 20575] 0085 15.77 1537 185 [157672| O 0051938658 108 00515749529 0,005433728; 038 010

& 20.79| 2081 185 208 | 001 15.75 1535 185 [157asaf o 004462185 [E:]

SDA10 8 2205 22.10] 185 | 22075] 0025 1605 1605 185 [180512] O 0024581712 LE1)
c 2265 23,26 185 |99856] 0.305 1664 1664 185 168838 O 0,020539026 043 00299341983 001051224345 057 020

mean| 2112 | 2125 | eumesnss ) ssusnny 2118 07 | 1o 1807
so] om | ass | s om 0w | am ()

Obr. 7: tabulka a graf s vysledky pro Hexokinase A (Hex A).
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Na obr. 8 Ize v horni ¢asti vy¢ist primér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Hex A. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sD3 SDe sD10 SDALD
0,0526151746 0,0448341865 0,0452550137 0,0515745529 0,0299341933

Amplification

T + + + T + + + + + + + T
o 10 20 30 40
Cycles

Melt Peak

-d{RFUy/dT

Temperature, Celsius

Obr. 8: pramérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech a melting analyzu pro Hex A.
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Obr. 9 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Hexokinase C (Hex C). Z tabulky lze vy¢ist
hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pievedly na barevnou skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly ziskany
V doubletech (CT1 a CT2) ve tiech opakovanich (A-C). Exprese genil je zobrazena na dolnim

sloupcovém grafu.

Gene X Reference gene
RpL332, RpL13, Rp511, RpS27A Normalized results

Repicats | €71 oT2 ot av stosy]| oT1 cT2 S av stDev] Refelf 1CQU X eff1Cq | tointislvalue mean E mean 50

A 2537| 25461 165 (2548 otz | 1570 1570 155 [1agm| o 0002417581 100
D3 3 2a5a] 2035 185 [2amsloiss| 1541] 1541 155 [isaml o 0003112826 118 00026746138 00003114066 100 0.2

3 2546] 2570 185 (2588 [at2 | 1584 1584 1a5 [amml o 0002433434 143

A 23.16] 3306 185 [ [oos | 1750 1750 185 [rramsal o 0000790624 033
D3 o 27.16] 27.9 185 [grws[oms | 1612] 1612 185 [1mazul o 0001115142 [ 00009927276 0,0001451000 037 005

c 2713 2731 15 [z om | 1611] 1611 155 (s o 0001078417 045

A 2644] 2663 165 [mmslooes | 1602 1602 155 [ w0 | o 0001547451 054

sD6 3 2633 2630 85 |masloms|  1596] 153 185 [1asss!” o 0001261345 052
c 2756|2164 1o5 | 228 [ope | 1664] 1668 185 [esoal o 0001191513 [ 00001570185 050 006

£ 2506|3532 185 2518 (013 | 1553] 1559 185 [1asanl o 0002728775 113

sD10 E 608| 3592 185 | 28 [oo8 | 1593 1503 185 [1agsl o 00020859 085
[ 2533] 252 185 [28as(ooes | 1577 1577 155 [iaer| o 0002710606 112 00024943272 00003175921 093 0.12

A 2737| 2808 165 e [oi1 | 1575 1575 185 [azasal o 0000538585 [T

5DA10 n 2836|2864 185 [ 285 [ota | 1605 1605 1a5 [tagsial o 9.0004721 (]
c 2305| ram 185 [mawslows| 1664 1668 185 [1aseml o 0.000382a29 018 0000468378 00000633757 017 002

meon| 2677 | 2604 | messsans| nessssny 285 o | w7 | 16,07
50 140 [ 180 o[ womenes 13 0m | am [# 0

Obr. 9: tabulka a graf s vysledky pro Hexokinase C (Hex C).
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Na obr. 10 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zaznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy
C. Costata) byly ziskdny hodnoty. Ze spodniho grafu lze vycist melting analyzu pro Hex C. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:
LD3 SD3 SD6 SD10 SDA10
0,0026746138 0,0009947276 0,0013303032 0,0024945272 0,0004643782
Amplification
700 __ ................ e . Ca e
800 __ ................ e ................ '
50O _ .................................................
= 4.;}@_: .................................................
& 1 4'.:
00 T
200 _ ............................................
100 _ .......................................... J
DE""‘._.:....i. ey
H 10 20 30 40
Cycles
Melt Peak

200 fof L LS L L L

-d{RFU)T

Temperature, Celzsius

Obr. 10: pramérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Hex C.

35



Obr. 11 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Zwischenferment, Glucose-6-P dehydrogenase
(Zw). Z tabulky lze vy¢ist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pfevedly na barevnou skalu (obr. 35).

Hodnoty CT byly ziskdny v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese genil

je zobrazena na dolnim sloupcovém grafu.

Gene X: Reference gene
RpL332, RpL19, RpS11, RpS27A Normalized results
Repicste | cT1 etz st v stoe| cT1 cT2 it av_ sibav| Refel (Cq /X eff (Cq | toinitel valus e o s o
A 21.78] 2210 185 | :M8a] 018 15.70 1570 185 [156962( 0 10
Loz 8 2128| 2145 185 | 13651 0085 1541 1541 185 (184121 0 1% 0,02282986390 00020143156 1.0¢ 09
c 2206| 2212 185 | 2208 | 003 1584 1584 185 [ 158364 0 Lk
A 2523 2536 185 | 252851 0,065 17.50 17.50 185 [174384] 0 03
sD3 3 2242 2242| 185 | 224 L] 16.12 1612 185 [faf2M] 0 o7 00189370133 406623 A3 k}
c 2198| 2130] 185 |28 ] 00 16,11 16,11 185 16,114 a 13
A 2162 2161 185 | M615] 0005 1602 1602 185 16016 a 143
D6 3 26| 21s 185 [ over [oos | 1596] 1596 185 [1sees| o 148
c 2282 2304 185 | 228 | o 185 (188424 O LE2) 00282056411 1 738 124 .23
£ 21.10] 2105 185 | 21075 185 [155328) 0 0034300454 180
5010 F 2163 2L66] 185 | 21645 ) 185 [154834] 0 0029813795 135
] 21,22 2124 185 | 2429 185 [1s7672] 0 0034713087 152 00329434454 00022186342 144 010
A 1923 1904 185 |18.135 185 (157454 0 0.124276371 579
sDa10 3 2002 1992 185 | vaar [ o 185 |wees2] o 0039722661 418
c 2081 2053 185 | 067 | 014 185 [18843( O 00840106 am 00993438771 00177846714 435 a7a
mean | 2165 2168 2166 1807 R 1607
o] 12 | 1w 12 051 | o0 [eesssss s 0
700
500
00
400
a1
300
200
10
oo
» s s c a s 3 a s c
s w0 s | somn

Obr. 11: tabulka a graf s vysledky pro Zwischenferment, Glucose-6-P dehydrogenase

(Zw).
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Na obr. 12 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zaznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Zw. Je zde
vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 503 5D6 5D10 sDAl10
0,0228298690 0,0189370133 0,0282056411 0,0325424454 0,0993438771

Amplification

Cycles

Melt Peak

-d(RFU)AT

Temperature, Celgius

Obr. 12: pramérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Zw.
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Obr. 13 znazoriiuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Phosphoglucose isomerase (Pgi). Z tabulky lze
vy¢ist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pievedly na barevnou Skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly
ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese genil je zobrazena na

dolnim sloupcovém grafu.

Gene X
Normalized results.
Rpaeats an s s stosy] ReterfiCq /X el 1Cq [ tomtavaus man 5o mean
A 185 165 [tsgem| o 9.159521379 100
b3 B 185 185 [isam| o 18 | oisusosas 0156537127 100 L
c 185 165 [sgwal o 123
A 185 165 [irzmal o 144
sD3 3 185 185 [e1zul o 18 .2 .8 A4
c 185 a5 [wnal o 178
a 155 165 [ iois | o 926 188
sDE B 145 165 [asess” o 0255113113 150
c 185 185 [1ases| o 0.194968194 122 02391642762 00316520970 132 017
3 185 [1a1e5[ 005 | 1s59] 1559 185 1858l o 0201722546 1%
spio F 185 [ 1888 [ 009 1533) 1533 186 [1sswa o 0163360515 182
[ 185 [asis[oms| 1577 1537 185 [ismez| o 0.17343322 183 0.1795074270 00162384055 LEE] 003
A 185 [ammslooss| 1575 1575 185 is7asa) o 0.185832128 a3t
SDA10 B 105 (19 [aor | 160s| 1605 185 [tagst2l o 9.133355387 [
c 105 [20ms[oms| 1664] 1654 105 [tasam| o 0.425638326 3 9.4351323468 00082673786 035 205
1a7s e | o 7
0. a5 P T as
200
180

Obr. 13: tabulka a graf s vysledky pro Phosphoglucose isomerase (Pgi).
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Na obr. 14 Ize v horni ¢asti vyc€ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Pgi. Je zde
vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sD3 SDe SD10 SDALOD
0,1811430649 0,2594818070 0,2391642762 0,1795074270 0,1351323468

Amplification

-d(RFU)AT

Temperature, Celsius

Obr. 14: primérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Pgi.
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Obr. 15 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Glycogen phosphorylase (GlyP). Z tabulky lze
vycist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pievedly na barevnou Skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly
ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese genll je zobrazena na

dolnim sloupcovém grafu.

Gene X Reference gene
RpL332, RpL18, Rp511, RpS27A MNormalized results

Rapests | oT1 cT2 em_av stos| cTi er2 ST av  stDs| Refeff1Cq )X eff 1Co [  tomtsivaus mean o rean 5o

A 1831 1837 185 183 | 0o 1570] 1530 185 [15e982] 0 0.196634136 1.00
Lp3 B 1762 17.83 185 | 17735 0,105 1541] 1541 185 [154131] 0 0,241023296 123 0,2232842517 00191860150 100 Q08

c 18.14 18,28 185 1821 | 007 1584] 1584 185 (15834 0 0,232195323 118

Py 2168 2179 165 [2igmsloos | 17s0] 13se 15 [wamal o 0a73gs18aL [
D3 3 1810] 1785 185 [tigmslomes| 1612] 1612 185 [mzul o 0320117978 18 02545693314 01294713176 112 0ss

c 193] 1763 185 (el a1 | 1611 161 15 [ emal o 0370038186 I

A 1745 1731 188 1738 | 007 1602] 1602 185 18018 1] 0,432089838 220

SDe B 17.29 17.42 185 [ 17386 0085 1596| 15356 185 [159845| 0 0425094345 216
c 1357 13,58 185 | 19575] 0.005 1664| 1664 185 [1Epdad] 0 0164623332 L1 0,3406025247 0.1244688066 153 056

3 1675 16.76 185 | 16.755] 0.005 1553] 1553 185 (155428 0 0439194686 4

$D10 F 1835 18.10 185 [18225] 0.125 1533] 1533 185 [15838] 0 024442441 124
G 17.43 12.50 185 | 17.485] 0.035 1577] 1537 185 [ 157672 0O 0351880175 178 03618330902 0.1001745722 162 LEH

A 1687 1691 185 168 | 00 1575] 1535 185 [157454] 0O 0434525353 5

SDA10 B 1885 18.77 185 1881 | 004 1605) 1605 185 [160512] 0 0.183200993 083
c 2002 13.89 185 [18.855] 0.085 1664) 1664 185 [18s438] 0 0.130425308 L 1] 0.2693340867 0.1606506875 121 472

mean | 1828 1827 | ey | R 182 1807 1807 1807
S0 126 127 | v [ mamasny| 12 s R e 08
20

Obr. 15: tabulka a graf s vysledky pro Glycogen phosphorylase (GlyP).
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Na obr. 16 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zaznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro GlyP. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:
LD3 SD3 sSDe SD10 SDAL0
0,2232842517 0,2546693314 0,34060025247 0,3618330902 0,2693840867
Amplification
900 ] :

500
700 1
80D
500 1

RFU

400 J
300
200
100 3

-d(RFUT

Temperature, Celsius

Obr. 16: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro GlyP.
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Obr. 17 znazortiuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase
(UGP). Z tabulky lze vyc¢ist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pfevedly na barevnou $kalu (obr.
35). Hodnoty CT byly ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese

genl je zobrazena na dolnim sloupcovém grafu.

Gene X: Reference gene
Normalized results

mepeate | cT1 cT2 s av ot cr2 s v stDsv] Rerer(Cq/Xeff1Cq [  tomtmvaue e so mean so.

A 2005 20,07 185 | 2006 | 001 1570] 1570 185 [158982] 0 0.06825328, 1.00
Lp3 B 19,48 1964 185 1956 | 008 1541] 1541 185 | 1541210 @ 0077346309 114 00726353955 00040116031 100 006

c 2006| 20.18] 185 | 2042 | 008 1584] 1584 185 | 158364 0 0071705335 185

A 2274] 2301 185 | 22875] 0.135 17.50] 1750 185 [ 17434 0 0036625663 054
5D3 B 2098| 2083 185 | 2083 | 005 16.12) 1612 185 | 161234 0 0051977766 o 00483094633 00084501707 067 a.l12

c 2082 20.76 | 185 | 2078 | 003 16.11) 1611 185 614 [ a 0056324981 083

A 2041 20,17 185 | 2028 | 012 1602) 1602 185 16016 | 0 0072128072 106

5D6 B 2037| 2030 185 | 20.335] 0.035 1596] 15396 185 | 1596485 0 0067969422 1.00
c 21.35 21,39 185 | 3157 | a0 1664) 1664 185 | 16644 0 0054565519 080 00648876710 00074337176 033 a.10

E 2006| 2020 185 | 2043 | 007 1553] 1559 185 |15538 ) @ 0061344714 L]

SD10 F 2060| 2040 185 205 | af 15,9j 1533 185 | 15338 @ 0.060301608 088
& 2032 20.28 185 203 [ a0 15,77' 15.77 185 | 1576720 @ 0061512439 L] 00610529205 0,0005356527 084 a1

A 20.14] 2013 1485 | 20.435] 0.005 15,75' 1575 185 | 1574540 @ 0067176417 058

SDA10 B 2044] 2062 185 | 2053 | 009 16,0_5| 1605 185 | 1805120 @ 0.063590531 083
c 2089| 2105 AR T ) 1664] 1664 185 (166438 0 0.069852599 102 00668731821 00025654546 092 004

wean| 50 | a1 | ewsessen) sy BT a7 | tagr [msssnss| mmesmss a0
50| a7 77 [ [ sy arz s | 050 [Seasnad | easas a4

Obr. 17: tabulka a graf s vysledky pro UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase
(UGP).
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Na obr. 18 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde

znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zaznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vycist melting analyzu pro UGP. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sD3 5De 5D10 SDA1D
0,0726353955 0,0483094699 0,0648876710 0,0610523205 0,0668731821

Amplification

-d{RFUYT

Temperature, Celsius

Obr. 18: pramérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech a melting analyzu pro UGP.
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Obr. 19 znéazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu UTP-glucose-1-phosphate Trehalose-6-P
synthase 1, N/terminus, synthase activity (Tps F2). Z tabulky Ize vycist hodnoty ddct. Tyto
hodnoty se ptevedly na barevnou $kalu (obr. 35). Hodnoty CT byly ziskany v doubletech (CT1

a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese gent je zobrazena na dolnim sloupcovém grafu.

Gene X Reference gene
RpL332, RpL19, Rp$11, RpS2TA. Normalized results
mepeats | €71 erz2 em_av stom] cT1 cr2 oM av  stosv| Refeff1Cq /X eff (Cq |  tomtasivaus ean so rean o
L) 22,15 2233 AR TN ) 1570 15,70 185 [1ses8e]| O 100
Loz [] 2127 2136 185 | 2LNS] 0085 1541 1541 185 [wsa) o 148 00208396072 0,0039304682 100 013
< 2224 22,46 185 2235 | a1 1584 1584 185 [158%4] O 102
A 2677 26394 185 | 28858| 0,085 1750 17.50 185 [174ma] 0 018
D3 (] 2429 2440 185 | 28348] 0,055 16,12 16,12 185 [m@i2af o 0% 00058783038 00020476670 028 a.10
< 2376] 2412 185 [ 23541 018 16.11 16.11 185 16,114 ] 045
A 2400) 2404 145 | 2402 | 002 1602 1602 185 16016 ] o
SD6 13 2388) 2386 185 | 2387 | 001 15386 1536 185 | 159645 O Ay
< 2559) 2533 185 | 25486 | 013 16.64 16,64 185 |tesaal o0 035 00064673672 00014683377 031 aa?
E 2283 23,12 185 | 22875 0145 1553 15,59 185 |15sw8] 0 L2d
snie F 2405|2439 o5 [aam oo | 1583 1sea s [1ssasl o 030
& 2386] 2352 185 |Zava| 0z 1537 1577 185 [1sqer2] o 047 38 11
A 2066] 2054 185 L2086 | 001 1535 1575 185 |157a5a] o0 274
SDALD ] 2257 2243 185 25 | 007 1605 16,05 185 [180s12] 0 108
< 2341 2408 185 |23748] 0335 1664 16,64 185 1688 O 0012670129 or 0.0268439295 00158284649 129 876
mean | 2046 2353 | mesany | ey 2150 1607 L ] 1807
sof rsa | v |eesesns Vo 147 050 | om0 [esssesss fnsesn [
3w

Obr. 19: tabulka a graf svysledky pro UTP-glucose-1-phosphate Trehalose-6-P
synthase 1, N/terminus, synthase activity (Tps F2).
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Na obr. 20 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zaznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Tps F2. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sSD3 sSDa sD10 SDA10
0,0208396072 0,0058783033 0,0064673672 0,0078256497 0,0268439295

Amplification

Cycles

Melt Peak

-d(RFUdT

Temperature, Celsius

Obr. 20: primérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Tps F2.
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Obr. 21 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Trehalose-6-P synthase 1, C-terminus,
phosphatase activity (Tps F1). Z tabulky lze vy¢ist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pievedly na
barevnou Skéalu (obr. 35). Hodnoty CT byly ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech

opakovanich (A-C). Exprese gent je zobrazena na dolnim sloupcovém grafu.

Gane X Refer=nce gene
RpL332, RpL19, RpS11, RpS2TA Normalized results
Repicats | €T1  cT2 st av stos| cTi cTz ot av  sthov] Refe (Cq/Xeff 1Cq | toinitislvaius mean s0. mean 0.
2 1357] 1304 o5 [moosloos| 1s570] 150 155 [seom] o 0,130613936 100
o3 ) 13.25] 1856] o5 [mamslons| 15a1] 1sa1 185 Lsan] o 0.158623876 121 01220142572 00120166633 100 008
I 19.10] 190s o5 [voor [om | 15sa] 1584 185 [spmal o 01367353 185
2 2302] 2320 o5 [zamm oo | 13s0] 1350 155 [ramal o 0031501236 [
503 ) 21| 2135 o5 [am o | 1612] 1612 1es Lmizul o 0.04063955 Pr 00383723957 00053763546 0zs 00a
I 2102|2120 o5 [ oo | 16m] 1611 g5 Lwnal o 0045976333 035
2 2093] 2106] o5 [zum [oos | 1602] 1602 1es [wos] o 0,046032966 035
sDE ) 2108] 2108 o5 [z1o8 [ome | 1596] 1536 185 [sseas] o 0,043512504 033
I 2187] 2184 15 [zisosloos|  166a] 1664 185 ezl o 0039262814 [ 00429360945 00027337341 030 002
£ 1991] 201s 155 [mmslois| 1ssa] 1s5se 155 [ssenl o 5.065438024 w5
sD10 F 2081] 2095 g5 [2om [ om | 15e3] 1503 155 [sgml o 0050759906 038
& 2032] 2038 g5 [20m Lom | 1537] 1599 155 sl o 0.059629164 [ 0058615698 00060367115 041 00s
2 1703] 1705 o5 [aos Lom | asas] 1sas o5 [sgasal o 0,450934366 345
SDA10 3 17.36] 13.30] g5 [wamloos| 160s] 1608 155 [mosa] o 0,442913844 13
I 1812] 1803 15 [mosloos| 166a] 1660 15 [epeml o 0412071903 318 4353067040 00167525955 307 012
rean | 1905 | oo [ ssssssns (s a9 wor | 807 1807
so. 188 | 170 [eonsmns [ hessnen 164 as | s [
a0
a0
250
200
sy
L5
Loo
o0
o0
A e A s c A [ < E B A 5 c
13 s03 505 soua snig

Obr. 21: tabulka a graf s vysledky Trehalose-6-P synthase 1, C-terminus, phosphatase
activity (Tps F1).
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Na obr. 22 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou skalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu Ize vy¢ist melting analyzu pro Tps F1. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 SD3 s5D6 sSD10 SDAL0
0,1420142572 0,0393723957 0,0429360945 0,0586156982 0,4353067040

Amplification

+ T + + + + T + + + + + + + + T
o 10 20 30 40
Cycles

Melt Peak

150 |

-d(RFU)/AT
S

Temperature, Celsius

Obr. 22: primérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Tps F1.
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Obr. 23 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Trehalose transporter 1-1 (Tret F1). Z tabulky
1ze vyc¢ist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se ptevedly na barevnou skalu (obr. 35). Hodnoty CT
byly ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tftech opakovanich (A-C). Exprese gentl je zobrazena

na dolnim sloupcovém grafu.

Gene x: Reference gene.
RpL332, RpL19, RpS11, RpS2TA Normalized results

Repueats | cT1  er2 ot aw stom| cT1 cr2 ot av stosy] mererf1Cq/Xef (Cq | tombevaus mean so mean 50

A 210a] 2124 s [agal a1 | 1s70] 1570 135 |iseea] o 0035121906 100
[LE ) 2026] 2044 a5 (2086 a2 | 15a1] 1541 185 [sami] o 0044306323 128 00388035752 00039603931 100 010

c 2100] 2108 185 (2108 [ 0o | 158a] 1584 185 [ismeal o 00392819 11z

& 25| 2524 185 982 [0oe | 1750] 1350 135 sl o 0008762161 015
D3 ) 210 2175 185 [imssloms| 1612] 1612 135 ezl o 0020787023 s 00235761187 00105204728 059 0.26

© 2185 2188 185 [ ot [oss | 1611] 1611 135 [tenal o 0032179166 s

& 2006] 2123 15 [oteeslors| 1602] 1602 126 [ wmal o 0043957307 125

506 3 2104 2113 185 [21086(00es| 1596] 1596 15 [soss| o 0042848417 12
c 2304] 2304 155 |23 15 [esed| o 0019531766 o 00354458300 00112620451 083 028

e 2035] 2039 155 |20005 185 [ssmal o 0054429992 15

sp1o 3 2133] 2145 155 [ 1 [smal o 0034877557 [
& 2095|2089 145 | 2@ 18 [amm| o 0042006238 120 00437646822 00080704156 140 020

A 1092 195 | 18485 185 Tszasal o 0079304048 277

sDalD ) 2150 2153 185 | 2155 185 [eosiz| o 0033691917 s
c 23| 2251 155 [zats 135 [essal o 0028715701 om ogar7aTEnIg 022805551 120 057

men| 215 | 2150 | eessssns Prssnuany 215 1607
B T R T 120 )

Obr. 23: tabulka a graf s vysledky Trehalose transporter 1-1 (Tret F1).
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Na obr. 24 Ize v horni ¢asti vyc€ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vycist melting analyzu pro Tret F1. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sD3 sDo sD10 SDALD
0,0398035752 0,0235761187 0,0354458300 0,0437646822 0,0477372218

Amplification

o 10 20 30 40
Cycles

Melt Peak

-d{RFU)T

Temperature, Celsius

Obr. 24: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Tret F1.
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Obr. 25 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly métfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Trehalase (Treh). Z tabulky Ize vy¢ist hodnoty
ddct. Tyto hodnoty se pievedly na barevnou Skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly ziskany
V doubletech (CT1 a CT2) ve tiech opakovanich (A-C). Exprese genil je zobrazena na dolnim

sloupcovém grafu.

Gene X: Reference gene
RpL332, RpL19, RpS11, RpS27A Normalized results

Repuests | eT1  cr2 am__av stosy] o1 crz S sy stosv] Referi 1CqiX eff 1Cq |  tomhaivaus mean o mean D

A 251 2161 185 [2186 [aos | 1570 1570 185 s o 0027124763 100
Lb3 B 2088 2110 185 (2088 [ait | asan| asa 185 [isa21] o 0032340247 118 00303031857 00022770373 100 008

c 2128 2164 185 (2188 [ase | 1580] 1580 185 [isawel o 0031444543 118

A 2378] 2366 185 [2a72 [aos | 1750 1750 a5 [raml o 0021778371 0
503 B 2120] 2114 185 [21a5fo0ms | 1612] 1612 185 ezl o 0043618795 181 00369837321 00107808022 122 036

c 210 2117 185 [anisloos| seu| 161 185 el o 004555903 168

A 2:03] 2110 1as [auesloos| iom2| ez 185 [agi | o 0044776097 185

SD6 3 zuﬂ 2077 1a5 [aogms[oos| 1596] 1sac 105 [tssas] o 0053171069 152
c 2270] 2248] s (sl | 66| lee4 105 [tessl o 002576136 035 00403028413 00111241407 135 037

3 2053| 2063 105 [a0sosloses| 1sse| 1559 105 [temml o 0045800533 183

so10 F 21.77| 2168) 1a5 [aumsloos| isea] isaa 185 [isaal o 0028382035 145
s 2123] 2084 a5 (08 ( oz | ss577| 577 105 [temml o 0038540064 142 00375742123 00071437952 134 024

A 2236 2237 a5 [2amslams| 1575| 1575 185 te7ase) o 0017570433 [

SDA10 3 2a33| 2211 105 (242 [at1 | 1605 nm_:l 185 [taost2] o 0006563445 [N
c 2453] 2513 105 [2amslozs | 1668] 1668 105 [tesem| o 0006206715 023 00101155316 00052734910 033 047

mean| 2185 | 2106 [nsswnan | sonssnn 2% 1607 | 107 |emussns oy 1607
sof o | tar [ M 125 050 | om [eessssss Ml [

Obr. 25: tabulka a graf s vysledky Trehalase (Treh).
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Na obr. 26 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Treh. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sD3 5D6 SD10 SDAL0
0,0303031857 0,0269837321 0,0409028418 0,0275742122 0,0101155216

Amplification

Cycles
Melt Peak
1 . .fi‘
1m0 Lo L MY+ A
=
=2 ]
g‘ 100 . fo e R
&
so Lo
o] .
65

Temperature, Celsius

Obr. 26: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech a melting analyzu pro Treh.
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Obr. 27 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Gluconolactone hydrolase (GLH). Z tabulky Ize
vycist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pfevedly na barevnou skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly
ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese genll je zobrazena na

dolnim sloupcovém grafu.

Gene X Referznce gene
Normalized results

Repicats | €71 T2 ST v Tl c12 St av  tDsu] Refeff 1Cq/Xeff {Cq | toinitel vaus mean 5D mean 50.

2 2117 2135 185 [ 2128 0o | 1570] 1570 185 [sesa o 003262251 100
LDz ] 2088 2094 185 [ (oo | 1sa1] 1541 185 [san o 0033971683 1 00342726902 00012855727 100 002

« 21.16] 21.30) 185 [ #2007 | 1588 1588 185 [agwal o 003522387 11

2 2333 2323 185 [ammsloos | 17s50] 1750 165 [irsmal o 0028460668 st
s03 8 2136] 2206 185 [ 2o [aos | 1612] 1612 185 [eizul o 0026736813 g2 00273233304 00007687423 081 002

« 2189] 2193 185 [ (oo | 1601] 1611 185 el a 0028279304 08

2 2150] 2186 185 [#malam | 1602 1602 185 [mos | o 00273673 08

sDE ) 2165] 2178 185 [amalaoss| 1536] 1536 185 [1ssas! o 0029031486 [
« 2240 2231 185 [asalaos | 1664 1664 185 [1apaal o 002976330 P 00289332311 0000721864 03s 002

£ 2140 2134 185 [#ar (oo | 1553 1559 185 [sswnl o 0028607783 08

sD10 3 2186] 2177 185 [malaos | 1593 1593 185 [1ssssl o 0026853325 [
s 2151|2138 185 [nasslanes| 1573] 1577 185 [ismre| o 0029673205 P 00283781043 00011626104 033 003

2 2237 2203 185 [ @15l am | 157s] 1575 185 [1sasal o 0013447531 08

sDA10 ) 2250] 2232 185 [#ar (oo | 1605] 1605 185 [1aostzl o 0020003666 ws1
« 2300 2287 185 [amssloss | 1664 1664 165 [apeml o 0020352036 08t 00201017643 00005783538 059 002

mean| 2182 | 2190 | seosssss | sessessy 281 1607 | 1607 [somanns|sosny 1607
s0. 085 | om0 [messses[msome a8t 050 | om0 [ssmess e [

Obr. 27: tabulka a graf s vysledky Gluconolactone hydrolase (GLH).
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Na obr. 28 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zdznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy
C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu Ize vyc¢ist melting analyzu pro GLH. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sD3 sDe sSD10 sSDA10
0,0342726902 0,0278289304 0,0289392311 0,0283781043 0,0201017643

Amplification
wapp LT T T T T T

1200 1
1000 |

goo |
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200 T

g 8 8
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Z

100 -:

Temperature, Celsius

Obr. 28: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro GLH.
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Obr. 29 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méteny u larev

LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Gluconate dehydrogenase (Pgd). Z tabulky lze
vycist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pievedly na barevnou Skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly

ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese genll je zobrazena na

dolnim sloupcovém grafu.

Gene X: Referznce gene
RpL332, RpL19, RpS11, RpS2TA Normalized results
Repicats | ©T1  cT2 st av Stosv| cT1  cT2 ot av  stDov] Refeff 1Cq/Xeff 1Cg [ toinitil valus mean 50. mean 0.
2 2135 3135 185 213 [oos | 1598] 1570 185 (s o 003182955 100
LDz ) 2036 2122 185 7@ lon| 1541 1541 185 [1sam| o 0.03041068. 0% 00319966510 00013682652 100 004
« 2130] 3139 185 [2aaslaoss| 158a] 1582 185 [spmal o 0033749714 108
2 2233] a0 185 [gam [oos | 13se| 17s0 15 [rramal o 001033580 033
s03 ) 2195| 3398 185 [meeslans| 1612] 16512 185 [aizul o 001486357 L] 00148007721 00036124258 046 011
« 2253| 2355 185 [2sa oo | 1611 1541 g5 Lwnal o 0019193339 08
2 2308] 2312 185 21 [om | 1602] 1502 165 (o[ o 001230418 0
SDE [] 2233) 2305 185 [ Zm@ [ om 1586| 1536 185 [1586a5 a 0.01303039; o
« 2a07] 3a08 185 [2ams(aos| 1664] 1664 185 [1aseal o 0010332818 [ 00120557956 0001221875 038 004
£ 2248 3208 185 (2@ o 1553 1559 185 [ssonl o 0014351855 0ss
sD10 F 2308] 2312 185 231 [om| 1593 1503 155 [sgml o 0012180985 038
I3 227s| 2238 185 (@[ o 1537 1573 a5 [ismen| o 0013626748 04 00134198624 00009385498 042 003
2 2125] 3150 185 [oimmslams| 1535| 1535 o5 [sgasal o 0029358235 058
sDa10 ) 22.5] 2210 185 2w [ om| 160s| 1605 185 [mos2l” o 0023186266 o3
« 223s] 3230 185 [Zmslams| 1664] 1664 185 [wesm| o 0023729915 015 0025458138 00028371894 030 009
EE T 26 wo | 8o 1807
so. 183 | 100 [esmmssns[ nesmussn [ 0 | om0 [
L
Lo
0,80
060
sy
0,40
X
0,00
A e A 8 c a 8 € F s A B c
13 so3 05 =01 snitg

Obr. 29: tabulka a graf s vysledky Gluconate dehydrogenase (Pgd).
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Na obr. 30 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam sniméni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy
C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu Ize vy¢ist melting analyzu pro Pgd. Je zde
vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 sSD3 SD6 5D10 SDALOD
0,0319966510 0,0148007721 0,0120557366 0,0134138624 0,0254581387

Amplification

oo TooT T T T T T T T T
1200 ]
1000 |

00

RFU

&00 4
400 4

200 4

-d(RFU)T

Temperature, Celsius

Obr. 30: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Pgd.
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Obr. 31 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Phosphopentose isomerase (Rpi F1). Z tabulky
1ze vyc¢ist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se pfevedly na barevnou skalu (obr. 35). Hodnoty CT
byly ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tftech opakovanich (A-C). Exprese gentl je zobrazena

na dolnim sloupcovém grafu.

Gene - Reference gene
RpL332, RplL13, RpS11, RpS27A Hormalized results
wepucsts | o1 erz ot av stos| cr1 cr2 s s stos| RereriiCqiXef 1Cq | tomtmvaus oo so i so
A 2259 ZZM' 185 [22808[ Q015 1570 1s.70 185 [156082] O 0014261706 1.9
Lp3 B 2220 ZZJﬂ 185 [ 28] 005 1541 1541 185 [154121] 0 0015221518 107 00146411404 00004168079 100 0.03
c 2271 22,74 185 (297951 QiS5 1584 1584 185 [158%4] 0 0014440197 1
A 2557 2564 185 [25805 [ 0035 1750 1750 185 [17ama] o0 0006829779 048
B ) 23.12] 2as8) ves [oa1 [ | 62| 162 res [ama| o 0007334064 o5t 00072995337 00003513773 as 002
C 24,02 24,04 185 [2403 | oo 16,11 16,11 185 16,114 1] 0007674757 e
A 23,70 2372 185 (2| om 1602 1602 185 16016 o 0008797859 051
spe 3 sas1| mo 185 [#ams [0 | 1596 1596 1o [rmses] o 0003843908 7
C 2447 2446 185 [24885] 0,005 16,64 1664 185 (1668 0 0008128713 057 0,008590126 0,0003268075 059 002
[ 2331 2335 185 [[2338 | 002 1559 1559 185 15508 0 0008566377 050
sD10 f 2asa| nss 185 [mosloms| 1593] 1593 I e i 0007223508 I
G 2356 23,79 185 [23675] 0,115 1577 1577 185 [157672] O 0007713622 054 0,0073013630 00004853237 054 0.03
A 2362 2362 185 | 2382 a 1575 1575 185 [157a54] o 0007872634 055
SDA10 B 2402 24,11 185 [ 24085 [ 0045 1605 1605 185 [180512] O 0007226706 081
c 2457 2447 185 [[2452 | 005 1664 1664 185 [1688¥| O 0007865438 055 00076543461 00003028259 052 002
mzan | 2374 2376 | e | R 2378 1807 TG.07 [ | R 1807
<o us | om | e v o 050 | om0 Jesssussa [ pessan s
120
0
am
om0
[
as
0z
am
B B s B
s 503 s sou sowa

Obr. 31: tabulka a graf s vysledky Phosphopentose isomerase (Rpi F1).
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Na obr. 32 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou $kalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vyc¢ist zaznam snimani fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy
C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu lze vy¢ist melting analyzu pro Rpi F1. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:

LD3 5D3 S5D6 s5D10 SDAL0D
00146411404 00072995337 0,0085901267 0,0079013690 0,0076549461

Amplification
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Obr. 32: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro Rpi F1.
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Obr. 33 znazornuje tabulku s vysledky RT-qPCR. Tyto vysledky byly méfeny u larev
LD3, SD3, SD6, SD10, SDA10 u transkriptu Lactate dehydrogenase (LDH). Z tabulky lze
vycist hodnoty ddct. Tyto hodnoty se ptevedly na barevnou skalu (obr. 35). Hodnoty CT byly
ziskany v doubletech (CT1 a CT2) ve tfech opakovanich (A-C). Exprese gent je zobrazena na

dolnim sloupcovém grafu.

¥
P
®

Reference gene
RpL19, RpS11, RpS27A Normalized results
Refetf [Cq/ X eff Cq | tonitisl valus ean o ean
s

cTi__ cT

Raploats
a

i
518
i |2 |E

@
&

[

ElrllEEEERERRE]-

SR EEE|E(EEEREEEE

GlEEEREREEREREEEE

mean | 2235 | 2247 | sowsssns | nessse

Obr. 33: tabulka a graf s vysledky Lactate dehydrogenase (LDH).
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Na obr. 34 Ize v horni ¢asti vy¢ist pramér vyslednych hodnot ddct. Tyto pramérné
hodnoty jsou v tabulce transkriptd obsahujici barevnou skalu (obr. 35). Dale jsou zde
znazornény dva grafy. Z horniho grafu lze vy¢ist zdznam snimdni fluorescence v jednotlivych
cyklech (dohromady 40 cykli) za pomoci ptistroje Light-Cycler. Z méfenych vzorkt (celé larvy

C. Costata) byly ziskany hodnoty. Ze spodniho grafu Ize vycist melting analyzu pro LDH. Je
zde vidét jeden peak s teplotou tani 80,5 °C.

Copy for heat map:
LD3 SD3 SD6 SD10 SDALO0
0,0285825725 0,0368713931 0,0332468815 0,0212209209 0,0047155981
Amplification
1200 L ' ' ' :
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Obr. 34: praimérné hodnoty ddct, grafy zobrazujici snimani fluorescence v jednotlivych

cyklech a melting analyzu pro LDH.
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Na obrazku 35 Ize vidét tabulku transkriptl s relativnimi ¢etnostmi téchto transkriptt.

Tyto Cetnosti byly vyhodnoceny nastrojem barevna Skala v programu excel. Z tabulky lze

vycCist prumérné hodnoty u ddct u vSech transkripti. Diky témto hodnotdm vznikla barevna

Skala, ktera zobrazuje expresi transkriptli u odlisné€ aklimovanych larev modelového organismu

C. Costata.
L3 03 SDE 010 SDALD

1 | Glucosetransporter 1 00238 00083 00123 00126 0,017
2 Hewokinaze A, F1x RL 0,0525 O,0448 0,0453  0,0516 00200
3 Hewokingse C
4 Glecose-6-F dehydrogenase 002283 0,018837 0,025205 0,032542 0,098344
5 Fhosphoglecoss isomeraze 0,1811 10,2585 0,2382 0,1795 01351
& Glycozen phosphorylaze 0,2233  0,2547 0, 2604
7 UTP-ghscose-1-phosphate widy 0,072635 0,045308 0,06488E 0,061053 0,D56E73
B Trehalose-5-F synthase 1, synt  0,02084 0,026644
El Trehalose-5-F synthasze 1, pho: 0,142014 ©,035372 0,042935 0,058515
10 Trehalose transporter 1-1 0,032B04 O0,023576 0,035445 0O,043755 0,047737
11 Trehalaze 0,030303 0,036864 0,040803 0,037574
1z Glueconolactons hydrolaze 0,034273 0,02762% 0,02583% 0,025375 0,020102
13 Gluconate dehydrogenase 0,031957 0,014801 0,012055 0,01342 0025458
14 Fhosphopentose isomeraze 0,014541
15 Lactate dehydrogenase 0,02E583 0,036671 0,033247 0,021221

Obr. 35: Tabulka transkript véetné jejich relativnich Eetnosti.

Na obrazku 36 je vlevo znazornéna tabulka metaboliti u odlisné aklimovanych larev

u LD3, SD3, SD6, SD10 a SDA10. Vpravo Ize vidét tabulku, kterd srovnava signal metabolit

ve tvaru log2-fold, u larev, které jsou diapauzni SD10/SD3 a chladové aklimované

SDA10/SD3.

Glucose

Glucose &P
Glucoze 1-P

UDF glucoss
Trehaloze §-F
Trehaloze
Fyruvate

Lactate
alpha-Ketoglutarate
Eluconolactone-5-F
Gluconate-5-p
Ribuloze-5-p
Ribose-5-p

Ribose

LD3 D3 SDE S010 SDA1D

1,84E+08 1,B1E+08 14BE+DE 1, 7E+DE  1,3E+0B
1,63E+08 1,26E+08 1,04E+DE 1,44E+0E 1,41E+0E
10676620 O3EETEL 144F1073 ASG0TTES ITS1EEEL

1,43E+00 L43E+00 1,56E+00 1 55E+00

16659669 18205566 14322900 20214371 B6TAGLE
S7779975 24210207 43237193 4400044E 25771554
5,0ME+0E 5,61E+0E 5,11E+DE 4, TiE+DE 2,05E+DE

2060DDEE 25734257 B6TESDES 20367BDE 21633516

loz2-fold changes:

=010 f 503 SDAL0 S 503
=luoose 0,03 1,15
Glucose 6-P -0,08 0,45
Glucose 1-P 0,20 0,17
UDP glucose 2,20 2,00
Trehalose 6-P 0,16 0,60
Trehalose| 0,11 1,26
Fyruvate 0,15 -1,07
Lactate -1,11 -1,B8
alpha-Ketoglutarate 0,25 0,03
Gluconolactone-&-p 0,04 0,21
Gluconate-5-F 2,54 3,08
Ribulose-5-F -0,13 -0,53
Ribose-5-F| 0,13 0,44
Riboszs -0,34 -0,25

i

Obr. 36: Vlevo tabulka metaboliti, vpravo signal ve tvaru log2-fold.
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Obr. 37 znézorfuje v horni ¢asti relativni Cetnost transkripti u odlisn€ aklimovanych
larev u LD3, SD3, SD6, SD10 a SDA10. V dolni ¢asti obrazku je tabulka, ktera srovnava signal
transkriptu ve tvaru log2-fold, u diapauznich larev SD10/SD3 a u larev, které jsou chladové
aklimované, SDA10/SD3.

LC3 =03 D6 01D SDA1D
1 Glucose transporter 1 0,0238
z Hewokinase &, FLXRL 0,0526 0,045 0,0453 0,0515 00299
3 Hexokinase C
4 Glecoze-£-P dehydrogenase 0,022E3 0,01E937 0,02E205 0,032842 0,000344
5 Phosphogieooce isomeraze 0,1E11 0O, 2505 02302 01795 01351
[ Glycozen phosphorylase 0,2233 02547 0,2654
7 UTP-glecose-1-phosphate widylyitransferass 0,072635 0,045300 0O,05488E 0,061053 0,056573
B Trehaloze-5-P synthasze 1, synthasze activity 0, 02064 0, 026544
o Trehalose-5-F synthasze 1, phosphatase activity  0,142014 0,032372 0,042036 0,058616
10 Trehalose transporter 1-1 0,038804 0023575 0,035445 0,043765 0,047737
11 Trehalaze 0,030303 0,036884 0,040003 0,037574
12 Gleconolactone hydrolaze 0,034273 0,027820 O,02E038 0,02E37E 0,020102
13 Gleconate dehydrezenaze 0,031207 0,014801 0,013056 0,01342 0025458
14 Phosphopentose somerase 0,014541
15 Lactate dehydrogenass 0,028583 0,036871 0,033247 0,021221
5000 503 sDALD =03
Glucose transporter 1 0,50 0,51 1
Hexokinaze A, FLx k1 0,20 -0,58 2
Hexokinaze C 1,33 -1,10 3
lucose-5-PF dehydrogenase 0,80 2,38 4
Fhosphoglecose isomerass) -0,53 -0,54 5
Glycozen phosphorylaze 0,51 0,08 &
UTP-glucose-1-phosphate whidylyltransferaze 0,34 0,47 7
Trehalose-5-P synthase 1, synthase activity) 0,41 2,19 B
Trehaloze-5-F synthaze 1, phosphataze activity| 0,57 _ =]
Trehaloze transporter 1-1) 0,59 1,02 10
Trehalazg 0,02 -1,E7 11
Gluconaotactone hydrolaze) 0,03 -0,47 12
Gleconate dehydrogenass) -0,14 0,78 13
Phosphopentose isomeraze 0,11 0,07 14
Lactate dehydrogenase 0,80 15

Obr. 37: relativni Cetnost transkript (horni ¢ast), dale signal transkriptu ve tvaru log2-

fold (dolni ¢ast).



Obr. 38 zobrazuje schéma metabolismu trehalézy za tepla vcetné¢ vybarvenych
metabolickych drah vedoucich ke vzniku trehal6zy. Schéma bylo vtvoteno na zéklad¢ dat, ktera
byla ziskana porovnanim relativni etnosti transkriptti u aklimovanych larev SD10 a SD3 z obr.

37.
Teplo (SD10 vs. SD3)

” Trehalose \

Glucose
9
2)
Trehalose 6-P
Glucose 6-P
5 6 Glucose 6-P
7
6-P-Gluconolactone
Glucose 1-P
120 Lactate
15
V\\\j
Pyruvate oa-KG

13

Ribose 5-P
14
\ ® /

Obr. 38: schéma metabolismu trehalozy za tepla.

Obr. 39 zobrazuje schéma metabolismu trehalozy za chladu vcetné vybarvenych
metabolickych drah vedoucich ke vzniku trehaldzy. Schéma bylo vtvofeno na zaklad€ dat, ktera

byla ziskéana porovnanim relativni ¢etnosti transkript u aklimovanych larev SD10 a SD3 z obr.

37.
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Obr. 39: schéma metabolismu trehalozy za chladu.
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Na obr. 40 je znazornéna legenda k obrazkiim 38 a 39.

/ snizeni ) beze zmény | g zvyseni N

Zména (log2-fold): | <+2.00 <+1.00 <+0.58 >+0.58 >+1.00 >+2.00
Metabolity: ° @ O O @ ‘
Transkripty: I l ﬂ H ] I

Obr. 40: legenda k obrazkim 38 a 39.
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6. Diskuze

Data ziskana v této diplomové praci jsou soucasti SirSiho projektu, jehoz cilem je
objasnit fyziologické role nékolika metabolit (prolin, trehaldza, glutamin, asparagin, betain),
které se hromadi u chladové aklimovanych diapauznich larev C. costata. Protoze akumulace
téchto latek velmi dobte koreluje se zvySujici se chladovou odolnosti larev, existuje hypotéza,
ze tyto latky zasadn¢ ovliviiuji chladovou odolnost a funguji jako kryoprotektanty (Kostal et
al., 2011; Rozsypal et al., 2018). Soucasti projektu je analyza metabolickych drah, které vedou
k syntéze a akumulaci jednotlivych latek. Metabolické drahy spojené s trehal6zou jsou relativné
jednoduché (Obr. 1). Tato prace je zalozena na analyze relativni ¢etnosti mRNA transkriptti pro

geny, které koduji jednotlivé metabolické enzymy, poptipad¢€ transportni proteiny trehalozy.

Velkou vyhodou analyzy transkriptl je jeji metodickd robustnost a pfitom relativni
snadnost. Je mozné v kratkém case stanovit relativni Cetnosti mnoha riznych transkripti.
aktivit jednotlivych proteinli by trvala fddové delsi dobu a pro nékteré proteiny ani nejsou
vypracovany piislusné metody. Z tohoto pohledu je zfejmé, ze transkriptomickd analyza je
obvykle prvni volbou pfi obecné charakterizaci néjakého biologického ¢i patologického jevu.
Velkou nevyhodou analyzy transkriptd je to, ze mezi Cetnosti transkriptu a aktivitou jeho
produktu (proteinu) lezi mnoZstvi dalSich regulac¢nich krokd a vztah mezi transkriptem a
produktem tak neni vZdy pfimo umérny. V piipadé, Ze jsou transkriptomickéd data doplnéna o
metabolomickou analyzu a je zahrnut cely metabolicky systém, miliZe 1 transkriptomika vyrazné
pomoct k odhaleni metabolickych tokl (fluxes) (Suarez and Moyes, 2012). Dalsi podminkou
pro odhaleni skuteCnych metabolickych tokil je to, ze vzorky jsou odebirdny v ¢asovych
intervalech. Je tieba zachytit zménu koncentraci metabolitli a zaroveii transkripti v ¢ase. Tuto
podminku jsme v této praci alespon Castecné dodrzeli odebiranim celkem Ctyf rtznych
aklimacnich stavii (SD3, SD6, SD10, SDA10), které se navzajem liSily mimo jiné pravé i v
case. Dalsi véc, ktera ovliviiuje metabolické toky, je tkanové specificky piistup. Jednotlivé
tkan¢ se Casto vyrazné lisi svou metabolickou aktivitou. U hmyzu je hlavni skladovaci a
syntetickou tkani tukové téleso, které spojuje funkce jater a bilé tukové tkdné obratlovci
(Wigglesworth, 2012). V nasi praci jsme ovsem pouzili extrakty z celych larvalnich tél. Pfi
tomto pfistupu ale existuje riziko, Ze zmény na urovni tkdni se navzajem anuluji.
Neptedpokladame, Ze toto riziko by bylo pfili§ vysoké v ptipadé sledovanych metabolit
(vCetn¢ trehaldzy). Jedna se o latky, které se hromadi v obrovském mnoZstvi (sumarné az 0,5

molu na kg) a ve vSech tkdnich (Kostal et al., 2011). V ptipad¢ transkripti mohou byt nase
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vysledky zatizeny chybou plynouci z analyzy celych larev. Pies vSechny uvedené limity se
podarilo ziskat vysledky, které jasné¢ ukazuji velky rozdil v metabolismu trehalézy u
diapauznich larev vystavenych teplu (18°C) a chladu (4°C). Tyto rozdily jsou vidét na prvni
pohled porovnanim vyslednych metabolickych map na obr 38 a 39. V teple aklimované larvy
vykazuji prakticky pouze tfi zmény na Urovni anabolismu trehal6zy: slabou upregulaci
transportéru glukézy (1), hexokinazy C (3) a glukézo 6-P dehydrogendzy (4), (Obr. 38).
Aktivita hexokindzy je pottebna pro fosforylaci glukozy, ktera se tak stava aktivni molekulou
vstupujici do glykolyzy. Gluk6ézo 6-P dehydrogenaza je prvnim a klicovym enzymem
fostatového cyklu, ktery produkuje redukujici silu (NADP) a naptiklad také stavebni kameny
nukleovych kyselin (rib6zu). U chladové aklimovanych larev jsou ob¢ hexokinazy A a C silné
downregulovany (2, 3). Navic je downregulovan i transkript pro glukézo 6-P izomerazu (5).
Naopak gluk6zo 6-P dehydrogeniza (4) je siln€ upregulovana. Tyto zmény u chladové
aklimovanych larev lze souhrné hypoteticky interpretovat jako Gtlum metabolismu glukézy,
ktera vstupuje do bunky z vnéjsku. Tedy utlum produkce energie z glukdzy ve formé ATP. Tato
energie neni pro chladové aklimované larvy potfebnd — jsou v hluboké diapauze a navic za

nizké télni teploty. Cast glukézy se tak zfejmé hromadi ve formé 6-P glukonatu (Obr. 39).

U chladové¢ aklimovanych larev dale vidime zietelnou upregulaci dvou enzymi které
finalné syntetizuji trehalézu ze dvou molekul glukézy (jedna ptichazi ve formé glukézo 1-P a
druha je aktivovana uridinem, UDP). Tyto enzymy jsou: trehal6zo 6-P syntetdza (8) a trehal6zo
6-P fosfataza (9) (Obr 39). Jejich upregulace je logickd v souvislosti s nadprodukci a
hromadénim trehaldzy u chladové aklimovanych larev. Stejné tak je logicka silna upregulace
trehal6zového transportéru (10), ktery trehaldozu syntetizovanou pievazné v tukovém télese
muze odvadét do hemolymfy (jak je to naznaceno na obrazku), ale zaroven muize v jinych
tkanich umozilovat vstup trehaldézy. Navic, chladové aklimované larvy vykazuji silnou
downregulaci trehalazy, tedy enzymu, ktery §tépi trehalozu zpét na dvé glukézové jednotky.

Inhibice tohoto enzymu opét logicky zapada do situace, kdy se trehal6za hromadi.

Stale ovSem neni jasny pivod glukozovych jednotek, které jsou pouzity pro syntézu
trehal6zy. Ocekavali jsme, Ze transkriptomicka analyza naznaci silnou upregulaci transkriptu
pro glykogen fosforyldzu (6) u chladové aklimovanych larev. Glykogen je v literatufe Casto
uvadeén jako zdroj pro syntézu riznych kryoprotektantt jako je sorbitol, glycerol, inositol nebo
pravé trehaléza (Storey and Storey, 1991). Odstépeni glukdézy od glykogenu nevyzaduje
energii, protoze fosfatova skupina nepochazi z ATP ale z anorganického fosfatu. To je vyhodné

v situaci, kdy je potfebné zaroven Setfit energii a zaroven vyrabét kryoprotektivni molekuly. To
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je prave pripad diapauzni chladové aklimované larvy C. costata. Nase vysledky pouze neptimo
naznacuji, ze glykogen je substratem pro syntézu trehaldzy: 1) metabolismus alternativniho
substratu, tedy glukozy pochazejici z hemolymfy, je utlumen (viz vyse); 2) Cetnost transkriptu
glykogen fosforylazy neni sice zvysSena ale je relativné nejvyssi ze vSech sledovanych
transkripti (heat mapa na Obr 37); aktivita glykogen fosforylazy jako enzymu je zavisla na
vzajemném poméru aktivni (a) a inaktivni (b) formy. Konverze téchto forem je fizend znamou
amplifika¢ni kaskédou: signdl - cAMP — PKA — glykogen fosforylaza kinaza — glykogen
fosforylaza (b) — (a) (Champe and harvey, 1994). Aktivita glykogen fosforylazy tak nejspis

neni regulovana na transkripcni urovni (je stale vysokd), ale na urovni fosforylace.

V ptipadé trehalozy se jedna o pomérné jednoduchy metabolismus a jeho interpretace z
transkriptomicko-metabolomickych dat u C. costata je pomérné ptimocara. Mnoho elementt
metabolismu trehaldzy je ovSem propojeno s metabolismy dal$ich latek jako je prolin a dalsi
aminokyseliny a betain. Vysledna interpretace tak musi vychézet ze souhrnu vSech znamych
dat, ktera byla paralelné ziskana pro dalsi metabolismy. Tato interpretace by uz ovS§em vyrazné
piesahovala ramec diplomové prace. Ve strucnosti jen uvadim, ze celkovy vysledek naznacuje,
ze vSechny kryoprotektivni latky maji piivod v makromolekularnich strukturach: trehaldéza v
glykogenu, aminokyseliny a zejména prolin v kolagenech extraceluldrni matrix, a betain ve

fosfolipidickych obalech tukovych kapének.
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7. Zavér

s Zvladla jsem komplexni metodiku stanoveni relativni ¢etnosti genovych

transkripti v biologické matrici.

% Zvyseni koncentrace trehaldzy u chladové aklimovanych larev C. costata bylo

doprovazeno:
= zvySenim relativni ¢etnosti mRNA transkripti:

o trehal6zo 6-P syntetazy
o trehalézo 6-P fosfatazy
o trehaldézového transportéru

= sniZzenim relativni cetnosti mRNA transkriptii:

o trehalazy.

% Transkriptomickd analyza nepfinesla jasny vysledek ohledné zdroje

glukozovych jednotek pro syntézu trehalozy.
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