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Anotace

Bakalarska prace je experimentalné zamérena. Hlavnim ukolem bylo porovnat re-
spiraci a zjistit rozdily v mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého u vybranych linii
octomilky obecné, Drosophila melanogaster (tfida hmyz, frad Dvoukf¥idli). Byly porov-
navany dvé kontrolni linie CantonS (divoky typ) a White eyed (bélooka linie) s mu-
tantni linii AdoR™ (octomilky s mutaci v adenosinovém receptoru). Bylo predpokla-

dano, ze kontrolni linie vyprodukuji niz§i mnozstvi oxidu uhli¢itého nez mutantni linie.

Prvni ¢ast prace je vénovana popisu adenosinového receptoru a plsobeni adeno-
sinu na metabolické pochody u savcl a u hmyzu. Dalsi dlleZitou soucasti prace je
podrobny popis metodiky méfeni respirace u musek a popis chovu octomilek v labo-
ratornich podminkach. Vysledky méreni a porovnani jednotlivych kontrolnich linii s
mutantni linii ukazaly, Ze mezi témito liniemi nebyl statisticky prokazatelny rozdil v

produkci oxidu uhli¢itého.



Abstract

The Bachelor’s thesis is concentrated in an experimental way. The main target was
to compare the respiration and to find out the differences in the quantity of the pro-
duced carbon dioxide at the chosen lines of a fruit fly, Drosophila melanogaster (class
insect, order dipterous). Two concrete checking lines CantonS (a wild type) and White
eyed (a white-eyed line) were compared with a mutant line AdoR" (a fruit fly with the
mutation in adenosine receptor). It was supposed the control lines will produce a

lower quantity of carbon dioxide than the mutant line.

The first part of the thesis is concentrated in the description of the adenosine recep-
tor and the adenosine treatment on the metabolic process at mammals and at insect.
Next important part of the thesis is the detail description of the measurement meth-
odology of the respiration at a fly and the description of the fruit fly breed in the
laboratory conditions. The results of the measurement and comparison of the partic-
ular checking lines with the mutant line showed that among these lines there was not

any statistically proven difference in the production of carbon dioxide.
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1. Uvod

Poruchy metabolismu jsou ¢astym problémem, ktery postihuje lidské zdravi. Proto
zkoumani mechanismd, které reguluji metabolismus, je zasadnim védeckym ukolem.
Mnoho genl, jejichZz poruchy (mutace) mohou zpUsobit lidska onemocnéni, ma tzv.
homology (geny s podobnymi vlastnostmi) u musek, z toho divodu je octomilka

dobrym modelem pro studium signalni drahy zapojené do vyvoje rdznych poruch.

Kromé toho, jednoduchy modelovy organismus octomilka obecna, Drosophila
melanogaster, usnadnuje genetické prohleddvani (tzv. screening) pfi identifikaci
novych terapeutickych moznosti regulujici metabolismus. Aby bylo moZné provést
takové zkoumani, je nutny jednoduchy a rychly zpisob, jak identifikovat zmény v
metabolickém stavu musek. Obecné plati, Ze produkce oxidu uhli¢itého je dobrym
ukazatelem oxidace substratu a energetického vydeje, ktery poskytuje informace o
metabolickém stavu organismi. Metoda méreni emise oxidu uhli¢itého u musek
mUlZe potencidlné pomoci pfi identifikaci genetickych poruch, které ovliviuji

metabolismus (Yatsenko a kol., 2014).

Octomilka obecna je vyuzivana jako dlleZity modelovy organismus pro genetické
vyzkumy jiz od roku 1901. Pro toto odvétvi se vyuZiva proto, Ze ma kratky generacni
¢as, snadny chov a zcela osekvenovany genom, jenZ obsahuje pouze Ctyfi pary

chromozoml (tzn., Ze maji vyrazné jednodussi genom nezZ savci).

Cilem mé bakaldrské prace bylo porovnani intenzity respirace vybranych linii
Drosophila melanogaster. Testovali jsme, zda existuje fyziologicky rozdil v intenzité
respirace mezi divokym kmenem CantonS nebo linii s bilym okem tzv. White eyed
(w’) @ mutantni linii s mutaci v adenosinovém receptoru (AdoR’). Bylo pfedpokladano,
Ze mutantni linie AdoR™ maji nizsi produkci oxidu uhli¢itého, nez kontrolni linie

CantonS a White eyed.

Dalsim ukolem mé bakalarské prace bylo optimalizovat nékteré podminky méreni
respirace musek, napt. jaky je optimalni pocet jedincli v jedné komdrce, jaky je vliv

stafi, jaky je vliv hmotnosti much, apod.



Experimenty byly provadény v Biologickém centru akademie véd CR, laboratofi
Molekularni genetiky doc. RNDr. Michala Zurovce, CSc. na Entomologickém ustavu,
za odborné konzultace RNDr. Anny Zaloudikové. V této laboratofi probihd mnoho
dalsich fyziologickych pokusd nejen na mutantech octomilky obecné, ale také napt.

na ¢melacich, bourci morusovém, zavijeci voskovém.



2. Teoreticka vychodiska

2.1. Adenosin

Adenosin (Ado) je purinovy nukleosid sloZzeny z cukru ribdzy a adeninu, které jsou
spojeny a—Ne-glykosidickou vazbou (obr. 1). Je soucdsti nukleovych kyselin,
adenosinmonofosfatu (AMP) a adenosintrifosfatu (ATP) a tak se podili na
energetickych pochodech v burice. U¢inek Ado je zprostfedkovan nékolika
povrchovymi receptory (ILLES et al., 2000). Diky rychlému poloc¢asu rozpadu se

adenosin mimo buriku rychle metabolizuje na inosin (Griffiths et al., 1997).

Adenosin vné bunék je zaroven i signalni molekulou tzv. ,messengerem”, tzn., ze
reguluje nékteré fyziologické procesy v téle. Podili se také na spousténi
programované bunécné smrti (apoptdzy), regulaci funkce iontovych kanall a na
regulaci homeostdzy (stalost proménlivych veli¢in v organismu). Rovnéz redukuje
hladiny adenylcyklazy a fosfolipazy C.

LepsSi porozuméni adenosinové signalni drahy by mélo prispét k objasnéni
dalezZitych fyziologickych mechanismd, a tim k vyvoji strategie pro lécbu rliznych
lidskych onemocnéni, napriklad tachykardie, poruch spanku, imunitnich a zanétlivych
onemocnéni (Jacobson and Gao, 2006).

Adenosin se vytvari predevsim defosforylaci intra- nebo extraceluldrnich
adeninovych nukleotidl (napfiklad adenosintrifosfatu (ATP), adenosinmonofofatu
(AMP) a adenosindifosfatu (ADP) pomoci enzymu 5’°-nukleosiddzy). Také existuji dalsi
procesy, pfi nichz mui0Ze adenosin v tkdni vznikat, jako je hydrolyza S-
adenosylhomocysteinu, nebo degradace RNA pochazejicich z apoptickych bunék.

K transportu adenosinu pfispivaji specifické transportni proteiny, které usnadnuji
jeho prfenos pres bunétné membrany v obou smérech. Obousmérnd doprava
adenosinu je provadéna dvéma rlaznymi typy prenasecli: a) rovnovazinymi
nukleosidovymi prenaseci — prfepravuji obéma sméry oba purinové a pyrimidinové
nukleosidy pfes membranu do rovnovahy; b) koncentra¢nimi nukleosidovymi
prenasecdi — zprostredkuji transport nukleotid(i pfes membranu do bunék za pomoci

sodikovych iontd.
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Obr. 1 — Molekula adenosinu
2.1.1. Adenosinové receptory u savcl

Adenosinové receptory (AdoR) patii do velké skupiny receptorl sprazenych s tzv.
G-proteiny, které umoznuji spojeni mezi informacni molekulou (tj. chemickym
signalem, jenz funguje jako tzv. prvni posel) navdzanou na membrdnovy receptor a
dalSimi molekulami v bunce (Fredholm et al., 2000). U savcl rozliSujeme 4 typy
adenosinovych receptort oznacdovanych jako: A1, Aza, A2z a Az (Dal Ben et al., 2006).
Funkce adenosinového receptoru je velmi dllezZitd béhem stresovych podminek (jako
napf. zanét, nddor a dalsi; Nehling, 2004). V klidovych podminkach adenosin
podporuje spanek a potlacuje stres. Extracelularni adenosin se béhem stresovych
podminek uvolni do mimobunécného prostoru, kde plsobi na ostatni burnky jako
stresovy signal.

Aktivace A1 a As receptord zpomaluje funkci adenylatcyklazy, ktera pres G proteiny
zpUsobuje snizeni produkce cAMP, kdezto Aa a Azs zvySuji produkci cyklického
adenosinmonofosfatu (obr. 2).

A1 receptory se nachazeji na povrsich bunék v srdci, Zaludku, chdmovodu, sleziné,
tukové tkani, varlatech, ledvindch, mo¢ovém méchyfi, mozku, aorté, jatrech a také
oku. Velmi dulezitou roli hraji v CNS a v kardiovaskularnim systému. Tyto receptory
slouzi k regulaci uvolfiovani neurotransmiterli a depolarizaci membran nervovych
bunék. A; receptor je vytvaren v CNS v mikrogliich a neuronech.

V burikdch hladkého svalstva stén cév maji Aoareceptory dilezitou funkci, protoze
zpUsobuiji jejich vasodilataci (napf. pfi nedostatku kysliku). Aktivace A,a receptoru pti
rastu nadoru zpusobuje to, Ze dojde k snizeni mnozstvi T-lymfocytl a zaroven k

poklesu protizanétlivych cytokin(, coz pfispiva k rlstu nadoru.



Azs receptor je aktivovan pfi zvySené hladiné extraceluldarniho adenosinu, to
znameng3, Ze zacind plsobit ve stresovych situacich (Fredholm et al., 2001).
Receptor As lze nalézt v mozku, kde vykonava dosud neznamou funkci. Bylo
prokazano, Ze pozitivné plsobi na onemocnéni srdce a plic (Chen and Wiley; 2006).
Aktivace receptoru As inicializuje sekre¢ni odpovéd’ Zirnych bunék na antigeny
(Beaven et al., 1994).
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Obr. 2 — Pdsobeni adenosinovych receptorii u savcl (prevzato a upraveno podle
www.journal.frontiersin.ocg). Aktivaci A; a As receptor( dochdzi k aktivaci G proteind, diky
nimZ dojde ke zpomaleni funkce adenyldtcyklazy. Adenyldtcykldza pres G; proteiny zplsobi

sniZeni produkce cAMP. Aza a Azs naopak zvysuji produkci cyklického adenosinmonofosfdtu.

2.1.2. Adenosinovy receptor u hmyzu

Octomilka obecnd ma pouze jeden adenosinovy receptor (AdoR), (obr. 3;
Dolezelovd, 2004). Usporadani adenosinového receptoru u octomilky je velmi
podobné receptorim savcl a sdileji oblast dlleZitou pro signalizaci. AdoR se nejvice
podoba savéimu receptoru Aza (DoleZelova et al., 2007). AdoR u octomilky je podobné

jako lidsky Aza schopen zvysit hladinu cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP).

Pti vysoké hladiné adenosinu dochazi k umrti drozofilich larev. Ddvodem je, Ze
dochazi k pfilisSnému uvolfiovani energie ze zasob, kdy adenosin funguje jako anti —

insulinovy hormon (udrzuje mnozstvi glukézy v hemolymfé; Zuberova et. al., 2010).



Nespravna signalizace AdoR zpUsobuje zvyseni cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP) a vapenatych iontld (obr. 3). Vice kopii genu AdoR (overexprese) v muskach,

zpusobuje vznik melanotickych nador(i a deformit kfidel (Dolezelova et. al., 2007).
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Obr. 3 —Plsobeni adenosinového receptoru u hmyzu — Na adenosinovy receptor (AdoR) se
navdZe protein, ktery ho zaktivuje. Zaktivovany receptor ddle plsobi na G protein, ktery
kaskddovou reakci zaktivuje protein kindzy A. AdoR zvySuje mnoZstvi cyklického
adenosinmonofosfdt (cCAMP) a vdpenatych kationtii (Ca?*). Ddle dochdzi k aktivaci proteinu

kindzy A (pfevzato a upraveno z www.entu.cas.cz).

2.1.3. Regulace hladiny adenosinu

Dalezitou soucasti regulace hladiny adenosinu jsou molekuly prfenasejici adenosin
obéma sméry pres bunécnou membranu tzv. transportéry. Rozdéluji se na tzv.
ekvilibracni, které funguji na zakladé usnadnéné difuze. A transportéry koncentracni,
které vyuzivaji aktivniho transportu, pfi éemz adenosin prostupuje do bunék pres
membranu proti chemickému nebo koncentraénimu spadu. Zaroven se pres
membranu presouvaji sodné ionty ve sméru svého elektrického nebo chemického

gradientu (tzv. symport).



K udrZeni dostatecné hladiny adenosinu se musi tvorba a vydej rovnat.

Tvorba adenosinu

I

Adenosin mlze byt produkovan skupinami bunék, které mohou byt ,stresovany’
rdznymi negativnimi faktory. NejcastéjSim zpUsobem produkce je hydrolyza
adenosintrifosfatu (ATP) na adenosindifosfat, ktery mlze byt dale defosforylovan na
adenosinmonofosfat (AMP). Mezi hlavni zplsoby tvorby adenosinu patfi
transmethylace  S-adenosyl-L-10, hydrolyza AMP a rozklad cyklického

adenosinmonofosfatu (cCAMP; Barsotti and Ipata, 2004).
Odbourdvdni adenosinu

Odbourdvani adenosinu je zavislé na typu tkané, ale také na koncentraci
adenosinu. Pfi hodnoté nizsi jak 3 uM dochazi k fosforylaci adenosinu adenosin
kinazou (AK) na adenosinmonofosfat (AMP). Pfi hodnoté vyssi jak 5 uM je adenosin
deaminovan adenosindeamindzou (ADA) na inosin. Inosin je dale rozloZzen na

hypoxantin a vyslednym produktem je kyselina mocova.

2.2. Charakteristika Drosophila melanogaster

2.2.1. Zafazeni a vzhled

Octomilka obecna je ¢lenem fadu Dvoukfidli
(Diptera). Zarazuje se do skupiny Kruhosvi
(Cyclorrapha), do  celedi  Octomilkoviti

(Drosophilidae).

Dvoukfidli se vyznacuji tim, Ze maji lepsi

letové vlastnosti proto, Ze zadni par kfidel je

pfeménén v kyvadélka (haltery). Haltery se pfi
letu pohybuji spole¢né s prvnim parem kfidel, ;
Obr 4. — Octomilka — hlavova
tim fidi smér letu a slouzi jako rovnovazny organ.  édst: a) SloZené oéi z omatidii,
. .. . ’ . b) saci ustni Ustroji(prevzato
Jejich télo je rozdéleno na hlavu, hrud a zadecek.
_0 vpraveno z

Na hlavé maji umist&na kromé sloZenych o&itaké  www.bioscireader.blogspot.cz)
tykadla a saci Ustni Ustroji (obr. 4). Maji 3 pary nohou, na kterych jsou umistény

chutové bunky.



Oc¢i maji Cervené, slozené z omatidii, které u nich zpUsobuji mozaikovité vidéni.
Tento typ odi jim umoznuje lepsi odhad vzdalenosti, ale zrak neni tak presny jako u
obratlovcl. U octomilky se setkavame jesté s organy slouzici k vnimani intenzity

svétla a jeji zmény tzv. ocelli.

Octomilka obecna je pomérné malych rozméru (2-3 mm). Jeji télo je zbarveno do
hnéda a na zadecku samc( prechazi az do Cerna. Na téle vyrista jeden par kfidel,
ktery se tvori od stfedniho segmentu hrudniku. Z posledni ¢asti thoraxu se tvofri

rudimentalné pfeménény par ktidel zvany kyvadélka (Raven and Johnson, 1999).

U musek rodu Drosophilidae neni zachovano plvodnich Sest part hlavovych
ganglii ale pouze tfi, které vytvareji mozek. Ten se sklada ze tfi ¢asti — protocerebrum,
tritocerebrum a deutocerebrum. Protocerebrum je umisténo na vrchni strané hlavy.
Po stranach protocerebra jsou umisténd houbovita télesa, jsou tvorena interneurony,
z nichz vybihaji optické laloky. Tritocerebrum inervuje vnitfni organy a ovlada nervy
traviciho traktu. Deuterocerebrum obsahuje olfaktorické laloky, které funguiji jako
centrum cichu, protoZe tam usti ¢ichové nervy z tykadel (Kodrik, 2004). Na btisni

strané téla maji brisni pasku tvorenou ganglii, ktera se nespojila v mozek.

U octomilky jsou prokazany dva druhy paméti, tzv. kratkodobad, ktera uchovava
viemy par sekund a dlouhodoba, kterda ma schopnost uloZit neomezené mnozstvi

informaci. Pfi dlouhodobé paméti dochdazi ke zménam na neuronech.

Ze smyslovych receptorld octomilka nejvice vyuziva fotoreceptory, jimiz vnima
svétlo. Chemoreceptory, které zachycuji chut a cich. Mechanoreceptory, které

zaznamendvaji dotyky a informace o aktudlni pozici téla.

Vyvinul se sexudlni dimorfismus, kdy samec, na rozdil od samic, ma v okoli fitniho
otvoru a genitdlu vytvorené tmavé chloupky. Dalsim odliSnym znakem je velikost,
samec je vidy vyrazné mensi nez samice a na zadecku se nachazi u samce cernd
skvrna (obr. 5). Vyvoj od vajicka k dospélci trva pfiblizné deset dni, kdy prochazi

stadiem larvy, kukly a nakonec dospélce.



Obr. 5 - Pohlavni dimorfismus Drosophila melanogaster (prevzato z www.berkeley.edu) —
»divoky typ“- samice (vlevo)- vyrazné vétsi; samec (vpravo)- mensi neZ samice, samec md na

zadecku Cernou skvrnu a chloupky okolo genitdlu a Fitniho otvoru.

2.2.2. RozmnoZovani a vyvoj
Paftici ritual zacind tzv. ,,zasnubnim tancem”, kdy samec mava intenzivné kridly
okolo samicky, pfi némz vyluzuje zvuk, ktery samicka pfijima tykadly (Jasi¢ a kol.,
1997). Poté dochazi k paFeni, kdy si sameéek ptidrzuje sami¢ku pomoci hiebinku na

zadecku.

V laboratornich podminkach (tzn. pfistejné teploté 25°C, pfi stejném osvétleni, pfi
stejné velikosti populace v jedné zkumavce apod.), trva Zivotni cyklus, od oplodnéni
do vzniku dospélce 10 dni (Speight et. al., 2008). Prochazi témito vyvojovymi stadii:
vaji¢ko, prvni larvalni stadium L1, druhé larvalni stadium L2, tfeti larvalni stadium L3,
kukla a imago. Larvy se vylihnou béhem jednoho dne, po 4 dnech se dvakrat sviéknou

a poté se zakukli (obr. 6).

Samice je schopna béhem svého Zivota vyprodukovat az 3000 jedincd. Na jejim
téle je uloZena spermatéka, kde jsou umistény spermie. BEhem jednoho pareni tak
muze vzniknout aZz nékolik set jedincl. Larvy se Zivi duzninou ovoce, ale také
kvasinkami, které jsou v ovoci pfitomné. V laboratornich podminkach se Zivi specidlné
vytvofenou smeési, jejiz slozeni je popsano v kapitole 3.1.1. Chov v laboratornich

podminkach.
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Obr. 6 - Zivotni cyklus Drosophila melanogaster (pfevzato a upraveno www.igfl.ens-lyon.fr)

2.2.3. Mutantni linie

Octomilku obecnou prvni pouzil jako geneticky model Thomas Hunt Morgan, ktery
ziskal jako prvni biolog Nobelovu cenu. O vyznamny posun ve vyzkumu genomu
octomilky se zaslouZili Christian Nisslein-Volhard, Edward Lewis a Eric Wieschaus.

Tito biologové objevili geny fidici diferenciaci vajicek u musky.

Drosophila melanogaster je vyuzivana jako geneticky model pfedevsim proto, Ze
ma oproti savclm vyrazné jednodussi genom, jeZ je zcela osekvenovany . Od savcu
se lisi mimo jiné i tim, Ze maji pouze jeden adenosinovy receptor (popsano v kapitole
2.1.2. Adenosinovy receptor u hmyzu), pfiéemz savci maji Ctyfi adenosinové

receptory, u kterych je jen ¢astecné zjisténa funkce.

U octomilky se vyskytuji 4 pary chromozomu (chromozomy 1, 2 a 3 jsou vétsi nez
pohlavni chromozom 4). Na chromozomech se nachazeji geny oznacované jako:
Maternalni geny, Geny fidici tvorbu kompletnich orgdn(, Geny fidici ¢lankovani téla,

Geny parového pravidla a Homeotické geny (Vyskot, 1999).
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Mutantni linie jsou vytvareny pomoci kfizeni za vzniku homozygotnich jedincl
(pokud mutace nezplsobuje smrt jedinct) nebo se udrzuje v heterozygotnim stavu
pomoci tzv. balancerovych chromozomu. To jsou umélé chromozomy, které zamezuiji

rekombinaci s homolognim chromozomem.

Octomilky se vyuzivaji pfi vyzkumu genetiky pro jejich kratky generacni ¢as, ktery
umoznuje v pomérné kratké dobé sledovat vysledky pokusl. DalSim podstatnym
prvkem pro laboratorni praci je jejich snadny chov (popsano v kapitole 3.1.1. Chov
v laboratornich podminkach), ktery je u octomilek o mnoho jednodussi a levnéjsi nez

u savcda.

V prvnich genetickych studiich byly zkoumany pouze fyziologické znaky octomilky,
které se wvyuzivaly pti vyzkumu typického genotypu. Pro pozdéjsi studie védci
vyuzivaly jedince, ktefi se po vylihnuti odliSovali od ostatnich, jak po morfologické

(vnéjsi stavbou organismu), tak po fyziologické strance.

AZ od 30. let 20. stoleti védci cilené zasahovali do gen( a tim ovliviiovali genotyp
(= veskera genetickd informace ulozena v DNA) i fenotyp (= soubor viditelnych
vlastnosti Zivého organismu) zkoumaného jedince. Vzniklo mnoho mutantnich linii,
které umoznuji zkoumani nejrdznéjsich vlastnosti. V soucasné dobé jsou tisice
mutantl Drosophila melanogaster udrzovany v genetickych bankach, odkud jsou

védclm na objednavku zasilany postou.

Ukdzkové linie octomilky obecné nesouci mutace, jejichZ projevem jsou

viditelné znaky — tzv. ,markery” (Chyb and Gompel, 2013)
Wild type = typ octomilky volné Zijici v pfirodé

Short winged = tato mutace je zvlastni, protoZze pokud poskozeny gen dostane od
obou rodic¢d, pak nedochazi k expresi genu. Fenotypovym znakem je nemoZnost

|étani.

Curly winged = tyto musky nedokazi |état, protoze jeji kfidla jsou stocena (Obr. 4)

- z toho dlivodu muZe jen poskakovat

Yellow = této mutantni octomilce chybi tmavy pigment - je zbarvena do Zluta
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Ebony = recesivni mutace, ktera zpUsobuje, Ze celé télo ma tmavé zbarveni

Orange eyed = recesivni mutace projevujici se oranZové zbarvenym okem, na zrak

musky tato mutace nema vliv

White eyed = recesivni mutace na pohlavnim chromozomu (samci a samice maji

rozdilny pocet kopii genu) zplsobuje bilé zbarveni oci (obr. 7)

Eyeless = tato mutace zpUsobuje, Ze nedochazi béhem vyvoje k rlstu oka, coz

znemoziuje zrak

Antennapedia = dominantni mutace, kterd nemusi byt zfejma na prvni pohled. U
této mouchy doslo ke ztraté tykadel. DalSim fenotypovym znakem je, Ze ma o jeden

par nohou navic, které vyrlstaji z hlavové ¢asti.

Obr. 7 — Mutantni linie D. melanogaster — vlevo ,,curly”, vpravo ,white” (pfevzato z

theconversation.com)
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3. Metodika

3.1. Material

3.1.1. Chov v laboratornich podminkach

Musky do pokusd musi byt chovany v laboratornich podminkach, protoze jen tak
Ize zajistit konstantni Zivotni podminky vSech jednotlivcd. Octomilky jsou umistény ve
sklenénych zkumavkach (tzv. vialkach), které jsou z jedné ctvrtiny zaplnény specidlné
vytvofenou potravou. Potrava je tvorena z kukuricné mouky, vody, cukru, agaru a

kvasnic.

3.1.2. Pfiprava mutantl do pokusu

Octomilky pouZivané ke genetickym pokusdm musi byt chovany ve stalych
Zivotnich podminkach (popsano v kapitole 3.1.1. Chov v laboratornich podminkach).
Zména téchto faktorlG muiZe vést napf. ke zpomaleni vyvojového cyklu, pfFi
nepriméreném mnoZstvi octomilek ve zkumavce mulze vést ke zmenSovani
chovanych jedincl. NarusSeni téchto podminek by mohlo vést k ovlivnéni vysledk(

méreni respirace.

Pfed samotnym pokusem musi byt zajistén dostatek vyzkumného materialu —
samcU stejného stari. Samci jsou do pokusu vybirani pro jednodussi srovnani

jedincl z pokusnych linii, kdy nedochazi k interferenci s reprodukénim cyklem samic.

Na zacatku vyvojového cyklu (pfed vylihnutim) musi byt odsypdny starsi generace
octomilek ze zkumavky. Ve zkumavkach byly zachovany pouze kukly pfed vylihnutim,
z nichz po trech az ¢tyfech hodinach byli oddéleni samci — tim byl zajistén stejny vék
musek. Samci byli vybirdni pomoci mikroskopu na zdkladé sexudlniho dimorfismu,
ktery je u Drosophila melanogaster dobte patrny, jak je uvedeno v kapitole 2.2.1.
Zarazeni a vzhled. Vybrani samci byli umisténi do zkumavek se specialné vytvorenou
dietou (popsano v kapitole 3.1.1. Chov v laboratornich podminkach). Méreni

probihaly na Sesti az osmi dennich samcich, jejichz vék byl uréen na zaéatku vyzkumu.

3.1.3. Pokusné organismy

Pokusy byly uskuteénény se tfemi liniemi octomilky obecné. Prvnim typem byl

CantonsS, divoky typ octomilky bez genetické mutace s béZznym cervenym okem.
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Druhym byl AdoR, mutant octomilky, ktery ma genetickou mutaci
v adenosinovém receptoru. Pti genetické Upravé tohoto mutanta byl do jeho buriky
vloZen velky segment genu z divokého typu (white, znaceno jako w*). VloZeni tohoto

segmentu neumoznuje octomilce vytvorit adenosinovy receptor.

Posledni linii byla bélookd muska tzv. White eyed (znaceno w), které chybi ¢ervené
barvivo v omatidiich. Tato linie je bez genetické mutace na adenosinovém receptoru.
V nasem vyzkumu byl vyuzivan jako kontrolni mutant. Vyuzivame ji proto, Ze tato linie
byla pouZita jako geneticky , backround” pti pfipravé mutanta. Z toho dlvodu je

z genetického hlediska lepsi kontrolou.
3.2. Metodika méreni respirace

Sesti az osmi denni samci byli vkladani do zku$ebnich komarek, kdy v jedné
komdarce byl jeden, pfipadné ¢tyfi samci stejné mutace. Pfi pfemistovani samcl do
komUrek nebylo moiné vyuzit anestezie pomoci oxidu uhli¢itého, jako se béziné
pouziva pfi praci s mouchami, z dGvodu ovlivnéni vysledkd. Jednotlivé komdarky o
obsahu 8 ml (pripadné 14,5 ml) byly pfipojeny k pfristroji mériciho vydej oxidu
uhli¢itého. KomUrky jsou sklenéné, na obou koncich utésnéné plastovymi zatkami,

aby tam nevnikal vzduch z okoli (obr. 8).
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Obr. 8. — Sklenéné komdrky pouZivané k méreni v respirometru — na obou koncich jsou

utésnény plastovymi zdtkami. Horni komdrka je o objemu 8 ml a doini komurka je o obsahu

14,5 ml.

S takto pfipravenymi octomilkami, pomoci pfistroje — respirometru (popsan nize),
byla mérena hladina vydychaného oxidu uhli¢itého za dany ¢asovy usek. V pokusu
byly vidy kontrolni musky — ,wild type” (CantonS ¢i White eyed) a mutantni linie
AdoR.

Méreni bylo provadéno na respirometru se systémem LI-7000 CO2 / H20
analyzator, ktery byl zkonstruovan ing. Michalem Serym. Pomoci tohoto pfistroje byla
stanovena produkce oxidu uhli¢itého u experimentdlnich musek. Do srovndvaci
komrky analyzatoru proudil Cisty dusik, ve kterém by nemél byt Zadny oxid uhlicity
(obr. 9). S touto referencni hodnotou byla pak srovndvana koncentrace CO; ve

vzduchu, ktery prochazi komUrkami.
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Obr. 9. — Pristroje potrebné k pokusu — a) pristroj na méreni oxidu uhlic¢itého, b) pristroj, ktery
reqguluje prutok dusiku, c) pristroj regulujici pritok kysliku, d) pristroj, ktery zpracovavad

informace z pristroje a ddle zasild do pocitace.

Musky v jednotlivych komdrkach byly analyzovany celkem 85 minut pfi pratoku
stlaceného vzduchu 40 ml/min. Tyto parametry se spolu s hmotnosti Zivé hmoty musi
byt zohlednény v zavérecném vypoctu. K pfristroji bylo pripojeno osm komdurek, v
kterych probihalo méfeni (obr. 10). Prvni kom(rka byla prazdna tzv. referencni
komdarka, kde probihalo méreni mnozstvi oxidu uhli¢itého ve vzduchu. Obsah
naméreného oxidu uhli¢itého v této referencni komurce byl zohlednén pfi vypoctech

oxidu uhlic¢itého v komurkach s muskami.
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Obr. 10 — Komdrky s octomilkami umisténé v respirometru — osm komlirek je pripojeno

pruznymi hadickami k analyzdtoru, kde ve dvou krocich probihd méreni respirace. Prvni
komdurka (u svitici kontrolky) je tzv. referencni (prdzdnd) pro zméreni mnoZstvi oxidu uhlicitého

v komdrce.

Méreni v ptistroji probihalo ve dvou po sobé jdoucich krocich (obr. 11). Nejprve
bylo v pfistroji zméfeno mnoZstvi oxidu uhli¢itého, ve kterém byl zahrnut i prebytek
mnozstvi nacerpaného ze vzduchu. V druhém kroku méreni dochdzelo uz k pfimému

méreni vyprodukovaného oxidu uhli¢itého octomilkami.

V druhé sérii vyzkumu byly musky tésné po zméreni dat v pfistroji zvazeny. Bylo
nutné vazit vice jedincl najednou, protoze ¢im nizsi hmotnost, tim je vyssi riziko

vzniku nepfesnosti.

Vystupem z méreni bylo grafické zndzornéni (obr. 11). Graf je rozdélen na 17
pricnych segmentl (pfi jednom méreni jsou jednotlivé komurky profukovany dvakrat
— pfi prvnim méfreni mnoZstvi zahrnuje i oxid uhli¢ity ze vzduchu), které zobrazuji
mérené komlrky. Prvni, devaty a sedmndcty segment je prazdnd tzv. kontrolni

komurka.
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Obr. 11 — Graf namérenych hodnot — Segment prvni, devdty a sedmndcty zndzorriuje
mnoZstvi oxidu uhlicitého v prdzdnych zkumavkdch. V druhém aZ osmém segmentu je mérena
hladina oxidu uhlic¢itého ze vzduchu a CO; vyprodukovanym octomilkami. Funkce v desdté aZ
Sestndcté ¢dsti zndzorriuji mnoZstvi oxidu uhli¢itého vydychaného octomilkami. Na ose x jsou
uddny jednotky c¢asu (min.), na ose y je hodnota ppm (part per million), relativni hodnota

oxidu uhli¢itého pred transformaci na ul/min.

Od namérenych hodnot oxidu uhli¢itého v komdurkach s octomilkami musi byt
odectena prlimérna hodnota zjisténého mnozstvi oxidu uhli¢itého v referencni
komlrce, kterd byla namérena na zacatku a konci druhého kroku méreni (obr. 8 —
devaty a sedmnacty segment). Toto je provadéno proto, aby oxid uhli¢ity prfitomny

po ,,profouknuti“ komarek neovlivnil méreni.

Data z téchto méreni byla analyzovana pomoci softwaru (Sable System, Las Vegas,

Nevada, USA).

Vyhodnoceni probéhlo v programu Microsoft Excel, pomoci vzorce (viz vzorec €.
1), ktery zjistuje z integralu funkce mnozstvi oxidu uhli¢itého v zavislosti na Case a
poctu jedincl. Urcuje mnoZstvi vydychanych jednotek oxidu uhli¢itého za jednotku

¢asu (pl/min).

B c1
T1000NXYZ 4

Vzorec ¢. 1 — Vztah pro vypocet mnoZstvi oxidu uhli¢itého z plochy funkce: C; uddvd
hodnotu integrdlu funkce (plochou pod krivkou) jednotlivych komurek zobrazené v grafickém
zndzornéni vysledku méreni. MnoZstvi oxidu uhlicitého zméreného v kontrolni komirce ve

druhé fazi méreni je zpriimérovdno. Tato primérnad hodnota (tzv. backround) je odecitana od
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mnoZstvi oxidu uhlicitého v komdirkdch s mouchami. N = pocet much v komdrkdch; X =
1000000 - prevadi vypocet na absolutni Cislo; Y = 60 (prepocet na sekundy); Z = ¢as méreni
respirace much v sekunddch (40 minut); & = pritok za min — 40 ml/min (popsano v Lighton,

2008)

Vysledky jednotlivc s mutaci byly srovnavany s vyslednymi hodnotami

kontrolnich vzorkd.
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4. Vysledky
4.1. Méfeni respirace vybranych mutantl octomilky obecné

Méreni vydychaného oxidu uhli¢itého bylo provadéno na kontrolnich linii, na tzv.
CantonS a bélooké linii tzv. White eyed, a na geneticky pozménéné linii tzv. AdoR"
(popsano v kapitole 3.1.3. Pokusné organismy). Hlavnim ukolem bylo porovnat miru

respirace mezi vyse zminénymi liniemi.

Zjisténa data objemu oxidu uhli¢itého namérenych u jedincl v jednotlivych linii
byla zpriimérovana. V druhé ¢asti pokusl byla zohlednéna i hmotnost musek, to
znamena, Ze hodnota vyprodukovaného CO; byla prepoctena na mnozstvi oxidu
uhli¢itého na gram Zivé hmotnosti. Z jednotlivych pokust byla vypocétena smérodatna
odchylka u kazdé z linii, kterd ukazuje individuaini rozdilnost jednotlivych samc(

stejné mutace v respiraci.

Po celkovém vyhodnoceni byl proveden tzv. t — test. Zjistuje, zda méreni u
jednotlivych linii je vyznamné rozdilny. Pro pfipad statistické prokazatelnosti by

hodnota t-testu P musela byt mensi nez 0,05.

4.1.1. Hodnoty respirace — pokusy provadéné na jednotlivci
v komirce

Pocatecnich osm méreni respirace bylo uskute¢néno s jednim samcem v jedné
komUrce o velikosti 8 ml. Cely proces pokusu probihal osmdesat pét minut pfi
prutoku stlaceného vzduchu 40 ml/min. Pfi celém procesu chovu a méreni byly
dodrZovany laboratorni podminky (popsano v kapitole 3.1.1. Chov v laboratornich

podminkach).

V této fazi byla porovndvdna kontrolni linie CantonS a mutantni linie AdoR"

(znazornéno v grafu €. 1). V téchto mérenich nebyla zohledfiovana hmotnost jedinca.

Pridmérnd hodnota mnozstvi oxidu uhli¢itého vyprodukovana kontrolni linii
CantonS byla 1,91 pl/min (u ni byla zmérena smérodatna odchylka ve velikosti 0,646).
Na rozdil od kontrolni linie byla u mutantni linie AdoR" zjisténa primérna hodnota
vydychaného oxidu uhli¢itého 2,03 pl/min (se smérodatnou odchylkou 0,671;

zobrazeno v grafu €. 1).
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Hodnota t-testu byla 0,384, z ¢ehoz vyplyvd, Ze méfeni neni statisticky

prokazatelné (P>0,05).

Vysledky méfeni kantrolni linie CantonS a mutantni linie v adenosinovém
CDi I,L:l l/min] receptoru
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Graf ¢. 1 — Porovndni vysledkt mezi kontrolni linii CantonS a mutantni linii AdoR": Na ose
y je zndzornéno mnoZstvi vydychaného oxidu uhli¢itého v ul/min. Z grafického zndzornéni je
zletelné, Ze rozdil mezi jednotlivymi liniemi neni velky. V grafu je vloZena smérodatnd

odchylka, kterd zobrazuje odchylku namérenych hodnot od pruméru.

4.1.2. Hodnoty respirace — pokusy provadéné na ctyrech jedincich

v komtrce

Méreni byla provadéna na ¢tyrech jedincich v jedné komrce o velikosti 14,5 ml.
Pratok stla¢eného vzduchu byl vy$si nez u predchoziho pokusu a to 80 ml/min. Ostatni
podminky pro tento vyzkum byly stejné jako u méreni vydychaného oxidu uhli¢itého
s jednotlivcem. PFi téchto pokusech byla zohledfiovdna hmotnost. Z namérenych
hodnot Ize zjistit mnoZstvi vydychaného oxidu uhli¢itého na mg Zivé hmotnosti.
Pridmérnd hodnota CO; vyprodukovaného kontrolni linii White eyed (w") byla 2,667
ul/min/jedna muska (byla zméfena smérodatna odchylka ve velikosti 0,695). Na
rozdil od kontrolni linie byla u mutantni linie AdoR" zjisténa prlimérnd hodnota
vydychaného CO; 2,347 pl/min/jedna muska (se smérodatnou odchylkou 0,610;
zobrazeno v grafu €. 2). Hodnota t-testu byla 0,159, z ¢ehozZ vyplyva, Ze méfeni neni

statisticky prokazatelné.
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Vysledky méFeni kontrolni linie White eyed a mutantni linie v adenesinovém

C‘C'if.td;’mfﬂf receptors
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Graf ¢. 2 — Porovnadni vysledki mezi kontrolni linii White eyed (w’) a mutantni linie AdoR-
Na ose y je zndzornéno mnoZstvi vydychaného oxidu uhli¢itého v ul/min. Rozdil mezi témito
liniemi je sice vétsi neZ pri pfedchozim méreni, ale rozdily stdle nejsou prokazatelné dle t-
testu. V grafu je zobrazena smérodatnd odchylka, kterd zndzorriuje odchylky hodnot méreni
od stredni hodnoty.

Vzhledem k tomu, Ze byla u téchto méreni zohledriovana hmotnost byl proveden
prevod mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého na jednu musku (ul/min/jedna
muska) na objem vydychaného oxidu uhli¢itého na mg hmotnosti (ul/min/mg). Po
zohlednéni hmotnosti bylo zjisténo, Ze primérna hodnota CO; u kontrolni linie White
eyed byla 3,761 pl/min/mg (se smérodatnou odchylkou 1,017). U linie s mutaci na
adenosinovém receptoru byl zjisténa priimérna hodnota vyprodukovaného oxidu uh-

licitého 3,448 ul/min/mg (se smérodatnou odchylkou 1,028; zobrazeno v grafu €. 3).
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Vysledky méreni respirace kontrolni linie White eyed a mutantni linie v
CO:ulfmin/mg] adenosinovém receptoru prepofteng na mg fivé hmotnosti
[

W- AdoR™

Graf ¢. 3 — Vysledky méreni respirace White eyed a AdoR - Na ose y je zndzornéno mnoz-
stvi vydychaného oxidu uhli¢itého v ul/min/mg. V grafu je zobrazena smérodatnd odchylka,

kterd zndzorriuje odchylky hodnot méreni od stfedni hodnoty.

4.1.3. Srovnani hodnot respirace u jednotlivych liniich

Rozdily méreni dle t-testu nebyly prokazatelné. Hodnota mnozstvi vydychaného
oxidu uhli¢itého zjisténa pri pokusech, kdy byl v kom(rce umistén jeden samec, tak
hodnota vyprodukovaného oxidu uhlicitého, ktera byla zjisténa pti pokusech, kdy byly
v komUrce umistény Ctyfi samci byly srovnatelné. Z téchto vysledk( vyplyva, Ze tyto
genetické linie nemaji mezi sebou statisticky vyznamny rozdil v produkci oxidu uhlici-
tého.

4.2. Optimalizace méreni

V prvnich osmi pokusech méreni respirace oxidu uhli¢itého do kazdé komurky byl
umistén jeden samec. Background v prazdné komdurce byl pfi nékterych pokusech
vy$si a mohlo dojit, zfejmé vlivem nepatrné netésnosti komurek ¢i hadicek k
interferenci s hodnotou vydychaného CO,. Z toho dlvodu byl pouZit v druhé sérii
pokusl vyssi pocet zkoumanych objektd v jedné komlrce - v experimentu byli
vyuzivani Ctyfi jedinci v kazdé komlrce, diky ¢emuz se snizZilo ovlivnéni vysledki

mnozstvim oxidu uhli¢itého v prazdnych komurkach.
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5. Diskuse

Poruchy metabolismu ¢asto postihuji lidské zdravi. Z toho divodu pochopeni
mechanismu regulujici metabolismus je zasadnim védeckym ukolem. U octomilky
byly nalezeny geny, které se nachazeji i u ¢lovéka. Mutaci téchto genl u clovéka
dochazi ke vzniku nékterych lidskych onemocnéni, proto je octomilka dllezitym
genetickym materidlem, u néhoZz mohou byt zkoumany duasledky mutaci na

homolozich (genech podobnych vlastnosti).

Octomilka obecnd usnadnuje genetické zkoumani pricin nemoci a umoziuje tak
hledani terapeutickych moZnosti, které mohou ovliviovat metabolismus. Pro
takovyto screening je nutny jednoduchy zplsob jak pozorovat zmény v metabolickém

stavu musek.

Produkce oxidu uhli¢itého je dobrym ukazatelem energetického vydeje, ktery
poskytuje informace o stavu metabolismu. Jednim z téchto ukazatelll je produkce
oxidu uhli¢itého, jejiz méreni u musek muize pomoci pfi identifikaci genetickych

poruch ovliviiujici metabolismus (Yatsenko a kol., 2014).

V praci Sajwan et al. (2015) byla pouzita stejnd metodika méreni produkce oxidu
uhli¢itého, kterou jsme poufzili i pfi méreni vydychaného oxidu uhli¢itého u octomilky.
Byly zde porovnavany kontroly (divoka linie) s mutanty v adipokinetickém hormonu
(Akh?). Zde se pouZitou metodou podafilo prokazat, Ze mutant ma vyznamné nizsi

produkci oxidu uhli¢itého nez kontrolni linie (viz graf €. 4).

a4

Control Akh'

Graf . 4 — Porovnani kontrolni linie (Control) s mutantni linii v adipokinetickém hormonu

(Akh'): Na ose y je zobrazeno mnoZstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého za jednotku casu
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na mg hmotnosti (ul/h/mg). U mutantni linie se mnoZstvi vyrazné sniZilo oproti kontrolni linii.

(Sajwan et al., 2015).

Hodnota mnozstvi vydychaného oxidu uhli¢itého zjiSténa pti pokusech s mutanty
v adenosinovém receptoru (AdoR’) byla srovnatelna s mnozstvim oxidu uhli¢itého vy-
produkovaného kontrolnimi skupinami CantonS a White eyed. Z vysledku vyplyva, ze
tyto genetické linie nemaji mezi sebou statisticky vyznamny rozdil v produkci oxidu
uhlic¢itého.
kompenzovat svoji ztratu receptoru na cytoplasmatické membrané bunék, napf.
ekvilibracni a koncentraéni transportéry (popsany v kapitole 2.1.3. Regulace hladiny
adenosinu). Dalsim faktorem toho, Ze mnozstvi oxidu uhli¢itého je u mérenych musek
srovnatelné mize byt to, Ze existuji jen velmi malé rozdily v energetickém vydeji mezi

jednotlivymi liniemi.

Rozdilné vysledky mezi hodnotami namérenymi pfi pokusech s jednim samcem
v komlrce a pokusech, kdy byli v komlrce umistény ctyfi samci, mohou byt
zpUsobeny mnoha faktory. Méfeni respirace s jednou muskou v jedné komurce bylo
provadéno v komurkach o mensim objemu (8 ml), nez méreni respirace u Ctvefice
samcU (objem komurky byl 14, 5 ml). Dalsim faktorem, jenz mohl ovlivnit vysledky,
by mohlo byt to, Ze pfi méfeni respirace u vice samc(l byl nastaven vyssi pratok kysliku

komUrkami nez pfi pokusech s jednim jedincem.

Pro prokazani dusledkd poskozeni adenosinového receptoru se vyuzivaji dalsi
fyziologické metody napf. zjistovani chladové odolnosti jedinci. Méfeni probiha u
vybranych mutantd octomilky. Pfi tomto vyzkumu jsou musky ve zkumavkach (tzv.
vialkach) vkladany do teploty -20 °C na dobu 15 minut. V ¢asovych intervalech po
vyjmuti se zjistuje Umrtnost za jednotku ¢asu. Timto pokusem se zjistuje, do jaké miry

stres zpUsobil rychlejsi amrti.

Vliv poSkozeného AdoR by mohl byt prokazan pomoci sledovani umrtnosti béhem
hladovéni u vybranych linii octomilky. Toto sledovani probiha v nasledujicich krocich:
Zkoumani samci jsou po dvaceti kusech vkladani do zkumavek bez potravy, ve kterych

je pouze 0,5 % agardza, kterd zabranuje vyschnuti, ¢imz se zamezi ovlivnéni Umrtnosti
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dehydrataci. Poté se sleduje a porovnava rychlost vymirani mezi jednotlivymi
mutantnimi liniemi (zobrazeno v grafu ¢. 5). Tato metoda byla pouzita v praci o

mutantni linii Akh! (Sajwan S. et al., 2015; zobrazeno v grafu &. 5).

-+ Control -2 Akh'

0O 20 40 60 80 100 120
Graf ¢. 5 — Ukdzkovy graf hladovéni u vybranych mutantt — zkoumdna umrtnost za

jednotku casu (Sajwan S. et al., 2015). Na ose y je zobrazena procentudlni umrtnost, na ose

X je zanesen ¢as v hodindch.

Tyto i dalsi fyziologické metody by mohly dale poodhalit, jak dllezZity je AdoR a

adenosin pro spravné fungovani bunék i celého organismu.
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6. Zavér
6.1. Produkce oxidu uhli¢itého u vybranych linii octomilky obecné

Jednim z cild této prace bylo porovnat intenzitu respirace mezi jednotlivymi
liniemi octomilky obecné (Drosophila melanogaster). Porovnavani probihalo na tfech
liniich. VyuZity byly dvé kontrolni linie CantonS a bélooka linie White eyed (w"), které
byly jednotlivé porovnavany s linii musek, které mély mutaci v genu kédujicimu
adenosinovy receptor (AdoR"). Pfedpokladand hypotéza, ze mutanti budou mit nizsi
produkci CO; nebyla potvrzena. Bylo zjisténo, Ze rozdil mezi porovnavanymi liniemi
CantonS a AdoR™ neni statisticky prokazatelny. Stejné tak i mezi liniemi w™ a AdoR"

nebyl prokdazan statisticky vyznamny rozdil.

Dalsim cilem prace bylo zoptimalizovat postup pfi méreni respirace, aby
nedochazelo k nepresnostem zjisténych vysledkl. BEéhem vyzkumu bylo zjisténo, Ze
dochazi k ovlivnéni vysledkl vlivem rozdilného mnozstvi CO, v prazdnych komurkach
(tzv. backgroundem). Pro zkvalitnéni vyzkumu byl tedy zvySen pocet mérenych
jedincl na Ctyfi samce v komUrce, zménéna velikost komUrek a dvojnasobné zvysen

pratok stlaceného kysliku.

6.2. Vyuziti studované problematiky ve vyuce pfirodopisu

Octomilka neni jen dlleZitym materidlem pro genetické zkoumani, ale také je
nazornym zastupcem radu Dvoukfidlych ve vyuce. Na téle octomilky jsou dobfe
viditelné znaky, kterymi jsou Dvoukfidli dobfe odliSitelni od ostatniho hmyzu.
Vyznamnym rozdilem Dvoukfidlych od ostatniho hmyzu je pfitomnost tzv. halter

(popsano v kapitole €. 2.2.1. Zatazeni a vzhled).

Nazornym modelem ve vyuce je tato muska proto, Ze je u ni dobfe znatelny
sexudlni dimorfismus. Zaci si sami mohou pod mikroskopem prohlédnout odli$nosti

samce a samice.

Pfi vyuce zmén genetické informace mohou byt vyuzity vytvorené mutantni linie,
které se projevuji zménou vnéjSich znaku (tzv. fenotypu). U octomilky se nachazi
velké mnozZstvi mutantd s geneticky zménénymi vnéjsimi znaky. Tyto mutace jsou

cilené vytvareny proto, aby jednotlivé linie byly od sebe dobfe odlisitelné. Vyse
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zminéné mutace se tykaji zmény napt. barvy oci, tvaru kfidel a dalSich. Tyto znaky se

daji dobfe demonstrovat pfi vyuéovani pfirodopisu na zakladnich Skolach.

Musky predstavuji levny biologicky material pro experimentalni pfistup ve vyuce.
Je moZné musky anestetizovat éterem, oddélit jednotliva pohlavi a pozorovat rizné
znaky pod mikroskopem. Je mozné zakladat kfizeni, sledovat dédi¢nost a projevy
rdznych znak( vcetné reakce rlznych mutantnich linii na rzné podnéty. Je mozné

rovnéz ziskat ze slinnych Zlaz obfi polytenni chromozomy.

Diky zkuSenostem s nastudovanou metodikou by si zaci béhem vykladu mohli
vytvorit celistvy obraz o tom, jak probihd méreni respirace. Tim by bylo docileno
vyssiho zajmu Zaka, protoze pri vyuce by nebyla vyuZivana pouze teorie ale také

praktické znalosti.
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