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Abstrakt:

Vajicka bource morusovéhd@g@mbyx mori) ziskana z vajamika implantovanych do
santich hostitelh mohou po vyvolani usté partenogeneze dok&ihembryonalni i
postembryonalni vyvoj,fpstoZze obsahuji jen malo vitellogeninu. Ve své lakké
praci jsem zjisovala, jak se lisi spektrum bilkovin u vk ziskanych ze standard-
nich samic a z vajaika implantovanych do samc zda se liSi spektrum bilkovin
mezi rékolika partenoklony. Spektrum vaj@ych bilkovin jsem porovnavala pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v redukujicprostedi. Byl potvrzen roz-
dil ve slozeni vajgnych bilkovin u standardnich vé&gk a vajéek ziskanych
z vaje&nika implantovanych saniicn. Bylo prokazéno, Ze ve végach vyvijejicich
se v santich hostitelich se vyskytovala pouze vysokomolekiilfrakce (180 kDa),
tedy €Zka podjednotka vitellogeninu, zatimco ve #gich samic byly patrné dv
podjednotky (180 a 42 kDa). Zaravéyla prokazana interakce transplantovanych
gonad s prosédim gijemce. VSechny porovnavané partenoklony obsahastajny
pattern hlavnich bilkovin vajeého Zloutku, ale liSily se whterych vysokomoleku-
larnich bilkovinnych frakcich.

Kli ¢ova slova: partenogeze; partenoklon; vitellogenin; bourec réowy; elektrofo-
réza bilkovin



Summary:

The eggs of the silkwornmBombyx mori, obtained from the ovaries implanted into
male hosts are able to complete embryonic andgrabiyonic development in spite
of the very low amount of vitellogenin. Using potyglamide gel electrophoresis, |
searched for differences between the protein spedteggs from standard females
and the eggs from ovaries implanted into the méalalso examined the variability of
protein spectra in the eggs of several partheneslonconfirmed great differences in
the egg protein spectra between the eggs from &sred those from the ovaries
implanted into males. Both heavy (180 kDa) andtli@?2 kDa) subunits of vitello-
genin were present in the eggs from females buyt thiel heavy subunit of vitellogen-
in was found in the eggs developed in ovaries imtpld into male hosts. Interesting
interactions between transplanted gonads and tke rhdieu were observed. All
compared parthenoclones contained similar pattefrthe main yolk proteins but
differed slightly in some high-molecular weight pgim fractions.

Key words: parthenogenesis; parthenoclone; vitellogenin; lka; protein electro-
phoresis
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1. Uvod

| drobni zastupci zivSnétiSe z tidy hmyzu maji prailovéka obrovsky vyznam.
Jsou vyznamnou sloZkou ekosystémclovek je cileré vyuZiva v biologickém boji
proti riznym SkKidcim, jako modelové organismy v genetice a v dalSibbrech
vyzkumu a téz jako zdradjady produki — medu, vosku, propolisu a v neposledni
fack i hedvabi. Ve své praci jsem se zdila na bource moruSoveh8gmbyx mori)

z ¢eledi Bombycidae z fadu Lepidoptera, ktery je dlouha tisicileti chovan &v pro-
dukci hedvabi. Po objevu nylonu a jinych ¢iyich viaken vectyiicatych letech mi-
nulého stoleti se vyznam hedvabi sniziegto je vSak vadk zemi hedvabnictviid
leZzitym hospodéskym odwtvim. Diky modernim metodam molekuléarni genetiky se
také objevuji zcela nové moznosti vyuziti bourcausového, které jsou lakavé i pro
nejvysglejsi zent (Japonsko, USA, &necko).

Abychom ziskali kvalitni hedvabi nebo jiné Zadamédpkty, je nutné v populaci
bource udrzet vhodny genotyp a zajistit jeho¢day genos do dalSich generaci.
Klonovani genotypu bylo u bource um@éan objevenim urle vyvolané partenoge-
neze, pi které vznikaji linie samic se shodnym genotypéhdrZeni linii po ®kolik
let ve stejném stavu pomoci partenokidaké usnatuje un€lé zasahy do genomu,
zejména transgenezifigkteré jsou do genomu vnasSenydbupravené geny, nebo
geny z jinych organisin (Zabelina et al. 2015). Tak Ize ziskat hedvabow/mi
vlastnostmi nebo vyuzit bource jako ,bioreaktoru®d produkci vzacnych bilkovin
pottebnych v biomedicinském vyzkumu a perspektivi Iékastvi. Nahradou gen
hedvabi za geny kdédujici vzacné proteinyZzeme dosahnout jejich masové produk-
ce a ekonomické dostupnosti. V hedvabnictvi jscae2a/uzitelné geny, které ip
sobuji, Ze hedvéabi v UV stle fluoreskuje nebo je pe¥si a pruzsjsi. At uz je cil
transgeneze jakykoliv, podstatné je udrzeni Zadhaugénotypu. S vyhodou Ize vyu-
Zit partenogenezi, jejimz vyzkumem jsem se zabyvala

Ve své bakal&keé praci jsem zkoumala vyvoj vk ve vajénicich genesenych ze
samtich do santich housenek. Vajka se v samcich pinvyvinou a jejich nasledny
embryonalni a postembryonalni vyvoj je umé&Zzmmeélou partenogenezi. Zjidvala
jsem, nakolik se liSi bilkoviny uloZzené do ¥ajk kthem jejich tvorby v samicich a
samcich. Mla jsem moZnost vyuZitékolik partenoklom a owfit, jestli se jejich
vajecné bilkoviny nelisi od bilkovin ve vagich standardnich (nikoliv partenogene-
tickych) bourd.



2. Literarni p Fehled

2.1ldentifikace vitellogeninu

Od 40. let minulého stoleti bylo postuprjisttno, Zze vyvoj hmyzich vajek zavisi
na dostatku bilkovin produkovanych v tukovéttese a ukladanych do veégk jako
Zloutek. Prvni studie byly provedeny na ploSticikckaratich, u kterych se vajka
vyvijeji az ve stadiu imaga, a jejichz vyvoj zaums juvenilnim hormonu. U mno-
hych zastupt hmyzu s prornou dokonalou, &etné fadu Lepidoptera, se vajtka
vyvijeji uz kEthem kuklového vyvoje. iftkkladem publikace za#hené na tvorbu a
ukladani Zloutku u bource moruSoveho je prace autbrDoira a Y. Kawaguchi
publikovana v roce 1971. Srovnanim koncentraceobitkv hemolymé normélnich
samic, samic s odstramymi vaje&niky a sam@ s transplantovanymi vajeiky a
nasledg srovnanim koncentrace bilkovin ve ¥ajch normalnich samic a safnc
s transplantovanymi vajaiky dosgli ke spravnému zavu, Ze specifické sartii
bilkoviny (larval female protein a pupal female t@in) jsou sekretovany jinou tkani,
nez samotnymi vagmiky, a popsali fenos &chto bilkovin z hemolymfy do Zloutku
v doke zrani vajéek.

Problematice vyvoje vajék ve vajénicich implantovanych do sainbyla wnovana
zna&nd pozornost zejména francouzskymi, japonskymiskymi badateli. Michel
Lamy publikoval v sedmdesatych a osmdesatych latgonlého stoleti &kolik pra-
ci, nag. Lama et al. 1975, Lama 1975jgadreé dalsi. Zjistil, Ze vitellogenin se vy-
skytuje i v hemolymf samd, ale v daleko menSim mnozZzstvi, takze ho implaméva
vajetniky nejsou schopny z hemolymfy ziskat a zabuddwakloutku. Dale pozna-
menal, Ze syntéza ekdysternbije kvantitativé a kvalitativie stejna u sanic

s implantovanymi vajmiky i u normalnich samic, proto jsou & ziskana ze
sama@ schopna praflat normalni embryonalni vyvoj.

2.1.1.Samkii pohlavni systém

Vajecniky dosglych samic bource morusového obsahuji stovky olrddi folikul,
které jsou ulozeny v osmi trubicovitych ovariolattavé folikuly pravidelg vznika-

ji blizko vrcholu ovariol a zrala vé&ja jsou uvahovana na druhém konci do oviduk-
tu. Kazdy folikul obsahuje jeden oocyt a sedm godpch burk (trofocyti), které
obklopuje epitel tvieny vrstvou folikularnich buk. Trofocyty jsou sesterskymi
buikami oocytu, se kterym jsou spojeny cytoplazmatickynastky. Trofocyty vy-
tvareji pro vznikajici vajiko cytoplazmu, buktné organely a maternalni determi-
nanty, zatimco oocyty spivaji v profazi prvniho meiotickéhocléni. Oocyty shro-
mazluji a upravuji prekurzory Zloutku importované z lodymfy prostednictvim
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folikularnich burk. DalSi sloZzky vajeného Zloutku a pevny obal, chorion, vznikaji
¢innosti folikularnich bugk. Béhem ovulace jsou zbytky trofodyta folikularnich
burgk odloweny a zralé vajko pokra&uje do oviduktu.

2.1.2.Vyvoj ovariol

U larev se vajéniky nachézeji v osménslhim ¢lanku €sné pod epidermis po obou
stranach tbetni cévy. Brzy po vylihnuti larev jsou vapéky od varlat k nerozezna-
ni, coz se rni béhem tetiho instaru, kdy vagmiky ziskavaji trojboky a varlata led-
vinovity tvar. Od tetiho instaru jsou ve vajeicich patrné ovarioly, které se prodlu-
Zuji spolu s rostouci larvou, az nakonec druhy stadia kukly proniknou skrz&tu
vajetniku do EIni dutiny. Kazda ovariola se sklada z terminalnfitementu, ger-
matria, vitellaria a calyxu, ktery usti do spmiého oviduktu.

2.1.3.Vyvoj vaji ¢ka

V germariu prochazeji oogonigemi mitotickymi dlenimi za vzniku osmi sester-
skych cystocyt vzajemré propojenych kruhovymi kanalky, kterymi jsou do gtc
dopravovany organely, cytoplasma éteré maternalni determinanty. Oocyt vznika
Z jednoho cystocytu, ze zbylych sedmi vznikajidoyty. Tento oktet je obalen vrst-
vou folikularnich bugk, oocyt lezi na proximalnim konci a paatpé buiky na konci
distalnim. Nasledujeist burgk, ukladani Zloutku a tvorba chorionu. Po jeho deko
¢eni degeneruji trofocyty i folikularni Bky a hotové ovalné vajko sestupuje do
oviduktu. Tam dochazi k oplodni — spermie se do vaéka dostane nepatrnym ka-
nalkem (tzv. mikropyle) v chorionu.

Jedna samice nakladeilgizné 500 vajéek (zalezi na rase bource morusového).
Kladeni probiha ve wernich hodinach afiplizné 80 % vajec je polozenochem
¢tyi hodin. Jednotliva vajka jsou piblizné 1,2 mm dlouha a 0,8 mm Siroka (Tazi-
ma, 1978).

2.1.4.Vitellogeneze

Vitellogeneze zahrnuje obdobi rychléhstu oocyli, bkéhem rehoz jsou pijimany a
ukladany jednotlivé slozky Zloutku (Pan et al. 1988gedorn a Kunkel 1979), kte-
ry tvori zasobu energie pro budouci embryo. Zloutek migg/itvaren bilkovinnymi
vezikuly, tukovymi kapénkami a glykogenem. Tvorbautku trvd rgkolik dni a oo-
cyt bthem této doby ztSi swij objem az stokrat. Vyznamnou slozkou bilkovinnych
vezikuli je vitellogenin, dale specificka bilkovina gk (ESP; egg-specific protein)
a skupina 30 kDa bilkovin (Zhu et al. 1986). ESRrifaer o molekulové hmotnosti
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225 kDa slozeny ze dvotizkych (72 kDa) a jedné lehké podjednotky (64 kDaho
syntéza probiha ve folikularnichikéch (Irie a Yamashita 1983).

Import bilkovin z hemolymfy do vyvijejiciho se w&§a probihd endocytézou za
Gcasti membranoveé bilkoviny klathrinu ve folikularhibuikach.

2.1.5.Vitellogenin

Vitellogenin je obecné oznani specifickych bilkovin, které jsotginou syntetizo-
vany extraovarial&iv tukovem télese (Pan et al. 1969, Izumi a Tomino 1983) a které
jsou @ijimany oocyty a ukladany jako hlavni slozka vaého Zloutku, nazyvana
vitellin Ve velkém mnoZstvi se vitellogeniny vyskjit pouze u samic (Pan et al.
1969, Zhu et al. 1986), aledheé vyzkumy odhalily malé mnozstvi i u satndzumi

a Tomino (1980) vitellogenin bource moruSovéhoru®fali jako glykolipoprotein o
sedimentanim koeficientu 13,5 S a molekulové hmotnosti 4B@kktery se sklada
ze dvou &Zkych (180 kDa) a dvou lehkydetizci (42 kDa). Déle prokazali, Zze mo-
lekula obsahuje 3 % mandzy, ktera se kovakeméize pouze na&1si podjednotku, a
7,3 % tuki (z toho je 75 % fosfolipil — fosfatidylcholin a fosfatidylethanolamin; k
ostatnim pat triacylglycerol, diacylglycerol a cholesterol).

2.1.6.Tukové téleso

Béhem vitellogeneze prochazeji ity tukoveho &lesa ugitymi zménami. Vedle

jejich zasobni funkce spivajici v ukladani tuk a glykogenu jsou zdrojetiady bil-

kovin hemolymfy. Tukovédeso syntetizuje a vylwje do hemolymfy také vitello-
genin (Pan et al. 1969) a mikrovitellogenin (Coteak 1987). OB tyto bilkoviny

jsou kvantitativié specifické pro samice a jsou vyvofokegulované. Tukoveleso

dale syntetizuje lipophorin, ktery je slozkou heymoly u samé i samic ve vSech
stadiich larvalniho vyvoje i metamorfézy (Chincaét1981).

Tuky jsou ve vajikach ukladany v podahbilkovinnych vezikuh a tukovych kapé-
nek. Tyto d¢ slozky do folikuti dodava vitellogenin a lipophorin. Vitellogenin je
vyhradreé prekurzorem Zloutku a v hemoly&ema jinou zdokumentovanou funkci.
Je endocytovan oocytem gepenén na bilkovinnédisko Zloutku bez pozorovatelné
ztraty fosfolipidi ¢i jinych ¢asti.

2.2 Diapauza

Patet generaci bource moruSového za rok jowan hlave dedicnymi faktory. Z
vajicek neprodlavajicich diapauzu se larvy lihnoti @5 °C g@iblizné za deset dni po



nakladeni, zatimco embrya diapauznichdedjizastavuji sy vyvoj po dvou aziech
dnech po nakladeni a jsou schopna p&kvat ve vyvoji, pouze pokud jsou vystave-
na po rkolik mésiai nizkym teplotam kolem 5 °C. Mezi kmeny, jejichjivka ne-
procklavaji diapauzu v kazdé generaci, existuji bi- lypoltinni typy. Komegn¢
nejpouzivagsi jsou bivoltinni typy. P&t generaci za rok u nichire byt ovlivrién
meénicimi se podminkami prasdi (nap. teplota a ositleni) bshemcasného vyvoje
rodicovské generace. Watanabe (1924, dle Tazima 19p&yiexentald potvrdil, Ze
vyvoj pii 15 °C dava vzniknout vajkam bez diapauzy a inkubacéi 25 °C dava
vzniknout diapauznim vajkam. Samice boufcinkubované fi 20 °C nakladly srés
vajicek s diapauzou a bez diapauzy. Diapauzu tuje/i teplota Bhem zarodéného
a ¢asného larvalnino vyvoje rati. Uginek teploty u rag3ich larvalnich stadii je
stejny jako dinek bhem embryonélniho vyvoje, avSakinek teploty u pozgSich
larvalnich stadii je ogay (vySSi teplota dava vzniknout w&jim bez diapauzy).
Vliv na produkci diapauznich végk bivoltinnich tyf ma také ositleni. Nejmes
15 h s¥tla kazdy den je nezbytnych pro produkci didsfp, ktei budou klast 100%
diapauzni vajika (Kogure 1933).

2.3 Partenogeneze bource morusového

Partenogeneze je &pob rozmnoZzovani ipkterém se z neoplozenych vagk vyviji
normalni embryo. U bource moruSového je spontaariepogeneze velmi vzacna
(Nagaraju et al. 2001), byly ovSem vyvinuty metashle vyvolané partenogeneze
prostednictvim tepelné aktivace (Astaurov 1940, dle @&neet al. 2004).

Ameiotick& partenogeneze agpbeniméizeného tepelného Soku (46 °C, 18 min) na
neoplozena vajka se perusi dlici vieténko v metafézi | a zabréni se rethiknu
déleni, ¢imZ vznikd diploidni sanii pronukleus (Astaurov 1940, dle Klymenka
2001). ProtoZe u samic bource morusového nedo&eaziossing-overu (Klimenko
1982 a 1990, dle Nagaraju et al. 2001), je proruskidenticky s matskym genoty-
pem. Stabilni klony je mozné timtoigmbem udrzovat po mnoho let bez viditelnych

v

zmen.

Meiotick&4 partenogeneze — Sok mrazem (-11 °G)sapi splynuti (nebo zabréni
rozdleni) dvou geneticky identickych haploidnich sa&ich pronuklé@ vzniklych
meidzou. Nkteré obsahuji pohlavni chromozom Z, jiné chromosdmPo splynuti
dvou sesterskych prvojader vznikne zygota s kanstizZ nebo WW. Mal&ast
santich jedind o genotypu ZZ feziva, jsou homozygotni ve vSech alelach, jejich
plodnost je porérné nizka. ,Supersamice” o genotypu WW nevznikaji,ovgle ten-

to genotyp letalni - standardni genotyp samic je @Wrskaya a Strunnikov 1974,
dle Nagaraju et al 2001).
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Uspssnost unilé partenogeneze je zavisla nkolika faktorech. Jednim z nich jsou
vngjSi podminky Bhem chovu bource moruSoveho. Zvéagtdok: oogeneze mohou
znane¢ ovlivnit vlastnosti oocytu a tim i schopnost ¥ak prodlat partenogeneticky
vyvoj. K dalSim paf st&i vajicek ¢i metoda aktivace partenogenezeggmwji druh
aktivatoru a zfysob pouziti. V pipacdt meiotické partenogeneze je limitujicim fakto-
rem zabraujicim vylihnuti larev také haploidni get chromozoéna ve vajiku. Larva
se mize vylihnout jen z vajka, které je minimakh diploidni. Ri kryoaktivaci
(=11 °C, 30 min) nizka teplota podporuje obnovdaigniho stavu po prvnim meio-
tickém dleni haploidniho samsiho pronukleu (Vereyskaya a Terskaya 1986, dle
Klymenka 2001), zatimco tepelny Sok (46 °C, 18 npo}latuje prvni meiotické
déleni, takze do druhého meiotickéhelahi vstupuje diploidni sarii pronukleus
(Klymenko 2001). Schopnost dok&in partenogeneticky vyvoj mohou negatévn
ovlivnit i zmény vaje&né cytoplasmy zisobené aktivatorem.

2.4Vyuziti partenogeneze pro studium vitellogeneze

Yamashita a Irie (1980) dokazali, Ze vitellogenamhnezbytny pro vyvoj vajek ani
embrya. Vajka implantovanad samim neobsahovala vitellogenin, ale po aktivaci
umglé partenogeneze byla schopna normalniho vyvojps&totaké rozdil mezi va-
jicky ziskanymi ze samic a vélly z vaje&nika implantovanych santien. Vajicka ze
samd@ byla mér paotetna a lebi. Obsah aminokyselin, RNA a tukbyl piiblizné
stejny, ale vajika ziskana ze sarinmbsahovala vice glykogenu a zhruba o 20 %
mere bilkovin nez kontrolni vagka samic.

Zabelina a Klymenko (2008)@dpokladali, Ze potencial pro partenogenezi objgven
u vajicek sama je zaloZen na genetické determinaci partenogenamsnika dar-
covskych kloii. Také zjistili, Ze po transplantaci W&k z monovoltinnich linii

s vysokou schopnosti prédt termalni partenogenezi do monovoltinnich samc
z kmene s nulovou schopnosti p#ad partenogenezi jsou ziskana vk§i nediapau-
zni a vylihnuti jedinci jsou vSichni saéttio pohlavi, jak je u termalni partenogeneze
obvyklé. Doroshenko a Klymenko (2010) potvrdili, éristuje moznost klonovani
genotym kmeni s nulovou schopnosti termalni partenogeneze potrentsplantace
vajecniki do partenoklot.
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3. Cile prace

Oweiit slozeni Zloutku u vajek samic a u vajek ziskanych z vagmiki implanto-
vanych do samc

Srovnat sloZeni Zloutku u vagk samic gkolika linii bource morusoveého.

Etapy prace
1. Chov bource moruSového, v idealnifipact nepartenogenetického i parte-

nogenetického kmene. &mi pohlavi a stugnvyvoje gonad u housenek
v poslednim larvalnim instaru.

2. Extirpace a implantace va&jeka u larev, ziskani vajek zc¢erstw vylihlych
imag.

3. Extrakce bilkovin z homogenatu «&gk a jejich dleni pomoci elektroforézy
v akrylamidovém gelu (SDS PAGE).

4. Srovnani elektroforegraim na zaklad literatury rozliSit vitellogeniny
z tukového dlesa od jinych bilkovin.

Dle ¢asovych mozZnostiffpadré mozny navazujici vyzkum

5. Céaste&né vyisteni bilkovin a zhotoveni ,Western bigt

6. Vybrané bilkoviny pipravit pro hmotnostni analyzu nebo sekvenovani ami
nokyselin N-konce (popis principtiadhto metod).

7. ldentifikace bilkovin srovnanim s dostupnymi datadyai — ptikazné zodpo-
vézeni otazky, které geny tyto bilkoviny kéduji (gembource byl sekveno-
van, dostupné jsou téz soubory cDNAady orgaid a vyvojovych obdobi).
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4. Metodika prace

4.1 Chov bource morusového

Bourec moruSovy snadno podléha infekcim, proto bgi&ka v p&ateni fazi em-
bryonalniho vyvoje oS&tna parami formaldehydu po dobu 5 minut (do Petmiie

Ky s vajiky byl poloZen filtr&ni papir nasyceny 40% formaldehydem). Poté byla
vajicka inkubovana v Petriho miskachi peplo€ 25 °C a relativni vzdusné vlhkosti
piiblizné 90 %. Vzdusna vihkost byla udrzovana pomoci nadob§cenou bunii-

nou umistnou v inkubatoru adhem prvniho a druhého instaru takécdhym fil-
traénim papirem umishym v kazdé Petriho misce.

Po vylihnuti byly housenky krmeny @hou potravou, pozii i ¢erstvymi listy mo-
ruSovniku Morus sp.). Teplota byla udrzovana na 27 °C. Pravidddgl odstraovan
trus housenek i zbytky krmeni a byla udrzovdisdota misek. Odretiho instaru
byly housenky femig’ovany do ¥tSich plastovych nadob. S housenkami bylo mani-
pulovano nejprve Steckem, pozdji pinzetou (Tazima, 1978).

Zobecrény Zzivotni cyklus bource moruSového jsem dle Tazifh978) shrnula do
nasledujiciho diagramu (Obr. 1).
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Obr. 1: Zivotni cyklus bource morusového

4.1.1.P¥iprava umélého krmeni

1 dil praskového krmeni (dodavatel Agricultural @&ash Council - Research Unit
for Apiculture and Sericulture, Padova, Italie) aglit 3 dily vrouci vody. Sis byla
peclivé promichana a povana ve vodni lazni po dobu 20 minut. Po vychladbyit
uchovavéana v lednicitpteplo® 4-5 °C.

4.1.2.Pouzité linie bource morusového

P29 — diploidni partenoklon s vysokou Zivotaschainatkolika genetickymi mar-
kery a vysokou schopnosti aktivace vyvoje pomogh&ni partenogeneze; mono-
voltinni (Astaurov 1973).
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P14 — partenoklon vzniklyikenim kmene P29 s bivoltinnim kmenem PVN (Italie,
Padova) s tést stoprocenté ucinnym partenogenetickym rozmnozovanim (Kli-
menko et al. 2013).

P178 — diploidni partenoklon jeditiey svou schopnosti préldt spontanni parteno-
genezi; monovoltinni.

Soviet 5 (S5) — velmi nizk& schopnost termalni graxeneze; marker pohlavi —
pigmentovana vajka davaji vzniknout samicim, véfa bez pigmentu davaji vznik-
nout samém (Strunnikov 1971).

K23 — identicky s S5, ale pochazi z italské kolef@® — Kharkiv, Ukrajina).
4.2 Transplantace vaja&nikua

Postup transplantace vajgka byl popsan tHveéjSimi badateli, ja jsem pouzila proto-
kol Spiridonové et al. (1987). K transplantaci bpguzivany housenky vévrtém
instaru, které byly f&d zédkrokem narkotizovany paeoim na 20 minut do viazné
vody. Nejprve byly extirpovany vajaiky dard. Z narkotizované housenky byla
vystiihnuta dorzalniast patého abdominalniho segmentu, ktera byla @pavpo-
moci entomologickych Spendiikv misce vylité parafinem a zalita fyziologickym
roztokem. Vajénik byl opatri vyjmut a uloZzen na 5-20 min v chladném fyziologic-
kém roztoku.

Narkotizovani pijemci obou pohlavi byli jednotlévnastizeni dorzald mezi patym
a Sestym abdominalnim segmentem a do vznikléhawtvgl mezi gonady vsunut
jeden vajénik tak, aby nedoSlo k posSkozeni vlastnich gona@haRbyla osuSena
bunitinou a oSétna ethanolem.

Po transplantaci vajaiki byly housenky umighy v ¢isté plastové nadaélpii poko-
jové teplot. Krmeny byly stejnym zjsobem jako dosud. V patém instaru byl do
nadoby vliozZen zntkany papir kuli zlepSeni prostoru pro tvorbu kokinn
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4.3 Elektroforéza bilkovin

4.3.1.Extrakce bilkovin

Po vylihnuti imag jsem z vajeika ponechanyclhin situ nebo implantovanych extir-
povala zrala vagka (tj. s pevnym obalem zvanym chorion). N¥padt samaé jsem
odstihla zadéek v mist pripojeni hrudi a vagika jsem vytlgila na tkaninu. Tkani-
nu s vajéky jsem napnula na skl&mou nalevku a opatrnym tlakem &pou ukazo-
vatku za soudasneho splachovani tenkym proudem vody jsentkeajproti&ila do
skérné kadinky. Nkolikrat jsem vajtka proplachla vodou a po jejich usazeni ke dnu
kadinky jsem slila febyte&nou vodu a nechala jsem w&& osusit na vzduchu na
kousku filtra&&niho papiru. Po osuSeni jsem vk§i vloZila do mikrozkumavek a
uchovavala je f teplot —20 °C.

Pfi odebirani implantatu u samic jsem pracovala padlbpou. Nadihla jsem po-
délrt zade€ek na ventralni str&ma @ichytila jsem kutikulu entomologickymi Spend-
liky do misky vylité parafinem. Implantat, kteryoil neprichyceny shluk uprogd
téla, jsem penesla na filtréni papir a nechala jsem ho na vzduchu oschnoustila
vajicka samic jsem odéhla v mis¢ pripojeni ovariol ke kutikule aipnesla jsem je
na filtratni papir. Po oschnuti jsem implantat a vlastnickajiviozila do mikrozku-
mavek a uchovavala jdigeplot —20 °C.

10 vajiek z kazdé mikrozkumavky (Tab. 1) jsem pomoci tedleho tlodku roze-
tiela vceisté mikrozkumavce se 100 pl extéakho pufru (10 mM Tris-Cl pH 6,8;
2% SDS). Poté jsem mikrozkumavky #alla v termostatu na 98 °C po dobu 4 min a
nasleds jsem je centrifugovalaipl4 000 otdkdch 2x 20 min za teploty 4 °C. Su-
pernatant jsem mikropipetodgvedla daistych mikrozkumavek, které jsem ucho-
vavala i teplog —20 °C. Jako kontrolu jsem pouzila normalni naklaa vajtka,
kterd jsem homogenizovala a uchovéavala stejnyisapem.
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Tab. 1: Pehled vzork extrahovanych bilkovin

Oznafeni Darce Pr¥ijemce Pohlavi piijemce Vajicka

C1 P29 K23 samec P29
C3 P14 K23 samec P14
C4* — — — P14
C7* - - - S5 (F)
C8* - - - S5 (M)
Cl1 P178 P29 samice P29
C12 P178 P29 samice P178
C13* - - - P178
C14 S5 P14 samice P14
C15 S5 P14 samice S5
C16 S5 P29 samice P29
C17 S5 P29 samice S5

* kontrola; F — female; M - male

4.3.2.Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v redukujicim
prostiedi (SDS — PAGE)

Princip: Téngt vSechny analytické elektroforézy bilkovin v polykmidovém gelu
jsou provadny za takovych podminek, které zajisti disociatkdyiin na jejich jed-
notlivé podjednotky, a tak zabrani jejich shlukovd¥ed nanesenim vzaoikna gel
musi byt bilkoviny denaturovany&Bné se pouziva iontova povrchaktivni latka,
dodecylsiran sodny (SDS), zafitpmnosti redukujiciho ¢inidla (nag. 2-
merkaptoethanol nebo dithiotreitol) spiié se zakatim. Denaturované polypeptidy
na sebe navazi SDS a ziskaji tak zaporny nabojofrge mnoZzstvi navazaného
SDS tendit vzdy ungrné molekulové hmotnosti polypeptidu a nezavislgeta pri-
marni struktie, pohybuje se komplex SDS-polypeptid v gelu stejnahlosti, kte-
rou by se pohyboval samotny polypeptid. Uzitim keaditniho markeru je mozné
odhadnout velikost zkoumaného polypeptidu.

SDS-PAGE probiha v diskontinualnim systému putzn. pufr pro ipravu gelu se
liSi svym pH a iontovou silou od pufru v nadrzi.idplex SDS-polypeptid se pdip
pojeni zdroje nafti pohybuje v elektrickém poli skrz polyakrylamidogel k anod.
Po migraci skrz zaosivaci gel o vysoké pérovitosti vytkiokomplexy tenkou vrst-
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vicku na zé&atku rozalovaciho gelu. Schopnost diskontinualniho systénfuipsou-
stredit vSechny komplexy ve vzorku do velmi maléhoeoty znan¢ zvySuje rozli-
Seni SDS-polyakrylamidovych gel

Diskontinualni systém pufr ktery je Siroce pouZzivan, bykipodns vytvoren Orn-
steinem (1964) a Davisem (1964). Vzorek a zawsci gel obsahuji Tris-Cl (pH
6,8), pufr slouzici jako elektrolyt obsahuje Trigain (pH 8,3) a rozélovaci gel
obsahuje Tris-Cl (pH 8,8). VSechny slozky systérbgahuji 0,1% SDS (Laemmli
1970). Chloridové ionty vzorku putuji v elektrickgoli zaostovaciho gelu nejrych-
leji, zatimco neutralni molekuly glycinu nejpomaléylezi nimi se nachazeji poly-
peptidy ze vzorku, které jsou ukladany na rozhmadstovaciho a rozélovaciho
gelu. VySsi pH roz&élovaciho gelu podporuje ionizaci glycinu a vysledjgcinové
ionty migruji skrz nakupené polypeptidy a cest@l tdsné za chloridovymi ionty.
Uvolnéné komplexy SDS-polypeptid se pohybuji skrz gadaci gel o jednotném
napsti i pH a jsou od&lovany podle velikosti.

Polyakrylamidové gely jsou sloZzenytetézci polymerizovaného akrylamidu, které
jsou zesiovany dvojfunknim ¢inidlem N,N"-methylene-bis-acrylamidem. Efektiv-
nost si¢ SDS-polyakrylamidovych g&lzavisi na koncentraci akrylamidu pouZzitého
pii vyrob¢ gelu a na intenzitzestfovani. Polymerizace akrylamidu bezaiaciho
¢inidla tvari vazké roztoky, které nemaji praktické vyuzitisifevani bisakrylami-
dem gidava gelu tuhost a pevnost v tahu a viitpéry, skrz 82 musi koplexy SDS-
polypeptid projit. Velikost pdr klesa se z&tSujicim se pokrem bisakrylamid : ak-
rylamid a dosahuje minima, kdyz je pénpriblizn¢ 1:20. Mnoho polyakrylamido-
vych gefi je odlévdno o molarnim pamu bisakrylamid : akrylamid 1:29, ktery se
ukazal byt schopnym ro#lit polypeptidy liSici se svou velikosti jen o 3(@ambro-
ok a Russell 2001).

Reaktanty:

*  30% acrylamide mix (30% Acr/Bis)

* 10% dodecylsiran sodny (SDS)

e Tris base, HCI, glycin

e TEMED (N,N,N",N’-tetramethylethylenediamine) — znjgje polymerizaci
katalyzovanim tvorby volnych radikalz peroxodisiranu amonného (APS);
nizké pH polymerizaci pottaje

 10% peroxodisiran amonny (APS) — poskytuje volndikady potebné
k polymerizaci

» Destilovana HO
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Roztoky a pufry:

* Blue Protein Ladder CEB-P-0110-250 (Cental Euroigiasystems)

» Vzorkovy pufr: 50 mM Tris-Cl (pH 6,8), 100 mM ditbtreitolu, 2% SDS,
0,1% bromfenolové mad 10% glycerol

» Elektrodovy pufr: 25 mM Tris, 250 mM glycinu (pH33, 0,1% SDS

Pristroje: forma na gel, zdroj elektrické energie.

Postup:

1. Priprava rozdélovaciho gelu

» Sestavila jsem aparaturu na elektroforézu a forenget podle ndvodu.

» V cisté kadince jsem smichala jednotlivé slozky gdlab( 2). Po pdani
TEMED jsem okamz# obsah kadinky promichala pipetou a opatmo pe-
nesla do formy.

» Formu jsem naplnila zhruba 3 mm paiglinek a gel jsemiekryla vrstvou

destilované vody, abych vytigda pripadné vzduchové bubliny.

Gel jsem nechala v klidu asi 30 mifi pokojové teplal.

Po ztuhnuti gelu jsem opatrnylila destilovanou vodu z povrchu a gel jsem

osusSila kouskem buginy.

Y VvV

Tab. 2: 12% rozélovaci gel o vysledném objemu 15 ml

Slozky gelu Objem (ml)
H,O 4,9
30% Acr/Bis 6,0
1,5 M Tris (pH 8,8) 3,8
10% SDS 0,15
10% APS 0,15
TEMED 0,01

2. Priprava zaosfovaciho gelu

» V dalSicisté kadince jsem smichala jednotlivé slozky gélab( 3). Po fida-
ni TEMED jsem okamzit obsah kadinky promichala pipetou a opatho
pienesla do formy nad ro&gdvaci gel.

» Do formy jsem opatr zasunul&isty htebinek a zao&tvacim gelem jsem
vyplnila vzniklé mezery.

» Gel jsem nechala v klidu asi 30 miti pokojové teplat.
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Tab. 3: 5% zao#bvaci gel o vysledném objemu 6 ml

Slozky gelu Objem (ml)
H>O 41
30% Acr/Bis 1,0
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,75
10% SDS 0,06
10% APS 0,06
TEMED 0,006

w

Piiprava vzorku

» Z pripravenych vzork bilkovin uchovavanychip—-20 °C jsem postugnod-
pipetovala po 30 pl roztoku didstych mikrozkumavek. Do kazdé mikroz-
kumavky jsem fidala 30 ul vzorkového pufru a gmjsem vlozila na 5 min
do termostatu (98 °C).

» Opatrre jsem vytahla tfebinek z gelu a jednotlivé jamky jsem vysusSila

prouzkem burginy.

Vnitini a vrEjSi ¢ast nadrze jsem zalila elektrodovym pufrem.

Do prvni jamky jsem nanesla 4 ul markeru, do othtisem nanesla po 60

pl vzorku (Obr. 2). Prazdné jamky jsem vyplnilapOszorkoveho pufru.

\ 2%

M| eisf [c1d |cid [cyf o |cip [cf |cp [N
A
Im | |caf [c3f |ciq ey |c [ [ x| [ x] | x]
B

Obr. 2: Rozvrzeni vzotkna gelu Aa B
M — marker, X — prazdna jamka

4. Pribéh elektroforézy
» Po naneseni vzoika doliti elektrodového pufru jsem elektroforetickyarat
pripojila ke zdroji elektrického naii. Elektroforéza probihala 3 i@B0 V.

20



Po odpojeni od zdroje elektrického sigsem vyjmula gely z nadrze, od-
stranila jsem skla a vlozila jsem gely do barviaicisek s destilovanou vo-
dou.

. Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue

Pripravila jsem si barvici roztok rozpggfm 0,25 g Coomassie Brilliant Blue
R-250 ve 100 ml roztoku metanolu a kyseliny oct¢gg80 ml metanolu,
400 ml HO, 100 ml ledové kyseliny octove). Barvici roztekm efiltrova-
la pres filtraéni papir.

Polyakrylamidovy gel v plastové misce jsem zaliarvicim roztokem do
Uplného ponteni a nechala jsem ho alespb h (F pokojové teplat na te-
patce.

Po obarveni jsem slila barvici roztok a gel jséempsla d@isté misky s roz-
tokem metanolu a kyseliny octové bez barviva.p@kojové teplat jsem ho
nechala narépace ges noc.

Gely jsem oplachla destilovanou vodou a uchovajsgan je pontené ve
vodk v plastovych miskachip4 °C.
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5. Vysledky

5.1.Transplantace vaj&niki

Celkem jsem provedla 94 transplantaci $ajki do samé riznych linii bource mo-
ruSového a 101 transplantaci ikt do samic. Umrtnost operovanych bauie-
hem dalSiho vyvoje byla velikd. Nejvice jedinghynulo ged zakuklenim na bakte-
rialni nakazu, uhyndhem metamorfozy byl ojedity. V Sesti fipadech se implantat
neuchytil a nebyl nalezen, u jedné z vylihlych sabez implantatu byla nedovyvi-
nuta a zakréla vlastni vajtka. Rehled ziskanych vzotkzralych vajéek lze vyist

Z nasledujicich tabulek (Tab. 4, Tab. 5).

Tab. 4: Pehled provedenych transplantaci do samc

Transplantace Ret operaci Imaga Imaga s implantatgm

SAMCI prijemci:

P29— K23 48 1 1

P14— K23 23 4 2

P29— K23, S5 10 0 0

P29— W1lpnd 3 0 0

P29— 55-4 1 0 0

P5D, P178- S5 9 0 0

CELKEM 94 5 3
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Tab. 5: Pehled provedenych transplantaci do samic.

Transplantace Ret operaci Imaga Imaga s implantatgm

SAMICE prijemci:

K23, S5— P29 15 3 3
55-4, S5, Wlpnd- P29 9 1 1
P178— P29 10 6 4
S5—- P14 6 4 3
S5— P29 6 2 1
P29, P14— K23 39 0 0
P29— P14 8 0 0
P5D— P29 8 0 0
CELKEM 101 16 12

5.2SDS-PAGE

Rozdil mezi obsahem bilkovin ve wéach z vajéniki in situ (vajicka ozngovana
SF, standard females) a w&@ch vyvijejicich se v satfth hostitelich (ozn@vana
IM, implanted into males) byl na obarveném gelundgsatrny (Obr. 3, Obr. 4). Jed-
notlivé frakce byly identifikovany na zékladejich velikosti a vzédjemné polohy v
souladu s publikacemi (Yamashita a Irie 1980, Te#@09). Akoliv byla frakce
obsahujici #28i podjednotku vitellogeninu (180 kDa) viditeln&é vajtkach IM
(drahy C1 a C3), frakce obsahujici depodjednotku vitellogeninu (42 kDa) v nich
témet chybsla. NejzetelrgjSi byly ve vajékach IM frakce obsahujici ESP (72 kDa a
64 kDa) a skupinu 30 kDa bilkovin, které u samiemzitou zabarveni jednozire
prectil vitellogenin.

Nezjistila jsem Zadny vyznamny rozdil v obsahucgehi hlavnich bilkovin Zloutku
mezi vajtky SF a vajky IF (implanted into females) implantovanych donga U
vzorka C13, C12 a C11 jsem pozorovala ovianvajicek IF od darkya P178 pro-
stredim gijemkyné implantatu z linie P29. Vzorek C12 obsahoval dkagilF od dar-
kyn¢ P178 a nil by tedy obsahovat stejné frakce jako kontrolrarek C13 obsahu-
jici SF vajtka P178. Vzorek C12 vSak obsahowvalftakce, které se u kontroly
nevyskytovaly, za to se objevily také u vzorku CRtery zastupoval vlastni véka
samice P29 vyvijejici se wippmnosti implantatu P178.
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Vzorek C17 z vafiek IF z bouré P29 obsahoval slédtpatrnou frakci srovnatelnou
s frakci skupiny 30 kDa bilkovin viditelnou u «agk IM, ale ani kontrola, ani vlastni
vajicka vyvijejici se v fitomnosti implantatu S5 tuto frakci patrnou rigsm

=245
~180
=135

=7

AENRE
&

=11

Obr. 3: SDS-PAGE gel A

M — marker, C13 — SF P178 kontrola, C12 — IF P17829, C11 -VR P29 (implant:
P178), C1 — IM P29 v K23, C16 — VR P29 (implant&},£17 — IF S5 v P29, C7SF S5
kontrola, C8 — SF S5m kontrola

SF — standard female, IF — implanted into femaié—limplanted into male, VRvajicka
recipienta, f, m — female, male (ozeai genetickym pohlavnim markerem ve stadiu v

jicka)
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kDa

~245

Obr. 4:SDS-PAGE gel B

M — marker, C4 — SF P14 kotrola, C3 — IM P14 v K€34 —VR P14 (implant¢
S5), C15 — IF S5 v P14£7 — SF S5f kontrola, C8 — SF S5m kontrola

SF — standard female, IF — implanted into fema¥e-limplanted into male, VR —
vajicka recipient, f, m female, male (ozri@ni genetickym pohlavnim marker
ve stadiu vajika)
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6. Diskuze

Praikopnikem ve studiu vitellogeneze a zvt§38k vyvoje vajgek v sandich hostite-
lich byl Yamashita (1980, 1983, 1986), ktery dokaza vajtka transplantovana do
samd (IM) se po vyjmuti z dosfce liSi od vajéek standardnich samic (SF) absenci
vitellogeninu. Déle zjistil, Ze SF i IM v&ja obsahuji ,egg specific protein“ (ESP),
ktery vznika ve folikularnich hikach, a také skupinu 30 kDa bilkovin. Jejich mnoz-
stvi je podle Yamashity (1986) v IM vékiach srovnatelné s mnozstvim v SF &aji
kach. Po vyvolani ugé partenogeneze Astaurovovou metodou (1940, dyenki-

ka 2001) jsou IM vafka schopna normalniho embryonalniho i postembryohal
vyvoje. Moje prace potvrzuje, Ze kdhpodjednotka vitellogeninu u IM vagk chybi,
ale na polyakrylamidovém gelu byla u IM vk viditelna frakce obsahujictZSi
podjednotku vitellogeninu. Jejitipomnost by bylo nutné dale &'t imunologickou
reakci. Jiz #ive bylo dokazano, Ze se vitellogenin v malém mtdAsg/skytuje i v
hemolym& sama& (Lamy et al. 1975), ale neslinnosti vajéniki zabudovavan do
vajeiného Zloutku. Domnivam se tedy, Ze samci jsou stuhtyorby pouze &Si
podjednotky vitellogeninu, coz omezuje jeho celkovonkinost. Obsah ESP a sku-
piny 30 kDa bilkovin u IM vajiek byl Zetelrg vysSi nez u SF vagk, u IM vajtek
tak zaujimaji volné misto po chyjicim vitellogeninu.

Singh et al. (2003) studovali antibakterialni aktiwitellogeninu proti déma bakte-
riim a zjistili, Ze vitellogenin lze pouzit pro ief detekci v napadeném organismu.
Vajicka IM neobsahujici vitellogenin by takéha byt nachylgjsi k bakterialnim in-
fekcim. Bylo by zajimavé tuto hypotézu otestovatopoanim vitality vajiek stan-
dardnich samic a v&gk implantovanych do sar@ jejich ndchylnost podléhat bak-
terialnim infekcim.

Rozdil ve spektru bilkovin u dvou partenogeneti¢kimii (P178 a P29) bource mo-
rusoveého jsem zminila ve vysledcich. Rozdil ve spekilkovin mezi pohlavé se
rozmnoZzujicim kmenem S5 a partenoklonem P29 jepatiObr. 5. VSechnytyfi
vzorky obsahovaly vajka zrajici v samicich, takZe Ize podle hmotnostmitaokeru
odhadnout frakce podjednotek vitellogeninu. Frakae4 se vyskytuji pouze u vaji-
¢ek SF S5 a ne u vlastnich wak P29 vyvijejicich se viftomnosti implantatu, za-
timco frakce 3 se nalézé pouze u &l recipienta P29. Pokud jsou ale implantova-
ny vaje&niky S5 do partenoklonu P29, spektrum bilkovin&sSti o frakci 3, ktera
se do vajiek dostala z hemolymfyifpemce vajéniku. Podobné vysledky obdrzela i
Zabelina (2009) {» porovnavani spektra bilkovin hemolymfy a vajK. Frakce 2 je
jedingina pro vajtka S5 implantovana do samice P29, standardnikeafni jedno-
ho kmene ji neobsahuji. Je mozriédpokladat, Ze mezi vajeiky darce a prost-
dim pijemce dochéazi ke slogjgim interakcim, diky nimZ vznikaji nestandardni
bilkoviny. DalSi poznatky o ovliovani sloZzeni bilkovin vag@ého Zloutku u im-
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plantovanych vajniki by mohlo ginést nap. porovnani SF vajek kmene K23 a
linie P178 a vajiek P178 implantovanych do obou pohlavi K23. Totoopoani

jsem nemohla provést, protoze zadna samice K23kntovanymi vajéniky P29

pfi mém vyzkumu nedosahla d@spsti.

téz3i podjednotka VG
(180 kDa)

lehéi podjednotka VG
{42 kDa)

Obr. 5 : Porovnani standardnich wal partenogenetického a nepartenogenetického kmene:
VG - vitellogenin; SF — standardni wéj&; IF - implanted into female, VR — véia re-
cipienta, f, m — female, male (ozmmi genetickym pohlavnim markerem ve stadiu v
jicka)

Vzhledem k tomu, Ze na zakkaaelektroforeogramu nelze bilkoviny jednozna
identifikovat, navazujici prace byda byt zangrena na wyisteni jednotlivych bil-
kovin a jejich gipraveni k sekvenovanii hmotnostni analyze. Srovnani vyslédk
s dostupnymi databazemi by umoznilo identifikovasabni bilkoviny Zloutku, po-
piipact by objasnilo vznik nové frakce bilkovin u implangmych vajéek.

Rozdily v mnoZzstvitznych vajénych bilkovin v zavislosti na pohlavtigmce im-
plantatu vajénika naznguji, Ze jsou v zavislosti na pohlavizn¢ aktivni promotory
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piislusnych get. Laboratde zabyvajici se transgenezi bource usidviedaji &in-
né promotory stimulujici transkripci v definovanyoiganech (napv tukovém éle-
se) a definovanérdase (nap v prvni polovir vyvoje kukly). AZ budou geny bilko-
vin vajicek identifikovany, bude mozné vyuzit vysledky méaqgar i timto zfisobem.
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7. Zavéry

S vyuzitim monovoltinnich linii bouticbyla prokazédna shoda ve sloZeni hlavnich
zésobnich bilkovin (tj. vitellogenin, egg specifiotein, skupina 30 kDa bilkovin)
Zloutku u vajéek, ktera se vyvinula ve vajeicich standardnich nebo partenogene-
tickych samic. Porovnavané partenogenetické lied78, P29, P14) se liSily
v obsahu &kterych vysokomolekularnich bilkovinnych frakcich.

Byl potvrzen vyvoj vagek ve vajénicich transplantovanych z jedné larvy do druhé.
Pokud byla fijemcem sandi larva, bylo spektrum vajaych bilkovin stejné, jako
ve vajtkach z ovariiin situ a navic obsahovalcskteré slozky typické pro linii i
jemce. V sartich piijemcich se spektrum hlavnich v&jgch bilkovin Zetelrg liSilo

od spektra ve vajkach vyvinuvsSich se ve standardnigtpartenogenetickych sami-
cich, & jiz in situ nebo po implantaci do saénilarvy. Bylo prokazano, ze ve v&ji
kach vyvijejicich se v satith hostitelich se vyskytovala pouze vysokomolekiila
frakce (180 kDa), tedyfka podjednotka vitellogeninu, zatimco ve #legich samic
byly patrné ob podjednotky (180 a 42 kDa).

Ziskané vysledky splji cile prace a dopuji udaje ziskané pomoci elektroforézy
v akrylamidovém gelu dkterymi jinymi autory. Tato metoda je velmi pr@spa,
avSak neposkytuje jednozimy dikaz identity bilkovin a fislusného genu. Proto
jsem bilkoviny penesla na nitrocelulézovou membranu, aby mohlypoyZity pro
casténé sekvenovani aminokyselin nebo hmotnostni anallyio prace budou za-
dany jinym pracovistim a nejsou proto zahrnutyedbozené bakataké praci.
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