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Abstrakt

Hmyz a ostatni druhy Ziwecha vyvinuly fadu mechanisi které jim umo#uji
vyrovnat se s biotickymi i abiotickymi vlivy #giho prostedi. RestoZe kazdy organismus
tyto mechanismy vyuZziva jingym #gpobem, u vSech Zi¢echu vznikaji za stejnym delem.
Zivé organismy jsodasto schopnyigdpovidat zrény okolniho prosedi a pizpisobu;ji se
jim prostednictvim zmén v chovani a fyziologii.

Tyto mechanismy vyuzivané k vyigalani se s dennimi a sezénnimi vykyvy peditzaujaly
fyziology a wdce zabyvajici se chovanim Zéichi jiz béhem druhé poloviny 20. stoleti, kdy
bylo objasgno mnozZstvi aiznorodost fenoméntykajici se adaptace hmyzu zejména na
denni (cirkadianni) cykly. &€ci tak poukazali na to, Ze studiuschito proces by mohlo

vést k zakladnimu porozumi mnohym oblastem hmyzi fyziologie, ekologie acm.

V poslednich desetiletich byly odhalenycklé hodinové geny a molekularni
mechanismy fungovani cirkadiannich ryim modelovych organisim Zakladni a
specializované bukiné funkce jsou regulovany preéstnictvim rozmanitychgi na
molekul&rni Grovni. Transkripty a proteinové protukodinovych gea tvoii pozitivni a
negativni zptnovazebné sniky, které jsou podstatou rytmicity. Siiky tvorené naidiznych
arovnich spolu s dalSimi komponenty vyivstrukturu, ktera je schopna interagovat
s ostatnimi regulatorgt¢hto drah.

Zatimco podstata fungovani cirkadiannich nyfmjiz znama a prostudovana na molekularni
a burge¢né arovni, o fotoperiodickych (sezdénich) hodinasto&cha toho vime podstan

mere. Je to zejmeéna proto, Ze obvyklé modeloveé organouzivané v molekularni biologii
a genetice (mys, datko, octomilka) nevykazujitpatelny fotoperiodicky fenotyp. Nasim
zanerem je tedy pouZzit ruémici pospolnou Ryrrhocoris apterus), ktera vykazuje solidni
fotoperiodicky fenotyp a na ni aplikovat molekulénmetody.

Tato prace popisuje, jakymagobem pouzit metody reverzni genetiky ke studiu

fotoperiodickych hodin a navrhuje konktétni expesity k testovani funkce vybranych gen



Abstract

The insect and other species of animals and pthevsloped a lot of different
mechanisms how face up to the conditions of envnemt.

The animals use these mechanisms in different vilgheir origin is for the same effect.
Due to these abilities they are able to prediciedachanges of environment and that’s why
they can cope with their behavior and physiologthwarious changes in the different part of
world. These ways of behavior were studied in #med half of 20th century when the
scientists cleared up lots of phenomenons of atlaptaf insect to daily (circadian) cycles.

Nowadays there were expained the mechanisms afdbk genes and molecular
pathways of circadian rhythms of the model orgasisBasic and specialized cell functions
are regulated by the processes at the moleculak. [Elie transcripts and protein products of
clock genes create positive and negative feedbadksh are the principle of rhythmicity.
Loops with other components compose the structudatacan interact with other regulators
of these pathways.

While the molecular basis of circadian clocks igdenstood with great detail, only a
little is known about molecular mechanisms underipig photoperiodic (seasonal) clocks in
animals. The main reason for this gap is the atesefsuitable photoperiodic phenotype in
the usual genetic model organisrsdsophila, mouseC. elegans). Therefore we selected
organism with robust photoperiodic phenotype, theédn bugPyrrhocoris apterus. We
propose to introduce molecular genetic technigotsthis organism to elucidate basic
principles underpinning photoperiodic clock. Thigdy discus advantages of available
reverse genetic techniques and propose speciferexents to test the role of candidate

genes in photoperiodic clock.
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1. Uvod

1.1 Dasledky zemskeé rotace

Od té doby, co se na nasi planebjevil Zivot, je ovliviovan dennimi a
sezonnimi vlivy, tedy rotaci Zehkolem své osy a kolem Slunce.

Obecr plati, Ze délka dne seémi bcthem roku v zavislosti na zepisné Sice. Tato
zmena je gicinou naklorni zemské osy, strem k rovirg ekliptiky, tedy draze po niz
Zenx obiha kolem Slunce a ktera protina nebeskou $&taphenson, 1997).

Vzhledem k naklonu zemské osy od rovinglob Zen€ okolo Slunce
rozliSujeme v pibéhu roku na Zemétyti zlomové okamziky, jakymi jsou letni a zimni
slunovrat a jarni a podzimni rovnodennost, ktéetlpnamenavaji nastup dalSiho
ro¢niho obdobi.

V okamziku letniho slunovratu (20.-2&rvna) je severni pol naklém snerem
ke Slunci a slunai paprsky dopadaji kolmo na obratnik Raka. DamejeelSi na sever
od severniho polarniho kruhu, kde slunébac nezapada. Od severniho polarniho
kruhu sn¢rem na jih se den postupmkracuje pes rovnik, kde je trva 12 hodin, az po
jizni polarni kruh, kde nastavéa polarni noc.

V zimnim slunovratu (20.-22. prosince) nastaneinpaituace.Od jizniho poélu
po jizni polarni kruh sluréai svit neustava, dale $nem na sever se den zkracuje az po
polarni kruh.

V dobke rovnodennosti (22.-23. #& podzimni, 19.-21.#8zna - jarni), sluriai
paprsky dopadaji kolmo na rovnik a délka dne jelgdua Zemi fiblizné 12 hodin.

Kromé pronenlivé délky dne mizeme v piibéhu roku pozorovat také zmu
teploty, ta je dana intenzitou slumého zdeni, kterd zavisi na ahlu dopadajicich
paprski na zemsky povrctDopadaji-li paprsky kolmo, je intenzita sléného zdeni
nejwtsi, dopadaji -li Sikmo, intenzita se sniZzuje. Bdwyplyva, ze v letnim slunovratu
je nejtepleji v oblastech leZicich na obratniku &abdoba je tomu v zimnim
slunovratu, kdy je nejtepleji na obratniku KozoroBa rovnodennosti je nejteplejsi
oblasti rovnikBarry, Chorley, 2004).
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Obr. 1: Délka dne v zavislosti na zerpisné Sice.

(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Hours_of daylights_latitude_vs_day_ of year.png)

V disledku znén v délce trvani dne, noci &istani r@énich obdobi, musi
piedevsim suchozemsti zitiohové mnohdyelit prudkym znénam teploty, vihkosti a
dalSim nefiznivym vlivam vrejSiho prostedi. Proto se u nich vyvinuly mechanismy,
které jim napomahaji vyrovnat sesgiito jevy. Nekteré z nich jsouiffmou odpo¥di na
zmeny v jejich okoli, jiné, a to mnohettastjSi jsou Zejmym projevem endogenni
(vrozene) periodicity.

Prirozené rytmy vyskytujici se u vSech skupin Ziebi v zavislosti na véSim
prostedi zaujaly francouzského astronoma De Mairana Ji@. stoleti. Ten poprve
popsal pravidelny pohyb listoachem dne u rostliny citlivkyNlimosa) (Denlinger et al.,
2001). Hlavnim v§jSim signalem pro tuto pohybovou aktivitu je praafite stidani

dne a noci.

1.1.1 Cirkadianni, sezénni a lunarni rytmy

Zvlastni vyznam maji endogenni oscilace, kteréys@uly s periodou blizkou
24 hodinam, tedy cirkadianni rytmy, které byly pam@ny jak u ziveichu, tak i u
rostlin. Zda se, Ze zaklad hodin j@tpmen v kazdé hice a jejich chod je

synchronizovan centralnimi hodinami. O existendgiiviich hodin sedc¢i i fakt, Ze se



rytmicita zachovava po titou dobu i v pipac, Ze je dany ziv&ich umisén do
temnoty, gicemz délka jednotlivych period saiéte porkud zkracovat nebo
prodluzovat (Sehgal, 2004).

Cirkadianni rytmy jsouizeny zejména vnimanimd&ia, které je vSak oddeno
od bEZného zjsobu vigni. U hmyzu je sétlo pro nastaveni hodin vniméano
specifickymi na s#tlo reagujicimi neurony, které obsahujéttecivné pigmenty liSici
se od pigmeritretiny oka. Podstata fungovani hodin je uloZegamnomu jednotlivych
organisni, jedna se tedy o vydobytek evoluce. Oscilatomykiyto procesyidi pracuje
na principu zptné vazby. Hromadici se genovy produkt, inhibugestni transkripci,
ktera se znovu rozhne az poté, co koncentrace produktu poklesne pgtw mez
(Rosato, 2007).

Krome rytmu cirkadiannich existuji i rytmy s delSi periodoiyjmni jsou
nagiklad rytmy lunarni nebo sezénni.

Lunarni rytmy jsowtasto ovliviovany gilivem a odlivem, proto je Ize pozorovat
piedevsim u Ziveisnych druli vazanych na niskou vodu, naiklad u korys.
Sezonni rytmy, jak uz byleceno, souvisi s mnozstvim dopadajiciho energie na
zemsky povrch, které seémi spolu s porrnou délkou dne a noci simem od rovniku a
samozejmk i spolu se gtdanim r@nich obdobi. Na «ité rocni obdobi je naifklad
vazana pohlavni aktivita a &8im podrtem je pro ni zréna délky dne (Hodkova,
1976). Adaptaci na takto pravidélse n¢nici délku dne ghem roku vznika
fotoperiodismus. Fkladem miZze byt sezonni vyskyt dormantnich staddiapauznich
stadii v Zivotni cyklu nebo migrace matyhonarcti (Saumaret al., 2005).

Relativni délka dnéasto reguluje veSkery vyvoj Zivieghu i rostlin. Kromg
rozmnoZzovani jsou i dalSi aspekty fyziologie a ddvhmyzuizeny bilogickymi
hodinami, pai mezi r&: pohyb, @ijem potravy, kukleni, apod., jejichZ aktivita je
omezena narpsnowast roku, dnei noci (Saunders et al., 2002).

1.1.2 Fotoperiodismus

Fotoperiodismus tvd snesici jeui, jejichZ pomoci jsou organismy schopny
rozlisit dlouhé dny letnich #&siai od kratSich dn podzimugi zimy. Tim tedy ziskaji

informaci zprostedi ohleds toho, v jaké fazi roku se prawnachazeji.



Fotoperiodismus jakorfrodni fenomén byl poprvé popsan Garnerem a
Allardem roku 1920 (Garner, Allard, 1920), #tgjistili, Ze mnoho rostlin §etn
tabaku, séjifedkvicky, mrkve a dalSich fize kvést a rodit pouzeimlouhém dni. Jiz
tyto prvni wdecké vyzkumy dosiy k tomu, Ze sezénni aktivita’ @z hmyzu, ptak,
plazi nebo savt funguje podle stejného principu. U hmyzu je ne}iterejSim
projevem fotoperiodismu indukce a ukeni diapauzy (Saunders et al., 2002).
Fotoperiodismus jako prastdek adaptace na sezonni vlivy zavisi na jeji vaodn
vhodném n&asovani a ostatnich reakcich spojenych s vykygneim sezony. U vSech
jedinai nedochazi k rozhodnuti stéja obvykle jej zobrazujeme fotoperiodickou
kiivkou a podminky, kdy 50% jedifdiapauzuje ozriajeme jako kritickou
fotoperiodu, ktera je dena genetickyKriticka fotoperioda liSi v zavislosti na
zenepisné Sice, je tedy ovlivina dlouhodobym ifizpasobenim Zivéicha danému
prostedi. Je delSi v severskych oblastech (na sevelokqudi), kde je studefjsi klima

T

(Lummeet al., 1975; Lankinen & Forsman, 2006; Lankinen, 1986).

1.1.3 Dormance a diapauza

Ekologicky je mozné rozliSitittypy dormance: hibernaci a estivaé¢getim
zvlastnim typem je diapauza. Fyziologické mechawigjich fizeni jsou velmi
raznorodé.

Hibernace a estivace jsou stavy &weblmi podobné, kdy je Ziwich nucen
vzhledem k nefpznivému klimatickému obdobi v fisehu roku zredukovat sve
metabolické pochody na minimusnizit srdéni tep a&lesnou teplotu, aby @t
energii a byl schoperrgikat v tomto stavu néfznivé obdobi zimyi sucha(Wilz,
Heldmaier, 2000).

V tropickych oblastech je n@pn¢jSi obdobim pro hmyz obdobi désa stava se
dormantnim s nastupem obdobi sucha. V temperathielstech hmyz zahajuje své
neginnéjSi obdobi na jge a gechazi do dormantniho stadia v i nekterych
subtropickych oblastech, kde jsou léta horka a&achimy studené nebo chladné,
mohou nastat dvobdobi spojena s vegeétam klidem - v zimnich a letnichésicich
(Hodek & Kostal, 1997).

V piipadt dormance se Zae organismus zotavovat hned po o@dezn

negiznivych podminek a jeho metabolismus se zcelawdbiagiklad hmyz ve stavu
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strnulosti vlivem nizkych teplot pokfaje v ¢innosti, kdyZ teplota stoupne naditou
mez.

Diapauzaje dkdicné podmirgna dormance, ktera synchronizuje zZivotni cyklus
druhu s roni dobou. Jedna se o aktvimdukovany proces, ktefasto zahrnuje zémy
neurokrinni aktivity a patek diapauzy jéasto zgisoben progednictvim faktod
z vrejSiho prostedi, které signalizuji nastup riggmivych podminek. Mezi tyto faktory
pati nagiklad teplota, vihkosti zmena fotoperiody, ktera ma neij@zitejsi vliv.
(Jervis, 2005). Navic @ize byt diapauza mnohdy vyvolanaiegstihem, a to v déb
kdy jsou vi§jSi podminky je&t prijatelné, ale hrozi zhorSeni, které je Zivh schopen
predpowdét na zaklad zkracujiciho se dne. Pagrvyvolavajici diapauzu v tomto
piipadt casto msobi na #vejSi vyvojové stadium nez je to, ve kterém se palemi.
Tento mechanismus takiXe slouZzit k synchronizaci Zivotniho cyklu £mém obdobim
(Adkinsson, Roach, 1971). Diapauza v&abhrnuje zastaveni dalSiho vyvoje nebo
hmyzi prong¢nu, skladovani charakteristickych metahiolithemolymg, snizeni
metabolismu, rezistenci k vysychanigay také stavbu specializovanych zimavis
(Kostalet al., 2008). Jak je informace determinujici diapauzuganismu uchovana
vSak neni doposud znamo.

Hmyzi diapauza je klasifikovana nakolik typt. LiSi se podle toho, v jaké fazi
Zivotniho cyklu k ni dojde, dalSi kritériem je ritgbad to, jestli se jedna o obligatorni
nebo fakultativni diapauzu. Vstup do obligatorrdpdiuzy se &e bez ohledu na vlivy
vngjSiho prostedi. Do diapauzy fakultativni vstupuje jedinec fehdy, pokud to
podminky prosedi vyZaduji (Jervis, 2005). Klasifikaci typroved! Miller, ktery
rozliSuje ti zakladni typy, a to parapauzu, eudiapauzu a pigau (Mdller, 1970).

Parapauza je obligatorni diapauza pozorovana wgsireranich druli. Jeji
nastup je pro kazdy druh specificky a dochazéaum v konkrétnim vyvojovém stupni
larvalniho stadia hmyzu (instar). #&bek tohoto typu diapausy je geneticky
determinovan a ukazuje se, Ze je nezavisly na wiigjsiho prostedi.

Eudiapauza je obvykle indukovana fotoperiodickymsgbem a byva uk@ena
vyrazrejSi zmenou teploty, kterd je spojena s nastupem clégdro obdobi. Jedna se
tedy o vzajemné propojeni biologickych hodin a dgitkého kalendé.

Oligodiapauza ma rovi fakultativni povahu, ktera spioa ve fotoperiodické
citlivosti. (Saunders et al., 2002).

Prestoze jsme relati¢éndobre schopni pozorovat tyto procesy iianmym druzich

Zivocichu, jejich podstata na molekularni Urovni je stalgsea. Za telem



komplexniho pochopeni, jak fungovani ¥nith hodin, tak i fzpisobeni organistn
podminkédm vijSiho prostedi, je feba vyuzit roztiné metody molekularni biologie,

které by ndm pomohly rozgtidosavadnich znalosti &chto jevech.

1.2 Metody studia fotoperiodismu

Metody studia, které by &y prispét k pochopeni molekularnich mechanism
fidicich fotoperiodismus, Ize rodd do dvou kategorii. Jednak kéasickou genetiky,
pii které izolujeme jedince, ktery se liSi fenotypedhjinych jeding, pficemz geneticky
rozdil neni znam a ten pr&potebujeme nalézt. Vyhodou klasické genetiky je, Ze
umoziuje nalézt mutace prakticky na vSech moznych urtvrégulace (poskozeni
promotof, vytvoreni stop kodonu v genu, nebo naopak vzniku domiremimutaci).
O to pracsjSi je potom tyto mutace nalézt — zejména u nenoagfeh organism to
muze byt takka nemozné, nebo velmi komplikované.

Reverzni genetikanaopak postupuje ofraym snérem — nejprve zndme gen a u toho se
shazime zjistit jeho ulohu (Michels, 2002).
Existuje hned &olik moznosti, jak toho Ize docilit. Mezi nejzn&si metody

pati :

RNA interference

ZFNs (Zinc finger nucleases — zinkové prsty)
PiggyBac

Virus Sindbis

MetodaRNA interference je z €chto metod nejjednodussi. Pra&imi
metodami reverzni genetiky jsou postupy, kdyidmp vyrobi transgenni organismus.
Moznosti je celdada a stale se objevuji jejich modifikace.

Diive byla transformace omezena jen na druhiatvpro které byly k dispozici
vhodné transpozony umidjici vélenéni DNA do genomu. Ukazuje se ale, Ze existuji i

transpozoény schopné fungovat v SirSim spektrucEwngch druli. Mezi

nejuniverzal®jsi pati piggyBac



1.2.1 Metody reverzni genetiky

1.2.1.1 RNA interference

RNA interference je jednou z nejjednodusSich metvdrzni genetiky. Jedna se
0 vysoce konzervovany a evoig stary mechanizmus eukaryotickych organizm
jehoz funkci je ochrana eukaryotickych Bkiwvici cizorodym organizram, nag. proti
viram (Ratcliff et al., 1999).

Pomoci tohoto &inného a velmi specifického procesu jsme schopqilovat
transkripci a expresi géna to tim, Ze injikujeme do embrya v ranném stagioje
dvouvlaknovou RNA (dsRNA). Kratké fragmenty dsRNpravené do jedince aktivuji
specifickou RNazu lll.iidy zvanou Dicer, ktera je ro2gi jeSt na kratSi sekvence, tzv.
~small interfering“ RNA duplexy (siRNAs). Specifigin rysem siRNAs je
charakteristicky zfisob vytvdeni zlomi vyznaujici se svym pesahem dvou
nukleotidi na 3"- konci obotietzci a nefosforylovanou hydroxylovou skupinou. Tato
charakteristika maximalizuje specificitu pro zacilsiRNAs do mista dgeni.

U hmyzuci saval sSiRNA vytv&i ribonukleoproteinovy komplex zvany RISC (RNAI
silencing complex), ktery Zigobuje rozdleni kratké dvousroubovice siRNA na
jednotliva vlidkna a s jednim z nich se specifickydve na zaklahomologie na
cilovou mRNA. Aktivitu komplexu zajidije protein zvany Agronaut, jehoZ ulohou je
Sttpeni MRNA v mist, které je vybrano pomoci siRNA v jednovidknovénier
Vystépenacast je pak rozpoznana kignymi mechanismy a lilkou odbourana
(Schepers, 2005). Odbouranim sekvence tedy dajukekkivaci nami vybranych gén
jejichz &inky sledujeme.

Vyhodou této metody je, Ze vznikly segment siRNApaznavajici homologni
sekvenci mMRNA, je schopen se od ¥p&ni vybraného Useku ot a hledat dalSi

homologni sekvenci.
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1.2.1.2 ZFNs (zinc finger nucleases)

Zinkoveé prsty (ZF) jsou proteinové domény, které&gekytuji v mnoha
transkrignich faktorech jako jeden z moznych strukturnichiwicbilkovinného
charakteru zajidijiciho specifickou vazbu naditou sekvenci DNA. Transkrimi
faktor méni konformaci DNA a ovliviuje tak transkripci. V peptidickétetzci tohoto
transkrigniho faktoru jsou umishy v uritych vzdalenostech cysteinové a histidinové
molekuly, které reaguji s atomem zinku a tim dotkézstabilizaci celéhtetzce ve
tvaru zinkovych prst, na jejichZz konci se nachazeji aminokyselinovékypyeagujici
s DNA. ZF je moZno navzajem kombinovat a docikt$aokého nititka sekvenci, na
které se mohou vazat (Miller et al., 2007).



DNA vazajici doména tiena ZF spolu s doménou restnikho enzymu tvid
hybridniho proteinu ZFNs. Doména restnikho enzymu - Fok |, ma schopnost vyita
libovolné zlomy vietezci, pro jejiz funknost je vSak nutné, aby bylétomna ve form
dimeru (Doyon et at., 2008). DNA vazajici domérmazl k vylEru mista, kde pozgi
dojde k segthu. Odstizeny kus je pak hikou rozpoznan a nasleglje zajiS€na jeho
degradace pragdnictvim busé¢nych mechanisiha gislusny gen je timto ¥pzen
z ¢innosti. Buika je schopna chyifici ¢ast v DNA sama zacelit prgstinictvim svych
opravnych mechanisimV jinych pokusech &dci zacilili ZFNs na vybrany gen a
zarovei vpravili do burk jinou variantu vysiZzeného genu. Biky si pak vystizené
misto DNA opravily nabidnutym kusem DNA. Tim bybuikach vynénén prislusny
gen (Carroll et al., 2006).

Dnes je zajem soustkEn hlavre na cileg vytvarené mutaceijysobenim ZFNgi

vymeénu konkrétnich geh a to jak u modelovych organisitak dokonce i @loveka.

1.2.1.3 PiggyBac

Transponovatelny element PiggyBac byl poprvé éstdvan jako vektor pro
pienos get u druhuCeratitis capitata (Handler et al., 1998).

Jedné se o kratky element s terminalnimi invertgramepeticemi (TIRs) na
svych koncich, ty hraji rozhodujici Glohu prdilpth transpozice. Transpozice probih&
vyhradre do cilovych mist se sekvenci -TTAA- konzervativiiitachanismem, ktery je
znam u transpozanll. téidy (Handler, 2001). Enzym transponaza $eqgjuje k olgma
konaim transpozonu twenych TIRs a k sekvenci DNA cilového mista, kdehdac ke
Sttpeni. V mist naSépeni je transpozdn integrovan do genomu (obr.4).

Pro transpozici jsou uzivany dva plazmidy. Dongrditery nese mezi TIRs
piislusny transgen spolu s markerem a pomocny plagloiici pro penos segmentu
kodujiciho enzym transponézu (obr.3). Pomocny plds@ vSak netransponuje, n€bo
TIRs jsou u &) zamerné poSkozeny nebo zcela chybi.

Oba plazmidy jsou injikovany do rannych embryi algfs jejich vyvojem se zae
exprimovat transponaza, ktera zptedkuje transpozici transgenu do chromozomu
(Wimmer, 2003). Pomocny plasmid se piaolika buréénych dlenich vytrati a byl-li
donorovy plasmid zgenén do chromozému bwk zarodéné linie, tak gkteri

z potomki takto injikovaného jedince budou nést tento trans@la zaklaglvhodného



markeru (fluorescemi protein) (Sarkar et al., 2006), jsou tito jedinalezeni a pouZiti
pro ustanoveni transgennich linii. Je-li moZznéedislvybrat homozygotni jedince,

muze byt linie udrzovana jako stabilni, jinak must pftomnost transgenu
kontrolovana pravidetn

Marker Transgen

Transponaza

Donaorovy

| y Fomocny
plazmi

TIR TR [ ] plazmid [] TIR

Obr. 3: Donorovy a pomocny plazmid

Donor DNA Transposon DNA Donor DNA

C D

&b l Transposase binding

———
o l Cleavage

Q

Target DNA

Target capture

@Q:

lntegrat|on

Obr. 4: Integrace transpozonu do genomu
(http://74.125.77.132/search?g=cache:nq5Id0VH4R&sEkver.natur.cuni.cz/studium/pr
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ednasky/molgen/transpozony.ppt+transpozice+molilreementu+ll.tridy&cd=2&hl
=cs&ct=clnk&gl=cz, 20.4.2010)

1.2.1.4 Sindbis virus

VyuZziti viru Sindbis z rodAlphavirus, Togaviridae je dalSi moZnosti, jak
vytvéret transgenni organismy. Jedna se o jednovlakndig @sRNA) virus, ktery se
ukazal jako ginny modifikator koméch burgk prirozerg se genasejici mezi
komarovitymi, jejichz hostitelem jsou obratlovci.

Sindbis virus se je replikovatelny v mnoli@amych hmyzich tk&nich a tato
charakteristika hgini vyuzitelnym nastrojem v biologii hmyzu jako gtmsducing
agent”, ktery je vSak omezen velikosti inkorporaéam transgenu.

DNA klony téchtoalphavirz mohou byt vytvéeny z virové RNA metodou RT-
PCR (Reverse-trascriptase polymerase chain rejckitmma slouzi k vytvieni mnoha
kopii DNA sekvence z RNA. VI&kno RNA je nejprviepisovano reverzni
transkriptazou do sekvence cDNA (complementary DNwpadré muze byt
namnozeno pomoci PCR (polymerase chain reactiddi Klony slouzi k snazsi
manipulaci, Ize v nich indukovat zmy v podok preuspdadavani genovych sekvenci,
vkladani novych segmenhebo vyazovani vybranych gére funkce (Foy, 2004).

DalSi moznosti jak vyuZzit virovou ssRNA je fakt, jeschopnéa hybridizovat,
stait se na zaklatl komplementarity bazi a vytyib tak dvojvlakno (funkni dsRNA),
které je schopné indukovat RNA interferenci (Stawgcet al., 2005).

Vyhodou tohoto virového vektoru je moznost vyudiSiirokého spektra
hostiteli a snadny zjsob zavedeni do organismu, a to idj@knebo progednictvim
potravy (Handler, A.A.James, 2000). Naopak nevyhodaSindbis spéiva v tom, Ze
muze zpisobit abnormalni zemy i v savim genomu, tedy i dlovéka. Vzhledem

k tomuto riziku, mu nebudermovana pozornost v nasledujici kapitole.
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2. Cil projektu:

Cilem projektu je otestovat pouzitelnost metodréimde byly navrzeny a
pokusit se tak ziskat vice informaci o fotoperi&glah jevech rurénice pospolné
(Pyrrhocoris apterus).

Zakladem je nejprve zjistit a propracovat jaké kethki vyhody by ufité
metodické postupyimasely pro studovanou tématiku &ititasovou narénost a
proveditelnost vybranych metod. A aZ poté budesmiys| gistoupit k viastnimu

experimentu.

3. Navrh experimentu

Metody uvedené v této praci funguji ékiterych organismin s pongrné velkou
(¢innosti, zatimco u jinych modelovych organisja UsgSnost mnohem nizsi. Proto se
nejprve zamsfime na otestovani toho, jak delfunguji u rumnice pospolné.

V naSem konkrétniifpadt se snazime nahradit, vypna@uindukovat mutace v
hodinovych genech ovliwjicich cirkadianni rytmy modelovych organigigako jeD.
melanogaster. Nasledr pak sledujeme, jestli indukovana &ma v genomu nami
studovaného jedince se projevi na jeho chovany, festli ma gjaky vliv na
fotoperiodické jevy. Pokud ano,iireme se domnivat, Ze mezi fotoperiodickymi a
cirkadiannimi cykly existuje @ita analogie.

Zakladem takového pokusu je efektivniigpb sledovani fotoperiodickych
hodin. Moje gedtkzné vysledky (obr.3) ukazuji fotoperiodickotivku rumgnic
vystavenych postugrse prodluzujicimu dni. Tento postup jednak ufiupZ stanovit u
jednotlivych jedind daného druhu reakci na délku dne a navic Ize efiektivre

sledovat velké mnozstvi jedifc
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Effect of Photoperiod on the
Diapause Termination in
Geographic strains of P, apterus
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Obr. 5: Fotoperiodicka odpowd riznych geografickych liniiP.apterus, predt®zné
vysledky (Bajgar, Peckova, DoleZel, nepublikovano).

Samice P. apterus byly chovany jednélie stejnych podminkach s posteépse
prodluZujici fotoperiodou. Na ose y je uvedergialiapausujicich samic (%). Na ose X
zobrazena postuprse prodluzujici fotoperioda (h). N&ilpZené mapce jsou vyobrazef

mista givodu P. apterus (oranZo¥ - Izrael, 6iZow - Recko, éerveré - Francie, zelena }

Chekice a s¥tle modra- Zaclé tmaw modra - Polsko).

Z grafu je patrna zavislost fotoperiodické odgdivha geografické poloze mist
pivodu jedince. Pr®.apterus z nejjizrejSiho mista (Izrael) je dostajici kratSi fotoperiodd
pro ukoréeni diapauzy, naopak nejseuvginzijici jedinci reaguji ukotenim diapauzy|
s nejdelsi fotoperiodou, jak byldgupokladano.

Rozdilna odposd’ na znénu fotoperiodyP.apterus, jejichz mistem fwvodu jeCR
nezmsobila znéna v zemipisné Sice, nebd ta neni velka, ale rozdilna nadiské vyska
obou lokalit. S¥tle modréa lokalita — Zackése nachazi v oblasti Krkonos¢ehoZ nizeme
usuzovat, Ze fotoperiodické jevy jsou vazany jakeagpisnou Siku, tak i na nadmiskou

vysku.

je
na
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Obr. 6: Porovnani délky dne \ prabéhu roku na danych lokalitach (DolezZel,
nepublikovano), na ose y je uvedena délka dne f),/mga x zobrazuje jednotlivéésice
v roce. Barva kvek odpovida barvvyznaenych lokalit na mapce wg@dchozim obrazku
(obr.3).

Ve vSech lokalitach se délka dne od zimnicisiai k letnim prodluzuje, na gétku
léta vrcholi a den se pakéree postup#é zkracovat. V lokali, ktera je charakterizovana
nejwtsi zengpisnou Sfkou (Polsko) se délka dnesni nejrychleji, nebtrozdil krajnich
hodnot je nej§tSi (minimalni hodnota délky dne cca 7,5 hodinyogatku zimy, maximum
odpovid4 ccal?7 hodindm nagtku Iéta). Pro lokalitu s nejmensi zgpisnou Sfkou, tedy
10 hodin v zint k maximu cca 14,5 hodiny v t

Vzhledem k tomu, Ze jedinci ze sevgrpoloZzenych lokalit paebuji delSi
swtelnou periodu k ukafeni diapauzy, je jejich vegeéta obdobi krat3i, naopak jedim
To poukazuje na fakt, Ze délka vegeti@no obdobi je wena teplotou. Jedinci ze severnich
lokalit nemohou ukotit diapauzu dive, protoze teplotni podminky nejsotizmivé pro

vyvoj dalSi generace.
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3.1. RNA interference

Vyhodou RNA interference je rychlost a relativmala pracnost metody -
k provedeni pokusu p@bujeme pouze vyrobit ds RNAigluSného genu a tu vpravit
do studovanych organigmV piipadt rumenic Ize snadno injikovat do jedincéitgizné
5-1Qul roztoku o koncentraci RNA az §f/ul (Bajgar, osobni sdeni), coz by nilo byt
dostaténé mnozstvi. Snizeni genove exprese by apterus pomoci RNAI
prokézano v tukovéntlese (Kostal, Tollarova-Borovanska, 2009) a jezudidjné, Ze
RNAIi mtZe fungovat v centralni nervové soustav

Zamgtime se na ,vypnuti“ gan u kterych pedpokladame jejich zapojeni do

regulace fotoperiodismu. Jedna se zejména o gekgdiannich hodin jako jsqeeriod

acryptohrome.
2'UTR 3" UTR
e il o I" -\r.- J
vkladany Gsek dsRNA Usek kvantifikovany
pomoci Real -Time
PCR
Obr. 7 RNAI

Do tkarg jedince ,dodadme"” dsRNA, kter4 odpovida sekvencNARiekterého
z hodinovych gein, dsRNA s ni interaguje a udilho. Pro zjidni, jaké jecetnost mMRNA
v organismu, tedy kolik uz ji bylo vgzeno innosti, pouzZijeme metodu real time PCR,
které je schopnd detekovainistky DNA nebo RNA v kazdém cyklu PCR pomoci
navazaného fluorescamho barviva. Porovnanigetnosti vyskytu ndmi vybraného dseku
MRNA s referetinim genem, ud)Z jsou Firastky znamy, zjistime jeji koncentraci ve
studovaném jedinci. Vyslednou koncentraci mRNA pafovname s koncentraci mMRNA
u kontrolniho jedince, u kterého k interferenci ogtthzi ¢imz zjistime kolik umiované
MRNA je funkni pro naslednyigpis. Pokud probiha interference spgkoncentrace
MRNA by se nila v pribéhu PCR sniZovat a nAmi sledované proteiny by s&lyem

piepisovat. (Hoy, 1994).
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3.2 ZFNs
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Obr. 8 ZFNs (http://www.mcdb.lsa.umich.edu/labs/ttzfira/reségpbp).

ZFNs slouZi jako néstroj k tvogtdvojiettzcovych zlond. (A) Skladaji se z domény
restrikiniho enzymu - Fok | a DNA vazajici doméni &Fs). (B) Pomoci unikatni
kombinace bazi na ZF vyhledaji cilové misto. Fol funguje jako dimer. Navazanim dvo
ZFNs mize dojit k tvorks dvojiretézcovych zlond. (D) VyStpenéacast je degradovana a
zarovei do ni niZze byt zavedena jina varianta uystného genu, a to tim &gobem, Ze
vkladany gen obsahuje sekvence komplementarnivesekm ged a za mistem&iu. Jen
diky nim, ho @ivodni vidkno pijme a chylsjici ¢ast DNA jim zaceli.

Vlivem mutace v nahrazeném genujzeme naslednsledovat no¥ indukované
vlastnosti pisluSnych organisina porovnat je se znamou odpdivna tutéz mutaci

provedenou u modelovych organism
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PERIOD protein

F. apterus SMEN LIMDE LTEF FNLEVDIVIE-EQSFSERDEVHMLGEISPHHDY YISKS53E .
0. melanogaster JMET IMDE VSRR -DLELELFHENE LTVSERDEVMLGEISPHHDY YO SKS5TE ..
pers perT

Obr. 9 (DoleZel nepublikovano)

U D. melanogaster zndme sekvence kodujici protgeriod, podobné sekvence Ize
najit i uP.apterus. Této analogie G¥eme vyuZit pro moZznou manipulaci s touto sekvanc
nasledné porovnat reakci obou jedinc

Tuéné jsou oznéeny aminokyseliny, v nichZ se oba druhy shodtgitver pak
aminokyseliny, jejichz mutace jelumelanogaster spojena s ovlivénim rychlosti periody
cirkadiannich rytmx (Hall, 2003). Tyto mutace jsou u octomilky domitrara proto lze
piredpokladat, Ze exprese mutovaného protpen8aperT v rumenici povede také ke
zrychleni cirkadiannich hodiR.apterus. Exprese tohoto konstruktuitre byt zaji&na
transgenen, ktery bude integrovan pomoci vektoggyBac. Jestelegantgjsi by bylo

vélenit mutaci gimo do genu period pomoci zinkovych first
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3.3 PiggyBac

RMA
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Obr. 10 Ovlivnéni transkripce (Gilbert, 2006).

Transkripce je proces, ¥mZ se podle genetické informace zapsané v sekvenci
DNA vyrabi novyiettzec RNA na zakladkomplementarity bazi. Tento proces zahajuji
specializované proteiny, tzv. transkiy faktory gisedajici na reguémi oblast promotoru
spolu s RNA polymerazou, ktera zajige vlastni piibeh reakce (rozplétéettzec DNA a
syntetizuje k Bmu komplementarni v pod8tRNA). Transkrigni faktory vazici se na DNA
maji zvIastni strukturni motivy umadjici tuto vazbu. Fkladem takového motivu je helix-
loop-helix, ktery se sklada v tomtéipact ze dvou proteié clock a cycle, které podmiuji
nésledny gepis proteinu regulujiciho fotoperiodické jevgeriodu. Proteiny tvéici basic-
helix-loop-helix (bHIH) motivéasto obsahuji téZ DNA vazebnou bazickou doménu
rozeznavajici promotorickou sekvenci a funguji mouheterodimerni forgn(Brown,
Brown, 2002).

Odstragnim bazické domény vznikne protein, ktery se nadaie ke druhému
bHIH proteinu, ale vznikajici dimer jiz neni schgprazby na DNA a je tedy nefuiiki.
Pokud bychom tedy doké&zali vyrobit takovyto zkracemanskrigni faktor v nadbytku,
dojde k vychytani v3ech partigfa tudiZz vSechny dimery budou nefdnk a navozeni
situace obdobné nulové mutaci v odpovidajicichskepenich faktorech (btyoriginalni gen
je neposkozeny).

Pouzitim trasponovatelného elementu PiggyB&tenéme do genomRB.apterus

konstrukt zajigujici expresi takto pozéméného proteinu.
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4. Zavwr

Cilem nasSeho projektu je otestovat pouzitelnostiemgch metod pro nas
modelovy organismus, tedy ri@mici pospolnou Ryrrhocoris apterus). Studiem tohoto
jedince se pokusime ziskat vice informaci o fotiopkézkych jevech, jejichz podstata je
na molekularni trovni zatim nejasna. Pro pochopkutigného fungovani
fotoperiodickych jev je nutné zrealizovat nami navrzené experimengrekham snad
napovi vic.

Z jiz prezentovanych vysledkykajicich se fotoperiodické odpenli, je
jednoznéné, Ze jsme schopni relativdolie pozorovat fotoperiodické jevy, tedy jejich
projev — diapauzu. Proto se potvrdila naSe hypot@.apterus je vhodnym jedincem
pro studium fenoménu, kterym jsou fotoperiodickéyje

Diky pozorovani odliSnych reakci jednotlivych linia zng¢nu délky misobeni
slune&niho zdeni se navic potvrdily naSégapoklady ohledhrozdili mezi
jednotlivymi liniemi, které tedy potvrzuji adaptacimenic na Giznou zemipisnou Siku,
piipadré i nadmdskou vysku.
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