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1. Uvod

1.1. Cirkadialni rytmy

Cirkadialni (z lat. circa - piiblizné, dies - den) rytmus je piiblizn¢ 24hodinovy cyklus
biochemickych i fyziologickych d&ji a projevl chovani u rostlin, zivo¢ichli, hub i nékterych
bakterii; u zivocichil se projevuje piredevsim pii fizeni spanku, piijmu potravy, télesné teploty
a hormonalni sekrece, u rostlin pak napt. pohyby listi. Tento cyklus koreluje s pohyby Zemé,
je nepostradatelny pro regulaci a koordinaci vnitfnich metabolickych procesii a interakci
organismu s vn&jSim prostfedim (Sharma, 2003) a pretrvava i v pfipad¢, Ze je sledovany
organismus umistén v prostiedi s konstantnimi podminkami (napft. stala absence svétla). Tyto
rytmy byly studovany na genetické a molekularni urovni napf. u rostliny z ¢eledi Brassicaceae
Arabidopsis thaliana (Yanovsky a kol., 2002; Toth a kol., 2001) ¢i druhu Drosophila
melanogaster (Hardin, 2005), u savct pak ptfedevSim u mysi (Vitaterna a kol., 1994), krys
(Welsh a kol., 1995) i u ¢lovéka (Jones a kol., 1999).

Cirkadialni rytmus je fizen signaly z vnéjSiho prostfedi, pfedevsim distribuci svétla, dale
pak teplotou prostiedi, pfijmem potravy, ¢i socidlnimi interakcemi (Hall, 2003). Jako funk¢ni
centrum endogennich cirkadidlnich hodin se zde wuplatituje tzv. cirkadidlni oscilator
(cirkadialni pacemaker), ktery pfijima signaly z vné&jSiho prostiedi pomoci receptorti a
prosttednictvim nékolika regula¢nich drah formuje specifickou odpovéd’ organismu v rtiznych

¢astech dne.

Prvni blize identifikovanou slozkou mechanismu cirkadidlnich hodin byl gen period a
jeho protein: bylo pozorovano, ze tfi mutantni linie druhu D. melanogaster projevuji rozdilné
vnimani délky dne - jedna linie se projevovala vyrazné kratsi denni periodou (19hodin), druha
linie vyrazné delsi (28hodin) a tfeti nevykazovala Zadné periodické chovani; tyto tfi mutace

byly lokalizovany na jednom genu pojmenovaném period (Konopka a Benzer, 1971).

Molekularni mechanismus cirkadialniho oscilatoru byl do detailu prostudovan u druhu D.
melanogaster; je tizen tfadou negativnich a pozitivnich zpétnych vazeb. (Hardin, 2005).
Genetické analyzy objevily n€kolik tzv. hodinovych genil Gcastnicich se fizeni cirkadidlnich
rytmill. Byly objeveny inhibi¢ni transkrip¢ni faktory TIMELESS (TIM) a PERIOD (PER) —
tyto proteiny tvoii heterodimer PER-TIM (Glossop a kol., 1999); exprese genll per a tim je
pozitivné regulovana heterodimerem transkripcnich faktori CLOCK (CLC) a CYCLE (CYC)

(Darlington a kol., 1998). S €asovym odstupem PER-TIM heterodimer inhibuje transkripci
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gentl Clk a cyc a tim také expresi svych vlastnich genii (Darlington a kol., 1998). Casovy
odstup je zpusoben proteiny, které upravuji stabilitu a bunécnou lokalizaci zucastnénych
faktorti. Jedna se predevsim o kasein-kinazu DOUBLETIME (DBT), ktera destabilizuje PER
protein, kasein-kindzu 2 (CK2) destabilizujici PER a ovlivilyjici jeho jadernou lokalizaci;
glukoso-syntetdzova kinaza 3 (GSK3) méni jadernou lokalizaci TIM-PER heterodimert
(Gallego a kol., 2007). Dale je zde ptfitomna protein-fosfataza 2a (PP2a) stabilizujici PER
defosforylaci (Sathyanarayanan a kol., 2004) a degradacni protein SLIMB (SLMB), ktery
navadi fosforylovany PER do proteasomt (Grima a kol., 2002). Dalsi zpétné vazba zahrnuje
negativni regulaci genu Clc prostfednictvim proteinu VRILLE a jeho pozitivni regulaci Par

domain proteinem lg (PDP1¢g) (Hardin, 2005).

Hladiny PER a TIM v cytoplazmé zacinaji vzristat na zacatku noci; béhem noci se tyto
proteiny premistuji do bunécného jadra, kde negativné reguluji expresi svych vlatnich gent.
Za usvitu dojde k aktivaci cirkadidlniho fotoreceptoru CRYPTOCHROME (CRY), ktery
interaguje s proteinem TIM a zpusobi jeho fosforylaci a naslednou degradaci (Gallego a kol.,
2007). Pokud je organismus vystaven stalé tmé, dojde k degradaci TIM drahou nezavislou na
CRY (Hardin, 2005). Za nepiitomnosti TIM proteinu je také PER protein vystaven fosforylaci
DBT kinazou a degradovan (Hardin, 2005). K expresi genl tim a per dochazi u druhu D.
melanogaster v neuronech na kazdé strané mozku, glidlnich bunkach a fotoreceptorech

(Helfrich-Forster a kol., 2003).

1.2. Fotoperiodismus

Pravidelné cykly se u organisma projevuji ve spojitosti s rozdilnou délkou dne a noci
béhem stfidani ro¢nich obdobi. Tento fenomén se nazyva fotoperiodismus a umoziuje
organismum predvidat nastavajici podminky prostiedi. Zahrnuje schopnost organismu rozlisit

svétlo a tmu, méfit dobu jejich trvani a na jejich pomér specificky reagovat. U rostlin se

projevuje predevSim regulaci doby kveteni ¢i dormance semen, u ZivocCichii reguluje napf.
jejich reprodukéni cykly ¢i tahy ptdkt. Jedny z prvnich vyzkumt vedoucich k objeveni
fotoperiodismu byly provadény u rostlinného druhu z ¢eledi Fabaceae Glycine max (sdja)
(Garner a Allard, 1920). Cim dale od rovniku organismus Zije, tim v&t$i jsou béhem roku
zmény pomérti mezi délkou dne a noci, kterym je vystaven. Organismy jsou této fotoperiodé

pfizplisobeny, jsou na ni zavislé a podle ni méni své tzv. sezonni aktivity.


http://leccos.com/index.php/clanky/specificka-reakce

(http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/C/Circadian.html#Photoperiodism).

Ptredpoklada se, ze cirkadidlni oscilator hraje ve funkénim mechanismu fotoperiodickych
hodin podstatnou roli, ale tento mechanismus je stale nejasny. V poslednich nékolika letech
je role cirkadialnich hodinovych genil ve fotoperiodismu velice diskutovana (Saunders a kol.,

2004; Tauber a Kyriacou, 2001).

1.3. Gen period (per)

Gen period a jeho protein PER byly prvni blize identifikovanou slozkou mechanismu
cirkadidlnich hodin; mutace v jeho lokusu plsobi vyrazné zmény biorytmi (Konopka a
Benzer, 1971). Tento gen je nejlépe prostudovan u modelového organismu druhu D.
melanogaster. K jeho expresi dochédzi v fad¢ tkani a v riznych typech bunék. PER protein
spolecné s proteinem TIM tvofi heterodimer a plsobi tak jako represor ovliviiujici svou
vlastni transkripci a transkripci gentt Clc a cyc v mechanismu cirkadialniho oscilatoru (viz
vyse). V cirkadidlnim mechanismu druhu D. melanogaster existuji také funkéni PER-PER
homodimery; pteruseni téchto homodimeri ma za nasledek silné naruSeni molekularni
rytmicity a rytmicity chovani — to poukazuje na dalezity vyznam této struktury (Landskron a
kol., 2008). Bylo zjisténo, Ze na hladinu per mRNA u druhu D. melanogaster ma vliv
fotoperioda 1 teplota okolniho prostfedi (Majercak a kol., 1999). Arytmickd mutace genu per
vyvolava u samic druhu D. melanogaster diapauzu (Saunders a kol., 1989). Bylo prokézano,
7ze ruznd uroven transkripce genu per ovlivituje fotoperiodickou indukci reproduktivni
diapauzy u druhu Pyrrhocoris apterus: jedinci tohoto druhu chovani za podminek kratkého
dne (12hodin svétlo, 12hodin tma) vyvolavajicich diapauzu vykazovali asi desetindsobné
vys$si hladinu per mRNA nez jedinci chovani za podminek dne dlouhého (18hodin svétlo,
6hodin tma). U mutantd druhu P. apterus, kteti neprochazeli diapauzou vibec, byly hladiny
per mRNA nizké za obou fotoperiod (Hodkova a kol., 2003; Syrova a kol., 2003). Tento
fenomén byl sledovan také u druhu Chymomyza costata (Kostal a Shimada, 2001) nebo
Sarcophaga bullata (Goto a kol., 2006). Avsak kiizeni dvou genotypové odlisSnych mutant
druhu P. apterus ukazala, ze nediapauzujici charakter fenotypu tohoto druhu neni piimo
geneticky propojen s expresi genu per (Dolezel a kol., 2005). U druhu D. melanogaster byli
pozorovani mutanti s defektnim nebo dokonce chybé&jicim lokusem genu per; tito mutanti
byly i nadéale schopni rozli§it mezi kratkou a dlouhou denni periodou a projevovali
fotoperiodicky cyklus blizky hodnoté 24hodin — byl tedy u¢inén zavér, Ze gen per neni pfimo
zapojen do fotoperiodického méfeni ¢asu (Saunders, 1990).
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U clovéka je znam vyskyt sekvence podobné tomuto genu, ale jeji vliv na cirkadialni rytmus

clovéka neni objasnén (http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/Period+(gene)).

1.4. Gen cryptochrome (cry)

Gen cryptochrome je také jednim z gent ucastnicich se cirkadidlniho méfeni ¢asu. U
veétSiny organismll jsou znamy piinejmensim dv¢ varianty genu cryptochrome (Dolezel,
2010). Proteiny vzniklé jejich expresi patfi do skupiny flavoproteini a jsou podobné
fotolydzam; u vysSich rostlin reguluji napf. kliceni semen ¢i dlouzivy ridst, ucastni se
cirkadidlniho a fotoperiodického fizeni organismu u rostlin i zivocichli a u mnoha organismii
také vnimdni magnetického pole Zemé (http://en.wikipedia.org/wiki/Cryptochrome). Je
dokazano, ze u druhu D. melanogaster dochazi k expresi téchto genti v celém téle i1 hlavé
(Klarsfeld a kol., 2004), u savci jsou vysoké hladiny proteint CRY1 a CRY2 pfitomny
pfedevSim v gangliovych buiikdch a v buikdch sitnice (Miyamoto a Sancar, 1998). Byla
prokazéana dileZzita role proteini CRY1 a CRY2 ve fotorecepci u rostlinného druhu z celedi
Brassicaceae A. thaliana (Somers a kol., 1998), dale u druhu D. melanogaster (Stanewsky a
kol., 1998) a u mysi (Thresher a kol., 1998). Pokusy na mysich také ukazuji, Ze proteiny CRY
by mohly byt soucasti mechanismu cirkadialnich hodin vytvatejicich periodicitu nezavislou
na svétle. U druhu D. melanogaster dochazi k expresi pouze jednoho typu genu cry —
,Drosophila—like* cry, nazvany cryl (Zhu a kol., 2005); protein CRY1 je lokalizovan spolu
s proteiny TIM a PER v bunkach zajistyjicich cirkadialni rytmycitu; CRY1 je zde vnitinim
fotoreceptorem citlivym na modré a ultrafialové svétlo; prostfednictvim tohoto svétla
zpusobuje rozpad heterodimeru PER:TIM, fosforylaci TIM proteinu a jeho naslednou
degradaci v proteasomu (Naidoo a kol., 1999). Dulezitd uloha CRY1 byla prokazana také
v souvislosti s navigaci podle Slunce u motyla druhu Danaus plexippus (Hyatt, 1993; Reppert
a kol., 2004). U dalsich druhti hmyzu, které jsou v této oblasti dostatecné prozkoumany, se
oproti rodu Drosophila vyskytuje jest¢ druha forma genu cry — ,,vertebrate-like* cry, nazvany
cry2 (Zhu a kol., 2005). Protein CRY2 neni fotosenzitivni, jako represivni transkripcni faktor
reguluje aktivitu cirkadialniho oscildtoru; tento fenomén byl popsan u motyla druhu D.
plexippus (Zhu a kol., 2008); u vcely druhu Apis mellifera a brouka druhu Tribolium
castaneum byl identifikovan pouze gen cry2 (Zhu a kol., 2005; Rubin a kol, 2006). Piesny

mechanismus uc¢inku a dalsi mozné funkce proteintit CRY nejsou dosud objasnény.



1.5. Geograficka variabilita genii

Se zménou zemépisné Sifky na Zemi se méni také teplota a fotoperioda prostredi, 1ze tedy
predpokladat, ze se urcité rozdily budou vyskytovat i v projevech cirkadialnich rytmd mezi
populacemi stejného druhu obyvajicimi geograficky rozdilné lokality. Ptirozené populace
druhu D. melanogaster vykazuji v riznych geografickych oblastech vyznamné genetické
rozdilnosti, jejichz plivod lze nalézt v evolucni historii tohoto druhu; jako pficiny jejich
vzniku zde pusobi pfedevsim geneticky drift, omezeny genovy tok mezi vzdalenymi
populacemi, adaptace na podminky prostiedi ¢i invaze mobilnich element (David a Capy,
1988). Tento druh projevuje za teplejSiho dne vétsi aktivitu jen v rannich hodinach oproti
pfedpokladané vecerni aktivité; tento jev je zplisoben omezenim sestiihu 3¢ intronu genu per,
coz vede ke zpozd'ovani nardstu hladiny produktu tohoto genu a tim i zpozdéni vecerni

pohybov¢ aktivity (Majercak a kol., 1999).

U druhu D. melanogaster je zndm tzv. Thr-Gly polymorfismus v genu per, vyznacujici se
riznym poctem opakovani threonin-glycinovych part nasledujicich nepierusené za sebou.
Byly srovnavany populace druhu D. melanogaster pochazejici z riiznych zemépisnych sifek
severni Afriky a Evropy; byl pozorovan vyskyt dvou zakladnich typt alel (Trh-Gly),; a (Trh-
Gly)a — tyto alely pfedstavovaly 90% vSech alel ptitomnych ve sledovanych populacich. Bylo
zjisténo, Ze v severni Evropé je v populacich druhu D. melanogaster podstatné cCastéji
Gly)i» vykazovala opacny trend vyskytu (Costa a kol., 1992). Podobna frekvence vyskytu
téchto alel u druhu D. melanogaster byla pozorovana také v Australii (Sawyer a kol., 2006;
Kyriacou a kol., 2007). Lze tedy odvodit, Ze tento jev je ovlivnén klimatickou selekci.
Fenotypové projevovaly severni populace s vys$sim vyskytem (Thr-Gly),, alel cirkadidlni
periodu stabilni za Sirokého rozsahu teplot asi o 15-20min krat§i nez 24hodin; populace, u
kterych byla vice zastoupena alela (Thr-Gly),; vykazovaly zkracovani fotoperiodického rytmu
se snizujici se teplotou (Sawyer a kol.,, 1997). Alela (Thr-Gly),, tedy pravdépodobné
zpusobuje lepsi pfizpiisobeni niz§im teplotam 1 jejich vykyvim, zatimco alela (Thr-Gly),; je

ptizptisobena teplejSimu sttedomoiskému podnebi s mensimi vykyvy teplot.

Ptirozeny polymorfismus se u druhu D. melanogaster vyskytuje také v sekvencich genu

timeless. Zde jsou charakteristické singlenukleotidové inzerce (Rosato a kol., 1997).

Geograficka variabilita genu cryptochrome a jeji vliv na dobu kveteni byly sledovany u

rostlinného druhu z Celedi Fabaceae Glycine max; bylo zjisténo, ze na fotoperiod¢ zavisla
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rytmicka exprese jednoho z typt genu cry (GmCryla) je spojena s geografickou ovlivnénou

variabilitou pocatku doby kveteni u této rostliny (Zhang a kol., 2008).

1.6. Pokusné organismy

Druh Riptortus pedestris ze tfidy hmyzu je organismem nejptibuznéjSim druhu P. apterus,
na kterém byly provadény studie zaméfené na molekularni charakterizaci gent ucastnicich se
mechanismu cirkadidlnich rytma. Bylo zjisténo, ze pfi indukci diapauzy u druhu R. pedestris
transkrip¢ni regulace téchto tzv. hodinovych gent nehraje zadnou dtlezitou roli (Ikeno a kol.,
2008); mechanismus cirkadidlnich hodin je u skupiny hemimetabola relativn¢ malo

prozkouman.

Rumeénice pospolna - Pyrrhocoris apterus (fad Hemiptera, podiad Heteroptera) je druh
velmi rozsifeny v Evropé€, severni Africe, severni Asii a Stfedni Americe. Pro molekularni
biologii a genetiku je jiz po léta klasickym modelovym organismem, intenzivni studie jsou
zaméefené predev§im na jeji endokrinni soustavu a cirkadidlni a fotoperiodické rytmy. P.
apterus je vhodnym organismem pro studium fotoperiodické indukce diapauzy, nebot’
narozdil od druhu D. melanogaster vykazuje silnou diapausni odpoved’ jiz pii teploté 26°C
(Dolezel a kol., 2005); jedinci chovani pti pokojové teploté v podminkach dlouhého dne
(18hodin svétlo, 6hodin tma) jsou reprodukéné aktivni, zatimco jedinci chovani v podminkach
kratkého dne (12hodinsvétlo, 12hodin tma) nastupuji do diapauzy. Procento diapauznich
jedincti se li§i v zavislosti na podminkach prostiedi (délka dne, teplota). Cim vzdalengjsi je
misto ptivodu zkoumané linie od rovniku, tim delSi den organismy potiebuji k rozhodnuti

vstoupit do nediapauzniho modu (Dolezel, 2010). Tento trend a pifipadna ucast hodinovych

gent budou nadale pfedméten zkoumani.



2. Cile prace

Cilem této prace bylo porovnat nukleotidové sekvence genil period a cryptochrome 2 a
sekvence aminokyselin jejich proteinii mezi tfemi liniemi Pyrrhocoris apterus a urit mozny

vztah piipadnych genovych mutaci a rozdilného geografického piivodu pokusnych linii.

3. Metody studia

3.1. Pokusni jedinci

Ke zkoumani byly pouzity linie druhu Pyrrhocoris apterus sebrané ze tii geograficky
rozdilnych lokalit — stfedni a zékladni lokalita se nachazela v okoli obce Chel¢ice v Ceské
republice (49°s.5.), nejsevernéjsi lokalita se nachazela pobliz estonského mésta Tartu (58°s.8.),
apterus byly chovany v insektariu Entomologického ustavu Biologického centra AVCR
v Ceskych Budgjovicich pii teploté 25°C, fotoperiodé LD (18hodin svétlo, 6hodin tma) nebo
SD (12hodin svétlo, 12hodin tma) a byly ziveny lipovymi semeny. Pokusni jedinci byli

vybirani nahodné€ z obou fotoperiod najednou, v riznou denni dobu.

3.2. Izolace RNA

Z vyse zminénych linii P. apterus byla postupné izolovana RNA nésledujicim zpiisobem:
do 1,5ml mikrozkumavky byly vlozeni tfi jedinci pochazejici z jedné linie a zcentrifugovani.
Dale byl ptidan izola¢ni pufr Tri Reagent (Molecular Research Center, Inc.) v mnozstvi 0,2ml
na jednu mikrozkumavku a plostice v ném byly homogenizovany. Ke vzorku bylo ptidano
dalsich 0,8ml Tri Reagent; poté byl vzorek inkubovan Smin pii pokojové teploté.

Dalsim krokem izolace RNA byla fazova separace slozek: ke vzorku bylo ptfidano 0,2ml
chloroformu, vzorek byl diikkladné zvortexovan a ponechan 10min v klidu pfi pokojové
teploté. Nasledovala centrifugace (14 000rpm, 10min, 4°C) - zde doslo k rozd¢leni vzorku do
tii vrstev — spodni faze obsahovala proteiny, stfedni organicka faze DNA a horni vodna faze
nami pozadovanou RNA. Tato faze byla opatrné odebrana pipetou do Cisté 1,5ml
mikrozkumavky a pouzita pro dalsi kroky.

Nasledovala precipitace RNA alkoholem: k odpipetované fazi obsahujici RNA bylo

pfidano 0,5ml 100% isopropylalkoholu; vzorek byl mirné zvortexovan, 10min inkubovén na



ledu a poté centrifugovan (14 000rpm, 10min, 4°C) — zde doslo k usazeni RNA v podobé
peletu na dné mikrozkumavky.

Daéle bylo provedeno promyti RNA v alkoholu: supernatant byl odstranén pomoci pipety;
k peletu byl pfidan 1ml 70% ethanolu — 70% ethanol udrzuje RNA ve formé sraZeniny, 30%
vody rozpusti soli, které je tieba z roztoku RNA odstranit. Nasledovala centrifugace vzorku
(14 000rpm, 5min, 4°C), odstranéni supernatantu a opétovna centrifugace (14 000rpm, Smin,
4°C). Zbytky ethanolu byly opatrné odstranény pipetou a vzorek ponechan Smin pii pokojové
teploté, aby doslo k jeho vyschnuti.

Nasledovalo rozpousténi RNA ve vodé: ke vzorku bylo ptfiddno 50ml DEPC vody
(supercista voda — ztéto vody byly odstranény RNazy pusobenim DEPC a ten byl poté
odstranén autokldvovanim); tento byl inkubovan 20min pii pokojové teploté.

Takto bylo vyizolovano pftiblizné¢ 50ul roztoku RNA; jeji koncentrace byla zméfena
pomoci spektrofotometru a softwaru NanoDrop 1000 Spectrophotometr (Thermo Fisher
Scientific, Inc.).

Pro ovéteni kvality vyizolované RNA byla pouzita horizontalni gelova elektroforéza (viz

nize); bylo nanaSeno Sul vzorku.

Pozn.: Vzhledem k vSudypfitomnym ribonukleazam vyZaduje izolace RNA piisné podminky

k zamezeni piipadné degradaci RNA ve vzorku.

3.3. Prepis RNA do ¢cDNA - reversni transkripce

Roztok RNA byl ziedén vodou tak, aby vyslednd koncentrace RNA v roztoku byla mensi
nebo rovna Spg/ml.

Dale byla pfipravena reakce k vlastni reversni transkripci pomoci komeréniho kitu
SuperScript II (Invitrogen™): Do ¢isté mikrozkumavky bylo napipetovano 7ulDEPC vody,
4ul 200uM dNTP mix, 1ul 20uM Primer poly dT a lpl roztoku vyizolované RNA o
koncentraci asi Sug/ml. Vzorek byl promichan a inkubovan S5min v 65°C (zde dochazi
k denaturaci RNA), poté rychle zchlazen na ledu. Ke vzorku bylo pfidano 4pl First Strand
Buffer 5x (250mM Tris-HCI, pH 8.3; 375mM KCI; 15mM MgCL,) a 2ul 0,1M DTT
(dithiothreitol); nasledovala inkubace 2min ve 42°C. Poté byl pifidan 1ul reversni
transkriptazy RT Superskript II a vzorek byl inkubovan 50min ve 42°C. Reakce byla

zastavena inkubaci vzorku 15min v 70°C (doslo k nevratné denaturaci transkriptazy).



3.4. Priprava polymerazové retézové reakce (PCR)

PCR slouzi k amfiplikaci urcitych kratkych useki DNA ohrani€enych specifickymi
primery. Byly pouzity specifické primery pro sledované geny (per, cryp2) u P. apterus
navrzené Skolitelem. Tyto byly objedndny u firmy Generi Biotech s.r.o. Popis pouZzitych
primert je uveden v Tabulkdch ¢.1 a ¢.2, lokalizace primeri na genech s vyznacenim
amfiplikovanych usekli znazornuji Obr.C.1 a Obr.C.2; pouzit¢ kombinace primerd jsou
uvedeny v Tabulce ¢.3. Kombinace primert forward a reverse byly voleny tak, aby délka
amfiplikovanych tUsekli byla asi do 2000bp (tyto délky poskytuji lepsi vysledky pfi

sekvenacni reakci) a tyto useky ,,skladaly dohromady* co nejvétsi ¢ast sledovaného genu.

Tabulka ¢.1: Prehled primerii pouZitych pro amfiplikaci useki genu period

Nazev primeru Sekvence primeru

P.a. Per F12 5°- GAA AAC TCA GGT GAA AAT ACA ATC C -3¢
P.a. Per F16 5°- AAT AAG AAA GTA AAA GAA CAGTTCTTA G -3¢
P.a. Per F20 5‘- GAC AAA AGT CTG GGA TTC TGG G -3°

P.a. Per F21 5¢-TTC GTC GTT CTT GAG GTC TCG -3¢

P.a. Per FN2 5°- GGG CTG GTA GAT CACTTT TAG AC -3¢

P.a. Per R8 5- TCT GTT ACC TCA TCT GAT GCA GTA G -3°
P.a. Per R10 5¢- TGT AAC TGT TCA TTA GAC TTG ATT -3¢
P.a. Per R15 5¢-ACATTT GTG AGA GCT GCT CCG -3¢

P.a. Per R4S 5°- AAG TTG TTC AGT AAG AGC AGT AG -3¢
P.a. Per R14Stop | 5- CTC TCT TTC TTG ATT ACT TAG -3¢

Pozn.: Zkratka P.a. v ndzvech primeri je vztazena k latinskému nazvu pokusného organismu.



Obr. ¢&.1: Lokalizace primert forward a reverse na genu period s vyznaCenymi

amfiplikovanymi useky
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Popis: M¢éritko je uvedeno v jednotkdch kb; amfiplikované useky jsou

vyznaceny cerven¢ a zelené.

Tabulka ¢.2: Pirehled primert pouzitych pro amfiplikaci useki genu cryptochrome 2

Nazev primeru | Sekvence primeru

P.a. Cry F1 5‘- GCG GTC GCC TGT TTT TTG ACT CG -3°

P.a. Cry F6 5- TTG AAG AAG ACC CAG AACCATTT -3¢

P.a. Cry R6 5¢- CAA ATA CAT TTC GTA AAA ATA AAA TTA G -3¢

Pozn.: Primer P.a. Cry F1 byl pouZit pouze pfi sekvenaéni reakci (viz déle)
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Obr. ¢.2: Lokalizace primeri forward a reverse na genu cryptochrome 2

—_
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&

Popis: Méfitko je uvedeno v jednotkdch kb; amfiplikovany usek genu je vyznacen

plnou ¢arou, primer P.a. Cry F1 byl pouzit pouze pfi sekvenéni reakci.

Tabulka ¢.3: Pfehled kombinaci primeri pouZzitych pro amfiplikaci useki DNA

Forward | P.a. Per | P.a.Pe | P.aPe |P.aPe |P.aPe |P.a.Cry
primer F12 rF16 rF20 |rF21 rFN2 | Fé6
Reverse | P.a.Per P.a.Pe | P.a.Pe | P.a.Per | P.a.Pe | P.a.Per
primer | RI5 r r RS rR15 | Cry R6
R10 RS
P.a.Per P.aPe | P.a.Pe | P.a.Pe
R14Stop rR4S | rRI10 | rR4S

Byly pfipravovany PCR reakce o celkovém objemu 50ul na jednu reakei:

36,8ul MILLI Q vody

Sul 10x ExTaq Buffer 1x

4ul 200uM dNTP mix (2,5mM each)
0,2ul polymeraza Ex Taq HS

1l forward primeru

I ul reverse primeru

2ul templatu cDNA z jedné linie P. apterus

11



Ke kazdé reakci byla pfipravovana také negativni kontrola o celkovém objemu 10pl:

7,75ul MILLI Q vody

1ul 10x ExTaq Buffer 1x

0,8ul 200uM dNTP mix (2,5mM each)
0,05ul polymerdza Ex Taq HS

0,2ul forward primeru

0,2ul reverse primeru

Pozn.: Polymeraza ExTaq HS, 10x buffer (20 mM Tris-HCl (pH8.0), 100 mM KCI, 0.1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 0.5% Tween 20, 0.5% Nonidet P-40, 50% Glycerol), dNTP mix (Takara
Bio, Inc.)

K ptipravé PCR reakci byl vyuZivan také komeréné dostupny PPP Master Mix (2x conc.;
150mM Tris-HCI, pH 8,8, 40mM (NH4),SO4, 0,02% Tween 20, SmM MgCl,, 400uM dATP,
400uM dCTP, 400uM dGTP, 400uM dTTP, 100U/ml Taq-Purple DNA polymerazy,
stabilizatory, aditiva; Top-Bio, s.r.0.) a PCR H,O (Top-Bio, s.r.0).

Byly ptipravovany amfiplika¢ni reakce o celkovém objemu 50ul (+ negativni kontroly po

10ul) néasledujicim zpisobem (mnozstvi na jednu reakci):

25ul PPP Master Mix

21ul PCR H,O

1ul 20uM forward primeru
1ul 20uM reverse primeru
2ul cDNA

3.5. Vlastni PCR reakce
Vlastni pribéh PCR reakce byl proveden v 0,2ml PCR mikrozkumavkach v XP Cycleru

(Bioer) nastaveném na nasledujici program:
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http://www.top-bio.cz/prod.asp?p=25

Denaturace. ......oooveeeee 94°C............. 3min

Denaturace..........cooeviiiiiiiiiiiiiiii 94°C............. 30s

Nasedani primerti.......ccocoevveeeineiiniinnn.. 50-55°C............. 35s } .......... cyklus 35x
Syntéza nového fetézce DNA..................... 72°C..iieinnn.. 2min

Dokonceni neuplnych produkti................... 72°C.cciiiiinn.. 8min

3.6. Gelova elektroforéza

K vyhodnocovani PCR amfiplikace byla pouzivana horizontilni gelova elektroforéza.
Gely byly pfipravovany o koncentraci 1 — 1,5% agarozy v pufru 1x TAE (40mM Tris-acetate,
ImM EDTA). Gel byl pied utuhnutim obarven barvivem Gel Red 10 000x (Biotium, Inc.).
Oproti komer¢né uvedenému doporuceni bylo uréeno jako dostacujici fedit barvivo 20 000x
(stni sdélent Skolitele).

Na gel bylo nanaSeno 5ul od kazdého vzorku a Sul markeru 1Kb Plus DNA Ladder, podle
kterého byly odecitany velikosti namnozenych tusekii ¢cDNA. Gel byl vyhodnocen a

vyfotografovan pomoci transiluminatoru (UVP, Inc.) a softwaru Grablt (UVP, Inc.).

3.7. 1zolace cDNA

V piipad¢, Ze primery specificky nasedaly pouze na ur¢ena mista na cDNA a byl tak
namnozen jen jeden jeji usek, byl produkt ¢istén od soli a primert piimo ze zbylé¢ PCR smési
o objemu 45ul. Pokud bylo namnozenych usekii vice, byla provedena elektroforéza se
zbyvajicim objemem reakce 45ul, vyfiznut odpovidajici produkt a DNA izolovana z gelu.
V obou piipadech byly izolace a c¢isténi produktu provadény pomoci komercniho kitu

MiniElute (Qiagen®) nebo Qiaex II (Qiagen®); postup dle navodu vyrobce kitu.

Pozn.: Pii pouziti obou kith byl pro ziskani vétSiho objemu roztoku DNA v zavérecném

kroku pouzit EB pufr o objemu 15ul oproti uvedenému doporuceni.
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3.8. Méreni koncentrace CiSténych produktii polymerazové retézové reakce
Koncentrace vyizolované cDNA byla méfena pomoci kitu Quant It dSDNA BR Assay Kit
(Invitrogen™): na kazdy vzorek DNA byl pfipraven roztok o 199ul dsDNA BR Buffer, 1ul
dsDNA BR Reagent 200x a 1pl méteného vzorku; tento byl ponechan 2min ve tmé, poté byla
zmeétena koncentrace cDNA pomoci Quibit Fluorometr (Invitrogen™) .
Koncentrace cDNA ve vzorku byla také méfena pomoci pfistroje NanoDrop 1000
Spectrophotometr (Thermo Fisher Scientific, Inc.): na ¢idlo piistroje byl nandsen 1ul

méfené¢ho vzorku a pomoci softwaru NanoDrop byla zjiSténa koncentrace cDNA.

3.9. Sekvenacni reakce

Vzorky vyizolované cDNA byly posilany do Koreje firmé Macrogen, Inc. k sekvenaci.
Podle pozadavkl laboratofe byl k sekvenacni reakci pifipravovany vzorky cDNA o objemu
20ul a koncentraci 20-50ng/ul (bylo uvedeno, Ze pro optimdlni vysledky sekvenace by
koncentrace cDNA v zaslanych vzorkdch méla dosahovat 50ng/ul, ale koncentrace 20ng/ul
byla pro sekvenacni reakci dostacujici).

Spole¢né se vzorky bylo zasilano 5pul 10pM primert forward a reverse odpovidajici

sekvenovanym usekim. Vysledky sekvenaci byly stazeny z dna.macrogen.com.

3.10. Vyhodnoceni

Ovéfeni a vyhodnoceni osekvenovanych tseki bylo provedeno pomoci programti SeqMan
(Lasergene, DNASTAR, Inc.) a Blastx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pomoci
téchto programi byly porovnany baze DNA urcenych gent a jejich piepis do proteinil vSech

tif linii.

3.11. Klonovani bakterii

Jako dal8i metoda k ptipravé sekvenace bylo provedeno klonovani bakterii:

1. den — Ligace

Byly pouzity 2ul vektoru — plazmid BlueScribe KS - (vytvofen Skolitelem; mapa
plazmidu viz Obr. €.3), 1ul T4 DNA ligazy (Roche, Ltd.), 1ul T4 DNA ligacniho pufru
(Roche, Ltd.) a 6ul PCR produktu. Reagencie byly smichany v mikrozkumavce a ponechany

pfes noc v termosce na ledu.
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Obr. ¢.3: Mapa plazmidu BlueScribe KS —
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M13_pUC (82
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2. den — Transformace

Do 100l roztoku kompetentnich bun¢k Escherichia Coli XL-1 v 1,5ml mikrozkumavce
bylo pfidano 5ul liga¢ni smési z predeslého dne a ponechano inkubovat na ledu 20min. Byl
proveden heat-shock (42°C, 45s) a inkubace na ledu Imin. Déle bylo pfiddno 250ul SOC
media (20g tryptone, 5g yeast extract, 0,5g NaCl, 20mM glucose per liter) a ponechédno tfepat
pti 37°C 60min.

Na predehraté petriho misky s LB mediem (10g bacto-tryptone, 5g bacto-yeast extract,
10g NaCl, 11 ddH,0) a ampicilinem bylo sterilné naneseno 50ul X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B3-D-galactoside) a po zaschnuti 50ul transformované smési kompetentnich bunék

(kazdy vzorek byl rozetfen na 2 misky). Misky byly na noc umistény do 37°C.

3. den — Prektizkovani kolonii
Z kazdé misky bylo podle modro-bil¢ selekce vybrano nékolik bilych kolonii a Spickou
pipety byly pfeneseny na novou petriho misku s LB mediem; miska byla opét ponechéna

inkubovat ptes noc ve 37°C.
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4. den — Ovéfteni pfitomnosti inzertu v plazmidu

Byly pfipraveny PCR reakce o celkovém objemu 10ul na reakei:

5ul PPP Master Mix

4,5ul PCR HO

0,25ul 10uM forward primeru M13
0,25ul 10uM reverse primeru M13

Primery M13 forward a M13 reverse nasedaji specificky na ssDNA vldkno vektoru
nedaleko restrikéniho mista a umoZiuji tak amfiplikaci inzertu. Do kazdé reakéni smési bylo
Spickou pipety naneseno malé mnozstvi kompetentnich bun¢k z piekiizkovanych kolonii
z piedeslého dne (z kazdé misky bylo provedeno nékolik PCR reakci). Byla provedena PCR
amfiplikace a gelova elektroforéza (viz vyse); bylo vyhodnoceno, které kolonie obsahuji

vektor s vloZzenym inzertem.

Z kolonii obsahujicich inzert v plazmidu bylo provedeno nasazeni miniprepi:
Do 10ml zkumavky s 3ml tekutého LB media s ampicilinem byl Spickou pipety vlozen

stér z pozitivni kolonie a takto ponechano tiepat pies noc 37°C.

5. den — Izolace plazmidi z miniprept

Izolace plazmidii z miniprept byla provedena pomoci komeréniho kitu High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche, Ltd.) podle pfiloZzeného navodu. Byla zmétfena koncentrace DNA
v roztoku (viz vyse) a piipravena sekvenacni reakce podle pozadavkl sekvenacni laboratoie —
v ptipad¢ sekvenace plazmidi 50ul vzorku DNA o koncentraci 50-100ng/pl (bylo uvedeno,
ze pro optimalni vysledky sekvenace by koncentrace cDNA v zaslanych vzorkdch méla
dosahovat 100ng/ul, ale koncentrace 50ng/ul byla pro sekvenacni reakci dostacujici); vzorky

byly odeslany do firmy Macrogen, Inc. k sekvenaci a vyhodnoceny (viz vyse).
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4. Vysledky

Byla vyizolovana RNA z n¢kolika jedinct z kazdé pokusné linie Pyrrhocoris apterus.
S témito vzorky RNA byla provedena reversni transkripce a PCR amfiplikac¢ni reakce s
pouzitim specifickych primerl pro geny period a cryptochrome 2. Obr. ¢.4 a .5 predstavuji
vzorové fotografie elektroforetickych gelti se specificky namnozenymi tseky DNA téchto
genl zviditelnénymi pomoci UV zafeni. Délky namnoZenych tsekl byly odecitdny pomoci

komeréniho markeru 1KB Plus (Invitrogen™; viz Obr. €.6).

Obr. ¢.4: Fotografie elektroforetického gelu se zviditelnénymi useky amfiplikované DNA

genu period

Popis: Do jamek byly nandseny PCR produkty - tuseky DNA genu period

amfiplikované pomoci forward a reverse primert - a negativni kontroly.
Zleva: Primer P.a. Per F20 + primer P.a. Per R8 + DNA linie 1
Primer P.a. Per F20 + primer P.a. Per R8
Primer P.a. Per F20 + primer P.a. Per R8 + DNA linie 2
Primer P.a. Per F20 + primer P.a. Per R8
Primer P.a. Per FN2 + primer P.a. Per R4S + DNA linie 1
Primer P.a. Per FN2 + primer P.a. Per R4S

Primer P.a. Per FN2 + primer P.a. Per R4S + DNA linie 2
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Primer P.a. Per FN2 + primer P.a. Per R4S

Marker 1KB Plus

Obr. ¢&.5: Fotografie elektroforetického gelu se zviditelnénymi useky namnoZené DNA

genu cryptochrome 2

R

I C

Popis: Do jamek byly nanaSeny PCR produkty - useky DNA genu cryptochrom 2

amfiplikované pomoci forward a reverse primera - a negativni kontroly.
Zleva: Primer P.a. Cry F6 + P.a. Cry R6 + DNA linie 3

Primer P.a. Cry F6 + P.a. Cry R6

Primer P.a. Cry F6 + P.a. Cry R6 + DNA linie 3

Primer P.a. Cry F6 + P.a. Cry R6

Primer P.a. Cry F6 + P.a. Cry R6 + DNA linie 3

Primer P.a. Cry F6 + P.a. Cry R6

Marker 1KB Plus

Pozn. k Obr. ¢.5: Takto byly amfiplikovany 2 nestejné dlouhé useky DNA (primery
specificky nasedaly na 2 mista DNA); podle markeru 1KB Plus
(viz Obr. €.6) byly odecteny velikosti téchto tseki, odpovidajici

usek byl izolovén z gelu a pouZit pro dalsi postup.
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Obr. ¢.6: Piedpis markeru 1KB Plus (Invitrogen™)

850

G50

DNA byla vyizolovana z gelu nebo PCR produktu a jeji vzorky o urcité koncentraci byly
zasilany k sekvenacni reakci. Pomoci programti SeqMan (Lasergene, DNASTAR, Inc.) a
Blastx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byly vyhodnoceny rozdily v sekvencich genii
per a cry2 mezi jednotlivymi liniemi; pomoci programu SeqMan byl také proveden piepis
¢teciho rdmce bazi do poradi aminokyselin kazdym genem kdédovanych a bylo vyhodnoceno,
které rozdilnosti bazi mezi jednotlivymi liniemi zplsobuji také odliSnost v urcité
aminokyselin¢ a které¢ nikoli. Obrazek ¢.7 zndzorfiuje vyskyt odlisSnych bazi v DNA
sekvencich genu per u jednotlivych linii P. apterus, obrazek ¢.8 poté vyskyt odlisSnych
aminokyselin kodovanych timto genem u jednotlivych linii. Obr. €.9 zndzorfuje odliSnosti
v potadi bazi v sekvencich genu cry2 mezi jednotlivych liniemi P. apterus; Obr. ¢.10

znézornuje vyskyt rozdilnych aminokyselin kddovanych genem cry2 u jednotlivych linii.
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Obr. ¢&.7: Znazornéni vyskytu rozdilnych bazi v genu per mezi tifemi pokusnymi
liniemi
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Popis: M¢titko je orientacni, je uvedeno v pofadi bazi genu; A- adenin, C-cytosin, G-

guanin, T-thymin.

Cervené jsou oznaceny singlenukleotidové polymorfismy, které pfi traslaci
genu zpusobuji zménu aminokyseliny za aminokyselinu jiného charakteru,
zelené jsou vyznacCeny polymorfismy zplsobujici zménu aminokyseliny za

aminokyselinu podobného charakteru (popis aminokyselin viz Pfiloha, Tabulka
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¢.1), Cerné poté mutace, které se neprojevi zménou aminokyseliny. Cervené je

oramovana inzerce dvou nukleotidovych tripleti v sekvenci linie ¢.3.

Obr. ¢.8: Znazornéni vyskytu rozdilnych aminokyselin kédovanych genem per mezi

tfemi pokusnymi liniemi
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Popis: M¢ritko je uvedeno v poradi aminokyselin kodovanych genem per;
zkratky aminokyselin jsou uvedeny v Ptiloze v Tabulce €. 1.

Cervené jsou oznaéeny zamény aminokyseliny za aminokyselinu jiného
charakteru, zelen¢ zamény aminokyseliny za aminokyselinu podobného
charakteru (popis aminokyselin viz Pfiloha, Tabulka ¢.1), cervené
oramovany jsou aminokyseliny vznikl¢é pfepisem inzerce dvou

tiinukleotidovych sekvenci u linie €.3.
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Obr. ¢.9: Znazornéni vyskytu rozdilnych bazi v genu cry2 mezi tfemi pokusnymi liniemi
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Popis: M¢ftitko je orientacni, je uvedeno v poradi bazi genu; A- adenin, C-cytosin,

G-guanin, T-thymin;

Cervené jsou oznadeny singlenukleotidové polymorfismy, které pii traslaci

genu zpiisobuji zménu aminokyseliny za aminokyselinu jiného charakteru,

zelené jsou vyznacleny polymorfismy zpusobujici zménu aminokyseliny za

aminokyselinu podobného charakteru (popis aminokyselin viz Pfiloha,

Tabulka €. 1), ¢erné poté mutace, které se neprojevi zménou aminokyseliny.

Obr. ¢.10: Znazornéni vyskytu rozdilnych aminokyselin kédovanych genem cry2 mezi

tfemi pokusnymi liniemi
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Popis: Méfitko je uvedeno v pofadi aminokyselin kddovanych genem cry2;
D-kyselina asparagova, G-glycin, H-histidin, I-isoleucin, P-prolin, V-valin;

Cervené jsou oznafeny zamény aminokyseliny za aminokyselinu jiného
charakteru, zelené¢ zaména aminokyseliny za aminokyselinu podobného

charakteru (popis aminokyselin viz Ptiloha, Tabulka ¢.1).

Pii ptipravé sekvenacni reakce pomoci klonovani bakterii bylo provadéno ovétovani
pritomnosti inzertu v bakteridlnim vektoru pomoci PCR reakce s pouzitim specifickych
primert M13 forward a M13 reverse; velikosti amfiplikovanych tseki byly odec¢itany pomoci

markeru 1KB Plus (viz Obr. ¢€.6). Toto ovéteni zndzoriiuje obrazek ¢.11.

Obr. ¢&.11: Fotografie elektroforetického gelu - ovéfeni pritomnosti inzertu

v bakterialnim vektoru
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Popis: Do prvnich ¢tyf jamek zleva byl nandSen vektorovy PCR produkt
obsahujici inzert vytvoteny amfiplikaci useku genu cryptochrome 2

pomoci primerd P.a. Cry F6 a P.a. Cry R6; do dalSich ¢tyf jamek byl
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nanesen vektorovy PCR produkt obsahujici inzert vznikly amfiplikaci
useku genu period pomoci primerti P.a. Per F21 a P.a. Per R10 - mezi
témito vorky byl nanesen marker 1KB Plus (viz Obr. ¢.6). Byly odecteny
velikosti namnoZenych tsekl a posouzeno, zda zaklonovani inzertu do

bakteridlniho vektoru probéhlo Gspésné.
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5. Diskuse

O cirkadidlnich a fotoperiodickych rytmech a o funkénim mechanismu téchto
endogennich hodin zivych organismi bylo publikovdno mnoho praci zamétenych na rostlinné
i zivo¢isné druhy. V poslednich letech se také stale Castéji objevuji studie zamétené na
moznou geografickou variabilitu zacCastnénych gend. V mé praci byly porovnany
nukleotidové sekvence gent ucastnicich se tohoto periodismu, gent period a cryptochrome 2
a sekvence aminokyselin proteind vzniklych translaci téchto gend u tfi linii druhu

Pyrrhocoris apterus odlisného geografického ptivodu.

U jednotlivych linii byly pozorovany predevsim singlenukleotidové mutace. Gen cry2 se
podle vysledki jevi jako méné senzitivni ke vzniku téchto mutaci, v jeho 1 400 bazi dlouhé
sekvenci bylo pozorovano pouze Sest singlenukleotidovych mutaci. Ve srovnani s genem cry2
vykazuje gen per mnohem cast€js$i vyskyt mutaci — ve srovnani tfi linii P. apterus se v
sekvencich genu per objevuje prumérné 12 singlenukleotidovych zamén na kazdych 1000
bazi; u linie ¢.3 (misto pivodu Izrael, Ma’agal Michael) byla ve srovnani s liniemi ¢.1 a ¢.2

rozpoznana dokonce inzerce dvou nukleotidovych tripleta (viz Vysledky, Obr. ¢.7).

Porovnani poctu rozdilnych nukleotidovych sekvenci genu per a genu cry2 mezi

jednotlivymi dvojicemi pokusnych linii je popséno v Tabulce ¢.4:

Tabulka ¢.4: Pocet rozdilnych bazi geni per a cry2 a aminokyselin PER a CRY2

proteinii mezi dvojicemi pokusnych linii

Srovnavané Celkovy Pocet rozdilnych bazi | Celkovy pocet | Pocet rozdilnych bazi
linie pocet zpusobujicich zménu rozdilnych zpusobujicich zménu
rozdilnych aminokyseliny bazi genu aminokyseliny
bazi genu per proteinu PER cry2 proteinu CRY
1x2 14 9 6 3
1x3 24 12 4 2
2x3 30 19 2 1

25




Ze vztahti uvedenych v Tabulce ¢.4 je zfejmé, ze podle mych vysledki se
nejmarkantnéj$i rozdily v sekvencich genu per vyskytuji mezi liniemi 2 a 3, které jsou si
mistem pivodu nejvice vzdaleny — pochazi z lokalit, jejichz zemépisna Sitka se li§i o 25°
severni Sitky. Mezi liniemi P. apterus, jejichz mista pivodu se geograficky li§i nejméné
(Chel¢ice x Tartu, 9°s.8.), bylo vsekvencich genu per pozorovano nejméné
singlenukleotidovych rozdil. Linie P. apterus pochazejici z Izraele vykazovala v sekvencich
tohoto genu nejvetsi diferenciaci v porovnani s ostatnimi dvémi pokusnymi liniemi, dokonce
se u ni vyskytla inzerce dvou nukleotidovych tripletd, Cili inzerce dvou aminokyselin do

proteinu PER.

Porovnanim sekvenci genu cry2 mezi dvojicemi pokusnych linii byl pozorovan opacny
trend vyskytu singlenukleotidovych mutaci (viz Tabulka ¢.4). Nejvice singlenukleotidovych
zameén u tohoto genu bylo zjiSténo mezi sekvencemi linii 1 a 2, a naopak, srovnanim sekvenci
tohoto genu mezi liniemi 2 a 3 byly odhaleny tyto zdmény pouze dv¢. Tento jev naznacuje, Ze
v piipad¢ singlenukleotidovych zdmén pozorovanych u tohoto genu u tfi pokusnych linii P.
apterus se nejedna o adaptaci na rozdilnou zemépisnou Sifku a tim také rozdilnou fotoperiodu

prostiedi, ale ze tyto mutace pravdépodobné vznikly v populacich ndhodné.

Porovnani sekvenci genu per jednotlivych dvojic linii P. apterus miiZe naznacovat, Ze
geograficky gradient mutaci tohoto genu by mohl byt soucasti adaptace organismu na
rozdilnou zemépisnou §ifku a fotoperiodu. Stejné tak ale mize jit o ndhodnou selekci urcitych
alel, ¢i ¢asové hromadéni mutaci u jednotlivych populaci vzhledem k jejich nezanedbatelnym
geografickym i ¢asovym vzdéalenostem. Pouzity pokusny vzorek je vSak ptili§ maly, nez aby
bylo mozno posuzovat obecné a jednoznaéné jakékoli jevy. K potvrzeni domnének by bylo
tteba uskutecnit nékolik genetickych kiiZzeni mezi pokusnymi liniemi a zjistit, zdali
pozorované mutace a zmény aminokyselin proteinti né¢jakym zplisobem segraguji s fenotypem
urcité linie. Pro dalsi pfipadné experimenty by také bylo vhodné ovéfit uvedené mutace, zdali
se nejednd o artefakt; k chybnému urceni pfitomné bdze mohlo dojit pfedevSim pfi

sekvenacnim éteni.

Nékteré z vysledovanych mutaci patii mezi tzv. mutace tiché — zména nukleotidu
v ur¢itém misté nezpisobi pii translaci tripletu zménu aminokyseliny; toto se d¢je predevsim
pii zaméné baze na treti pozici kddujiciho tripletu. Jindy mize byt aminokyselina vlivem
mutace nahrazena aminokyselinou podobnych vlastnosti (napt. zdménou druhé baze v kodonu

AAG pro zasadity lysin miZze vzniknout kddon AGG, ktery koduje rovnéz zasadity arginin).
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Pokud vSak dojde vlivem mutace k substituci zcela odliSné aminokyseliny, mize dojit
k Castené zméné prostorové konformace vysledného proteinu a tim 1 k modifikaci jeho
funkce. Pfi srovnavani genil per a cry2 v této praci byly pozorovany vSechny tyto typy mutaci

(viz Vysledky, odliSeno barevng).

Nékteré pozice nukleotidii v genech jsou charakteristické Castymi zaménami bazi béhem
evoluce gent, jiné jsou u piibuznych organismii konzervované. Srovnani nukleotidovych
sekvenci sledovanych gent P. apterus s odpovidajicimi sekvencemi piibuznych organismi
ukazalo, které z pozorovanych mutaci lze povazovat za originalni pro danou linii; uvedené
sekvence byly vloZeny z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Vétsina
singlenukleotidovych polymorfismi se u obou sledovanych genti vyskytovala v relativné
malo konzervovanych pozicich; vyskytlo se vSak i n€kolik origindlnich mutaci. U pokusné
linie P. apterus pochazejici z okoli obce ChelCice se v genu per nevyskytovala zadna
jedine¢na baze, u genu cry2 potom pouze v poloze 1011. Nejvice originalnich nukleotidd bylo
zaznamenano v sekvencich linie P. apterus pochazejici z Estonska — tfi jedinecné baze v genu
per a jedna v genu cry2 (viz Pfiloha, Obr. ¢.1, Obr. ¢.2). VSechny z téchto pozorovanych
jedinecnych zdmén pisobi pfi translaci gend substituci aminokyseliny v ur€eném mistg,
mohlo by se tedy jednat o mutace funkéné€ se projevujici v mechanismu cirkadialnich hodin a
fotoperiodismu. Podobné tvrzeni by se mohlo potvrdit ¢i vyvratit genetickym kiiZzenim
jedinct pochézejicich z jednotlivych linii, sledovanim jejich fenotypu za riznych fotoperiod a
jeho segregace s danym genotypem. U linie pochazejici z Izraele byl pozorovan vyskyt
unikatni mutace v podobé inzerce dvou nukleotidovych tripletd, ¢ili inzerce dvou
aminokyselin do pofadi bazi kddovaného proteinu. I tento jev by mohl v disledku pozménit

funkci tohoto proteinu.
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6. Zavér

U tifi linii Pyrrhocoris apterus pochazejicich z geograficky odlisnych lokalit byly
sledovany dva geny Ucastnici se mechanismu cirkadidlnich a fotoperiodickych rytml — gen
period a gen cryptochrome 2. U kazdé linie byla urcena sekvence nukleotidii téchto genti a
tyto sekvence byly pak mezi jednotlivymi liniemi porovnany. Byly pozorovany rozdily
v sekvencich uvedenych genli mezi pokusnymi liniemi, a to pfevazné singlenukleotidové
polymorfismy. Dale bylo zjisténo, Ze velkd cast sledovanych mutaci plisobi substituci

ptislusné aminokyseliny pfi translaci genu.
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histidi 0 kyselé¢ aminokyseliny (a jejich amidy-neutralni) stinované svétle,
1stidin cH-CH,- basické tmave.
ul
co http://rum.bf.jcu.cz/public/vlasak/molbiol/, mb1.zip, str.3
0
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7 -46b 189 - 1950 298 - 307b 331 - 540b

o0 Poapterus Linic 1 - chclsics ABATER WEEEAEEETE EACEEABART
Per P.apterus Linie 2 — Tartu Il
Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michael

Per Riptortus pedestris

Per Blattella germanica

Per Periplaneta americana

Per Drosophila melanogaster

608 -617b 8§94 - 903b 963 - 972b 1068 - 1077b
Per P.apterus Linie 1 - Chelcice IIIIIIIIIl II IIIIIIIII
Fer Fapterus Linie 2 - Tar EEREREAaa| AT EiACEERE=
Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michael IIIl II IIIIIIIII

Per Riptortus pedestris

Per Blattella germanica

Per Periplanseta americana

Per Drosophila melancgaster

1286 - 1295b 1378 - 1387b 1434 - 1443b 1450 - 1459b
Per P.apterus Linie 1 - Chelcice IIIIIIIIl IIIIIII
Per P.apterus Linie 2 - Tartu I I II
Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michasl

Per Riptortus pedestris

Per Blattella germanica

Per Periplaneta americana

Per Droscophila melancgaster

1581 - 1609b
FPer P.apterus Linie 1 - Chelcice III IIIIIIIIIII
Per P.apterus Linie Z - Tartu E IIIIIIIII
Fer P.apterus Linie 3 - Maagal Michael III IIIIIIIIII
Per Riptortus pedestris III IIIIIIIII
Fer Blattella germanica IIIIII
Per Periplaneta americana IIIIII
FPer Droscphila melanocgaster III IIIIIIII
Per P.apterus Linie 1 - Chelcice
Per P.apterus Linie 2 - Tartu
FPer P.apterus Linie 3 - Maagal Michael

Per Riptortus pedestris

Fer Blattella germanica

Per Periplaneta americana

cHE~E~Ec~ BT
Fer Drosephila melznogzsiter NEAEERN=ANeEEREERA= 2 NNEHN=2 DENEENEE




1765 - 1790b 1883 - 1892b

Per P.apterus Linie 1 - Chelcice
FPer P.apterus Linie 2 - Tartu
Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michael

Per Riptortus pedestris

Per Blattella germanica

Per Periplaneta americana

Per Droscphila melancgaster

1931 - 19441 2204 - 2213b 2226 - 2240b

Per P.apterus Linie 1 - Chelcice III III IIIIIIIIIl II

Per P.apterus Linie 2 - Tartu

Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michael

Per Riptortus pedestris

Per Blattella germanica

Per Periplaneta americana

‘ HEEERAR2ARANI
zor Deoscphila melenogesier IEEE2ENNNENEN EEEAATNNER NANEAREERARENEE

273 - 2286b 2472 - 2481b 2583 - 1593b 2611 - 1620b

2

Per P.apterus Linie 1 - Chelcice

Per P.apterus Linie 2 - Tartu

Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michael IIIIIIIIIIIII

Per Riptortus pedestris  BEAEE----------

Per Blattela germanica = [DEEE--——-- -~

Per Periplyneta americana =0 0[B---—-—---"——"""= | —————————

Per Drosopiila melanogaster —  CABE------——--- IIIIIIIIIII IIIIIIIII

2635 - 2644b

Per P.apterus Linie 1 - Chelcice IIIIIIIIIl
Per P.apterus Linie 2Z - Tartu IIIIIIIIIl
Per P.apterus Linie 3 - Maagal Michael IIIIIIIIIl
Per Riptortus pedestris IIIIIIIIIl
Per Blattella germanica IIIIIIIIIl

Per Periplaneta americana |- ————————

Per Droscophila melancgaster IIIIIIIIIIl

Popis: Cernou Sipkou jsou vyznateny vyskyty diskutovanych polymorfismi
v nekonzervované poloze u pokusnych linii P. apterus; zelené jsou vyznaceny
polymorfismy vyskytujici se v poloze, kterd nejevi u srovnavanych organismi
evolu¢ni konzervovanost, avSak dand polymorfni baze u nckteré linie P. apterus je

v tomto srovnani originalni; Cervené jsou oznaceny mutace, které se vzhledem ke



konzervovanosti baze v dané poloze jevi jako originalni pro urcitou linii. Cervenou

linkou je vyznacena pozice inzerce dvou nukleotidovych tripletii u linie 3.

Obr. ¢.2: Srovnani diskutovanych mutaci genu cryptochrome 2 ze tfi pokusnych linii P.

apterus s odpovidajicimi sekvencemi pfibuznych organismu

467 - 479 538 - 547b 996 - 1015b

cryZ2 P.apterus Linie 1 - Chelcice

cryZz P.apterus Linie 2 - Tartu

cry2 P.apterus Linie 3 - Maagal Michael

cryZ2 Riptortus pedestris

cry2z Danaus plexippus

Popis: Cernou Sipkou jsou vyznaCeny vyskyty diskutovanych polymorfismu
v nekonzervované poloze u pokusnych linii P. apterus; Cervené jsou oznaceny
mutace, které se vzhledem ke konzervovanosti baze v dané poloze jevi jako origindlni

pro urcitou linii.



