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Anotace:

Circadian clocks allow organisms to anticipada@dly changes in environmental factors and
appropriately modify their physiological state.eTphotoperiodic clocks perceive seasonal
change of day/night lengths, which signals for seably cycling deterioration of conditions
for life. To understand photoperiodic clocks, weediscircadian clocks physiological
mechanism of which are better known. We searched fthysiological rhythm in the larvae
of model organism, drosophilid fighymomyza costa{®iptera: Drosophilidae). Wild strain
(sensitive to photoperiod, rhythmic) and mutanaistrinonphotoperiodic, arhythmic) were
compared. Daily (circadian) rhythms in the activityglucose-6-phosphate dehydrogenase,
amylase activities and PCNA gene expression shernee as phenotype markers to compare
rhythmicity in wild and mutant strains. No diurndlythmicity was found. We found a
significant difference in the abundance mfna mRNA transcripts between the larvae in

direct development compared to those entering dsgpa
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1. UVOD

Chovani a fyziologické funkce organigipsoucasto rytmické. Zdrojemietnych cyklickych
fyziologickych a vyvojovych procésje pohyb vesmirnychéles, napiklad ot&eni Zeng
kolem osy, jeji obh kolem Slunce, pohyb #ice a s nim spojené slapové jevy na povrchu
Zems. MnoZzstvi dopadajiciho sluérgiho z&eni na povrch Zetnje zasadni velinou, ktera
se cyklicky ngni pri pohybech Zem F¥idél slune&niho zdeni je nerovnorrné rozlozen
v ¢ase. Tato nerovna¥fmost ma pravidekh cyklicky charakter. Vysledkem tohotar je
skut&nost, Ze u naprostéétdiny Zivych organisiin najdeme adaptivni ifzptsobeni k
cykli¢nosti podminek prostdi. A to préd¢ ve forne ¢asové organizace fyziologickych
funkci nebo celych Zivotnich cykl

Biologické cykly maji geneticky zaklad, jsou yedrganismu vilastni a jsou poley
vnitinim motorem, tzv. biologickymi hodinami. Cyklytreme rozdiit podle délky jejich
trvani nasledowh 1) ultradianni (perioda kratSi nez jeden den) atfi psem nafiklad
metabolické cykly, tlukot srdce; 2) cirkadianni @ béhem ca 24hod) — naptélesna
teplota, spanek/ l#tbst, @ijem potravy, exprese gén3) infradianni (sezénni a lunarni) —

nag. reprodukce, hibernace, migrace.

1.1 cirkadianni rytmy
Cirkadianni rytmy jsodtizeny biologickymi hodinami. Jejich obecny prindipgovani si

muZzeme pedstavit takto: UvaZzujemeéjaky vrejSi cyklus podminek, WjSi oscilator,
napiklad stidani dne a noci (v literate secasto pouziva termin Zeitgeber). Dale je zde
receptor pro vnimani sigrialz vrgjSiho cyklu, vlastni "hodinovy stroj" neboli viif
oscilator (v literatie Pacemaker) a nakonec vystupni signal z oscilatktery je

transdukovan do cykinosti jednotlivych funkci v cilovych likach a organech.

rytmicky

/ ( - - ‘ - (cyklicky)
pribéh funkei
a chovani

vnéjsi cyklus receptor oscilator
(Zeitgeber) (hodiny)
(synchronizator) (pacemaker)

Obr. 1 Schéma obecného principu fungovani biologickych hodin.



Vnitfni oscilator pracuje i nezavisle ndijmu signalu z prosedi, ma tedy schopnost
endogenni funkce, produkuje vystupni signal a dsgams se chova cyklicky s viig
nastavenou periodou (blizkou 24 hodinam). Cely &gstmusi byt zarowe teplotré
kompenzovan. Systém musi byt také schopen syndawmis v§Sim cyklem. Toho se
docili napojenim na vstupni drahy, podle kterycltimich oscilator upravuje svou fazi a
periodu.

Cirkadianni rytmicitu rizeme pozorovat nejen na urovni celého organisneu, re Grovni
jednotlivych fyziologickych funkci nebo n#&flad na Urovni exprese jednotlivych gen
Podle sotasnych pedstav je principem biologickych hodin cyklus tremgcni a translani
negativni zptné vazby, ktery probiha v jedinértune.

To znamena, Ze pozitivni elementispbi jako transkrigni aktivatory, vaZzou se na DNA a
zahajuji pepis geid. Produkty &chto geri pasobi jako negativni elementy. Inhibuji nebo
jinak negativi ovliviuji funkci pozitivnich elemeifita tim zastavuji vlastni transkripci. Cely
proces probiha spont&hrs periodou okolo 24 hodin az do vyhasnutk(ly celé ndsice). Je
teplotre kompenzovan a fize byt synchronizovan s &8im oscilatorem.

Prvni funkni element biologickych hodinabec byl odhalen u musky. melanogastern
byl nazvan Period (Konopka a Benzen, 1971). Dal&lentifikovanym elementem byl
Timeless. Tak byly objeveny prvni geny biologickybbdin, tedy hodinové geny. Nyni
zname jiz gkolik desitek gef, které koduji proteiny biologickych hodin wkolika
organisni: sinice, houby, rostliny, hmyz, savci.

Cirkadianni cykly poskytuji organizmu evohi vyhody v podob lepSi fitness. Jejich
vyznam spoiva zejména v citlivosti celého systému ketku Pongr swtelné délky dne
charakterizuje jednotliva tai obdobi a fedesila jejich zgny. Schopnost zachytit tyto
signaly umo#uje ZzZivaichim predvidat zminy a syntetizovat zasobni metabolity,
organizovat zrénu v burg¢nych membranach, zafigjici preziti blizicich se néfznivych

podminek.

1.2 sezénni cykly
Sezonni kalendaje zalozen na citlivosti ke zmam fotoperiody, je tedy fizen

fotoperiodickym signéalem. Kalentigotom fidi sezonni cykly, které jsou podabiako

cirkadianni cykly alespov rékterych gipadech endogenni. To znamena, frpavaji i za
konstantnich podminek. Mezi sezénni cyklyipatgiklad reprodukni aktivita, chovani,
metabolismus, ifljiem potravy a budovéani zasob, &g fenotypu (vyngna srsti, shazovani

paroZzi,...), migrace, hibernace u saacdiapauza u hmyzu.
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Diapauza je definovana jako alternativni, Usgoxyvojovy rezim, jehoz zakladnim
vyznamem je fekonéni nefiznivych podminek pro Zivot, néglad zimniho obdobi nebo
obdobi sucha. Zéaroxiesynchronizuje vyznamné Zivotni aktivity {eaéi) jediné& v rdmci
populace. Na rozdil od jinych typdormance, je diapauza vyvolana jikegh nastupem
negiznivych podminek, v pro&di vhodném pro fiimy vyvoj. Je indukovanatgobenim
signali z prostedi, nefastji zménou fotoperiody (Saunders, 1982). Tyto signaly jsou
doposud neznamym #épobem zpracovany centralnim nervovym systémerfeeedeny na
zmeny v hormonalnim prostdi, jeZ zjfisobuji vyznamnou zému genové exprese, fyziologie
a casto i chovani celého organizmu. Diapauzni vyvojcjearakterizovan zastavenim
ontogeneze, zpomalenim metabolismu, akumulaci etiekgch zasob. Vifpad dosglych
jedinal jde o omezeni funkce gonad, u samic zaljfareprodukci v obdobi, kdy by
potomstvo nestdlo dosgt do nastupu zimy a tak v chladnyckisitich gezit.

Principielnim zakladem sezonnich dyklie vzdy zména hormonalniho prastdi
(Denlinger, 1985). U hmyzu hlavni roli hraje juvenihormon a ekdysteroidy, u sadvee
jedna o gonadotropiny a prolaktin. Princip sezotinna molekularni drovni neni zcela
piesré znam. Odhadujeme ale, Ze je zde souvislost edicdkymi hodinami, vzhledem

k tomu jak hodiny reaguji na p@mswtelnécasti dne v pibéhu roku.

1.3 souvislost sezénnosti s hodinami

Predmétem nasSeho zkoumani byl hmyz, o jehoZz sezdOnnimn#éaie nemame tolik
informaci jako nap o sa¥im, ktery je vice prozkoumany. Z rozsahii&y hmyzu jsme se
zametili na celed Drosophilidae, zastupc€hymomyza costatakonkrét jeji larvalni
stadium. Tato larva prochazemi instary, dale se kukli, az se vyvine v didsp (imago)
nebo niiZze tento st vyvoj za blizicich se néfznivych podminek (obdobi sucha, zimy..)
prerusit a vstoupit do diapauzy. O tom, Ze nastama,zdostane larva signal zkracenim
délky dne. Vstup do diapauzy je tedy odgdina znénu fotoperiody.

V sowasnosti se uvazuje teorie, ktéf@a, Ze cirkadianni oscitai elementy jsou furthé
zWastrené i zaznamenavani fotoperiody. Tato hypotéza bylangriormulovana pro
rostliny Biinningem (1936), pozgl pro dalSi organizmy zahrnujici obratlovce (Asffred al.,
1982) a hmyz (Saunders, 1982). To ve svych expetmsh potvrdili i dalSi (Yoshida and
Kimura, 1995; Kog&al at al., 2000a). Obecna otazka, zda jsoudnnkirkadianni biologické
hodiny nutnou satasti fotoperiodického systému (sezénniho kal&)dge reSena v ramci

této prace.



1.4 modelovy organizmugC. costataDiptera: Drosophilidae )

Za modelovy organizmus jsme si zvolili muSk&etedi Drosophilidae,Chymomyzu
costata Je to blizka fibuzna musky Drosophila melanogaster ktera je jednim
z nejprozkoumat)Sich modelovych organizinvilbec, nejasgji vyuzivana v genetice. Na
rozdil od této mouchy se o bionomii mudRy costatapiiliS mnoho neviD. melanogasteje
rozStena v tropech, zatimc&.costata obyva holarktickou oblast. Vzhledem k jejimu
severskému roz&ni u ni doSlo k adaptaci na zimu, ma vysokou gebst mrazuvzdornosti,
vykazuje sensitivitu &i fotoperiod a stim souvisejici schopnost vstupu do diapauzy.
Jedinci v larvalnim stadiu nebyli ve voln&inpdk doposud nalezeni. Podle bionomie
piibuznych drubi usuzujeme, Ze larv@.costatase vyskytuji pod &rou padlych strorin

1.5 cile prace

Tato bakaléska prace je fiispivkem ramcového projektieSeni problematiky hmyzi
diapauzy na Entomologickém Gstavu AR v Ceskych Budjovicich.

Cilem prace bylo pokusit se zodpdét na rekteré z ditich otadzek, které by pomohly
k objasrni principu larvalni diapauzy hmyzu. Tyto otazkyngsteSili na Urovni hledani
denniho rytmu ve fyziologii larvy a denniho rytmexpresi get.

V prvém pipac jsme zvolili sledovani aktivity enzymglukoso-6-fosfat dehydrogenaza
(GsP-DH), jehoz exprese je rytmickd u mudRy melanogastern také u jinych organizim
Dale jsme nifili aktivitu enzymu amylazy, ktery je ¥$né souvislosti sifjmem potravy a
naslednym travenim, tedy dalSitasto rytmickym procesem (rozdiklem dne a noci)
zaznamenanym u mnoha Zéuchu.

V druhém pipact jsme sledovali zgému transkripce genu PCNA (proliferating cell nuclea
antigen), regulatoru bétného cyklu, u diapauznich a nediapauznich larekohec jsme
porovnavali mnozstvi mRNA transkripti iiznych variant (viz. dale).



2. METODIKA A MATERIAL

2.1 chov much

Pro experimenty byly pouzity dva kmefB; costata divoky kmen (Sapporo) (podns
nasbirdn roku 1983 pobliz Sappora, Hokkaidletilarvalni instardchto larev vstupoval do
diapauzy v odpaxdi na zkraceni fotoperiody pod 15hodta; Riihima and Kimura, 1988);
a mutantni kmennfpd) odvozen roku 1983 od divokého (tento kmen neodf#ona zmnu
fotoperiody a larvy se plynule vyvijeji; RiihamadafKimura, 1988). Musky ziskavame
chovem v nasi laboratfioz téchto pivodnich jedingd. Dosglci Ziji v jogurtovych sklenicich
(250 mL), jednotliva larvalni stadia ve velkych mkavkach (50 mL) op&tnych vatovou
zatkou.

Jako zdroj potravy moucham slouzi dieta, kterdldada z agaru, sladu, kikiného Srotu
a kvasinek. Mouchy kladou vékia na maly kousek jablka na diePo nakladeni vajék se
jablko prenese do zkumavek na novou dietu a tak je usmolarvalni vyvoj.

2.2 synchronizace larev

Pro optimalni vysledky vSech provedenych expenihjsme pracovali se stejrstarymi
larvami ¥etiho instaru. Toho jsme docilili synchronizacielar Mezi 12. a 13. dnem od
nakladeni vafiek dochazi k fechodu z druhého déetiho instaru. Proto jsme dvanacty den
probrali dietu a odstranili vSechny larvy, kteréiZedostali do tetiho instaru. DalSi den jsme
sesbirali nalezené larvy vietim instaru a ty jsmeienesli do mensi zkumavky (10 mL) s
dietou. Tim jsme ziskali fyziologicky synchronnirdg, které byly vSechny steja staré

Vv rozmezi ca 24hod.

2.3 experimentalni varianty

Synchronizované larvy jsme nechaliikiraz do 16. dne od nakladeni vek. V tento den
jsou jeS¥ vSechny larvy citlivé k fotoperiag vSechny reaguji na zkraceniéminé délky dne
vstupem do diapauzy (Riihima a Kimura, 1989). O déle se této zamé podidi jen cast
larev. Devatenacty den na zkraceni fotoperiodyawgre jiz Zadna a poktaji svij vyvoj ve
smeéru kukleni. Proto jsme zame zvolili praw Sestnacty den, ve kterém maji vSechny larvy

schopnost reagovat na &nu fotoperiody.



Varianty pro experimenty:

a) Divoky kmen (wild, Sapporo), jehoZ larvy reaguji na fanpdicky signal a to tak, Ze za
kratkého dne (pé@ns\wtelné a temnostni faze je 12:12hod) dochazi k larva
diapauze a za dlouhého dne g@wtelné a temnostni faze je 16:8hod) ke
kukleni a vyvoji vimaga. Imaga agkiji denni a cirkadianni rytgmost
lokoméniho chovani (Ka&l, nepublikované vysledky).

Imaga maji fudki biologické hodiny (Ko&l, Shimada, 2001).
Ve zkratkachW.SD — wild. short day — larvalni diapauza
W.LD — wild. long day - fimy vyvoj (kukleni)

b) Mutantnikmen @pd-mutant), jehoZ larvy nereaguji na fotoperiodicignal, prechazeji
jak za dlouhého, tak za kratkéhe da kukleni. Imaga vykazuji denni, ale ne
cirkadianni ryrréimost lokomoce (Ka&l, nepublikované vysledky).

Imaga nemaiji fuéiki hodiny (Ko$al, Shimada, 2001).
Ve zkratceM.SD — mutant. short day —fipny vyvoj (kukleni)

2.4 priprava vzorki
Vychozi vzorky pro experimenty bylyipraveny z celych larev s vyjimkou experimentu

tykajiciho se exprese genu PCNA, kde byly pouzigdpicasti larev (viz podrokndale).
Postup pipravy vzork:

a) pro méi'eni mnozstvi protei
» vzorky jsme ziskali f tvorbé vzorka pro aktivitu GP-DH ve fazi rozdlovani 80 pL

supernatantu do dvou alik¥ofviz. dale)

b) pro méieni aktivit enzymu glukoso-6-fosfat dehydrogena@f-DH)

Enzym glukoso-6-fosfat dehydrogena#ayl poprvé izolovan z erytroaytv roce 1931
Warburgem. Tento enzym patdo skupiny oxidoreduktaz,. Je géati pentozového cyklu a
katalyzuje reakci f@meny glukosy-6-fosfatuna glukonolaktorza sodasné pemeny NADP
na NADPH. Mezi jeho aktivatory patNADP*, Mg®* do koncentrace 10 nmol. Inhibuje ho
nag. NADPH,, ADP, ATP, GTP, UTP, Mg pri koncentraci nad 10 nminl Jeho aktivita
vykazovala uD. melanogastercirkadianni rytmicitu (Claridge-Chang, Wijnen, Nae
Boothroyd, 2001), proto jsme si ho zvolili k hled&ytmicnosti u larevC.costata



* na jeden vzorek jsme pouziktpsynchronizovanych 16 dni starych laréstiho instaru
sebranych viislusnych casech Bhem dne (Ztcas = Zeitgeber, = rozsviceni)
Zt ¢asy : W.SD - 2, 8, 14, 17, 20, 23

W.LD a M.SD - 2, 6,114, 18, 22

e larvy jsme distili od diety, vioZili do mikrozkumavek obsahdujgt 100 ul 0,1M
Tris-HCI roztok o pH 8,0 a ihned zamrazili tekutydasikem. Takto ifjpravené
hrubé vzorky jsme skladovali v mrazaku v tepk@t0 °C do doby dal$iho zpracovani

» vzorky jsme rozethivali ve studené vada nasled&s nimi pracovali na ledu

e dukladre jsme homogenizovali obsah pomoadiniho homogenizatorku na baterie

«  centrifugovali jsme $ 22 000g/ 10min/ 4 °C

* odebrali jsme 80 pL supernatantu a witicho do dvou alikvoti

«  prvni alikvot (10 pL) jsme uschovali nasteni proteiri do -80°C

e druhy alikvot (70 pL) jsmefidali k 230 uL homogenizaiho pufru (HB) se sacharosou

100/ Tris-HCI, pH 8,0 (0,539 Tris + 0,88g Tris HG: 00 mL vody)
B/ merkaptoethanol (mw. 78,153 105 pL/ 100 mL)

MnEEDTA (mw. 372,32 29,2 mg/ 100 mL)(Serva)

8@ sacharosy (Lachema)

« opit jsme zamrazili tekutym dusikem a uchovavali v'@@o doby mreni aktivit
sledovaného enzymu

C) pro méieni aktivity enzymu amylaza
Amylaza je travici enzym, ktery&ti a — glykosidické vazby dlouhych molekuékierych
sacharid (zejména Skrobu) na menSi (maltéza) a um@ tak jejich vstbani. Fjem
potravy ma obeanéasto rytmicky piib¢h a proto jsme denni a cirkadianni rytmicitu hledal
C.costatapraw v aktivit¢ tohoto enzymu.
* pro tento experiment jsme pouzili jiz existujicoviy pripravené na gieni aktivit
enzymu @P-DH

d) pro sledovani exprese PCNA
PCNA proliferating cell nuclear antigenje regulatorem busgného cyklu. Sledovali jsme,
zda se mnozstvi transkrittohoto genu rytmicky gmi béhem dne u diapauznich a
nediapauznich larev a jaky je rozdil v mnoZstuigkaipti u niznych variant.
* potet pouzitych larev, jejich stda stav u jednotlivych variant je zaznamenan

v nasledujici tabulce (Tab.1).
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Varianty | Pdetlarev  Sté larev Stav Tab. 1

M.SD 10 20 My ViVOj Prehle.d' poctu Rouznych
T larev, jejich stafi a stav u

W.LD 10 20 gimy vyvoj jednotlivych variant.

W.SD 8 20 diapauza

W.SD 18 40 diapauza

* larvy jsme aistili od diety a na pitvacim skiku se sterilnim roztokem (Ringer
roztok) jsme odsihli jejich pifedni ¢asti, zhruba W4 téla. V této prvni itetiné se
nachazela nervova soustava dmozkové hemisféry a ventralni ganglion) a
imaginani disky.

» odstranili jsme zbytky g¢va, které &staly v fednicasti €la larev.

» takto oSatené pednicasti larev jsme dali do mikrozkumavek obsahujicd¢hp L

stabilizatoru (RNA later) a uchovavali v -20°C azzkoumani exprese PCNA

2.5 aktivita GgP-DH

Aktivitu enzymu jsme sledovali jako 2mu absorbance &enou na spektrofotometru (Pye
Unicam) g vinové délce 340nm za teploty 25°C. V réakm roztoku, ktery jsme
prometrovali, probihala reakce r@meny glukoso-6-fosfatuna glukonolakton-6-fosfatza
piasobeni nami sledovanglukoso-6-fosfat dehydrogendaysodasné pemeny NADP™ na
NADPH.

Schéma reakce: NADP* NADPH

Glukoso-6-P % Gluconolacton-6-P

Namétena absorbance odpovidala koncentraci NADPH a tarméoodpovida mnoZstvi
pirevedeného nglukonolakton-6-fosfatextinkéni koeficient pro NADPH je 6270. Pokud se
tedy zvysi koncentrace o 1 mofLzvysi se absorbance o 6270. Toho jsme vyufili p

vypoctu koncentrace NADPH podledmici se narérené absorbance.

Postup :
» do kyvetky jsme postugrpridavali tyto komponenty :

400 pL reakni snmesi  (slozeni RM 25 mM imidazol-HCI (0,170g/100mL) +
6,25 mM MgS@0,1549/100mL) +
pH nastaveno na 7,2 pomoci IN)HC

10 pL 30mM NADP(mw. 765,4> 22,95mg/imL) (mw. 841,4 25,2mg/mL)
20 pL homogenizaiho pufru HB
50 pL vzorku(predem rozetaty ve studené véda ihned vloZzen na led)
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» kyvetku jsme dkladné promichali a n¥ili aktivitu pozadi, kter4 byla nasle&n
odeitena
o pridali jsme 25 pL 25 mMylukoso-6-fosfatignw. 282,12 70,5mg/10ml, 14,1mg/2ml.)
opct dukladre promichali a niili aktivitu GgP-DH.
Vysledek piibéhu reakce jsme zaznamenavali pomoci zapisovaciiiwenéjako d¥ kiivky,
jedna znazaujici pozadi a druha aktivitu enzymu fstedku gidani glukoso-6-fosfatu
(GgP)(Obr. 2). Ké&mto kivkam jsme zhotovili teny a podle nich odetli prislusné uhly.
Uhly jsme pouzili pro daldi fepaity, vysledkem byly ziskané hodnoty aktivit enzymu
v mikromolech substratu konvertovaného za minutpnodukt na gram celkovych protéin
(umoly/ min . g proteit).

{1 Obr. 2 Ukazka zaznamu z méfeni aktivity enzymu
| i ' /5% GgP-DH na spektrofotometru pii Absss. Obrazek
e e oLt ‘ zachycuje méfeni tif vybranych vzorkd. Nejprve bylo
i gl méfeno pozadi, druhy zdznam je vysledkem aktivity

2/ / //*ﬁ" sledovaného enzymu po pridani GeP.
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2.6 méFeni mnozstvi proteini v ¢ase
M¢teni proteiri I1ze provést &kolika riznymi metodami, napLowryho metodou, metodou
Bradfordové nebo BCA metodou. Zde jsme pouzili B@#etodu, ktera ma citlivost
srovnatelnou s Lowryho metodou, interferuje zdeeavinés latek. Metoda vyuziva sodné
soli kyseliny bicinchoninové, ktera komplexujedimé ionty tvdené reakci peptidové vazby
s méd’natymi ionty za alkalickych podminek. Komplexacesidmych ionfi souvisi se
vzniklym fialovym zbarvenim.
Postup
» pouzili jsme metodu BCA- ffiprava standafd inkubovali ve vodni lazni, aiili
absorbanci na spektrofotometrii plnové délce 562nm,ipniZ jsou pozorovatelné
nejwtsi zneny
e pouzité chemikalie:

»= reagens A, BCA roztok (Sigma)

sodium bicinchoninate (BCA) 1lg 59
Na,CO; 249 10g
vinan sodny 0,16 g 0,8¢g
NaOH 0,449 g2
NaHCG; 0,95¢ 4,759
namichano v 100mL 500mL

pH nastaveno na 11,25 pomoci 10M NaOH
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* reagens B (Sigma)
CuSQ.5H,0 049 2g
namichano v 10 mL 50 mL

» pripravili jsme pracovni sgsi smichanim reagencie A : B v p&m 50 : 1
* priprava BSA standatd
7,5 mg BSA (Merck) jsme rozpustili v 5 mL vody. Tjgme ziskali roztok o

koncentraci 1,5 pg/ 1puL. Nasledéjsme gipravili standardy podle nasledujici

tabulky:
Tab. 2 ptiprava BSA standardi
roteirt/
voda (uL) roztok BSA (pL) 5L(1)guﬁ)_ roztoku

SO 50 0 0

S1 40 10 15
S2 30 20 30
S3 20 30 45
sS4 10 40 60
S5 0 50 75

* rozehali jsme proteinovy extrakt (vzorek ziskany zahowee vzorky na aktivity
GeP-DH) v 0,1M Trisu, odebrali 5 pL do noveé testovatkrozkumavky a fdali
45uL vody. Tim nam vznikly vzorky o stejném objejakio standardy, tedy 50 pL

* do kazdé mikrozkumavky (standardy i vzorky) jsmetog pridali 1mL pracovni
smesi a protepali

 inkubovali jsme ve vodni lazni vyaté na 60°C po dobu 30min

* poté jsme nechali zchladit par mindt pokojové teplat a nefili absorbanci i 562 nm

Hodnoty ABSs2podléhaly zminam i pokojové teplat rychlosti 2,3%/ 10min. Celé &eni
bylo ukorteno Ehem 2-5min, aby nedochézelo klignému zkreslovani vysledk
Ziskané hodnoty udavaly mnozstvi proteimpug na 5 pL vzorku. Ve vysledcich bylo

mnoZstvi proteif prevedeno na jednu larvu. Na Obr. 3 je uvedena kehibkiivka.

2 Obr. 3 Kalibraéni kfivka zavislosti absorbance na
mnozstvi proteint. Je prolozena exponencialni kfivka :
y = Top*[1— exp( -K*x)]

14 Top = 2,227 £ 0,037

K =0,035 £ 0,002

R2=10,9992

ABS562

0 25 50 75 100
Ug of protein in the sample
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2.7 aktivita amylazy
BéZne pouZivané stanoveni aktivity-amylazy je zaloZzeno na &beni chromogenniho

substratu, rozpustného Skrobu. Jako chromogepdugit dinitrosalicyléat.

e Pouzité chemikalie:

citrat/fosfatovy pufr 0,1 M kyselina citronova . 48 (m.w. 210,14; 2,10 g/100 mL) (Lachema)
(C/P pufr) 0,2 M N&lPQ, . 2 H,0O (m.w. 178,0; 3,56 g/100 mL) (Fluka)
figan fosfat do kyseliny citronové dokud nebylo dms® pozadované pH
(pH 7eDgbvykle optimum)
figgan stejny obsah vody do vysledného pufru
- ca. 0,1 M pufr, pH 7,0
Samnerova@inidlo:
fipraveno samostatn
30% sadipotassium tartrate . 4H20 (15 g/50 mL) (Lachema)
1,6% hgxgid sodny (0,8 g/50 mL) (Lachema)
1% 3,5utliosalicilova kyselina (0,5 g/50 mL) (BDH ChemiigaPoole, England)
figgano 2 NaOH do tartratu a ¥2 NaOH do kyseliny, zhdiy oba roztoky

2% Skrob : rozpusén 1 g rozpustného Skrobu (Merck) v 50 mL 0,1 M @ifru (pH 7,0)
vano 3 min, pefiltrovano es unglou bavinu, sterilizace v autoklavu

maltosové standardylo mg D(+)-maltosy monohydratu (m.w. 360,32) (Fluk&a0 mL vody
ferkno nasledow 0,1;0,2;0,4; 0,6 ; 0,8 mg/ mL

Postup:
* v 1,5 mL mikrozkumavky jsme smichali:
100 pL standardniho roztoku + 100 puL&&ebu pro pipravu standaridk proneieni
20 pL vzorku v HB + 80 pL 0,1 M C/P pufcelkem 100 pL) + 2% Skrobu
« inkubovali jsme ve vodni lazni vyété na 35°C po dobu 60min
e piidali jsme 100 pL Samnerova reagens a ihned viaililazié o teplot 99°C
po dobu 5min
» vzorky a standardy jsme zchladili na ledwiithabsorbanci Absso
Pt prvnim méfeni jsme krord standard pouZili dva slepé vzorky:
B1 — 100 pL C/P pufru
B2 — 20 pL homogenizaiho pufru + 80 uL C/P pufru
Jejich promdtenim jsme zjistili, Ze obsazené komponenty nijakteeferovaly a mohli jsme
s nimi bez nasledkpracovat.
Z nantfenych hodnot mnozstviigmenéné maltosy Wase jsme sestavili kalibfai kiivku
(Obr. 4).
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Abs 550

. Obr. 4 Kalibrac¢ni kiivka zavislosti absorbance
na mnozstvi maltézy. Je prolozena kiivka

linearni regrese.

T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Maltose in reaction [mg]

2.8 exprese PCNA
V ¢asti tykajici se transkripce PCNA jsme pracovaldveu sndrech. V prvém fipac jsme

hledali

denni rytmicitu v transkripci tohoto genuliapauznich (W.SD) a nediapauznich larev

(W.LD). Ktomu jsme pouzili metody kvantitativni RC(QPCR). V druhém fijpact jsme

porovn

avali pitomnost mnozstvi transkriptu mutantnich a divokych larev. PouZitou

metodou byla standardni PCR. Princip PCR a gPCRdéafe. Cely experiment zahrnoval

neékolik

elektro

2.8.1iz

dilcich casti — izolace celkové RNA,t@vedeni na cDNA, PCR (nebo gPCR),
foréza a kvantifikace transkipfstatistické vyhodnoceni wipac gPCR).

olace celkové RNA

V této casti pokusu jsme dbali zvySené opatrnostilikwozné kontaminaci vzotk

RNazami, které je obtizné inhibovat. Pracovali jsmednoielovych rukavicich, pouzivali

sterilni

zkumavky a automatické pipety¢emé vyhrad#é pro praci s RNA.

odstranili jsme RNA stabilizator (RNA later) obsayer mikrozkumavkach

pridali jsme 200uL RNA blue (RNA blue, Top-Bio) jeagens umaiujici ziskattistou
a nedegradovanou RNA,; obsahuje fenol, chtwrof silné inhibitory RNaz atd.)
dukladre jsme homogenizovali pomoci agniho homogenizatorku na baterie |,
pouzivali jsme sterilni vyimitelné plastové pistky

pridali jsme 800 pL RNA blue, lehce prepali a kratce stali (2000g/ 30s)

nechali jsme odstat 10 minfippokojové teplat, promichali pomoci Vortexu
kazdé 2 min (kompletni rozvaini nukleoproteinového komplexu)

pridali jsme 200 pL chloroformu,ukladné promichali a ogt nechali 10min odstat
centrifugovali jsme $ 15 000g/ 10min/ 4°C¢imz jsme dosahli rozteni vzorku do
tii fazi (1. vodni faze obsahujici RNA, 2. interfagksahujici DNA, 3. mae
zbarvena organicka faze obsahujici proteinghdsn centrifugace jsme stipravili
zkumavky se 400 pL isopropanolu (na ledu).
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odebrali jsme 400 pL vodni faze didali ji do zkumavky s isopropanolem
nechali jsme celkovou RNA vysrazet po dobu 30 mdi@ (v boxu s ledem)
centrifugovali jsme $ 22 000g/ 20min/ 4°C, odstranili jsme vSechnu kapa fazi

k pelet, ktera nam zbyla ve zkumavce jsniapli 500 puL 75% roztok ethanolu v
DEPC (diethylpyrokarbonat) o$ené vod (-20°C), lehce jsme otéli, aby se peleta
uvolnila

centrifugovali jsme P 22 000g/ 5min/ 4°C, odstranili jsme veskerou Kipa
(nejprve velkou pipetou (200-1000 uL), kratcezBtomalou pipetou (2-20 uL))
otewené zkumavky jsme nechali 2-4 min vysusit

obsah zkumavky jsme rozpustili v 6 uL DEPC vodiicke protepali a kratce stali

Me¢tili jsme absorbanci Abge (D lampa) v 1pL vzorku fdaném do 500pL vody, pozadim

byla destilovana voda. Koncentraci ziskané RNA jgjistili vypoctem z rovnice:

c= AB&o. V [uL] . extinkeni koeficient V=500+1
[c] =ng/ pL extidki koeficient pro RNA = 40

Pro dalSi krok jsme pi#bovali mit v kazdé zkumavce stejnou koncentracARRbkud byla

ve vzorku vysSi koncentrace,iadili jsme ji na nami poZzadovanou koncentraci
c = 1,5 ug tRNA/ 5uL DEPC vody (Tab.3).

Tab. 3 Mnozstvi ziskané RNA pfi Abszs a jeji nafedént:

tRNA / +pLvody Vysledna
ABS,40 5uL (c=1,5p9/5uL) koncentrace
M.SD 0,043 4,31 9,37 1,500
W.SD 0,027 2,71 4,03 1,500
W.LD 0,036 3,61 7,05 1,500
W.SD. 0,015 1,505 X 1,505

2.8.2piFevedeni tRNA na cDNA
Pro grevedeni tRNA na cDNA jsme vyuZili postupu reverzahskripce (RT, Promega).

nastavili jsme inkubatory na mikrozkumavky na tépl60°C a 42°C

zahali jsme 1,5ug tRNA alikvot v malé mikrozkumavce5@L) na 70°C po dobu
5min, kratce stdili a umistili na led

sestavili jsme si 20uL reakci podle nasledujicutk (pripravili jsme si Master Mix

bez RNA templatu):
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Tab. 4 Postup piipravy Master Mixu pro pievedeni tRNA na cDNA metodou RT:

1x reakce 4x Master Mix
MgCl, 4 16
10x pufr 2 8
dNTP mix 2 8
Rnasin 0,5 2
AMV RT 0,8 3,2
Oligo (dT) 15 1 4
tRNA templat 5 X (&5 uL~ 1,5 pgkerié RNA)
DEPC voda 4,7 18,8
celkem 20,0 pL 60,0 L (60 x 15MM)

o rozclili jsme po 15 pL MM do mikrozkumavek s denaturoyen RNA templatem
(5 pL), protepali Vortexem, stdli (vyhnuli jsme se vzniku vzduchovych bublin)
» reakci jsme inkubovaliin42°C po dobu 45 min (RT), mezitim nastavili
druhy inkubator na 95°C
« denaturovali jsme reverzni transkriptazu9s°C po dobu 5 min
* zchladili jsme na ledu po dobu 5 min
» vzniklé prvni viakno cDNA syntetické reakce jsmeddili nasledovre :
100 pL (5x) se sterilni vodouiiano 80 pL) pro normalni PCR
500 pL (25x) se sterilni vododi@@no 480 uL) pro kvantitativni PCR

 takto ipravené vzorky jsme uchovavali v mrazaku (-20°€@pdovedeni dalsiho kroku

2.8.3standardniPCR

Polymerazovarettzova reakce (z anglickéhpolymerase chain reactipnje metoda
rychlého zmnozeni titého Useku DNA. Useky DNA, které se maji namnaniisi byt
piedem ozné&ny na z&atku a na konciiddnim vhodnych primér Ten bude za vhodnych
teplotnich podminek t¥d vodikové niistky s komplementarni sekvenci v templatovém
vlakné. Takto jsme schopni &it DNA-polymeraze, od kterého mista a kterymésem
(5'>3") ma zait syntetizovat komplementarni vlakntemplatova vlakna vznikaji denaturaci
puvodns dvouvldknové DNA. Primery na tato vlakna nasedgyrotisnerné orientaci, takze
po opakovanych cyklech denaturace, nasedani primexienze primeru DNA-polymerazou
vznikaji produkty, které slouzi jako templaty provg reakni cyklus Produkt se hromadi
geometrickouadou, ze 2 vlaken ziskdme po 30 cyklech teoretietyem 3°= 107 milion:

kopii.
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PCR jsme nechali prébnout ve variantach 20, 25 a 30 dyidro vzorky M.SD, W.LD,
W.SD a W.SD (tzn. 3x4= 12 reakci ). MnozZstvi mMRNA transkiéifRCNA jsme porovnavali
vzhledem k Rp49 (ribosomal protein, provozni stnakt protein, ktery je sa@asti ribosomu
a vykazuje konstantni hladinu transkriptu wibe, coz nas vedlo kjeho pouziti jako
nenmeénné pozadi pro odeeni mnozstvi transkriptu PCNA). PCR jsme nechadbghnout
jak pro PCNA (12 reakci), tak pro Rp49 (12reakci).

» sestavili jsme 25 uL PCR reakci podle nasledujisitttematu (fiprava Master Mixu):

Tab. 5 Postup ptipravy Master Mixu pro standardni PCR:

1x reakce 13x Rp49 13x PCNA

voda 14 182 182

10x pufr 2,5 32,5 32,5

dNTP 2 26 26

primer up 2,5 32,5 (Cc.Rp.F1) 32,5 (Cc.PCNA.1)
primer down 2,5 32,5(Cc.Rp.R1) 32,5 (Cc.PCNA.2
cDNA 15 X X

ExTaq 0,2 2,6 2,6

celkem 25 305,5 = 13x 23,5 + 1,5(cDNA)

23,5 + 1,5 = 25 (re&ki objem)
» protrepali jsme Vortexem, stoi

» spustili jsme PCR program :
95°C / 1min — p&ateni impuls, denaturace vlaken
94 °C/ 30s — pokialje denaturace viaker |
55°C/30s - nasedani prinder 20x, 25xx30

72°C/1 min — syntéza nového viakna————

72°C/3min — doko&eni polymerace

4°C/10min — zchlazeni vzoitkk premiséni na led

2.8.4elektroforéza

Naslednym krokem pro vyhodnoceni vysledku stedmdbo PCR byla agar6zova
elektroforéza, kter& nam poskytla informaci itbfzném mnozstvi transkriptsledovanych
geni. Béhem elektroforézy dojde k ro&éni molekul nukleovych kyselin podle jejich

velikosti a to na principu pchodu molekul skrz govitou strukturu gelu.
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e pripravili jsme si 2% gel, jehoz roztok &ntoto sloZeni: 0,59 agarosy; 0,5mL 50x
TAE; 24,5ml vody

* gel jsme umistili do elektroforetické vany &lili 1x TAE (sloZeni: Tris, kyselina
octova, EDTA)

* PCR produkty a marker ( 100bp ladder) jsme pakwipi@do jednotlivych jamek

* po uzaveni elektrického okruhuipojenim ke zdroji nafii jsme nechali probihat
samotnou elektroforézu, molekuly se pohybovaly #loodi rychlosti podle své
velikosti. Molekulova velikost PCR produktu Rp491é8bp, pro PCNA 158bp.

» elektroforézu jsme nechali préfimout 30min

* po jejim skokeni jsme gel poridi na 15-20min v lazni s fluorescé&mim barvivem
ethidium bromidem

» gel jsme fotografovali pod UV stiem

« provedli jsme densitometrickédieni pomoci programu Quantiscan

2.8.5kvantitativni PCR (QPCR)

Pro kvantitativni analyzu zastoupeiizmych sekvenci na DNAi RNA ve vychozich
vzorcich byly v posledni deébvyvinuty specialni metody, které uniaii pribéZnou analyzu
tvorby produkét PCR, respektive real time PCR. K tomu byly vyvingpecialni termalni
cyklery, jednim z nich tzv. stelny cykler (Light Cycler), ktery zahrnuje kombaiatii
pristroji- PCR termalniho cykleru iistroje pro detekci fluorescence aéfiace umoaujici
automaticky sér dat a jejich rychlé vyhodnocovani. Kvantitathn®ICR v principu stanovuje
koncentrace produktu na zakéafuorescence. Pozité fluoreseen barvivo SYBR Green 1
se specificky vaze do malého zlabku dvouvidknovéADNevaze se na jednovliaknou DNA
a pokud neni vazané, prakticky nefluoreskuje. Pdan@ni na dvouvldknovou DNA jeho
fluorescence it 530nm vyraza vzrista. Takto se duje koncentrace dvouviaknové DNA na
konci kazdé syntetické faze PCR (Obr. 5, 6¢tiMIna intenzita fluorescence se objevuje po
urcitém pcatu cykhi a to tim pozdi, ¢im meérk kopii amplifikované sekvence bylo ve
vzorku na poéatku. Z hodnot fluorescence v okamziku jejilistu (take off) Ize vyptat
koncentraci dvouvldknové DNA a &hto hodnot Ize odvodit koncentraci, respégidkopii
dvouvlaknové DNA ptomnych ve vzorku na géatku PCR (resp. @et kopii mRNA ve
vzorku na poatku RT-PCR)(Tab.7, 8). Snimani probihalo na dveoovrich, panel A
(vysledky ziskané wtenim fluorescenceip74°C) a panel B (vysledky ziskan&imnim
fluorescence i 83°C, tedy po rozpu&ti potencialnich malych vedlejSich prodikt
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Kvantitativni PCR ve své podstaprobiha stejé jako standardni PCR — denaturace
vlaken, nasedani primem syntéza novéhietzce za pedem ukenych teplot aasovych
intervali. Behem prvniho vykvani vzorku z pokojové teploty na teplotu denainige
riziko nespecifické reasociace primess templatem. Tim fZe vzniknout nezadouci
komplex, ktery je dale kopirovan na misto poZzadévsekvence. Tomu lzaquejit tak, Ze
zabranime syntéze DNAimakeEhoveé teplot pouzitim tzv. Hot start Taq polymerazy, ktera
se aktivuje az ip prekraseni teploty 95 °C.

» pracovali jsme naifstroji Light-cycler (Corbett Res.) s rotorem p®\&orki (4x9)
* az do spusghi reakce jsme pracovali v jedri@lovych rukavicich

» sestavili jsme 20uL PCR reakci podle nasledujisitteéematu (fiprava Master Mixu):

Tab. 6 Postup piipravy Master Mixu pro kvantitativni PCR:

1x 40x MM
sterilni voda 9,7 388,8
dNTP mix 1,6 64
10x pufr 2 80
ExTag HS 0,08 3,2
Syber Green(1:1000) 0,8 32
celkem 14,2 568
+ primery 0,4+0,4 2 x 8+8
+ cDNA 5 40 x5
celkem 20 pL

pozn.: ExTaq jsme opatrmamichali Sgikou pipety ped gidanim do MM

» piipraveny MM jsme dkladre promichali (peklapgnim, Vortex, kratce stdli)

» roztavili jsme cDNA vzorky

* rozclili jsme MM do dvou mikrozkumavek (0,5mL)

o pridali jsme 8 + 8 pL primér(20 pmol/ 1 pL), dkladre promichali, umistili na led a
chranili pred @gimym swtlem

o piipravili jsme si 36 PCR zkumavek (0,2 ml; AB-ger@xygen), do kazdé jsme
nepipetovali a 5 uL cDNA

* do kazdé mikrozkumavky jsmeigali 15 pL MM

* mikrozkumavky s fipravenou srési jsme umistili na led do zp&gi samotné reakce
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Fluorescence Fluorescence

0 o 20 30 Cycle: [T "0 20 0 40 Cycle
Obr. 5 Zaznam snimani Obr. 6 Zaznam snimani
fluorescence béhem jednotlivych cykla fluorescence béhem jednotlivych cykla
(celkem 50) pfistrojem Light-Cycler. (celkem 50) pfistrojem Light-Cycler
Proméfované vzorky obsahovaly predni Proméfované vzorky obsahovaly predni
c¢asti 20dni starych larev C.costata, c¢asti 20dni starych larev C.costata,
varianta W.SD (divoci jedinci za varianta W.LD (divoc{ jedinci za
kratkého dne). Cervena barva = Rp49, dlouhého dne). Cervena barva = Rp49,
tialova = pena. tialova = pena.

Tab. 7 Tabulka s vysledky z qPCR pro divoké larvy za kratkého dne (W.SD). V piislusnych Zt casech
jsou uvedeny hodnoty take off a jejich praméry, efficience znasobovan{ transkriptti a smérodatné

odchylky pro pena a Rp49.

cycling B CcRPF1 vs. CcRPR1

treshold REAL

=0,06758 1 2 eff av StDev
Zt0 1,97 15,59 0,028
Zt4 1,97 15,39 0,057
7t 8 1,97 15,465 0,205
Zt 12 1,97 15,42 0,099
Zt 16 1,97 15,785 0,247
Zt 18 1,97 15,86 0,099
Zt 20 1,97 15,91 0,17

7t 22 1,97 15,7 0,141
Zt 24 1,97 15,415 0,078

Tab. 8 Tabulka s vysledky z qPCR pro divoké larvy za dlouhého dne (W.LD). V piislusnych Zt casech
jsou uvedeny hodnoty take off a jejich praméry, efficience znasobovan{ transkriptti a smérodatné

odchylky pro pena a Rp49.

cycling A CcRPF1 vs. CcRPR1

treshold REAL

=0,09085 1 2 eff av  StDev
Zt0 1,89 13,95 0,071
Zt4 1,89 13,76 0,071
Zt8 1,89 14,225 0,064
Zt12 1,89 14,135 0,064
Zt 16 1,89 14,09 0,057
Zt 18 1,89 15,13 0,057
Zt 20 1,89 14,18 0,085
Zt 22 1,89 14,19 0,057
Zt 24 1,89 14,115 0,12
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3. VYSLEDKY

3.1 Aktivity
3.1.1 proteiny

Toto n&feni ndm poskytlo informaci o relativnim mnoZstvoteini v ¢ase, slouzilo nam
jako pozadi pro odteni hodnot aktivit enzymu §B-DH. Vysledky znazawiji jak pibyva
mnoZstvi proteifh v souvislosti sistem larev Bhem jejich vyvoje. U divokych larev za
kratkého dne je narust protéirpomalejSi vzhledem k jejich vstupu do diapauzylSDa

informace jsou zahrnuty v popiskach obrazku (Opr. 7

A) W.SD

Obr. 7 Zména koncentrace proteind ve
vzorku 16 dnf starych, celych larev C.costata
vyjadfena v pg na 1pl. vzorku.
(A) divoky kmen za kratkého dne
(podil svételné a temnostni délky dne
2- 12:12hod);
01 y=485+002x r=0408 P =0610 (B) divoky kmen za dlouhého dne
. . . . . . . (podil svételné a temnostni délky dne
0 4 8 12 16 20 24 16:8hod);

Proteins / pug . uL"tsample
[e]

Zttime [} (C) mutantn{ kmen za kratkého dne.
B)W.LD Znizornéné hodnoty jsou priimérem tif (A),
12- ¢yt (B) a dvou opakovani (C).
10- Usecky ukazuji stfedni chyby praméru

(SEM).
Pro vizualizaci trendd byly prolozeny
piimky linearni regrese s obecnou rovnici

Proteins / ug . uL’lsampIe
[}

] y=a+ bx.
2 (A) ptimka nevykazuje signifikantn{ riist,
0! y=6,62+0,10x r=0,679 P =0,0003 (B,C) vykazuji signifikantni rast.
6 2 8 12 16 20 o4 Jsou uvedeny korela¢ni koeficienty (r) a
Zt time [h] pravdépodobnosti odchylnosti sklont od
nuly (P).

C)M.SD

Proteins / pg . pL"tsample
(e}

0- y=6,19+0,19x r=0,690 P =0,019

0 4 8 12 16 20 24
Zt time [h]
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3.1.2 GP-DH
Vysledné grafy zachycuji zZmu aktivity enzymu glukoso-6-fosfat dehydrogenazy

V tomto nefeni jsme nezaznamenali rytmickou denni¢am aktivity GP-DH a to ani u

jedné ze sledovanych variant. Zbylé podrobnostiragb popis obrazku (Obr. 8).

Zt time [h]

23

A) W.SD
125 Obr. 8 Aktivita G¢P-DH u 16 dni starych,
5 . 100 celych larev C.costata vyjadfena v umolech
6 o substratu pfeménéného na produkt za
o E 57 minutu/ g celkového proteinu.
>3 501 (A) divoky kmen za kratkého dne (podil
= & svételné a temnostni délky dne 12:12hod);
< % (B) divoky kmen za dlouhého dne (podil
o] y=832-21x r=059% P =0,009 svetelné a temnostni délky dne 16:8hod);
r T T T T T T (C) mutantni kmen za kratkého dne.
0 4 8 12 16 20 24
2t time [n] Znazornéné hodnoty jsou pramérem tif
(A) a dvou opakovani (B), (C) jsou
B)W.LD hodnoty z jednoho méfent.
1257 Usecky ukazuji stiedni chyby praméru
5 . 100- (SEM).
4 5 Pro vizualizaci trendd byly prolozeny
o é 57 piimky linearni regrese s obecnou rovnici
; = 501 y =a+ bx.
= & V piipadé (A,C) vykazuji pfimky
< ] signifikantni pokles, u (B) pokles
o) y=652-16x r=0479 P=0114 nesignifikantni.
: y y y y y y Jsou uvedeny korela¢ni koeficienty (r) a
c 4 8 12 16 20 24 pravdépodobnosti odchylnosti sklont od
Zt time [h] nuly (P).
C) M.SD
1254
5 . 100
d o
O £ 75
s E
>3 501
2 5
37 25
0- y=109,1-52x r=0,855 P=0,030
0 4 8 12 16 20 24



3.1.3 amylaza
Uvedené grafy zndzuji vysledky ngteni aktivity traviciho enzymwamylazy Jak je
zachyceno v grafech, aktivieanylazyse khem dne rytmicky neemi. Podrobnosti obsazené

v grafech jsou vysitleny v popiskach (Obr. 9).

A)W.LD
59 Obr. 9 Aktivita amylazy u 16 dni starych,
celych larev C.costata vyjadiena v mg
produktu/ mg proteind za hodinu.
(A) divoky kmen za dlouhého dne (podil
svetelné a temnostni délky dne 16:8hod);
(B) mutantn{ kmen za kratkého dne

(podil svételné a temnostni délky dne
12:12hod).

Amylase activity
[mg product / mg protein. h}]

o
L

=
1

y=195-002x r=0573 P=0,235 ) " . .
: : . : : : : Znazornéné hodnoty jsou pramérem

0 4 8 12 16 20 24 ¢yt (A) a dvou opakovani (B).
Zt time [h] Usecky ukazujf stfedni chyby praméru

(SEM).
Pro vizualizaci trendd byly prolozeny

B) M.SD piimky linearni regrese s obecnou rovnici
y =a+ bx.
V obou ptipadech (A,B) nevykazuji
piimky sklon signifikantni od nuly.
Jsou uvedeny korelacni koeficienty (r) a
pravdépodobnosti odchylnosti sklont od

nuly (P).

w » (6]
1 1 1

Amylase activity
[mg product / mg protein . h]
N
1

o
L

=
1

y=164-001x r=0250 P=0,634

0 4 8 12 16 20 24
Zt time [h]

3.2 Exprese PCNA
3.2.1 kvantitativni PCR

Metodou kvantitativni PCR jsme hledali rytmugranskripci genu kédujiciho PCNA u
diapauznich a nediapauznich lai@wcostata Mnozstvi transkrigi pcna bylo srovnavano
vzhledem KRp49 jejichz hladina je neémn& u diapauznich larev i larev posuiicich ve
vyvoji. Sloupcoveé grafy zaznamenavaji&m relativniho mnozstvi mRNA transkrippcna
viaci Rp49béhem jednoho dne. Transkripce tohoto genu neni ci@nani u divokych larev
za kratkého dne (W.SD) ani u divokych za dlouhéhe @V.LD) (Obr. 10, 11).
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2 140 § 120 4
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LIPS 3 20
0 - 0 ]
Zt0 Zt4 Zt8 Zt12 7Zt16 Zt18 Zt20 7t22 Zt24 zZt0 zZt4 28 Zt12 Zt16 Zt18 Zt20 Zt22 7Zt24
Obr. 10 Hladina mRNA transkriptl pena/ RP49 Obr. 11 Hladina mRNA transkriptt
v jednotlivych Zt casech (Zeitgeber) u divokych pena/ RP49 v jednotlivych Zt ¢asech
larev vyvijejicich se za kratkého dne (W.SD). (Zeitgeber) u divokych larev vyvijejicich
V grafu jsou zahrnuty smérodatné odchylky. se za dlouhého dne (W.LD). V grafu jsou

zahrnuty smérodatné odchylky.

3.2.2 standardni PCR

Metodou standardniho PCR jsme porovnavaliomnost a relativni mnozstvi mRNA
transkripti pro pcnau riznych variant. URp49se potvrdila negnna hladina transkriptu
vSech sledovanych variant (Obr. 12). Naopakipart pcnabyla hladina transkrifitvysoka
u nediapauznich larev a vyra&znizSi u larev vstupujicich do diapauzy (Obr. Bglativni

mnoZzstvi transkrigit jsme zji¥ovali densitometricky (software Quantiscan, Bioyoft

" -
M.SD W.LD W.SD W.Sh M.SD W.LD W.SD W.sh - - “ _

M.SD W.LD W.SD W.SD.

20 cykia 25 cyki 30 cyki

190 — 45 3726 1251,0 11049 17389 14973
481,0 548,6 1086,8 1289,7 JA\,/‘\, 1f{33'1 Al A 1§2?34
160 _| iR N T
Al A AN v POV L
A /‘l NVARTA YA ;'\/ \ | I‘ | [ l ’ :
@ TRHASUIRUAR “ " [ 1] \ R
k= 130 _| IRVIRVIBUER ERIERIERIEE
S IRUARIARIAR ERERERIEE
> [ ] LUttty
AR AR AR AR AN
10— A A A AT VI VU] ) TN
\ / ‘l{ \ ’j \\\-‘ il -~ ~ A \L\
I DRV N VES E g ey
70
160 200 300 400 500

Obr. 12 Mnozstvi mRNA transkriptd Rp49 u 20 (M.SD, W.LD, W.SD) a 40dni (W.SDy) starych larev
(vzorky z ptednich ¢asti ) C. costata po provedeni PCR reakce pfi rizném poctu cykla (20x, 25x, 30x).
Nejoptimalnéjsich podminek bylo dosazeno pii opakovani 30 cykla. Hladina transkriptd je konstantni u
vsech sledovanych variant. V horni ¢asti obrazek z agarézového gelu, spodni obrazek zachycuje
densitometrické vyhodnoceni.
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20 cykla 25 cyki 30 cykh
M.SD W.LD W.SD Ww.sh M.SD W.LD W.SD W.SD
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Obr. 13 Mnozstvi mRNA transkriptd pera u 20 (M.SD, W.LD, W.SD) a 40dni (W.SDy) starych larev
(vzorky z pfednich ¢asti ) C. costata po provedeni PCR reakce pii rizném poctu cykld (20x, 25x, 30x).
Nejoptimalnéjsi podminky pro reakci PCR pifedstavovalo opét opakovani 30 cyklt. Mutanti za kratkého
dne (M.SD) nevstupuji do diapauzy, transkripce pena je vysoka. To samé platf pro jedince divokého
kmene za dlouhého dne (W.LD). U divokych larev za kratkého dne (W.SD) je zfejmy pokles transkripce
pena, u Ctyficet dnf starych jedinct (W.SDr) mira transkripce stale klesd. V horni ¢asti obrazek

z agar6zového gelu, spodn{ obrazek zachycuje densitometrické vyhodnoceni.

MnozZstvi transkript pcnaaRp49jsme statisticky vyhodnotili Tukeyho testem a ANOW.
Podrobnosti jsou zahrnuty v popiskéach tabulky (T3b.

= M/SD Tab. 9 Statistické vyhodnoceni

a
a @& a a
a f—W/LD mnozstvi transkriptd pro pena a
b o WISD T Rpg9 ujednotlivich variant
. \W/SD.L : , .

(viz. legenda). Sloupcovy graf je

b pramérem Ctyf opakovani

I v piipadé Rp49 a tif u pena.

0_

T T
Rp49 PCNA

H
o N O
T T 9

PCR product
band density [%]
N

[6)]

1

ANOVA : eP = 10,0747 ® P = 0,0004%%*,
® prumery nejsou signif. | ® praméry jsou signifikantné rozdilné
rozdilné ® mezi M.SD a W.LD (W.SD a W.SDr,

nenf signifikantn{ rozdil

Tukey:  ® nejsou rozdily mezi ® jsou znacné rozdily mezi variantami a,b
jednotlivymi variantami
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4. DISKUSE

Podle naSich vySe uvedenych vyskedie larvyC. costatachovaji nerytmicky. Nebyl
nalezen zadny rytmus v aktiwitsledovanych enzyin (glukoso-6-fosfat dehydrogenaza
amylaza ani v transkripci genu PCNA. Naopak divoci désprytmicitu vykazuji a to hned
v nékolika ohledech. Rytmickymi projevy bylo kladenilakomoce. Dosgi jedinci se
pohybovali kEhem dne a jejich pohyb ustaval v noci. Tento rytmokratoval i po zhasnuti,
je tedytizen endogen vnitinimi hodinami (Obr. 14).

Vzhledem k tomu, Ze jsme u larev nenalezli ngnwobeci rytmickych projevech a
zarove, ze larvy Ziji v relativa stalém prosedi pod krou padlych strorin dalo by se
usuzovat, Ze larvy mozna rytmické chovani nigimiji. Resto ale u nich byl jeden jasny
rytmus zaznamenan. Je jim cirkadianngaentranskripce hodinového getineless
(Obr. 15)(Kogal, nepublikované vysledky) u divokych larev. Temtmus nepokréuje za
stdlych podminek, neni tedyizen endogenn MA& ale schopnost entrainmentu,
znovunastaveni (synchronizace) podle cyklickychnpiogtk prostedi.

Otazkou tedy je, ptolarvy vykazuji rytmickou transkripci hodinovéhomgetim, kdyz u
nich nezaznamenavame zadny denni rytmus ve fyaak@ch projevech (aktivita enzyim
traveni, buncny cyklus). Zde se nabizi hypotéza, Ze nepouzbiajogické hodiny pro
zajis€ni denni rytminosti, nybrz k nsteni délky dne, tedy k orientaci v sezénnim kalénda
Dukazem toho mohou bytim mutanti, kterym chybi denni a cirkadianni rytrmacit
v transkripci tohoto genu (lwasaki a Thomas, 19B63tal, nepublikované vysledky).
Pokud nefungujéim, jsou nefunkni biologické hodiny, tim padem také rytmické fuaka
zarove takeé fotoperiodicky kalenda

Dale si klademe otazku, jak fotoperioda zastautény cyklus. Ri vstupu do diapauzy
dochazi k mnoha z&énam, jednou z nich je prévzastaveni buftného cyklu. To je
potvrzeno ve vysledcich, kde jsme zaznamenali wramZSi transkripci PCNA u larev
vstupujicich do diapauzy. Exprese tohoto genu riéqu souvislost se vstupem do
diapauzy a jeji regulaci. Selektivni vypnuti tohgemu by mohlo byt vyznamnym faktorem
pro regulaci diapauzy. Odhadujeme, Ze vypnuti migeihu mohou zaji®vat pra¥é vnitini

hodiny.
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Obr. 14 Zaznam rytmické zmény lokomoce u
devatenacti dospélct C.costata v ramci nékolika dni.
Jedinci jsou aktivni béhem dne, v noci jejich aktivita
ustava. Rytmicnost pokracuje i po zhasnut, je
fizena vnitfnimi hodinami. Pfi zkrdceni svételné
délky dne vstupuji do diapauzy (Kost’al,
nepublikované vysledky).

Obr. 15 Rytmicka transkripce hodinového
genu fim u larev C.eostata v prabéhu jednoho
dne. U larev zijicich za dlouhého dne (pomér
svételné a temnostni faze 16:8hod) je
transkripce %7z mRNA nejvys$si na konci dne, u
larev zijicich za kratkého dne (pomér svételné a
temnostni faze 12:12hod) je transkripce
maximaln{ v Sestnacté hodiné (Kost’al,
nepublikované vysledky).
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5. ZAVERY

Nebyl nalezen denni rytmus v aktivénzymu GP-DH u 16 dni starych larev
muskyC. costatadivokého ani mutantniho kmene (larvy byly chovaeydvou
rozdilnych fotoperiodickych rezimech: LD, dlouhynd&D, kratky den);

nebyl nalezen denni rytmus v aktévénzymu amylazy;

nebyl nalezen denni rytmus v transkripci genu kiadlup PCNA,

vysledky této prace a dalSi nepublikované vysletkanauji, Ze denni (a
cirkadianni) rytmtnost je u larexC.costatabud™ zcela nefitomna nebo jen slab

vyvinutd (larvy Ziji v relativis konstatnim progedi).

Byl pozorovan vyznamny rozdil v transkripci genwipciho PCNA v zavislosti na
vyvojovém programu larvZ. costatalLarvy, které pokréuji v primém vyvoiji
(divoky kmen za LD, mutantni kmen za LD i SD) majtivné vysokou hladinu
transkripti pcng larvy vstupujici do diapauzy sérsniZuji hladinu transkrigtpcna

(u larev vstupujicich do diapauzy se zastavujeusykuréného dleni).
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