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Abstract:

It has been generally accepted that the reproductive insect hormone - juvenile hormone (JH)
is a key mediator in the trade-off between adult life span and reproduction. However, this view is
mostly based on correlations between JH titres and longevity, which do not reveal causal
relationships. In the present study, effects of JH on longevity of males of the linden bug Pyrrhocoris
apterus were studied directly, by removing its source, the corpus allatum (CA). Several hypothesis
were tested. (1) Life span extension by adult diapause is mediated by the absence of JH. (2) Life span
reduction caused by mating is mediated by enhanced activity of the CA. (3) Down-regulation of
phenoloxidase (PO) activity (a component of immune system) by enhanced JH is responsible for the
mating cost. The results confirmed that the absence of JH prolongs life span, but also revealed that
the lack of JH is not solely responsible for differential longevity of diapausing and reproducing males.
Mating reduced life span of both intact and CA-ablated males, suggesting that JH does not mediate
the effect of mating on life span. Mating, diapause or CA-ablation had only minor or non-significant
effects on PO activity. Thus the results do not support hypotheses (2) and (3). The most striking and
unexpected effect in this study was that males continuously exposed to CA-ablated females lived
significantly longer than did males with intact females, although mating activity was even higher in
the former. This is the first evidence for a role of female hormonal status on male life span in
animals.



1. Uvod

1.1. Starnuti

vvvvv

z mnoha definic tohoto jevu je: ,Ubytek fyziologické funkce, projevujici se jako sniZena
schopnost prezivani a plodnosti se zvySujicim se vékem” (Flatt and Schmidt 2009). Jak je
mozné, Ze fenotyp jdouci viditelné proti darwinovskému fitness je tak Siroce rozsifen u
naprosté vétSiny organism(? Jednim z pokus(l jak odpovédét na tuto otdzku se stala

postupné vytvarena evolucni teorie starnuti.

1.1.1 Evoluc¢ni teorie starnuti
Za jejim vznikem stoji J. B. S. Haldane, P. B. Medawar a G. C. Williams, ktefi definovali

tfi zakladni prvky této teorie. Prvnim z nich je fakt, Ze v prosttedi pIném predatord, infekci a
nehod se ,stari“ doZije jen mala ¢ast jedincd. Druhym je poznani, Ze sila selekce se s vékem
snizuje, nebot riziko smrti se nascitava a Sance na reprodukci v pozdnim véku je tedy mensi.
Treti prvek neoddélitelné souvisi s predchozim. Jestlize je selekce oslabena s postupujicim
vékem, pak se kumuluji skodlivé plsobici mutace, které se projevi az na sklonku Zivota -
vétsinou tedy jiz po reprodukci — a nic nebrani jejich Sifeni do dalsi generace. Tento tfeti bod
je v literatufe mnohdy uvadén jako samostatna tzv. ,mutace akumulujici“ teorie (Medawar
1952; shrnuto ve Flatt and Schmidt 2009). Na tyto zaklady se postupné stavi dalsi upresnéni
a nové poznatky. Williams roku 1957 rozsifil mutace akumulujici teorii o myslenku
antagonistické pleiotropie - mozné pozitivni selekce pleiotropnich gen, tedy takovych vloh,
které v mladi jedince zvysuiji fitness, avSak v pozdnim véku fitness snizuji. Pokud by vyhody
v raném veéku prevazily ubytek zdatnosti ve stari, pak by se tyto mutace snadno v populaci
udrzely a mély by za nasledek vznik starnuti (Williams 1957).

Pokud by byl druhy ze zakladnich kamen( ET (tedy slabsi selekce ve stafi) spravny,
pak by se mél prodlouZit Zivot, pokud umoZnime kopulaci jen starsim jedinclm (tedy zesilime
selekci pro schopnost reprodukce ve stdfi). Tento predpoklad byl nékolikrdt nezavisle
experimentalné potvrzen u Drosophila melanogaster jiz v osmdesatych letech (Rose 1984;
Luckinbill et al. 1984). Pravdou vSak zUstava, Ze vysledky pozorované v kontrolovanych
pokusech ¢asto nemusi odpovidat realnym populacim. BohuZel studii, které by popisovaly

starnuti prirodnich populaci, neni mnoho. Reznick provedl pozorovani Poecillia reticulata



(Zivorodka duhovd - Teleostei) a naznacuje, ze vztahy mezi mortalitou zpGsobenou z vnéjsku
(predace, infekce aj.) a starnutim jsou ve volné prirodé mnohem komplexnéjsi nez v umélém
a Casto skoro idealnim prostredi laboratore (Reznick et al. 2004).

Zakladni ET byla roku 1977 obohacena o novy uhel pohledu. Kirkwood navrhl
hypotézu, ktera stadrnuti vysvétluje pomoci trade-off vzniklého diky omezenosti zdroju.
Jedinec se tak musi ,,rozhodnout” zdali investuje napftiklad do prodlouzZeni Zivota nebo radéji

do rozmnozovani (Kirkwood 1977).

1.2. Prezivani a reprodukce
1.2.1. Disposable soma teorie a cena za reprodukci

Dle Kirkwooda odvadi investice do rozmnoZovani omezené zdroje zjinych casti
metabolismu, kupfikladu ze somatické udrzby (potaimo prodlouZeni Zivota). Tato teorie se
nazyva disposable soma podle toho, Ze somatické bunky jsou vnimany pouze jako docasna
schranka, slouzici k pfenosu gamet do dalsi generace (Kirkwood 1977). To, Ze ma reprodukce
vliv na longevitu jak samca, tak samic bylo u hmyzu mnohokrate prokazano (Malick and
Kidwell. 1966; Partridge and Farquhar 1981; Partridge et al. 1985; Partridge et al. 1986;
Fowler and Partridge1989; Chapman et al. 1995; Blazkova 2008). ZpUsobu, kterymi muze
samice modelovych organismQ. Jednou z ¢asto zkoumanych cest kudy pareni mlze zkracovat
Zivot je energeticky ndkladna tvorba vajec. Pokusy na Callosobruchus chinensis (Zrnokazu
Cinském - Coleoptera) dokazuji, Ze samice panenské Zily déle nez samice produkujici vajicka
(Yanagi and Miyatake 2003). Jako dalsi mozné dlvody sniZeni longevity samic se uvadi
obtézovani samcem, samotnd kopulace (fyzické zranéni sam¢im penisem napf. u Sepsis
cynipsea — Diptera — Blanckenhorn et al. 2002), negativni vlivy spermatu samcl potazmo
protein(l pridatnych Zlaz, ochrana potomkd nebo kombinace vsech téchto vlivii (Fowler &
Partridge 1989; Roff 1992; Chapman et al. 1995; Kotiaho and Simmons 2003; Crudgington
and Siva-Jothy 2000).

1.2.2. Cena za reprodukci u samci hmyzu
Co se tyCe ceny za reprodukci u samcu, tak toto pole zlstdvalo dlouho dobu

neprobadanym, nebot se tradi¢né véfilo, Zze samci do reprodukce davaji jen levné sperma
(Simmons 2001). Tento pohled se vSak méni. Samci mnoha druhd poskytuji samicim nutri¢né

bohaté ejakulaty, u motyld pak samice mohou takového ejakuldtu vyuZit na pokryti



reprodukcénich nebo somatickych poZzadavkid (Vahed 1998; Wedell and Cook 1999). |
samotnd tvorba spermatu zkracuje Zivot Caenorhabditis elegans (Van Voorheis 1992).
Potencidlni sloZzkou cen za reprodukci u samcU jsou také naklady na prekopulacni kompetici,
otcovska péce a namluvni chovani (Gems and Riddle 1996; Kotiaho and Simmons 2003
Paukku and Kotiaho 2005, Wagner et al. 2005). DalSimi diskutovanymi kandly zkraceni Zivota,
souvisejicimi s reprodukci, by mohly byt: samotna tvorba spermatu (Paukku et al. 2005)
nebo pokles imunitni funkce (Rolff and Siva-Jothy 2002). U motyla Bicyclus anynana a Pieris
napi byl pokles longevity pfimo umérny velikosti spermatoford. Omezeni potravy vyvolalo
ubytek suché hmoty ve spermatoforech a nardst obsahu vody, coZ potvrzuje energetickou
narocnost jejich tvorby (Ferkau and Fischer 2006). Rolff a Siva-Jothy ve své praci zkoumali
vliv pafeni na imunitu u Tenebrio molitor a zjistili, Ze aktivita enzymu fenoloxidazy (PO) se pfi
pareni snizuje (vice o PO a imunité ddle v podkapitole 1.5. Imunita), jedinec by tak mohl byt
nachylnéjsi k infekci. Zaroven stejny tym popsal jako mozny zprostredkujici mechanismus
snizeni imunity ucinky juvenilniho hormonu (JH), ktery také indukuje zvySenou sexudlni
aktivitu a aktivitu pridatnych Zlaz (accessory glands — AGs) (Parthasarathy et al. 2009).
Jedinec by tedy pfi dopliovani proteinl v AGs (stimulovanym JH) zdroven sniZoval schopnost
své imunitni odpovédi. Pokud by tomu tak skutecné bylo, Slo by spiSe o pleiotropni plsobeni
JH neZz o trade-off vzniklé omezenosti energie nebo by JH plsobil jako proximalni
mechanismus pfipadného trade—off (Rolff and Siva-Jothy 2002; Flatt et al. 2005; Tu et al.
2006).

1.3. Hormonalni rizeni
Nyni je na misté zminit alespon ty zaklady hormonalniho fizeni u hmyzu, které se

bezprostiedné tykaji této prace.
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Obrdzek 1 Schematicky diagram neuroendokrinniho komplexu P.apterus.
1-protocerebrum; 2 -optické laloky; 3 -subesofagedlni ganglium; 4-hypocerebralni
ganglium; 5- frontalni ganglium; 6- nervi corporis cardiaci; 7- corpora cardiaca; 8 — corpus
allatum; 9 — aorta. Pfevzato ze Socha & Hodkova (1989)

Ustfedni roli v hormonalni soustavé hmyzu hraje mozek. Jeho soulasti je tzv.
retrocerebralni komplex zahrnujici neurosekretorické bunky — monopolarni neurony, které
pfimo produkuji hormony ovliviujici efektorové tkané nebo hormony ovliviujici jiné
endokrinni Zlazy. Déle pak zahrnuje corpora cardiaca — neurohemadlni organ zajistujici
distribuci neurohormonl do obéhu, ktery je nervy propojen s corpora allata (CA). CA jsou

parovou endokrinni Zlazou (u P. apterus srlstaji do jedné Zlazy), produkujici skupinu

sesquiterpenoidnich hormon( zvanych juvenilni hormony (JH) (Kodrik 2000).

1.3.2. Juvenilni hormon
Juvenilni hormony jsou pravdépodobné hormony s nejvétsim spektrem funkci ve

hmyzi Fisi. Objeveny byly roku 1936 Wigglesworthem. Je zndmo nejméné 8 variant JH (0, I, Il,
lll, JH3 bisepoxide[JHB3], 4-Methyl-JH, 8-OH-JH 1lI, 12’OH-JH Ill), nejcastéjsi je pak JHIII.
Ovliviuji vyvoj jedince, vyvoj oocytll, metamorfézu, ekdyzi, syntézu vitellogeninu, zbarveni,
receptivitu samicek, sexualni aktivitu a jak jiz bylo zminéno, také proteiny ptidatnych zlaz,
imunitu a dozajista je$té mnoho jinych aspektd hmyziho Zivota.(Wigglesworth 1936;

Riddiford 1985; Ringo 1996; Kodrik 2000; Flatt 2005b; Flatt 2007).



Vramci zaméreni mé prace je vhodné zdlraznit centralni dlohu JH vregulaci

reprodukce diapauzy, a imunitniho systému.

1.3.3. Juvenilni hormon a reprodukce
Juvenilni hormon zasahuje do vSech koutl reprodukce hmyzu (Bownes 1989; Nijhout

1994). U samic stimuluje vyvoj oocytll a produkci vitellogeninu (Handler and Postlethwait
1977; Jowett and Postlethwait 1980). U obou pohlavi pak produkci pfidatnych Zlaz, které
jsou pro samce velmi dulezitym sekre¢nim orgdnem. Jejich produkty jsou nutné k uchovavani
spermatu a ¢ast jich prechazi pfi kopulaci do samice, kde ovliviuji jeji chovani (Whalen and
Wilson 1986; Monsma et al. 1990; Bertram et al. 1996; Lung and Wolfner 1999; Kodrik
2000). JH se taktéz ucastni regulace feromonud (Kou et al. 2008; Picimbon 1995). Pareni
stimuluje produkci JH (Teal 2000; Rolff and Siva-Jothy 2002; cozZ vedlo k hypotéze, Ze pareni
zkracuje Zivot prostrednictvim JH. (Wigby and Chapman 2005)

1.4. Diapauza

Diapauza je programované zastaveni ontogeneze, spojené s fyziologickymi zménami
zajistujicimi preziti béhem nepfiznivych podminek. (Tatar 2001). U hmyzu jsou zaznamenany
vyskyty diapauzy ve vsech vyvojovych stadiich. Diapauza dospélcl je spojena s pozastavenim
reprodukéniho snazeni a s nékolikandsobnym prodlouzenim Zivota (Comfort 1956;
Stoffolano 1976). Juvenilni hormon je jednim zregulator( diapauzy, jeho snizeny titr
indukuje vstup do diapauzy (Saunders et al. 1990; Kodrik 2000). Béhem diapauzy je
inhibovana aktivita CA. U 3 P. apterus bylo zjiSténo, Ze za inhibici CA jsou béhem diapauzy
zodpovédné neurosekrecni burnky pars intercerebralis (Hodkovd 1976). U samic P. apterus se
zjistilo, Ze samotnd nepritomnost JH nestaci na prodlouZeni Zivota do stejné miry jako

diapauza (Hodkova 2008).



1.5. Imunita
U hmyzu rozlisujeme v zasadé dva hlavni typy imunitni odpovédi. Humoralni, tedy

latkova imunita se sestavd zlatek ptrimo plsobicich proti patogenu, tedy kupfikladu
aglutininy, antimikrobidlni peptidy, fenoloxidazova kaskada, lysiny aj. Bunécna imunita je
zprostfedkovana imunitnimi burnikami. Mezi reakce patfici do bunécné imunity patfi
fagocytdza, enkapsulace aj. (Turner 1994). Hranice mezi obéma typy imunity je velmi
neostrd, nebot byvaji ¢asto propojeny mezi sebou a latky hrajici tlohu v bunééné imunité
mohou byt samostatné povazovany za soucast humordlni imunity. Jednou z takovych latek je

napfriklad fenoloxidaza (Kodrik 2000; Dobes 2009)

1.5.1. Fenoloxidaza
Fenoloxidaza (PO) je enzym, ktery je soucdsti fenoloxidazové kaskady, ta je jednou

z integralnich soucasti imunity hmyzu. Jde o soustavu procesu, které konvertuji tyrosinové
prekurzory na chinony a dale pak na melanin. Role enzymu hrajiciho roli vimunité je ji
pripisovana od roku 1969 (Taylor 1969). JelikoZz pfi svém puUsobeni vytvafi latky pro
organismus Skodlivé (stejné tak ale pro patogen) tak se PO v hemolymfé hmyzu vyskytuje ve
formé profenoloxidazy. ProPO se aktivuje cizorodou ¢&3stici, v laboratornich experimentech
se aktivuje na vzduchu nebo pouZitim methanolu. Tak je zaruceno, Ze neposkozuje
organismus hostitele v takové mire. Hlavnim imunitnim procesem, kterého se PO ucastni je
melanizace, kterd pomaha odstavit patogen od prisunu Zivin (tedy ve vysledku ,,uduseni“) po
jeho enkapsulaci hemocyty (Taylor 1969) V posledni dobé se objevily prace, zkoumajici
regulaci aktivity PO pomoci juvenilniho hormonu (Rolff and Siva-Jothy 2002; Rantala et al.
2003). Vzhledem k tomu, Ze JH ovliviiuje i sexudlni aktivitu, tak by regulace imunity mohla
spolu s reprodukci tvofit fundamentalni prvek trade-off mezi reprodukci a longevitou. PO se
zkouma i kvlli svému vlivu na tvorbu pigmentt v kutikule hmyzu. Napriklad u Manduca sexta
(Lepidoptera) je melanizace kutikuly regulovana taktéz juvenilnim hormonem (Hiruma and
Riddiford 1988; Wittkopp 2009). Pokud je mi znamo, vliv diapauzy na aktivitu PO a ani na

imunitu se nezkoumal.



2. Cile prace
Z literatury vyplyvaji nasledujici hypotézy:
Juvenilni hormon (JH) zprostredkuje trade-off mezi sexualni aktivitou a délkou Zivota.
1. Neptitomnost JH je pfi¢inou prodlouZeni Zivota diapauznich jedincl (Herman and
Tatar 2001)
2. ZvySend produkce JH je pficinou zkraceni Zivota paficich se jedincl (Tu et al. 2006)
3. Patreni a JH snizuji imunitni funkce (Rolff and Siva-Jothy 2002)
Snizeni imunitni funkce je jednim z proximalnich mechanizmu, kterym pareni a JH zkracuji

zivot.

Experimentalni ddkazy pro tyto hypotézy jsou velmi omezené a jsou zaloZeny bud na
vlivu analogll JH (predevsSim insekticidu methoprenu; Flatt 2007) a nemusi odrazet
fyziologické ucinky JH, nebo na korelacich studovaného jevu stitry JH a biosyntetickou
aktivitou corpus allatum (CA) in vitro, které neobjasniuji pfi¢innou souvislost (Rankin et al.
1997; Strambi 1997).

V této praci jsem studoval vliv JH na délku Zivota samcl pfimo, odstranénim zdroje
JH, endokrinni Zlazy CA. Méritkem imunity pak byla jedna z nejdilezitéjsich sloZzek imunitniho
systému hmyzu, aktivita fenoloxidazy (PO). Pokusy byly provadény na samcich plostice
Pyrrhocoris apterus a byly feSeny ndsledujici otazky:

e Vliv diapauzy na délku Zivota.

e Vliv odstranéni CA (allatektomie) na délku Zivota diapauznich a nediapauznich
panenskych samcl. (Je prodlouzeni Zivota diapauznich samcid dlsledkem
nepfitomnosti JH?)

e Vliv pareni na délku Zivota allatektomovanych a intaktnich samcl. (Je kratsi Zivot
paricich se samcu dlisledkem zvySené aktivity CA?)

e Vliv pafeni na aktivitu PO. (SniZuje pareni aktivitu PO?)

e Vliv diapauzy (nepfitomnosti JH) a allatektomie na aktivitu fenoloxidazy. (Snizuje JH

aktivitu PO?)



3. Metody a material

3.1. Pyrrhocoris apterus
Jako modelovy organismus byla pouZzita Pyrrhocoris apterus (Ruménice pospolna —

Heteroptera) chovana na Entomologickém ustavu AVCR. Samci plotic byli udrzovéni ve dvou
termostatech (26 + 1 °C) s rozdilnou délkou dne a noci. Kategorie LD byla chovana v 18
hodinach svétla a 6 hodinach tmy. Kategorie SD pak ve 12 hodinach svétla a 12 hodinach tmy
— tato fotoperioda indukuje u P. apterus diapauzu (Hodek 1968, 1971, Hodek and Iperti
1983). Zasobni chovy probihaji v 0,5 | sklenicich prekrytych sitkou, uvnitf je zdsoba lipovych
seminek a zkumavka svodou, prekryta bunicitou vatou, spolu s poskladanym filtracnim
papirem pro zvétSeni povrchu. Jedinci byli podle experimentu rozdéleni do jednotlivych
petriho misek ve kterych méli potravu (také lipova seminka), vodu ve sklenéné zkumavce
prekryté buniéitou vatou a slozenym filtraénim papirkem. Kazdych 14 dni byli jedinci

preneseni do nové misky s novou davkou potravy, zdsoba vody se ménila priibézné.

3.2. Allatektomie
Allatektomie, tedy excize Zlazy corpus alatum, se provadéla po vodni narkoze,

v Ringerové roztoku (7,5g NaCl; 0,1g KCl; 0,2g NaHCOs; 0,2g CaCl, do 1l ddH,0). CA byla
odstranéna skrz incizi kréni membrany. Operativni zakrok podstoupila ¢erstvé vylihla imaga,
ktera byla 12 hodin po ekdysi odstavena od potravy a po dvou dnech operovana. Allatektomi
provadéla z dlvodu vétsi zkuSenosti a UspéSnosti doc. RNDr. Magdalena Hodkova CSc.
Moratlita po operaci byla mensi nez 10%. Soubézné s allatektomii byla provadéna falesna
operace (Sham), kdy byli jedinci podrobeni stejné procedure predchdzejici operaci, ale misto
excize CA byli jen zranéni na kréni membrané, takto pripraveni jedinci slouzili jako kontrolni

skupina pro ucinky zranéni.
3.3. ZjiStovani longevity
3.3.1. Porovnani diapauznich, allatektomovanych a nediapauznich samcii

Tento experiment byl postaven tak, abychom mohli zaroven porovnat vlivy diapauzy
a allatektomie. Samci byli po jednom rozdéleni do petriho misek a to v ndsledujicich
skupinach:

e LD —nediapauzni kontrolni samci (intaktni) — N=29



e LD —Sham — nediapauzni faleSné operovana kontrola — N=32

e LD - CA - nediapauzni allatektomovani samci - N=31

e SD —diapauzni kontrolni samci — N=30

e SD —Sham —diapauzni falesné operovana kontrola — N=31

e SD - CA-—diapauzni allatektomovani samci — N=33
Jednotlivé petriho misky byly, podle skupin ve vétsSich prihlednych plastovych miskach bez
vika, uloZzeny do dvou termostatld (26+1 °C). Jeden termostat udrzoval diapauzni a druhy
nediapauzni fotoperiodu (viz podkapitola 3.1.). Samci byli kontrolovani obden a byla
zapisovana data umrti. Vznikly soubor dat byl analyzovan programem GraphPad Prism 4, za
pouziti statistické metody Logrank test (nékdy téZz znamy jako Mantel-Cox test; Mantel

1966).

3.3.2. Porovnavani paricich se samct

V tomto pokusu jsme srovndvali ucinky pareni a vlivu allatektomie na longevitu

samcu. VSechny pary byly chovany v nediapauzni fotoperiodé. Méli jsme nasledujici skupiny:

e M+F — par intaktni samec a intaktni samice

e M-CA+F — par allatektomovanym samec a intaktni samice

e M+F-CA — par intaktni samec a allatektomovana samice

Jednotlivé petriho misky byly, podle skupin ve vétSich prihlednych plastovych miskach
bez vika, uloZeny do termostatu s nediapauzni fotoperiodou (LD) (26+1°C). Samci byli
kontrolovani obden a byla zapisovdna data umrti. Pokud samice zemrela (malo Casté, nebot
samice Zily déle v drtivé vétsiné pripadl) byla nahrazena zasobni. Vznikly soubor dat byl
analyzovan programem GraphPad Prism 4, za pouziti statistické metody Logrank test (Mantel
1966). Pokus S parenim M+F vs. M-CA+F se opakoval dvakrat. Pokus M+ F-CA vs. M+F vs. M

se opakoval trikrat. Celkové pocty viz podkapitola Vysledky 4.1.3. a2 4.1.4.

3.4. Stanoveni relativni aktivity fenoloxidazy (PO)
3.4.1. Princip metody

Na méreni relativni aktivity fenoloxidazy jsem pouZil upravenou metodu podle ¢lanka
Barnes & Siva-Jothy 2000; Rolff & Siva-Jothy 2002. Zakladem je katalyticka funkce
fenoloxidazy, ktera umoznuje zpracovani substratu L-DOPA (L-3,4-dihydroxyfenylalanin) az

na melanin. Celd reakce je doprovazena postupnym cernanim vzorku, které se meéfilo



spektrofotometrem (Molecular Devices SpectraMax 340) metoda je dobfe popsana v Dobes

20009.

3.4.2.Vzorky stanoveni
kakodylatovy pufr (0,01M Na-coc; 0,005 M CacCl,)

e L-Dopa (2,5 mM; 0,05 g/100 ml pufru);L-Dopa se prfedrozpoustéla ve 2 ml 50 mM HCI
e 5l hemolymfy

Odebirdano bylo 5 pl hemolymfy (sklenénou mikrokapilarou 5 pl; BIO-RAD)z nasledujicich
zvitat:

e LD samci véku 1 tyden

e LD samci véku 2 tydny

e LD allatektomovani samci véku 1 tyden

e LD allatektomovani samci véku 2 tydny

e SD samci véku 1 tyden

e SD samci véku 2 tydny

e SD allatektomovani samci véku 1 tyden

e SD allatektomovani samci véku 2 tydny

e LD samci, ktefti byli v paru se samici véku 1 tyden
e LD samci, ktefti byli v paru se samici véku 2 tydny

Odebrana hemolymfa se v mikrozkumavce ihned zmrazila pomoci suchého ledu, resp.
predmrazené hlinikové vlozky z blokového termostatu (aby se zabranilo spontannimu
¢erndni vzorku). Vzorky byly nasledné zmraZzeny na -80 °C, aby doslo k rozpadu hemocytU a
uvolnéni zbytkové proPO. Ke vzorku se pfidalo 330 ul chlazeného kakodylatového pufru (pH
6,8), ktery obsahoval 2,5 mM L-DOPA (pracovalo se na ledu). Vzorky byly promichany
(vortex) a centrifugovany (4 °C, 2800 G, 7 min). 250 pl supernatantu bylo nepipetovdno na
mikrotitracni desticku a nasledné byla mérena absorbance pfi 490 nm (pfi 30 °C)
v minutovych intervalech po dobu 30 minut. Znamérenych hodnot byl vytvofen graf
zavislosti absorbance na case. Z tohoto grafu se pro dalsi pouziti vybral interval hodnot,
které linedrné stoupaly a byl vypocten sklon regresni pfimky. Hodnota sklonu byla brana jako
relativni hodnota aktivity PO diky kalibracni kfivce (Obr. 2), ktera prokazala linedrni zavislost
sklonu reg. pfimky na koncentraci hemolymfy jednoho vzorku (tim tedy i na koncentraci PO

ve vzorku).

10



Calibration curve
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Obrazek 2 Graf zavislosti sklonu regresni pfimky na koncentraci hemolymfy (potazmo PO).
Rovnice regresni pfimky je zobrazena uvnitf grafu.

Sklony reg. pfimek pro danou skupinu vzorkl byly statisticky zpracovany v programu
GraphPad Prism 4, metodou t-test (v pripadé srovnavani dvou skupin), jednocestnou
analyzou variance (v pfipadé srovnani vice skupin) a Tukeyho post testem pokud ANOVA
vychazela statisticky prikazna. U vSech statistickych metod byl pouzit konfidencni interval

95%.
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3.5. Detekce vitellogeninu pomoci metody Western blot
Metoda Western blot, je zaloZzena na detekci proteind, imobilizovanych na

nitrocelulézové membrané, pomoci specifické protilatky. Této detekci predchazi gelova
elektroforéza (v mém pfipadé SDS-PAGE), kterd separuje proteiny podle molekulové
hmotnosti. Jako vzorek poslouzila hemolymfa (2 pl) odebrana z tykadla pomoci sklenéné

mikrokapilary na jedno poutZiti (5 pl —BIO-RAD).

3.5.1. SDS-PAGE

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza byla pouZita na separaci hemolymfovych
proteinli podle molekulové hmotnosti.

e 25ml vzorkového redukujiciho pufru (12,5 ml [0,125M/I TRIS-HCI pH6.8 + 0,1% SDS]+
2,5 ml 10% glycerolu +5 ml 10% SDS+0,75 mg bromfenolové modfi +3,75 ml ddH,0 +
1,25 ml B-merkaptoetanolu)

e RingerQv roztok

e 2ul hemolymfy

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

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

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

2 pl hemolymfy bylo pfiddno do 25 ul vzorkového pufru, vzorky byly povareny (100 °C /
10 min) a centrifugovany (20 °C; 10 000 G; 10 min) nasledné pak bylo na gel naneseno 10 pl
supernatantu. Elektroforéza probihala za konstantniho napéti 100 V cca. 2 hodiny (kompletni

aparatura vertikalni elektroforézy od firmy BIO-RAD).

3.5.2. Western blot

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

e Whatman 3MM blotovaci papir

e katodovy pufr (25 mM Tris Cl pH 9,4; 40 mM glycin; 20% methanol)

e anodovy pufr (0,3 M Tris.Cl pH 10,4; 20 % methanol)

e anodovy pufr Il (25 mM Tris.Cl pH 10,4; 20% methanol)

e 2,5gsuseného odtuc¢néného mléka

e Primarni protilatka proti nativnimu vitellogeninu P. apterus (Socha 1991)
e Sekundarni protilatka G-anti-Rb HRP

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

e Peroxidovy a luminalovy roztok (fa. Pierce)

12



Vzorky rozdélené SDS-PAGE elektroforézou byly z gelu elektroforeticky preneseny na
nitrocelulézovou membranu, ktera je na sebe navazala. Pfenos trval pti konstantnim
nastaveni proudu (mA=2,5xcm2 gelu) 30 min. Membrana byla pred vlastni sondou
predplsobena kompetitorem na nespecifické vazby (5% roztok suseného mléka- 2,5 g/50 ml
PBS-Tween) 1h na tfepadce za pokojové teploty. Nasledné probéhla inkubace s primarni
protilatkou (1:50 000 v PBS-Tween; pies noc na tfepacce ve 4 °C). Druhy den byla membrana
6 krat 10 minut promyvana v PBS-Tween a inkubovdna se sekundarni protilatkou (1:20 000
v PBS-Tween; 1 h), znovu omyvana 6 krat 10 minut v PBS-Tween a pak obarvena (5 minut /
pokojova teplota) peroxidovym a luminolovym roztokem (pomér 1:1; 0,125 ml/cm? plochy

membrany). Vzniklé bandy byly foceny CCD kamerou a softwarem Las 3000.
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4. Vysledky

Pro usnadnéni orientace v grafech jsem se, tam kde to bylo moiné, snazil dodrzet
ucelené barevné schéma, kde modra barva nélezi samclim diapauznim (SD) a oranZova barva

samclm nediapauznim (LD), v pfipadé para byla pouZita barva ¢ervena.
4.1. Prezivani
4.1.1. Vliv diapauzy na longevitu samci

Survival proportions

100~
- LD
T 75-
T
=
2 50
[
G
[
S 254
u | | | | | | | ) )
0 50 100 150 200 250 300

T (days)

Obr. 3 Porovnani longevity samci nediapauznich (LD; N = 29; median = 111,0) a samcu
v diapauze (SD; N= 30; median = 214,5). Logrank test: P<0,0001

Diapauza ma na prezivani samcd nesporné obrovsky vliv (nartist medianu prezivani o 93,2%).
Tento vysledek nebyl aZ tak prekvapivy nebot podobna situace je i u samic P. apterus

(Hodkova 1976).
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4.1.2. Vliv allatektomie na longevitu samcii ve srovnani s diapauzou

Survival proportions

100
=i |_[) Control
==t |_[) Sham
754 LD -CA
=i 50 Control
5D Sham
50 5D -CA
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Obrdzek 4 - Porovnani longevity samc.

Porovnani longevitu samcl nediapauznich (LD) kontrolnich (LD Control N=29; median = 111);
zranéné kontroly (LD Sham N= 32; median = 122); a allatektomovanych (LD —CA N=31; median =
144) se samci diapauznimi (SD) kontrolnimi (SD Control N=30; median = 214,5 ); zranénou SD
kontrolou (SD Sham N = 21; median = 201) a allatektomovanymi (SD —CA N = 33; median = 189).
Vysledky Logrank testu viz Tabulka 1

Tabulka 1 - Vysledky Logrank testu mezi jednotlivymi skupinami samca.

Hodnota P Logrank testu. Hvézdic¢ky znazoriuji miru signifikance.

LDC LD Sham LD -CA SDC SD Sham SD-CA
LDC X 0,231 0,0262 <0,0001 <0,0001 <0,0001
* % %k % % %k % % %k %
LD Sham 0,231 X 0,0089 <0,0001 <0,0001 <0,0001
% % % %k % % %k % % %k k
LD -CA 0,0262 0,0089 X <0,0001 <0,0001 <0,0001
* * %k * %k % * %k % %k % *
SDC <0,0001 <0,0001 <0,0001 X 0,0775 0,0008
%k %k *x %k %k *x * %k % %k %k %
SD Sham <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0775 X 0,0866
%k % *x %k % * * %k %
SD -CA <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0008 0,0866 X
% %k % % %k % % %k % % %k %

LD C = nediapauzni samec (kontrola)

LD Sham =
samec

faleSné operovany nediapauzni

SD C = diapauzni samec (kontrola)
SD Sham = fale$né operovany diapauzni samec

SD —CA = allatektomovany diapauzni samec

LD —CA = allatektomovany nediapauzni samec
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Z grafu na Obr. 3 lze vycist, Ze allatektomie prodluZuje Zivot samce (narlst medianu
prezivani o 29,7%), sama operace vsak nestaci k prodlouZeni srovnatelnému s diapauzou.
FaleSna operace (kontrola k operovanym nediapauznim samcim, LD Sham) nezpusobila
statisticky signifikantni narlst prezivani (P = 0,231; dale viz Tab 1.). U diapauznich samcu
méla allatektomie opacny vliv a snizila longevitu (Ubytek medidnu prezivani o 11,8%).
Falesné operovana kontrola (SD Sham) nevykazovala signifikantni zmény od nedotcené
kontrolni skupiny (SD C). V ramci celého pokusu je tedy vidét postupny gradient prezivani ve

sméru: (LD C+ LD Sham) < LD—CA < SD—CA < SD Sham + SD C.

4.1.3. Vliv intaktni vs. allatektomované samice na prezivani intaktnich
samcu

Mating and female C A-status (exp. 1) Obrézek 5 - Pre3ivani samcl

100+ v parech se samicemi; pokus
— M+F prvni
s 801 —M '
; M+F-CA
; 60 M+F — kontrolni par (N=10par(;
& median= 56,5)
3 401 M —izolovani samci (N=19;
S 204 median = 1114)
M+F-CA — par samec a samice bez
0 r . r . r . : . CA (N =12; medidn 111)
0 25 50 75 100 125 150 175 200 P Longrank testu viz Tab. 2
Days
Mating and female CA-status (exp.2)
100- Obrdzek 6 - Pfezivani samcl
[® —_—M+F v parech se samicemi; pokus
= 80 =M druhy.
; M+F-CA
; 60+ M+F — kontrolni par (N=28 paru;
£ medidn=51,5)
404 . , .
3 M —izolovani samci (N= 37;
& 204 median = 112)
M+F-CA — pdr samec a samice bez
a T T T | T T T . CA (N = 28; median 67,5)
0 2 30 75 100 125 150 175 200 P Longrank testu viz Tab. 2
Days
Mating and female CA-status (exp. 3) Obrdzek 7 - PfeZivani samcl
100- v parech se samicemi; pokus treti.
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= 804 "':,I M N e o
= ] M+E-CA M+F — kontrolni par (N=28par(;
Z o % median= 63)
3 e | ,
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Tabulka 2 — Vysledky Logrank testu pfeZivani samcu se
samicemi.

Tabulka obsahuje vysledky Logrank testu pro vSechna tfi
opakovani pokusu s parenim samci a samic bez CA.

Kombinace skupin P Logrank testu

Pokus prvni (Obr. 3)

M+F vs. M+F-CA 0,0009 ***
M+F vs. M <0,0001 ***
M vs. M+F-CA 0,3118 (ns)
Pokus druhy (Obr. 4)

M+F vs. M+F-CA 0,0147 *
M+F vs. M <0,0001 ***
M vs. M+F-CA <0,0001 ***
Pokus treti (Obr. 5)

M-+F vs. M+F-CA 0,0039 **
M+F vs. M 0,0082 **
M vs. M+F-CA 0,4833 (ns)

M = 1zolovany samec
M+F = Samec v paru se samici
M+F —CA = Samec v paru s allatektomovanou samici

Pareni s neoperovanou samici zkracuje Zivot samcl (Obr. 5, Obr. 6 a Obr. 7)oproti
izolovanym o 50,4%, respektive o 54% v druhém pokusu a o 18% v pokusu Cislo tfi (pocitano
z medidnu). Pfi pareni s allatektomovanou samici vSak ke statisticky signifikantnimu zkraceni
(oproti izolovanym samcim) nedojde, ve dvou ze tfi pokusl (prvni a tfeti pokus, viz Tab. 2).
PFi porovnani pard pak pozorujeme narlst prezivani u pard M+F-CA oproti intaktnim pariim

(M+F) 0 94%, 31% a 19% (prvni respektive druhy a tfeti pokus, pocitdno z medianu).
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4.1.4. Vliv intaktni samice na prezivani

CA and mating (exp. 1)
100+

804

60+

Percent survival

0 J

allatektomovanych samcti

I I 1
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Days

CA and mating (exp. 2)
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1
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1
250
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Obrdzek 8- Piezivani samcli -CA
v parech se samicemi; pokus prvni.

M-CA+F - samec bez CA v pdru se samici
(N=32 pard; median=110)

M-CA —izolovany samec bez CA(N = 30;
median 156,5)

P Longrank testu: 0,0022(**)

M-CA+F
M-CA

Obrdzek 9 - PreZivani samcti -CA
v parech se samicemi; pokus druhy.

M-CA+F - samec bez CA v pdru se samici
(N=30 para; median= 87,5)

M-CA —izolovany samec bez CA(N = 36;
median 122)

P Longrank testu: <0,0001(***)

Pokusy s pafenim allatektomovanych samcG a intaktnich samic poukazuji na

signifikantni rozdil v preZivani, ktery nemuZe byt zprostfedkovan juvenilnim hormonem.

V pokusu jedna doslo o snizeni délky prezivani o 29,7% a v pokusu dva o 28,2% (vypocteno

z medianu).
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4.2. Porovnani aktivity fenoloxidazy

4.2.1 Vliv diapauzy a allatektomie
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Obrdzek 10. - Porovnani relativni aktivity PO u LD a SD samcu.

Na ose y jsou vyneseny hodnoty regresniho sklonu (tedy relativni aktivity PO). Krabicka je
dana 75. percentilem a 25. percentilem. Predél znazorriuje median, antény jsou rovny
maximalni, resp. minimalni dosazené hodnoté. Pismena ,a“ a ,b“ jsou pak zobrazenim
signifikance T-testu pro dany par porovnavanych dat. Hodnoty P T-testu viz Tab. 3

LD M = Nediapauzni samec; LD M —CA = Nediapauzni allatektomovany samec; SD M =
Diapauzni samec; SD M —CA Diapauzni allatektomovany samec; wki1 = 1 tyden stafi samci;
wk2 = 2 tydny stati samci; wk1+2 = data spojena z obou stari
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Porovnavani aktivity fenoloxidazy (PO)

nepotvrdilo signifikantni

rozdily mezi

diapauznimi (SD M) a nediapauznim (LD M) samci (T-test spojenych dat zjedno- a

dvoutydennich samcl: P = 0,1516). Pro znacnou variabilitu vzork( (graficky zndzornéno na

Obr. 13 a Obr. 14) nebyly signifikantni rozdily mezi jednotydennimi a dvoutydennimi samci

zadné z testovanych skupin s vyjimkou allatektomovanych nediapauznich samcl (LD M-CA

wk1 vs. wk2; P = 00,0036 — viz Tab. 3; graf viz Obr. 9).

Tabulka 3 — Vysledky T-testu porovnavani rel. aktivity PO u LD a SD samct.

LD M wk1+2 vs. LD M —CA wk1+2

0,2754 (ns) | SD M wk1+2 vs. SD M —CA wk1+2

0,3955 (ns)

LD M wk1 vs. wk2

0,0795 (ns) | SD M wk1 vs. wk2

0,1587 (ns)

LD M —CA wk1 vs. wk2

0,0036 ** SD M —CA wk1 vs. wk2

0,1862 (ns)

LD M = Nediapauzni samec

LD M —CA = Nediapauzni allatektomovany samec

SD M = Diapauzni samec

SD M —CA Diapauzni allatektomovany samec

wk1 = 1 tyden stati samci
wk2 = 2 tydny stafi samci
wk1+2 = data spojena z obou stari

Testovani intaktni nediapauzni samci (LD M, Obr. 10; Obr. 11) byli znacné variabilni

(pramér 0,02788+ 0,02677 SD; N= 26) a skupina LD M tedy nebyla statisticky vyznamné

odliSna od zadné jiné testované skupiny. Signifikantni rozdil v aktivité PO existuje mezi samci

nediapauznim allatektomovanymi (LD M-CA) a diapauznimi intaktnimi (SD M) (Tukey:

p<0,01)i mezi LD M —CA a SD M —CA (Tukey: p<0,05). viz Obr. 11.

0.10-
0.09-
0.084
0.07+
0.06+
0.05+

Relative PO activity of LD vs SD males

Slope

0.04~
0.03-

0.024
0.014

0---!'_11 - ——

-0.01

LD M wk1+2 LD M -CAwk1+2 SDMwk1+2

SD M -CA wk1+2

Obrdzek 11 - Porovnani relativni aktivity PO u LD M; LD-CA; SD; SD - CA samcti.
Na ose y jsou vyneseny hodnoty regresniho sklonu (shodné s relativni aktivitou PO).
Krabicka je dana 75. percentilem a 25. percentilem. Pfedél znazorriuje median, antény jsou
rovny maximalni, resp. minimalni dosazené hodnoté. Pismena ,a“ a ,b“ znaci, Ze mezi
skupinami byl signifikantni rozdil: P = 0,0095 (ANOVA). LD M = Nediapauzni intaktni samec;
LD M —CA = Nediapauzni allatektomovany samec; SD M = Diapauzni samec; SD M —CA =

allatektomovanym diapauzni samec; data spojena ze samcu starych jeden a dva tydny
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4.2.2. Vliv pareni na aktivitu PO
Srovnanim samcu v paru se samici (M+F), intaktnich nediapauznich samct (LD M) a

allatektomovanych nediapauznich samc( (LD M —CA) nebyl prokazan signifikantni vliv pareni
na aktivitu PO (ANOVA= 0,3789 Obr. 12). Posun variability (smérem k vyssim hodnotam
aktivity PO) je vSak u LD M —CA a M+F podobny (Obr. 14)

Relative PO activity of LD males paired with female

0.10-
0.09-
0.084 _°Z_

0.074 3
0.06- -T—
0.05-
0.04

000, —
0.02-
0.01-

u---_-----_—-------—_—---

-0.01

Slope

LD M wket+2 LD M-CAwkl+2 LD M+F wil+2

Obr 12. Porovnani relativni aktivity PO u LD samcu, allatektomovanych LD samcl a
samcu, ktefi byli v paru se sami¢kou. Na ose y jsou vyneseny hodnoty regresniho sklonu
(shodné s relativni aktivitou PO). Krabi¢ka je dana 75. percentilem a 25. percentilem.
Predél znazornuje median, antény jsou rovny maximalni, resp. minimalni dosazené
hodnoté. Pismeno ,a“ znaci, Ze mezi vzorky nebyl signifikantni rozdil. ANOVA P = 0,3789;
LD M+F = nediapauznim samec v paru se samici (testovani jen samci); LD M nediapauznim
intaktni samci; LD M —CA = Nediapauzni allatektomovanym samec.
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4.3. Variabilita aktivity PO
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Obrdzek 13 - Histogramy distribuce strmosti regresnich kiivek PO u samct.

Histogramy znazornuji podil jedinct s hodnotou strmosti regrese spadajici do dané kategorie.
Kategorie jsou na ose x s krokem 0,01.
LD M = Nediapauzni samec; LD M —CA = Nediapauzni allatektomovany samec; SD M = Diapauzni
samec; SD M —CA Diapauzni allatektomovany samec; wk1 = 1 tyden stafi samci; wk2 = 2 tydny
stafi samci; wk1+2 = data spojena z obou stari
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Obrdzek 14 - Histogramy distribuce strmosti regresnich k¥ivek PO u samct.

Histogramy znazornuji podil jedincd s hodnotou strmosti regrese spadajici do dané kategorie.
Kategorie jsou na ose x s krokem 0,01.

LD M = Nediapauzni samec

LD M —CA = Nediapauzni allatektomovany samec

LD M+F = Diapauzni samec v paru se samici (testovan jen samec)

wk1 =1 tyden stafi samci

wk2 = 2 tydny stafi samci

wk1+2 = data spojena z obou stari
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4.4. Prokazovani vitellogeninu v proteinech hemolymfy

Std MLD M-CA FLD F-CA MSD FSD FLD F-CA
-,
. . e g TG

Obradzek. 15 Western blot s protilatkou na vitellogenin.
Oznaceni vzork(: Std = standard; MLD = nediapauznim samec; M-CA = allatektomovany samec; FLD =

nediapauzi samice; F-CA = allatektomovand samice; MSD = diapauzni samec; FSD = diapauzni samice.
Sipka oznaduje band o velikosti cca. 150 kDa - vitellogenin

Western blot (Obr. 15) prokazal pritomnost vitellogeninu pouze u samic LD a ve velmi

snizené mire i u samic allatektomovanych. U samcl vitellogenin nebyl prokazan v zadné

z testovanych skupin.
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4.5. Vliv allatektomie na sexualni aktivitu
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Obrdzek 16- Graf procent paficich se pari v zavislosti na ¢ase.
M —CA +F = par allatektomovany samec a samice intaktni (N=19)
M + F = par intaktni samec a intaktni samice (kontrola; N=20)

M + F -CA = par intaktni samec a allatektomovana samice (N=19)
Seda ¢ast zobrazuje dobu, kdy se pary nachazely ve tmé.

Tabulka 4 — Souhrn pozorovani sexualni aktivity

Skupina Celkovy pocet | Pocet kopulujicich | Primérny cas straveny | Pocet
part part kopulaci (h = SD) kopulaci ¥

M-CA+F? |27 19 7,50 + 4,830 49
M +F? 28 20 8,65 + 6,641 61
M +F-CA ¥ | 28 19 13,58 + 6,925 55

1

Pocet pozorovanych kopulaci na celou skupinu.

M —CA +F = par allatektomovany samec a samice intaktni
M + F = pdr intaktni samec a intaktni samice

M + F -CA = pdr intaktni samec a allatektomovana samice

w N

)
)
)
)

S

Porovnavani sexudlni aktivity odhalilo, Ze pary intaktni samec a samice bez CA (M+F-
CA) strdvily signifikantné del$i dobu parenim nez pary samec a intaktni samice (M+F), T-test
= 0,0292. Signifikantni rozdil je taktéz mezi pary M+F-CA a pary allatektomovany samec
s intaktni samici (M-CA+F), T-test = 0,0034. Rozdil v parech M-CA+F a M+F neni signifkani (T-
test = 0,5419) Rozdilnost kfivky pro M+F-CA na grafu (Obr. 16) je dan delsi dobou

jednotlivych kopulaci nez vétsim poctem kopulujicich para.
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5. Diskuze
5.1. Vliv allatektomie na pieZivani nediapauznich samcu P. apterus
Zjisténi: Nepfitomnost JH prodluZuje Zivot nediapauznim samciim

Odebranim CA se samcim chovanym v nediapauzni fotoperiodé (long-day)
signifikantné prodlouZil Zivot (Obr. 4) stejné jako tomu bylo vdfive provedeném
experimentu u samic P. apterus (Hodkova 2008). Bezprostiedni pricina zkraceni Zivota

pusobenim JH vsak z(istdva nejasna.

5.1.1. Hypotetické mechanismy zkracujici zivot nediapauznich samct

Uvadim nékolik moZnosti z dostupné literatury, kterymi by mohlo dochdazet ke
kraceni longevity nediapauznich samcl s normalni aktivitou JH. Tyto navrzené moznosti pak

hodnotim v rdmci mého pozorovani:

5.1.1.1. Intenzita metabolismu / oxidacni stres

Jednim z diskutovanych mechanismt by mohlo byt ovlivnéni metabolismu nebo
resistence vUci oxidacnimu stresu. Spotreba kysliku (dobry ukazatel intenzity metabolismu)
vSak neni u intaktnich a allatektomovanych samci rozdilna (Sldma 1964). Mohlo by snad jit o
vliv JH na resistenci vici oxidativnimu stresu (jeji downregulace juvenilnim hormonem),
podobny tomu jaky byl naznacen v prdci Tatar et al. 2001, kde reprodukéné dormantni D.
melanogaster se snizenym titrem JH vykazovaly vétsi resistenci proti oxidativnimu stresu
indukovanému herbicidem paraquat.(Tatar et al. 2001b; Flatt et al. 2005; Tu et al. 2005).

Zatim neexistuje jasny dlikaz, Ze oxida¢ni poskozeni je hlavni pfi¢inou starnuti (Sohal 2002)

5.1.1.2. Produkce proteinii pridatnych Zlaz

Dalsim mechanismem, ktery by mohl byt potencialni faktor zkracujici Zivot skrze
pUsobeni JH je produkce proteind pridatnych Zlaz (Acps). Stimulace pridatnych Zlaz pres JH
byla prokazana (Socha 2004; Socha 2006). Energeticka ndrocnost produkce Acps, vsak
pravdépodobné neni vysoka, nebot nezvysuje spotfebu kysliku (viz. pfedchozi odstavec).
Bylo by s podivem, kdyby produkce Acps byla energeticky narocnéjci nez tvorba vajicek u
samic, ktera vliv na délku Zivota samic neméla. (Hodkova 2008). Bez zajimavosti neni ani to,

Ze u Caenorhabditis elegans ma malo ndro¢na tvorba spermii na longevitu vétsi dopad nez
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tvorba vajicek (Van Voorheis 1992). U P. apterus je vSak tvorba spermatu nezavisla na JH —
spermie se uvolfiuji i u diapauznich samcG (Zdarek 1970), co? vylu€uje spermatogenezi jako

zprostredkovatele vlivu juvenilniho hormonu na longevitu.

5.1.1.3. Vliv tukového télesa

Zvysena exprese transkripcniho faktoru dFOXO v tukovém télese prodluzuje Zivot D.
melanogaster (Giannakou and Partridge 2004; Hwangbo et al. 2004). Tento faktor je
potlacen v pritomnosti insulinovych peptidd (Barthel et al. 2005), které pravdépodobné
stimuluji produkci JH (Tatar et al. 2001, Tu et al. 2005). RNAi-foxo (umléeni exprese genu
vlivem interferingRNA molekuly) ma za nasledek potlaceni reprodukce u komdara Culex
pipiens a tento efekt mGze byt zvracen aplikaci JH (Sim a Denlinger 2008). Neni vylouceno, ze
JH zkracuje Zivot tim, Ze potlaCuje expresi FOXO v tukovém télese, ale pro tuto hypotézu
nejsou zatim zadné primé dlkazy. Je zajimavé, Zze DAF-16 u C. elegans (homolog dFOXO)
potlacuje expresi genu pro vitellogenin a prodluzuje Zivot. U P. apterus, podobné jako u
mnoha jinych druh, JH stimuluje syntézu vitellogeninu v tukovém télese (Socha et al. 1991).
Absence vitellogeninl vSak nemuze vysvétlit prodlouZeni Zivota allatektomii u 3 P. apterus,

protoze samci tento protein neprodukuiji, jak jsem potvrdil (Obr. 15), (Socha et al. 1991).

Shrnuti: Zkraceni Zivota LD samcl allatektomii pravdépodobné neni zplisobeno: tvorbou
spermatu, tvorbou proteinli pfidatnych Zlaz, jinou intenzitou metabolismu, ani
tvorbou vitellogeninu.

MuiizZe byt zplisobeno sniZzenou odolnosti vici oxidativnimu stresu nebo potlacenim exprese
FOXO.

5.2. Porovnani vlivu allatektomie a diapauzy na prezivani samcti P.
apterus

Zjisténi: Diapauza prodluZuje Zivot vic neZ nepfitomnost JH

Pozorovani potvrdila vyznamny rozdil vlongevité samcl diapauznich (SD) a
nediapauznich (LD) viz Obr. 3. Diapauzni jedinci ziji mnohem déle i u jiného druhu hmyzu,
namatkou motyli, kobylky i D. melanogasater (Tatar 2001). Potlaceni biosyntetické aktivity
CA (a tim produkce JH) hraje klicovou roli pfi indukci reprodukéni diapauzy (Tobin et al.
2002). Z toho vychazi predpoklad Ze JH je proximalni pfi¢inou dlouhého Zivota diapauznich
jedincl (Tatar et al. 2001, Flatt et al. 2005). Nebylo tedy velkym prekvapenim, kdyz

odstranéni inaktivniho CA u diapauznich samcl nemélo témér zadny vliv na délku Zivota
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(Obr. 4) Pri porovnani délky Zivota allatektomovanych samctd v LD a SD zjistime, Ze SD —CA
samci Ziji déle nez LD —CA (Obr. 4). Z tohoto zjisténi mizeme vyvodit, Ze Zivot LD samcl
zkracuji i jiné faktory nez jen samotna pritomnost juvenilniho hormonu. Jaké faktory by to
mohly byt? Drivéjsi prace ukazaly, Ze diapauza potlacduje sexudlni aktivitu samcq,
allatektomie v3ak nikoliv (Zdarek 1968, Zdarek 1970) Stejny vysledek pFinesl i pokus
s pozorovanim sex. aktivity allatektomovanych samc(. Tito nevykazovali Zadny signifikantni
rozdil od par( intaktnich (viz. podkapitola 4.5.; Obr. 16). Za rozdil sexudlni aktivity mezi
diapauznimi a allatektomovanymi samci jsou zodpovédné neurosekrecni bunky mozku
v oblasti pars intercerebralis (PI) (Hodkovd 1994). U samic P. apterus bylo zjisténo Ze
pritomnost Pl zkracuje Zivot mimo diapauzu ale v diapauze Zivot prodluzuje (Hodkova 2008),
je tedy mozné aby podobny princip fungoval i u samcu a faktory z Pl pfispivaji k prodlouzeni
Zivota 3 SD.

Shrnuti: ProdlouZeni Zivota diapauznich samct neni dano jen absenci JH. Ulohu mohou hrat
faktory z pars intercerebralis mozku. Allatektomii neni ovlivnéna sexualni aktivita.

5.3. Vliv pareni na longevitu
5.3.1. Vliv intaktni samice na prezivani allatektomovaného samce
Zjisténi: pafeni zkracuje samcim Zivot nezavisle na pfitomnosti CA potaimo JH

V literature se casto objevuje hypotéza tvrdici, Ze pareni zkracuje Zivot
prostfednictvim biosyntetické aktivity CA. Bohuzel je zaloZena pouze na nepfimych
dlkazech: napf. zvyseni aktivity CA/hladiny JH po kopulaci nékterych druhd hmyzu (Teal et
al. 2000; Rolff and Siva-Jothy 2002). Tuto hypotézu jsem testoval pfimo a to studiem vlivu
pareni na délku Zivota samcll bez CA. Pareni allatektomovaného samce s intaktni samici
zkracuje samci Zivot (Obr. 8 a 9.). Z toho je ziejmé, Ze zkraceni Zivota samcl parenim neni
zprostifedkovano juvenilnim hormonem. Vysledky u P. apterus tedy nepodporuji vyse
zminénou hypotézu.

Shrnuti: Zkraceni longevity pafenim neni zprostfedkovano juvenilnim hormonem.

28



5.3.2. Vliv intaktni vs. allatektomované samice na preZivani intaktnich
samcu

Zjisténi: Pareni zkracuje Zivot. Pareni s allatektomovanou samici Zivot zkracuje podstatné
méné nebo viibec.

Pareni intaktniho samce s intaktni samici zkracuje Zivot oproti izolovanému samci. Co
je vsak velice prekvapivé, je fakt, Ze samec v paru s allatektomovanou samici Zije mnohem
déle neZ samec v paru s intaktni samici. Je tedy patrné, Ze absence JH u samice ma vliv na
longevitu samce. Jakym mechanismem by k tomu mohlo dojit? Jednou z moznosti by byla
snizend sexualni aktivita a s ni spojené naklady na pareni. JH je diskutovan jako jeden
s faktorG ovliviujici receptivitu samic, jeho absence u @ by tedy mohl vést k mensimu poctu
kopulaci (nebo jejich zkraceni) (Ringo 1996). Frekvence pareni zaznamenané pfi nasem
pokusu (Obr. 16) vsak nenasvédcuji snizené receptivité samic, spise naopak, primérna délka
kopulace v parech intaktni samec a allatektomovana samice byla signifikantné vétsi nez u
ostatnich zkoumanych skupin. Tyto zavéry vyvraci moznost prodlouZeni Zivota samcU kratsi
dobou kopulace a tedy mensimi energetickymi naroky. Je moiné spekulovat o tom, Ze
samice tvori kupfikladu feromony, které by indukovaly zménu longevity samct a byly by
zavislé na pritomnosti JH. Pokusy na Agrotis ipsilon (Lepidoptera — Noctuidae) nasvédcuiji
tomu, Ze tvorba nékterych sex feromonu je opravdu regulovana pomoci JH (Picimbon et al.
1995). Vliv JH na aktivitu feromon0 byl popsan i u jiného hmyzu (Smith a Schal 1990;
Trabalon et al. 1990; Sreng 1990; Rafaeli and Bober 2005). Ovlivnéni délky Zivota dusledkem
plUsobeni feromon0 bylo popsano jen u C. elegans, kde feromonovy extrakt prodluzuje Zivot
dospélct (Kawano et al. 2005). Pozdéjsi studie ukdzaly, Ze akarosidy (feromony) v malych
koncentracich pusobi jako sexudlni atraktant, ve vyssich koncentracich vyvolavaji zastaveni
larvalniho vyvoje (dauer) C. elegans (Srinivastan et al. 2008). U P. apterus bylo identifikovano
velké mnozstvi uhlovodikd s funkci feromon (Farine et al. 1992), jejich vliv na longevitu ani
hormonalni regulace zatim nejsou znamy. Je viak velmi pravdépodobné Ze vliv samiciho JH
(nebo jeho absence) je zprostredkovan feromony.

Shrnuti: Nezkraceni longevity samce v paru s allatektomovanou samici neni zplsobeno
mensi sexudlni aktivitou. MoZznym medidtorem hormonalniho nastaveni samice
by mohly byt feromony.
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5.4. Vliv diapauzy a pareni na aktivitu fenoloxidazy

Zjisténi: Diapauza ani allatektomie statisticky signifikantné neovliviiuji relativni aktivitu
fenoloxidazy.
Pareni statisticky signifikantné neovliviiuje relativni aktivitu fenoloxidazy.

Podle ¢lanku Rolff and Siva-Jothy 2002 snizuje u T. molitor juvenilni hormon hladiny
fenoloxidazy a tim snizuje imunitni odpovéd. Regulace imunitni odpovédi pres JH, by mohlo
byt jednim z mechanism( trade-off mezi reprodukci a imunitou (s pravdépodobnym
dopadem na longevitu). Pouzil jsem stanoveni fenoloxidazy jako ukazatel ¢asti imunitni
odpovédi jedince. Znacné variabilni vysledky, neukazaly signifikantni statisticky rozdil mezi
intaktnimi diapauznimi (SD M) a intaktnimi nediapauznim (LD M) samci. Histogramy
variability (Obr. 13) vsak indikuji, Ze u diapauznich jedincd je variabilita celkové mensi a
nevyskytuje se tolik nulovych hodnot aktivity PO. Nediapauzni allatektomovani (LD M —CA)
samci nejsou signifikantné odlisni od LD M samcu, avsak lisi se od SD M i diapauznich
allatektomovanych (SD M -CA), viz Obr. 11. Samci, ktefi byli vpdru se samici taktéz
nevykazovali statisticky signifikantni odliSnosti od LD M ani od LD M —CA (Obr. 12).

| pres statistickou nevyznamnost rozdill LD M —CA a LD M napovidd rozloZeni
variability o inklinaci allatektomovanych samcu k vyssi aktivité PO (Obr. 13). Do jisté miry
podobnou situaci nalézame i u allatektomovanych diapauznich samcu, i kdyZz v mensSim
méritku. Stejny trend ve variabilité mizZeme sledovat i u samcq, ktefi Zili v paru se samici
(Obr. 14). Zvyseni aktivity PO po allatektomii by mohlo byt vysvétleno Inhibi¢nim vlivem CA
(potazmo JH) na aktivitu PO, co? by bylo ve shodé s praci Rolff a Siva-Jothy 2002. Slo by
ovsem o naprosto opacnou situaci nez u samic P. apterus, kde podle vysledkl paralelniho
vyzkumu laboratofe doc. Hodkové, je JH stimulantem imunity u LD samic (osobni
komunikace s H. Blazkovou; v dobé psani této prace jesté neobhdjenad dipl. prace vyse
zminéné).

Shrnuti: Ani pafeni ani diapauza ani ablace CA nemaji statisticky prukazny vliv na

zkoumanou slozku imunity. RozloZeni variability vzorkl indikuje inhibicni vliv JH
na imunitu. Vzhledem k charakteru pouzité metody (velka variabilita vzork) je

vevs
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6. Zavéry

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

ees

Diapauzni samci v kratkém dni Ziji podstatné déle nez reprodukéné aktivni samci
v dlouhém dnu.

Allatektomovani nediapauzni samci zZiji delSi dobu neZ intaktni nebo zranéni
nediapauzni samci, ale krat$i dobu neZ diapauzni samci. Nepfitomnost JH je tedy
jen Castecné zodpovédna za dlouhy Zivot diapauznich samcu.

Pareni zkracuje Zivot jak intaktnim tak allatektomovanym samcim. Vysledky tedy
nepotvrdily hypotézu, Ze zvySena produkce JH zprostiedkuje vliv pareni na délku
Zivota.

Samci Ziji signifikantné déle v paru s allatektomovanou nez s intaktni samici. Jde o
prvé zjisténi vlivu hormonalnich podminek samic na Zivot samcu u Zivocicha.
Frekvence pareni nebyla allatektomie samic ovlivnéna a doba kopulace byla
dokonce delsSi. ProdlouZeni Zivota samcl (bod 4) tedy neni dUsledkem nizsi
sexualni aktivity.

Z bodl 4 a 5 vyplyva, Ze energie vlozend do samotného aktu pareni nevysvétluje,
pro¢ samice zkracuji Zivot samcim. Vysledky tedy nepotvrdily obecnou teorii, Ze
alokace energetickych zdrojl mezi reprodukcemi a Gdrzbou organizmu je pfic¢inou
starnuti.

Diapauza a pareni nemaji vliv na aktivitu PO.

Allatektomovani nediapauznim samci maji nepatrné (ale signifikantné) wvyssi
aktivitu PO, neZ diapauzni samci. Nelze tedy vyloucit slaby inhibi¢ni vliv JH na
aktivitu PO.

Celkové vysledky neprokazaly vyznamny vztah mezi aktivitou PO a prezivanim.
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