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1. UvOD

Jiz od pa@éatku vzniku Zivota, jsou vSechny Zivé organismyhawdvany
periodickymi zn¢nami, jako jsou denni a sezonni vlitigené rotaci Zegnkolem své osy
(sttidani dne a noci), kolem Sluncet{dani r@nich obdobi) a v neposledtasid: takée
rotaci Mesice kolem Zem(slapové jevy).

Prirozené rytmy vyskytujici se u vSech skupin Ziebt v zavislosti na v&Sim
prostedi zaujaly francouzského astronoma De Mairana Ji@. stoleti. Ten poprvé popsal
pravidelny pohyb list u rostliny citlivky (Mimosa) v praibéhu dne, picemz rostlina s
nastupem noci své listy sklapi ke stonku (Saun@&@2).

V dusledku pravidelnéhoigtlani dne a noci ($la a tmy) a zrén v délce trvani dne
a noci spolu s teplotnimi vykyvy visehu roku, musi fedevSim suchozemsti ztiohove
mnohdycelit prudkym,¢asto negiznivym vlivam vrejSiho prostedi (Danks, 2002). Proto
se u nich Bhem evoluce vyvinuly mechanismy, které jim naponjiahaovnat se sémito
jevy. Pravidelné stdani vigjSich podminek vedlo k vyt¥eni mechanisins rytmickym
prabéhem. Nekteré z nich jsouifdmou odpo¥di na zndny v jejich okoli, jiné, a to
mnohemcastjSi jsou Zejmym projevem endogenni (vrozené) periodicity.

Rytmické chovantizené prosednictvim faktol vne¢jSiho prostedi je ovladano
predevsim vnimanim stla, zejména zinou jeho délky (fotoperiody) v fb¢hu roku. Ta
ma totiz v¢ase kontinualni charakter a jevi se jako nejvigdmprostedek prarizeni
rytmu a nejlepsi indikatoripdznamenavajicitfthod nepiznivého obdobi, kterému se
musi vSechny organismy rychlé&zpusobit, aby peZily. Adaptaci na pravidedrse nénici
délku dne a nocidhem roku vznika fotoperiodismus. &ha jakotidiciho faktoru vyuziva
velké mnoZstvi Ziv&isnych skupin od rostlinips hmyz az po ptéky. Relativni délka dne
casto reguluje veskery jejich vyvoj (Menaker, 194 pme rozmnozovani jsou i dalsi
aspekty fyziologie a chovani hmy#zeny biologickymi hodinami. Padtmezi ré: pohyb,
piijem potravy, kukleni a mnoho dalSich aktivitianosti, jeZ jsou omezeny négnou
¢ast roku pofipact dneci noci (Saunderst al., 2002). Jen diky vSerarhto
vymozenostem evoluce jsou organismy schogeyipi v nepiznivych podminkach.

Rytmy mizeme dlit podle délky trvani jejich periody na ultradidrsperiodou
kratSi nez 24 hodin, infradianni s periodou ded& 24 hodin, cirkadianni, jejichz perioda
se [iblizn¢ rovné 24 hodindm, cirkalunarni £sitni periodou, cirkanuanni sl

periodou a cirkatidalni neboliiivové (Dunlapet al., 2004).



1.1 Cirkadianni rytmy

Zvlastni vyznam maji endogenni oscilace, kteréysewuly s periodou blizkou 24
hodinam, tedy rytmy cirkadianni, jeZ jsou determ#éwy geneticky. Zda se, Ze zaklad
hodin je gitomen v kazdé hice a jejich chod je synchronizovan centralnimi hadii. O
existenci vnitnich hodin s¥dci i fakt, Ze se rytmicita zachovava p@itwu dobu i v
piipads, Ze je dany Zivéich umistén do permanentni temnotyigemz délka jednotlivych
period se nmiZze v piabéhu €chto podminek patkud zkracovat nebo naopak prodluZzovat
(Sehgal, 2004). Tyto rytmy byly pozorovany jak uagichu, tak i u rostlin.

Jak jiz bylofe¢eno, i cirkadianni rytmy jsotizeny nefasgji vnimanim s¥tla. U
hmyzu je s¥tlo pro nastaveni hodin vnimano specifickymi nétlevreagujicimi neurony,
které obsahuji slocivné pigmenty liSici se vSak od pigmémetiny oka. Rytmy jsou
teplotre kompenzované, tedy na te@atezavislé v akceptovatelném teplotnim rozmezi.

Podstata fungovani hodin je uloZzena v genomu jéiggiclh organisnd, jedna se
tedy o vydobytek evoluce ovladajieidu biochemickych a fyziologickych prodefa
molekularni Grovni je jejich podstata jiz znama.|BMalarni mechanismus hlavniho
oscilatoru je studovan u mnoha modelovych orgafisth&ch nejjednodusSich, k nimz
pafti sinice nebo houby k sloZj§im jako jsou drobni savci. Oscilator, ktery precidi
pracuje na principu ztné vazby tak, Ze hromadici se genovy produktpimkeiviastni
transkripci, ktera se znovu ragine az poté, co koncentrace produktu poklesne it
mez (Rosato, 2007).

Mezi hlavni hodinové “clock” geny, které spote vytvaieji zpitnovazebneé
smycky pati period, cycle, timeless, clock, doubletime acryptochrom (Uedaet al., 2001,
Tomioka and Matsumoto, 2010)).
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Obr.1. Schéma fungovani cirkadiannich hodin (Tomj&@010).

ZjednoduSené schéma fungovani cirkadiannich hednalpZeno na stlo-citlivem
proteinu cryptochrom agkolika zpstnovazebnych snékach tvadenych transkrignimi a
transl&nimi procesy, do nichZ jsou zapojeny pozitivni gata/ni elementyidici tempo
hodin. Transkripci a naslednou translacitgeytle aclock se vytvdi proteiny tvdici
heterodimer CYC/CLK, ktery podporuje transkriperiodu béhem dne a nocper mRNA
je transportovana do cytoplazmy, kde je translatavd@o proteinu PER. Vznikly protein
vytvéii komplex s TIM (kbédovany genetimeless), ktery vstupuje do jadra, kde patlge
svou transkripci inhibici CLK/CYC heterodimeru. Vim potl&ené transkripce dochazi
ke snizeni hladiny proteiriPER a TIM, tim jiz CLK/CYC neni inhibovan a dojde
reaktivaci transkripce gérper atim.

PER protein translatovany v cytoplagnyvéi krome heterodimeru PER/TIM jeSt
dalSi, a to se dwna proteiny CRY1 a CRY2 (k6dované cryptochromeniyYC
pravdpodobrt funguje jako fotoreceptor, ktery umage cirkadiannim hodinam vstoupit
do denniho (light : dark) cyklu. CRY2 je natHe necitlivy protein fungujici jako hlavni
inhibitor transkripce (Bradshaw and Holzapfel, 2010



1.2. Sezénni rytmy

Krome rytmu cirkadiannich, jak uz bylo zmino, existuji i rytmy s delSi periodou,
mezi rez pati i rytmy sezénni. Ty souvisi s mnozstvim dopadagienergie na zemsky
povrch, které se émi spolu s porgrnou délkou dne a noci sinem od rovniku k pdim a
spolu se gtdanim r@nich obdobi. Do vhodného obdobi je tak pomociimfgh hodin
nagiklad na&asovana pohlavni aktivita organigma vrejSim poditem je pro ni, i v tomto
piipadt, zmena délky dne — fotoperioda (Hodkova, 1976). Dalgitkladem niiZze byt
sezonni vyskyt dormantnich stadgiidiapauznich stadii v Zivotni cyklu nebo migrace

motyli monarcli (Saumaret al., 2005).

1.3 Fotoperiodismus

Fotoperiodismus je stBici jeu, jejichZ pomoci jsou organismy schopny rozlisit
dlouhé dny letnich gsici od kratSich din podzimuci zimy. Tim jsou organismy schopny
ziskat informaci prostedi ohledy toho, v jaké fazi roku se pr&wnachazeji a mohou tim
padem pizpuasobit dané situaci své Zivotni cykly. Rozhodujécpjo organismyigchod z
letniho obdobi na zimni, kdygchazeji z aktivniho Zigobu Zivota na pasivnifada jejich
fyziologickych proces je utlumena, aby snazéegdkaly negiznivé obdobi.

Fotoperiodismus jakorfrodni fenomén byl poprvé popsan Garnerem a Allarde
roku 1920 (Garner, Allard, 1920), kiejistili, Ze mnoho rostlin &etné tabaku, soji,
fedkvicky, mrkve a dalSich dze kvést a rodit pouzeiglouhém dni letnich gsiai. Jiz
tyto prvni wdeckeé vyzkumy dosiy k tomu, Ze sezénni aktivitat @z hmyzu, ptak,
plazil nebo savt, funguje podle stejného principu.

U hmyzu je nejroz$énsjSim projevem fotoperiodismu indukce a ukeni
diapauzy (Saundess al., 2002). Fotoperiodismus jako priestek adaptace na sezénni
vlivy zavisi na jejim vhodném tasovani a ostatnich reakcich spojenych s vykytein
sezony. U vSech jedidmmedochazi k rozhodnuti stejr obvykle jej zobrazujeme
fotoperiodickou kivkou a podminky, kdy 50% jedifdiapauzuje ozriajeme jako
kritickou fotoperiodu, ktera je tiena genetickyKriticka fotoperioda se li8i v zavislosti na
zenepisné Sice, je tedy ovlivina dlouhodobym ifizpasobenim Zivéicha danému

prostedi. Diapauza jediricv severskych oblastech (na severni polokouli),jkddima
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studerjSi a vegeténi obdobi kratSi, je delSi. Otepleni, na které oisyay v diapauze
¢ekaji zde totiz nastupuje $tgi prodlevou a vegelni sezéna vechto oblastech kaii
diive. RozmnoZzovaci cykly tedyiphazeji naadu pozdiji, kdy je den jiz o gkolik hodin
2001; Lummeet al., 1975; Lankinen & Forsman, 2006; Lankinen, 198@&nto fakt
potvrzuji i naSe exterimenty viz graf 1. V naSidedidi mame jedincé.apterus
pochazejici ztiznych geografickych oblasti, u kterych jsme sletipzda se mezi sebou
liSi z hlediska néasovani rozmnozovani (ukéeni diapauzy). Zjistili jsme, Zézné
geografické linie pochazejici aznych podnebnych pase liSi pra¥ kritickou

fotoperiodou, kterd se pra jevi jako dostéujici pro ngasovanim pohlavni aktivity do

The Photoperiodic Response
Curves of Geographic Strains
of Pyrrhocoris apterus
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Graf 1.Fotoperiodicka odp&# raiznych geografickych liniP.apterus, predkEzné
vysledky (Varc¢kova, Bajgar, Peckova, DoleZel, nepublikovano).

Raznymi barvami jsou na obrazku ozeay lokality, ze kterych pochazely jednotlivé
divoké linie rungnic. OranzZo¥ — Izrael, tizow — Athény,cerverg — Lyon, zelet —
Chekice, s¥tle mode — Toila, tmay mode — Stockholm (Svédsko).



Z grafu je patrné zavislost fotoperiodické odgdivna geografické poloze mista
pavodu jedince. Pr@.apterus z nejjizrejSiho mista (Izrael) je dostajici kratSi
fotoperioda pro ukateni diapauzy, naopak nejsev@riijici jedinci (Toila, Stockholm)
reaguji ukoenim diapauzy(zahajenim pohlavni aktivity) s nejtdtoperiodou.

Metody studia, kteréifspivaji k pochopeni molekularnich mechanigiidicich
fotoperiodismus, Ize roztt do dvou kategorii. Jednou z nich je klasickaeféka, ktera
vyuZziva jedindg liSicich se navzajem svym fenotypertigpmz geneticky rozdil neni znam
a pra¢ ten se snazime nalézt. Vyhodou klasické genetikizg umoituje identifikovat
mutace prakticky na vSech moZznych arovnich regulpegkozeni promotér vytvoreni
stop kodonu v genu, nebo naopak vzniku dominantmigtaci). O to pracisi je potom
tyto mutace nalézt — zejména u nemodelovych organie miZze byt takka nemozné,
nebo velmi komplikovaneé.

Druhou kategorii fedstavuje genetika reverzni, ktera naopak postugpgsaym snérem
— nejprve zname gen a u toho se snazime zjisttgéshu (Michels, 2002).

1.4 Dormance

Ekologicky je mozné rozliSitittypy dormance: hibernaci, estivacirattm
zvlastnim typem je diapauza. Fyziologické mechawigjich fizeni jsou velmiiznorodé.
Hibernace, nazyvana téz jako zimni spanek a estiffami spanek) jsou stavy solelmi
podobné. Ziveich je @i nich nucen vzhledem k n&pnivému klimatickému obdobi
v pribéhu roku zredukovat veskeré fyziologické pochodymaimum, snizit srdi tep,
te¢lesnou teplotu a zredukovat metabolismus, a t@us®, aby Séil energii a byl schopen
pieckat v tomto stavu néfznivé obdobi zimyi sucha ve vhodném ukry{Wwilz,
Heldmaier, 2000).

Estivace je ozngmvana jako stadium snizeného metabolismu, dékyuz jsou
organismy schopné&g@:kat negiznivé podminky aridnich oblasti. Organismy Zijici
téchto podminkéach jsou aktivni vZzdy jen pekalik tydna v roce, kdy gijimaji potravu a
mnozi se. Pak se &puchyluji k estivaci v chramém ukrytu, n&jasgji pod zemi (Storey,
2002).

Hibernanace je charakterizovana dlouhymi stavyutsii, které se objevuji s

frekvenci rkolika dni az gkolika tydni. Behem stavu strnulosti dochazi k redukci



metabolickych pochad sniZeni tepové frekvencedesné teploty. Tyto stavy jsou
preruSovany obdobim intenzivni metabolické aktiviy,nichZ €lesné teplota roste a je
udrZzovana po «itou dobu nez se Ziwech opet vraci do stadia srtrnulosti (Carey, et. Al,
2003).

Organismus je schopen se z dormantniho stavu vetiie zotavit hned po
odezrni negriznivych podminek, jeho fyziologické procesy se miira dosahuji
normalnich hodnot. N&fklad hmyz ve stavu strnulosti vlivem nizkych tepgdokraiuje
v ¢innosti, kdyz teplota stoupne naditou mez. V tropickych oblastech je tigingjSi
obdobim pro hmyz obdobi d&8a stava se dormantnim s nastupem obdobi sucha.

V temperéatnich oblastech hmyz zahajuje svéima}jSi obdobi na jg a fechazi do
dormantniho stadia v z#nV nekterych subtropickych oblastech, kde jsou léta @k
sucha a zimy studené nebo chladné, mohou nastatbdobi spojena s vegétam klidem
- v zimnich a letnich #&sicich (Hodek & Kostal, 1997).

1.4.1 Diapauza

Tretim zvlaStnim typem dormance je diapauza. Jedoasdi¢cné podmirgnou
dormanci, ktera synchronizuje Zivotni cyklus drghwini dobou a je definovana jako
stav, i které dochazi k zastaveni vyvoje preshictvim spiSe fyziologickych
mechanism nez podminkami wjSiho prostedi (Beck, 1962). Jedna se tedy o aktivn
indukovany proces, ktegasto zahrnuje zémy neurokrinni aktivity. &koliv diapauza
neni gimo udrZovana vlivem faktarvrgjSiho prostedi, sehravaji tyto faktoryttezitou
roli pti jeji indukci a ukokeni. Tyto faktory slouZzi jako stimul z préesdi signalizujici
nastup nepznivych podminek, pétmezi r& nagiklad teplota, vihkosti zmena
fotoperiody, jejiz vliv je rozhodujici (Jervis, 280 Navic niize byt diapauza mnohdy
vyvolana s pedstihem, a to v débkdy jsou vijSi podminky je&t prijatelné, ale hrozi
zhorSeni, které je zZiwich schopen fedpowdét na zaklad zkracujiciho se dne. Po#tn
vyvolavajici diapauzu v tomtaipact ¢asto misobi na @vejSi vyvojové stadium nez je to,
ve kterém se pak projevi. Tento mechanismus taernslouzit k synchronizaci Zivotniho
cyklu s raénim obdobim (Adkinsson, Roach, 1971). Diapauzab¢ gahrnuje zastaveni
dalSiho vyvoje nebo hmyzi pr@ému, skladovani charakteristickych metahplit

hemolym¢g, snizeni metabolismu, rezistenci k vysychandlalp také stavbu



specializovanych zimouw§Kostalet al., 2008). Jak je informace determinujici diapauzu
v organismu uchovana vSak neni doposud znamo.

Hmyzi diapauza je klasifikovana nakolik typu. LiSi se podle toho, v jaké fazi
Zivotniho cyklu k ni dojde, dalSi kritériem je ritghad to, jestli se jedna o obligatorni nebo
fakultativni diapauzu. Vstup do obligatorni diappse @&je bez ohledu na vlivy \#jsiho
prostedi. Do diapauzy fakultativni vstupuje jedinec fehdy, pokud to podminky
prostedi vyZzaduji (Jervis, 2005). Klasifikaci typroved! Miller, ktery rozliSujeit
zakladni typy, a to parapauzu, eudiapauzu a oligmpéMiller, 1970).

Parapauza je obligatorni diapauza pozorovana wggheranich druti. Jeji
nastup je pro kazdy druh specificky a dochazémaum v konkrétnim vyvojovém stupni
larvalniho stadia hmyzu (instar). #bek tohoto typu diapauzy je geneticky determinovan
a ukazuje se, Ze je nezavisly na vlivgjgiho prostedi.

Eudiapauza je obvykle indukovana fotoperiodickymsgbem a byva uk@ena
vyrazrejSi zmenou teploty, kterd je spojena s nastupem clédéro obdobi. Jedna se tedy
0 vzajemné propojeni biologickych hodin a biologik kalendze.

Oligodiapauza ma rowi fakultativni povahu, ktera spioa ve fotoperiodické
citlivosti (Saunderst al., 2002).

1.5 Modelovy organismus — runinice pospoln&(P.

apterus)

Pyrrhocoris apterus (Heteroptera) se diky své kratké gegefalok®, nenarénym
podminkach chovu a zajmu pracouvintkntomologického Ustavu stala vyznamnym
fyziologickym a molekular& - genetickym modelem. Tento Zisioh pati pivodre mezi
subtropické druhy, ale dnes je rdesi tén¢i po celém sité, cehoz vyuzivameipnasich
experimentech. K dalSimikbzitym vlastnostem tohoto druhu bezpochybyigaké
pohlavni dimorfismus (obr.P1., P2.), ktery je nerkypro provadni experiment,
zavislych na kontrolovanéntikeni vybranych jedinc

Chov rungnic lze docela snadno zajistit v laboratornich podach. Peni je
jednoduché, dosfi samci se stavaji pohlagmaktivnimi 5.-6. den po dosazeni déigisti,
spolu s pibyvajicim wkem se jejich pohlavni aktivita pomalu sniZuje. Spartnerku
samci vyhledavaji pomo¢ichu a dalSich stimt] neba’ sexual® aktivni samika



produkuje atraktivni latky stimulujici samce kK@di. Diapauzni samci se népa@proti
tomu diapauzni sarky, u kterych je diapauza vyvolana podminkami kiatk dne, jsou
schopny se @ s aktivnimi samci (Socha, 1993). Na tento fakkg¢ba si davat pozor,
provadime-li kKizeni jediné diapauznich s nediapauznimi.

Po spéeni samika klade vajtka po siiSkach v intervalu 2-5 dnifigemz v kazdé
sniSce naklade asi 50- 80 vagk. Spolu s vyvojem embryadmi vajicka svou barvu od
bilé p'es Zlutou po oranZovou, kterfedznamenava brzké vylihnuti latek. Vyvoj larev
zahrnuje pt instaf. Pri béznych laboratornich podminkach (long-day - LD 18D a
25°C) trvaji prvni 4 instary okolo 10-14 dnfjq®&mz posledni paty, trva sam o &abaz
10 dni. Od vajika po dospice tedy vyvoj trva fiblizné 1 mssic. V @irok je vSak tento
VYVOj 0 poznani pomalejSi (2-3asice). Délka Zivota dosfze je 6izna, mize byt od 2
mesial az po 1 rok (Socha, 1993). S&hy kladou vajtka i v piipact, Ze nebyly oplozeny,
z vajkkek se vSak v tomifpack nelihnou Zzadni jedinci.

P.apterus se s velkou oblibou shlukuji détéich skupin, a to pomoci visudlnich a
chemickych stimul. Co se tye potravy preferuji rostliny ze skupiny slézovitych
(Malvales). Jedna se o fytofagni druh, ktery se adaptovalotiavu ve form zralych
suchych semen.

Diapauza jedint je charakterizovana ukdéanim rozmnozovani. Obvykle fezena
fotoperiodou, a to tak, Zzeehem kratkych dni (SD) s periodou 12L:12D jedin@puzuji,
zatimco Bhem dlouhych dni (LD) s periodou 18L:6D je diapaukaniena a dosfici se
zainaji rozmnozovat (Hodek, 1968). Alternativae také diapauzu indukovat snizenim
teploty, kterd v firock s klesajici délkou dne rovh klesa. Indukci diapauzy vyvola
vystaveni teplat okolo 0 °C po dobu 2-4 dmebo velmi vysokou hustotou populace
(Hodek, 1971).

Chceme- li rozeznat, ktera samice je diapauznérakie, jefeba jedince
samtc¢iho pohlavi rozdit po jedné do Petriho misek (obr.P4.) a sledokitré saniky
vajicka kladou a které ne. Pokud chceme rozliSit mufas#mice od divokych, totéz
provedeme v podminkach kratkého dne. Samice klado80 pak ozn&jeme jako
mutantni, naopak samice, které v SD nekladou jsenkd, protoze dodrzuji diapauzni
chovani, které za normalnich okolnosti nastavadnmpokach SD.

DalSim zpisobem pro rozeznani samic diapauznich od nediafmduzmosplosti
je pristoupeni k jejich pitvam.iPpitvach se zagtujeme na saméi reprodukni organy.

Reprodukni organy dosflé samice jsou tyeny parem ovarii,ipcemz kazdy je slozeny



ze 7 ovariol (Slamat al., 1974). Diapauzni sattku od nediapauzni v tomtdipad
odliSimi vzajemnym porovnanim jejich vajeka.

U nediapauznich sati@k probiha v ovariolachist a vyvoj vajtek jiz nekolik dni po
dosazeni dosjosti (Socha, 1993) a formujici se oocyty jsou swapozorovatelné pod
mikroskopem. U diapauznich sasmk jsou ovaria zakita a Zadna vajka se zde nevyviji,
pod mikroskopem nevidime na ovariich Zadnérmyr(obr.P5.).

Oba postupy weni diapauzniho nebo nediapauzniho chovani majrygwedy i
nevyhody. Vyhodou druhého postupu, je Ze udaj ojasth je samice diapauzni nebo ne
ziskame rychleji a s&Si jistotou se nad miazeme spolehnout. Mezi nevyhody tohoto
postupu pat bezpochyby jeho pracnost pracujeme-li s velkyitgmo jediné a nelze ho
aplikovat, planujeme-Ili samice pouzit k dalSim ekxpentim, neb® po vypitvani jsou jiz
nepouzitelné.

V nasi laborati pracujeme s &kolika dfive popsanymi mutantnimi
(nediapauznimi) liniemP.apterus (Socha, Hodkova 1994), (Socha, nepublikovano} a té
jednou no¥ izolovanou linii (Vagckova, Dobrovodsky, Dolezel, nepublikovano). K
dispozici mame také divokeé (diapauzni) linie odabra fiznych lokalit (ozn&eny podle
mista mivodu).

Oba typy linii jak diapauzni, tak i nediapauzniytiskany odchytem z volné
piirody, pricemz v laboratornim pragtdi nasled& doslo k jejich vyselektovani a

namnozeni.

1.6 Mozné propojeni cirkadiannich hodin s

fotoperiodismem

PrestoZe jsme relati¢rndolre schopni pozorovat fotoperiodické procesy,tznym
druzich ziv@ichu, jejich podstata je nam stale na molekularni Urovfasna. Jiz v prvni
polovirg 20. stoleti odbornici uvazovali o tom, Ze cirkawhiirytmicita je zakladem pro
meétenicasu v gipact rytma sezonnich, tedy Ze dizeni cirkadidnnich rytina rytmi
sezonnich (fotoperiodismu) jsou zapojeny stejné@radazlobné prvky. Mzeme tak soudit
z toho divodu, Ze oba typy chovani jsou zavislé rtaani sétla a tmy (lkencet al.,
2010). Mnoho dosavadnich studii tuto hypotézu ptitpamekteri autdi ale s interpretaci
dat nesouhlasi a navrhli alternativni wtbeni (Bradshaw, Holzapfel, 2010). Négad
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bylo prokazéano, Zze hodinovy gémeless ma vliv na diapauzu Drosophily. Rovnsz u
Drosophily byly prova@&ny experimenty, za#tené na “vypnuti” kfovych geri
cirkadiannich hodin jakymi jsoperiod acycle (lkenoet al., 2010), picemz se sledovalo,
jaky dopad bude mit wgizeni geti z ¢innosti na fotoperiodismus. Dosavadni vysledky
vS8ak zatim molekularni podstatu fungovani sezoénnfichi neobjasnily (Bradshaw,
Holzapfel, 2010).

Za elem komplexniho pochopeniizpisobeni organisinpodminkam vgsSiho
prostedi je teba provést jeS§tmnoho experimenta vyuzit rozknych metod molekularni
biologie, které by fispély k rozSieni dosavadnich znalostighto jevech.

Nasim cilem v této praci je pokusit se reézZlosavadni znaslosti o
fotoperiodickych jevech. Jakou ulohu hraj&izeni fotoperiodické odpedi swtlo? Je
prabéh fotoperiodické odpaidi ovlivnén zmeénou teploty? Jaka je charakteristika
mutantnich jedini? DalSi naSe snaha &mje k zodpo¥zeni alespi nékterych dosud
nejasnych otazek tykajicich se vztahu obou dlotimosanych jeu — fotoperiodismu a
cirkadiannich rytmi. Existuje gjaky mechanismus propojujitizeni cirkadiannich hodin a
fotoperiodismu? Lze testovanim obou fenomearoves na tomtéz modelovém organismu

nalézt rysy poukazujici na spétetidici prvky?
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2. CILE PRACE

Cilem této prace je charakterizovat diapauznioliy a nediapauzni (mutantni)

linie P.apterus.
1. Ur¢it, zda diapauzni mutace je v dominantiniecesivni konstituci.

2. Charakterizovat mibeh cirkadianni odpadi u mutantnich a divokych linii.

3. Otestovat, jestli jsou cirkadianni fenotypy vazanptoperiodickymi.
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3. MATERIAL A METODY
3.1 Charakteristika diapauznich a nediapauznich lin
P.apterus
3.1.1 ChoW. apterus

Pouzivali jsme dosiice runenice pospolndP. apterus), pro rékteré pokusy jsme
vyuzili jedince vyhrad#a santiho nebo sandiho pohlavi, do jinych pokusbyli zarazeni
jedinci obou pohlavi spateé. Pracovali jsme s nize uvedenymi nediapuznimi a

diapauznimi liniemi.
Nediapauzni (mutantni) linie

» Lyon L (LyL) - beze zmny barvy —<¢ervenéa (Socha,
Hodkova, 1994)

» Lyon Yellow body (LyY.b.) - bila mutace (Socha,
nepublikovano)

Diapauzni (divoké) linie

> Svédsko (izolovana v roce 2010, Stockholm)
> Zaclé (Zac.) (izolovana v roce 2008)

» Oldiichovec (Old.) (izolované v roce 2009)

» Toila (izolovana v roce 2010)

Rumenice byly chovany v ¥z litrovych sklenicich, uzamych prodySnou #ou a
umistnych v inkubatorech, které simulovaliigiusné podminky daného experimentu
(délka dne, teplota). Jako potrava se nam nejlép&idila lipova seminka. Ta byla
oSetovana tak, aby bylo zabré&mo zavi€eni infekce z progedi do naSich chdv

Pripadné patogeny byly eliminovany promyvanim seminekici vodou, seminka byla
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nasledg usuSena a az poté pouziivana. Zdrojem vody byt@micim “pititko” s
buniinovou zéatkou (obr. P3.).

Podminky pro chov jediricbyly nastaveny v zavislosti na provagch
experimentech. &kteti jedinci byli chovani pi standartni teplét25°C v podminkéach
kratkého dne SD: 12L:12D nebo dlouhého dne LD: @B\ jini byli podle zvolenych
pokusgi umig'ovani do nizSicki vysSich teplot.

3.1.2 Krizeni diapauznich linii s nediapauznimi liniemi

3.1.2.1 Ukeni konstituce diapauzni mutace

V rodi¢ovské generaci (P) jsméikili stejrg staré jedince mutantnich
(nediapauznich) linii s jedinci divokymi (diapauamy, ¢imz jsme ziskali jejich potomky
(F1), u kterych jsme sledovali fenotyp, §eneraci jsme dale pouzili proétpa Kizeni s
rodicovskou nediapauzni linii za zisky.B B; jsme vybrali pouze diapauzujici jedince a
kiizili je v dalSim zptném KiZeni s nediapauzujicim r@éim za zisku B Zpstna KizZeni
jsme timto zfisobem opakovali pogkolik generaci az do Bjak je naznéno v tabl.

Jedince saniiho a sartiho pohlavi jsme navzajentikili v podminkach dlouhého
dne, LD: 18L:6D, za stadartni teploty 25°C, abyinednediapauzovali a co néjéi paet
byl schopen se rozmnozit.

Diapauznost v dfich generacich jsme u pototnk jednotlivych zptnych Kizeni
sledovali pouze u samic, nebo nich jsme byli schopni bezgg® rozhodnout, jestli jsou
diapauzni nebo ne. Samce jsme k pdkusevyuzivali, pestoZe i to by bylo mozné. V
tom pipact bychom vSak muselifistoupit k jejich pitvdm, abychom rozliSili diapaniz
jedince od nediapauznich a nebylo by mozné jeutd@leit do dalSichikzeni. Selekci
samic do dalSihotkzeni jsme provadi ve 4.-5. instaru, aby bylo zaj&to, Ze dosud
nebyly oplozeny. Selektované potomstvo s&io pohlavi v ditich generacich jsme
umistili do podminek kratkého dne SD: 12L:12D zdattni teploty 25°C. \&thto
podminkach diapauzni samice nekladoudkajia naopak je tomu u samic nediapauznich,
které vajéka kladou. Abychom mohli git, ktera samice vajka klade a ktera ne, museli
jsme samice rozitit po jedné do Petriho misek (obr.P4).

Diapauzni jedinci z&chto pokugé byli zamraZeni proifjpadné vyuZziti v dalSich
experimentech, které viak jiz nebuddadgnetem této prace.
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Tab.l. Model vzdjemnéhaiiZeni jednotlivych linii. KiZzeni¢. 6 bylo v naslednujicich
zpstnych Kizeni ukokeno vzhledem k malému ¢o jedind, které by nebylo mozné
udrzet do dalSich generaci. Poddhrkiizeni¢.3 doslo k nedostatku jeditncyY.b., ti
vSak byli v tomto kizeni nahrazeni linii LyL, kter4 chovanim odpovpd&odni linii
LyY.b, liSi se pouze absenci mutacé&sgbujici bilou barvu jediric

V pripact kiizeni¢.3 se jednalo o jizifve kiizenou linii, do naSeho pokusu tedy byla
zarazena po jiz &kolikatém zgtném Kizeni. Po provedeni naSichéapych Kizeni tedy
ziskavame pro totorkZeni B u ostatnich B

P Busg Bs & Byt
1. Svédsko x Ly.Y.b  Fx Ly.Y.b. » nekladouci Bx Ly.Y.b. » nekladouci Bx CHF » B -
2. Toila x Ly.L. Fx LyL. » nekladouci Bx LyL. » nekladouci Bx LyY.b. » B -----

3.B;(Zaclé x Ly.L.) FyxLyL. » nekladouci Bx LyL. » nekladoudBs x LyL. » By x LyL

4. Svédsko x ChF 1K ChF » nekladouci;B ChF » nekladouBf, x ChF » Bx ChF
5. Zaclé x LyY.b. FxLyY.b. »nekladouci Bx LyY.b  » nekladoudd, x LyY.b. » B;---
6. Oldk. x LyY.b. ExLyY.b. »nekladouci B

3.1.2.1.1 Reakce na zému teploty

Do tohoto experimentu jsme vybrali pouze jeding®zok jdouciho 4. zginého
kiizeni (&) ¢.3 a (B,) ¢.4 (tab.l.), ktera byla zastoupena dostatevelkym patem
jedinai. Zahy po vylihnuti byli jedinci umi&ti do inkubatoil zaji&ujicich 1izné teplotni
podminky SD. Z jedintjsme v 4.-5. instaru selektovali pouze samicas&@yali jejich
diapauznost. Samci byli pouziti pragteni pohybové aktivity v permanentni temnot
dalSich experimentech (kap. 3.1.4).

Jedince jsme umisvali do fiznych teplot na zakl&dejich chovéani v pedchozim
pokusu, kde jejich chovani vykazovalo odlisny tr¢kab. 3.1.2.1). Potomky Zigenic.3
(B7(Zac x Ly)) jsme vzhledem k jejich chovani umistiti nizsi teploty a naopak jedince z
kiiZeni¢.4 (B4 (Sv x ChF)) do dvou vy3Sich teplot. Teploty jsmessaZili vychylit do co
nejkrajrejSich hodnot. Nebyli jsme si jisti jaké teplotgp® plostice je&tsnesitelnd, proto
dne a noci. Teplotathem dne nebyla tolik vychylena od standartni tgp(@6°C), v noci

se teplota jesto nico snizilati zvysila.
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Jedinci z KiZzeni¢.3 byli chovani v podminkach kratkého dne (SD) 12D g
teplotach:

1) - 25°C, ktera odpovidala teptotve které byli jedinci fvodne kiizeni (kap.

3.1.2.1)

2) - 22°C es den a 20°Cips noc.

Jedinci z Kizeni¢.4 byli umiseni rovreZz do podminek kratkého dne (SD) 12L:12D
v teplotach:

1) t;- 25°C odpovidajici tepldtpiredhoziho kizeni.

2) ty- 27°C.

3) t3—28,5°C pes den a 25°Cips noc.

Diapauzni jedinci byli po tomto experimentu zamrageo gipadné dalsi analyzy,

které vSak nebudou@dnetem této prace.

3.1.2.2 Meéreni kritické fotoperiody - swételny gradient

V tomto experimentu jsme testovali jegkteré jedince sarsiho pohlavi opt
vyselektované v 4.-5.instaru (tab.ll.). Samce aebgamic jsme vyuZili pro &heni
pohyboveé aktivity v permanentni temédkap. 3.1.4).

Jedince vyvijejici se v kratkém dni (SD) jsme, psa¥eni dosjposti a s odstupem
3 tydni, umistili do inkubatoru se &telnym gradientem. Rétesni stav inkubatoru byl
nastaven na 12L:12D. P@émmezi délkou dne a noci (L : D) se v inkubatoostoipr
menil tak, Zze se délka dne kazdy tyden o jednu hoghadluZovala a noc se tim padem o
hodinu zkracovala. Pokus probihal za konstantdtg@5°C tak dlouho, dokud nebylo
dosazeno stalého&la (24L:0D), v kmz byli jedinci ponechani jeSnekoli tydna.

Aby nemohlo dojit k ovlivéini pokusu naifiklad chybou inkubatoru, provéid
jsme pokusy nezavisle na gole dvou inkubatorech.

Namefena data byla naslegélapracovana v programu Microsoft Excel.
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Tab.ll. SchémaikZeni diapauznich linii s nediapauznimi
za zisku kr pouzité v experimentu.

Linie ALyY.b. AChF

©Svédsko r Fi

3.1.3 K¥rizeni dvou nediapauznich linii navzajem

Z diapauznich linii jsmetkzili v podminkach LD (18L:6D) za standartni tepgiot
(25°C) d¥ nediapauzni linie navzajem v obou&eth (jedince sartiho i sandiho
pohlavi z jedné linie se satiin i sangim pohlavim z druhé linie) tab.lll. Jedince do
kiiZeni jsme selektovali v 4.-5. instaru. Zgeneracgsme testovali pouze samice, u
kterych jsme byli schopni snadn&i, jestli jsou diapauzni nebo ne, podle toho, zda
podminkach SD kladou vaja ¢i nikoliv. F; samce jsme vyuZili pro &eni pohybove
aktivity v permanentni temnbtkap. 3.1.4).

Sledovali jsme jaky charakter chovani bude vykaz&ygenerace, jestli bude spise

diapauzni nebo naopak.

Tab.lll. SchémailZeni dvou nediapauznich linii.

Linie QChF AChF
OLyY.b. - F
JdLyY.b. F. .
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3.1.4 Meieni pohybové aktivity v permanentni temnoé

Pohybovou aktivitu v permanentni temhjsme n&fili u vSech vyselektovanych
jedinai santiho pohlavi (4.-5.instar) z'edchozich experimeitkteré nebylo v pokusech
vyuzivano. V gkterych gipadech byly iéfeny oba typy pohlavi.

Vzhledem k tomu, Ze jedinci byli chovani ¥eglchozich experimentecheglevsim
v podminkéach SD,iied umistnim do permanentni temnoty byli pskolik dni
~entrainovani” ve standartnich podminkach dlouhéhe LD: 18L:6D, 25°C, aby bylo
zajistno, Ze budou pro &teni pohybové aktivity dostates aktivni.

Jedince ze vSechdrenych skupin (A, B, C) s rytmickymjgs¢chem chovani jsme
zamrazili pro pipadné dalSi analyzy, které vSak nebudiadpttem této prace.

A) Testovali jsme jedincejfgenerace obou pohlavi tikeni rodéovskych linii
diapauznich (Sv) s nediapauznimi (Ly, ChF). Péiemi jeding F; jsme z této generace
zkiizili navzajem ty, ktd v experimentu vykazovali adekvatni pohybovou\atdti(s
mgetitelnou periodou). V Fgeneracidchto jediné pohybovou aktivitu rove? meétime
(tab.IV.)

B) V Figeneraci pochazejici 2ikeni dvou nediapauznich linii (Ly, ChF) (tab.V.)
jsme testovali pouze sattky. Samice byly pouZity k jinym pokus.

C) Testovali jsme pouze satkg ze zgtnych Kizeni B/B;generace jedinc B,

(Sv x ChF) a B(Zac x LyY.b) (tab.VI.), samice byly vyuZzity k jimy experimentm.

Tab.IV. Testovani jedinci A.

Linie ALyY.b. AChF

@Svédsko rahk F.abk

Tab.V. Testovgdinci B.

Linie dLyY.b.

OChF F1
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Tab.VI. Testovani jedinci C.

Linie ALyL 214 | SChRy,
Q(RR(R(23.9. (LyY.b x Zac.) xILyY.b) X ILyL 209 X ILyL 219 X SLyL211) X B
dLyL s !
2(Q(2(R(LChFgs x 3 Svédsko) xIChFgs) X dChFg7) X dChRyg) X dChFy, - B,

Pohybovou aktivitysme n&ftili pomoci z&izeni LAM - Locomotor_Activity
Monitor (TriKinetics Inc Waltham, MA USA) (obr.P6,7)edinci zde byli umishi do
meticich panal po 32 zkumavkach délky 15 cm aiperu 2,5 cm. Kazda zkumavka
obsahovala pititko s vodou na jedné strgpotravu v podoblipovych seminek
uchycenych v $te umistnych na stratdruhé a jednoho &eného jedinc®.apterus
(obr. P6.). Jedinci byli ve zkumavkach uzav prodysSnou skou.

Pohybova aktivita jedincbyla méfena pomoci &kolika tii svazki infratervenych
paprski (obr.P7.), které prochézelyiplizné stedem zkumavky. Pohyb byl
zaznamenavan, pokud doSloflequseni kontinuity paprsku, @pobené prodhnutim
rumenice stedem zkumavky. Pohybdfenych jediné byl automaticky nahran do pitece
pomoci programu (DAMsystem303, TriKinetics, Inc Waim, Massachusetts). Skupiny
jednotlivych linii jedind stejného st jsme n&fili v nékolika panelech najednodiplizné
po dobu 7 — 10 dnv inkubatorech v permanentnidraa konstantni teploty 25°C.

Nameiena data v pod@hbaktogrant pro jednotlivéP. apterus byla zpracovavana
pomoci programu ImageJ s aplikaci ActogramJ (Bem&@uohmid and Taishi Yoshii). Pro
kazdou plostici byla stanoventéilgizna cirkadianni perioda zachovavana v permarient

tme. Data byla nasledrnvyhodnocena v programu Microsoft Excel.
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3.1.5 Vliv okoli (nediapauznich jedind) na diapauzni

jedince

Do tohoto pilotniho experimentu jsmeradili jedince LyY.b., jako zastupce
mutantni linie a jedince diapauzni linie SvédskomBnice z gislusnych linii, vyvijejici se
v podminkach SD 12L : 12D za konstantni teploty@fsime v 4.-5. instaru selektovali
podle pohlavi a ,smichali” dohromady. Dohromadygsmmichali” vzdy samice Svédsko
v kombinaci se samicemi LyY.b.. \fipac, Ze se nam samic LyY.b. nedostavalo, vyuZili
jsme k pokusu i samce z této linie.

Nasledr jsme testovali jsme jejich diapauznost/nediapasizrRokus jsme
provadli tak, Ze jsme ,pmichavali” vZdy jen malé mnozstvi jedindiapauznich mezi
jedince nediapazni. Samice/samci LyY.b. byli zagémi vZdy v nadbytsém mnoZstvi
vzhledem k jedinem Svédsko, kié se zde vyskytovali v men&inKonkrétni pordr mezi
jedinci linii LyY.b. : Svédsko byl 20:5. Ke kazdésici jedinai jsme pouZziligistou linii
samiek Svédsko, které nebyly ,michany” s zadnou daisiia slouzily tedy jako
kontrolni skupina, v nizZ #ti vSichni jedinci diapauzovat.

Pro stanoveni sledované vlastnosti (diapauznodidpauznosti) jsme vyuZili jinou
metodu nez vigdeslych pokusech. Jestli jsou jedinci diapatiznikoliv jsme tentokrat
zjistovali pomoci pitev jedintsaméiho pohlavi (kap. 1.5) pod binolupou. Pitvy jsme
provadli pouze u jeding samtiho pohlavi cca 10 — 14 dni po té, co byli jedinci
»Ssmichani” dohromady, u samgsme nezjisovali, zda jsou diapauzni. &ni této
vlastnosti na reprodgkich organech samge mnohem obtiz:)Si a mnohdy
nejednozn&né.

Pitvy samic jsme prové&tl ndsledovi: rumenici jsme narkotizovali, odshli jsme
krovky, kutikulu jsme naghli podél €la na obou bocich, nasletiprostihli tésns za
thoraxem. Entomologickym Spendlikem jsme &anai pripevnili na preparéni misku s
fyziologickym roztokem (PBS2hosphate Bffered_line) dorsalni stranou vitu. Z této
strany jsme rurmnici oteweli. Odstanili jsme pinzetouistvo a tukovou tk& Ovaria jsme

pozorovali a ufili, zda jsou diapauzrii nikoliv.
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4. VYSLEDKY

4.1 Krizeni diapauznich linii s nediapauznimi

4.1.1 Ureni konstituce diapauzni mutace

Jednim z nasSich cilbylo urit v jaké konstituci se objevuje diapazni mutace
(zodpowdna za absenci diapauzy) u nediapauznich jédrapterus. Je-li v recesivni
nebo dominantni konstitucii€@dpokladali jsme, Ze jedinci z mutantnich liniiyso
homozygotg recesivni konstituci. Pro ¢keni vzajemného vztahu obou alel jsme vyuZzili
metodu vzajemnéhai#eni. Podle g§pnych pondra ziskanych jednotlivymi zfinymi
kiizenimi, jsme byli schopni bliZze identifikovat,akg konstituci se mutantni ploStice
vyskytovaly a jestli tedy byly potvrzeny naSe hygoy.

Vzhledem k tomu, Ze jsme do dalSich gener#gilkpouze vybrané potomstvo
diapauznich samic s nediapauznimi samcicmdiké linie, byla zachovana schopnost
diapauzovat ve vSech generacich. Vliveéohto opakovanychikzeni by se i pomer
genotyp diapauzniho jedince vzhledem k pamngenotypu nediapauzujiciho jedince stale
zmensSovat, ale nethby vymizet UplR. Praw tacast (gen nebo geny), ktera zde z
diapauzujicich jedinc,zbyde”, by n¢la byt pravdpodobr zodpowdna za nami
zkoumanou vlastnost - diapazovat. Diky schopnegthmbinovat se viak sledované Useky
budou pravépodobré vyskytovat natznych¢astech chromozomu, vianych lokusech.
Nektéré lokusy se mohou objevovat&si pravépodobnosti a pré&vzde by ndly byt s
nejwtsi prav@podobnosti lokalizovany gen/geny determinujici nal®iovanou vlastnost.

Pokud by se potvrdila naSe hypotéza o recesivrétikani mutace, u které jsme
piedpokladali monogenni charakter, byli bychom scheptalSich experimentech
identifikovat pomoci metod molekularni biologie ggenyiidici diapauzu.

Ki#izenim rodtovské generace (P) jsme podle naSiddpoklad v dcginné (R)
generaci ziskali uniformni potomtvo diapauznichrjed, ktei nevykazovali mutantni
znaky, coz fispélo k potvrzeni naSi hypotézy o homozygotacesivni konstituci mutace,
kdy v F ziskavame uniformni potomstvo heterozygd®o provedeni zpnych Kizeni s
mutantni (nediapauzuijici) radivskou generaci (P), pro potvrzeni tohoto vyslgdine

dostali B s pisluSsnym zastoupenim jedingiz tab.VII.
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Tab. VII. Zastoupeni jedirickladoucich/nekladoucinmizpétném Kizeni (B v pripact

kiiZzeni¢.3 - By).
Kladouci | Nekladoucf
Celkem . . Mrtvé | Procentudlni
o | (nediap.) (diap.) o i
Linie Q/Bila - o @/ Bila | zastoupeni
Q/Bila Q/Bila
mutace mutace | nekladoucich
mutace mutace
?
1. 2(2(2LyY.b x ISvédsko) xILyY.b. 191/98 | 102/66 75127 14/5 39%
2. 9(2(QLyL 200 X SToila) X ALYL 500 138/- 78/- 59/- 9/- 43%
3. 3.9. (LyY.b x Zac.) x3Ly.L o) X
#2340 by )XY Lzod 140/- 84/- 53/- 3/- 38%
dLy.Lao
4. 2(2(LChRy, x 3Svédsko) xIChFg, 346/- 69/- 266/- 11/- 77%
5. 3.9. (LyY.b x Zac.) x3 Ly.Y.b.) x
P30 Ly )X Ly ) 221/88 154/67 36/12 21/9 17%
4 Ly.Y.b.
6. 2(2(2Ly.Y.b. x dOldrichovec) xJLyY.b. | 96/41 71/34 10/- 15/7 10%

V B; generaci by @, podle naSi hypotézy, genotypovy i fenotypowpaty pongr

odpovidat poréru 1:1, tedy polovina jediricby mela byt divoka (diapauzujici) a polovina

mutantni (nediapauzujici). Ne vSechiigé&ni vSak splnila tytofpdpoklady. Za

odpovidajici bychom mohli oztig kiizeni¢. 1, 2 a 3.. $pny poner se zde nejvice blizi

optimalnimu pordru. Vykyvy od optima mohou byt #gobeny iznymi faktory. Pro dalSi

ovéreni vysledk jsme zgtné KiZzeni opakovali a vysledn&pné pondry navzajem

porovnavali (tab.VII., VIII., IX.).
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Tab.VIIl. Zastoupeni jedinckladoucich/nekladoucintigpstném Kizeni (B, v pripac

Kladouci | Nekladouci
Celkem _ _ Mrtvé | Procentualni
o (nediap.) (diap.) i
Linie Q/Bila o o @/ Bila | zastoupeni
Q/Bila Q/Bila
mutace mutace| nekladoucich
mutace mutace
?
1. LyY.b x 3Svédsko) x
PEEEL ) 116/67 92/50 14/8 10/9 12%
JLyY.b.) x SLyY.b.) x JLyY.b.
2. LyL 509 X 3Toila) X FLYL 509 X
PP(R(PLyL 200 ) YL 209) 92/- 61/- 14/- 17/- 15%
ALyL 210 x SLyL1q
3. 3.g. (LyY.b x Zac.) x
PG by ) 287/- 213/- 40/- 34/- 14%
6\Lbe) X <§LyL209) X 6\Lyl_210
4. ChFgy x 3Svédsko) x3Ch
(2 (ChRy ) B | 4rer 27/- 359/- 30/- 86%
x JChFRg7) x 3 ChFRyg
5. LyY.b x Zac.) x4 LyY.b.) x
PEEE Ly ) y ) 106/54 77140 22/11 713 21%
ALyY.b.) x JLyY.b.

Tab.IX. Zastoupeni jedirickladoucich/nekladoucichigpétném Kizeni (B v pripact

kiizenic.4, Bs v pripact kiizenic¢.3) .

Lini Celkem | Kladouci Nekladouci | Mrtvé Procentualni
inie

(nediap.)? (diap.) 9 Q zastoupeni

nekladoucichy

3. 2((2(2(23.9. (LyY.b. x Zac.) x
SLyY.b.) X SLyL 209 X SLYL 210) X 529 403 60 56 11%
dLyLo1n) xJLylas
4. 2(F(P(R(PChRgy x d Svédsko) x
J'ChRgg) X IChFRg7) X JChhRyg) X 484 60 381 43 79%
dChRy
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DalSimi zgtnymi kiizenimi se ukazalo, zespny pongr neodpovida
piedpokladanému (1:1) a s dalSi generaci se od dpfimdpongru stale vice odchyluje. Z
tohoto vysledku Ize vyvodit, Ze nami testovanatviast neni ufena pouze jednim genem,
jak jsme usuzovali, ale s n&fgi pravédpodobnosti je wena kombinaci vice gén

Zajimavym jevem je, Zefkenim rkterych linii ve stejnych podminkach
dostavame vice kladoucich jeding u jinych linii je tomu fesré naopak, kdy ziskdvame
vice nekladoucich jediic Patet kladoucich jedintje vyrazr nizsi v potomstvuizeni
¢. 3 avyrazavysSi u kizeni 1., 2., 4. a5..

Muzeme soudit, Ze vykyvy na jednti,druhou stranu mohou souviset s teplotou.
Rozhodnuti jedin, jestli klast budou nebo nikoliv by pak zavisebteplot, jejiz
optimum by se meziiznymi liniemi liSilo. Proto jsme v dalSim experinterotestovali

chovani jeding v zavislosti na jejich umi&ti do 1iznych teplotnich podminek.

4.1.1.1 Reakce na z#mu teploty

Vzhledem k vysledkm ziskanym z &olikageneraniho KizeniP.apterus (kap.
4.1.1) byl z&azen dalSi experiment, ve kterém jsme se pokustitovat, jak budou jedinci
z vybranych kiZzeni reagovat na umésii do iiznych teplot. Hlavnim ukolem bylo zjistit,
zda bude mit z#ma teploty vliv na diapauzu testovanych samiclijbatle
diapauzovat/nediapauzovat jinyged jedind néZ tomu bylo v podminkachtppredchozim
kiiZzeni, provd8ném ve standartni teptotkap. 3.1.2.1).

Z nekolikageneraniho KizZeni jediné diapauznich s jedinci nediapauznimi jsme
vybrali do tohoto pokusu pouzéikeni¢. 3. a 4, kterd jsou zastoupena dostateelkym
poctem jedind. Velky paet jedind nam zardauje jejich schopnost mnozit se do dalSich
generaci s dostate velkym pd@tem potomk a je také kritériem statistickétwaznosti
experimet.. Zarove kiizeni¢. 3 zastupuje ty linie, v jejiz potomstvu se podiéSich
dosavadnich vysledkobjevuje vice kladoucich jediticici nekladoucim aikzenic. 4 je
linii, ve které dostavame potomstvo opého charakteru, tedy $t8im mnozstvim
nekladoucich jedincve stejnych podminkach (25°C) (kap. 4.1.1).

Predpokladali jsme, Ze pet kladoucich jedincse v niZSi teplétpro Kizenic.3
snizi, naopak tomu praylodobré bude u kiZeni¢.4, kde jsme &ekavali naopak zvyseni

poctu kladoucich jedint Teplotu jsme se snazili vychylit nadobtrany co nejvice to bylo
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mozné, nemze vSak byt sniZzovana zvySovana neomezénle-li teplota filis
vysoka/nizka, jedinci nejsou schopni takovou tephitceptovat éhem svého vyvoje,
ktery v tom gipadt nebude probihat spravnebo se zcela zastavi a jedincéehto
pominkach neziji.

Ze ziskanych vysledkv tomto experimentu fizeme vyvodit, Ze zeéma teploty
méla na chovani jediniczdsadni vliv. Jejich umisti do nizSich nebo vyssi teploty
jednoznéne vedlo podle typuikZeni ke zminé poctu kladoucich/nekladoucich, jak jsme
piedpokladali a nasSe hypotézy se tedy potvrdily.

Podle tabX. pro#Zeni¢. 3 (B; (Zac x Ly), jehoz jedinci byli umishi do nizsi
teploty (t- 22/20°C) se procentualni zastoupeni nekladoyeitihai rapidré zvysSilo vici
procentualnimu zastoupeni jedincteplog, t; - 25°C, ve které byli jedincifiZeni po
celou dobu &kolikageneraniho Kizeni. Zde t- 25°C slouzila jako kontrolni. Zarokge
zajimave, Ze v ibéhu nekolikagenertmiho KiZzeni se v standartni tepig25°C) nenilo
procentualni zastoupeni nekladoucich jedlimezi jednotlivymi generacemi 4B By:

38%, 14%, 11%, 10%).

Zarovei jsme zaznamenali, Ze v ékolik stupit snizené teplétje vyvoj jedind
od larev po dosfice vyrazr pomalejSi. Experimenty jsme proto museli pratadtchto
teplotnich podminkach mnohem delSi dobu, aby ngtphain nezmisobil zkresleni
vysledki ve smyslu jestvySSiho procentuélniho zastoupeni nekladoucidhgédktei by
nekladli vajtka ne proto, Ze by tato taplota u nicliggbila grechod do diapauzy, ale spiSe
proto, Ze jejich reproduki organy dosud nebyly girvyvinuty.

Podle tab.XI|. mZemetici, Ze v gipad: kiizeni¢.4 (B4 (Sv x ChF)), jehoz jedinci
byli umiseni do dvou odliSnych vysSich teplot{27°C a §- 28,5/25°C) se procentualni
zastoupeni nekladoucich jedin@akée rapid snizilo ve srovnani s procentualnim
zastoupenim jediricv teplog, t; - 25°C, ve které byla provada zgtna Kizeni gechozich
generaci. Zde tato teplota slouzila téz jako kanitro

Neni nam vSak zcela jasné pse i v tomto fipadt procentualni zastoupeni
nekladoucich jedincve standartni tepl®®25°C (kontrolni) minilo mezi generacemi po
soke jdoucich zptnych Kizeni (B -B4: 77%,, 86%, 79%, 40%).
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Tab.X. Pa&et kladoucich jedintz kiizeni¢.3 v zavislosti natiznych teplotach.

t;- 25°C b-22/20°C
Kladouci
. Nekladouci| Kladouci | Nekladouci
(nediap.) ) ) .
0 (diap.)? | (nediap.) | (diap.?
3. 3.9. (LyY.b. x Zac.) XJLyY.b.) x
LRARAR(R(F3.9. (Ly ) XSLyY.b.) 120 13 18 151
JLyL 209) X SLYL 219) X SLyL 219) X SLyL 219)
Celkem jediné/mrtvé? 135/2 158/7
Procentudlni zastoupeni nekladoucich (digp.) 10% 96%

Tab.XI. P@et kladoucich jedincz kiizeni¢.4 v zavislosti natiznych teplotach.fe oproti
ostatnim t vyrazamére zastoupena, coz bylo z&pnéno paateini chybou inkubatoru,
kterd byla odstraima az v plibéhu pokusug¢imz jsme ztratili Bkteré jedince.

t;- 25°C ty- 27°C t3- 28,5/25°C
Kladouci Kladouci Kladouci
) Nekladouci ) Nekladouci ) Nekladouci
(nediap.) ) (nediap.) ) (nediap.) )
(diap.) @ (diap.) @ (diap.) @
? ? ?
4. 2(2(2(R(L(LChhgy x
JdSvédsko) xIChR,) x
264 186 118 3 350 22
d'ChRg7) X3 ChFy) X
JdChFy)
Celkem jediné/mrtvé @ 468/18 143/22 416/44
Procentualni zastoupeni 40% 2% 5%
nekladoucich (diap.y
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4.1.2 Mereni kritické fotoperiody - swételny gradient

M¢étenim jsme byli schopni najit minimalni kritickoulkié dne, ktera je rozhodujici
pro ukorgeni diapauzy jeding a to tak, Ze jsme sledovatii golika hodinach sétla jiz
z&inaji jedinci klast vafika, coz je pro nastislusnym signalem.

V experimentem jsme se pokusili stanovit, jak SeKritick& fotoperioda jedinicz
Cistych diapauznich a nediapauznich liniénedinaim F generaci pochézejici z P
diapauzni x nediapauzni.

V piipac nediapauznich linii délka dne nema na jejich rEadiani chovani vliv a
jedinci z gchto linii kladou stale bez ohledu na&®iné podminky. Tyto tdaje jsme
doplnili o nangfend data u #generace linii KZenych podle tab.IV. Mohli jsme tak
sledovat, jak se budou ziskariévky navzajem liSit. Jako kontrola ke kazdéméiemi
byla pouzitatista linie samic Svédsko.

Ziskané grafy popisuji chovaRiapterus v podminkach sitelného gradientu. Byli
méteni jedinci F z (RSv xJLyY.b.), F1 z (?Sv x3'ChF) a kontrolnimi jedinc® Sv (graf
2.,3).

Prab¢h kiivek pro jedince z tyzilkzeni vychazi v obou grafem obd@smalymi
odchylkami, ty mohou byt zé@iginény celkow niz§im pdtem sledovanych jedifios
experimentu. Jedinciiz (R Sv x $ChF) ukoruiji dipauzu nejtive, po nich nasledujiz
(?Sv xJLyY.b.) a s nej¥tsi casovou prodlevou reaguji na prodluzujici se d&v
Kriticka fotoperioda (délka dnefimiz dochazi u 50% jedifdk terminaci diapauzy) byla
stanovena :

- u kontrolnich jedint @Sv - 22h s¥tla podle obou gréf

-u R z (Sv xJLyY.b) se kriticka perioda mezi grafy o hodinu ksgraf 2. —
19h, graf 3. — 20h stla

- F1 z (Sv x3ChF) — 19h sétla
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Graf 2. Procentualni zastoupeni diapauzujicich samavislosti na ptu
hodin s¥tla (délce dne).
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Graf 3.. Procentualni zastoupeni diapauzujicichsarmavislosti na pttu
hodin swtla (délce dne).

4.2 Krizeni dvou nediapauznich linii navzajem

K#izili jsme dw nediapauzni linie navzajem a u jejich potomstyagiedovali,

jestli bude vykazovatipvazi nediapauzni nebo naopak diapauzni chovani. Pokud b
jednci v i vykazovali chovani diapauzni, bylo by to pro ngmélem k tomu, Ze mutace je
dana vice geny. Pokud by chovani bylo naopak nadap signalizovalo by to mutaci ve

stejnych genech.
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KiiZzeni ukazalo, Ze ho nelze provad neznamychitvodi obousrgrné. V
kombinaci@ ChF xJd'LyY.b. kiiZzeni probih&a normatn po pdeni jedinci kladou vajka, ze
kterych se nasledriihnou potomci. AvSak v kombinagiLyY.b. x SChF se jedinci sice
pé&i, ale nekladou vajka a zahy umiraji.ilestoze jsmeikzeni v tomto srru nekolikrat
opakovali, vysledek byl vzdy stejny a nepiiltase nam v tomtoifpact ziskat jedince f
generaci.

Podle vysledit uvedenych v tab.XIl. jsmefiZenim dvou nediapauznich rédiv
F1generaci ziskali sicest8inu potomk rovrez nediapauzniho charakteru chovani, ale
vysledky nelze ozrig za jednoznéné. Jedince vykazujici ofr@ chovani jsme se pokusili
zpstné zkiizit s rodEovskou linii obou tyf), aby se potvrdila jejich diapauznost, avsak B
se nam v tomtoifpad nepodalo ziskat. Vzhledem k nejednozmesti vysledku,
nemiZzemetici se jedna o mutaci v tomtéz geny nebdzangch genech.

Moznou fFicinou tohoto vysledku by mohl byt fakt, Ze jedinediapauzni by
mohli néjakym zpisobem ovliviovat pohlavni aktivitu jinak diapauznich jedin&ipadny

vliv nediapauznich jediricse v jednom z nasledujicich experintgpbkusime otestovat.

Tab.XIl. Zastoupeni pttu kladoucich/nekladoucim jedinm v F; generaci ziskané
kiizenim dvou nediapauznich linii navzéjem.

Kladouci Nekladouci Procentudlni zastoupeni
o Celkem ) ) Mrtvé _
Linie 0 (nediapauzni)| (diapauzni) 0 nediapauznich (kladoucich
? ? ?
F; z (ChF x LyY.b) 226 161 47 18 71%

4.3 Méreni pohybové aktivity v permanentni temnog

Jiz v dfivgjSich studiich bylo potvrzeno, Beapterus jsou schopné udrzovat
cirkadianni rytmy i v pipack, Ze jsou umishy do permanentni temnoty (Hodkostéal .,
2003). I my jsme v naSi laborattestovali, zda bude cirkadianni rytmicita zachwwv$o

ur¢itou dobu i v podminkach permanentni temnoty asedaude cirkadianni perioda
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blizk& 24 hodindm vychylovat od optima (prodluZzoweiracovat) v zavislosti naikeni,
ze kterych nsieni jedinci pochazeli.

Vybranécisté linie jiz byly neéfeny v dive provadnych experimentech - Ly.Y.b.,
Zac, Sv, ChF. Tato natfena data jsme vyuzili pro porovnani s nasimi siéiraj
métenimi, konkrétd s /5 »(Sv x LyY.b.), F a 2(Sv x ChF). Bude-li se chovatistych
linii liSit od chovani Ir a F, generace, pra¥godobnou ficinu je teba hledat v
nediapauzni linii, nelbdiapauzni rodi zastava stejny (Sv) a diapauzni sénin Proto
pouzité nediapauzni linie (Ly.Y.b a ChRjZime roviZ mezi sebou za zisku BLyY.b. x
ChF). Chovani potomikz kiizeni dvou nediapauznich jedingorovnavame spolu s
predeslymi kizenimi (F (Sv x LyY.b.), i (Sv x ChF)).

Dal3i méfenou skupinu fedstavuji B(Sv x ChF) a B(Zac x LyY.b.)pochéazejici z
nékolikageneraniho Kizeni (tab .1.) (3.1.2.1), kitebyli navic v pokusu v kap. 3.1.2.1.1
umisgni do iznych teplot. | tato data byla porovnavandisalnan¢grenymi daty praisté
linie (Zac, ChF, LyY.b.), ficemz jsme sledovali, zda se opakovanyngtmpmi kiizenimi
diauznich jeding s nediapauznimi pctkolik generaci nevysegregovali jedinci, iktey
byli svym chovanim podobnikterému z rodia parentalni generace. P&guroto, Ze
diapazni potomci v kazdéntikeni byli do dalSich generaci opako¥&tiZzeni s jedinci
nediapauznimi, mohla by se y®v x ChF) a B(Zac x LyY.b.)projevit podobnost s
odpovidajicim typem diapauzniho réeli Pokud bychom k takovému vysledku diisp
jednalo by se o velmi cennou informaci. Dokazalkitoym tak, Ze z&zeni diapazy je
zodpovdna ta saméast genomu (tytéZz geny) jako ta, kt&id cirkadianni rytmy, tedy Ze
opakovanym zgtnym kiZzenim diapauznich potoriils nediapauznim rotém doslo k
“vytedéni genomu”, tedyastitidici jak diapauzu, tak i cirkadianni rytmy a zéayrtato
cast zodpovida za korelaci chovanétzg kiizenych jeding s diapauznéistou linii tyz
jedinai.

Nasledujici grafy byly sestaveny z hodnot cirkadiéh period rurénic, které jsme
odetitali z aktogranmi stanovenych pro jednotlivé plosStice. Grafy pogisukadianni
chovani jeding z riznych KiZzeni po umighi do permanentni temnoty. V zavisloti na typu
kiizeni rektefi jedinci cirkadianni periodu blizkou 24 hodinandfnangtenych dat
zachovavali, jini ji nepatnprodluzovali, dalSi naopak zkracovali.

Porovname-li mezi sebotikky rodi¢ovskych linii — Sv a LyY.b, lisi se
udrZzovanou cirkadianni periodou. Jedinci lyonskéloptimalni periodu vyrazn
zkracovali, Svédska linie ji naopak prodluzovala-\generaci pochazejici zikeni tchto

jedinai, vidime, Ze vysledny fenotyp potoinke od rodiovskych liSil. Jedinci F
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udrzovali cirkadianni periodu préweékde na pomezi mezi ragivskymi fenytypy,
piicemz nejvice jedincudrzovalo periodu 23,4h. To naznge, Ze znak zodp@dny za
udrZovani cirkadianni periody neni ani dominanmiracesivni (Zadnému ragivskému
fenotypu se nepodoba).ddeme zvazovat éwarianty, bd’ je vztah obou alel daného
genu v kodominanci a u potoinse projevuje alela obou r@dinebo je ddizeni
cirkadianni odpogdi zapojeno vice geén

Rumenice z F(Sv x LyY.b.) jsme KkZili i do dal3i generac&jmz jsme ziskali i
(Sv x LyY.b.). Z grafu pro Fje patrné, Ze chovanichto jeding priblizné odpovida
chovani tyz jedink v F; generaci (F(Sv x LyY.b.)), porovname-li n&astji namgtenou
cirkadiani periodu, vifpact F, generace - 23,4h, wlgeneraci - 23,3h, fiteme je oznét
za téemét shodné. Togim se grafy 5., 6. prosRa |, generaci lisi, je rozlozeni zastoupenych
raznych cirkadiannich period na ose x. Z grafu 6imi Ze v Egeneraci jedinci
zachovavali SirSi rozmeziznych cirkadiannich periodtgtné krajnich minim a maxim.
Domnivame se, Ze jedinci udrzujici periodgehito krajnich hodnotach by se svym
genotypem pravigpodobré mohli podobat vice jedirien téci oné rodéovské generace.
Tedy, Ze jedinci udrzujici kratSi periodu jsou pmatgSi rodici LyY.b. a naopak jedinci

zachovavajici delsi periodu jsou pod#Bhrodii Sv.
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Obr.3. Ziskané aktogramy pre (Sv x LyY.b.) —
zastoupeny vSechny periody (kratSi, desISi i 24h).
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Graf 5. Zachovani cirkadiannich rytrfr; generace ziskandikenim diapauzni a
nediapauzni rodovske linie (Sv x LyY.b.) v permanentni tem&ioZavislost pétu
jedinai na délce periody.

30 -

N
(6]

O F2(SwxLyY.b)

N
o

=
(&)
I

ey
o

poéet jedinc G

5,

ol sttt il | HH N —

20 20,5 21 215 22 22,5 23 23,5 24 24,5 25 25,5 26 26,5 27

perioda
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Porovname-li mezi seboiiky rodicovskych linii Sv a ChF,iflis se od sebe
zachovavanou cirkadianni periodou nelisi. MyEneraci vzniklé #Znim €chto jedindg,
sledujeme, Ze vysledny fenotyp potairde od rodiovskych linii také neliSi. Ne§iSi
pocet jedingi F; udrzoval cirkadianni periodu mezi hodotami 24,44bgh, nejasg|Si
periodu nelze jednoziee urtit. Pricinou nejednoznaosti periody mize byt nizsi poet
meétenych jedindg.

Jedince Fjsme ot i v tomto gipack kiizili do dalSi generac€jmz jsme ziskali
F, (Sv x ChF). Podle grafu 9. se jedingidhovaji podobnym Zisobem jako Fgenerace
téhoz KiZzeni. Nejasti namérena hodnota cirkadianni periody byla stanoven#hblipné
stejném rozmezi, a to mezi hodnotami 24,2 a 24;9afy8.,9. it a > se i zde vzajenin
liSi zastoupenimiznych cirkadiannich period. Zda se, Ze i zde jedi@odobné, Ze
jedinci zastupujici minimalni a maximalni hodnogngtypo¥ odpovidaji rodiim

(minimum - rodé¢ Sv, maximum - rodi ChF).
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Graf 7. Zachovani cirkadiannich ryimodicovskych linii Sv a ChF v permanentni
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Graf 8. Zachovani cirkadiannich rytifr; generace ziskandikenim diapauzni a
nediapauzni rodovske linie (Sv x ChF) v permanentni temnoZavislost pétu jedina
na délce periody.
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Graf 9. Zachovani cirkadiannich ryirf, generace ziskanéikenim rodtovske linie
diapauzni s nediapauzni (Sv x ChF) v permanemmia€. Zavislost pétu jedindi na
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Sledovali jsme i chovani nediapauznich éédzaznamenali jsme, Ze linie lyonska
ma vyraz® kratSi periodu nez linie chiétka. Vzajemnym kzenim jsme ziskali;HChF x
LyY.b). Jak jsme &ekavali tito jedinci udrzovali cirkadianni periodpet praw nekde
mezi hodnotami pro rodibvske linie. Nejvice jediniczachovavalo cirkadianni periodu
24,3h.
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Graf 10. Zachovéni cirkadiannich ryimodi¢ovskych linii LyY.b. a ChF v permanentni
temnog.
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Graf 11. Zachovani cirkadiannich ryirf, generace ziskanéikenim dvou nediapauznich
rodicovskych linii (ChF x LyY.b) v permanentni tem&oZavislost pétu jedind: na délce
periody.
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Namsiena data z posledni sledované skupimyfSB x ChF) a B(Zac x LyY.b.)
pochazejici z ¢kolikageneraniho Kizeni, jsme se pokusili porovnat, jak jiz by&eno s
jiz diive ziskanymi daty praisté linie. Sledovali jsme, zda Ize odhalit podo&ino
chovani B(Zac x LyY.b.) s gkterou odpovidajici rodovskou linii. V gipad B4 (Sv x
ChF) podobnost sékterou z rodiovskych linii porovnavat netiieme, protozZe jsou si
rodicovskeé linie svym chovanimis podobné.

Ziskana data ukazuiji, Ze jedinci(Bv x ChF) se svym chovanim podobaji spise
nediapauzni rodovske linii (ChF). NaSefedpoklady v tom smyslu, Ze by se mohli
opakovanymi zgtnymi kiizenimi diauznich jedirics nediapauznimi vysegregovat jedinci,

ktefi by byli svym chovanim podobni r@dvskému fenotypu se nepotvrdili.
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Graf 12. Zachovani cirkadiannich ryarmodicovskych linii LyY.b. a Zac v permanentni
temnogt.
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Graf 14. Zachovani cirkadiannich ryarmodicovskych linii Ly Y.b. a Zac v permanentni
temnogt.
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Graf 15. Zachovani cirkadiannich ryirB, rodicovskych linii (Sv x ChF) v permanentni
temnok. Zavislost pétu jedinai na délce periody.
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4.4 Vliv okoli (nediapauznich jedinaé) na diapauzni
jedince

Vzhledem k nejednoziaym vysledkm testovani fenotypu potorakdvou
nediapauznich rodi, jsme uvazovali o tom, zda néae dochazet k ovlivmi chovani
jedinai diapauznich jedinci nediapauznimi.. Vlivem mutéctimrunenic by mohlo
dochazet k "nastartovani” pohlavni aktivity u jefijinak diapauznich v podminkéach SD,
ve kterych neni pohlavni aktivita jinakipustna. K otestovani tohoto jevu jsme do této
prace z#&adili pilotni experiment, ktery by #hsituaci objasnit.

Z dosavadnich vysledkviz tab Xlll. se zda, Zeffiomnost diapauznich samic mezi
nediapauznimi samicemi v podminkach SD nema nadrtagani” pohlavni aktivity jinak
diapauznich sarek vliv.

Pouze v pipact, Ze se diapauzni samice vyskytovaly spades nediapauznimi
sameky, byli samci schopni se &mito nediapauznimi sakkami aktivré p&it ve velkém
mnoZstvi. Pitvydchto samic vSak ukazaly, Zéegtoze se jedinci pii, ovaria diapauznich
samic fistala nadale v diapauznim stavu &pana & tedy nenslo vliv. Bylo zjisteno, Ze
samice jsou v tomtoifpact schopny pezimovat a uchovat si Zivotaschopné spermie. Po
nastupu piznivého obdobi pak dochazi produkci potomstvarhgrosti dalSiho gani
(Socha, 2010).

Tab.XIll. Vliv nediapauznich jediricna diapauzni.

Celkem o Svédsko © Svédsko | Celkem| Celkem| @ Ly Y.b.
9 nedian /dia kontrola QLyY. | JLyY. | nediap./dia
Svédsko P-IC1AP- | ediap./diap.| b b D

4 Ly Y.b. (nediap.)

+ 24 2/22 - 100
@ Svédsko (diap.)
-146

Q Ly Y.b. (nediap.)
+ 22 1/24 116 - 116/-
© Svédsko (diap.)
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5. DISKUZE

Tato prace byla zatrena na chrakterizaci cirkadidnnich a fotoperioditkfiodin
dvou nediapauznich (mutantnich)&alika divokych linii P. apterus. Poddilo se nam
ukazat, Ze jednotlivé kmeny se liSi v petipsle kterou se zachovavana pohybova aktivita
dosglci v konstantnich podminkach v permanentni tegriatto zjiSeni bylo slibné
zejména ve ile publikaci charakterizujicich nediapauzni mutagiuSceChymomyza
costata (Stehliket al., 2008), kde se ukazalo, Ze fotoperiodicky fendgpeluje se ztratou
cirkadianniho chovani (Kobelkowal., 2010; Kostal, Shimada, 2001). | ¥kolika
dalSich pipadech byla popsana na v diapauzni odpedi korelujici s poruchou
¢tyfiadvacetihodinové rytmicity: samovolnd mutace u aflgszpasobuje opt arytmicitu a
zarovei neschopnost diapauzo\&tan, Denlinger, 2009a; Han, Denlinger, 2009b).
Vypnuti cirkadiannich genpomoci RNA interference u plosti&eptortus pedestris vede
jak k rozbiti periodickéhoistu kutikuly, tak k dopadu na diapauzni odgbylkenoet al.,
2011a; Ikenaet al., 2011b;lkenoet al., 2010).V piipac rumenic se mutantni linie Lyon
vyrarg odliSovala svou periodou jak od divokych (diapanastupujicich) liniii (Svédsko),
tak od druhé nediapauzni linie Céiee (graf 4, 10, 11). dchto vlastnosti izeme vyuZzit a
sledovanim chovaniitkend téchto linii pak odvozovat, jakym apobem je cirkadianni
aktivita cedena.

Existuji & teoretické varianty cirkadianni odpsli kiizend, které by nily

odliSovat fenotypy jedincv F, a F, generacich:
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Obr.9. Mozné varianty cirkadianni odgal v F, a F, generacich.

Vlevo, rozdil mezi déma liniemi je zgisoben jednim genemiipemz kratka
(cervena) perioda je dominantni, proto budou vSigeuhinci v R generacidervena)
vykazovat fenotyp shodny s jednou ramliskou linii. V F, generaci pak budou fenotypy
segregovat v ponu 3:1€ervena:modra). Prastdni obrazek, rozdil je ¢pzpisobeny
jednim genem, ifitemz kombinace (u heterozygota)igpbuje intermedialni
fenotyp(fialova) (vSichni jedinci F1 generace), & geeneraci pak ziskamie tenotypické
skupiny, segregujici v pafru 1:2:1€ervané:fialova:modra).r€éti moznost (vpravo),
rozdil mezi déma liniemi je zfisoben vice genyfigem?z jejich @inek na fenotyp je
aditivni. V gripact aditivniho efektu vice g&émrmohou byt skteré dominantni, jiné
recesivni a pak bude situace kombinaci (fialova).

Ktera z nastignych variant spluje naSe ziskana data? Podle ziskanychigraf
muzeme 1. variantu spiSe vykitia ugrednostnit variantu 3 — kombinaci vlivu vice gen

Vzhledem k tomu, Ze jsme jedince ¥géneracich zamrazovali,aeme dalSimi
experimenty hledat konkrétni gen, pigac geny zodpo¥dné za danou variabilitu wR&
tim spravnou variantu specifikovat blize. Experiteem ktery by mohl rozhodnout o tom,
kterd ze zbyvajicich variant je ta spravna by testdince krajnich fenotyp(s nejkratsi
a nejdelSi periodou), které jsme ziskaliv Fokud bychom u jedirdc kteri udrzovali v
kratkou periodu nasli geny shodujici se s odpoigdepdicovskou linii, ktera udrzovala
takeé kratkou periodu a stejitak pro jedince v f ktefi udrzovali periody nejdelsi,

potvrdila by se varianta 2.
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Zarovei jsme testovali cirkadianni chovani dvou nediap&iztinii (ChF, Ly),
které se liSily svym fenotypem (stéjjako diapauzni a nediapauzni), jede#i airkadianni
chovani kratSi periody, druhy naopak delSi. Tyaidavskeé linie jsme zkzZili a sledovali
vyvoj dalSiho chovani. #Zzenci vykazovali obdobné chovani jakpvarianty 2/3 kizeni
diapauzniho jedince s nediapauznim, zachovavaddadianni periody na hranici mezi
ob¢ma rodti a ani jednomu z rodii se nepodobaly. DofFsme v Kizenim vSak
nepokr&ovali, jen €Zko mizeme pedpokladat, jak by jedinci vypadali. Pr&pddobré by
chovani vykazovalo stejné charakteristiky jaka®dzhozim gipad varinty 2/3 (Kizeni
diapauzniho jedince s nediapuznim).

M¢éteni cirkadianni periody zachovavané v permaneatnot u jedina ze série
zpstnych Kizeni nepotvrdila, Ze by se jimi vysegregovali il ktei by charakterem
sveho chovani odpovidali diapauznimu tadvysledky ukazuji, Ze se naopak podobaji
rodi¢i nediapaznimu. Znamena to, zZeréeni cirkadiannich a fotoperiodickych jejgou
zapojeny jin&idici prvky.

DalSi experiment za&eny na zisk $pnych pongra ve zgtnych Kizenich a
stanoveni konstituce diapauzni mutace ukazal ¢padtpondry nejsou v opakovanych
zpetnych KiZzenich zachovavany. Snazili jsme se proto nalé&nmou picinu. Variant,
pro¢ S€pné pordry neodpovidaly fedpokladanym 1:1 {&ime-li jedince homozygytn
recesivniho s dominantnim) jeékolik:

1. Neodpovidajici 8pné pongry by mohly byt zisobeny vlivem okolnich plostic,
tedy rozhodne-li se k reprodukci vice jedinby teoreticky mohlo &§akym zpisobem
ovlivnit i rozhodnuti ostatnich (Levine, 2002). dutorii jsme vSak vyvratili v pilotnim
experimentu (kap.4.4).

2. DalSi moznosti je, Ze potomci nejsou stejitalni a tudiz stejné fenotypove
ponery neodpovidaji hodnotam, jaké bychoredgpokladali. Nemizeme to zcela vylaiit,
ale vzhledem k tomu, Ze ziskan&p$té pongry barevné mutace odpovidaly
piedpokladanym, &ime, Ze vitalita nebyla ovlivima.

3. Posledni moznosti je ovlitmi S&pnych porgra teplotou. Vliv teploty na to,
kolik jedinai je v diapauze, se nam pdilia potvrdit. ZvySenki snizeni teploty &ci
standartni (25°C) se projevuje &mou pd@tu jedinai diapauznich a nediapauznich v
podminkach SD. Na zvySeni teploty reaguji jedin262C nafistem pétu nediapaznich
jedinai a naopak je tomu iipack, kdy teplotu snizime. Na nizsi teplotu odpovidaji
jedinci z 25°C indukci diapauzniho chovaniefloze jsme zjistili, Zze&iné pondry byly

nejspis zatizeny chybou, ®mbenou vlivem teploty, jsouikené linie stale uzitmé.
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Opakovanym kiZzenim se podéo vyrazre naredit divoky genotyp genotypem mutantnim.
Opakovani pak vyrazrevySuje frekvenci divoké alely v jinak mutantnimzadi.
Mutantni a diapauzni linie pouzité vikeni pochazely z odliSnych lokalit a tudiZ obsahuj
rozdily v DNA, které ¥tSinou nemaji funkni dopad (tiché mutace, pouZiti jinych
kodoni). Tyto mutace ale poslouZzi jako markery préemi, jestli dany gen pochazi z
mutantnigi diapauzni linie. Vzhledem k tomu, Zesapa KiZeni byla provagha
opakovag s mutantni linii, bude genom jednotlivych plo&iapovidat mutantni linii, a to
krome¢ Useku pochazejiciho s divoke linie, ktery je zodyoy za diapauzni fenotypiiP
idealnim Spném pondru by to poactyiech generacich bylo 6,25%.

Zarovei je stale zarazejici opay trend v pipadt kiizeni s lyonskymi ploSticemi,
kdy ve zgtnych KiZzeni dostavame vice reproduikch samic a vifjpadt kiizeni s
chekickymi pievazuji procentuatndiapauzujici samice. Je tedy mozné, Ze za diapauzn
mutaci stoji kombinace vicéznych znak. To jsme se snaZili odhalit vzajemnym
kiizenim nediapaznich linii, pokud bychoitiZlenim ziskali jedince nediapauzni,
znamenalo by to, Ze se jedna o mutaci ve stejngokah. Kdyby nastala situace ¢pa a
ziskali bychom jedince diapauzni, mutace by byleadéznymi geny. Ani jednu z variant
se nam nepod#o potvrdit, protoZe chovani jedifiev F, nebylo jednotné.

DalSim zajimavym jevem je fakt, Ze se procentuistoupeni nediapauzujicich
jedinai u linii opaného trendu mezi jednotlivymi gmymi kiizenimi (B/B4-B4/B-) liSilo

a nebylo zachovavano na stejné hladiicina je nam nejasna.

90
./‘\\ —O—(ZachyY.)
& \ —o—(SwChF) | —
60 \
45
‘\ e
30

jedinc G

procentudlni zastoupeni nediapauznich

B1/B4 B2/B5 B3/B6 B4/B7

zpétné kfizeni

Graf 16. Opany trend v zastoupeni nediapauznich jedlmaavislosti na pouzitych
liniich. Zpetna kizent linif (SvxChf) jsme provatl od pasatku, v gipack linii
(ZacxLyY.b), jsme jiz ziskali paetim zgtném Kizeni.
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V nasich exprimentech jsme rasmsledovali fotoperiodickou odp&¥ u K
generace (Sv x LyY.b.), (Sv x ChR)af ¢istym rodtovskym liniim (Sv, LyY.b, ChF).
Prukeh kiivek naznéuje, Ze diapauzni mutace se chova jako recesigivioka alela se
tedy chova jako dominantni. Préfenim fotoperiodickychikvek se ukazuje, Ze se
heterozygoti od homozygotisi, dochazi tedy k posunu kritické fotoperiody kratSim
fotoperiodam. Kivka se timto sgrem posouvaizjme z toho divodu, Ze ob mutantni
linie (LyY.b. a ChF) pochazi z jizsich oblasti nez Sv (graf 1.) a tudiegpokladame, ze
dochazi k posunu jejich smem (graf 2., 3.). Podivame-li se na divoké litaF (graf 1)
ma vyrazg krat3i fotoperiodu nez linie Sv, heterozygotiréteiskavame vzajemnym
kiizenim &chto linii se nachazejichde mezi obma kivkami. Podoba je tomu u linie
LyY.b.,pfestoze pro ni divokou linii nemame, zname linigzdblasti, které majiikvku

rovneéZ posunutou ke kratSim hodnotam (domnivame se 3% 1b. to bude obdobné).
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6. ZAVER
Vysledky ziskané v této praci bych shrnula nasletj zpisobem:

Poddilo se ndm metodicky weSit neieni pohyboveé aktivity plostic a zifit
periodu cirkadianniho chovani dvou diapauznich@udwutantnich (nediapauznich) linii.
Uké&zalo se, Ze linie Lyon ma vyrazkratkou cirkadianni periodu 22¢imz se odliSuje od
obou diapaznich i druhé mutantni linie, které rpajiodu delSi nez 24h. Zmymi
kiizenimi jsme dokéazali, Ze geny zodpdré za kratkou cirkadianni periodu lyonske linie
nesegreguje s fotoperiodickou mutaci, projevuganeschopnosti této linie diapauzovat.

Zjistili jsme, Ze Kizenim mutantnich linii s divokymi, ziskame hetggmni
potomKky, jejichz fotoperiodickérk/ky jsou posunuty sirem ke kratSim fotoperiodam.
Pricinou tohoto posunu je pragplodobré odlisny geogeficky fvod linie Sv a linii ChF a
LyY.b. Nezadélo se nam vSak u fotoperiodické odgdvkiizenim dvou mutantnich linii
a ziskem &tpnych pondri v F, prokazat, zda je diapauzni mutace dana jednirite
geny. Kizenim dvou mutantnich linii se ndm nepddazjistit, zda je za tyto diapauzni
mutace zodpasdny jederti vice gefi.

Zpétnymi kiizenimi rodtovskych diapauznich a nediapauznich jedljsme
zjistili, Ze S&pné pondry neodpovidaji fedpokladanym (1:1), které bychortesavali v
piipad recesivni mutace. Praggbdobnou ficinou €chto neodpovidajicich&inych
poneri je vliv teploty na diapauzu jediaicMeienim diapauzniho chovani &znych
teplotach jsme totiz zjistili, Ze fotoperiodickdpmied’ je na teplotu citliva. Nizka teplota
indukuje &tSi paet diapauznich jedirica naopak je tomu u vysSi teploty.
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7. PRILOHA - Obrazky

Obr. P1. Pohlavni dymorfismisapterus — vlievo samice (dogfec), vpravo samec
(dosglec).

Obr. P2. Pohlavni dimorfismu&apterus — vlevo samice (5. instar), vpravo samec
(5. instar).
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Obr. P3. Sklenice pro chd¥apterus. Obsahuje potravu ve fokm
lipovych seminek, pititko jako zdroj vody &jitek z filtratniho
pro moznost ukrytu.

Sledovani
jedinci

Lipova
seminka

Obr. P4. Jednotlivrozdilené samic®.apterus v Petriho miskach,

zjiStovani pdétu kladoucich jedint.



Obr. P5. Ovaria diapauzni (A) a nediapauzni (B)
dosplé samiceP.apterus (Socha, 1993).
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Obr. P6. Mfrici deska LAM se zkumavkami, pititkem
vody, lipovymi seminky a &henymi jedinciP.apterus.
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Obr. P7.&ici deska LAM s otvory na zkumavkyally
infé@rvenych paprsk
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