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Uvod

Zastupci tiidy hmyzu jsou relativné malé, ektotermni organismy, citlivé na
sezonni zmény prostiedi. Cyklické sezoénni zmény prostiedi je mozné zietelné
sledovat témét ve vSech terestrickych habitatech. Zmény jsou ureny rotaci
Zem¢ kolem Slunce. Sklon zemské osy (23,5°) je zodpovédny za cyklické
prodluzovani nebo zkracovani dne/noci, takzvanou fotoperiodu. Mezi délkou
fotoperiody a intenzitou slune¢ni energie (coz je zZivotn¢ dulezity faktor pro
témet veskery zivot na Zemi) existuje piimy vztah. Jelikoz je navic
fotoperiodicky signal stabilni v geologickém ¢ase a piitom piesny a
spolehlivy, neni divu, Ze fotoperiodickd citlivost sehrala klicovou roli
vV evoluci sezonnosti. Ackoliv si lidé byli pravdépodobné¢ ddvno védomi
existence fotoperiodismu u rostlin a zivocichti, byla jejo role v fizeni
sezonnosti rozpozndna teprve pred méné nez sto lety. Prvni prikopnické
fotoperiodické experimenty byly provadény pii péstovani rostlin (Garner a
Allard, 1920), nasledované¢ objevem vlivu fotoperiody na morfologické
zmény u obojzivelniki (Marcowitch, 1923, 1924) a objevem diapauzy u
bource moruSového a sarancat (Kogure, 1933; Sabrosky et al., 1933).
Fotoperiodickd regulace zivotnich cykli je dnes chapana pomalu jako
univerzalni feSeni u rtiznych organismt véetné hmyzu (Wilde, 1962; Tauber

et al., 1986; Danks, 1987, 1994; Nelson et al., 2010).

Hmyz se vyrovnava s neptiznivymi podminkami prostfedi pozoruhodnou
fenotypovou plasticitou. To mulze zahrnovat zmény chovani, sezonni
morfologické zmény, migraci a dormanci (Andrewartha, 1952; Danilevsky,
1965; Wolda, 1988; Danks, 1994; Nijhout, 2003). Zmény V chovani,
zabarveni, velikosti kiidel, struktufe kutikuly, atd., mohou slouzit k doladéni
aktivniho zivotniho stylu pifi zhorSeni environmentalnich podminek.
Nejdrsnéjsi podminky nedovoli hmyzu pokracovat v aktivité, napt. béhem
chladné zimy, suchych obdobi léta v mediteranu a subtropech nebo obdobi
zaplav v tropech. Nehostinnym podminkam se da vyhnout jak v prostoru tj.
migraci, tak v ¢ase tj. dormanci- vstupem do klidového stavu (Southwood,

1962). Migrace u hmyzu na dlouhé vzdalenosti je obecné znacné omezena



(nicméné existuji vyjimky; Dingle, 1972). NejcastéjSi strategii pro pieziti

hmyzu ptes neptizniva obdobi je tedy vstup do dormance.

1. Fotoperioda a diapauza

Existuji dvé kategorie dormance-kviescence a diapauza (Lees, 1955; Danks,
1987; Kostal, 2006). Kviescence je piimou odpovédi organismu,
Vv jakémkoliv bod¢ jeho ontogeneze, na néjaky limitujici faktor prostiedi
(ptilisny chlad nebo teplo, nedostatek vody, kysliku, potravy...). Kviescence
kon¢i zaroven s ukoncenim pusobeni limitujiciho faktoru. Oproti tomu
diapauza je centralné¢ (hormonalng) zprostfedkovanym zastavenim vyvoje ve
zcela urc¢ité ontogenetické fazi, které je navozeno specifickym signalem
z prostiedi (Lees, 1955). Tento signal tedy funguje jako ,Cervena na
semaforu®. NejCastéjSim specifickym signdlem pro vstup do diapauzy je
fotoperioda. Fotoperioda poskytuje informaci 0 nadchazejicim zhorSeni

ptirodnich podminek.

Diapauza se da dale rozdé¢lit na fakultativni a obligatni. Fakultativni diapauza
je zavisla na pfirodnich faktorech a rozhodnuti mezi zastavenim vyvoje nebo
jeho pokracovanim je volitelné. Oproti tomu je obligatni diapauza pevné
zafixovana ve vyvojovém programu organismu nezavisle na podminkach

okoli. Obligatni diapauza je pravdépodobné mén¢ bézna nez fakultativni.

Diapauzu je mozné rovnéz délit na dva ekologické typy: hibernaci
(pfezimovani) a estivaci (letni diapauza) (Masaki, 1980). Oba typy diapauzy
se projevuji podobnym sledem zjevnych symptomd od ukladani
energetickych zasob, nasledovany migraci nebo alespoii pfesunem na vhodné
stanovisté, zménou fyziologickych a metabolickych funkci a ziskani relativné
vysoké odolnosti vi¢i neptiznivym podminkdm prostiedi. Oba ekologické
typy diapauzy jsou nejcastéji navozovany neboli indukovany fotoperiodickym
signalem. Jediny rozdil spoc¢iva v tom, Ze hibernace je odezvou na kratky den
(hibernujici druhy jsou aktivni béhem dlouhych dnil), kdezto estivace je
odezvou na dlouhy den (estiva¢ni druhy jsou aktivni béhem kratkych dnd).
Mluvime-li 0 odezvé na délku dne, je dulezité podotknout, ze vétSina druht

hmyzu a dalSich organismi (Nelson et al., 2010) ve skute¢nosti mé&fi délku
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noci (Saunders, 2002). Fotoperiodicky signal neni pfitomen na rovniku a je
zna¢n€ omezen v ramci tropické zony. V tropech se tedy musi hmyz fidit
jinymi signdly z prostiedi jako je sucho, zaplavy, sezonni cykly teploty nebo

kvality potravy (Wolda, 1988; Denlinger, 1986).

Cili fotoperiodismus (citlivost na fotoperiodicky signal) umoziiuje hmyzu
zjisStovat kalendaini neboli sezonni ¢as a prizplisobit tomu sviij vyvojovy
cyklus a zivotni styl. Proto jej nazyvame fotoperiodickym kalendafem
(Nelson et al., 2010). Existuje ovSem jesté jeden biologicky Casomérny
systém znamy jako biologické cirkadianni hodiny. Tento systém méfi denni
cas. Cirkadidnni hodiny jsou endogennim systémem umoZiujicim
organismim Sledovat a reagovat na denni zmény svétla/tmy a dalsi pfirodni
faktory. V poslednich dekadach nase znalosti o cirkadialnich hodinach a jejich
funkci zna¢né pokrocily a to hlavné diky metodam molekularni biologie
(Dunlap, 1996; Hall, 2003; Rosato et al., 2006a,b; Wijnen a Young, 2006;
Helfrich-Forster, 2009). Na druhou stranu fyziologické mechanismy
fotoperiodického kalendéare zlistavaji velmi malo prozkoumané (Tauber a
Kyriacou, 2001; Saunders, 2002; Saunders et al., 2004; Danks, 2005;
Bradshaw a Holzapfel, 2007; Kyriacou et al., 2007; Goto et al., 2010).

V roce 1936 piiSel Erwin Biinning s nazorem, Ze fotoperiodismus je zaloZzen
na cirkadialni funkci. Béhem ¢asu se jeho intuitivni napad stal zakladem pro
experimentalni praci 1 dlouhotrvajici spor, ktery mezi védci zabyvajici se
danou problematikou pokracuje az dodnes (Saunders, 2010 a,b; Bradshaw a
Holzaphel, 2010). Tento spor je mozné rozdélit na dvé etapy. Rana faze byla
zaméfend na dva soupefici formalni modely hmyziho fotoperiodického
kalendafe: model cirkadidnniho oscilatoru (Biinning, 1936, 1960; Pittendrigh
a Minis, 1964) a model ptesypacich hodin (Lees, 1973; Veerman, 2001).
Ackoliv se dodnes debatuje, ktery ze dvou nazorti na véc je spravnéjsi, tato
faze sporu byla aktualni hlavné pted objevem prvniho genetického prvku
centralnich cirkadialnich hodin-takzvaného genu period u octomilky
Drosophila melanogaster (Konopka a Benzer, 1971; Bargiello et al., 1984;).
Rand faze vyvrcholila propojenim obou nazori do jediného modelu-
tlumeného cirkadianniho oscilatoru (Biinning, 1969; Lewis a Saunders, 1987).

Ackoliv tento novy model urovnal spor mezi obéma teoriemi, oteviel také
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novou diskuzi o fyziologické povaze cirkadianniho oscilatoru zavedeného do
fotoperiodismu. Za zacatek druhé faze vyzkumu mizeme uvazovat Vydani
prvni prace o vlivu genu period na indukci diapauzy u D. Melanogaster
(Saunders et al., 1989)

Hlavni otdzka vSak zlstava od zacatku stejna: castni se zndmé hodinové
geny, jako gen period nebo timeless, méfeni fotoperiodického ¢asu? A jestli

ano, tak jakym zptisobem?

2. Struktura a funkce fotoperiodického kalendare

Fotoperioda je pomér mezi délkou noci a dne v ramci jednoho solarniho dne.
Jinak feceno, fotoperioda je pomér mezi fotofazi (svétla faze dne) a skotofazi
(temnd faze dne) v ramci jednoho cyklu. V laboratornich podminkach se tento
pomér oznacuje jako L:D (z anglického Light:Dark- svétlo:tma). Tento pomér
lze pfi experimentu nastavit zcela nezavisle na délce celé fotoperiody. Mlze
se dokonce lisit od 24 hodinového cyklu. Pti laboratornich experimentech
provadénych na hmyzu bylo zjisténo, ze pouziti riznych délek 24 hodinové
fotoperiody (Saunders, 2002, pp. 300-304) ma vliv na tvar fotoperiodické
kiivky. Existuje zde interval, ve kterém se Cetnost jedinci vstupujici do
diapauzy relativné rychle méni. Tento interval se nazyva kriticka fotoperioda
(anglicky CPP). Jde spise o tzv. kritickou délku noci, pfi které polovina
populace vstoupi do diapauzy, zatimco druhd polovina pokracuje dal ve
vyvoji. Zda se, ze vétSina doposud studovaného hmyzu vstupuje do diapauzy
po kvalitativnim rozpoznani super-kritické nebo sub- délky noci, bez
presného kvantitativniho méfeni absolutni délky noci (diskuze viz Saunders,
2002, pp. 304-306). Fotoperiodicka odpoveéd” miize byt pozménéna (posunuta)
téz dalSimi ptirodnimi faktory, jako je napf. teplota, mnozstvi a kvalita
potravy nebo rizné biotické interakce (diskuze Saunders, 2002; Tauber et al.,
1986; Danks, 1987).



Fotoperiodicky systém se sklada ze ¢tyt funk¢nich jednotek (obrazek 1):

(A) receptory svétla

(B) fotoperiodické hodiny schopné rozlisit kratkou a dlouhou noc

(C) pocitadlo kratkych nebo dlouhych noci

(D) vystupni drahy propojujici cely systém s efektory (Williams a Adkinson,
1964; Saunders, 1981, 2002).

Vstup Vnitfni mechanismus  yystup

| Cerna \
- D - \J\/ ,
Neurosekreéni

\  buriky v CNS
N
Fotoperioda Hodiny a l,
Pocitadlo W
\NEWLWEW/
Fotoperiodicky kalendaf Vyvojové hormony

' 4 2’

Pokracovani ve vyvoji Diapauza

Zeitgeber

Receptory

Obr. 1: Schematickd struktura fotoperiodického kalendafe. Zatim velmi malo
prozkoumané receptory prijimaji signdly z vnéjSku (naptiklad fotoperiodicky signal).
Signal je pak preveden a zpracovan vnitrnim mechanismem skladajicim se z hodin a
pocitadla. Fyziologické mechanismy této jednotky zlstavaji u hmyzu zatim neobjasnéné,
proto se tato jednotka nékdy oznacuje jako ¢erna skiiiika. Vystupni drahy pak obsahuji
neurosekrec¢ni buiiky, které produkuji neurohormony, neurotransmitery a mitogeny,
ovliviiujici biosyntézu a vyliti vyvojovych hormonid. Pfitomnost nebo absence
vyvojovych hormoni urcuje osud jedince (bud pokracovani ve vyvoji, nebo vstup do

diapauzy). Detailni vysvétleni dale v textu (prekresleno podle Kostal. 2011).

Ackoliv u hmyzu dosud nebyla piesné popsana a lokalizovana poloha
fotoperiodického  syst¢ému (ani Zzadné jeho Césti) jednoznacnymi
biochemickymi a neurologickymi terminy, obecné se véti, Ze je tento systém
lokalizovan v mozku (Lees, 1964; Bowen et al., 1984a,b; Hasegawa a
Shimizu, 1987). Je tedy zfejmé, Ze mechanismy, jako napf. fotoperiodické
hodiny a pocitadlo, zistavaji Siroce neprozkoumané. Diky prikopnikim

v oblasti fotoperiodismu, jako byli Erwin Biinning, Anthony D. Lees, Colin
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Pittendrigh, a diky jejich nasledovnikim alespon zname formalni vlastnosti
tohoto systému. Jejich plvodni experimenty byly zaloZzené na pouzivani
ruznych systematickych variaci vstupt do systému (predevsim pak svételné a
teplotni podminky) a pak sledovani vystupu (hlavné vstup do dormance nebo
rizné sezoénni morfotypy). VSe mezi vstupem a vystupem zistavalo v ,,éerné

skiitice*.

David S. Saunders vyznamné ptispél k rozvoji znalosti v oboru
fotoperiodismu hmyzu (napf. Saunders, 1968, 1978, 1992). Také vydal
vynikajici ptehled o studiu casomérného syst¢ému u hmyzu ve formé¢ knihy,
Insect Clock (Saunders, 2002). V nasledujicich kapitolach budou stru¢né

popsany jednotlivé funkéni jednotky fotoperiodického ¢asomérného systému.

2.1 Receptory svétla (neboli fotoreceptory)

Jednim z hlavnich piedpokladii pro spravnou funkci fotoperiodického
systétmu je zjevné piitomnost svétloCivnych bunék a molekul. Na zékladé
experimentl se ale ukazalo, Ze fotoperioda miize byt nahrazena dennimi cykly
teplot, tzv. termoperiodou. A to bez jakéhokoliv zdroje svétla (Beck, 1962;
Saunders, 1973a) nebo dokonce za stalého svétla (Masaki a Kikukawa, 1981).
Termoperioda tedy mize funkéné zastoupit vétSinu efekta fotoperiody. Zatim
ale zlistava nezndmé, zdali termoperioda piimo ovlivituje fotoreceptory, které

dale $ifi signal, nebo ma svou vlastni cestu a ovliviiuje tak organismus piimo.

Van Houten et al. (1987) provadél experimenty na rozto¢i Amblyseius
potentillae, pfi¢emz zjistil, Ze pii podavani potravy bez piitomnosti vitaminu
A (karotenoidni prekurzor pro retinalovy chromofor), znemoziluje roztoci
vnimat a fidit se signalem fotoperiody. Podobny experiment byl posléze
proveden na ruznych druzich rozto¢t a vzdy s podobnym efektem. S nejvétsi
pravdépodobnosti tedy za fotoperiodickou fotorecepci u rozto¢u stoji
A-vitaminové receptory (Veerman a Helle, 1978; Hasegawa a Shimizu, 1988;
Claret a Volkoff, 1992; Goto et al., 2010).

Vétsina druhtt hmyzu je nejvice fotoperiodicky citliva v oblasti modro-zelené

Casti svételného spektra (vlnova délka piiblizné 400-550 nm). Na druhou

cvvr
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spektra (vlnova délka > 600 nm) (Lees, 1966; Saunders, 2002). U n¢kterych
druht je ale sensitivni oblast znacné rozSifena z modré Casti spektra az do

cervené (400-700 nm) (Pittendrigh et al., 1970; Saunders, 1975).

U hmyzu bohuzel zatim nebyl nalezen Zzadny obecny fotoperiodicky
fotoreceptor ve formé opsinového proteinu. Jedinym znamym kandidatem je
boceropsin, opsin, naklonovany z larvalnich mozki bource moruSového,
Bombyx mori (Shimizu et al., 2001). Doposud byly fotoperiodické
fotoreceptory nalezeny v hlavové oblasti asi u 19 druhtt hmyzu (Numata et al.,
1997; Goto et al., 2010) Zde uvadim nekolik druhd hmyzu, u kterych byla
nalezena pifimad fotorecepce fizend mozkem (ne signaly z optickych
fotoreceptorii nachéazejicich se ve slozeném oku, jednoduchém oku nebo
svétlocivné skvrn€); plostice (Lees, 1964), housenky a kukly motylt
(Williams a Adkinson, 1964; Shimizu, 1982), mandelinka bramborova (Wilde
et al., 1959) a zastupci z ¢eledi bzucivkoviti, Calliphoridae, napt. masarka
(Saunders a Cymborowski, 1996). Dalsi zajimavy vyzkum prob€hl na msici
Megoura viciae (Gao et al, 1999). Zjistilo se, ze ma fotoperiodické
fotoreceptory umisténé na piedni ¢asti protocerebera (pfedni mozek ¢lenoveur)

vvvvvv

(Lees, 1964; Steel a Lees, 1977) za pouziti jinych technik.

Nov¢jsi studie ukazuji, ze u urcitych druhtt hmyzu slozené oko rovnéz
obsahuje fotoperiodické fotoreceptory (Numata, 1985; Shiga a Numata, 1996;
Nakamura a Hodkova , 1998; Komada 2015). U brouka Plautia crossota stali,
byla potvrzena kooperace jak mozkovych tak retinalovych receptorii na
fotoperiodickou odezvu. V dalsi praci (Goto a Numata, 2009) bylo zjisténo
ze, charakteristicka spektralni citlivost u masatky Sacrophaga similis,
indukuje diapauzu. Tato masaitka je schopna pravdépodobné vyuzivat
nejméné dva rizné druhy fotopigmentu béhem své sensitivni periody v ramci
temnostni faze dne. Vice druhii fotopigmentu slouzi k vnimani rtznych
vlnovych délek. Rané skotofdze ma u této masaiky své sensitivni maximum
kolem vlnovych délek 450-470nm zatimco pozdni skotofidze vykazuje
roz§iteni do vysSich vlnovych délek. U msice Megoura viciae bylo objeven

podobny systém sensitivity v dobé skotofaze (Lees, 1981).



2.2 Fotoperiodické hodiny

Hlavni ulohou fotoperiodickych hodin je zméfit aktudlni délku noci a
porovnat ji s geneticky kdédovanou hodnotou pro kritickou fotoperiodu (viz
vySe) a na zakladé toho uréit, zdali je noc kratka nebo dlouha. V prabéhu let
vnikly dvé hlavni hypotézy, jak tento systém chapat (pro blizsi historicky
vyvoj ¢téte: Saunders, 2005).

Prvni hypotéza vyplynula z prvnich fotoperiodickych pokusti na rostlinach a
hmyzu. Byla pfijiména aZ do konce padesatych let dvacatého stoleti a Slo o
tzv. model presypacich hodin. Predstavme si tedy fotoperiodicky systém
jako presypaci hodiny. ,Pisek* uvnitf hodin byl chapan jako kaskada
biochemickych reakci a svétlo silou, ktera hodiny kazdy den oto¢i vzhiiru
nohama. Kdyz se ,pisek* nestihne pfesypat za jednu periodu, organismus
dostane signal o kratkém dni. Tato hypotéza byla pfijimana hlavné v zacatcich
studia fotoperiodismu pii experimentech na roztoc¢ich a msicich (Lees, 1950,
1953, 1955, 1973), pozdéji na rozto¢i Tetranychus urticae (Vaz Nunes a
Veerman, 1982; Veerman a Vaz Nunes, 1987; Veerman a Veenendaal, 2003)
a dalSich druzich hmyzu (Skopik a Bowen, 1976; Thiele, 1977; Veerman et
al., 1988).

Druhou, Vv soucasnosti obecné piijimanéjsi hypotézou pro vysvétleni
fotoperiodismu se stal model cirkadianniho oscilatoru formulovany
Erwinem Bilinningem vroce 1936. Zajimavosti je, Ze si timto modelem
vysvétloval fotoperiodismus pouze u rostlin. Pouzit tento model u hmyzu ho
napadlo az mnohem pozdéji (Biinning, 1960). Také jako wviibec prvni
navrhnul, ze fotoperiodické méteni Casu zavisi na endogennim, tedy vnitinim,
dennim rytmu (cirkadidnnim rytmu). Colin S. Pitendrigh jeho napad potvrdil
svym modelem vnéjsi koincidence, ktery ukazuje dvé rizné role svétla ve
funkci fotoperiodismu. Prvni funkci svétla je, Ze umoziluje organismu vnimat
a urCit denni cyklus. V druhé poloviné noci, ve specificky citlivé fazi na
svétlo (tzv. fotoindukéni faze), nastadvd druha klicovd role svétla. A to
rozpoznani kritické délky noci (Pittendrigh a Minis, 1964; Pittendrigh, 1966).
Zkracovani nebo prodluzovani dne je urcené tim, jestli je v dobé& fotoindukéni

faze organismus pod vlivem svétla (dlouhy den) nebo tmy (kratky den).
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Naproti tomu model vnitini koincidence postuluje existenci tzv. dualniho
oscilatoru (Pittendrigh a Daan, 1976). Zikladem pro tento model byl
vzajemny vztah mezi dvéma (nebo i vice) vnitinimi oscilatory, které jsou
rizné ovliviiovany fotoperiodou. A to pfesnéji: vzajemny vztah jejich faze,
ktery vymezuje bud’ dlouhou, nebo kratkou délku noci. Pfedstavme si tedy
dva oscilatory. Oba registruji fotoperiodicky signal, kazdy trochu jinym
zpusobem. Vzajemné piiblizovani a oddalovani faze téchto oscilatorti méfi,
zda je noc kratka nebo dlouha. Béhem let bylo vymysleno mnoho dimysInych
formalnich pokusnych protokolii pro rozlusténi vztahu mezi cirkadiannimi
rytmy a fotoperiodou. Zde uvadim par piikladii; noéni vyruSeni, Biinsowiv
protokol, Nanda-Hamnertv protokol, T-experimenty. Vsechny tyto protokoly
slouzi pro mozné odhaleni funkce oscilatori v ¢asomérnych systémech. Pro
vice detailil o protokolech a metodach c¢téte v literatufe (Saunders, 2002,

2005, 2007, 2009, 2010a,b).

V soucasnosti u hmyzu prevazuji experimentalni dikazy spiSe pro model
cirkadidnniho oscilatoru. Na druhou stranu existuji druhy hmyzu, u kterych
tento model nebyl potvrzen jako napt. u msice Myzus persicae (Lees, 1973).
Je ale zfejmé, Ze také silné zalezi na typu a konkrétnim provedeni
experimentu (Veerman a Vaz Nunes, 1980; Vaz Nunes a Veerman, 1984), na
teploté (Saunders, 1973b), na potravé (Dumortier a Brunnarius, 1989) nebo na

geografické populaci (Thiele, 1977).

Diky nahromadéni riznych poznatkl se postupné zacalo ukazovat, ze modely
piesypacich hodin a cirkadidnniho oscilatoru mohou byt pouze dvé rtzna
vysvétleni pro jeden stejny mechanismus. Tak vznikl posledni, a obecné asi
nejvice pfijimany model: tlumeného cirkadidnniho oscilatoru. Jako prvni
ho navrhnul Erwin Biinning (1969) a pozdé¢ji jej potvrdili Lewis a Saunders
(1987, 1978 a, b). Pomoci matematickych model a zhodnoceni ptedchozich
vysledkli David S. Saunders veelku piesvédcEiveé vysvétlil rozpor mezi dvéma
chova tak, jako by byl pfesypacimi hodinami (Saunders, 2005, 2008, 2009,
2010a,b).



2.3 Fotoperiodické pocitadlo (counter)

Hmyz potiebuje zpravidla né€kolik dni ke kladné fotoperiodické odezvé (napf.
k indukci diapauzy) béhem své citlivé periody. Tato perioda zdstava fixni
v ontogenetickém vyvoji. Je zavisla na jedinci, druhu, ptedchozi generaci,
ruznych fazich embryonalniho, larvalniho nebo puparialniho vyvoje (Kostal,
2006). Existuje predstava, ze pocitadlo slouzi k hromadéni fotoperiod, které
by mély indukovat fotoperiodickou odezvu. Kdyz se ptekroc¢i urcity prah na
pocitadle, nastane odezva ve form¢ zmény aktivity vystupnich cest. Tento
prah se nazyva bud kriticky pocet dni (Tyshchenko et al. 1972) nebo
doporuceny pocet dni (Saunders, 1971). Pravé souhra kritické fotoperiody a
piekroCeni prahu na pocitadle tidi pokraCovani ve vyvoji nebo vstup do

diapauzy.

Pusobenim teploty nebo potravy je mozné kompenzovat prah pocitadla,
nikoliv ale délku kritické fotoperiody (Denlinger, 1972; Hardie, 1990). Tyto
procesy zpomalujici vyvoj (jako plsobeni nizké teploty, nevhodna potrava)
maji vlastné za nasledek prodlouzeni citlivé periody. To umoziuje
nahromadit dostate¢né¢ mnozstvi induktivnich fotoperiod, které pak zvysi

vyskyt diapauzy (Saunders, 2002).

Ackoliv je ziejmé, ze pocitadlo funkeéné spolupracuje s hodinami, jeho
fyziologicka povaha zustava prozatim zcela nepoznana. Je tedy mozné, Ze
jsou hodiny a pocitadlo soucasti stejného systému. Hodiny udavaji
jednoduchy kvalitativni signal (0 nebo 1) napf. kratkd nebo dlouha noc,
zatimco pocitadlo dodava kvantitativni informaci ,,kolik* (Vaz Nunes, 1990).
Gibbs (1975) pfisel s napadem tzv. ,diapauzniho titru“ - tedy kritické
koncentrace urcité latky, jejiz pfekroceni rozhodne o pepnuti mezi pfimym a
diapauznim vyvojem. Je to ale jen dalsi hypoteticky popis pocitadla, zadny
konkrétni diapauzni titr nebyl doposud nalezen. V dalsi kapitole stru¢né

popisi vystupni cesty systému kalendare.
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2.4 Vystupni cesty

Princip pfenosu fotoperiodické informace jesté neni Uplné presné znamy, je
ale znamé, kde jeho cesta kon¢i. Nejpravdépodobnéjsi destinaci signall jsou
neurosekrecni bunky v pfedni ¢asti hmyziho protocerebera. Prvni mozkové
transplantace na mufe Antheraea pernyi byly provedeny Williamsem (1969)
a pozdéji zopakovany na dalSich druzich hmyzu (Bowen et al., 1984a,b;
Shimizu et al., 1997; Shiga et al., 2003; Hamanaka et al., 2004). Tyto
experimenty ukazaly, Ze existuji neurony pars intercerebralis (Pl) a pars
lateralis (PL), jeZ jsou nezbytné pro pievod fotoperiodického signalu na
hormonalni signal. Kontrola a funkce endokrinnich bun¢k a organt je fizena
vypousténim neuropeptidd (lokalné nebo do obchu) praveé z téchto neurond.
Nékter¢é PI nebo PL jsou piimo spojené S endokrinnimi buikami
v neurohemalnich organech corpora cardiaca (CC) a corpora allata (CA).
CC a CA jsou hlavni centra vypousténi hmyzich hormont (Shiga a Numata,
2007). Hormonalni regulace vstupu do diapauzy se ale 1i$i u raznych druht
hmyzu v zavislosti na tom, ve které fazi svého vyvoje do diapauzy vstupuji.
Vstup do diapauzy nebo pokracovani ve vyvoji je nicméné fizeno
biosyntézou/degradaci nebo vypusténim hlavnich vyvojovych hormont -
juvenilnich hormona (JH) a ekdysteroidt (Denlinger, 2000, 2002; Denlinger
et al., 2004; MacRae, 2010).

Diapauza je v dospélém stadiu ontogeneze -charakteristicka potlacenim
syntézy juvenilnich hormonti a vypousténim hormonu z CA. Toto potlaceni je
fizeno PI a PL neurony pies piimé spojeni s CA (Khan et al., 1983; Poras et
al., 1983; Hodkova, 1976; Hodkova et al., 1996; Morita a Numata, 1997,
Shiga a Numata, 2000). U dvouktidlych se na kontrole diapauzy v dospélém
stavu podileji také ekdysteroidy (Brown et al., 1998; Richard et al., 1998),
ackoliv ty se spiSe povazuji za hlavni faktory v regulaci larvalni a puparialni
diapauzy. Ekdysteroidy jsou syntetizovany a vypoustény prothorakalni
zlazou, ktera je fizena hormonem PTTH (prothoracikotropni neuro-hormon).
Tento hormon je syntetizovan PL bunkami a je vypoustén do hemolymfy

z oblasti CA (Agui et al., 1979; Shiga et al., 2003; Siegmund a Korge, 2001).
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Jednim z prikladG hormonalni regulace je embryonalni diapauza u bource
moruSového. Diapauzni hormon (DH), produkovany subesofagedlnim
gangliem (SOG), je dale transportovan po axonech do CC, odkud je nasledné
vylévan do hemolymfy (Sato et al., 1994). Tento hormon indukuje diapauzu
Vrané fazi embrya dal$i generace (Yamashita, 1996). Za aktivitou neuront

SOG stoji inhibi¢ni kontrola protocerebera (Schimitzu et al., 1997).

Dalsi z moznych ptic¢in indukce diapauzy je potlaceni signalu prenaseného
insulinem (Tatar et al., 2001; Williams et al., 2006, 2010; Sim a Denlinger,
2008). Tato signalni insulinova draha pfitom hraje jednu z hlavnich roli v
hmyzim rlstu a vyvoji. Jeji pferuseni zastavi riist a vyvoj. Struéné je mozné
tuto drahu popsat jako PI3-kindzovou kaskadu reakci, kterd dale fosforyluje
transkripéni faktor FOXO, zastavujici aktivitu (Jiinger et al, 2003; Wu a
Brown, 2006; Baumeister et al., 2006; Fielenbach a Antebi, 2008). Ve studii
provadéné na komaru Culex pipiens (Sim a Denlinger, 2008) bylo zjisténo, ze
se insulinova draha inaktivuje béhem dlouhych noci (véetné larvalni
diapauzy). Inaktivace zastavi syntézu JH za soucCasného uvoliovani
transkrip¢niho faktoru FOXO. Dale dojde ke stimulaci transkripce genu jez
jsou zodpovédné za piipravu organismu pied vstupem do diapauzy (ukladani
tukt, zvySeni stresové tolerance atd.). Zménou transkripce genti a naslednou
zménou proteini vznika velmi hluboka sezénni fenotypova proména
nazyvana souhrnné jako ,,syndrom diapauzy* (Flannagan et al., 1998; Robich
et al., 2007; Kost’al et al., 2008, 2009a; Cheng et al., 2009; Reynolds a Hand,
2009; Yocum et al., 2009; Emerson et al., 2010; MacRae, 2010).

2.5 Fotoperiodicky kalenddr- shrnuti

Hlavnimi komponentami fotoperiodického kalendaie jsou fotoperiodické
hodiny a po¢itadlo. Struktura poc¢itadla v mozku zustava zcela neznama.

Do systému kalendafe ptichdzi mnoho vstupnich signdlli pfes velmi malo
prozkoumané fotoreceptory nachéazejici se jak v mozku, tak ve sloZzenych
oc¢ich. Neznama také zistava povaha fotoreceptivnich molekul. V poslednich
letech se ale ukazuje, Ze by funkci téchto molekul mohly mit retinalové
chromofory, pfesnéji rodopsin. Fotoperiodické hodiny pravdépodobné funguji

na principu tlumeného cirkadidnniho oscilatoru, ktery je fizen denni periodou,
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méfenim skotofaze. Né&ktefi védci ale preferuji model piesypacich hodin.
Vystup fotoperiodickych hodin je neznamy, nicméné se da popsat jako urcita
hladina na hypotetickém pocitadle diapauznich signalti. Informace se pak dale
pfenasi do neurosekre¢nich bunc¢k v laterdlnim (PL) a dorsalnim (PI)
protocereberu, které vylucuje neuropeptidy (napi. PTTH, allatotropiny,
peptidy na insulinové bazi atd.). Tyto neuropeptidy dale ovliviiuji (spolecné s
neurosekrecnimi  buitkami  pfimym axondlnim  spojenim)  aktivitu
neurohemalnich organti (CC a CA) a ¢innost endokrinni zlazy (protorakalni
zlaza). Cely fetézec je zakonceny vylitim dulezitych hormonut jako jsou JH a

ekdysteroidy.

3. Struktura a funkce cirkadiannich hodin

K predjimani dennich zmén svétla, teploty a dalSich ptirodnich faktort slouzi
endogenni Casomérny systém, takzvané cirkadianni hodiny. Rtzné projevy
chovani organismua (pohyb, hledani potravy, namluvy, patfeni, kladeni vajec,
lihnuti...) jsou fizeny souhrou vnéjSich faktort a oscilujicich vnittnich hodin
(Saunders, 2002). Mimo jiné se ukazuje, ze cirkadianni hodiny pfimo ovladaji
a reguluji Casovou strukturu organismu, napf. syntézu a vyliti hormond,
biosyntézu feromont (Raina a Menn, 1987), bunétné déleni (Matsuo et al.,
2003; Reddy et al., 2005) nebo metabolické cykly (Wijnen a Young, 2006).
Zde uvadim zékladni a vSeobecné¢ piijimané charakteristické vlastnosti

cirkadiannich hodin.

(A) po vyfazeni piirodniho signalu slouziciho k synchronizaci (Zeitgeber),
hodiny stale tikaji;

(B) vnitini perioda oscilatoru je cca 24 h;

(C) vnitini perioda je nezdvisla na teploté (ve smysluplném ekofyziologickém
rozsahu);

(D) hodiny maji schopnost se fazové srovnat s piirodnimi Zeitgebery

(entrainment).
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Diky octomilce Drosophila melanogaster mame velké mnozstvi informaci o
genetickém mechanismu cirkadiannich hodin (Dunlap, 1999; Saunders, 2002;
Hall, 2003; Roennenberg et al., 2003; Rosato et al., 2006a,b; Wijnen a Young,
2006; Helfrich-Forster, 2009) a hlavnich hodinovych genech (Rosato et al.,
2006a,b).

3.1 Molekuldrni mechanismus hodin

Za zéklad molekuldrniho mechanismu hodin se povazuje exprese hodinovych
genll ve zcela specifickych oblastech mozku pohdnénd transkripéné-translacni
zpétnou vazbou jejich produktt (Hall, 2003). Tento systém pak fidi denni
rytmy chovani a fyziologickych funkci, jak je znazornéno na obrazku 2. Jak
jiz bylo zminéno, prvni hodinové geny se podatilo ziskat u D. melanogaster.
Uplng prvni byl gen period (per), naklonovany a chemicky analyzovany pravé
u D. melanogaster v roce 1984 (Bargiello et al., 1984; Zehring et al., 1984).
Druhy hodinovy gen, timeless (tim), byl analyzovan az vice nez 10 let pozdé&ji,
také u D. melanogaster (Sehgal et al., 1994; Myers et al., 1995). V tu dobu se
také pfislo na to, Ze produkty téchto dvou geni mohou tvofit dimer pies tzv.
PAS domény (Gekakis et al., 1995). Stoji za to také zminit, ze vlibec prvni
hodinovy gen u savci Clock (CIk), byl nalezen u mysi az po objevech
ucinénych na hmyzu (Vitaterna et al., 1994; Antoch et al., 1997).

Prvni funkéni modely cirkadiannich hodin u hmyzu se zacaly koncipovat jiz
kratce po objeveni prvnich dvou jiz zminénych geni. Za podminek konstantni
tmy byly nalezeny v mozku much oscilujici hodinové proteiny a mRNA s
endogenni periodou blizkou 24 h. Nejvyssi hladina mRNA byla pozorovana
béhem casné (subjektivni) noci, zatimco hladina proteini byla nejvyssi az
b&hem pozdni noci. Tento fakt ukazuje prodlevu mezi transkripci a translaci
(Hardin et al., 1990; Edery et al., 1994). Okolo pulnoci pronika dimer
PERIOD-TIMELESS (PER-TIM) do jadra. Pfi nastupu ranniho svétla jen
TIM velmi rychle degradovan. To uvolni PER, ktery ma funkci ptimého
inhibitoru (negativni element) dalSich dvou jadernych hodinovych proteint,
CLOCK-CYCLE (CLK-CYC) (Curtin et al., 1995; Saez a Young, 1996).
Kratce po objevu Clk u savci byl tento homolog nalezen také u hmyzu
(Allada et al., 1998), témét ve stejnou dobu jako CYCLE (Rutila et al., 1998).
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Dimer CLK-CYC (pozitivni element) funguje jako aktivator transkripce.
Indukuje tim rytmickou expresi cilovych genti obsahujicich vhodnou doménu,
jako jsou naptiklad E-boxy (CACGTG), v oblasti jejich promotoru (Allada et
al., 1998; Darlington et al., 1998).

Takto 1ze pomoci zpétné vazby potlacit transkripci hodinovych gend per a tim
proteinem PER, jelikoz promotory gent per a tim také obsahuji E-boxy (Lee
et al., 1999). Tento model je ale velmi zjednoduseny. Modula¢ni kindzy
(DBT, SGG, CK2) a fosfatazy (PP1, PP2A) reguluji hromadéni proteini PER
a TIM v cytoplasmé, jadernou translokaci a degradaci téchto proteini (Kloss
et al., 1998; Martinek et al., 2001; Lin et al., 2002; Sathyanarayanan et al.,
2004). Druhd zpétnd vazba je také aktivovana dimerem CLK-CYC
prostiednictvim E-boxt. Transkripce CIlk je pak regulovana dvéma
transkripénimi faktory, VRI (represor) a PDPIE (aktivator) (Cyran et al.,
2003). Dle teoretického matematického modelu (Kuczenski et al., 2007) bylo
pro uplné vysvétleni experimentalnich pozorovani a pro stabilizaci
hodinového mechanismu potiebné ptidat jesté tteti zpétnou vazbu. Tato tieti
zpétnovazebna smycka byla nakonec skute¢né nalezena ve formé proteinu
CWO (Lim et al., 2007). Transkripce cwo je aktivovana CLK. CWO pak plni
funkci transkripéniho represoru pro cilové geny jako napi. CLK (Richier et
al., 2008).

Je tieba podotknout, Ze vétSina informaci o cirkadiannich hodinach pochazi
z pokust na D. melanogaster. Ac¢koliv dostupna data poukazuji na to, ze se
rizné druhy hmyzu mohou lisit v detailech, zakladni princip zpétné vazby
zustava stejny (Sauman a Reppert, 1996a; Rubin et al., 2006; Codd et al.,

2007). Schéma molekularnich hodin je znazornéno na dal§im listu, obrazek 2.
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Obr. 2: Obecné uznavana schematicka struktura cirkadiannich hodin u D. melanogaster.
Na levé strané obrazku se nachdzi cela neurondlni sit centrdlniho cirkadianniho
pacemakeru. Na pravé strané vidime zndzornénou jedinou samostatnou hodinovou
bunku. Vlevé hemisféfe se nachazi tri skupiny bunék lateralnich neuronti (LN) a tfi
dorsalnich neuronti (DN). Tyto burniky plni hlavni dlohu receptoru svétla. Kratké zluté
Sipky znadi primy vstup svétla do systému, ktery dopada na flavinové fotoreceptory.
Dlouhé oranzové Sipky znacéi vizudlni fotorecepci skrz retinalové fotoreceptory ve
sloZeném oku a Hofbauer-Buchnerovych ockach (H-B). Kratké oranzové Sipky oznacuji
retinalové fotoreceptory; tyto receptory jsou ale velmi malo prozkoumané. V oblasti
pravé hemisféry jsou naznaceny hlavni axondlni drdhy. Modré Sipky znaci axonalni
vybézky hodinovych bunék sexpresi proteinu PDF. Cerné $ipky naznacuji vybézky
hodinovych neurond. Ty sméfuji do oblasti meduly (pferusovana ¢ara) a dorsalniho
protocerebera (plna cara). Voblasti dorsdlniho protocerebera je mozné sledovat
prekryv rlznych axonalnich vybézki a je zde také pravdépodobny kontakt
s neurosekrecnimi bunikkami. Povaha molekularnich hodin v jednom hodinovém neuronu
je zaloZena na systému zpétnych vazeb transkripce-translace. Tato odezva se odehrava
mezi positivnim prvkem CLK-CYC a negativnim prvkem PER-TIM. Dalsi hodinové
proteiny tvori zbylé zpétné vazby. Diky molekulam fotoreceptoru CRY je cely systém
citlivy na svétlo. Produktem exprese nékterych hodinovych genii je neurotransmiter

PDF, ktery slouzi jako pravdépodobny vystupni signal (piekresleno podle Kostal. 2011).
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3.2 Centralni pacemaker a neurondlni sit

Centralni pacemaker je vlastné neuronalni siti specializovanych hodinovych
bunék v mozku (obrazek 2). Tato sit’ je slozend ze simultanné pracujicich, ale
jinak zcela autonomnich neuront (oscilatorti). Z tohoto divodu vypada
centralni pacemaker jako multioscilatorovy systém. Jak uz bylo vyse
zminéno, sklada se ze tfi skupin laterdlnich neuroni a tii skupin dorsalnich
neurontt v kazdé hemisféte mozku octomilky (Kaneko a Hall, 2000;
Blanchardon et al., 2001). Octomilky vykazuji typicky bimodalni rytmus
v aktivité s vrcholy vyskytujicimi se zaroven se svitanim a stmivanim. Tato
aktivita je fizena dualnim oscildtorem slozenym z vecerniho E-oscilatoru (z
anglického evening) a ranniho M-oscilatoru (z anglického morning)
(Helfrich-Forster, 2001). O par let pozdéji piisly dvé skupiny védca
Snapadem, Ze se M a E oscilatory nachazi ve specifickych skupinach
hodinovych neuront (Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004). M oscilator se
nachazi v malych ventrédlnich lateralnich skupinach bunék (s-LNy) zatimco E
oscilator v dorsalnich laterdlnich skupinach bunc¢k (LNg). Oba oscilatory
mohou fungovat autonomné, ale jsou funkéné propojeny pomoci
neurotransmiteru PDF (pigment-disperzni faktor). Soucasné studie do
syst¢tmu M-E oscilatorti ptidaly mnoho vylepSeni. Nékteré M a E neurony
byly popsany mnohem piesnéji (Rieger et al., 2009). Ukazalo se, Ze se cely
systém chova velmi pruzné na zakladé ptirodnich vlivl (Stoleru et al., 2005;

Picot et al., 2007; Dubruille a Emery, 2008; Helfrich-Forster, 2009). Takto
byla vlastn¢ experimentdln¢ podpofena moznost platnosti diivéjSiho
formalniho modelu dualniho oscilatoru s vnitini koincidenci (Pittendrigh a

Daan, 1976).

3.3 Periferni pacemakery

Exprese hodinovych gen neprobiha pouze v mozku, ale také ve vétSing
perifernich tkani. Napiiklad bunky ve slozeném a jednoduchém oku
octomilky vykazuji robustni cirkadianni oscilace PER a TIM (Siwicki et al.,
1988; Zerr et al. 1990). Pouzitim transgennich octomilek bylo zjiSténo, ze
cirkadianni oscilatory v téchto vizualnich fotoreceptorech mohou fungovat

zcela autonomng, nezavisle na centralnim pacemakeru v mozku (Cheng a
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Hardin, 1998). Tyto autonomni hodiny jsou pravdépodobné zapojené do
regulace dennich rytmt svételné citlivosti visualniho systému (Giebultowicz,
2000). Pritomnost autonomnich cirkadidnnich pacemakeri byla pozdéji
zjiSténa také v nohou, kfidlech a tykadlech octomilky pomoci experimenti
sledujicich cyklickou expresi per za pouziti luciferdzy (Plautz et al., 1997).
Periferni pacemakery jsou rovnéz spojené s chemoreceptory, kde
pravdépodobné¢ moduluji jejich miru citlivosti béhem dne (Krishnan et al.,
1999; Tanoue et al., 2004).

Je velmi pravdépodobné, Ze také syntéza a vypousténi hormont jsou u hmyzu
pod silnou cirkadianni kontrolou (Jackson et al., 2001; Zhao a Zera, 2004;
Vafopoulou a Steel, 2009; Vafopoulou et al., 2010). Zatim tomu nasvédcuje
vétSina dikazl. Je pravdépodobné, Ze hodinové neurony piimo ovliviiuji
aktivitu bunék PTTH (Sauman and Reppert, 1996b). Napiiklad hladina
PTTH v bunikach lateralniho protocerebera u plostice Rhodnius prolixus je
fizena vybézky hodinovych neuront (Vafopoulou et al., 2007, 2010). U této
plostice je mozné pozorovat jasnou cirkadianni rytmicitu koncentrace PTTH
(Vafopoulou a Steel, 1996). PTTH pak dale ptisobi na protorakalni Zlazu a
uvnitt ni indukuje syntézu ekdysteroid (Vafopoulou a Steel, 1999). Kolisajici
hladina ekdysteroidti v hemolymf¢ nasledné poskytuje Casovy signal vSem
cilovym tkdnim. Ekdysteroidovy signdl je zachycen ptislusnymi receptory.
Aktivita receptorii rovnéz vykazuje zietelny denni rytmus, ktery je synchronni
s vypousténim hormonit (Vafopoulou et al., 2005). Priklad plostice R.
prolixus tak ukazuje na velmi silné spojeni cirkadianniho a hormonalniho
systému. Je mozné, ze se podobné propojeni vyskytuje u vétSiny druhi

hmyzu.

Je nutné zminit, ze exprese genu per byla zaznamendna u octomilky
V nejriznéjSich organech: ve slinnych Zlazach, sttevnim epitelu, Malpigickych
trubicich, v samc¢ich a sami¢ich rozmnozovacich organech (Giebultowicz,
1999, 2000, 2001; Vansteensel et al., 2008). Ve vétsing piipadt oscilace genu
per v riznych orgénech probihaly relativné autonomné bez piispéni mozku
(Hardin, 1994). Diky tomuto zjisténi se zd4a, Ze hmyz nemd pfisné
hierarchick¢ uspofadani casomérnych systéml (nadfazeny centrdlni

pacemaker v mozku a podfizené oscilatory v periferiich), nybrz funguje spise
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jako mnoho nezavisle (autonomné) na sob¢ tikajicich hodinovych strojku.
Toto uspofadani miize fungovat velmi dobte, jelikoz je té€lo hmyzu vétSinou
propustné pro svétlo. Proto hmyz mozna tolik nepotiebuje centralizovany
systém a systém rozvodu centralniho signalu po téle. Svétlo se jednoduse
dostane ke vétsiné bunék piimo. V perifernich tkanich se nachazi molekula
receptoru citlivd na modré svétlo (CRY). Role CRY bude probrana v dalsi
kapitole.

3.4 Vstupni a vystupni drdhy centrdlniho cirkadidnniho

pacemakeru

Centralni pacemaker pfijimd vstupni signdly mnoha rlznymi cestami,
podobné jako fotoperiodické hodiny (Hall, 2000; Helfrich-Forster, 2002,
2005). Klasickd fotorecepce se castecné podili na entrainmentu
(synchronizace vnitiniho rytmu s vnéj$Sim cyklem) v neuronech centrdlniho
pacemakeru (Helfrich-Forster et al., 2001). A to diky nervovym draham
vstupujicim do pacemakeru od organd jako jsou: slozené oko, jednoduché
hmyzi oko (ocelli), H-B ocka (pouze u dospélcti) a Bolwigiiv organ (pouze u
larev). Mnoho samotnych hodinovych neuronti pfimo exprimuje protein CRY,
ktery je v soucasnosti povazovan za jeden Zzhlavnich fotoreceptoru
centralniho pacemakeru (Emery et al., 1998, 2000; Stanewsky et al., 1998).
Jak jiz bylo zminéno, CRY vykazuje maximalni citlivost na modré svétlo
(400-500nm). Funkci receptoru plni chromofor flavinu na bazi vitaminu B2.
Jakmile je CRY vystaven svétlu, navaze se na hodinovy protein TIM,
urychluje jeho ubikvinaci a nasledné¢ dochazi Kk proteosomalni degradaci
TIMu (Ceriani et al.,, 1999). Tato reakce je hlavnim mechanismem, ktery
synchronizuje centrdlni pacemaker s dennim cyklem (Lee et al, 1996).
Degradace proteinu TIM je zprostiedkovana pomoci F-box proteinu JETLAG
(JET) (Koh et al., 2006; Peschel et al., 2009). Pii nedostatku CRY je ¢astecné
kompenzovana svételna citlivost pacemakeru rodopsinem Ve vizudlnich
fotoreceptorech. Toto je mozné diky neurondlnimu propojeni H-B ocek s
bunikami s-LNy a bunék 1-LN, se slozenym okem (Helfrich-Forster et al.,
2001; Collins et al., 2005). Pfenos svételného signalu je mozny snad i diky

dal§im fotopigmentlim exprimovanym V jinych ¢astech pacemakeru. Exprese
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téchto pigmentd pak posild informaci pfimo do centrdlniho pacemakeru.
Naptiklad buitky DN exprimuji neznamy rodopsinovy pigment; buitky DN3
mohou obsahovat jesté dalsi, dosud zcela neznamy fotoreceptor (Veleri et al.,
2003; Klarsfeld et al., 2004).

O vystupnich drahach centralniho pacemakeru bylo dosud nashromazdéno
relativné malo informaci. PDF je hlavnim doposud popsanym
neurotransmiterem, ktery pravdépodobné zprostredkovava vystupni signal
hodin. Jedna se o hmyzi homolog pigment-disperzniho hormonu desetinozct
(Homberg et al., 1991). Kédujici gen Pdf byl poprvé izolovan a naklonovan u
D. melanogaster (Park a Hall 1998). Ve vSech hodinovych neuronech byl také
nalezen G-proteinovy receptor PDF (Hyun et al., 2005; Lear et al., 2005;
Mertens et al., 2005; Shafer et al., 2008). V¢fi se, ze PDF hraje kli¢ovou roli
jakozto signalni molekula, ktera synchronizuje jednotlivé neurony
tvotici neuronalni sit’ pacemakeru. Je také pravdépodobné, ze molekula PDF
funguje jako hlavni vystupni signdl centralniho pacemakeru k podfizenym
neuronum (Renn et al., 1999; Peng et al., 2003; Lin et al., 2004; Yoshii et al.,
2009). Ackoliv vétsina informaci pochazi z pokusu na D. melanogaster, zda
se, ze PDF hraje stejnou roli 1 u ostatnich druhit hmyzu (Petri and Stengl,
2001; Schneider a Stengl, 2005). U mozkovych neuroni (s-LN, a 1-LN,)
dospélce D. melanogaster byly zmapovany axonalni drahy exprese PDF
(Shafer et al., 2008; Yoshii et al., 2009) s rytmickym vypousténim PDF do
dorsalniho protocerebera (Park et al., 2000; Yoshii et al., 2009). V oblasti
dorsalniho protocerebera je PDF nezbytny pro spravné nastaveni oscilace
dorsalnich hodinovych neuronti (perioda, fAze a amplituda). Dalsi funkci PDF
je synchronizace E a M oscilatorii (Yoshii et al., 2009). Bez PDF ptestavaji E
a M oscilatory vzajemné komunikovat a octomilka tak ztraci schopnost
modulovat své lokomoc¢ni chovani s ménici se délkou dne (Yoshii et al.,

2009).

V oblasti dorsalniho protocerebera se navic nachazeji dilezité neurosekrecni
bunky. Tyto buiky ovliviiuji biosyntézu a vypousténi vyvojovych hormont.
Naptiklad s-LNy neurony u D. melanogaster se piekryvaji s péti
peptidergickymi neurony, které piimo inervuji protorakalni zlazu nebo bunky

CA. Tyto peptidergické neurony pravdépodobné reguluji vypousténi
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ekdysteroidi a JH a tim fidi sprdvné naCasovani vyvojového cyklu
(Siegmund a Korge, 2001). Vétsina neuroanatomickych studii tedy naznacuje

ptimé funkéni spojeni cirkadianniho a hormonalniho systému.

3.5 Cirkadidnni hodiny-shrnuti

Napfi¢ celym télem hmyzu jsou rozptylené buriky, obsahujici cirkadianni
oscilatory. Tyto periferni pacemakery pracuji predevSim nezdvisle na
centralnim pacemakeru a tidi lokdlni fyziologii. Centralni pacemaker je
slozen ze sit¢ hodinovych neuroni v mozku, které spolu uzce spolupracuji a
fidi pfedevS§im denni rytmicitu chovani a humoralni systém. Svételny signal
ptichazi do centralniho pacemakeru riznymi cestami. Je pfijiman hlavné
fotoreceptivni molekulou CRY, kterd obsahuje flavinovy chromofor. Existuji
vSak 1 hodinové neurony, které ptijimaji svételny signal zprostiedkované,
pomoci visuadlni fotorecepce pies retinalové fotoreceptory. Funkce
jednotlivych hodinovych neuronl je zalozena na principu zpétné vazby
transkripce-translace mezi positivnim prvkem CLK-CYC a prvkem
negativnim PER-TIM. Jednotlivé neurony se biochemicky i funkéné lisi.
Neuropeptid PDF vzajemné propojuje jednotlivé hodinové neurony.
Hodinové neurony komunikuji pomoci PDF s oblastmi dorsalniho a
lateralniho protocerebera, kde se nachazeji diilezité neurosekrecni bunky.
Diky tomu se hodinové neurony pravdépodobné podili na rytmickém vylévani

neuropeptidll a prenosu informace dal$im neurontim.
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4. Chymomyza costata

C. costata patii stejné jako D. melanogaster do celedi Drosophilidae. Na
rozdil od Drosophily se nejednd o octomilku tropickou, ale holarktickou.
Jedna se tedy o octomilku siln¢ sezénni, s jednou ¢i vice generacemi za rok,
jejichz pocet je zavisly na lokalnim klimatu (Hackman et al., 1970). VSechna
stadia larvalniho vyvoje u divokého kmene (Wt) této octomilky jsou citliva na
fotoperiodu. Pii vystaveni podminkdm kratkého dne vSechny larvy tietiho
instaru zastavi svlij vyvoj a vstoupi do fakultativni diapauzy. Za podminek
dlouh¢ho dne larvy pokracuji ve vyvoji, a tedy se zakukli (Rithimaa a
Kimura, 1989; Kostal et al., 2000a). Existuje mutovany, nefotoperiodicky-
diapauzni kmen Chymomyzy (NPD), ktery byl izolovany selekci spontanni
mutace z divokého kmene (Rithimaa a Kimura, 1988). Larvy NPD kmene
pokracuji ve vyvoji nezavisle na délce dne (nereaguji na fotoperiodu). Bylo
zjiSténo, Ze za nefotoperidismus u larev muize mutace jediného lokusu
neznamého autosomalniho genu (npd) (Riihimaa a Kimura, 1989; Lankinen a
Riihimaa, 1997). Diky analyze fotoperiodického kalendare byl nalezen prvek
cirkadidnné oscila¢ni povahy, ktery se ticastni i fotoperiodického méfeni casu
(Yoshida a Kimura, 1995; Kost’al et al., 2000b). Homolog per u C. costata
byl osekvenovan v roce 1999 lokalizovan na chromozom X (Shimada, 1999).
U divokého kmene byly naméieny zietelné cirkadianni oscilace per mRNA,
zatimco u mutovaného npd kmene chybély (Kostal a Shimada, 2001;
Kobelkova et al, 2010). Tyto vysledky tedy naznaCuji, ze za ztratu
fotoperiodismu u larev, za poruchu cirkadianniho ¢asomérného systému a
nedostatek rytmicity u dospé€lci mize mutace jediného genového lokusu npd.
Pozdéji bylo zjisténo, ze také gen tim, resp. jeho MRNA, vykazuje u divokého
kmene normalni denni oscilace, zatimco u npd jen velmi slabou expresi a
zadné denni oscilace (Pavelka et al., 2003; Kobelkova et al., 2010). Po
sekvenaci genu tim se ukazalo, Ze existuji vyznamné strukturni rozdily mezi
divokym a mutovanym kmenem, zejména v oblasti promotoru. Genetické
analyzy ukazaly, ze pii zpétném kiizeni wt a npd se pienasi nefotoperiodicky
fenotyp na potomstvo F2 generace spolu s mutantni alelou genu tim. Tento
objev vedl k myslence, ze u C. costata npd lokus koduje gen timeless a jeho

produkt mozna bude molekuldrnim spojenim mezi systémem cirkadiannich
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hodin a fotoperiodického kalendaie. Tato myslenka vedla k analyze exprese
genu tim u larev ttetiho instaru, kdy larvy vykazuji nejvyssi fotoperiodickou
citlivost (Kostal, 2011). Béhem podminek nastavenych na kratky den bylo
mozné u Wt sledovat jasné denni oscilace transkripce tim, zatimco za
dlouhého dne pievladalo postupné zvySovani hladiny tim mMRNA s
pokracujicim vyvojem. Exprese tim se zménila béhem péti dnli po pfemisténi
larev z LD do SD podminek, zaroven s pifepnutim vyvojové drahy smérem od
ptimého vyvoje k diapauze. Protein TIM byl nalezen pouze ve dvou
neuronech (v kazdé hemisféfe) u 4 dny starych wt larev tietiho instaru - tedy u
fotoperiodicky citlivych larev. Zaroven bylo zjisténo, Ze hladina proteinu TIM
je pod fotoperiodickou kontrolou. Oproti tomu se u ¢tyfdennich npd larev
tietiho instaru nevyskytovaly zadné neurony, obsahujici TIM, a hladiny tim
MRNA byly celkové velmi nizké az tGplné arytmické (Stehlik et al., 2008).
Zjistilo se, ze alela tim™ nese deleci (1855 bazi) v oblasti 5-UTR, ktera
odstranuje zacatek tim mRNA transkripce a zaroven dulezité promotory jako
napt. E-box nebo TER-box (Stehlik et al., 2008). V roce 2010 probéhla
in vitro detailni analyza tim promotort u wt i npd (Kobelkova et al., 2010).
Delece kanonickych E-boxt, TER-boxd a dvou nekompletnich sekvenci E-
boxu negativné ovliviiovaly transkripci genu tim fizenou pozitivnim
elementem CLK v in vitro systému. Tato studie také dokazala, ze delece 1855
bazi je pfimo zodpovédna za inaktivaci exprese genu tim u npd jedincd
(Kobelkova et al., 2010). Studie provadéné na C. costata tak ukazuji, Ze
mutaci tim promotoru u npd jedincu dojde k naruSeni regulace exprese
proteinu TIM. To nasledné zapticini arytmické chovani u dospélcti a ztratu
fotoperiodismu u larev. Protein TIM tedy musi byt zapojen do obou
Casomérnych systému - cirkadidnnich hodin i fotoperiodického kalendafe.
systémy spolupracuji. Larvalni stadium 3. instaru C. costata je celkové velmi
arytmické. Rytmicita se dd sledovat na n¢kolika rtiznych Grovnich (zmény
lokomo¢niho chovani, zmény rychlosti metabolismu (respirace), zmény
hladiny hormonti a aktivity enzymi, zmény exprese genll atd.). Na mnoha
zminénych trovnich C. costata ve stadiu 3. instaru nevykazovala Zadnou nebo

témet neméefitelnou rytmicitu (nepublikované vysledky Kostal, Schottner).
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V této praci byly sledovany denni zmény v aktivité vybraného enzymu a déle
v expresi 6 - ti vybranych kandidatnich gent. Geny byly zvoleny na zakladé
vysledkd predbézné RNAseq analyzy exprese transkriptomu ve dvou dennich
Casech (Zt1 a Zt13). Z celkového poctu cca 23 tisic analyzovanych transkriptt
jich pouze 357 vykézalo rozdily ve dvou dennich ¢asech a z nich pouze 23
bylo spole¢nych pro LD a SD podminky. Z nich bylo vybrano pouze 5 pro
podrobnou analyzu v této praci: sosie, vrille, cuticular protein 8a, cuticular
protein 8b a CG34227. Navic byl vybran gen GgP-DH. Jedna se o gen
kodujici stejnojmenny protein, gluk6zo-6-P dehydrogenazu. Tento protein je
klicovym enzymem pent6zového cyklu. Na jedné stran¢ katalyzuje produkci
pentdzy (riboza je soucasti nukleovych kyselin) a na strané¢ druhé produkuje
redukujici ekvivalenty NADPH, jez jsou potifebné pro biosyntézy a
detoxifikacni reakce (Luzzatto a Battistuzzi, 1985). Gluk6zo-6-P
dehydrogendza tak ptedstavuje kliCovy lokus, jez umoznuje prepinat mezi
dvéma zakladnimi stavy metabolismu: ptevazujici rozkladny metabolismus za
pievazné oxidacnich podminek pti nizsi aktivité enzymu oproti pfevazujicimu
anabolickému metabolismu za pfevdzné redukujicich podminek pii vyssi
aktivit¢ enzymu. U mnoha organismi od bakterii az po mnohobunétné
zivocichy jsou katabolické a anabolické procesy navzdjem oddéleny v Case,
pravé proto ze vyzaduji rozdilny redoxni stav prostiedi (oxidacni vs.
redukujici). Pravdépodobné proto vykazuje exprese genu i enzymaticka
aktivita GgP-DH silnou denni a zaroven cirkadianni rytmicitu (Peret a Pascal,
1976).

V této praci bude sledovana aktivita enzymu a exprese genti v dennich ¢asech
Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17, Zt21. Tak bude mozné pozorovat jejich piipadnou
cykli¢nost pohanénou fotoperiodou. Dale bude pozorovana aktivita enzymu a
exprese genll nasledujici den ale jiz podminek stdlé tmy. Pokud bude ncktery

z geni cyklovat i po zhasnuti, musi byt pohdnény endogennimi hodinami.
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5. Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda muska C. costata ma ve vyvojovém
stadiu Casného 3. larvalniho instaru jiz vyvinuté funkéni cirkadianni hodiny.
Funk¢nost hodin byla posuzovana na zakladé pfitomnosti ¢i neptitomnosti

jejich vnéjsich projevi:

(1) Rytmickych dennich zmén v aktivité vybraného enzymu;

(2) Zmén v expresi 6 - ti vybranych gent.

Kromé denni rytmicnosti (za podminek stfidani svétla a tmy) bylo kritickym
testem funk¢nosti hodin posouzeni toho, zdali tyto rytmy nadale (endogenng¢)
pokracuji 1 za cirkadiannich podminek (stdle tmy a konstantni teploty).
Informace o funk¢nosti ¢1 nefunk¢nosti cirkadiannich hodin je kli¢ova pro
posouzeni role hodin ve fotoperiodické indukci diapauzy. Casny 3. larvélni

instar je totiz maximalné citlivy k fotoperiodickému signalu.

6. Metodika

Pro experiment byly pouzity tfi dny staré larvy tietitho instaru octomilky
Chymomyza costata, divoky kmen (wt). Toto vyvojové stadium je maximalné
citlivé k fotoperiodickému signalu a ma tedy pIn¢ funkéni fotoperiodicky
kalendai. Odchov larev probéhl z dospélych octomilek chovanych za
podminek: LD (16L:8D), 18°C. Vylihl¢ larvy pak byly pfeneseny do
podminek SD (12L:12D), (indukce diapauzy), 18°C. Larvy byly krmeny
dietou slozenou z je¢ného sladu, kukuficného Srotu, susenych kvasinek, agaru,
vody a parabenu (methyl-4-hydroxybenzoat). Pied samotnym experimentem
prob¢hla synchronizace staii (3. instar) a velikosti larev (cca 1 g). Po
synchronizaci bylo nutné nechat larvy jesté tfi dny starnout az do jejich max.
fotosensitivniho stadia. Pfipravené synchronizované larvy byly samplovany
(odbér vzorku) v riznych dennich i no¢nich casech. Nejdiive byly larvy
samplovéany za normalniho dne a noci (Zt casy). Tak mizeme sledovat rytmy
pohanéné wvné&jSimi faktory tzv. Zeitgebery. Dale byl larvam nastolen
subjektivni den 1 noc a to tim, Ze byl odpojen signal Zeitgeberu, v tomto

ptipadée svételny signal (Ct Casy). Tak mizeme sledovat rytmy endogenni.
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6.1 Méreni enzymatické aktivity Glukézo-6-fosfdt-

dehydrogendzy

Larvy byly samplovany do tekutého dusiku v Casech Zt2, Zt8, Zt14, Zt20
(Zeitgeber casy) a Ct2, Ct8, Ctl4, Ct20 (cirkadianni ¢asy) po 8 jedincich ve
ttech opakovanich. Po odpateni dusiku byly ulozeny do -80°C.

Mgfeni aktivity bylo provedeno dle nasledujiciho protokolu:

6.1.1 Enzymaticka aktivita GeP-DH
Chemikalie:

Homogeniza¢ni pufr (HP): 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 (0,265 g Tris + 0,44 g
Tris HCI ve 100 ml H,0) + 200 mM sacharéza (m.w. 342,30; 6,846 g ve 100
ml HZO)

Reakéni smés (RS): 20 mM imidazol-HCI (0,170 g ve 100 ml H,0) + 6,25
mM MgSO, (0,154 g ve 100 ml H,0) + nastavit pH na 7,2 pomoci IN HCI +
30 mM NADP (m.w. 765,4->23,1 mg/1 ml) + 25 mM gluk6zo-6-fosfat (m.w.
282,12->70,5 mg/10 ml, 14,1 mg/2 ml)

1) odeber 8 larev do tekutého dusiku do 1,5 ml zkumavky

2) po odpaieni dusiku uloz do -80°C

3) rozpust na ledu, piidej 600 ul ledové nachlazeného HP a homogenizuj
pomoci DISPO

4) vloz do centrifugy, 22 000 g/20 min/20°C

5) odeber 400 pl infranatantu (zdroj glykolytickych enzymu)

6) odeber 5 pl infranatantu pro zméfeni celkového mnozstvi proteind
BCA analyzou

7) udglej aliquoty 2 x 25 ul + zbytek a uloz do -80°C
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Méreni

1) postupné pridej do kyvety (0,5 ml)
400 ul RS
10 u1 30 mM NADP
30 ul HP
40 pl vzorku
2) zméf aktivitu pozadi
3) ptidej 20 ul 25 mM glukdzo-6-fosfat
4) zmét aktivitu G¢P-DH

6.2 RNA seq analyza (vybér genii)

RNA seq analyza je samostatna, nezavisla a zaroveil globalni studie
transkriptomu. U C. costata je prozatim osekvenovano cca 21 000 transkriptd.
Z této studie vyplyva, Ze existuji stovky riznych gend, které vykazuji mirny
rozdil v hladin€ mRNA mezi dnem (Zt1) a noci (Zt17). Jde respektive o ¢as
hodinu po rozsviceni a hodinu po zhasnuti svétla (zavislost na délce
fotoperiody). Konkrétni rozdil je o rozdil 270 transkripta za dlouhého dne
(Zt17) a 110 transkriptt za kratkého dne (Zt13). U larev C. costata bylo
nalezeno pouze 23 transkripti spolecnych pro kratky i dlouhy den. Z téchto
23 bylo vybrano pouze 5, které vykazovaly nejvyssi rozdil. U vybranych gena
bylo ovéieno, zdali existuje rytmus v jejich transkripci nebo ne. A to:

(1) za podminek stiidani dne a noci (rytmus exogenné pohanény Zeitgebery);

(2) za podminek stalé tmy (rytmus pohanény endogenng).

6.3 Exprese gent

Larvy byly samplovany do Ribozolu™ v &asech Zt1, Zt5, 719, 7Zt13, Zt17,
7121 (Zeitgeber casy) a Ctl, Ct5, Ct9, Ct13, Ctl7, Ct21 (cirkadidnni ¢asy) po

5 jedincich ve tfech opakovanich. Pak ulozeno do -80°C.
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Sledovani exprese geni probehlo dle téchto protokoli:

6.3.1 Celkova izolace RNA pomoci Ribozolu, Amresco

Chemikalie: Ribozol, chloroform, isopropanol, DEPC H,O, 75% EtOH
v DEPC H,0

1) odeber 5 larev do 400 ul ledové chladného Ribozolu

2) uloz do -80°C

3) vSe vycisti, piiprav si box s ledem, nachlad’ centrifugu, pouzivej pouze
RNA pipety a zkumavky

4) rozpust vzorky na ledu, fadné¢ homogenizuj pomoci sterilni palicky
baterii pohanénym homogenizatorem (mezi kazdym vzorkem vymén
homogenizac¢ni palicku)

5) ptidej 600 pl Ribozolu, promichej pomoci vortexu, sto¢

6) po dobu 5 min nech pii pokojové teploté, kazdou 1-2 vortex

7) ptidej 200 pl chloroformu, siln€ protiepej po dobu 15 s, pak vortex

8) po dobu 5 min nech pii pokojové teploté, dvé faze se jasné rozdéli

9) ptiprav si 1,5 ml zkumavku s 400 pl isopropanolu, dej na led

10) po rozdéleni dvou fazi a interfaze dej do centrifugy na 12 000g/15
min/4°C

11) odeber ptesné 2 x 200 ul horni bezbarvé vodné faze do pfipravenych
zkumavek s isopropanolem (neporus$ interfazi- obsahuje genomickou
DNA)

12) nech srazet na ledu po dobu 30 min

13) dej do centrifugy 22 000g/20 min/4°C, pak vylij vS§echen isopropanol

14) promyj vzniklou peletu 500 ul 75% EtOH v DEPC H,0 (-20°C) a
jemné promichej obracenim

15) dej do centrifugy 22 000g/5 min/4°C, odstran vSechnu tekutinu (pouzij
nejdiiv 1000 pl pipetu, dej na led, sto¢€ 2 zkumavky najednou a odstran
zbytek tekutiny 20 ul pipetou)

16) usus peletu (5-6 min) na ¢isté Petriho misce

17) rozpust peletu v 15 pl DEPC H,0, poklepej na zkumavku, sto¢ 2 X,
zahtej na 70°C/5 min, dej na led, poklepe;j, sto¢ 2 X

18) zméft celkovou koncentraci RNA a nafed’ na koncentraci 1 pg/ 1 pl
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6.3.2 OsSetieni DNasou-DNase I. treatement, Ambion

Chemikalie: DEPC H,0, 10 x DNase pufr, RDNasa I, DNase inaktiva¢ni
reaktant, isopropanol, glykogen, 75% EtOH v DEPC H,0

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)
8)
9)

vezmi 5 ul (5 pug) celkové RNA a piide;j:

45 ul DEPC H,0

5,5 ul 10x DNase pufr

1 ul RDNasa I

jemné promichej a dej inkubovat na 30 min/37°C

pfidej 5,5 pl Cerstvé vortexovaného DNase inaktivacniho reaktantu,
pak vortex

nech 2 min pfi pokojové teploté, 3-4 X vortex v prubéhu

dej do centrifugy 10 000g/2 min/pokojova teplota

odeber 50 ul supernatantu (RNA) do nové 1,5 ml zkumavky, dej na
led, odebrat pouze vodnou fazi—> bilé kuli¢ky obsahuji gDNA!!!

pridej 50 pl isopropanolu k RNA

piidej 1 pl glykogenu a nech srazet na ledu 30 min

dej do centrifugy 22 000/20 min/4°C, odstran isopropanol

10) promy;j vzniklou peletu 500 ul 75% EtOH v DEPC H,0 (-20°C) a

jemné promichej obracenim

11) dej do centrifugy 22 000g/5 min/4°C, odstran vSechnu tekutinu (pouZij

nejdiiv 1000 pl pipetu, dej na led, sto¢ 2 zkumavky najednou a odstran

zbytek tekutiny 20 pl pipetou)

12) usus peletu (5-6 min) na ¢isté Petriho misce

13) rozpust peletu v 5 pul DEPC H,0, poklepej na zkumavku, sto¢ 2 X,

zahtej na 70°C/5 min, dej na led, poklepej, sto¢ 2 X

14) pouzij cely obsah na reverzni transkripci
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6.3.3 Reverzni transkripce, Promega

Chemikalie: MgCl,, 10 x pufr, dNTP mix, RNasin, AMV RT, Oligo (dT)is,
DEPC H,0

1) nastav termocyklér (T3000, Biometra) na 70°C
2) prenes vzorky ze 1,5 ml zkumavky do PCR zkumavky a zahiej na 5
min/70°C, dej na led, sto¢

3) priprav si master mix (MM) dle tabulky 1

Tab. 1: Priprava master mixu.

Chemikalie 1 x MM pro jednu reakci (ul)
MgCl, 4

10 x pufr 2

dNTP mix 2

RNasin 0,5

AMV RT 0,8

Oligo (dT)ss 1

DEPC H;0 4,7

vzorek 5

celkem 20

4) ptidej 15 pl MM ke svym vzorkiim

5) nastav program na cykléru na 45 min/42°C (RT), 5 min/95°C
6) dej na led na 5 min, sto¢

7) nated 25 x sterilni H2O (480 ul do 20 pl vzorku) pro gPCR
8) udé¢lej 3 aliquoty po 45 ul + zbytek

9) uloz do -80°C
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6.3.4 gqRT-PCR, Biorad

Chemikalie: 1Q SYBR Green Supermix, PCR H,O, primery
1) rozpust aliquoty vzniklé reverzni transkripci (¢cDNA) a ptiprav si iQ
mix, primery, vodu

2) priprav si master mix dle tabulky 2

Tab. 2: Pfiprava master mixu pro qPCR reakci.

Chemikalie 1 X MM pro jednu reakci (pl)
iIQ SYBR Green Supermix | 10
PCR H,0O 4,2
primer + 0,4
primer - 0,4
celkem 15

3) napipetuj do 96- ti jamkové desticky 5 ul vzorku + 15 ul MM
4) pridej folii (slouzi proti odpafeni vzorku) a dej do PCR termocykléru
(BioRad, CFX96 Thermal Light Cycler)

6.4 Statistické metody

Enzymaticka aktivita glukdzo-6-fosfat-dehydrogenazy (GgP-DH) byla
vyjadiena v umolech na mg celkového proteinu (stanoveni pomoci BCA
metody). Vliv denniho a cirkadianniho c¢asu byl posuzovan pomoci
jednocestné ANOVA analyzy a rozdily mezi jednotlivymi ¢asy odbérii byly

testovany pomoci nasledné Bonnferoniho analyzy.

Cetnosti mRNA transkriptt $esti cilovych gend byly vyjadieny relativné viigi
Cetnostem mRNA transkriptll dvou riznych referen¢nich genu (Rp49, beta-
tubulin) pomoci Pfafflovy metody (Pfaffl, 2001). Exprese byla normalizovana
k vychozimu bodu (Zt1, exprese = 1) a ndsobky exprese v dalSich ¢asech byly
vyneseny do grafi. Pro statistickou analyzu dat byly ndsobky exprese
transformovany na pfirozené logaritmy (log2). Vliv denniho c¢asu byl
posuzovan pomoci jednocestné ANOVA analyzy a rozdily mezi jednotlivymi
casy odbért byly testovany pomoci nasledné Bonnferoniho analyzy. VSechny

statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru GraphPad Prism 5.
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7. VysledKky

7.1 Aktivita GsP-DH

Nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily v aktivité¢ G¢P-DH

Vv zavislosti na dennim nebo cirkadiannim case (Obr. 3).

10- ANOVA: F=2,594
= P=0,0542 ns _
> O 8- -
s 0
z 8 :
S o ©
T~ £
a3 E 4 .
o =
o
o £ 2
=
0L —— T

2 8 14 20 26 32 38 44
Time [hours]

Obr. 3: Aktivita enzymu G¢P-DH v zavislosti na dennim a cirkadidnnim case. Bila barva
v listé znadi svétlo, ¢erna tmu (teplota 18°C) a Seda barva znadi konstantni podminky

(stala tma a 18°C).

7.2 Exprese genti

Prozatim byly zpracovany pouze vzorky odebrané v Zt (Zeitgeber) ¢asech.
Vzorky odebrané v cirkadiannich Casech (stdla tma) byly odebrany podle

planu a jsou pfipraveny k analyze.

Byly sledovany denni zmény v expresi téchto Sesti gent: vrille (obrazek 4),
cuticular protein 8a (obrazek 5), cuticular protein 8b (obrazek 6), G¢P-DH
(obrazek 7), CG 34227 (obrazek 8) a sosie (obrazek 9).
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Relative mRNA abundance
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ANOVA: F=0,8648
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Obr. 4: Zavislost relativni ¢etnosti mRNA transkripti genu vrille na vnéjsim dennim

fotoperiodickém case urcovaném fotoperiodickym Zeitgeberem. Exprese genu byla

meérena v casech Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17 a Zt21. Bila ¢ast listy znaci svétlo, Cerna tmu.

Relative mRNA abundance

2.0

1.54

Cuticular protein 8a

ANOVA: F=0.3645
P =0.8632ns

Zt time

Obr. 5: Zavislost relativni Cetnosti mRNA transkriptl genu cuticular protein 8a na

vnéjsSim dennim fotoperiodickém case urcovaném fotoperiodickym Zeitgeberem.

Exprese genu byla méfena v ¢asech Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17 a Zt21. Bila cast listy znaci

svétlo, ¢erna tmu.
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P =0,9437 ns

0.7

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Zt time

Obr. 6: Zavislost relativni Cetnosti mRNA transkriptl genu cuticular protein 8b na

vnéjSim dennim fotoperiodickém case urcovaném fotoperiodickym Zeitgeberem.

Exprese genu byla méfena v ¢asech Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17 a Zt21. Bila ¢ast listy znaci

svétlo, cerna tmu.

Relative mRNA abundance

1.5

Glucose-6-P dehydrogenase

ANOVA: F=7.194
a ab P = 0,0025 **

Zt time

Obr. 7: Zavislost relativni ¢etnosti mRNA transkripti genu G¢P-DH na vnéj$im dennim

fotoperiodickém case urcCovaném fotoperiodickym Zeitgeberem. Exprese genu byla

méfena v asech Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17 a Zt21. Bila ¢ast listy znaci svétlo, cerna tmu.
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Obr. 8: Zavislost relativni ¢etnosti mRNA transkriptli genu CG34227 na vnéj$im dennim
fotoperiodickém case urcovaném fotoperiodickym Zeitgeberem. Exprese genu byla

meérena v casech Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17 a Zt21. Bila ¢ast listy znaci svétlo, Cerna tmu.

Sosie ANOVA: F=5.086
4- P = 0.0098 **
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Obr. 9: Zavislost relativni Cetnosti mRNA transkriptli genu sosie na vnéj$im dennim
fotoperiodickém case urcCovaném fotoperiodickym Zeitgeberem. Exprese genu byla

méfena v asech Zt1, Zt5, Zt9, Zt13, Zt17 a Zt21. Bila ¢ast listy znaci svétlo, cerna tmu.
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8. Diskuse

8.1 Enzymatickd aktivita Glukézo-6-fosfdt-dehydrogendzy

Meéteni aktivity GeP-DH bylo zvoleno proto, Ze se jednd o klicovy enzym
pentézového cyklu (biosyntéza NADPH, konverze cukri, biosyntéza ribozy)
(Luzzatto a Battistuzzi, 1985). Tento enzym se vyznacuje cirkadianni
aktivitou u mnoha jinych druhii Zivoc¢ichd: jmenovité¢ naptiklad v tukovém
télesu piibuzné octomilky D. melanogaster (Xu, K., Zheng, X., & Sehgal, A.,
2008), v jatrech krys (Soler et al., 1987) nebo v ¢ervenych krvinkach ¢lovéka
(Brok-Simoni, Frida et al., 1976). Dalsim divodem pro zvoleni méfeni
aktivity GeP-DH je fakt, Ze jde o metodu robustni, rychlou a vcelku
nenaro¢nou na provedeni. Pfesto, variabilita ndmi naméfenych hodnot
(smérodatnd odchylka) byla u rGznych opakovani dosti proménliva, coz
negativné¢ ovlivnilo pritkaznost naSich vysledka. Presto se da z vysledka
odhadnout, ze pokud vitbec u larev existuje néjaka cyklickd denni zména v
aktivit¢ GeP-DH, je jen velmi slaba. Endogenni cyklus aktivity za
konstantnich podminek nebyl naznacen viibec. Tento vysledek naznacuje, ze

aktivita GgP-DH neni pod kontrolou funkénich cirkadiannich hodin.

8.2 Exprese gent

Dle piedbéznych vysledka byl pozorovan zietelny denni rytmus v expresi
genu sosie a velmi podobny rytmus (ov$em statisticky neprikazny) byl zjistén
rovnéz u genu CG34227. Oba geny vykazovaly maximum exprese v temné
fazi dne a Groven exprese byla relativné nizka za svétla. Ostatni analyzované
geny nevykazovaly zadny zietelny denni rytmus v expresi. OvSem,
posuzujeme naSe dosavadni vysledky s ur¢itou rezervou, nebot’ jsme zjistili,
7Ze pouzitd reverzni transkriptiza AMV (Promega) zplsobuje zna¢nou
variabilitu v expresnich datech. Nase ptedbézné testy ukazaly, Ze pii pouZiti
jiné reverzni transkriptdzy, SuperScript III. (Invitrogen) je tato variabilita
vyrazné potlacena. Proto budou v nejblizsi dob& zopakovany vSechny analyzy
exprese vybranych genli na vzorcich celkové RNA, ktera bude pfepsana na
cDNA pomoci jiz zminéné transkriptdzy SS III. Zaroven budou také

zanalyzovany piipadné endogenni (cirkadidnni) rytmy za podminek stalé tmy.
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Teprve tyto vysledky ndm umozni uzaviit celou praci odpovédi na otdzkou

polozenou V cilech prace.

Geny sosie a CG34227 se jevi jako vhodni kandidati pro testovani vlivu
endogenniho komponentu biologickych hodin larev za podminek stalé tmy.

Budou se tedy dat pouzit jako vhodné markery funkénich biologickych hodin.
Gen CG34227 koduje neznamy protein a dle ziskanych informaci patii do
skupiny sekre¢nich peptidd (Liu et al., 2006). Gen sosie je téz velmi malo
prozkoumanym genem. Z dosavadnich informaci je jeho molekularni funkce
neznama, ale je nejspiSe zapojen do biologického procesu vyvoje sluchového
ustroji u D. melanogaster (Senthilan et al., 2012). Dalsi ze sledovanych gent
byl gen vrille, ktery patii mezi hodinové geny u D. melanogaster (Blau a
Young, 1999). Rovnéz u tohoto genu je naznaceno (Obr. 4) sniZzeni relativni
cetnosti mRNA transkriptlh genu v Case Zt17. Vysledek sice neni statisticky
vyznamny, ale 1 tento gen by mohl byt jednim z marker funkénich

cirkadiannich hodin.

Vysledky této prace, ackoli dosud ptredbézné, zapadaji do celkové slabé
povahy rytmicnosti u larvy C. costata, tak, jak ji popisuji nase diivéjsi nebo
nepublikované vysledky. Naptiklad, hodinové geny centralniho pacemakeru v
mozku larev vykazuji pouze velmi slabé (tim, per, cry) nebo zadné (dalsich 14
gentl) denni rytmy v expresi (Pavelka et al., 2003; Stehlik et al., 2008; Kostal
a Schottner, nepublikované vysledky). Ani slab¢é rytmicky hodinovy gen tim
nevykazuje zadnou endogenni rytmicitu za stalych podminek (Stehlik et al.,
2008). Pfitom rytmicnost téchto kanonicky hodinovych genti by méla
teoreticky podminovat jakékoli dalsi podiizené rytmické projevy. V souladu s
tim, ani pozorovani téchto podiizenych projevil neptineslo dosud zadny jasny
dikaz o funk¢nosti cirkadiannich hodin u larev C. costata. Naptiklad, v CNS
larev neni pozorovatelny zadny denni rytmus v bunééném cyklu (Kost'al et
al., 2009). Nebyla nalezena Zadna nebo jen téméf nemctitelné slaba denni
rytmicita v lokomo¢ni aktivité¢ ¢i denni rytmicité rychlosti metabolismu
(respiraci) (Schottner, nepublikované vysledky). VSechny tyto poznatky
dohromady naznacuji, ze fotoperiodicky citlivé larvy C. costata (neboli larvy
s pln¢ funkénim sezénnim kalendafem) nmemaji funkéni cirkadianni hodiny.

Tento fakt si vysvétlujeme tak, Ze larvy Ziji v pomérné konstantnim prosttedi,
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nejpravdépodobnéji pod karou padlych lesnich stromt, kde se zivi
odumielym lykem a houbovymi hyfami na ném rostoucim. Nejsou tedy

vystaveny dramatickym vykyvim svételnych a tepelnych podminek. Naproti

.......

er vt

cirkadianni hodiny (Lankinen and Riihimaa, 1997; Kostal, nepublikovana
data). Dospélci ovSem nevykazuji zadnou citlivost vic¢i fotoperiodickému
signalu. Da se tedy pfedpokladat, Ze se funkéni centralni pacemaker postupné
vyviji béhem ontogeneze. V larvalnim stadiu jsou jiz sice exprimovany v
mozku larev "hodinové geny", jako je tim a dalsi, ale tyto jeSté nezakladaji

funkéni hodinovy mechanismus, nybrz zajistuji funkci sezonniho kalendare.

Nase vysledky tedy mohou vyznamné ptispét k debaté o funkéni provazanosti
centrdlniho cirkadidnniho pacemakeru a sezonniho fotoperiodického
kalendaie u hmyzu. Zda se, ze pro fungovani fotoperiodického kalendare
miize byt kliCove pottebna regulovana exprese genu tim a jeho produktu TIM
ve specializovanych neuronech (Stehlik et al., 2008), ale neni poZadovana
funk¢nost hodinového mechanismu jako takového. Tento funkéni
mechanismus se mize objevovat az pozd€ji v ontogenezi spolu s rostouci

komplexitou neuronalni sit¢ a se zménami v jeji organizaci.
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9. Zavéry

Cile prace se podafilo splnit pouze ¢astecné, vSechny vzorky byly
odebrany a zpracovany podle planu, ale analyzy exprese vybranych
geni budou =zopakovany po reverzni transkripci s novou

transkriptazou SuperScript I11.

Aktivita enzymu glok6za-6-P dehydrogenazy nevykazuje zadnou

statisticky vyznamnou denni nebo cirkadianni rytmicitu.

Dva z vybranych gend, sosie a CG34227, vykazuji pomérné zietelné
rozdily v expresi mezi dnem a noci. Dalsi 4 geny takové rozdily
nevykazuji. Endogenni rytmicita kandidatnich genii bude analyzovana

v nejblizsich dnech.
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