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1. Uvod

1. UVOD

1.1 Délka zivota

Délka Zivota je mezi Zijicimi organismy znacné variabilni. Napfiklad ptaci maji delsi
Zivot neZ srovnatelné velci savci a i mezi savci jsou rozdily. Velryby dokazou Zit o 2 rady déle
nez rejsci s potvrzenou délkou Zivota 211 let. Pfezivani je vétSinou delSi v zajeti nezZ ve volné
prirodé, jelikoZz ho neohroZuji externi rizika (napf. predace), avSak vzor rozdili mezi druhy
zUstava stejny. Zde délku Zivota urcuji vnitini limity a starnuti je proces, ktery tento limit

uddva (Partridge & Germs 2002).

1.2 Starnuti

Starnuti neboli senescence je postupny pokles fyziologické funkce, jejimz vysledkem
je s pribyvajicim vékem snizend rychlost prezivani a reprodukce a nakonec smrt (Rose 1991;

Flatt & Schmidt 2009).

Existuje mnoho teorii popisujicich pfi¢iny starnuti (Weinert & Timiras 2003), které
mohou byt rozdéleny do dvou rozsahlych skupin (Troen 2003): stochastickych a genetickych
teorii. Zakladni myslenkou stochastické teorie je hromadéni defektd na rlznych drovnich
organismu. Dochazi k poSkozovani tkani a bunécnych organel vlivem volnych kyslikovych
radikdll, k poSkozovani DNA a jejich reparacnich mechanismu. Genetické teorie povazuji
starnuti za soucdast geneticky programovaného a kontrolovaného fizeni délky Zivota, které

zahrnuje vyvoj, dospivani, starnuti a smrt.

1.3 Faktory ovliviiujici délku Zivota hmyzu

Jak dlouho jedinec bude zit, je dano predevsim geneticky, ale i dalSi faktory mohou
ovliviiovat jeho délku Zivota. U hmyzu mezi tyto faktory patfi napf. teplota a svétlo. U mnoha
studii hmyzi délka Zivota byla delSi pfi niZsi teploté, coz je pfipisovano odliSné metabolické
rychlosti, ktera pfi vyssi teploté stoupa (Collatz 2003), a zméné fyzické aktivity (Helfand &
Rogina). Pokud byla moucha domaci chovdna v podminkach, ve kterych nebyla schopna
létat, délka Zivota se prodlouZzila na stejnou Uroven jako pfi snizené okolni teploté (Sohal &

Buchan 1981).
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Za nepfriznivych pfirodnich podminek upadd hmyz do diapauzy, programovaného
zastaveni vyvoje, které je doprovazeno fyziologickymi zménami zajistujicimi preZziti. Diapauza
se muZe vyskytovat ve vSech stadiich vyvoje: nalezneme ji u vajicek, larev, kukel a dospélci
(Collatz 2003). U dospélcli — pfi tzv. reprodukéni diapauze se u samic zastavuje oogeneze a
vitellogeneze, u samcu aktivita pfidatnych Zlaz, a k pareni nedochazi (Tatar et al. 2001).

Reprodukéni diapauza umoznuje az dvojnasobné prodlouzeni Zivota jedince.

Reprodukce patfi mezi dalsi faktory majici na prezivani hmyzu vliv. Pfedevsim samicky
se znaéné li§i ve svych délkach Zivota, pokud se pafi &i nikoliv. Ze jim reprodukce zkracuje
Zivot bylo prokdzdno u mnoha studii na Drosophila melanogaster (Fowler & Partridge 1989;
Chapman et al. 1995), Callosobruchus chinensis (Yanagi & Miyatake 2003; Ronn et al. 2005),
Ceratitis capitata (Chapman et al. 1998), Musca domestica (Ragland & Sohal 1973), Colias
eurytheme (Kemp & Rutowski 2004), Belostoma flumineum (Gilg & Kruse 2002) ¢i Pyrrhocoris

apterus (Blazkova 2008).

1.4 Vztah mezi reprodukci a délkou Zivota

U mnoha organism( existuje trade-off mezi reprodukci a prezivanim (Williams 1966;
Roff 1992). Takovyto trade-off mizZe byt zaznamenany na fyziologické urovni (jedinci, ktefi se
rozmnoZzuji vice, Ziji kratS$i dobu) a urovni evolucni (genetické) (evoluce vyssi reprodukéni
snahy je spojena se snizenim délky Zivota jako korelacni odezva; Reznick 1985; Bell &

Koufopanou 1986; Stearns 1992).

Reprodukéni ndklady zkracujici Zivot samickdm se mohou skladat z nékolika faktoru:
ze samcich namluv, pareni, z produkce vajicek a z péce o potomstvo (Kotiaho & Simmons
2003). Existuje jen omezeny pocet dlkazl, Ze sam¢i ndmluvy mohou byt pro samicky
nakladné. Samicky Drosophila melanogaster a Glossina morsitans vykazovaly snizenou
délkou Zivota nasledkem samcich ndmluv, i kdyZz k samotnému pareni nedochazelo (Partridge
& Fowler 1990; Clutton-Brock & Langley 1997). Naproti tomu reprodukéni naklady
zplusobené kopulaci jsou zdokumentovdny u mnoha druhl. U samicek Callosobruchus
maculatus, Cimex lectularius a Sepsis cynipsea dochazi k rychlejSimu starnuti fyzickym
zranénim, které je zplsobené samcéim pohlavnim orgdnem béhem pareni (Crudgington &
Siva-Jothy 2000; Blanckenhorn et al. 2002). U samic¢ek D. melanogaster jsou za péfici naklady

zodpovédné proteiny samcich pridatnych Zlaz (Fowler & Partridge 1989; Chapman et al.
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1995; Wigby & Chapman 2005). Avsak existuji studie, kde nebyla zvySena mortalita samicek
nasledkem pareni viilbec zaznamendna (tab. 1 Chapman et al. 1998; Kotiaho et al. 2003).

Nezdvisle na dalSich ndakladech zkracuje produkce vajicek Zivot samickam
Callosobruchus chinensis (Yanagi & Miyatake 2003), Ceratitis capitata (Chapman et al. 1998),
Onthophagus binodis (Kotiaho & Simmons 2003) ¢i Saltella sphondylli (Martin & Hosken
2003). Prikladem jsou single gene mutace (mutace v insulinové signalni draze) nebo stfidmé
stravovani, které prodlouzi Zivot, ale mohou sniZit plodnost ¢i zpUsobit sterilitu jak u
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, potkana a mysi (Kenyon et al. 1993;
Chapman & Partridge 1996; Gems et al. 1998; Chandrashekar & Bartke 2003; Giannakou et
al. 2004). Podobné ozafeni a ovo® mutace eliminuji kladeni sami¢kam D. melanogaster a
zvysi jejich délku Zivota (Sgro & Partridge 1999). Pokud se vyskytuje péce o potomstvo, mlze
privodit sami¢kam dalsi naklady (Clutton-Brock 1991; Hunt et al. 2002).

Casté vyskyty reprodukénich nakladd naznacuji, Ze jejich mechanizmy by mohly byt

evoluéné konzervované (Partridge et al. 2005).

1.4.1 Proximalni mechanismy reprodukc¢nich nakladi

Malo se vi o proximdlnich mechanismech, které tvofi zaklad trade-off mezi
reprodukci a délkou Zivota (Leroi 2001; Barnes & Partridge 2003; Harshmann & Zera 2007).
Tradi¢nim pohledem je omezenost vnitfnich energetickych rezerv, ktera ma za nasledek
vytvoreni trade-off. Nakladné procesy v organismu (reprodukce, somatickd udriba a oprava,
rdst, imunitni funkce) soupefi o stejné zdroje, které jsou limitovany, a tudiz nemohu byt
maximalizovany do vSech funkci (Kirkwood 1977; Law 1979; van Noordwijk & de Jong 1986;
Stearns 1992; Kirkwood & Rose 1991). Zdroje, které jsou odklonény do reprodukce,
nemohou byt rovnéZ vyuZity na somatické opravy, a reprodukce bude z tohoto divodu

zkracovat Zivot (Partridge et al. 2005).

Avsak ptibyva studii, které tuto teorii zpochybriuji. U dospélch Caenorhabditis elegans
mutace ve specifickych age-1 (kéduje P13 — kindzovou podjednotku; Johnson et al. 1993) a
daf-2 (kéduje insulinovy receptor; Kenyon et al. 1993; Gems et al. 1998) aleldch prodlouZi
Zivot beze zmény v reprodukéni schopnosti. U jinych zdsahG — napf. odstranénim ovarii
Pyrrhocoris apterus (Hodkova 2008) ¢i gondd v C. elegans (Kenyon et al. 1993) se délka Zivota

nezvysila, i kdyZ reprodukéni naklady, v tomto pfipadé plodnost, jsou odstranény.
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V posledni dobé se vyvinula alternativni myslenka - pti¢iny ndkladu jsou zplisobené
pleiotropnim efektem molekuldrnich signald (Leroi 2001). PfedevSsim hormony jsou
povazovany za klicové zprostfedkovatele reprodukénich ndkladl a |, life-history” trade-off
(Zera & Harshman 2001; Flatt & Kawecki 2004; Harshman & Zera 2007). K této alternativni
teorii prispély prevazné studie na hadatku Caenorhabditis elegans, u kterého signaly z gonad
ovliviuji 1IS (insulin-like signdlni) drdhu a tedy i starnuti. Odstranéni zdrodecnych bunék
znacné prodlouZi jeho Zivot, pfiCinou je aktivace transkripéniho faktoru DAF-16 (ortolog
dFOXO u D. melanogaster; zpomaluje starnuti). Naproti tomu odoperovani celych gonad
délku Zivota neovlivni. Signaly z gonad ovliviiuji tento aspekt i u mysi (Cargill et al. 2003). U
Drosophila melanogaster odstranéni zarodecné linie mutaci na zacatku vyvoje starnuti
nezpomali (Barnes et al. 2006), avSak eliminace téchto bunék v pozdéjsim staddiu ma opacny

efekt a je spojend s modifikaci insulinové drahy (Flatt et al. 2008).

| kdyZ negativni pleiotropni efekt hormond vs. omezené vnitfni zdroje jsou casto
navrhovany jako alternativni vysvétleni trade-off (Leroi 2001), studie na Gryllus firmus
ukazuje, ze zmény v endokrinni kontrole reagujici s metabolismem zprostfedkuji rozdilnou
alokaci zdrojia. JH analog aplikovany LW (flight-capable) samicim zplsobil expresi
biochemickych (redukce syntézy triglyceridi) a reprodukénich (zvySeni syntézy
fosfolipidi—zvySeni produkce vaji¢ek) znakd, které jsou typické pro SW (flightless) samice
(Zhao & Zera 2002; Zera 2005). Systémovy reguldtor metabolismu, napt. insulinova signalni
draha, by mohl fidit alokaci energie do somatickych nebo reprodukénich funkci. Signalni
body zevstupu (pfijem potravy) a vystupu (hladina reprodukce, somatické funkce)
pravdépodobné upravuji insulinovou drahu, ktera ndsledovné modifikuje drahu alokace.
Cena za reprodukci by mohla byt ddna souhrou hormonalni regulace a metabolismu

(Harshman & Zera 2007).

Jak jiz bylo zminéno v kap. 1.4, existuji reprodukcni naklady, které urychluji starnuti
samic. Nejvétsi podil je pfipisovan pareni. Teorii, pro¢ je kopulaci snizovana délka Zivota,

muze byt nékolik:

1. Délka Zivota samic by mohla byt zkracena produkty samcich akcesorickych

(pfidatnych) zl3z.
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2. Pareni by mohlo mit vliv na imunitni systém - pozménéné imunitni funkce na

3. Pareni by mohlo zvySovat produkci vajicek, ¢i mit vliv na jejich kvalitu

(energeticky ndrocné) - zkraceni zivota.

UstFedni roli v popsanych faktorech by mohl hrat juvenilni hormon (JH), ktery je

v mnoha studiich navrhovdn jako klicovy zprostfedkovatel trade-off mezi reprodukci a

délkou Zivota (Flatt & Kawecki 2007).

1.5 Endokrinni signaly

U mnoha mnohobunéénych organisml je komunikace mezi organy zajistovana

prostfednictvim posli — hormon(, které jsou produkovany endokrinnimi tkanémi Cci

specializovanymi burikami téla. Sekretované hormony jsou uvolfiovany do obéhu a spousti

intracelularni déje v cilovych tkanich (Toivonen & Partridge 2009). Hormony ovliviuji

prakticky vSechny pochody v organismu (Kodrik 2000), modifikuji i délku Zivota a reprodukci

(Tatar et al. 2003; Rusell & Kahn 2007). Hmyz m3 stejné
jako savci samostatné endokrinni organy a bunky
(Toivonen & Partridge 2009): protorakalni Zlazy a
kardialni téliska (corpora cardiaca; CC), kterd jsou
propojena parem nervu s télisky pfilehlymi (corpora
allata; CA). Insulinu podobné peptidy (DILPs) jsou
produkovdny  ve specializovanych neuronech
centralniho nervového systému — DILP produkujici
medialni neurosekretorické burnky (MNCs) (Cao &
Brown 2001; lkeya et al. 2002), které se nachazeji

v pars intercerebralis.

Obr.1 Neuroendokrinni komplex Pyrrhocoris apterus (pfevzato z Hodkova 2008)
insulinovych peptid(); CC = corpora cardiaca;
CA = corpora allata; SG = subesofagealni ganglium; AO = aorta

intercerebralis (zdroj
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1.5.1 Juvenilni hormon (JH)

Juvenilni hormony, produkované corpora allata (CA) — endokrinni Zlazou situovanou
v blizkosti hltanu, jsou latky terpenoidni povahy (sesquiterpeny), které ovliviiuji témér
vSechny aspekty hmyziho Zivota (Kodrik 2000). JH se v prvé rfadé pravdépodobné vyvinul jako
reprodukéni hormon, ale je znam zejména svymi Uc€inky na larvalni vyvoj a metamorfézu
(Gade et al. 1997; Hartfelder 2000). Koncentrace JH rozhodne, zda se vytvofi dalsi larvalni
instar, kukla ¢i dospélec. JH ovliviiuje vSechny dllezité aspekty hmyzi reprodukce (Bownes
1982). U samic reguluje zrani oocytl a reprodukéni aktivitu (Wilson et al. 1983). JH se na
vitellonegenzi (proces, kdy se do vajicka dostavaji energetické a vyZivné zdsoby ve formé
Zloutku; Kodrik 2000) podili tim, Ze ovliviiuje syntézu a sekreci vitellogeninl (Vg) v tukovém
télese a absorpci téchto proteinli vyvijejicimi se oocyty. Specidlni faktor produkovany
terminadlnim oocytem u vétsiny druhG hmyzu navic zajistuje, Ze pouze termindlni oocyt
akumuluje Vg, zatimco mladsi oocyty jsou inhibovany (Kodrik 2000). U samcu JH podporuje
syntézu protein( pridatnych Zlaz (AGs) (Gillot 2003; Wilson et al. 2003) a tvorbu feromond.
Ze JH ovliviiuje tvorbu proteinG v AGs samctl, bylo potvrzeno v praci Socha et al. (2004) na
samcich Pyrrhocoris apterus. Allatektomovani samci vykazovali snizenou hladinu celkovych

proteinl v AGs, kterd se obnovila po aplikaci analogu JH (methoprene).

Vliv JH na délku Zivota

Mnohé studie povazuji JH za hormon podporujici starnuti (Flatt et al. 2005; Tatar et
al. 2001), ktery zkracuje délku Zivota stimulaci reprodukce (Flatt et al. 2005; Tu et al. 2006).
Pokud se odstrani zdroj juvenilniho hormonu — tedy corpora allata, uméle se navodi
reprodukéni diapauza a délka Zivota se prodlouzi o vice nez 100 % u kobylek (Pener 1972),
motyld (Herman & Tatar 2001; Tatar & Yin 2001) &i Pyrrhocoris apterus (Hodkova 2008).
Analog JH aplikovany allatektomovanym dospélcim obnovi reprodukci a zkrati Zivot
(Herman & Tatar 2001). Pokud je larva Drosophily béhem svého vyvoje vystavena JH analogu
(JHa), dospéld samicka zvySuje produkci vajicek, ale starnuti se znacné urychli (Flatt &
Kawecki 2007). DalSim dlikazem jsou zasahy do IS drahy (insulin signdlni drahy), které u D.
melanogaster mohou zastavit produkci uvedeného hormonu. K poklesu JH dojde pfi mutaci
v insulinovém receptoru dINR. Samicky s mutaci v dINR jsou dlouhovéké a sterilni, produkce
vajicek lze obnovit davkami methoprenu (analog JH), ktery kromé fertility zkrati jejich

prezivani na uroven kontrol (Tatar et al. 2001b). V praci Tatar et al. (2001b) se domnivaji, ze
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vysledkem defektniinsulinové drahy je snizeni JH syntézy a nasledné JH titru, ktery potlacuje

produkci vajicek a zvySuje délku Zivota.
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(nutrition, temperature,

photopericd) Insulin Signaling
Neuropeptides (Allatestatins, Allatotropins)
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Obr. 2 Vliv JH na délku Zivota (pfevzato z Flatt et al. 2005)

Avsak existuji studie, které hypotézu, ze JH snizuje délku Zivota prostrfednictvim
reprodukce, zpochybnuji. Jinak fe¢eno JH by mohl kontrolovat jak fertilitu, tak délku Zivota a
tyto dva faktory mlzou byt na sobé nezdvislé (Tatar et al. 2001b). S touto hypotézou se
shoduji vysledky pokusu, ktery byl proveden na samickach P. apterus. | kdyz byly samicky
sterilni ndsledkem vyjmuti ovarii, délka Zivota nebyla prodlouzena (Hodkova 2008), dokud se
neodstranil zdroj JH (CA). Pokud se samickam P. apterus vyjmuly pars intercerebralis (Pl;
produkuji insulinu podobné peptidy), délka Zivota se prodlouZzila o 32%, avsak vyjmutim CA o
60%. Odstranénim PI+CA se zvySilo prezivani samic o 96%. | kdyz se v mnoha studiich uvadi
,hadrazenost” IIS drahy, zde jsou pravdépodobné PI (lIS draha) a CA v aditivhim vztahu.
Mimoto v pfipadé vyjmuti PI+CA nelze vliv Pl na prodlouzeni délky Zivota pfipsat snizené
plodnosti, ktera je jiz redukovana nasledkem allatektomie (Hodkova 2008).

U jinych studii nebyla absence JH dostacujici k oddaleni starnuti. Sterilni homozygotni
dINR mutanti (D. melanogaster) sice méli snizenou syntézu JH, ale délka Zivota zUstala

nezménéna (Tatar et al. 2001b).
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Vliv pdreni na produkci JH

U mnoha druhl hmyzu kopulace zvySuje produkci vaji¢ek a snizuje ochotu samicky
k opétovnému pareni (Wolfner 1997, 2002; Chapman 2001; Gillott 2003; Kubli 2003). Tyto
zmény by mohly byt zplsobeny vyssi hladinou JH (Rankin et al. 1997; Strambi et al. 1997).
Hemolymfa paficich se samic¢ek obalece Choristoneura fumiferana a C. rosaceana obsahovala
vySsi titr JH oproti samickam bez partnera (Cusson et al. 1999). Zvyseni JH bylo zaznamenano
i u paficich se samicek Heliothis virescens (Zeng et al. 1997; Ramaswamy et al. 2000),
Lacanobia oleracea (Edwards et al. 1995), Danaus plexippus (Lessman et al. 1989) ¢i Cydia
pomonella (Webb et al. 1999).

Vyssi hladina JH stimulovana kopulaci by mohla byt zodpovédnd za kratsi délku

Zivota, ale tato teorie zatim nebyla testovdna (napt. parenim samic bez CA se samci).

Zmény v titru JH u kopulujicich samic mohou vznikat z nékolika pficin: 1.) JH se mlze
béhem pareni transportovat do téla samicek, jak bylo zjisténo pro nékteré druhy mr (Park
et al. 1998). Avsak u jinych druhl napt. Choristoneura fumiferana ¢i C. rosaceana nebyl
prenos JH zaznamendn (Cusson et al. 1999). 2.) Dochazi k inhibici degradace JH u kopulujicich
samic. Pareni redukuje JH-esterdzovou aktivitu (JHE) o vice nez 95% u mury Trichoplusia ni
(Venkatesh et al. 1988). Snizena JHE aktivita byla také zjisténa v praci Ramaswamy et al.
(2000) na Heliothis virescens. Hladina JH esterazy mezi paficimi a izolovanymi samickami se
neliSila u zavije¢e Cydia pomonella ve studii Cole et al. (2002), ktefi se domnivaji, Ze role JHE
v reprodukci neni podstatnd. Stimto zavérem se shoduji studie provedené na dalSich
zavijeCich (Cusson et al. 1999). 3.) Za zvySeny titr JH jsou odpovédné proteiny ze samcich

pridatnych ZIaz (Moshitzky et al. 1996; Wolfner et al. 1997; Fan et al. 1999; Kubli 2003).

1.6. Vliv proteinti z piridatnych zlaz samcti (Acps) na délku Zivota samic

U rGznych hmyzich taxonl samdi proteiny preddvané samicim béhem kopulace
negativné ovliviiuji jejich fitness a vytvareji reprodukéni ndklady (Wolfner 1997, 2002;
Chapman 2001; Gillott 2003; Kubli 2003; Wigby & Chapman 2005). Mechanizmy, které tyto
naklady zpUsobuji, jsou nejlépe prostudovany u Drosophila melanogaster. Nékteré z téchto

proteint by mohly ovliviiovat délku Zivota samicky nezavisle na jejim metabolismu.

Béhem kopulace se pfiblizné 80 Acps dostava do téla samicky, ve kterém uplatiuji

fadu fyziologickych a behavioralnich zmén (Wolfner 1997). Zvysuji produkci vajicek, urychluji
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ovulaci, snizuji ochotu samicky k pareni, podili se na uskladnéni spermii, jsou nezbytné pro
uspéch v kompetici spermii a zkracuji délku Zivota paficich se samic (Wolfner 2002; Gillot
2003; Ravi Ram & Ramesh 2003; Chapman & Davies 2004). ZjiSténi, Ze se tyto proteiny
podileji na reprodukénich ndkladech, pochazeji napt. ze studii Chapman et al. (1995) ¢i
Wigby & Chapman (2005). Spermie pravdépodobné nemaji na Zivotnost samicek vliv

(Chapman et al. 1993), alespon u D. melanogaster.
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Obr. 3 Shrnuti ucinkd pareni na samici fitness u hmyzu (prevzato z Arnqvist &
Nilsson 2000)

Samotné pareni, pfitomnost spermii a pfenos protein(l z AGs maji fadu (casto
antagonistickych) ucinkli na r(zné slozky samici fitness. Prerusované cary
zobrazuji negativni vlivy, plné vlivy pozitivni.

Parici naklady zplsobuji predevsim proteiny vstupujici ze samiciho reprodukéniho
traktu do hemolymfy. Jednim znich je protein Acp62F-proteazovy inhibitor s toxickym
efektem (inhibuje zakladni proteolytické uddlosti v hemolymfé), ktery pravdépodobné
zvySuje mortalitu samic nezdvisle na metabolismu (Harsman & Zera 2007).

Nejvétsi podil na paficich nadkladech je v mnoha studiich pfipisovan sex peptidu (SP;
Acp70A). Tento protein stimuluje produkci vaji¢ek a snizuje ochotu samicky ke znovuspareni
(Ottiger et al. 2000; Kubli 2003; Soller et al. 2006). Injikovany synteticky SP vyvolal u samicek
zminéné post-parici faktory (Aigaki et al. 1991; Soller et al. 1999), a jak bylo prokazano

v praci Wigby & Chapman (2005), postacuje ke zkraceni délky Zivota samic.
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Zatim se vi malo o mechanismech, kterymi SP

mated females

fidi rGzné post-pafici odpovédi (Barnes et al. 2008).

Sex-Peptide
CNS mrpuiuam V pracich Moshitzky et al. (1996) a Fan et al. (1999) se
rEcepnvny’// lwemetmmm domnivaiji, Ze cilovym organem SP by mohly byt corpora
’J !S”m“'am0'"".9"%9“9 allata. Sex peptid stimuloval syntézu JH v CA in vitro u

oocyte progression through a
| control point at about stage 9

[,_; A /9\ sami¢ek D. melanogaster a Helicoverpa armiger.
C m\ ProtoZe analog JHa aplikovany panenskym samickam
m\‘)“'/ / nevyvolal sniZeni receptivity ani zvySeni kladeni, SP musi
\ r 720/5 mit dalsi cilové tkané, kterymi tyto faktory ovliviiuje —
———— feaack

pravdépodobné nervovy systém (Soller et al. 1999).

Obr. 4 Zmény vyvolané SP u kopulujici samicky.
(pfevzato ze Soller et al. 1999)

| kdyZ parenim stimulované kladeni by mohlo byt pfic¢inou kratsi délky Zivota (Rose
1991), mnohé studie nazor vyvraceji (Ueyama & Fuyama 2003; Wigby & Chapman 2005;
Partridge et al. 1986). V praci Chapman et al. (1998) provedené na stfedozemni musce
Ceratitis capitata nebyl vliv kopulace na produkci vajicek vlbec zaznamenan a celkova
produkce vajic¢ek byla vyssi u izolovanych samicek. Podobny vysledek byl zjistén i u ruménice
pospolné Pyrrhocoris apterus (Blazkova 2008). Vliv pareni na plodnost byl nepatrny, proto
nelze delsi Zivot panenskych samicek prfipsat vyssi intenzité kladeni paficich se samic. Je
mozné, Ze se vajitka paficich a izolovanych samic kvalitativné odlisuji (Partridge et al. 1986).
Avsak i tuto moznost lze pravdépodobné vyloucit, protoze se zda, Ze produkce vajicek neni
nakladna. Jak jiz bylo zmifnovadno, vyjmuti ovarii panenskym samickam P. apterus Zivot
neprodlouZi (Hodkova 2008) podobné jako vyjmuti gondd C. elegans.

Dalsi z moznosti, pro¢ kopulace zkracuje délku Zivota samic, je ovlivnénim imunitniho
systému, a vyssi titr JH stimulovany parenim by mohl byt zodpovédny za zménéné imunitni

funkce.
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1.7 Imunita bezobratlych

Imunitni systém hmyzu je znacné vyvinuty a obsahuje humoradlni a bunécnou slozku
(Gillespie et al. 1997). Bunéc¢na imunitni odpovéd se vztahuje k procestiim, které jsou
zprostredkované hemocyty, bunéénymi slozkami hemolymfy, jako napf. fagocytdza,
nodulace a enkapsulace. (Schmidt et al. 2001). Nodulace se uplatiuje pfi masivnéjsi invazi
spor nebo bakterii. Tvorba nodull je zahajena mikroagregaci hemocytU, které zachyti velké
mnozstvi mikroorganismU (Franssens et al. 2006). Enkapsulace se rozviji pfi invazi velkych
objekt( napf. parazitoidi nebo larev nematod( (Kodrik 2000), které nejsou tvorbou nodul(i
zachyceny. V konec¢nych fazich nodulace a enkapsulace se také uplatiiuje humoralni slozka —
fenoloxidaza (PO), ktera zpUsobuje melanizaci.

Humordlni (latkovd) odpovéd zahrnuje syntézu Sirokého spektra antimikrobidlnich

peptidd, jakoz i fenoloxiddzovou kaskadu (Cerenius & Soderhall 2004).

1.7.1 Fenoloxidazova kaskada

Prvni studie hmyzi fenoloxidazy se soustfedily na jeji predpoklddanou roli
v pigmentaci a sklerotizaci kutikuly. Pozdéji pozorovani melaninu podobnych kapsuli, které
se formovaly béhem mnoha imunitnich odpovédi, pfivedlo Taylora (1969) k myslence, Ze PO
pravdépodobné funguje vimunité bezobratlych. Nazor, Ze je PO zahrnuta v utvareni
melaninové kapsule, byl potvrzen experimenty, ve kterych redukce jeji aktivity vedla ke
snizeni metanizace (Nappi 1974; Shiao et al. 2001).

Hlavni funkce fenoloxidazy (PO) je ucast na tvorbé melaninu. PO se v hemolymfé
hmyzu nachazi ve formé zymogenu - profenoloxidazy (proPO). K jeji aktivaci, kterd je soucasti
vrozené imunitni odpovédi, dochdzi nasledkem zranéni nebo infekce. ProPO je primarné
syntetizovana hemocyty a uvoliovdana do hemolymfy lyzou burky. Aktivace probiha
proteolytickym Stépenim na specifickém misté pres serinové proteasy, které byly samy
aktivovany proteasovou kaskadou stimulovanou rozpoznanim mikrobialni infekce.

PO ve své molekule obsahuje dva atomy médi vytvarejici vazebné misto pro
molekuldrni kyslik a katalyzuje dva typy reakci, které molekuldrni kyslik vyZaduji (Kanost &
Gorman 2008). Katalyzuje pfeménu tyrosinu na dihydroxyfenylalanin (DOPA) a ndsledné
oxiduje DOPA na dopachinon, ktery prodéla dalsi reakce vedouci k tvorbé melaninu (jiz bez

Ucasti PO).

11
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Obr. 5 Fenoloxidazova kaskada. (prevzato

_ z Cerenius & Soderhéll 2004)
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jeho nasledné uduseni (Chen & Chen

1995). Béhem tvorby melaninu vznikaji cytotoxické meziprodukty — reaktivni chinony, volné
kyslikové radikaly a peroxidy (Nappi & Christensen 2005), které nejsou jen toxické pro
invadujici mikroorganismy, ale mohou poskozovat i samotného hostitele (Séderhdll &

Cerenius 1998).

1.7.2 Vztah mezi parenim a imunitni funkci

Pareni a imunita Uzce souviseji s fitness jedince. Neddvné studie na obratlovcich a
bezobratlych zkoumajici trade-off mezi reprodukci a imunitou a vztahy mezi post-paricimi
procesy a imunitnimi funkcemi odhalily, Ze pafeni a imunita jsou vzajemné propojeny i mezi
sebou (Lawniczak et al. 2007). Nékolik studii potvrdilo, Ze vyssi frekvence pareni je spojend
bud’ se zvySenou nachylnosti k parasitdm a k nemocim, nebo se snizenou funkci imunitniho
systému (Zera & Harshman 2001). Kompetice mezi reprodukci a imunitou o omezené vnitini
energetické zdroje ¢i negativni pleiotropni dopad reprodukénich hormonl na imunitni

funkce jsou navrhovany jako proximalni pficiny paficich nakladd (Harshman & Zera 2007).

Nicméné v soucasné dobé chybi obecny vzor uc¢inkG pafeni na imunitu hmyzu
(Lawniczak et al. 2007), jelikoz u jinych druhd pafeni imunitni systém zvySovalo. Moznym
dlvodem by mohla byt skdla rlznych technik pouzitych k méreni aspektl imunity: nékteré
méfi imunitni funkce jen pfiblizné, dalsi zahrnuji pfimé méreni patogenni resistence (Wigby
et al. 2008). Pravdépodobné zdlezi i na druhu a pohlavi, protoZe imunitni funkce jsou ¢asto
mezi samci a sami¢kami rozdilné (Kurtz & Sauer 1999). U samicek cvréka Gryllus texensis
pareni patogenni resistenci zvysilo (Shoemaker et al. 2006) a u samicek D. melanogaster jsou

nékteré imunitni geny (konkrétné antimikrobidlni peptidy; AMPs) upregulovany nékolik

12
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hodin po pareni (Lawniczak & Begun 2004; Domanitskaya et al. 2007). Za upregulaci AMPs
jsou zodpovédné proteiny pfidatnych Zlaz samcu, konkrétné sex peptid, ktery upreguluje
nékolik AMPs (Domanitskaya et al. 2007).

McKean a Nunney (2005) zjistili, Ze samicky D.melanogaster, at uz se pafily se samci
nebo byly od nich chovany oddélené, nevykazovaly zadny rozdil ve schopnosti odstranit
injikované nepatogenni bakterie, a tak funkce kratkodobé AMP exprese je u tohoto druhu

nejasna (Lawniczak et al. 2007).

1.7.3 Vliv JH na imunitni systém

Jak jiz bylo zmifovano, pareni mlize mit negativni dopad na imunitu hmyzu, a tak
potencialné sniZuje rezistenci proti patogenim. Pokles v imunitnich funkcich pochazejici
z reprodukéni aktivity byl zaznamenan u samic motylice Matrona basilaris japonica (Siva-
Jothy et al. 1998), samic msice Acyrthosiphon pisum (Gwynn et al. 2005), u samic mravence
Atta colombica (Baer et al. 2006), u samcl Drosophila melanogaster (McKean & Nunney
2001) a u obou pohlavi cvrcka Allonemobius socius (Fedorka et al. 2004).

Ill

Se stoupajicimi dlkazy je JH navrhovan jako hlavni ,potlacovatel” imunitnich funkci
(Flatt et al. 2005, Tu et al. 2006). Studie na moucném cervu Tenebrio molitor zjistily, ze
pareni snizuje hlavni humordlni efektorovy systém (fenoloxiddzu) u obou pohlavi, teoreticky
tedy zvysSuje nachylnost jedincd k infekcim, a Ze toto snizeni je zprostfedkovano pravé JH.
Aplikaci JH inhibitoru (fluvastatinu) dojde k narlGstu imunitni funkce (Rolff & Siva-Jothy
2002). U tohoto druhu pfic¢inou JH vznikd i trade-off mezi hladinou PO a produkci feromona

(aplikace JH-vyssi hladina feromon0-nizsi PO + enkapsulace) (Rantala et al. 2003).

1.7.4 Vztah mezi imunitou a délkou Zivota

Zatim existuje jen malo studii, které by potlaceni ¢i zvySeni imunity nasledkem pareni
spojily pfimo s poklesem prezivani (Fedorka et al. 2004). Parenim potlaéend imunita
snizovala Zivot samcim D. melanogaster (McKean et al. 2001) a obéma pohlavim cvrcka
Allonemobius socius (Fedorka et al. 2004). Kopulaci zvySend imunita méla negativni vliv na
prezivani samic D. melanogaster (Kubli 2003; Wigby & Chapman 2005). Uméle navozena
aktivace imunitniho systému zkracovala Zivot samclim cvrcka Gryllus campestris (Jacot et al.
2004), ¢meldka Bombus terrestris (Moret & Schmid-Hempel 2000) a vcelam Apis mellifera

(Amdam et al. 2005).

13



1. Uvod

Ruménice pospolna (Pyrrhocoris apterus) patfi mezi vhodny modelovy organismus ke
studiu trade-off mezi reprodukci a délkou Zivota. Oproti D. melanogaster lIze na P. apterus
provadét mikrochirurgické zasahy do endokrinniho systému bez ovlivnéni genotypu a

larvalniho vyvoje (Hodkova 2008).
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2. CILE PRACE
Zkoumat faktory, které zprostfedkuji vliv pafeni na délku Zivota samic Pyrrhocoris apterus.
Vliv proteinti z pfidatnych Zlaz samct

e Zda délku Zivota samic ovliviiuji proteiny z pfidatnych Zlaz samcu (allatektomii samcfi

se snizi obsah proteinli v pfidatnych Zlazach).

e Porovnat, zda jsou rozdily v produkci vajicek mezi sami¢kami v paru

s intaktnim/allatektomovanym samcem (naklady na produkci vajic¢ek).
Vliv pareni na kvalitu vajicek
e Zjistit, zda je produkce vajicek pro samicky energeticky naro¢na z pohledu kvality.
Vliv juvenilniho hormonu
e Zda pareni zkracuje zivot samic stimulaci CA, které produkuji JH.
Vliv rGznych faktord na imunitni systém samic (fenoloxidazu)

e Zda pareni ovliviiuje aktivitu fenoloxidazy (PO) — humordlni slozky imunitniho

systému bezobratlych.
e Zda aktivitu PO nediapauznich a diapauznich samic ovliviiuji CA (tedy JH).

e Zda na aktivitu PO nediapauznich a diapauznich samic maji vliv neurosekrecni buriky

pars intercerebralis.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Pokusna zvirata

V experimentech se jako modelovy organismus pouZivali samci a samice Pyrrhocoris
apterus (Heteroptera). Plostice byly udrzovany v termostatech se stdlou teplotou 26 + 1°C a

v rezimu dlouhého dne (LD = long day) 18 h svétla : 6 h tmy (LD podminky zabrani diapauze a

jedinci zlstdvaji reprodukéné aktivni) a kratkého dne (SD = short day) 12 h svétla : 12 h tmy

(pro-diapauzni fotoperioda). Ve vsech vyvojovych stadiich (od vaji¢ek do 5. instaru; larvalni
vyvoj trva cca 34-35 dni) byly plostice chovany hromadné v 0,5 litrovych sklenicich
prekrytych silonovou sitkou. Krmeny byly lipovymi semeny a vodou. Po prodélani posledniho
instaru se Cerstvé vylihla imaga podle pohlavi izolovala. PloStice byly nasledné chovany
v Petriho miskach individualné a v parech za stalého dostatku vody a lipovych seminek, které
jim byly pravidelné ménény. Zkoumani jedinci byli udrZovani pod stejnou teplotou a

fotoperiodou jako pfi vyvoiji.
3.2 Vliv proteinti z piridatnych z1az (AGs) samcii na délku Zivota samic

Samci bez corpora allata (CA) maji snizenou produkci proteinli v pfidatnych Zlazach
(Socha et al. 2004). Allatektomie se provadi na Cerstvé vylihlych imagach, kterd jsou 12 hodin
po ekdysi pfipravena o potravu a za dva dny operovdna v Ringerové roztoku. CA se odstrani
nastfizenou kréni membranou. Potrava je pfidélena ihned po operaci. Allatektomie byla

provedena doc. RNDr. M. Hodkovou., CSc.

3.2.1 Vliv allatektomie na frekvenci pareni

JelikoZ jsem sledovala pary, kde samci méli vyjmuté CA (v jinych pokusech i samice),
bylo nutné zjistit, zda allatektomie (-CA) nesnizuje frekvenci pareni (jak casto se pafri).
Celkové byly provedeny dva pokusy se tfemi skupinami parQ (intaktni a allatektomované
pary: F+M, F+M-CA, F-CA+M). V prvnim experimentu se v prlibéhu 32 h kazdych 15 minut
zaznamenal do protokoll pocet paficich se parl, v druhém kazdych 30 minut v pribéhu

27 h. Skupiny byly staré cca 14 dni.
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3. Material a metody

3.2.2 Vliv samcu bez CA na délku zZivota samic

V celkové dvou pokusech se operovani samci nechdvali pafit se samicemi (F+M-CA), u
kterych se obden do protokolli zaznamenaval pocet vykladenych vajicek a mortalita. Pro
srovnani jsem méla vidy dvé kontroly: pafici se samice s normalnimi samci (F+M) a samice
izolované, bez partnera (F).

Raznymi metodami jsem nasledné potvrzovala, Ze allatektomovani samci tvofi

proteinl méné (SDS-PAGE, Western blot, BCA metoda).

3.2.3 SDS-PAGE elektroforéza

Polyakrylamidovd gelova elektroforéza byla pouZita pro separaci protein(
z pfidatnych Zlaz samcl podle jejich molekulové hmotnosti. Pfidatné Zlazy pochazely

z diapauznich (SD), nediapauznich (LD) a allatektomovanych (-CA) samcd.

Priprava vzorku

- vzorkovy pufr s redukujicim ucinkem (25 ml; 12,5 ml pufru,B“ [0,125 M/I Tris-HCI pH
6,8; 0,1% SDS]; 2,5 ml glycerolu 10%; 5 ml 10% SDS; 0,75 mg bromfenolové modfi;
3,75 ml ddH;0; 1,25 ml B-merkaptoetanolu)

- fyziologicky Ringerv roztok (7,5 g NaCl; 0,1 g KCl; 0,2 g NaHCOs; 0,2 g CaCl, do 1l
ddH,0)

Samdi pridatné Zlazy byly vypitvany v Ringeroveé roztoku, poté promyty v redukujicim
vzorkovém pufru (= Vz.Red.Pufr nafedény 1:1 ddH,0) a nasledné premistény do eppendorfky
se 100 pl Vz.Red.Pufru naled. Pro kazdou skupinu samcl (LD, SD, -CA) jsem méla
2 eppendorfky s koncentraci Zlaz 4 a 6 (4 zldzy = 2 ¢, 6 zldz = 3 ). Samci byli stafi 12 dni
(chovani izolované od samicek). Po prendani do mikrozkumavky byly Zlazy rozdrceny
ultrazvukovym sonikatorem (1-2 x 12 sec), poté povareny (100°C/10 min) a stoceny (20°C,

10 000 g, 10 min). Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky.

SDS-PAGE Elektroforéza

- 10% gel

- proteinovy standard (Kaleidoscope Prestained Standards; BIO-RAD)

- elektrodovy pufr (0,025 M Tris pH 8,3; 0,192 M glycin; 0,1% SDS)

- barvici roztok (0,25% Coomassie brilliant blue R-250; 46% ethanol; 9,2% kyselina
octova)

- odbarvovaci roztok (ethanol — kyselina octovd — ddH20 v poméru 25:10:65)
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Vzorky (+ marker) se nanasely na gel (10 pl vzorku/jamku, coZ odpovidalo koncentraci
Zlaz 0,4/0,6), elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 100 V pfiblizné 2 hodiny. Po
ukonceni elektroforézy byl gel ponofen do barvici 1dzné (Coomassie briliant blue R-250),
nechal se nékolik hodinu na tfepacce, a poté se prendal do odbarvovaciho roztoku, ve

kterém byl ponechan pres noc. Na gelu pak zUstala jen barva navazana na fixovany protein.

3.2.4 Detekce proteint (z pridatnych Zlaz) pomoci metody Western blot

Jednd se o metodu svysokou citlivosti, ktera slouzi kidentifikaci specifického
proteinu ve smési protein(l. PouZivala jsem monoklonalni protildatku PL — 15.2, pavodné
vytvorenou proti 80 - 90 kDa proteinu z AGs samcU Tenebrio molitor (Grimnes et al. 1986),
kterd pozitivné reaguje s antigenem i u samcl Pyrrhocoris apterus (Socha et al. 2001).
Zjistovala jsem, jakd bude odezva na protilatku (jak vyrazny bude band) u diapauznich (SD),

nediapauznich (LD) a allatektomovanych (-CA; LD) samcu 12 dni starych.

Priprava vzorkl

Pfiprava vzork( byla stejnd jako u SDS-PAGE elektroforézy (viz kap. 3.2.3). Pokud se

se vzorky ihned nepracovalo, skladovaly se v mrazaku (-80°C).

Tab. 1 MnoZstvi vzorkl pouZitych na Western blot

Vypitvano Pocet zlaz/100 ul Vz.Red.Pufru c Zlaz/jamku (10 pl)

27 4 Zlazy c=0,4

34 6 Zlaz c=0,6

SDS-PAGE elektroforéza + blotovani

- gradientovy gel 4-20% (Tris-HCI gel; BIO-RAD)

- proteinovy standard (Kaleidoscope Prestained Standards; BIO-RAD)
- elektrodovy pufr (0,025 M Tris pH 8,3; 0,192 M glycin; 0,1% SDS)

- nitrocelul6zovd membrana (0,2 um, BIO-RAD)

- Whatman 3 MM blotovaci papir

- katodovy pufr (25 mM Tris Cl pH 9,4; 40 mM glycin; 20% methanol)
- anodovy pufr | (0,3 M Tris.Cl pH 10,4; 20% methanol)

- anodovy pufr Il (25 mM Tris.Cl pH 10,4; 20% methanol)
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Vzorky rozdélené SDS-PAGE elektroforézou byly z gelu elektroforeticky preneseny na
nitrocelulézovou membranu, ktera je na sebe navazala. Blotovani trvalo pfi konstantnim

nastaveni proudu (mA = 2,5xcm? gelu) 30 min.

Dalsi postup

- suSené odtucnéné mléko

- primarni protilatka — monoklondlni mysi PL (15.2) proti 80 - 90 kDa proteinu z Ags;
1:100 — 1:50 000 (University of Vermont)

- sekundarni protildtka s navdzanou kifenovou peroxiddzou (G-anti-M IgG HRP 1:20
000) (Pierce)

- PBS-Tween (0,3% Tween 20 v PBS)

- peroxidovy a luminolovy roztok (Pierce)

Membrana byla nasledné ponofena do 5% roztoku suseného odtu¢néného mléka
(2,5 g/50 ml PBS-Tween) a ponechana 1 hodinu na tfepacce pti pokojové teploté (odtucnéné
mléko blokuje nespecifickd vazebnd mista). Poté byla membrana inkubovana s primarni
protilatkou (1:50 000 v PBS-Tween) (na tfepacce a v chladu-cca 4 °C). Nasledujici den byla
membrana promyvdna v PBS-Tween (6x, 10 min) a inkubovana se sekundarni protilatkou
(1:20 000 v PBS-Tween), kterd se specificky vaze na primarni PL. Po inkubaci, kterd trvala
1 hodinu, byla membrana znovu promyvana v PBS-Tween (6x, 10 min). Barevné reakce, pfi
které dosSlo kvizualizaci specifického proteinu, bylo dosazeno luminiscenénim roztokem
(peroxidovy a luminolovy roztok v poméru 1:1; 0, 125 ml/cm® membrany), ve kterém byla
membrdna ponechana 5 minut (enzym navazany na sek. PL reaguje se substratem a v misté,
kde se nachazi protein, se objevi barevny band). Reakce probihala za pokojové teploty.
Detekcni zafizeni (CCD kamera a pocitac - pouZit program Las 3000) nasledné vyhodnotilo

mnozZstvi emitovaného zareni.

3.2.5 Stanoveni koncentrace proteinti zAGs pomoci BCA (=bicinchoninové)

metody

BCA metoda byla pouzita pro kvantifikaci proteinl z pfidatnych Zlaz LD samcu (M;
LD), samcl bez CA (M-CA; LD) a samcl SD (M; SD). Pro jejich stanoveni byl pouzit BCA

Protein Kit (Pierce).

19



3. Material a metody

Princip metody

Metoda je zaloZend na interakci s peptidovou vazbou, s kterou v alkalickém prostredi
reaguje Cu” za vzniku Cu’. Redukovany médny iont je nasledné chelatovan kyselinou
bicinchoninovou (BCA) (navazani dvou molekul BCA na jeden médny iont) za vzniku
modrofialového zbarveni s absorpénim maximem pfi 562 nm. Intenzita zabarveni, ktera se

méfi spektrofotometricky, je pfimo Umeérnd koncentraci proteind ve vzorku.

Priprava vzork( + dalsi postup

- fosfatovy pufr (50 mM KPQy,)
- streptomycin (10%...0,01 g/100 ul KPO4 pufru)

Pfidatné Zlazy, které pochdzely ze 13 dni starych samc( (samci chovani oddélené od
samicek), byly vypitvdny v Ringerové roztoku a poté prendany do mikrozkumavek s 50 pl
fosfatového pufru (KPO,). Pro kazdou skupinu jsem méla jednu eppendorfku s koncentraci
8 714z/50 pl (8 %laz = 4 &). Zlazy byly zhomogenizovany pistem a zvortexovany. Nésledné se
do kazdé zkumavky pfidal 10% streptomycin (k vysraZzeni nukleovych kyselin). Vzorky byly
znovu zvortexovany, inkubovany 15 minut pfi pokojové teploté a stoCeny (4°C, 3000 g,
10 minut).

Abych zjistila danou koncentraci protein(i ve vzorku, je nejprve nutné vytvofeni
kalibra¢ni krivky (na zakladé fady znamych koncentraci standardu a pfislusnych absorbanci).
PouZitym standardem byl hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci 2 mg /ml. Kalibracni

roztoky BSA vznikaly jeho fedénim s fosfatovym pufrem (KPOy).

Dalsi postup je stejny jak pro standardy, tak pro vzorky

- BCA reagent A (1000 ml obsahuje: BCA; uhli¢itan sodny; hydrogenuhli¢itan sodny a
vinan sodny v 0,1 M NaOH)
- BCAreagent B (25 ml obsahuje: 4% pentahydrat siranu médnatého)

Do kazdé jamky mikrotitracni desticky se napipetovalo 200 pl reagentu BCA (Pierce),
ktery byl pfipraven smisenim reagentu A s reagentem B v poméru 50:1). Do téchto jamek
bylo pfiddno 10 ul vzorku (¢i standardu) a to vidy ve tfech opakovanich (pomér vzork( (i
standardu : BCA reagentu 1:20). Mikrotitracni desticka se poté ponechala 30 minut ve tmé

pfi pokojové teploté. Absorbance vzorkd byla mérena pfi vinové délce 560 nm pomoci
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spektrofotometru pro mikrodesticky SpectraMax 384 (Molecular Devices). Koncentrace

proteinl byla zjisténa vypoctem z rovnice kalibra¢ni krivky.

3.3 Stanoveni koncentrace proteinii ve vajickach pomoci BCA metody

BCA metodou jsem meéla ur€it, zda je vyznamny rozdil v mnoiZstvi proteinl ve
vajickach izolovanych a paficich se samic (sbirdny snusky). Pti kazdém vykladeni byla vaji¢ka
prendavdna do mikrozkumavek a skladovdna v mrazdku (-80°C). Z kazdé skupiny jsem méla

20 vzorkl (1 vzorek = 1 sniska). Pfed metodou byly jednotlivé sn(isky vazeny.

Pfiprava vzorkl

- fosfatovy pufr (50 mM KPQy,)
- streptomycin (10%...0,01 g/100 ul KPO4 pufru)

Do mikrozkumavek s vajicky bylo napipetovano 200 ul fosfatového pufru (nejprve
100 pul — homogenizace pistem + 100 ul). Po zvortexovani se do kazdé eppendorfky pfidalo
20 ul 10% streptomycinu. Vzorky byly zvortexovany, inkubovany 15 minut pfi pokojové
teploté a stoceny (4°C, 3000 g, 10 minut).

Nasledujici postup byl stejny jako v predchozim pripadé. Lisil se pouze pomérem
standardu/vzorku: BCA reagentu = 1:8. Do jamek mikrotiracni desticky bylo davano 25 ul

vzorku (¢i standardu) a 200 ul BCA reagentu. Absorbance vzorkd byla méfena pfi 560 nm.

3.4 Stanoveni fenoloxidazy (PO)

Stanovenim PO aktivity jsem méla zjistit, zda jsou rozdily vimunitnich funkcich:
pafricich se (F+M; LD) a izolovanych samic LD (F; LD), samic bez CA (F-CA; LD), samic bez CA a
pars intercerebralis (F - CA+PI; LD); izolovanych samic SD (F; SD), SD samic bez CA (F-CA; SD)
a SD samic bez CA a pars intercerebralis (F-CA+Pl; SD). Aktivita PO se méfila z1 a 2 tydn(
starych samic. 3 dny stard imaga se prendavala jednotlivé do Petriho misek (v parech byly

pouze pafici se samice).

Princip metody

Aktivita fenoloxidazy byla mérena spektrofotometricky upravenou metodou podle
Barnes & Siva-Jothy (2000); Rolff & Siva-Jothy (2002) ¢i Rantala et al. (2003). Pouzivanym

substratem byla L-DOPA, ktera je enzymaticky preménovana aktivni fenoloxidazou
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obsazenou ve vzorku hemolymfy na dopachinon, ktery prodéld dalsi reakce za vzniku
melaninu. Vysledkem této reakce je postupny vznik tmavé hnédého roztoku z pavodné
bezbarvého (Dobes 2009).

Aktivni PO katalyzuje produkci mnoha cytotoxickych produkt( (S6derhall & Cerenius
1998). Aby nedoslo k poskozeni hostitele, PO se vétSinou vhemolymfé hmyzu (i
v cirkulujicich hemocytech) nachazi jako neaktivni proenzym profenoloxidaza (proPO), kterd
se rychle aktivuje vlivem infekce/zranéni, ale i rlznymi latkami, teplem ¢i vlivem kysliku
(Gupta 2001). Tyto aktivatory (zvlast plsobeni kysliku a tepla) mohou byt problémem pfi

stanoveni PO aktivity, protoZe vzorek muze z¢ernat dfiv, nez je zméren.

Pfiprava vzorkd + dalsi postup

- kakodylatovy pufr (0,01 M Na-coc; 0,005 M CaCl,)

- L-DOPA (2,5 mM; 0,05 g/100 ml pufru); jelikoz se L-DOPA vseobecné Spatné
rozpousti, pred smichanim s kakodylatovym pufrem byla rozpusténa ve 2 ml 50 mM
HCI (je l1épe rozpustna v kyselém prostredi)

- 50 mM HCI

5 upl hemolymfy bylo odebirdno sklenénou mikrokapildrou (5 pl; BIO-RAD)
z nastfizeného tykadla 1 a 2 tydnu starych samic. Hemolymfa se pfendavala do eppendorfky
na suchy led, aby se zabranilo spontanni aktivaci proPO. Vzorky byly nasledné zmrazeny na —
80°C, aby doslo k rozruseni hemocytovych membran (vyplaveni dodate¢né proPO). Poté se
k hemolymfé pfidalo 330 pl chlazeného kakodylatového pufru (upraveno pH na 6,8 50 mM
HCI), ktery obsahoval 2,5 mM L-DOPA (pracovalo se na ledu). Vzorky byly zvortexovany a
stoCeny (4°C, 2800g, 7 min). 250 pl supernatantu bylo napipetovano do jamky mikrotitraéni
desticky a nasledné mérena absorbance pfi 490 nm v minutovych intervalech po dobu
30 minut a pfi 30°C na spektrofotometru SpectraMax 384. Z namérenych hodnot byl
vytvoren graf zavislosti absorbance na ¢ase. Aktivita enzymu byla zjisSténa ze sklonu kfivky
v misté jeji linearni faze.

Aby zjiStény sklon kfivky odrazel relativni koncentraci ve vzorku, musela se udélat
kalibraéni kfivka. Rada nafedé&né hemolymfy (o znamé koncentraci) byla spektrofotometricky
zmérena a hodnoty byly vyneseny do grafu zavislosti absorbance na case. Zjistil se sklon
krivek v misté, kde byly linearni, a vytvofil se graf, kde osa y zobrazovala sklony jednotlivych

kfivek (Slope), kterym odpovidaly zndmé koncentrace nafedéné hemolymfy (osa x). Jelikoz
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zavislost sklonl na koncentraci byla linearni, miZeme zjisténé hodnoty sklon( vzork( brat i

jako relativni koncentraci PO.
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0.025+
0.020+
0.015+
0.010+
0.005+

0.000 T T \ 1
0.0 0.5 1.0 1.5 20

- —a— Slope L. .
y =0,0153x+0,0015 P Obr. 6 Graf zavislosti sklonu

kfivky na koncentraci hemolymfy

Slope

C of hemolymph pl / ul buffer

3.5 Grafické a statistické zpracovani dat

Grafy byly vytvofené v programu GraphPad Prism 4. Na statistické vyhodnoceni
prezivani (porovnani délek Zivota jednotlivych skupin) byl pouZzit Logrank test. Rozdily mezi
praméry byly porovndavany t-testem, jednocestnou ANOVOU a Tukey post testem. Intenzita
kladeni byla vyhodnocena dvoucestnou ANOVOU a Bonferroni post-testem. Ke kvantifikaci
mnozstvi protein u elektroforézy a western blotu byl pouzit program Quantity One verze

4.6. 7. (BIO-RAD), ktery zméfil silu bandu.
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4. VYSLEDKY

4.1 Proteiny z piidatnych zlaz (AGs) samcti

Jako jeden z moZnych dlvodU kratsi délky Zivota paficich se samic je uvadén negativni
efekt proteind z pfidatnych Zlaz samcu. ProtoZe jsem tuto hypotézu ovérovala na samickach
kopulujicich s allatektomovanymi samci, bylo nutné potvrdit, Ze samci bez CA maji opravdu
potlaenou produkci téchto proteinl (JH stimuluje jejich syntézu). V nasledujicich pokusech
jsem zjistovala, jaké jsou rozdily v mnoiZstvi proteinli obsaZenych v pfidatnych Zlazach
intaktnich a allatektomovanych samcl chovanych v LD podminkach a diapauznich samc(
v podminkach SD, ktefi maji corpora allata inhibované a JH netvofi. Pokusy zahrnovaly
jednak kvantifikaci proteinli pomoci BCA metody a elektroforézy a imunologickou metodu

western blot zamérenou na specificky protein z pfidatnych Zlaz.

4.1.1 Kvantifikace proteinii z AGs pomoci BCA metody

Tab. 2 Koncentrace (c) protein(i v ug obsazenych v jedné zlaze

LD samci LD samci bez CA SD samci

c proteind (pg/1 3ldzu)  6,3388" 3,1944 3,175

1) kazdy vzorek obsahoval 8 Zlaz (tj. ze 4 &)

Tabulka 2 uddva mnozstvi proteint (v pug) obsazenych v jedné pridatné Zlaze samce
(pfidatna Zlaza je parovy organ, zde je 1 Zlazou myslena 1 ¢ast z paru). Z tabulky je patrné, ze
LD samci maji cca 2 x vyssi obsah protein( v Zlaze neZ ostatni dvé skupiny, které se od sebe
vyrazné nelisi (SD samci nepatrné méné). Juvenilni hormon ma na kvantifikaci téchto

proteinl znacny vliv a bez jeho pfitomnosti je obsah protein( v zZldze velmi snizen.
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4.1.2 Elektroforéza proteini z pridatnych zlaz samci

LD -CA SD kDa

LD = nediapauzni samci
- CA = allatektomovani LD samci

205 SD = diapauzni samci

= 150 Koncentrace 714z 0,6 (6 #14z = 3 & /100 p;
10 pl/jamku)

_ 87

3

Obr. 7 Elektroforéza proteint z pfidatnych Zlaz

Z elektroforeticky rozdélenych proteini je patrné, Ze samci svyjmutymi corpora
allata maji na rozdil od LD samcl obsah proteinli znacné snizen. Velmi malé mnozstvi

vykazuji i diapauzni samci (viz Tab. 3).

Tab. 3 Rozdily v mnozstvi proteini mezi skupinamil)

LD ¢ -CA ¢ SD ¢

Intenzita INT/mm2 28060,82 23907,42 21240,81

1) Vyhodnocovala se intenzita (sila) band{ mezi skupinami (pfes program Quantity One 4.6.7.).
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4.1.3 Detekce proteinu z piidatnych zlaz samci pomoci metody Western blot

Specificky protein byl detekovan pomoci monoklondlni protilatky PL - 15.2 pavodné
vytvorené proti 80 - 90 kDa antigenu z AGs samcl Tenebrio molitor. Protildtka pozitivné
reagovala i s proteinem obsazenym v pfidatnych Zlazach samcG Pyrrhocoris apterus 12 dni

starych (Obr. 8).

LD -CA SD

LD = samci v podminkach dlouhého dne

CA = samci s vyoperovanymi corpora allata v LD
podminkach

SD = samci v podminkach kratkého dne
Koncentrace Zlaz = 0,4 (na 100 pl: 4 Zlazy = 2

- - - 4— samci, na jamku bylo davano 10 pl)

oznaceny band odpovida proteinu o velikosti 80

* ‘- . kDa

Obr. 8 Detekce proteinti z pridatnych Zlaz samcu

Protilatka reagovala u vsech skupin samcl (nediapauznich, allatektomovanych a
diapauznich) s proteinem pochazejicim z AGs o molekulové hmotnosti 80 kDa. Nejvice
proteinu bylo zjisténo u LD samcu (nejsilnéjsi prouzek), slabsi band u allatektomovanych
samcl ukazuje na sniZzenou produkci tohoto proteinu v Zlazach. U jedinc( v diapauze (SD) je

mnozstvi nejnizsi (viz Tab. 4).

Tab. 4 Sila bandu mezi skupinamil)

LD ¢ -CA ¢ SD &

Intenzita INT/mm2 1575,56 1375,32 950,55

1) Sila bandu mezi jednotlivymi skupinami samc@ byla vyhodnocena pomoci pocitaCového programu Quantity
One 4.6.7.
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4.1.4 Vliv allatektomovanych samci na délku Zivota samic (vliv proteinti z AGs)
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Obr. 9: Vliv allatektomovanych samcti na délku Zivota samic (Experiment 1)

F+M = samice v paru se samcem (N = 29), Median = 54; F = samice panenské (N = 30), Median = 80,5;
F+M-CA = samice v paru s allatektomovanym samcem (N = 30), Median = 55.

Logrank test: F+M vs F: P < 0,0001; F+M vs F+M-CA: P = 0,1837 (ns); F vs F+M-CA: P = 0,0332

Na rozdil od panenskych samicek (F) byl Zivot kopulujicich samic s intaktnim samcem
(F+M) (bez operativniho zasahu do téla) zkracen o 32,9%. Logrank test ukazal vysoce
signifikantni rozdil v jejich délkach Zivota (P < 0,0001). Snizené prezivani o 31,7% vykazovaly i
samice pafici se s allatektomovanymi samci (F+M-CA), jejichZ produkce protein(i v pfidatnych
zlazach byla omezena. Mezi obéma skupinami paficich se samic nebyl signifikantni rozdil
v délkach Zivota. | presto, Ze byl Zivot F+M-CA znacné snizen (oproti panenskym samickam),
zda se, ze allatektomie samcl na prezivani samicek vliv ma, ale tento vliv se zacind

projevovat aZz pozdéji (Obr. 9).
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Obr. 10: Vliv allatektomovanych samci na délku Zivota samic (Experiment 2)
F+M: (N = 27), Median = 44; F: (N = 43), Median = 68; F+M-CA: (N = 29), Median = 50.
Logrank test: F+M vs F: P < 0,0001; F+M vs F+M-CA: P = 0,0038; F vs F+M-CA: P = 0,0003

V druhém provedeném experimentu (Obr. 10) se vyraznéji projevuje efekt snizené
produkce samcich AGs proteinld na prezivani samic. Oproti panenskym sami¢kam se Zivot
F+M-CA zkracuje o 26,47%, kdezto délka Zivota F+M je snizena mnohem radikalnéji (o

35,3%).

| kdyZ je vliv proteinG patrny, pozitivni efekt allatektomie samcl na délku Zivota

samicek nestaci na dosahnuti urovné prezivani sami¢ek panenskych.
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4. Vysledky

4.2 Vliv pareni na délku Zivota allatektomovanych samic (vliv JH)

Dalsi z moznosti, pro€ kopulace zkracuje délku Zivota samic, je pfes stimulaci corpora
allata (tedy ovlivnénim syntézy JH). Hypotézu jsem ovéfovala na allatektomovanych

samicich, které se pafily s intaktnimi samci.
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Obr. 11: Vliv pafeni na délku Zivota allatektomovanych samic (Experiment 1)

F-CA+M = samice bez corpora allata (CA) v paru se samcem (N = 27), Median = 63; F-CA = samice bez
CA (N = 24), Median = 111

Logrank test: F-CA+M vs F-CA: P = 0,0012.

Délka Zivota samic bez corpora allata postradajicich JH je velmi vysoka a dosahuje
pramérné 108 dni. AvSak vliv pareni se i u allatektomovanych samic negativné projevuje (P =
0,0012) a jejich prezivani se oproti F-CA snizuje o0 43,2 % (Obr. 11).
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Obr. 12: Vliv pafreni na délku Zivota allatektomovanych samic (Experiment 2)
F-CA+M: (N = 30), Median = 68; F-CA: (N = 30), Median = 148,5
Logrank test: F-CA+M vs F-CA: P < 0,0001

29



4. Vysledky

V druhém experimentu (Obr. 12) je vliv parfeni na prezivani operovanych samic jesté
markantnéjsi. Jejich délka Zivota se nasledkem kopulace snizuje o 54,2 % a rozdil
v primérnych délkach Zivota obou skupin je vysoce signifikantni (P<0,0001). Pokud pareni
ovliviiuje délku Zivota samic stimulaci juvenilniho hormonu, dalo by se oCekavat, Ze prezivani
F-CA+M nebude oproti izolovanym F-CA samickam vyrazné odlisSné. Zvysledkd obou

provedenych pokusl Ize tuto hypotézu pravdépodobné vyloucit.

4.3 Vliv allatektomie na sexualni aktivitu samic a samcu

Experiment 1 Experiment 2
£ £
o o
i £
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© ©
= E
£ z
F
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1) (1]
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= =
F+M F-CA+M F+M-CA F+M F-CA+M F+M-CA

Obr. 13 Vliv allatektomie na celkovou dobu skupin stravenou pafenim

F+M = intaktni samice s intaktnim samcem; F-CA+M = allatektomovana samice s intaktnim samcem;
F+M-CA = intaktni samice s allatektomovanym samcem

Graf zobrazuje primérnou dobu + SEM stravenou parenim.

Vysledky byly vyhodnocené pomoci jednocestné ANOVY a nasledné Tukey post-testem. Odlisna
pismena nad sloupci znamenaji, Ze rozdily mezi skupinami byly signifikantni (ostatni idaje viz Tab. 5)

Aby se zjistila moznd odliSnost v pafeni samic a samcl s vyjmutymi corpora allata,
byly tfi uvedené skupiny sledovany kontinualné pres 24 hodin (exp. 1 =32 h, exp.2 =27 h) a
kazdych 15. min (Obr. 13, experiment 1) ¢i kazdych 30. minut (Obr. 13, experiment 2) se
zaznamenal pocet kopulujicich par(. Oba grafy znazoriuji primérnou dobu * SEM
jednotlivych skupin stravenou pafenim. V experimentu 1 statistickd analyza pomoci
jednocestné ANOVY neukazala signifikantni rozdily mezi skupinami, jejichz doba stravena
parenim byla podobna. V 2. experimentu dokonce skupina F-CA+M ostatni pozorované pary
signifikantné prevySovala. Toto zjisténi vSak neznamena, Ze se F-CA+M pafily castéji, pouze

v jedné kopulaci vydrzely delsi dobu.
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4. Vysledky

Tab. 5 Vliv allatektomie na pareni jednotlivych skupin (experiment 1 a experiment 2)

Skupiny

Experiment 1

% paficich se para

prim. doba stravena
parfenim (h)

Poéet kopulaci”

1) Anova neukazala signifikantni rozdily mezi skupinami v poc¢tu kopulaci.

2) Tukey test porovnaval rozdily mezi prilmérnou dobou stravenou parenim jednotlivych skupin (experiment 2)

V Tab. 5 jsou obsaZeny udaje o celkovém poctu parQ, které byly zkoumany
v jednotlivych experimentech (pocet parll), kolik % pard se za celou dobu sledovani pafilo
alespon jednou (% paficich se par(), dale prilimérna doba v h, ktera byla stravena kopulaci

(prdm. doba péreni) a posledni Udaj udava, jaky byl primérny pocet kopulaci na jeden par

v jednotlivych skupindch (pocet kopulaci).

F+M 10 100 % 10+ 2,470 3,125+0,4407
F-CA+M 9 100 % 10,28 + 2,265 2,889+0,5122
F+M-CA 10 60 % 7,33+1,703 1,667+0,3333
Experiment 2
F+M 28 71% 8,6516,641 3,05040,3439
F-CA+M 28 68 % 13,58+6,925 2,895+0,3049
F+M-CA 27 70 % 7,5+4,830 2,722+0,3214
Kombinace P (Tukey
test)?

F+M vs F-CA+M P < 0,05

F+M vs F+M-CA P> 0,05

F-CA+M vs F+M-CA | P< 0,05
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4. Vysledky

4.4 Intenzita produkce vajicek

Zjistovala se intenzita produkce vajicek mezi panenskymi samicemi a samicemi v paru
s intaktnim ¢i allatektomovanym samcem (vy$si produkce vajicek by mohla zkracovat

samickam Zivot) (Obr. 14).
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Obr. 14 Intenzita produkce mezi jednotlivymi skupinami samic

F = samice panenské; F+M-CA = samice v paru s allatektomovanym samcem; F+M = samice v paru

s intaktnim samcem

Graf zobrazuje primérny pocet vajicek vykladeny jednou samici za 5 dni v pribéhu jejiho Zivota.
Intenzita kladeni se v prlbéhu starnuti sami¢ek sniZzuje, avSak rozdily v intenzité

produkce vajicek mezi skupinami (vyhodnocené pomoci dvoucestné ANOVY a Bonferroni

post-testem) nejsou signifikantni.

4.5 Kvalita vajicek panenskych a kopulujicich samic

Cilem téchto experimentl bylo zjistit, zda se vyskytuji rozdily v kvalité vajicek mezi
panenskymi a paficimi se samickami. OdliSnost v kvalité by se mohla odrazet i v jejich
prezivani. Kromé stanoveni obsahu protein( ve vajickach pomoci BCA metody se zjistovala i

vaha jednotlivych vajec. Vysledky byly vyhodnocené pomoci t-testu.
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4. Vysledky

Tab. 6 Vaha jednoho vajicka a mnozstvi protein v ném obsazenych

N = pocet jedincii Vaha/1 vajicko (ug) Proteiny ug/mg Zivé vahy

Panenské samice 27 301,4 £9,507 20,24 £ 1,369
Kopulujici samice 21 318,3 £ 8,330 23,96 £ 2,002
T-test P =0,1863 (ns) P =0,1551 (ns)

T-testem byly porovnavany vahy jednotlivych vajicek mezi paficimi a panenskymi
sami¢kami a mnoZstvi protein(i ve vajickach obsazenych. V obou pfipadech nebyly rozdily
signifikantni. Z vysledk(i tedy vyplyva, Ze kvalita vajicek pravdépodobné nemd vliv na

prezivani kopulujicich samicek, protoze se timto faktorem obé skupiny od sebe nelisi.
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4. Vysledky

4. 6 Vliv riiznych faktort na aktivitu fenoloxidazy (PO)

V nasledujicich pokusech jsem zjistovala, zda pareni a produkce juvenilniho hormonu
ovliviiuje imunitni systém samic — konkrétné aktivitu enzymu fenoloxidazy (PO) pfitomného

v jejich hemolymfé a zda je aktivita fenoloxidazy rozdilna mezi jedinci v LD a SD podminkach.

4.6.1 Vliv pareni na aktivitu fenoloxidazy samic
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Fwk1 F+M wk 1 F wk 2 F+M wk 2

Obr. 15: Vliv pafreni na aktivitu fenoloxidazy samic

Slope znazorfiuje sklon regresni pfimky a je v pfimém vztahu s relativni aktivitou/koncentraci
fenoloxidazy obsazenou v hemolymfé; jednotlivé sloupce zobrazuji primérné hodnoty sklonu + SEM.
wk 1 = 1 tyden staré samice; wk 2 = 2 tydny staré samice; F = samice panenské; F+M = samice v paru
se samcem

Rozdily mezi priaméry byly provedeny jednocestnou ANOVOU. Stejnd pismena nad sloupci
znazornuji nesignifikantni rozdily mezi skupinami (P > 0,05).

Tab. 7 Vliv pareni na aktivitu fenoloxidazy samic

N = pocet jedinct Median
Fwk 1 14 0,02257
F+M wk 1 9 0,02414
Fwk?2 13 0,01699
F+M wk 2 9 0,01815

Graf zobrazuje prdmérnou aktivitu fenoloxidazy + SEM samiéek panenskych a paficich
1/2 tydny starych. Statistickd analyza provedend jednocestnou ANOVOU neprokazala mezi
obéma skupinami signifikantni rozdily (P > 0,05). Pareni pravdépodobné aktivitu fenoloxidazy

vyrazné neovliviuje.




4. Vysledky

4.6.2 Vliv corpora allata a pars i ntercerebralis na aktivitu fenoloxidazy LD samic
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Obr. 16 Vliv corpora allata (CA) a pars intercerebralis (PI) na aktivitu fenoloxidazy LD samic

Graf A — 1 tyden staré samice (wk 1); Graf B — 2 tydny staré samice (wk 2); F = samice intaktni (bez
operativniho zdsahu do téla); F Pl = samice bez corpora allata a pars intercerebralis; F-CA = samice
bez corpora allata

Jednotlivé sloupce v grafech zobrazuji primérnou aktivitu PO + SEM.

Statistickd analyza: pouZita jednocestnd ANOVA a nasledné Tukeyho post-test. OdliSna pismena nad
sloupci ukazuji na signifikantni rozdily mezi skupinami.

Tab. 8 Vliv Pl a CA na aktivitu fenoloxidazy LD samic

N Median
Fwk1 14 0,02257
FPIwk1 13 0,001535
F-CAwk 1 13 0
Fwk?2 13 0,01699
F Pl wk 2 11 0,001363
F-CA wk 2 11 0
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4. Vysledky

Oproti ocekdvanému zvySeni aktivity fenoloxidazy nasledkem vyjmuti zdroje
juvenilniho hormonu (CA) byl zjistén pravy opak. Vétsina allatektomovanych samic méla
nulovou hladinu PO a jak je z Obr. 16 patrné a potvrzené jednocestnou ANOVOU a Tukeyho
post-testem, rozdily oproti intaktnim samicim byly vysoce signifikantni v 1. i 2. tydnu (P <
0,001).

Samicim byly proto odstranény pars intercerebralis (Pl) spole¢né s corpora allata
k ovéreni hypotézy (na zakladé rozdil( v aktivité PO u SD samic, viz kap. 4.6.3), zda Pl nemaji
inhibi¢ni efekt na aktivitu PO, ktery je kompenzovan stimulacnim vlivem CA. Odebranim pars
intercerebralis se hladina PO u nékolika samic jen velmi malo zvySila a rozdily mezi
sami¢kami F Pl a F-CA nebyly signifikantni v 1. ani v 2. tydnu (P > 0,05). Jak je zfetelné z Obr.
16, samicky intaktni a samicky bez PI se v aktivité PO mezi sebou vyznamné liSily v obou

zkoumanych tydnech (P < 0,001).
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4. Vysledky

4.6.3 Vliv corpora allata a pars i ntercerebralis na aktivitu fenoloxidazy SD samic
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Obr. 17 Vliv corpora allata a pars intercerebralis na aktivitu PO SD samic

Graf A — 1 tyden staré samice (wk 1); Graf B — 2 tydny staré samice (wk 2); F = samice intaktni; F Pl =
samice bez corpora allata a pars intercerebralis; F-CA = samice bez corpora allata

Jednotlivé sloupce v grafech zobrazuji primérnou aktivitu PO + SEM.

Statistickd analyza: provedena jednocestnd ANOVA a Tukey post-test. Pokud jsou pismena nad
sloupci rtizna, znadi signifikantni rozdily mezi skupinami.

Tab. 9 Vliv CA a PI na aktivitu fenoloxidazy SD samic

N Median
Fwk1 16 0,02326
FPIwk1 13 0,01407
F-CAwk 1 14 0,02814
Fwk 2 15 0,01214
F Pl wk 2 9 0,01666
F-CAwk 2 14 0,01093

Tukey post-test ukdazal signifikantni rozdily v aktivité PO u samic starych 1 tyden (Obr.
17., Graf A). Odchylky byly vyznamné mezi skupinami F vs F Pl (P < 0,05) a F Pl vs F-CA (P <
0,001), avsak vtydnu nasledujicim (Obr. 17, Graf B) se zddné rozdily mezi skupinami
nevyskytovaly (P > 0,05). Je mozné, Ze rozdily u jednoho tydne starych samic jsou zplsobené
znacnou variabilitou aktivni PO, ktera byla zjiSténa mezi jedinci jednotlivych skupin (viz kap.
4.6.7). | presto je z grafd patrné, Ze na rozdil od operovanych LD samic, byla aktivita PO
pomérné vysoka u vSech skupin samic v diapauznich podminkach, i kdyz juvenilni hormon

netvofi.




4.6.4 Porovnani LD a SD intaktnich samic - 1 a 2 tydny starych
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Obr. 18 Porovnani intaktnich LD a SD samic (F) — 1 a 2 tydny starych
F = samice intaktni; (SD) = diapauzni samice; (LD) = nediapauzni samice

Graf A — 1 tyden staré samice SD a LD (wk 1); Graf B — 2 tydny staré samice SD a LD (wk 2); Graf C —

SD a LD samice wk 1+2

Grafy znazornuji pramérnou aktivitu PO + SEM. Vysledky byly vyhodnocené pomoci t-testu (Tab. 10).

Tab. 10 Porovnani intaktnich LD a SD samic— 1 a 2 tydny starych

4. Vysledky

Fwk1(SD) | Fwk 1 (LD) | Fwk 2 (SD) | Fwk 2 (LD) | F wk 1+2 (SD) | F wk 1+2 (LD)
N 16 13 15 14 31 27
Median | 0,02326 0,02257 0,01214 0,01699 0,01845 0,02248
t-test P =0,4323 (ns) P = 0,0503 (ns) P = 0,0594 (ns)

Intaktni LD a SD (diapauzni) samice se mezi sebou v aktivité fenoloxidazy signifikantné

neliSily (Obr. 18, Graf A a B). Graf C slucuje vysledky z obou tydnt (wk 1+ 2).
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4.6.5 Porovnani allatektomovanych LD a SD samic — 1 a 2 tydny starych
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Obr. 19 Porovnani allatektomovanych LD a SD samic - 1 a 2 tydny starych

F-CA = allatektomované samice; (SD) = diapauzni samice; (LD) = nediapauzni samice

4. Vysledky

Graf A — 1 tyden staré samice SD a LD (wk 1); Graf B — 2 tydny staré samice SD a LD (wk 2); Graf C —
SD a LD samice wk 1+2
Sloupce v grafech zobrazuji primérnou aktivitu PO + SEM.
Vysledky byly vyhodnocené t-testem (Tab. 11). Jak moc jsou rozdily mezi skupinami signifikantni,
znazornuji znaky (hvézdicky) nad sloupci ( *** = nejvétsi mira vyznamnosti).

Tab. 11 Porovnani LD a SD samic bez CA -1 a 2 tydny starych

F-CAwk 1 F-CAwk 1 F-CA wk 2 F-CA wk 2 F-CA wk 1+2 F-CA wk 1+2
(D) (LD) (D) (LD) (D) (LD)

N 14 13 14 11 28 24

Median 0,02814 0 0,01093 0 0,01958 0

t-test P <0,0001 P =0,0002 P <0,0001

Na rozdil od allatektomovanych LD samic, které vykazuji témér nulovou hladinu

sledovaného enzymu, diapauzni samice bez CA maji aktivitu PO signifikantné vyssi v 1. i 2.

tydnu stafi (Obr. 19, Graf A a B), i kdyz obé skupiny juvenilni hormon netvofi (u SD samic je

navic absence JH normalnim fyziologickym stavem).
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4. Vysledky

4.6.6 Porovnani LD a SD samic bez pars intercerebralis (a CA) - 1 a 2 tydny starych
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Obr. 20 Porovnani LD a SD samic bez pars intercerebralis (a CA) — 1 a 2 tydny starych

F-PI = samice bez pars intercerebralis (Pl) a corpora allata (CA); (SD) = diapauzni samice; (LD) =
nediapauzni samice

Graf A — 1 tyden staré samice SD a LD (wk 1); Graf B — 2 tydny staré samice SD a LD (wk 2); Graf C —
SD a LD samice wk 1+2

Sloupce zobrazuji primérnou aktivitu PO + SEM.

Na zhodnoceni vysledk(l byl poufZit t-test (Tab. 12). Znaky nad sloupci zobrazuji miru vyznamnosti.

Tab. 12 Porovnani LD a SD samic bez Pl a CA - 1 a 2 tydny starych

FPlwk1 FPlwk1 F Pl wk 2 F Pl wk 2 FPIwk1+2 | FPlwk 1+2
(SD) (LD) (SD) (LD) (SD) (LD)
N 13 13 9 11 22 24
Medién 0,01407 0,001535 | 0,01666 0,001363 | 0,01521 0,001451
t-test P <0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001

Jako v predeslém pripadé (kap. 4.6.5) se operované SD samice (bez PI+CA) vyznamné
liSily v aktivité stanovovaného enzymu oproti LD samicim (P < 0,0001), u kterych byla hladina
PO velmi nizkd. ProtoZe v reprodukéni diapauze dochazi k fyziologickym zménam, je
pravdépodobné, Ze je u SD jedincG hladina PO fizena jinymi mechanismy neZz u jedincu
chovanych v protidiapauzni fotoperiodé. Odebrani PI/CA jim aktivitu fenoloxidazy neovlivni,

kdeZto LD samice vykazuji znacny pokles.
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4. Vysledky

4.6.7 Variabilita mezi jedinci v jednotlivych skupinach

LD F wk1 LD F wk2 LD F wk142
1.0 1.0 1.0
0.8 0.8 0.8
& os § os § os
B E B
£ 04 L 04 £ 04
0.2 0.2 0.2
0.0 0.0 0.0
P ISP N P PR ISP FTITlP SN D PP
o e e e Y oM P oY ® el e P ol o”o® PO PR 39’59 oo P
PO activity (slope) PO activity (slope) PO activity (slope)
LD F+M wk1 LD F+M wk2 LD F+M wk1+2
1.0 1.0 1.0
0.8 0.8 0.8
5 06 S 06 5 06
£ 04 £ 04 £ 04
0.2 0.2 0.2
0.0 0.0 0.0
S A S IPITEII® U e S
NN e-&e? oo’ e ¥ ¥ ¥ ¥ e® Q'GQQ'Q ¥ e® 593909?
PO activity (slope) PO activity (slope) PO activity (slope)
LD F-CA wk1 LD F-CA wk2 LD F-CA wk1+2
1.0 1.0 1.0
0.8 0.8 0.8
5 os § os 5 0s
3 3 3
= 04 r 04 & 04
0.2 0.2 0.2
0.0 0.0 0.0
P IS PFTELN P ® > PP P S I I P> PPN P
P FEFSTSLESS e S S § s R $
SN SN S SN SN N SIS egpee oo 5@'&“@? ®o®o® QQQ
PO activity (slope) PO activity (slope) PO activity (slope)
LD F-Pl wk1 LD F-Pl wk2 LD F-Pl wk1+2
1.0 1.0 1.0
0.8 0.8 0.8
§ o6 & os & 086
g g g
T 04 L 04 & 04
0.2 0.2 0.2
-5 0.0-— P T L o o e e o o S |
S I I DOP;H 0N D ST U IR g W ST U IR g W
SR PR S & S Sy S P S & &
SIS I RN m-@u-@u-“ TN u‘-’bu“buq ¥ e®o® NN Q“e-““e-“@“eQ Qéb
PO activity (slope) PO activity (slope) PO activity (slope)

Obr. 21 Variabilita mezi jedinci v LD skupinach

F = samice panenské; F+M = samice pafici; F-CA = samice bez CA; F-Pl = samice bez PI+CA

wk 1= 1 tyden staré samice; wk 2 = 2 tydny staré samice; wk 1+2 = samice spojené

V jednotlivych grafech je na ose x zobrazena relativni aktivita PO v intervalech 0,01 (pro F a F+M
samice) ¢i 0,001 (pro samice operované). Osa y udava podil = kolik jedincl ze skupiny spada do
konkrétnich hodnot (ma stejnou aktivitu fenoloxidazy).
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Obr. 22 Variabilita mezi jedinci v SD skupinach

F = samice panenské; F-CA = samice bez CA; F-Pl = samice bez PI+CA
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osa x — aktivita PO v intervalech 0,01; osa y — podil jedinct u jednotlivych hodnot

Béhem mnoha méreni bylo zjisténo, Ze se i jedinci ve stejné skupiné mohou mezi
sebou lisit v aktivité fenoloxiddzy. U grafl s rGznymi skupinami LD samic (Obr. 21) vidime, Ze
je pomérné vysoka variabilita ve skupinach F a F+M, zatimco vétSinu allatektomovanych
samic (F-CA) nalezneme v nulovych hodnotdch. Oproti F-CA se samice bez PI+CA (F-Pl) zdaji
byt vice variabilni (ale v fadové velmi nizkych hodnotach, které se blizi nule). Variabilita mezi

jedinci ve skupiné byla zpozorovana i u samic SD, ale oproti LD samicim nebyla tak vyraznd

(Obr. 22).
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5. DISKUZE

5.1 Vliv proteint z pridatnych zlaz samct na délku Zivota samic

Jednim z cild mé magisterské prace bylo zjistit, zda jsou sam¢i proteiny z pfidatnych
z1az zodpovédné za kratsi délku Zivota kopulujicich samicek Pyrrhocoris apterus. Dfivéjsi
prace ukdzaly, Ze allatektomovani samci P. apterus maji mensi AGs (Slama 1964), které
produkuji mensi mnozstvi celkovych proteint (Socha et al. 2004). Vliv absence JH na celkovy
obsah proteinli (a 80 - 90 kDa AGs proteinu) jsem potvrdila, i kdyZ absolutni hodnoty byly
nizsi (viz kap. 4.1.1, Tab. 2) neZ v praci Socha et al. (2004). Samickam, které kopulovaly se
samci bez CA, se Zivot vyznamné prodlouZil (oproti samicim s intaktnim samcem) sice az
v druhém provedeném pokusu (viz kap. 4.1.4, obr. 10), ale i pfesto je patrné, Ze proteiny
z AGs na prezivani samic vliv maji. Jejich negativni efekt je zdokumentovan prevazné u
samicek D. melanogaster (Fowler & Partridge 1989; Chapman 1992; Chapman et al. 1993,
1995; Wigby & Chapman 2005), kde kromé vlivu na délku Zivota samicek, ovliviuji i jejich
chovani (receptivitu = ochotu znovu se pafit) a zvysuji produkci vajicek (Wolfner 1997, 2002;
Chapman 2001; Gillott, 2003; Liu & Kubli 2003).

| kdyz byl samickam Pyrrhocoris apterus Zivot vlivem allatektomie samcl (F+M-CA)
prodlouzen (v 2. pokuse), jejich délka Zivota se nemohla vyrovnat prezivani samic
panenskych. Je moZné, Ze corpora allata nejsou pro syntézu AGs protein(i nezbytn3, jen fidi
jejich mnoZstvi (Socha et al. 2004), a tedy i snizeny obsah proteind v Zlazach by mohl ke

kratSimu prezivani samicek stacit.

MuUZou zde hrat roli i jiné faktory, které se nezkoumaly. Samci stdle produkovali
spermie, které by mohly k paficim nakladim pfispivat, jak bylo zjisténo u ¢meldka Bombus
terrestris (Greeff & Schmid-Hempel 2008). AvSak u D. melanogaster efekt spermii na délku
Zivota samic nebyl zpozorovan (Chapman et al. 1993). Je mozné, Ze samotnym aktem pareni
jsou samicky fyzicky zranovany (Crudgington & Siva-Jothy 2000; Blanckenhorn 2002) i
dochazi k prenosu patogen( (Webberley et al. 2004; Abbot & Dill 2001).

Béhem pokuslt se zkoumala i frekvence pafeni mezi skupinami (F+M, F+M-CA,F-
CA+M), kterd by rovnéz mohla mit vliv na prezivani samic. Pocet kopulaci byl mezi skupinami
podobny, avsak liSily se v primérné dobé, kterou parenim stravily (viz kap. 4.3, Obr. 13). |

kdyZz rozdily mezi F+M a F+M-CA nebyly signifikantni, samice v paru s allatektomovanym
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samcem strdvily kopulaci méné Casu nez ostatni dvé skupiny (subjektivni dojem). Pokud je
jednim z charakteristickych znakd proteinli z AGs sniZeni receptivity samicky (Chapman et al.
2003; Liu & Kubli 2003), jeji ochota k pareni by méla byt vlivem allatektomie samc( vyssi, coz
potvrzeno nebylo. Je mozné, Zze samci s absenci JH jsou pro samicku méné atraktivni, jak bylo
zjiSténé v praci Rantala et al. (2003) na moucném cervu Tenebrio molitor (aplikovany JH
zvysil produkci feromont). Tedy o néco mensi (i kdyz nesignifikantni) doba stravend parenim
by mohla pfispivat k prodlouZeni Zivota samice v paru s allatektomovanym samcem ve

srovnani s intaktnimi pary.

5.2 Vztah mezi produkci a kvalitou vajicek a délkou Zivota

Vlivem péreni se mlzZe zvysit produkce vajicek, ktera je u mnoha studii pfipisovana
proteinlim z pfidatnych Zlaz samcd (Chen et al. 1998; Wolfner 1997; Chapman 2001;
Chapman et al. 2003; Liu & Kubli 2003; Gillot 2003). U samicek P. apterus byla intenzita
kladeni podobna u vSech zkoumanych skupin samic (F, F+M,F+M-CA, viz kap. 4.4, Obr. 14) a
pfitomnost/snizena syntéza proteind neméla na intenzitu vliv. Kratsi ¢i delsi Zivot téchto
samicek tedy nelze pfipsat rozdiliim v produkci vajicek, coz je v souladu se studii na Ceratitis
capitata (Chapman et al. 1998). | kdyz by se sami¢ky mohly mezi sebou odliSovat v kvalité
vajicek, ktera by pro né mohla byt energeticky naro¢na, kopulujici a panenské samice se
obsahem protein( (ani vdhou) vyprodukovanych vajicek vzajemné nelisily (viz kap. 4.5., Tab.

6).
5.3 Vliv pareni na délku Zivota allatektomovanych samic (bez JH)

Izolované allatektomované samice se vyznacCuji pomérné dlouhym Zivotem
v porovnani s intaktnimi panenskymi, ale pokud se zaCnou pafrit se samci, délka Zivota se jim
radikdIné snizi (o 40-50%) (viz kap. 4.2). Zjisténi je v rozporu s hypotézou, Ze je kratsi Zivot
kopulujicich samic vyvolan stimulaci corpora allata (Moshitzky 1996; Fann et al. 1999).
ProtoZe se Zivot paficich F-CA+M znacné zkratil, i kdyz JH netvofily, kopulace musi ovliviiovat
jejich délku Zivota jinym zplUsobem. Samci, s kterymi se zkoumané samicky pafily, byl
intaktni, a tedy tvofili proteiny v AGs i spermie. Oba produkty by mohly mit na prezivani
samic vliv. Navic nékteré AGs proteiny mohou byt pro samicky toxické nezavisle na jejim

metabolismu (Mueller et al. 2007) a o funkcich mnohych se zatim vi velmi malo.
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KdyZz se zkoumala a porovnavala frekvence pareni F-CA+M s ostatnimi skupinami
(F+M, F+M-CA), allatektomované samicky (v 2. pokusu) vydrzely v kopulaci mnohem déle nez
ostatni skupiny (viz kap. 4.3, obr. 13), z ¢ehoZ vyplyvd, Ze byly mnohem ochotnéjsi k pareni
(zvysila se receptivita). JelikoZ postradaly CA, je mozné, Ze JH receptivitu sniZzuje (Manning
1966; Ringo et al. 1991). Zjisténi je v souladu se studii Rafaeli & Bober (2005) na mare
Helicoverpa armigera. Aplikace analogu JH (fenoxycarb) sniZila receptivitu samic. DelSi doba

samicek P. apterus (bez CA) stravend pareni by mohla pfispivat k jejich kratSimu Zivotu.
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5.4 Vliv pareni na imunitni systém samicek Pyrrhocoris apterus

Oxidoreduktdza fenoloxiddaza (PO) patfi mezi klicovou slozku humordlni imunity
hmyzu a Uzce souvisi i s bunécnou ucasti na enkapsulaci a nodulaci. Jsou dlkazy, Ze pareni
snizuje aktivitu zminovaného enzymu, a tak potencidlné zvySuje ndachylnost jedincl
k parazitdm (Nigam et al. 1997; Shiao et al. 2001). Nizsi aktivita fenoloxidazy byla zjisténa u
obou pohlavi mouéného cerva Tenebrio molitor (Rolff & Siva-Jothy 2002), avSak u samicek
Pyrrhocoris apterus nebyl vliv kopulace na aktivitu PO zaznamendn (aktivita PO se mezi
paricimi a panenskymi sami¢kami vyrazné nelisila, (viz kap. 4.6.1, Obr. 15). Mé vysledky se
shoduji s praci Schwarzenbach et al. (2005), ktera byla provedend na mouse Scathophaga
stercoraria. Ani zde pareni neovlivnilo aktivitu zkoumaného enzymu. U samicek cvrcka

Allonemobius socius se dokonce aktivita PO ¢astym parenim zvySovala (Fedorka et al. 2004).

Pokud je udrzeni urcité hladiny PO pro samicky energeticky naro¢né, energie vlozena
do imunitnich funkci je pravdépodobné stejna pro obé skupiny (panenské a kopulujici
samice), alespon tedy pro enzym fenoloxiddzu. Fenoloxiddzovad kaskada totiZz zahrnuje
mnoho cytotoxickych vedlejSich produktd, které napadaji patogen, ale mohou poskozovat i
samotného hostitele (Soderhall & Cerenius 1998). Je mozné, Ze hmyz prepind mezi velmi na
energii nakladnou cytotoxickou obranou a méné ndrocnou, avsak relativné specifickou
obranou (antimikrobidlni a fungicidni peptidy) v zavislosti na zamoreni patogenem (Rolff &
Siva-Jothy 2003). V podminkach hladovéni vysokd hladina PO zkracuje Zivot obéma pohlavim
Scathophaga stercoraria, kdezto nizka prezivani prodluzuje (Schwarzenbach & Ward 2006). |
kdyz je funkce fenoloxidazy v celé hmyzi fiSi vysoce konzervovana, trade-off mezi imunitou a
parenim tak konzervované byt nemusi, alespon to vysledky na Pyrrhocoris apterus
nepotvrzuji. Je mozné, Ze pouze méreni aktivity fenoloxiddzy nemusi byt dostacujici

k odhaleni vztahu mezi kopulaci a imunitou (Schwarzenbach et al. 2005).

Béhem pareni by tedy mohlo dochdzet ke zméndm v jinych slozkdch imunitniho
systému, které se nezkoumaly, napf. kopulace sniZuje imunitni odpovéd — enkapsulaci
obéma pohlavim motylice Matrona basilaris japonica (Siva-Jothy et al. 1998) ¢i lytickou
aktivitu, pocet hemocytl a enkapsulaci samclm i samicim Allonemobius socius (Fedorka et
al. 2004). U samicek Drosophila melanogaster jsou nékteré antimikrobialni peptidy (AMPs)

nasledkem proteind z pfidatnych ZIdz samcl upregulovany nékolik hodin po pareni. Kopulace
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by je mohla fyzicky zrafiovat, a tak zvySovat riziko pfenosu patogend samci, jak bylo zjiSténo
u brouka Labidomera clivicollis (Abbot & Dill 2001). Pro samicky D. melanogaster muze byt
stimulace AMPs, i kdyZ je energeticky narocna, preventivnim krokem proti moznému
napadeni patogeny. Zda takové zmény probihaji i v téle samicky P. apterus, potfebuje dalsi

zkoumani.

5.5 Vliv JH na aktivitu fenoloxidazy u LD a SD samic

Kdyz se LD (nediapauznim) samickam P. apterus operativné odstranily corpora allata,
a tedy i zdroj juvenilniho hormonu, aktivita fenoloxidazy nebyla naméfena témér u zadné
plostice (pokud byla, hodnoty se i tak bliZily nule). Vysledky jsou prekvapivé a v rozporu
s praci provedenou na T. molitor (Rolff & Siva-Jothy 2002). Rolff & Siva-Jothy (2002) povazuji
za pfi¢inu snizené hladiny PO vyvolané nasledkem pafeni juvenilni hormon, aplikaci
fluvastatinu (JH inhibitor) k supresi enzymu nedojde. U jiné studie byl samcim T. molitor
injikovan JH (typ Ill), ktery fenoloxiddzovou aktivitu potlacil, ale zadroven zvysil produkci
samcich feromond, a tudiz i jejich atraktivnost pro opacné pohlavi (Rantala et al. 2003).
Vysledky na P. apterus spiSe ukazuji na pravy opak a to takovy, Ze juvenilni hormon hladinu
fenoloxidazy stimuluje, kdezto jeho nedostatek zplsobi i absenci PO.

Je moiné, Ze odstranénim CA se samickam zménilo (snizilo) mnozstvi hemocytl
v hemolymfé, které syntetizuji fenoloxiddzu v neaktivni formé (ve formé profenoloxidazy).
Hypotéza pochazi ze studie Pathak (1983) na brouku Halys dentata, na kterém se zkoumala
zména v mnozstvi hemocytl po odstranéni corpora allata a corpora cardiaca (jednotlivé ¢i
dohromady).

Co se tyka SD (diapauznich) samicek, u allatektomovanych (ani intaktnich) samic
nebyla zaznamendna zména v aktivité PO (aktivita nebyla potla¢ena). Vysledky nejsou aZ tak
prekvapuijici, jelikoZ v diapauznich podminkach dochazi u jedince k vyznamnym fyziologickym
prechodim, predevsSim kinhibici corpora allata neurosekre¢nimi burikami Pl (Hodkova
1976). Samice jsou na tento stav pfipravené, a tudiZ nejsou citlivé ke zménam v aktivité CA
oproti jedinciim v proti-diapauzni fotoperiodé.

Optimalni aktivita PO pro udrZzeni obranyschopnosti je tak zajisténa jak u
reprodukéné aktivnich jedinctd (v pfitomnosti JH), tak u diapauznich jedincl (v neptitomnosti

JH).
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5.6 Vliv pars intercerebralis na aktivitu PO u LD a SD samic

Poznatkem, Ze absence JH ma tak rozdilny vliv na aktivitu PO u samic vLD a SD
podminkach, vznikla dalsi hypotéza, ktera se tykala pars intercerebralis (Pl) produkujicich
neurosekreéni bunky. V praci Hodkova (2008) bylo zjisténo, Ze PI zkracuji/prodluZuji délku
Zivota samic P. apterus v zavislosti na LD/SD podminkach. Analogicky by mohly mit signaly
z Pl inhibi¢ni/stimula¢ni vliv na aktivitu fenoloxidazy. Pokud JH tedy produkci PO zvysuje,
pritomnost neurosekrecnich bunék pars intercerebralis ji mGzZe potlacovat. Aby se zjistil
jejich potencialni efekt na aktivitu enzymu, musely se odstranit pars intercerebralis spolecné
scorpora allata. U samic vLD podminkdch se sice hladina PO o néco zvysila oproti
allatektomovanym samicim, avsak rozdily mezi nimi nebyly vyrazné. Pars intercerebralis

pravdépodobné velky vliv na aktivitu PO nemaji.

U diapauznich samic se ani po odstranéni Pl hladina fenoloxiddzy nezménila. Protoze
diapauzou jedinec preckdva nepriznivé podminky, dochazi ke zvySovani odolnosti proti
stresu, jak bylo zjiSténo u D. melanogaster (Tatar et. al 2001c). Je mozné, Ze se diapauzni
samicky snazi analogicky udrzovat urcitou hladinu fenoloxidazy, a tak se preventivné chranit.
Neni vSak jasné, zda je vyskyt PO u SD samicek zpusoben jejim ,nahromadénim“ v pribéhu
larvalniho vyvoje, zda jsou za udrzeni urcité hladiny zodpovédné jiné neuroendokrinni tkané

(napft. corpora cardiaca) ¢i zda jde o pfimy vliv fotoperiody na periferni tkané.

5.7 Vliv fenoloxidazy na délku Zivota

Co se tyka vlivu fenoloxiddzy na délku Zivota testovanych SD a LD samic, PO
pravdépodobné prezivani neovliviiuje. | kdyZz by za delsi Zivot allatektomovanych LD samic (Ci
samic bez Pl) mohla byt zodpovédna nulova/velmi nizka aktivita PO, intaktni i operované SD

samice Ziji mnohem déle (Hodkova 2008), i kdyz aktivita PO z(stava nezménéna.

5.8 Variabilita fenoloxidazy

Aktivita fenoloxidazy mlze byt mezi jedinci stejnych skupin znacné variabilni, jak bylo
zjisténo béhem méreni vzork(. Rozdily v aktivité PO (mezi jednotlivci ve skupinach) byly
zpozorovany i u jinych druhQ hmyzu, napf. u Anopheles gambiae (Paskewitz et al. 1989),
Spodoptera exigua (Hung & Boucias 1996), Lymantria dispar (Bidochka & Hajek 1998) ¢i

Spodoptera littoralis (Cotter & Wilson 2002). U samicek Pyrrhocoris apterus se vétsi
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variabilita v aktivité enzymu nachdzela spiSe v podminkach protidiapauznich (hlavné u
samicek paficich a panenskych) nez diapauznich. Jednim z vysvétleni variability mdzou byt
pravé podminky, ve kterych se jedinci vyskytuji. Napr. intaktni LD samice jsou reprodukéné
aktivni, nemaji potlacenou oogenezi a vitellogenezi = produkuji vajicka a je moiné, Ze
samotné kladeni, doba pfed ¢i po kladeni by mohla tuto variabilitu zplsobovat (i jiné
faktory). Naproti tomu se vSechny SD samice nachazeji ve stejnych podminkach (v diapauze),

coz by se mohlo odrazet i v pomérné stalejsi aktivité PO.
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6. ZAVER

Snizené mnozstvi proteinld v pfidatnych Zlazdch samcl prodluZuje paficim se
samickam Zivot, ale ne aZi na uroven samicek panenskych (mnozZstvi obsazené
v Zlazdch muzZe byt i tak dostacujici k vyvolani negativniho efektu/zde hraji roli i jiné
faktory).

Intenzita produkce vajicek je podobnd u vSech skupin zkoumanych samic
(panenskych, v parech s intaktnim ¢i allatektomovanym samcem).

Vaha vajicek a mnozZstvi proteint v nich obsazenych se u panenskych a kopulujicich
samic vyrazné nelisi.

Intenzita produkce vaji¢ek, jejich vaha ani kvalita pravdépodobné délku Zivota
paricich se samic neovliviuji.

Allatektomie samic nezabrani vyraznému zkraceni jejich Zivota parenim; stimulace CA
pravdépodobné neni zodpovédna za kratsi Zivot kopulujicich samic.

Pareni neovliviiuje aktivitu fenoloxidazy.

Allatektomie LD samic vyrazné snizuje aktivitu PO; JH md na hladinu PO
pravdépodobné stimulaéni vliv.

Aktivita PO je u diapauznich samic (bez ohledu na pfitomnost CA, které je neaktivni)
stejné vysoka jako u LD intaktnich.

Aktivita PO je zcela zavisla na prfitomnosti JH u reprodukénich samic, ale u
diapauznich je na JH nezdvisla. Tento rozdil naznacuje dalsi faktory fidici aktivitu PO:
stimulaéni (u diapauznich samic) ¢i inhibi¢ni (u nediapauznich allatektomovanych
samic).

Odstranénim Pl allatektomovanym LD samicim se aktivita PO nezvysi (stale se blizi
k nulovym hodnotam), u SD samic zUstava hladina stejna. Neurosekre¢ni buriky PI
(zdroj insulinovych peptidl) pravdépodobné nemaji vyznamnou ulohu v fizeni aktivity
PO.

Aktivita PO pravdépodobné s délkou Zivota nesouvisi.
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