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FIMTrack — sledovani chovani larev Drosophila melanogaster

Teorie:

FIMTrack je nové vyvinutd metoda umoznujici pozorovani chovani larev octomilky (Drosophila
melanogaster) Ci jinych druhl hmyzu (napf. zavije¢ voskovy Galleria mellonella) pfi reakci na vnéjsi
podnéty, jako je napfiklad teplota, chemikdlie, bolest, patogen atd. Metoda je zalozena na odrazu
svétla od objektu, tzv. FTIR (frustrated total internal reflection), jak je vidét na Obr. 1. V zakladu jde o
dokonaly lom infraderveného svétla v akrylatovém skle a jeho zachyceni kamerou pod FIMTrack
stolkem poté, co je odrazeno od larvy hmyzu. Metodu lze vyuzZit pro testovani odpovédi napf. na rdzné
druhy atraktantd, repelentd, teplotniho optima.

n#ngwan |

'. =N 5 v

| - f -l
L] i
Image acquisition Tracking

Obr. 1: Obecny princip funkce FIMTrack metody.

(A) FIMTrack stolek s infracervenymi diodami produkujicimi svétlo do akrylatového skla slouziciho jako
podklad pro experimenty. Odrazené svétlo je zachyceno kamerou pod stolkem a nasledné dochazi ke
zpracovani ziskanych dat v pocitaci. (B) Teoreticky princip funkce FTIR, kdy se IR svétlo kompletné
odrazi na rozhrani sklo/vzduch. Pfi kontaktu s larvou Drosophila se vsak svétlo odrazi ve specifickém
Uhlu a je zachyceno kamerou.

Postup:

1) Pripravime si arénu vytvorenou z agarézového gelu o koncentraci 0,8 % a agardzovy gel
s pfimési NaCl (5M NaCl, 3% gel), ktery ohranici vybranou oblast a zabrani octomilkam
v opusténi nami sledované oblasti. Arénu v pulce protneme 3% agardzou rozpusténou ve vodé
pro oddéleni experimentalnich ploch.

2) Takto vytvorenou arénu preneseme na akrylatové sklo FIMTrack stolku a na oba vzdalenéjsi
kraje arény umistime potravu.

3) Na jednu polovinu arény naneseme 3 ml vody (kontrola), na druhou 3 ml 20% NaCl.

4) Po promyti potravy s larvami Drosophila melanogaster si pfichystame larvy tretiho instaru do
Petriho misky s vlhkou bunicinou.

5) Nastavime parametry kamery pro nahravani.



6) Larvy rozmistime doprostifed mezi experimentalni plochy na 3% agardzu a spustime nahravani
(1 frame per second; 3 minuty).

7) Vysledné obrazky preneseme do FIMTrack software a zpracujeme je.

8) Vznikla .xIsx data hodnotime.

Vyhodnoceni:
Kazdy soubor predstavuje jeden experiment.
Kazdy sloupec v souboru reprezentuje vysledky jedné larvy.

Hodnotime bindrni parametr is_in_kontrola a is_in_NaCl, ktery ndm tik3, jestli se larva vyskytovala na
dané experimentalni plose ¢i nikoliv. Vypoéteme procento z celkového ¢asu, ktery larva stravila na
dané plose. Vysledky jednotlivych larev z jednoho experimentu zprdmérujeme, tak abychom ziskali
jednu hodnotu pro skupinu kontrola a jednu pro skupinu NaCl.

U vysledkl Ize pomoci T testu spoditat, zda jsou rozdily statisticky vyznamné.

Vystup:

e Graf — porovnani dvou experimentdlnich skupin, SEM, t-test



