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1. Uvod

Je znamo, ze diapauzni jedinci rizného hmyzu maji podstatné delsi délku zivota nez
jejich reprodukéné aktivni vrstevnici. Hlavnim znakem diapauzy je neptfitomnost juvenilniho
hormonu a tvorba velkého mnozstvi zasobnich proteind tukovym télesem. Samice
v diapauze neni zpusobild zplodit potomstvo. Diky nepfitomnosti juvenilniho hormonu se
vitellogenin, hlavni nutricni slozka pro vyvijejici se zarodek, neni schopny ukladat do
vajicka. Tento fakt je velmi dobie prozkouman u samic ruménice pospolné (Pyrrhocoris
apterus), rovnéz jako délka zivota v souvislosti s pafenim nediapauznich jedinct, ¢i
odebranim corpus allatum, jako zdroje juvenilniho hormonu. Naproti tomu samci byli
v mnoha ohledech doposud piehlizeni a o jejich starnuti, ale hlavné fertilit¢ se mnoho nevi.
Proto je tato prace da se fici inovativni a cilena pravé na né. Také je zde vénovana pozornost
genu met (odvozeno od methopren tolerant) a jeho dvéma partnerim, ktery je, jak se jevi dle

neddvnych vyzkum, hlavnim receptorem pro juvenilni hormon.




2. Literarni prehled

2.1. Soucasné teorie starnuti

Starnuti je pfirozeny, fyziologicky proces vedouci k poklesu biologickych funkci,
ke snizeni efektivity fungovani organismu a hromadéni riznych defektl, jako nasledek
mensi schopnosti zvladat environmentalni stres. Nejednd se o chorobny stav, ale o
piirozenou souéast vyvoje. Casové ohrani¢eni starnuti je velmi obtizné a je silné
individualni. Miizeme jen fici, ze je to vek, kdy se zacina zvySovat riziko amrti.

Otazka pfiCiny starnuti je velmi diskutovana. Na toto téma existuje v soucasné dob¢
mnoho teorii. Jako naptiklad genetickd teorie starnuti (déli se do dvou velkych skupin, na
teorie mutacni a teorie programovaného starnuti), teorie volnych radikalt (poskozujicich
bunééné membrany, bilkoviny a lipidy, které se stanou signdlem k apoptdze), neuro-
endokrinni teorie (pfedpokladd, Ze starnuti je pfesny a geneticky ureny neuroendokrinni
program, odehravajici se v rezii epifyzy, kde hlavni roli hraje jeji produkt melatonin. Patii do
skupiny tzv. pacemakerovych teorii starnuti), teorie plsobeni vlivii vnéjsiho prostredi
(plisobeni virti a bakterii, slozeni potravy, ekologie zivotniho prostfedi, atd.), teorie
stafeckého pigmentu (lipofuchsin-pigment z opotiebovani, vznikajici oxida¢ni degradaci
lipid. Buiiky nemaji enzymy pro jeho degradaci.), a mnoho dalSich. Pfesna podstata starnuti
tedy doposud znama neni, ale zda se, Ze ji musime hledat v mechanismech fidicich

proteosyntézu a transkripci. (Doubal 2000; Toen 2003; Weinert et al., 2003; Zimniak 2008)

2.1.1. Vyzkum starnuti na modelovych organismech

Zasadni objev genetické mutace v signdlni drdze Dauer formace (v podstaté
diapauzni stadium nematod) u Caenorhabditis elegans piivedl hlavni smér patrani po
dlouhovekosti k endokrinni soustavé. Tak zvani daf mutanti se vyznacuji extrémni délkou
zivota, mnohdy s néarGstem az 200%. Tento fakt nemohl zlstat bez povSimnuti a studium
senescence nabylo velkého rozmachu. Zanedlouho bylo zjisténo, ze dva z mutovanych gent
zapojenych do Dauter formace. Gen daf-2 a age-1, jsou homologem k sav¢imu insulin/IGF
(insulin growth factor) receptoru a fosfatidyl-inositol-3 kinaze (PI3). Kdyz je DAF-2
insulin-like receptor aktivovan insulin-like peptidem, vysila signal pies kinazovou kaskadu
k sobé podiizenému transkripénimu fakroru daf-16 (homolog FOXO u octomilek a savcu),
ktery je timto fosforylovan a udrzovan v cytoplasmé. Daf-16 nemize vykonavat svou

funkci, ¢imz je pfimo dosaZeno pohlavni zralosti a rychlejsiho starnuti. Oproti tomu




Vv ptipad¢ mutace genu daf-2, daf-16 spusti transkripci genid vedoucich k diapauze a
dlouhovekosti. (Tatar et al., 2003; Tatar 2004, 2010; Tissenbaum2012).

Mutace v inzulin-like receptoru (InR) Drosophila melanogaster davaji vzniknout
rovnéz dlouhovékym jedinctim a potvrzuji dtlezitost inzulinové drahy v regulaci senescence.
Mimoto InR mutanti maji rysy spolecné s diapauznimi jedinci: kromé del$i doby pfezivani i
nedozralé vajecniky a nizkou hladinu juvenilniho hormonu (JH) v téle. Proto vSe nasvédcuje
tomu, ze inzulinova dréha tidi dlouhovékost pravé prostfednictvim piimé regulace syntézy a
sekrece JH v misté jeho vzniku, endokrinni zlaze corpus allatum (Tatar 2004). Dlouho byla
kladena otazka, zdali efekt JH na dlouhovékost neni pouze obrazem neplodnosti samic a zda
reprodukce neni skute¢nou pfi¢inou omezené délky zivota. Odpovéd poskytly vyzkumy
provadéné na samicich Pyrrhocoris apterus. Pokud by produkce vajicek vykazovala
negativni dopad na pfezivani, potom by po chirurgickém odstranéni gondd méla
signifikantné narGst délka zivota oproti fertilnim samicim. OvSem prokazatelné delsi zivot
mély pouze samice po odebrani corpus allatum nikoli po ovarotektomii. Tento vysledek
naznacuje, ze plodnost jako takova nema efekt na piezivani a ucinek JH neni fizen skrze

vajecniky (Hodkova 2008; Hodkova et al., 2011).

2.2. Ruménice pospolna (Pyrrhocoris apterus)

Rumeénice pospolna, diive bezkiidla, je bézny druh rozsifeny napii¢ palearktickou
oblasti, spadajici do tadu Hemiptera, podiadu Heteroptera a celedi Pyrrhocoridae.
Ojedinély vyskyt byl popsan i v USA a Indii. (Socha 1993; Kristenova et al., 2011). Zivi se
pfevazné sanim §tav ze semen a plodi nékterych druhii rostlin (zejména zrodin
Asparagaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Cornaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Malvaceae,
Rosaceae, Tiliaceae a dalsi) (Kristenova et al., 2011), ale svij jidelni¢ek obohacuje i o
vajicka jiného hmyzu a mrtvé ZivoCichy. V extrémnich piipadech se uchyluje 1 ke
kanibalismu.

Pfes zimu hibernujici imaga se ve zdejSich klimatickych podminkach probouzi
k zivotu v prvnich teplych jarnich dnech mezi bfeznem a dubnem, kdy lze pozorovat i prvni
patici se pary (Zdarek 1970). Sami¢ka klade na vlhka mista sntisku o velikosti asi 60
vajicek, ze kterych se v zavislosti na teploté¢ béhem 7- 14 dnl vylihnou svétle oranzové
larvy. Za nizkych teplot pod 18°C se doba lihnuti prodluzuje az na 24 dni (Socha, 1993).
Nymfa za sviij zivot projde péti vyvojovymi stadii (instary), nez se premeni v dospé€lce
(imago). Posledni imaginalni stadia se objevuji v zafi. Cely proces vyvoje trva piiblizné 120

dni a dospéli jedinci se jiz nepafi, ale rovnou vstupuji do diapauzy, ve které setrvaji az do




nasledujicitho jara. Ruménice pospolnd patii tedy ve stfedoevropskych klimatickych

podminkach K univoltinnim Zivo&ichtim (Zd’arek 1970; Hongk et al., 1976).

2.3. Corpora allata a juvenilni hormon

Corpora allata (CA) jsou parovy organ patiici do cerebralniho neuroendokrinniho
systtmu hmyzu. Spolu scorpora cardiaka (CC) jsou soucasti tzv. retrocerebralniho
komplexu umisténé¢ho v blizkosti hltanu a spole¢né ovliviiuji mnozstvi fyziologickych
funkci a dé&ja. U tadu Hemiptera a Diptera splyvaji v jeden organ oznacovany Corpus
allatum (obrazek 1) (Raina et al., 2008; Shuh et al., 1995; Kodrik, 2012). Struktura CA je
uniformni, slozena pouze z jednoho typu bun¢k naplnénych mnozstvim neurosekretorickych
granuli (Ozliik1 et al. 2011). Dilezitost téchto z1az popsal poprvé V. B. Wigglesworth ve své
praci jiz v roce 1936, kde poukazuje na spojitost s vyvojem a reprodukci (Wiggelesworth
1936)

Obrazek 1: Mozek P. apterus. CC -
corpora cardiaka, CA — corpus allatum,
AO - aorta. Zdroj Hodkova (2008)

Hlavni ulohou corpora allata je tvorba a sekrece juvenilniho hormonu (JH). Ten je
odtud odvadén vyhradné pomoci transportniho proteinu JHBP (juvenile hormone binding
protein), ktery ho chrani pied degradaci esterazami a komplex juvenilni hormon — JHBP je
hemolymfou rozvadén k cilovym tkanim. (Riddiford 1996). Biosyntéza a koncentrace titru

V hemolymfé musi byt velmi pec¢livé regulovana na mnoha urovnich. Neuropeptidy




allatostatiny a allatotropin, produkty neurosekretorickych bunék mozku, inhibuji, respektive
stimuluji pfimo funkci CA. Vyznamnym regulatorem jsou i ekdysteroidy, jejichz vysoky titr
pusobi supresivné, zatimco nizkd hladina dava signal k tvorbé JH. Neurotransmitery,
zejména biogenni aminy (octopamin, dopamin, L-glutamat) se také Gcastni fizeni syntézy,
stejné jako malé neuropeptidy (Hiruma 2013). V poslednich letech se rovnéz zacal zkoumat
vliv nutriénich podminek a ovlivnéni syntézy juvenilniho hormonu skrze inzulinovou

signalni drahu a inzulinovy receptor InR (Tatar 2004).
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Obrazek 2: molekuldarni struktury znamych juvenilnich hormoni. JHSB; je
zobrazen ve ¢tyfech svych izoformach. Zdroj: Kotaki et al. (2012)

Juvenilni hormon je sesquiterpenoid odvozeny od farmezolu, vyskytujici se
v n€kolika formach (obrazek 2), jejichz zastoupeni se mezi druhy lisi. Nejjednodussi a
nejrozsifenéjsi je JH-111 (Hemiptera, Hymenoptera, Coleoptera, Orthoptera). JH-0, JH-I a
JH-II jsou prozatim prokazany jen u Lepidoptera. Pro vyssi Diptery je specificky JHBs.
Nicméné pro podiad Heretoptera byl JH dlouho neidentifikovan. Jeho strukturu se podafilo
popsat teprve nedavno a byl nazvan JHSBj3 (juvenile hormone-Ill skipped bisepoxide)
(Riddiford 2008; Kotaki et al., 2012; Hiruma 2013). V neustalém stfedu zajmu mnoha

védeckych praci je diky svym pleiotropnim U¢inkim béhem celého hmyziho Zivota. Od




syntézy vitellogenintli, embryogeneze, pies larvalni svlékani a metamorfézu az po ovlivnéni
kastovniho systému spole¢enského hmyzu, polymorfizmu a nastupu diapauzy (Hartfelder

2000).

2.3.1. Juvenilni hormon a metamorféza

Spolu s ekdysteroidy hraje kli¢ovou ulohu pii svlékani mezi jednotlivymi larvalnimi
instary nebo pfi metamorfoze do dospélce. Pritomnost JH v hemolymf¢ larvy brani nastupu
déju vyvolavajicich transformaci v imago (hemimetabola) nebo kuklu (holometabola) a
udrzuje jedince v nedospélém, juvenilnim stavu. Odtud si ziskal JH své jméno.(Hiruma
2013). Kdyz larva v poslednim instaru dosdhne kritické hmotnosti nebo mozek rozpozna
spravny pocet instart, jak je tomu pravé u P.apterus (Hodkova 1979), klesne hladina titru
JH. Tento pokles stimuluje laterdlni neurosekretorické bunky mozku k uvolnéni
prothoracikotropniho hormonu (PPTH), ktery vyvola syntézu ekdysonu v prothorakalnich
zlazach. Ekdyson vyvold zménu exprese gentl a nastoli cestu vedouci k larvalné — imaginalni
pfeméné. U homometabol je proces vice komplikovany. Po prvnim uvolnéni ekdysonu se
spusti larvalné — kuklovad proména a dojde k vyliti malého mnozstvi JH, ¢imz se stabilizuji
imagindlni disky. Tim je zabranéno piimé pfeméné v imago a umoznén vznik kukly.
Metamorféza je dokoncena teprve po druhé viné piibytku ekdysonu, zapti¢inénému

opétovnym poklesem hladiny JH (Riddiford 1996; Hartfelder 2000; Hiruma 2013).

2.3.2. Juvenilni hormon a reprodukce

Jestlize G€inek juvenilniho hormonu pfed metamorfézou byl na zdklad€ potlaceni
genové exprese, pak v dobé dospélosti je tomu zcela obracené. Jeho stimulacni efekt se
projevuje v reprodukénich pochodech nejspise u vSech druhtt hmyzu. Tento aspekt ptsobeni
je dobie prozkouman u samic, které pii deficienci JH jsou zcela neplodné. Stimuluje rist
folikult, reguluje syntézu vitellogeninu v tukovém télese a zajistuje jeho transport a ulozeni
do oocytu. (Hartfelder 2000; Wilson et al., 2003; Raikhelet al., 2005). Jak vyznamnou roli
hraje v reprodukénim systému samct, neni zcela jasné. Zda se, Zze miiZze mit stimula¢ni efekt
u pozdni spermatogeneze, zejména u diapauznich druhid, kdy soucasn€¢ urychluje
spermatogenezi a zaroven pierusuje diapauzu (Raikhel et al., 2005). Jina studie provedena na
kocic¢ich blechach, ukazuje nezbytnost JH pfi transportu spermii do nadvarlat (Dean et al.,
1997). Ovsem nejznaméjsi a nejprobadanéjsi oblasti piisobeni JH v saméim reprodukénim
systému je stimulace ptidatnych zlaz. Za neptitomnosti JH se rapidn€ zmensi velikost téchto

zlaz, stejné jako mnozstvi proteint, které produkuji. Mechanismus, jakym deficience JH




tohoto snizeni dosahne je neznamy (Yamamoto et al., 1988; Piulach et al. 1992; Raikhel et
al., 2005 Parthasarathy et al., 2009).

2.3.2.1. Pridatné Zlazy

Napfi¢ hmyzim spektrem nabyvaji rozlicnych forem od jednoduchych para
histologicky i morfologicky totoznych trubic, po komplexni diferenciovanou soustavu
kanalt. Jsou tvotfeny epitelidlnimi bunkami s vysokym obsahem drsného endoplasmatického
retikula, vyvinutym Golgiho komplexem a velkym jadrem s nékolika jadérky. Povrch
bundné stény je pokryt mikrovilli (Fernandez. et al. 2005; Raikhel et al. 2005). Zlazy
sekretuji mnozstvi uhlohydratd, lipida a glykoproteint. Jen u D. melanogaster bylo doposud
identifikovano asi 112 z téchto proteind. Primarni funkci sekretu je vyziva a ochrana spermii
béhem transportu do samice, piipadné tvorba spermatoforu — specializovaného utvaru
obklopujiciho shluky spermii. Mohou usnadnit vstup do samici spermatéky a zaroven
inaktivovat cizi spermie v piipad¢, ze se samice nasledné paii s jinymi samci nebo vytvofit
zatku, kterd ucpe pohlavni trakt samice. Rovnéz slouzi i1 jako ochrana oocytd pted
mikrobialni infekci. Nékteré komponenty mohou dokonce opustit reprodukéni trakt a
ovlivnit samotné chovéni a fyziologii paficich se samic. Cini samici méné atraktivni pro jiné
samce nebo navozuji nechut k dal§Simu pafeni, napomahaji zrdni vajicek a upravuji
ovipozici. (Monsma et al., 1990; Sauman et al., 1997; Gillott. 2003; Fernandezet al., 2005;
Socha et al., 2004; Raikhel et al. 2005; Parthasarathy et al., 2009). Studie naznacuji, ze
k takovémuto ovlivnéni muze dochazek prostiednictvim stimulace samic¢iho CA k dalsi
produkci juvenilniho hormonu (Moshitzky et al., 1996; Fan et al. 1999). Mozna pravé diky
témto G¢inktm tzv. sex — peptidi dochazi u oplodnénych samic K podstatnému snizeni délky

zivota (Chapman 2001; Kubli 2003).

2.3.2.2. Sexudlni chovdni

Zatim co u samicek je role juvenilniho hormonu v sexudlnim chovani vice méné
zietelna (bez JH jsou neplodné), u sameckl se vztah mezi sexualni aktivitou a juvenilnim
hormonem napfti¢ druhy rizni. Napiiklad samecci D. melanogaster bez receptoru JH mayji
mnohem mensi sexudlni apetit nez normalni kontrolni samecci. (Wilson et al., 2003).
Podobné odstranéni CA samcim Schistocerca gregaria zapficinilo podprimérné sexualni
chovani (Pener 1967). Zato u n¢kterych druhti Calliphora nebo Rhodnius allatektomie nema
zadny vliv (Barth 1962).

Samecci Pyrrhocoris apterus se zacinaji pafit 3-5 den po imaginalnim svlékani a

jejich sexualni aktivita se béhem Zivota v podstaté neméni. Oproti tomu samicky zacinaji byt




reprodukéné aktivni okolo patého dne a jejich ochota Kk pafeni cyklicky kolisa
v korespondenci s oogenezi. Odebrani CA u reprodukéné aktivnich samci témét sexualni
aktivitu neovliviiyje, ale implantace CA do diapauznich samcii, ktefi se normalné nepafi, ma
za nasledek takika kompletni aktivaci béhem 3-4 tydnd. Sexudlni chovani je tedy ziejmé
fizeno znervového centra mozku, které je aktivovano JH (Zdarek 1968). Podrobngjsi
vyzkum pfinesl poznatek, Ze odstranéni pars intercerebralis (Pl) z mozku stimuluje pafici se
aktivitu diapauznich samct, protoze je odstranéna jak inhibice stimula¢niho centra paficiho
chovani (lezi mimo PI), tak inhibice CA. Odstranéni PI i CA mé za nasledek jen pfechodnou
parici aktivitu, protoze chybi stimula¢ni G¢inek CA. U reprodukéné aktivnich samci PI ani
CA nemaji na sexudlni chovani vliv, nebot’ je vysoka aktivita stimula¢niho centra udrzovana

pouze dlouhym dnem (Hodkova 1994).

2.3.3. Mechanismus piisobeni juvenilniho hormonu

Hledani receptoru juvenilniho hormonu, ktery zprostiedkovava jeho akce, bylo
pravdépodobné z diivodi chemické jedinecnosti dlouhé a obtizné a pfineslo dva hlavni
kandidaty: Ultraspiracle (USP) a Methoprene—tolerant (Met), oba objevené pfi studiich na
musce Drosophila melanogaster. Soucasny vyzkum se priklani spiSe k Met, co by hlavnimu
receptoru JH, nicméné o toto téma se vedou neustale spory. USP byl zatim obecné vniman
jako partner ekdysonového receptoru, nezbytny pii larvalnim svlékani. Objevuje se i
mySlenka, Ze Met je vazebnym partnerem JH pouze v piipadé€, kdy USP nemlzZe JH vazat
sam (to je u broukd a mensiho odvozeného hmyzu) (Riddiford 2008).

Met byl imunochemicky lokalizovan v cilovych tkanich juvenilniho hormonu
(folikularni bunky vaje¢né komory samic, pfidatné zlazy a tkan¢ ejakulaéni trubice samcu a
vétsina tkani larev a kukel), a to vzdy pouze v jadrech bunék. Nacez byl identifikovan jako
novy ¢len helix—loop—helix Per—ARNT-Sim (bHLH-PAS) rodiny transkripénich faktort.
PAS proteiny typicky pracuji jako heterodimery s jinym PAS proteinem nebo s nuklearnim
receptorem jako koaktivatorem (Wilson et al., 2003). Hlavnim divodem pro zpochybiiovani
Met jako receptoru JH byl zifejmé jeho paradoxni G¢inek u Drosophila melanogaster, ktera je
schopna vyvinout se v dospélého jedince i pfi deficienci genu Met. Tento zvlastni tkaz miize
byt vysvétlen tim, Ze pozdéji byl objeven gen pro druhou ze 70 — 86 % identickou PAS
doménu — germ cell expressed (gce). Navic se ukazalo, ze Met zcela netypicky tvofi
homodimery, nebo pravé heterodimery s gce, ale pouze v nepfitomnosti JH. Tudiz zcela

urcité pusobi odlisné béhem larvalniho vyvoje a béhem metamorfozy, kdy Met—Met nebo




Met—gce komplex interaguje s 20E (20-hydroxyecdysone) inducibilnim transkripénim
faktorem Broad a spusti metamorfozu (Godlewski et al., 2006; Riddiford 2008).

Svétlo do problematiky pfinesl vyzkum na homometabolnim brouku Tribolium
castaneum, ktery vykazuje ve vyvoji klasickou odpovéd’ na JH a v jeho genomu je obsazen
pouze jeden gen pro Met. Uml¢enim tohoto genu pomoci RNA interference dochazi u larev
k pfed¢asné metamorfoze a kukly neodpovidaji na vysoké davky JH ani analogu methoprenu
(Knopova et al., 2007). Dalsi pokrok pfineslo objeveni genu Kriippel homolog 1 (Kr-hl) a
jeho zapojeni do metamorfozni drahy, kde je to pravé on, ktery se aktivné podili na blokaci
jejiho pred¢asného spusténi napojenim na transkripéni faktor Broad. Kr-hl je evolu¢né
konzervovany JH inducibilni gen, kontinualné transkribovany v larvalni fazi zivota, v kukle
je transkripce zastavena a Vv dospélosti opét obnovena (u D. melanogaster se transkripce
v dospélosti jiz neobjevuje). Korelace s vyskytem JH v hemolymf¢ je zde vice nez ziejma
(Minakuchi et al., 2009). Dalsi pokusy na larvach Pyrrhocoris apterus, prokazaly nezbytnost
Met pro funkci Kr-hl a tim podpofily Met v roli hlavniho receptoru juvenilniho hormonu.
(Knopova et al. 2011).

V reakci na pritomnost juvenilniho hormonu Met tvoii komplex s minimaln¢ dvéma
rozlicnymi proteiny bHLH-PAS rodiny — proteinem cirkadialnich hodin Cycle (cyc) a
Taimanem (Tai), téz nazyvanym FISC nebo SRC. Tai je Vv soucasnosti nejznaméjSim
partnerem Met a spolu stimuluji funkci vajeéniki a syntézu vitellogeninu. Ztrata jednoho
Z nich mé za nasledek stejny stav jako absence JH béhem reprodukéni diapauzy. Taktéz
vystoupeni z diapauzy diky pisobeni JH je zprostfedkovano obéma partnery. Vysledky také
ukazuji, ze Met pracuje jak v prubéhu larvalniho stadia, tak v reprodukénim obdobi, zatim co
Tai je potfebny jen béhem reprodukce a u larev je v draze spoustéjici Kr—hl nepotiebny.
K ¢emu slouzi syntéza Kr-hl i v dospé€lém véku se doposud nepodatilo objasnit, jisté ovsem
je, ze rozmanité funkce juvenilniho hormonu spocivaji ve spolecném receptoru, jehoz
¢innost je v prub¢hu Zivota S nejveétsi pravdépodobnosti upravovana riznymi komponenty.

(Smykal et al., 2014).

2.4. Hexamerni proteiny hemolymfy

Hexamerni proteiny patii do skupiny zasobnich proteind, 1 kdyZ jim jsou pfipisovany
1 jiné funkce jako detoxikace organismu, ochrana pifed infekci a pienos nékterych
organickych molekul. Typicky se sklddaji ze Sesti identickych nebo blizce piibuznych
podjednotek, kazda o molekulové hmotnosti pfiblizné 80 kDa. Casto jsou klasifikovany do

tii zakladnich skupin: (1) arylporiny - velmi bohaté na aromatické aminokyseliny, (2) na




methionin velmi bohaté hexameriny a (3) na methionin stfedn¢ bohaté hexameriny —
posledni dvé skupiny jsou evoluéné ptibuzné hemocysteimu (Burmester 1999; Martins et al.,
2010; Tojo et al. 2012). Tvorba probiha v tukovém télese a je do znacné miry potlacovana
pritomnosti juvenilniho hormonu. Proto dochazi k jejich prudkému nartistu zejména v dobé
diapauzy. Vyjime¢nnou skupinou hmyzu jsou sarancata, u kterych naopak JH syntézu
hexamerint stimuluje.

U Pyrrhocoris apterus se zasobni proteiny objevuji v hemolymf& v men$i mife
béhem posledniho larvalniho instaru i béhem reprodukcéniho obdobi, pficemz béhem
diapauzy dochazi v hemolymf& k prudké akumulaci. Po &trnacti dnech tvofi az 15%
celkovych proteinti hemolymfy (Socha et al., 1992; Sula et al., 1995)

10

——
| —



3. Cile prace
3.1. Ovérit vliv allatektomie na nékolik parametrii: velikost pridatnych
714z, mnozZstvi proteinii V pridatnych Zzlazach, hemolymfové proteiny a

prezivani.

3.2. Zjistit vliv RNAI- signalnich molekul JH drahy, Met, Tai a Kr-hl na

vySe zminéné parametry.

3.3. Zjistit vliv allatektomie a RNAIi-Met, Tai a Kr-h1 na fertilitu.
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4. Material a metody

4.1. Pyrrhocoris apterus jako modelovy organismus

Pro pokusy byli pouziti samci a samice ruménice pospolné chované v termostatech
entomologického tistavu AVCR pii 26°C s riiznou délkou dne a noci. Ta byla zvolena dle
potieby na LD-long day- 18 hodin svétlo a 6 hodin tma nebo SD-short day- 12 hodin svétlo a
12 hodin tma. SD ruménice jsou diky této fotoperiodé diapauzni tedy reprodukéné neaktivni,
oproti reprodukéné aktivnim LD rumeénicim. Chovy byly udrzovany v 0,5 1 lahvich
s lipovymi seminky jako potravou, pititky s vodou a slozenym filtraénim papirem pro
zvétSeni povrchu pro pohyb. V laboratornich podminkach je vyvoj v imago zrychlen. Lihnuti
vajicek a pfeména mezi jednotlivymi instary trva asi 6 dni. V patém instaru byla z chovu
oddglena ¢ast jedincti a ti byli separovani na samce a samice. Cerstvé svledend imaga byla

odebrana a pouzita k jednotlivym pokusim.

4.2. Allatektomie

Metodou zvanou allatektomie bylo samcim Pyrrhocoris apterus odnato corpus
allatum, ¢imz se vyloucila produkce juvenilniho hormonu. Samecci podrobeni zakroku byli
skupinové oznaceni jako CA a dale chovani za LD podminek v Petriho miskéch s lipovymi
seminky, pititkem a slozenym filtranim papirem bud jednotlivé, nebo ve skupiné
maximalné tfi jedinct podle pokusu, pro ktery byli urceni.

Postup:

Nové svlecené samce odebereme a ponechame dva dny bez pfisunu potravy pouze o
vodé, aby doSlo k redukci tukové tkané pro lepsi operani podminky. Pfed samotnym
zakrokem samecky narkotizujeme ve vode€, nasledné pieneseme do Ringerova roztoku a
v ném operujeme. (Pozn.: SloZeni roztoku: NaCl 7,5g, KCl1 0,1g, NaHCO3 0,2g, CaCl, 0,2g,
H,O 1000ml). Nejprve nafizneme kréni membranu nad thoraxem, poté odstranime ptipadné
zbytky tukové tkané a specialnimi nastroji odebereme corpus allatum, které je situované
z pohledu operatéra subaortalné. Je nutné postupovat velmi opatrné, jelikoz na CA velmi
tésné priléhaji corpora cardiaka. Po 0spé$sném odstranéni CA jemné zasuneme hlavu

plostice do thoraxu a u mistime ji do chovné nadoby.

4.3. Priprava interferentni dSRNA pro injikaci do plostic
RNA interference, zkracené RNAIi, je proces regulace genové exprese, kdy je

degradovana exprimovana mRNA a tudiz nemuze dojit k jejimu piepsani na protein.
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Vyrobena dsSRNA proti pozadovanému genu je po vstupu do buniky rozpoznana a rozstipana
specialni ribonukleazou zvanou Dicer na malé kousky - SIRNA (small interferent). sSiRNA se
nasledné¢ vaze na proteinovy komplex RISC, kde je jedno jeji vlakno degradovano a druhé se
spolu sRISC vaze na komplementarni tusek mRNA. Ta je zaroven timto komplexem
rozstépena zhruba v poloviné komplementdrni sekvence a je bunéénymi mechanismy
rozpoznana jako poskozena a tudiz odbourana.
Double strand RNA byla vyrobena proti genim Met, Tai a Kr-h1lv n¢kolika krocich a
injikovéna v mnozstvi 4ul o koncentraci 1pg/ul do pokusnych samcti. Do samic byla
pichnuta také pro vizualni test jeji funkcénosti (po Met a Tai prestanou klast). Chov
probihal za LD podminek. Metodou real-time PCR byla vyhodnocena a ovéfena mira

inhibice ptislusného genu v ptidatnych zlazach.
4.3.1. Izolace celkové RNA P. apterus fenol-chloroformovou metodou

Pii ziskavani RNA je nesmirné dalezité pracovat velmi rychle a ¢isté po celou dobu
izolace kvuli vSudypfitomnym a odolnym RNAzam, $t€picim RNA. Na pracovni plochu,
rukavice a pipety je vhodné pouzivat piipravek RNasaZap®, ktery piitomné RNAzy
inhibuje. Nutnosti je rovnéZ velmi Cisty certifikovany plast, véetné $picek s filtrem.

K extrakci RNA je vyhodnéjs$i pouzit komerc¢né¢ vyrabéné smési - usnadiuji lyzu
bunék a obsahuji kysely fenol (pH ~ 4), pufr a latky stabilizujici a chranici RNA pted
RNAzami. Pfidanim chloroformu se smés po centrifugaci rozdéli na horni vodnou fazi
obsahujici RNA, rozhrani sbilym prstencem denaturovanych proteinti a dolni fenol-
chloroformovou fazi se zbytkem proteini a DNA, ktera je v kyselém prostiedi ve vodé
nerozpustnd. Vodna faze mize obsahovat kontaminujici zbytky fenolu, které se odstrani
ptidanim isopropanolu. RNA se diky nému precipituje a po sto¢eni vytvoti bily pelet na dné

zkumavky.
Material:

e RiboZol (Ambresco)

e chloroform

e isopropanol

e 75% Ethanol- vychlazeny
e RNase/DNase free H,0

e RNase free certifikovany plast (zkumavky, Spicky s filtrem)
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e RNaseZap® (Ambion)

e NanoDrop

Postup:

Vzorek tkan¢ P. apterus v 1,5ml zkumavce fadné homogenizujeme pistem. (mnozstvi
pouzité tkané by nemélo piesahnout 0,1mg nebo 10% pouzitého reagentu). K homogenatu
pfiddme Iml reagentu RiboZlol® a opakovanym vortexovanim lyzujeme pfitomné bunky.
Nechame inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté (RT — room temperature) a poté pridame
200ul chloroformu, dikladné protiepavame alespon 15 sekund. Opét nechame inkubovat 3
min. RT, nasledn¢ centrifugujeme - 15 min., 14000 rpm, 4°C. Po centrifugaci vidime ve
zkumavce bily prstenec proteini oddé€lujici od sebe dvé faze. Pipetou opatrné, abychom
nenasali proteiny z prstence, odebereme vrchni vodnou fazi (asi 50% celkového objemu) a
ptfeneseme ji do nové 1,5ml zkumavky. Pfiddme 500ul isopropanolu, pievracenim
promichame a inkubujeme RT 10 min. Po inkubaci centrifugujeme — 10 min., 14000 rpm,
4°C. RNA vytvoii bily pelet na dné¢ a boku zkumavky. Odstranime supernatant a pelet
promyjeme alespoii 1ml pfedem vychlazeného 75% ethanolu — vortexujeme a nasledné
centrifugujeme 10 min, 10000 rpm, 4°C. Poté odstranime veskery ethanol a nechame 5-10
min volné suSit na vzduchu (nejlépe ve flow-boxu nebo na misté¢ s minimdlni cirkulaci
vzduchu, abychom omezili moznost zaneseni kontaminace). VysuSeny pelet rozpustime
v 50ul H,O. U takto pfipravené RNA zméfime koncentraci a ¢istotu na NanoDropu a
ovétime jeji integritu na agarozovém gelu. Mzeme ji po kratkou dobu skladovat pii -80°C,

1épe je vsak ihned ji pouzit pro reverzni transkripci.

4.3.1.1. Kontrola integrity vyizolované RNA na agarozovém gelu

Jinak feceno gelova elektroforéza (ELFO) je separani metoda, s jejiz pomoci
muzeme rozdélit smés, v tomto piipadé RNA, podle velikosti molekuly. K déleni dochazi
Vv elektrickém poli, kde zaporné nabita fosfatova kostra RNA putuje gelem ke kladn€ nabité
elektrodé — anodé. Kratsi molekuly putuji gelem snadnéji, proto se zastavi dal neZ molekuly
dlouhé. Dobfie izolovana totalni RNA vytvoii v gelu dva celistvé pruhy (bandy), zatim co

degradovana se projevi v podob¢ tzv. smiru
Material:

e 10x TAE pufr (TRIS 24,23g, EDTA 1,869, kyselina octovy 5,72ml, H,O 500ml)
e 1x TAE pufr (nafedény 10x TAE)
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e agardza (Sigma)

e Loading Dye buffer 6x (BioLabs)
e Dbarvivo DNA Strain G (Serva)

e clekroforetickd aparatura

e 1 KbDNA leader (Invitrogen)

Postup:

Navazime 0,5g agarozy a zalijeme 50ml 1x TAE pufrem (vznikne 1% gel). Fazovité roztok
pfevatime v mikrovinné troubé s obcasnym promichanim, dokud neni roztok ¢iry a vSechna
agaroza rozpuSténa. Nechame chladnout. Jakmile jsme schopni udrzet nadobu v holé ruce,
ptidame do gelu 1ul barviva a krouzivym pohybem nadoby dobte promichame. Nalijeme do
nadobky na gel v ELFO aparatuie, vlozime hiebinky potfebné velikosti a nechame tuhnout.
Pfi nalévani musime dat pozor, aby se v gelu nevytvorily bublinky, které by branily
spravnému pohybu molekul. Po zatuhnuti zalijeme gel 1x TAE pufrem tak, aby byl
ponofeny, vytdhneme hiebinky. Mizeme zacit s nandSenim vzorku: 2ul RNA smichame
S trojnasobnym mnozstvim Loading Dye (6ul), opakovanym nasavanim a vypou$ténim
pipetou promichame a naneseme do jamky v gelu. Do jedné z jamek naneseme rovnéz 6ul
DNA leader. ELFO nadobu uzavieme, piipojime ke zdroji a nechame bézet na 80V asi 45
min. Po uplynuti doby separace gel vyjmeme a pozorujeme pod UV svétlem, jestli se objevi

ocekavané dva prouzky RNA.

4.3.2. Reverzni transkripce - vyroba cDNA

Protoze RNA ziskana v pfedchozim kroku je zna¢né labilni a nachylna k degradaci,
vyuzivame schopnost enzymu reverzni transkriptazy piepsat existujici RNA zpét do DNA,
kterd je stabiln&jSi a snadn€ji manipulovatelni. Navic diky pouziti oligo (dT) primerim
ziskame ze smé&si pouze mRNA, tedy funk¢ni kopii genu — bez intronti. MRNA je typicka
svym polyadenilovanym usekem na 3 konci fetézce (sekvence 100-200 A za sebou), oligo
(dT) na tuto sekvenci nasedne a proces reverzni transkripce mize zacit. Rovnéz Ize pouzit
genove specificke primery, kdy ziskdme mRNA jen nami zvoleného genu. Vysledkem je tzv.
cDNA (copy DNA). RNasaH, nespecificka endonukleaza, ptidana na konci reakce rozstépi

veskerou nepfepsanou RNA.
Material:

e SuperScript I First — Strand kit (Invitrogen)
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e tfotal RNA

e RNase free certifikovany plast (zkumavky, Spicky s filtrem)

Postup:

Ptipravenou totalni RNA si nafedime tak, aby vysledna koncentrace byla piiblizné
1ug/ul. Do sterilni zkumavky Si na ledu pfipravime smés: totalni RNA 4ul (tedy v jedné
reakci bude asi 4ug RNA), 50uM primer oligo (dT) 1ul, 10mM dNTP mix 1ul, H,O 4ul.
Smés zahfejeme na 65°C 5Smin- V tomto kroku RNA denaturuje a odstranuji se piipadné
sekundarni struktury, poté pfendame 2min. na led. Kratce sto¢ime, aby obsah neulpival na
sténach, a odlozime na led. V nové zkumavce ptipravime cDNA synthesis mix (jednotlivé
slozky je nutné pfidavat v pfedepsaném poradi): 10x RT buffer 2ul, 25 mM MgCl, 4ul, 0,1
M DTT 2ul, 40 U/ul RNasa OUT 1ul, SuperScript Il 1pl. 10ul této smési preneseme do
odlozené zkumavky na ledu s RNA, jemn¢ promichame a inkubujeme 50 min. pii 50°C. Poté
reakci ukoncime zahtatim na 85°C po dobu 5 min. a zchladime na ledu. V poslednim kroku
ptidame 1ul RNasyH a nechame inkubovat pti 37°C 20 min. Je vhodné do syntézy cDNA
soucasné zahrnout také negativni kontrolu, a to tak, ze do reakéni smési nedodame enzym
restrikéni endonukleazu (SuperScript I1I). Pokud po nasledné PCR reakci vznikne v kontrole
produkt, je to znamenim kontaminace pravdépodobné genomovou DNA. Piipravenou cDNA

skladujeme v mrazaku v -20°C.

4.3.3. PCR amplifikace cDNA

Reverzni transkripci jsme ziskali v podstaté¢ pouze jedno vlakno DNA. Pomoci
polymerazové fetézoveé reakce (PCR) se nasyntetizuje vldkno druhé a soucasné se s pouZzitim
specifickych primerit namnoZi jen ta ¢ast DNA, o kterou mame z4jem (v mém piipadé Met,
Tai a Kr-h1). Mechanismus PCR spociva v cyklické denaturaci templatové DNA a nasledné
renaturaci rozdélenych vlaken se specifickymi primery (forward a reverse), které slouzi jako
matrice pro DNA polymerazu, dodavajici nové nukleotidy na 3'konec primeru. Syntéza

novych fetézcl probiha tedy vzdy ve sméru 5'- 3".
Materidl:

e Templatova cDNA
e PCR Master mix (One Taq®Quck-load, BioLab)
e primery (forward-F a reverse-R)

e termocycler
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Tabulka pouzitych primeru:

Gen Sekvence primeru nazev
5'-ATG GTATCC TCATCT CCT AAG-3’ MET-F3
Met 5'-GTG TGT TGA TGC AGA TGA ATG-3’ MET-R1
) 5’-GCA CAT AAA GGA GCA AGA AGC A-3” Tai-F
T 5’-CAG GAG CCA AGA GGA AAA CC-37 Tai-R
5'-AGT GTT TTC CGC AAATAG CCT-3" Krhl-F
Krht 5'-CGC ATATGT CTG TGT AGT TTC C-3° Krhl-R
Postup:

podle nasledujiciho rozpisu: PCR Master mix 10ul, primer F 0,4ul, primer R 0,4ul,

templatova cDNA 1ul, H,0 8,2ul. Promichame pipetou a sto¢ime ve stolni centrifuze. dame

Na ledu si ptipravime pro kazdou dvojici primert jednu PCR reakci o objemu 20ul

do termocycleru a spustime program podle nasledujiciho protokolu:

Po ukonceni PCR reakce vzorky zviditelnime na agarozo6vém gelu.

iniciace denaturace 94°C/30s

denaturace 94°C/1 min
35X
annealing (hybridizace) 56°C/35s

elongace 72°C/1min 30s
zakonceni 72°C/10 min
ochlazeni 4°C/oo

4.3.4. Elektroforéza PCR produktu

Material:

10x TAE pufr (TRIS 24,23g, EDTA 1,86g, kyselina octovy 5,72ml, H,O 500ml)

1x TAE pufr (nafedény 10x TAE)
agaroza (Sigma)
barvivo DNA Strain G (Serva)

elekroforetickd aparatura
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e 1 kb DNA leader (Invitrogen)

Postup:

Gel pripravime podle navodu Vv kapitole 3.3.1.1. vyse. Zalijeme ho 10x TAE pufrem,
vysuneme hiebinky a do jamek naneseme po 10ul PCR produkti z pfedchozi ulohy. Neni
tieba ptidavat Loadind Dye pufr nebot’ je obsazen jiz v PCR Master mixu. Do jedné jamky
naneseme 5ul DNA leadru. Elektroforetickou aparaturu piipojime ke zdroji a pustime na
90V 50 min. Nasledné gel pieneseme na zdroj UV svétla, kde se zviditelni vzorky DNA a
marker. VSechny vzorky rychle z gelu vytizneme a kazdy vlozime zvlast' do Cisté predem
zvazené 1,5ml zkumavky. Pokud bychom je nechali pod plsobenim UV svétla prili§ dlouho,
doslo by k tvorbé zlomi na dvousroubovici. Zkumavky s vyfezanymi vzorky znovu zvazime
a vypocitame hmotnost gelu v kazdé z nich. Rovnou pokracujeme izolaci DNA z gelu,

ptipadné je mozné uchovat vzorky do druhého dne v lednici.

4.3.5. 1zolace DNA z gelu

Materiéal:

e Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel)

e zkumavky 1,5ml

Postup:

Izolaci DNA z gelu provedeme komer¢nim kitem od Macherey-Nagel. Ke zvazenym
vzorkim z ptedchozi ulohy pfidame NTI1 pufr (na kazdych 100mg gelu 200ul pufru).
S obCasnym promichanim inkubujeme pii 50°C do Gplného rozpusténi gelu. Pfipravime si
kolonku, ktera je soucasti kitu, nasadime ji na piiloZenou zkumavku a naneseme na ni
maximaln¢ 700ul pufru s rozpusténym gelem. Centrifugujeme 11000 g 30s, poté vylijeme
tekutinu, ktera prosla skrze kolonku do spodni zkumavky a naneseme zbylé mnozstvi pufru
s rozpuSténym gelem. Centrifugujeme za stejnych podminek a tekutinu opét vylijeme. Dale
kolonku promyjeme 700ul NT3 pufru, stocime 11000 g 30s, tekutinu vylijeme. Tento krok
opakujeme jesté jednou. Nakonec kolonku stocime jest€ jednou nasucho. Poté ji premistime
na Cistou 1,5ml zkumavku a doprostfed membrany v kolonce napipetujeme 20ul sterilni
H20, inkubujeme 1 min a nasledné¢ 1 min centrifugujeme 11000g. Kolonku vyjmeme ze
zkumavky a vyhodime. Nyni voda ve zkumavce obsahuje purifikovanou DNA

pozadovanych gent. Uchovavame v mrazaku s -20°C.

18

——
| —



4.3.6. Ligace pozadovaného iseku DNA do vektoru a transformace do bunék

Ligaci zahajime proces zaklonovani genti Met, Tai a Kr-h1do bakterialniho plasmidu.

Tim si zajistime jejich bezpeéné uchovani pro pozdéjsi opakované pouziti. Vyuzijeme

ktomu pGEM — T Easy Vector od firmy Promega. Tento klonovaci vektor se dodava

V linearizované¢ form¢ a na 3’konci fetézce obsahuje presah jeden thymin, kompatibilni

k adheninovym pfesahim, které vytvari vétsina polymeraz béhem PCR reakce. Usnadni se

tak ligacni reakce a zvysi se jeji ucinnost. Plasmid nese také gen rezistence vici ampicilinu a

V klonovacim misté gen pro B — galaktosidasu. Pfi spravném vlozeni inzertu se gen pierusi a

enzym se netvoii. Klonovaci oblast nese fadu restrikénich mist, které umoziuji uvolnéni

inzertu jednotlivymi restrikénimi enzymy (obrazek 3).
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Obrazek 3: Mapavektoru pGEM - T Easy (Promega) s vyzna¢enymi restrikénimi misty

Material:

e pGEM —T Easy Vector (Promega)
e inzert DNA (ptecistény produkt PCR)

e T4 DNA ligase (dodéava se spolu s vektoren)

e Kontrolni inzert DNA (dodava se spolu s vektorem)

e 2 X Ligation buffer (dodava se spolu s vektorem)

e 0,5ml mikrozkuavky
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Postup:

Nejprve je nutné vypocitat potfebné mnozstvi inzertni DNA do ligac¢ni reakce podle

vztahu:

mnozstvi vektoru (ng)x velikost inzertu (kb)
velikost vektoru (kb)

x 3 = mnozstvi inzertni DNA (ng)

Mnozstvi a velikost vektoru je dana vyrobcem. Velikost naseho inzertu je nam znama nebo
se da ptiblizn¢ odhadnout dle markeru na gelu. Kratce sto¢ime na stolni centrifuze pGEM
vektor a kontrolni inzert DNA. Promichame na vortexu Ligation buffer a v 0,5 ml
mikrozkumavkach (3x vzorky, 1x pozitivni kontrola, 1x background kontrola) pfipravime

reakce o objemu 10ul podle nasledujici tabulky.

Reagencie Standardni reakce Pozitivni kontrola | Background kontrola
2x Ligation buffer 5ul 5ul 5ul
pGEM vektor 1l 1l 1yl
PCR produkt DNA 3ul . .
kontrolni inzert - 2 ul _
T4 DNA ligaza 1l 1l 1yl
voda Oul 1ul 3ul

Obsah zkumavek lehce promichdame pipetou. Pro maximalni uspéSnost ligace ponechame

inkubovat pies noc ve 4°C.

4.3.6.1. Transformace vektoru do kompetentnich bunék

Ptipraveny vektor musime nyni vpravit do bunék, kde se spolu s nimi bude mnoZzit.
K tomu nam poslouZzi kompetentni buiiky bakterii Escherichia coli XL- 1 blue. Bakterie maji
oslabenou bunéénou sténu, aby lépe piijimaly cizorodou DNA, proto s nimi musime

zachéazet velmi opatrné.
Material:

e Dbunky E. coli XL-1 blue
e SOC medium (BioLabs) — 2% pepton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy, 20 mM glukéza

e vektor s inzertni DNA

20

——
| —



Postup:

Bunky nechame pomalu rozmrznout na ledu a rozdélime je do mikrozkumavek po
50ul. Ptidame 5ul ligaéni reakce, lehce rozmichame $pi¢kou a odlozime 30 min na led.
Soucasn¢ vytemperujeme SOC medium na pokojovou teplotu a nastavime vodni lazen na
42°C. Zkumavku s bunkami vlozime na 50 s do vyhtaté vodni lazné, poté ihned vlozime do
ledu a ponechame chladit 2 min. Timto provedeme transformaci teplotnim Sokem (heat
shock). K bunkam piidame 900ul SOC media a dame inkubovat do tiepacky pii 150 rpm,
37°C, 1 hodinu.

4.3.6.2. Selekce bakterii nesoucich poZadovany inzert

Nami pouzity Plasmid nese gen pro rezistenci na ampicilin, coZ umoznuje bakteriim,
které vektor ptijaly, piezit na selekéni pid¢ s timto antibiotikem. Netransformované bakterie
na pudé hynou. Z prospivajicich kolonii je nutné odlisit ty, které nesou pouze prazdny vektor
od kolonii s nami vlozenym inzertem. Umozni nam to tzv. modro-bila selekce. Pti spravném
zabudovani inzertu do plasmidu se prerusi gen kodujici enzym B galaktosidazu, bakterie pak
neni schopna metabolizovat substrat X-Gal na modie zbarveny produkt 5,5'-dibromo-4,4'-
dichloro-indigo. Kolonie sinzertem PCR produktu jsou tudiz bilé, zatimco kolonie

S prazdnym plasmidem, tedy i funk¢ni B galaktosiddzou se barvi modre.
Material:

e agar6za (Sigma)

e LB medium (Ducheva Biochemie)

e ampicilin (Ducheva Biochemie) - 0,1 g/ml

e X-Gal (Ducheva Biochemie) — 20 mg/ml

e |IPTG —isopropyl - D-thiogalactopyranosid (Ducheva Biochemie) —240 mg/ml

e Petriho misky — sterilni

Postup:

Zacneme piipravou 250ml sterilni zivné pidy, kterou budeme rozlévat do Petriho
misek. Do Erlenmeyerovi banky navazime 2,5g agarozy, 5g LB media, doplnime
destilovanou vodou do 250ml a krouzivym pohybem promichame. Nechame povafit
V mikrovinné troubég, opét promichame a dame sterilizovat do autoklavu na 25 min (120°C).

Nechame vychladnout nejméné na 60°C a ptidame 250ul ampicilinu (finalni koncentrace
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v pud¢é 100 pl/ml). Promichame a rozlijeme do Petriho misek (na misku o priméru 8§ cm
nalijeme asi 20 ml média). Pracujeme steriln¢, v ¢istém neprasném prostiedi nebo 1épe ve
flow boxu. Po zatuhnuti pudy napipetujeme 20ul X-Galu a 5ul IPTG (analog laktozy,
stimuluje expresi B galaktosidazy), ihned sterilni klickou nebo sklenénymi kulickami
rovnomerné¢ rozetfeme a nechame kratce vsaknout do pudy. Misky s tuhym LB mediem lze
pfipravit v piedstihu a uchovavat je v lednici, ovSem X-Gal a IPTG nanasime vzdy Cerstvé
tésné pred pouzitim.

Na hotové plotny naneseme a rozetieme 50l transformovanych bakterii (inzertni gen
Met, Tai, Kr-hl, pozitivni a background kontrola - kazdé na svou vlastni plotnu). Misky
oto¢ime dnem vzhtru, aby kondenzujici voda nekapala do rostoucich bakterialnich kolonii, a
dame je kultivovat do termostatu na 18 hodin pii 37°C. Druhy den vybereme pozitivni
kolonie (bilé) a pomoci sterilnich Spicek je pfeneseme na Cerstvé médium (vytvotime kiizky,
tzv. prekiizkujeme) a ze spodu na misce oznacime ¢islem pro snadnou identifikaci kolonie.
Znovu nechame nardst v termostatu za stejnych podminek. Pozitivni a background kontrolu
nepiendsime, pouze vyhodnotime.

Diive nez budeme pokracovat v dalsi praci s buiikami, pfesvéd¢ime se, zda nami
vybrané a ptekiizkované kolonie opravdu obsahuji nd$ inzert. Malé, téméf nepatrné
mnozstvi kolonie pfeneseme Spickou do PCR reakce, ktera obsahuje specifické primery pro
na$ zaklonovany fragment. PCR provadime za standardnich podminek jako v kapitole 3.3.3
a vyhodnotime elektroforeticky. JelikoZ jsme dfive jednotlivé kiizky oznacili ¢islem, snadno

identifikujeme, které jsou spravné zaklonvany a s témi budeme déle pracovat.

4.3.7.1zolace plasmidu z bakterialni kultury

Plasmidy nebudeme izolovat rovnou z piektizkovanych kolonii, ale nejprve si je
namnozime v tekutém LB mediu (tzv. miniprepy) a kizolaci pouzijeme komercni Kkit.
Plasmidovou DNA skaldujeme v -20°C a muzeme ji kdykoliv vyuzit pro zpétnou

transformaci a naslednou izolaci nové plasmidové DNA.
Material:

e LB medium (Ducheva Biochemie)
e ampicilin (Ducheva Biochemie) — 100mg/ml

e izolacni kit Plasmid Mini Kit (Qiagen)
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Postup:

Pipravime si 2% LB medium, dame ho sterilizovat do autoklavu na 25 min a po
vychladnuti pfiddme ampicilin ze zasobniho roztoku (100 mg/ml) tak, aby jeho konecna
koncentrace v médiu byla 100ug/ml. Mnozstvi media pfizptisobme poctu kiizka, které podle
PCR vysly pozitivné na nase geny a které chceme dale pouzivat. Médium rozd¢lime do 2ml
zkumavek a sterilni $pic¢kou do n¢j pfeneseme bakterie z agarové misky. Inkubujeme za
stalého ttepani 180 rpm pii 37°C 12 — 16 hodin.

V 1,5ml zkumavkach postupné sto¢ime cely objem napéstovanych bakterii
Z miniprept pii 13000 rpm 2 min. Supernatant vylivime do kadinky. Pelet rozsuspendujeme
v 300 plpufru P1, priddme 300ul pufru P2 a dikladné promichame, dokud neni cely obsah
modry. Nasledné ptiddme 300ul pfedem vychlazeného pufru P3, promichame a odlozime na
5 min na led. Suspenze by méla opét zbélet. Stocime ji pfi 13000 rpm 10 min. Mezitim si
nachystdme kolonky z kitu tak, Ze jimi nechdme prokapat 1 ml QBT pufru. Déale na né
naneseme pfipraveny supernatant, nechdme prokapat a 2x promyjeme 2ml QC pufru.
Kolonky pfendame nad ¢isté 1,5ml zkumavky a eluujeme DNA piidanim 800ul QF pufru.
Kolonku odstranime a do zkumavky napipetujeme 560ulisopropanolu, promichame.
Vlozime do centrifugy a sto¢ime 14000 rpm 30 min pii 4°C.Supernatant opatrné slijeme a
pelet (neni viditelny) promyjeme 70% ehanolem a znovu centrifugujeme za stejnych
podminek. Supernatant opét vylijeme a pelet nechame volné suSit 5-10 min. Nakonec

plasmidovou DNA rozpustime ve 20ul H,O a zméfime jeji koncentraci na NanoDropu.

4.3.8. Sekvenovani zaklonovaného useku DNA

Sekvencni analyza vyrobenych plasmidii je nutna, abychom se ujistili, ze do
pozadovanych genii nebyla vnesena Zadna mutace, kterda by mohla pozménit nebo
zablokovat jejich funkci. K sekvenovani se pouzivaji primery specifické k oblasti
ohraniCujici klonovaci misto ve vektoru. Pro pGEM T-Easy Vector jsou to SP6
(ATTTAGGTGACACTATAG) a T7 (TAATACGACTCACTATAGGG). Vzorky, o
pozadovaném objemu a koncentraci DNA (kazda laboratof ma své vlastni pozadavky), jsou
posilany do specializované laboratoie, osekvenovany a vysledné sekvence jsou odeslany

zpét emailem, nacez mohou byt porovnany s genovou databazi.

23

——
| —



Postup:

Do malych 0,2 ml mikrozkumavek napipetujeme 5ul izolovanych plasmidi o koncentraci
500 ng/ul. Vyplnime pfislusny formulat a vSe vlozime do obalky, kterou odevzdame na

sbérném misté. Sekvenaci provede firma Seqme.cz

4.3.9. Vyroba dsRNA pomoci kitu MEGAscript®
Pfed samotnou syntézou dsRNA pomoci MEGAscriptu je nutné vhodné upravit
templatovou DNA (plasmidy s nasimi geny). Plasmid musi byt linearizovan a poté musi byt

pfidan fagovy promotor na 5 konec tohoto regionu.
Materidl:

e RNase free certifikovany plast (zkumavky, $picky s filtrem)
e PCR Master mix (One Taq® Quck-load, BioLab)

e termocycler

e primery (M13-F, pGem-R)

e MEGAscript® high Yield Transcription Kit (Ambion)

e Fenol (Sigma)

e smgs chloroform : isoamylalkohol (24:1)

e isopropanol (Lach-Ner)

e ethanol 70% (Lach-Ner)

e Loading Dye buffer (BioLabs)

Sekvence primeru:

PGEM - R: 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGACACTATAGAATACT-3"

M13 - F: 5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC- 3’

Postup:

Nejprve provedeme PCR reakci sreverse primerem, ktery piida T7 sekvenci na
3’konec fetézcl. Pripravime si 200ul PCR mixu pro kazdy gen (100 pl PCR Master mix,

8+8 ul primerd, 76ul H,O, 8ul plasmidu nafedéné¢ho na koncentraci 1 ng/ul) a rozdélime ho
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do 8 individuélnich reakci po 25 pl. Vlozime vzorky do termocycleru a spustime program

dle protokolu:

e iniciace denaturace 94°C/2 min

e denaturace 94°C/30 s

e annealing (hybridizace) 58°C/35s } 45X
e elongace 72°C/1min 30s

e zakoncCeni 72°C/10 min

e ochlazeni 10°C/oo

Hotové produkty PCR reakce (3x8 vzorkl) zviditelnime na gelu a nasledné
precistime podle navodt vyse (kap. 3.3.4 a 3.3.5). Cisté DNA zméfime koncentraci a
nafedime ji na 50 ng/pl. Vybereme ctyii reakce od kazdého vzorku, se kterymi budeme dale
pracovat a zbytek uschovame do mrazdku na -20°C. Nyni pfistoupime k samotné syntéze
dsRNA kitem MEGAscript. Nechame zcela rozpustit 10x Reaction Buffer a jednotlivé
ribonukleotidy, promichdme na vortexu a kratce sto¢ime na stolni cenrifuze. Nukleotidy
drzime na ledu, ale 10x Reaction Buffer musi mit pokojovou teplotu, aby nedoslo k znovu
vysrazeni DNA. Pfipravime si transkripcni reakce o objemu 20ul. Jednotlivé komponenty
ptiddvame v piedepsaném potradi nasledovné (mnozstvi uvedené pro jednu reakei): 4ul H,0O,
2ul kazdého nukleotidu, 2ul 10x Reaction Buffer, 4ul DNA o koncentraci 50 ng/ul, 2ul
T7/T3 Enzym mix. VSe opakovanym nasavanim pipetou promichame a nechdme inkubovat
pii 37°C 12 hodin. Béhem této doby se nasyntetizovalo velké mnozZstvi dsSRNA, ke kterému
nyni pfiddme 1pl TURBO DNasy, velmi dobfe promichame a pokracujeme v inkubaci jesté
30 min. Nésledné pfemistime cely objem reakci do ¢istych 1,5ml zkumavek a za¢neme
s piecisténim dsRNA od vSech ostatnich komponent.

Do zkumavek pridame 115ul Nuclease-free H,O, 15ulAmmoniumAcetate Stop
Solution a dikladné¢ promichame. Pfidame 75ul ¢istého fenolu a 30 sekund vortexujeme.
Ptipipetujeme stejné mnozstvi smési chloroform : isoamylalkohol v poméru 24 : 1 a opét 30
sekund michame na vortexu (isoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu v chloroformu).
Sto¢ime v centrifuze pti 13000 rpm 10 min, odebereme vrchni vodnou fazi do nové 1,5 ml
zkumavky a proces opakujeme jest¢ jednou tentokrat jen s 150ul smési chloroform :
isoamylalkohol. Znovu odebereme horni fazi a pridiame kni 150ul isopropanolu
vychlazeného na -20°C. Vzorky nechame inkubovat pies noc v -20°C. Poté¢ je cenrifugujeme

pfi 4°C 15 min na maximalni rychlost. Vznikne pelet RNA, od kterého odstranime

25

——
| —



supernatant a promyjeme ho 200ul 70% ethanolu. Sto¢ime 1 min 10000 rpm a tekutinu
odstranime. Kratce susime na vzduchu a po odpareni zbytku ethanolu, pelet rozpustime v
20ul RNasa-free H,0.

V tomto okamziku mame piipravenou dsRNA, kterou je tteba ovéfit pomoci ELFO
na agarozovém gelu. Od kazdého vzorku odebereme 0,5ul, ptidame 9,5u1 H,O a 2ul
Loading Dye pufru. Naneseme do jamek v gelu a pustime na 50 min pii 100V (gel
pifipravime stejné jako v kapitole 3.3.1.1). Pod UV svétlem zkontrolujeme piitomnost
prouzki o spravné velikosti. Nyni zbyva jen zméfit koncentraci dSRNA Nano Dropu a
nafedit ji na 1 ug/pl. Takto je pfipravena k injikaci do P. apterus. Nespotiebovanou dsRNA

uchovavame pti -20°C.

4.4. Stanoveni celkovych proteint v pridatnych Zlazach samci metodou
BCA

Jednad se o spektrofotometrickou metodu, jejiz jméno je odvozeno od kyseliny
bicinchoninové. Podstatou je redukce Cu*Ziontina Cu™ navazanim na peptidovou vazbu
proteinu Vv alkalickém prostfedi (tzv. biuretova reakce). Chelataci dvou molekul kyseliny
bicinchoninové a jednoho iontu Cu*’ vznikd ve vod& rozpustny modrofialovy komplex
s absorpénim maximem pii 562 nm. Absorbance roztoku je pak pfimo Uimérna mnozstvi
proteini. Nicméné na barevné reakci se nepodili jen mnozstvi peptidovych vazeb, ale 1
makromolekularni struktura proteinu a ptitomnost nékterych aminokyselin (cystein, cystin,
tryptofan, tyrozin). Proto je celkova koncentrace proteinu vztazena k fadé standardnich

roztokl o znamé koncentraci bézného proteinu, jako je bovinni sérovy albumin (BSA).
Material:

e Pierce ® BCA Protein AssayKit (ThermoScientific)

e 50 mMMKPO, pufr (monobasické KH,PO,340 mg /100ml H,0,dibasické K;HPO,4
871mg/100ml H,0O, - pfidivame monobasicky roztok k dibasickému dokud
nedosahneme pH 7.0; na zavér piidame 41,6 mg EDTA /100 ml roztoku)

e miktotitracni desticka

e 0,5 ml zkumavky

e streptomycin 10%
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Postup:
Ctrnact dni starym sameckam P. apterus z pokusnych skupin (LD, SD, CA, met, tai,

kr-h1), chovanych oddélen¢ od samicek, odejmeme piidatné zlazy a vlozime je do zkumavky
s 50ul KPO4 pufru, vzdy po ctyfech kusech. Dame zamrazit do tekutého dusiku. Po
nashroméazdeéni dostatecného mnozstvi vzorkli je nechdme rozmrznout. Vzorky nejprve
homogenizujeme mechanicky pistem a poté jesté sonikaci. Do kazdé zkumavky ptidame Sul
streptomycinu. Promichame na vortexu a inkubujeme 15 min pfi pokojové teploté.
Centrifugujeme 10 min pii 4°C 3000 g. Pfipravime si pracovni roztok (WR) smisenim
reagentu A s reagentem B v poméru 50 : 1. Déle si pfipravime fedici fadu roztokd albuminu
v KPO4 pufru pro sestrojeni kalibrac¢ni kifivky. Na mikrotitracni desti¢ku naneseme 200pul
WR a do jamky ptfiddme 10ul vzorku a ftadu standardl, promichame opakovanym
pipetovanim a inkubujeme 30 min pifi 37°C v naprosté tmé. Na spektrofotometru (Spectra
Max 384 — Molecular Devices) zmétime absorbanci pti vinové délce 562 nm a ze zjisténych
hodnot fedici fady standardu sestavime kalibra¢ni pfimku. Obsah proteind v jednotlivych

vzorcich vypocitdme z rovnice kalibra¢ni pfimky.

4.5. SDS PAGE hemolymfovych proteini

SDS PAGE, neboli elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného, je separacni metoda, ktera diky piitomnosti SDS déli
makromolekuly proteinti pouze na zaklad¢ jejich molekularni hmotnosti tim, Ze je linearizuje
a dodava vSem stejny zaporny naboj. Proteiny jsou na gelu zviditelnény roztokem barviva
coomassie blue, které se v kyselém prostiedi vaze na jejich struktury a dochazi k barevné
zmeéng, kterd je umérna mnozstvi proteinu.

U jednotlivych pokusnych skupin se zaméfime piedev§im na zmény Vv obsahu
zasobnich proteint, tzv. hexamerini, jejichZz molekulovd hmotnost by se méla pohybovat

v rozmezi 70 — 90 kDa (Hyrsl, 2006)

Materiéal:

e pufrApH38,8
(Tris 22,75 g, 10% SDS 5 ml, pH upravit koncentrovanou HCI, H,O doplnit do
500ml)

e pufrBpHG6,8
(Tris 5,25 g, 10% SDS 3,5 ml, pH upravit koncentrovanou HCI,H,O doplnit do 350

ml)
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e polymerac¢ni roztok A
(akrylamid 30 g, bisakrylamid 0,8 g, doplnit do 100 ml pufru A)

e polymeracni roztok B
(akrylamid 30 g, bisakrylamid 0,8 g, doplnit do 100 ml pufru B)

e clektrodovy pufr pH 8,3
(glycin 23,83 g, Tris 2,2 g, 10% SDS 20 ml, pH upravit koncentrovanym roztokem
Tris, H,O doplnit do 2000 ml)

e vzorkovy pufr redukujici
(pufr B 25ml, glycerol 5ml, 10% SDS 10ml, bromfenolova modi 5mg,
merkaptoethanol 2,5 ml, doplnit H,O do 50 ml)

e vertikalni elektroforeticka aparatura (Bio-Rad)

e TEMED - tetramethylethylenediamin (Serva)

e Persiran amonny (Lach — Ner)

e proteinovy marker - Prestained Protein Ladder (BioLabs)

Postup:

Zacneme piipravou gell pro dvé elektroforetické desky. Spodni gel — separa¢ni 10%,
pfipravime smisenim 6ml pufru A, 3ml polymeracniho roztoku A a 7,5ul TEMED. Horni
gel — velkoporovy 3%, 3,375ml pufru B, 0,375ml polymeraéniho roztoku B a 3,75ul
TEMED. Tésné pied nalévanim do desek pfidame na Spicku Spachtle persiran a
promichame. Nejprve vlévame separacni gel a nasledné na né&j gel velkoporovy. Vlozime
hiebinky a nechdme 30 min tuhnout. Mezitim si pfipravime vzorky hemolymtfy,
odebrané z tykadel ¢trnact dni starych samct P. apterus. K 2ul hemolymfy ptidame 95ul
redukujiciho vzorkového pufru, promichame a 10 min povafime. Nasledné
centrifugujeme 10 min 10000 g. Desky se ztuhlym gelem umistime do elektroforetické
aparatury a nalijeme mezi né elektrodovy pufr. Vytdhneme hiebinky a naneseme do
jamek 10ul supernatantu, ktery jsme pied tim pienesly do Cistych zkumavek. Do jedné
jamky v kazdém gelu naneseme rovnéz 10ul proteinového markeru. ELFO nechame

bézet 2 hodiny na 100 V.

4.5.1. Barveni a odbarveni polyakrylamidového gelu
Material:

e coomassie brilliant blue R — 250 (Sigma)
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e 50% ethanol
e 10% kyselina octova - koncentrovana (Lach-Ner)
e tfepacka s kruhovym pohybem (Rotamax 120, Heidolphinstruments)

e Petriho miska o priméru cca 17 cm

Postup:

Nasledujicim zpuisobem si ptipravime barvici lazen: navazime 1,259 coomassie blue
a rozpustime v 230ml ethanolu. Prefiltrujeme, abychom odstranily pfipadné hrudky barviva.
Piidame 46ml koncentrované kyseliny octové a doplnime vodou do 500ml. Do velké Petriho
misky pfeneseme gel se vzorky a pfelijeme ho barvici lazni tak, aby byl cely ponoifeny a
volné se pohyboval. Misku pfikryjeme vickem a umistime na tfepacku, kde nechame gel 4
hodiny za stadlého michani barvit. Poté ho vytdhneme, oplachneme destilovanou vodou a
vlozime do €isté Petriho misky. Opét gel pielijeme, tentokrat v§ak odbarvovaci 1azni, ktera
byla ptfipravena smisenim ethanolu, konc. kyseliny octové a vody v poméru 25 : 10 : 65.
Misku umistime na tfepacku a odbarvujeme. Lazen Vv pribéhu odbarvovani nékolikrat
vyménime za Ccistou, dokud nezistane cira nebo jen slehkym nadechem modré. Po
odbarveni na gelu zlistanou jen modré prouzky piitomnych proteind, které vyhodnotime na

denzitometru (GS 800, Bio-Rad)

4.6. Real — Time PCR

Diky metodé€ real - time PCR muzZzeme zjistit na kolik je vytvofend dsRNA ucinna,
tim Ze kvantifikujeme miru exprese nami potlatené¢ho genu. RT — PCR je zaloZena na
klasické PCR s tim rozdilem, Ze pfistroj dokaze kontinudlné snimat ptiristky DNA b&hem
kazdého cyklu. Podminkou je ovSem pfitomnost fluorescencniho substratu. Nejb&znéji
pouzivanym je SYBR Green, ktery se nespecificky vaze na dvouvlaknovou DNA a emituje

zateni. S pfibyvajicim mnozstvim DNA se zvysuje i sila fluorescence.
Material:

e primery (forward-F a reverse-R)

e termocycler

e iQ™ SYBR" Green supermix (Bio — Rad)
e CcDNA injikovanych plostic

e 96 jamkova RT desticka (Bio — rad)
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Tabulka pouzitych primeru:

Gen | Sekvence primeru nazev

5-TTCTGATGATGGTGAAAAGATG-3’ MetRT-F
Met 5-TAT CGC CCC TGACTACTT GG-3° MetRT-R

] 5'-ACACGGGAAGCAGCATAAAC-3" TaiRT-F

T 5'-AGAGGCGAGAACGCATAAGA-3’ TaiRT-R

5"-CCCTACCAGTGTAACTTTTGC-3’ KrhlRT-F
Krht 5'-GAACGTCTTGTTACACACACC-3’ KrhlRT-R

5'-CCGATATGTAAAACTGAGGAGAAAC-3’ rp49-F3
P49 5'-GGA GCATGT GCCTGG TCT TTT-3" rp49-R1
Postup:

Provedeme pitvu alesponi patnacti ¢trnact dni starych samct, kteti byli prvni den po
svleceni injikovani dsSRNA proti genim Met, Tai a Kr-hl a odebereme jim piidatné zlazy. Ze
zlaz izolujeme celkovou RNA a poté vyrobime cDNA podle postupta vyse (kap. 4.3.1 a
4.3.2.). Rovnéz si piipravime cDNA ¢trnact dni starych kontrolnich LD samcii, ke kterym
budeme expresi Met, Tai a Kr—h1 vztahovat. Abychom mohli srovnat miru exprese, musime
sledovat krom¢ naSich gent 1 gen referenc¢ni tzv. house keeping, ktery se vyznacuje
kontinudlni, nekolisavou expresi v ¢ase. K tomuto téelu nam poslouzi gen pro ribozomalni
protein 49 (rp49).

Reakci budeme provadét v objemu 20ul, a to 16ul reakéni smési + 4ul cDNA.
Reakéni smés si pfipravime smisenim: 10ul 1Q™ SYBR® Green supermix, 0,5ul + 0,5ul
primert, Sul H,O. Pro mensi pracnost a presnéjsi pipetovani si smés nachystame ve velkém
objemu pro kazdy gen oddélené (Met, Tai, Kr-hl i rp49), ktery pak rozdélime po 16ul do
pfislusnych jamek v desticce. Z ¢asti cDNA od LD plostic si fedénim piipravime kalibra¢ni
kiivku. Redime 10x, 20x, 40x a 100x. Zbylé vzorky nafedime 10x. Nyni zaéneme nanaset
4ul na desticku. Prvni fadek u vSech gend bude slouZit pro kalibraéni kiivku. Kazdé jeji
fedéni sem naneseme v triplikatu. Pod kalibra¢ni kiivku naneseme vzorky v duplikatu
(v€etné¢ LD ke kterym expresi vztahujeme). Alespoil jednu jamku nechdme jako negativni
kontrolu a misto cDNA naneseme 4ul H,O. Pripravenou desticku umistime do specialniho

termocycleru pro RT-PCR a spustime program:
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e iniciace denaturace 94°C/2 min

e denaturace 94°C/30 s
e annealing (hybridizace) 58°C/35s } 39x
e elongace 72°C/45s

Po ukonceni PCR vysledky vyhodnotime dodavanym softwarem (Bio-Rad CFX Manager).

4.7. Pozorovani fertility a prezivani samci Pyrrhocoris apterus

V experimentu byla pozorovana délka pfezivani samcu, jejich plodnost a zjistovana
souvislost mezi témito hodnotami. Samci byli jednotlivé rozdéleni do Petriho misek v poctu
patnacti kust od kazdé pokusné skupiny. Po celou dobu jejich zivota jim byla kazdych sedm
dni ptfedkladana nova ctyfdenni samicka. Stard byla pfendana samostatné¢ do nové Petriho
misky a chovana tak dlouho, dokud se z jejich snusek lihli potomci. Snisky byly rovnéz
Vv intervalech sedmi dnii odd€lovany od samic, spocitany a nechdny c¢trnact dni lihnout.

Vylihl¢ larvy byly také spocitany. Cely pokus probihal v podminkéach dlouhého dne.

Pozorované skupiny:

e LD mated — normalni, nediapauzni samci

e CA mated — samci s odebranym corpus allatum
e Met mated — samci s RNAI proti genu Met

e Tai mated — samci s RNAI proti genu Tai

e Kr-hl mated — samci s RNAI proti genu Kr-h1

Soucasné s témito skupinami byli nezévisle chovani ve stejnych podminkéach kontrolni

samci, ke kterym samicky nebyly pfidavany, a byla pozorovana jen délka jejich zivota.

e LD virgin — normalni samci nediapauzni, nepafici se

e CA virgin — samci s odebranym corpus allatum, nepatici se

Vsichni samci byli kontrolovani kazdy druhy den a bylo zaznamendno datum jejich imrti.

4.8. Statistické metody
Vysledky pokust byly podle potieby zpracovany dle nasledujicich statistickych metod:
jednocestna analyza variance (ANOVA) + Tukey's multiple comparisons test, ANOVA +

Dunnett's multiple comparisons test, deskriptivni statistika, t-test, dvoucestna analyza

( )
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variance (two way ANOVA), analyza kiivky piezivani (Long-rank Mantel-Cox test) a

graficky zndzornény programem GraphPad Prism 6.
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5. Vysledky

5.1. Mnozstvi celkovych proteint v piridatnych zZlazach

Kalibrac¢ni krivka pro celkové

proteiny

1,2
% 08 /
206
S 0 P y = 0,00044x + 0,10255
30 R2=0,99755
< 0,2 7./’/

0

0 500 1000 1500 2000 2500
koncentrace proteint [pug/ml]

Obrazek 4: Kalibraéni kiivka albuminu pro vypocet celkovych proteinii

Upravenim rovnice kalibracni kiivky (obrazek 4) byla vypoctena hodnota mnoZstvi
proteind V jedné zlaze: x = (y — (0,10255)/0,00044)/8. Vysledné hodnoty byly statisticky
zpracovany a znazornény programem GraphPad Prism 6

Nejvyssi obsah celkovych proteinti obsahuji zlazy samct injikovanych dsRNA proti
genu Kr-hl sprimérnou hodnotou 52,36 pg proteinii na zlazu (obrazek 5). Nasleduji
nediapauzni LD samci, ktefi sice vykazuji signifikantni rozdil oproti Kr-hl, ov§em jen maly
(P < 0,05). Nejmensi obsah lze pozorovat u diapauznich SD samct s primérem 26,02
ung/zléza. Tento vysledek se signifikantné liS§i od vSech ostatnich skupin, viz tabulka ¢. 1.
Mnozstvi proteinit zbylych kategorii samcti se pohybuje uprostied téchto hodnot a

nevykazuje mezi sebou vyznamné rozdily.
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Tukey smultiple
] P hodnota Mira signifikance

comparisons test
LD vs. SD P <0,0001 ek
LD vs. Kr-hl P <0.05 *
LD vs. Tai P <0,0001 Fkk
LD vs. Met P <0,0001 falaiale
LD vs. CA P <0,0001 Fkk
SD vs. Kr-hl P <0,0001 Fkk
SD vs. Tai P <0.001 il
SD vs. Met P <0.001 il
SD vs. CA P <0,0001 Fkkk
Kr-hl vs. Tai P <0,0001 Fkxk
Kr-hl vs. Met P <0,0001 Fkxk
Kr-hl vs. CA P < 0,0001 falolale
Tai vs. Met P>0.05 ns
Tai vs. CA P>0.05 ns
Met vs. CA P>0.05 ns

Tabulka 1: Mira signifikance mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami

Proteiny pridatnych zlaz

[=2]
o
Q

F N
(3]

ug proteint/zlaza
w

\s’}px(‘ F P D

Obrazek 5: mnoZstvi proteinu v jedné piidatné Zlaze. Tai —n
= 18, median 35,46pg/ilaza, Met — n= 18, median
34,50pg/7laza, Kr-h1l — n = 21, median 52,90ug/71aza, CA — n
= 24, median 37,83pg/zlaza, SD - n = 31, median
26,05pg/zlaza, LD — n = 18, median 46,51pg/Zlaza. Analyza
jednocestna ANOVA + Tukey's test. Chybové usecky primér
+ SEM. Signifikantné odliSné hodnoty jsou odliSeny riaznymi
pismeny.
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V souvislosti se zménou mnozstvi vytvarenych proteinli, lze pozorovat i zménu
velikosti ptidatnych Zlaz, viz ilustraéni foto na obrazku 6. Zlazy jsou vyoperovany ¢trnact
dni starym samclm, obarveny neutralni Cerveni pro vytvofeni kontrastu a vyfoceny

v optickém mikroskopu pii zvétSeni 50x.

Tai

Obrazek 6: Pridatné Zlazy samcd Pyrrhocoris apterus étrndct dni starychZvétseni 50x

5.2. Zmény v mnoZstvi hexamernich proteinii v hemolymfé

Zasobni hexamerni proteiny, neboli hexameriny se u P. apterus pohybuji v oblasti
okolo 60 — 70 kDa (obrazek 7). Na prvni pohled jsou patrné rozdily v jejich mnozstvi mezi
jednotlivymi kategoriemi samcl. Jednoznaéné nejvyssi relativni kvantum hexamerind
vykazuji diapauzni samci (SD), nasledovani samci Met. Oproti tomu hemolymfa LD a Kr-h1l
samcl je na zasobni proteiny velmi chuda. S timto ptimo koreluje mira optické denzity (OD)
jednotlivych bandl na gelu. Obrazek 8 znazornuje graf optické denzity pro kazdy rozdéleny
proteinovy pruh zvlast. Sipky ukazuji na piky zkoumanych hexamerini. Né&které vzorky
(SD, Met, CA) maji piky dva, zatim co jiné (LD, Kr-hl, Tai) jen jeden. To by mohlo
znamenat, ze nedochédzi jen ke zméné kvantitativni, ale rovnéz 1 ke zmeéné ve sloZeni,

respektive v zastoupeni jednotlivych proteint.
!
80 - S

o0ty SR s Mu

CA SD LD Tai Kr-hl Met
knaﬁ

~

Obrazek 7: polyakrylamidovy gel se vzorky hemolymfy (2pul).
Hexamerni proteiny jsou pozorovatelné v oblasti 60 — 70 kDa.
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Obrazek 8: Piky optické denzity (OD) jednotlivych pruhi vzorki hemolymfy na gelu v poradi: CA, SD,
LD, Tai, Kr-h1, Met. Sipky ozna¢uji pik/y hexamernich proteini. Srafovana ¢ira znazoriuje OD 0,15.

V grafech A a B na obrazku 9 jsou vyneseny hodnoty optické denzity bandti na mm?,

Pii srovnéani vysledki s OD LD vzorkiti mizeme sledovat vétsi ¢i mensi miru signifikance u

vSech skupin, kromé Kr—h1, ktery neni signifikantn¢ rozdilny.

A B
Hladina optické denzity na mm? Hladina optické denzity na mm?
80 80-
*kkk - - L
70
60 -i'
o~ ™ Y. o 0"
£ 501 s _,:iL
g 404 .
(2
30 e X
(o) = _5.
20 ®e® s Yy B
10- Aaa e
0 T T T T T T
CA SD LD Tai Kr-h1 Met CA SD LD Tai Kr-h1 Met

Obrazek 9 : Graf A ukazuje miru optické denzity zasobnich, hexamernich proteini a miru
signifikance srovnavanou s OD LD samci (n = 7). Hladina OD: CA -median 22,63, SD —median
58,50, LD —median 13,02, Tai — median 26,38, Kr—h1 —median 18,46, Met —median 50, Graf B pracuje
S tymiZz hodnotami, ov§em znazornuje rozptyleni jednotlivych méfeni (n = 7). Analyza ANOVA +

Dunnett’s test. Chybové usecky priamér + SEM.
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5.3. Délka Zivota zkoumanych skupin samcu

Délka zivota paricich se samcu

100 .
|—,—|'L h‘—| — Tai mated
5 80- — Met mated
'8 —— Kr-h1 mated
‘© 604 — CA mated
g— LD mated
T 404
(0]
Q
]
& 20-
0 T T v T v T v T T T v T v T v 1
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Dny
50% mrtvych 75% mrtvych
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-

N
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Délka zivota neparicich se samcu
100+ .
— LD virgin
S 80- — CA virgin
2
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Obrazek 10: Horni graf: délka Zivota paficich se samcti uvadéna ve dnech (n = 16). LD — median 101,
CA — median 99, Kr-hl - mediian 89, Met — median 145, Tai — medidan 113. Pod nim vlevo histogram
krivek preZivani pii 50% mrtvych a 50% Zivych jedincich. Vpravo histogram kfivek p¥i 75% mrtvych
jedincich. Dolni graf: délka Zivota neparicich se kontrol uvadéna ve dnech (n = 15). LD virgin — median
82, CA virgin — median 97. Analyza k¥ivky pieZivani + Long-rank Mantel-Cox test.
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Pokus s longevitou samct skoncil velmi ptekvapive, protoze zadna skupina, kromé
Met, nevykazuje signifikantni rozdil v délce zivota (obrazek 10). Dokonce ani v porovnani
S neparicimi se kontrolami. Met jako jedind zaznamenala signifikantni nartst délky zivota ve
srovnani k ostatnim skupinam. Proti paticim se LD Samctim se longevita zvedla 0 43,6 % a
oproti nepaficim se LD kontroldm dokonce o 76,8%. CA péfici se samci by teoreticky méli
dosahovat stejného véku jako Met, ovSem v tomto pokusu se jejich vék 1isi o 46,5 %.
(vSechny procenta pocitany z medianu). Jak je mozné vidét na histogramech kiivek
pfezivani, od 50% mrtvych jedincii se zacind projevovat nami piedpokladany trend

longevity, i kdyZz rozdily v délce zivota mezi jednotlivymi skupinami byly o¢ekavany vyssi.

5.4. Fertilita samcta v pribéhu Zivota

Plodnost samcu v ¢ase

Tai mated

i B /N O wAY e U ) iet mated
= 50d o L AN e N AN Kr-h1 mated
g CA mated
% T P L i o A, o D LY L.D-mated
£ 30l NN oY s ———
S

.7 Y SOOI W 57, ASSPRRRIIN . OOO0 VST W TTTOOTOOs oo

stafi samcu [tydny]

Obrazek 11: graf znazornujici procento vylihlych larev v prvnich sniSkach samic u razné starych
samci. Analyza Two —way ANOVA: Row Factor — P <0,0001, Column Factor P< 0,0001

V grafu na obrazku 11 je vynesena zavislost procent vylihlych larev na stafi samct.
Podle ocekéavani je u vSech skupin patrny klesajici trend plodnosti s rostoucim vékem. Je
mozno rovnéz pozorovat signifikantni rozdily v délce plodného obdobi. Se zvySujicim se
gradientem lze samce dle obdobi plodnosti sefadit takto: CA < LD < Kr-hl < Tai < Met.

Jednoznacné nejlépe si stoji samecci Met, ktefi jsou plodni o celé Ctyfi tydny déle nez
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allatektomovani CA samci a procento lihnivosti jejich potomkid se velmi dlouho pohybuje
kolem nebo nad hranici 50%. Oproti tomu lihnivost CA piesahuje hranici 50% jen do patého

tydne staii a samecci jsou plodni ze vSech skupin nejkrat$i dobu — pouze Etrnact tydnt.

Variabilita lihnivosti v prvnich sntizkach samic

1001

®
o
1

% vylihlich larev

samicky

Priamérna hodnota poc¢tu snesenych vajec
1001

pocet nakladenych vajec

NOD NADH N9

R
p&p’@?
Samicky

Obrazek 12: Horni graf: procento vylihlych larev v prvni sniZce u
prvnich ti'i skupin samicek, paricich se se same¢ky dané kategorie
(n = 16 pro kazdy sloupec). Znizornéna hodnota SD (standard
deviation). Mediany — CA1 = 36,17, CA2 = 29,95, CA3 = 55,86,
LD1 =44,21, LD2 = 52, LD3 = 51,03, Metl = 62,79, Met2 = 62,75,
Met3 = 77, 40, Tail = 47,08, Tai 2= 73, 94, Tai3 = 67, 85, Kr — h1-1
= 32,52, Kr — h1-2 = 48, 41, Kr - hl1-3 =61,39. Dolni graf:
prumérna hodnota nakladenych vajec u stejnych samic. CAl = 54,
CA2 = 51,83, CA3 =59,06; LD1 = 64,14, LD2 = 50,23, LD3 = 58;
Metl = 60,1, Met2 = 47,4, Met3 = 47,78; Tail = 44,46 Tai2 = 43,14,
Tai3 = 57; Kr-hl-1 = 50,87, Kr-h1-2 = 64,28 kr-h1-3 = 58,42.
Analyza deskriptivni statistika.
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Lihnivost dosahovala maximéalnich hodnot v prvnich tfech reprodukénich tydnech a
V prvnich sntiSkach samic. Pro bliz§i pohled jsou procenta lihnivosti z tohoto obdobi
vynesena Vv grafu na obrazku 12. Velka smérodatnd odchylka je dana vysokou variabilitou
lihnuti vaji¢ek mezi sntiSkami jednotlivych samic téze skupiny. Pocet kladenych vajec se zda
byt samci neovlivnén.

Na obrazku 13 muzeme vidét maximalni dobu, po kterou skupiny samicek byly
schopné klast oplodnéna vajicka. Nejdéle sperma vydrZzelo sami¢kdm oplodnénym v prvnich
tydnech samcova zivota. S postupujicim casem kvalita spermatu klesd. Této tendenci
neodpovidaji pouze samiCky oplodnéné Tai samecky, které kladly oplodnéna vajicka

priblizn¢ stale stejnou dobu, a k neplodnosti doslo nahle pfi osmnactém pareni.
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Obrazek 13: Graf ukazujici maximalni pocet tydni, po které vydrZelo sami¢ckam po spareni sperma
k oplodnéni vaji¢ek. Jednotlivé sloupecky v kategoriich zastupuji skupinu sami¢ek p¥idavanou po
tydnu k sameckim. Cisla nad kategoriemi udavaji pocet skupin samic, které byly samecci schopni
oplodnit.

5.4.1. Priority samicek pri vybéru pohlavniho partnera

V tomto dodate¢ném pokusu byly zkoumany priority samicek pifi vybéru pohlavniho
partnera a mozné znevyhodnéni sameckti bez CA. Cervenym a bilym samikdm byli
piedlozeni intaktni a allatektomovani samecci jak bilé, tak ¢ervené barvy a bylo sledovano,

kterého z partneri si zvoli pro kopulaci.
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VétSina samicek dava prednost samclim Cervené barvy, bez ohledu zda podstoupili
odstranéni CA nebo ne (obrazek 14). Bilé zbarveni se zd4a byt neatraktivni. Na zakladé
tohoto zjisténi byl proveden dalsi pokus, kde allatektomovani a intaktni samecci byli
stejného fenotypu, odliSeni pouze malou barevnou znackou na thoraxu, tim se eliminoval

vliv zabarveni.
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Obrazek 14: priorita samicek pfi vybéru partnera pro pareni. (A) Obé skupiny samcii intaktni; bilé
sami¢ky — 10x ¢erveny partner, 8x bily partner; ¢ervené samic¢ky — 12x ¢erveny partner, 2x bily partner.
(B) Bili samecdci s odebranym corpus allatum; bilé sami¢ky — 9x Cerveny partner, 3x bily partner; ¢ervené
sami¢ky — 9x erveny partner, 3x bily partner. (C) Cervenym same¢kiim odebrino corpus allatum; bilé
sami¢ky — 6x Cerveny partner, 6x bily partner, ¢ervené sami¢ky — 9x ¢erveny partner, 2x bily partner.
(D) Celkovy pocet paricich se ¢ervenych a bilych same¢kii; bilé sami¢ky — 25x ¢erveny samecek, 15x bily
samecek, ¢ervené sami¢ky — 30x ¢erveny samecek, 7x bily samecek.

Samicky si svého partnera vybiraly vice méné ndhodn¢ a allatektomie na jejich volbu
neméla zadny signifikantni vliv (obrazek 15). Da se tedy usuzovat, Zze samecek bez CA neni

nikterak znevyhodnén a tudiz se tato skute¢nost neprojevi v reprodukéni tspésnosti.
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pocet spafeni intaktnich a allatektomovanych samecku
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Obrazek 15: preferovani sameéci pii pareni s Cervenymi
samicemi. Bili samecci bez CA = 11, bili samecci intaktni = 13;
¢erveni samecci bez CA = 15, Cerveni samecci intaktni = 18

5.5. Mira inhibice genu Met, Tai a Kr-hl

Expresi genu Tai se podafilo diky RNA interferenci snizit oproti kontrolnim LD
samcim na 9,76%, genu Met na 7,33% a genu Kr-h1 na 36,73% (obrazek 16). Procenta jsou
pocitana z primérmych hodnot exprese. V pokuse byla pouzita mRNA pouze z ptidatnych

zlaz samcu a jako srovndvaci gen byl pouzit gen pro ribosomalni protein 49 — rp49.

Exprese tai Exprese Kr-h1
0.8+ o 1.01
o 2
0.8+
< [
= 0.6+ 5
= < 0.6+
© —
0.4-
= X 4
0.2 0.2
B 0.0-
o0 LD Tai LD Kr-h1
gen gen

Exprese met
0.25+

Met/rp49

Met

gen

Obrazek 16: Mira exprese geni Tai, Kr—h1, Met po injikaci interferentni
dsRNA. Exprese Tai: primér LD = 0,4016, tai = 0,03919; exprese Kr-hl:
priumér LD = 0,6649, Kr—h1 = 0,2442; Exprese Met: pramér LD = 0,2008,
Met = 0,01471. Analyza t-test. Chybové usecky prumér + SEM.
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6. Diskuze

JH svym pleiotropnim uc¢inkem ovlivituje velké mnozstvi vyvojovych a
fyziologickych procesii. Dlouhodobé stojici otazkou je, jak jeden hormon muze vykonavat
tolik rozdilnych funkci (Wheeler a Nijhout 2003). Prvni svétlo do této problematiky vrha
receptor JH, ktery je nezbytny pro prevenci metamorfézy (Knopova a Jindra 2007,
Minakuchi et al. 2008, 2009; Knopova et al. 2011; Lozano a Bellés 2011), vitellogenezi,
vyvoji ovarii (Parthasarathy et al., 2010; Li et al., 2011 Zou et al. 2013; Smykal et al. 2013) a
diapauzni vs. reprodukéni reprogramaci stieva (Bajgar et al., 2013).

Met nalezi do rodiny bHLH-PAS proteind, které mezi sebou tvoii dimery (Godlewski
et al. 2006). V pfitomnosti juvenilniho hormonu interaguje Met S jinymi proteiny téze

rodiny, jako Tai, Cycle a Clock a spolu tvofi heterodimerni transkripéni faktory (Shin et al.,

Vv riiznych drahach ucinku juvenilniho hormonu Met pouziva ke své praci riizné partnery. U
imag P. apterus je pro stimulaci vittelogeneze nutny Tai (Smykal et al., 2014), naproti tomu
Cycle a Clock jsou nutné pro diapauzni vs. reprodukéni reprogramaci stieva (Bajgar et al.,
2013). Zda u larev Met pusobi prostiednictvim dimerizace s jinym partnerem napi. pii
aktivaci Kr-h1 neni doposud znamo (Smykal et al., 2014).

Ve své praci jsem testovala, zda geny Met a Tai jsou nutné pro G¢inek JH na nékteré
procesy u samcii P. apterus. Zaméfila jsem se na tfi parametry, o kterych je zndmo, Ze jsou
kontrolovany JH: (1) mnozstvi proteint v piidatnych zlazach (Yamamoto et al., 1988), (2)
mnozstvi hexamernich proteinti v hemolymfé (Sula et al. 1995) a (3) délka Zivota (Blazkova
et al., 2011; Buticova a Hodkova 2013). Vysledky suprese vySe zminénych genli pomoci
RNA interference LD samci S aktivnim CA jsem srovnala jednak s vysledky u diapauznich
samcu, jejichz CA je pfirozené neaktivni a jednak s vysledky u LD samct, kterym byl
odstranén zdroj JH allatekomii.

Injekce Met i Tai snizila podle o¢ekavani mnozstvi proteini v pfidatnych zlazach na
uroven allatektomovanych samct (obrazek 5). Naproti tomu vliv na hexamerni proteiny
vV hemolymf€ a piezivani se mezi Tai a Met kvantitativné lisil. Zatim co, hexamerni proteiny
byly po injekci dSRNA Tai zvySeny na uroven allatektomovanych samct, po injekci Met
dsRNA, bylo mnozstvi hexamerini témét stejné vysoké jako u diapauznich samcti (obrazek
9). Navic podle piki optické denzity a SDS PAGE (obrazek 8 a 7) se zda, ze pti diapauze a

po injekci SARNA Met dochazi k vyznamné akumulaci dvou proteint, zatim co po odstranéni

( )
1 4 )



CA ainjekci dsRNA Tai jen jednoho (obrazek 8). Dtivéjsi experimenty svédci o prodlouzeni
doby ptezivani allatektomovanych samcti i samic oproti kontroldm a také prodlouzeni zivota
u panenskych jedinci (Hodkova 2008; Hodkova a Tatar 2011; Blazkova et al., 2011).
V soucasnych pokusech jsem zjistila podobny efekt teprve po dosazeni medianu. Napiiklad
v 75% percentilu je praimérna délka zivota allatektomovanych samcti 0 20 dnli a maximalni
délka zivota o 44 dnl delsi nez u kontrolnich LD samct. Ktivka prezivani Tai dSRNA se
téméi presné shodovala s kiivkou pfezivani samcti bez CA. JeSt¢ podstatné vice byl
prodlouzen Zzivot samctm injikovanym Met dsRNA (obrazek 10). Kontrolni neparici se
skupiny allatektomovanych a intaktnich samct zily o poznani krat§i dobu, nez bylo
Vv prezivani (obrazek 10 dolni graf). Na viné je zfejmé piili§ mald pokusné skupina (n = 15),
u které se nestihl dostatecné projevit pfedpokladany trend. Pro ucinéni né¢jakého zavéru by
bylo piihodné tento pokus opakovat s mnohem vétsim poc¢tem reprezentujicich jedinci.

Vysledky naznacuji, ze Met i Tal jsou nutné pro funkci JH. Met navic brani vytvoreni
podminek, kdy mnozstvi hexamernich proteinti nebo délka Zivota jsou blize k diapauznim
nez k allatektomovanym sameckiim. Potlaceny Met vSak na druhou stranu nebrdni pareni,
kdezto diapauzni samci na samice téméi viibec nereaguji (Zd’arek 1968). Také sameéci
s extirpovanou jak pars intercerebralis (PI), tak CA se paii (Hodkova 1994). Uloha PI pfi
fizeni jinych parametrl nebyla zatim u samctl studovana, ale samice bez PI+CA Ziji déle nez
samice po pouh¢ allatektomii (Hodkova 2008; Hodkova a Tatar 2011). Neni vylouceno, ze
gen Met by mohl, krom¢ interakce s JH, ptsobit i ve spojeni s PI.

Met a Tai jsou potieba pro funkci JH i u samic P. apterus. Také zde ma injekce Met
dsRNA intenzivngjsi efekt nez injekce Tai. Projevuje se to pifedevSsim u syntézy
vitellogeninu. U samic injikovanych dsRNA Tai je potlaena syntéza vitellogeninu 1, ale
nikoli vitellogeninu 2 v tukovém télese, kdezto u samic injikovanych dsRNA Met je
potlacena syntéza obou téchto genti (Smykal et al., 2013). Stejné jako u samcii V této praci je
I U samic syntéza hexamernich proteinii v tukovém télese intenzivnéjsi po injekci Met nez
Tai (Smykal et al., 2013).

Kromé bHLH-PAS proteint, jsem se zaméfila na transkripéni faktor Kr-hl, ktery
pusobi bezprostiedné po JH/Met anti-metamor6zni draze u larev P. apterus. Kr-hl je zavisly
na JH a zmizi v poslednim larvalnim instaru, kdy dochazi k metamorfoze (Knopova et al.
2011). U dospélych P. apterus je silné redukovan allatektomii nebo diapauzou. Jeho uméla
redukce interferenci RNA neméla Zadny vliv na zrani ovarii a syntézu vitellogennich

proteint v tukovém télese (Smykal et al., 2013). Podobné jsem nezjistila zadny vliv Kr-h1l
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dsRNA na mnozstvi proteint v pfidatnych zlazach, hexamernich proteinii v hemolymf¢ ani
délku Zivota u dospé€lych LD samcu. Inhibice exprese genu Kr-hl (obrazek 16) byla slabsi
(36%) nez inhibice gent Met (7%) a Tai (9%), coz mohlo piispét k negativnimu vysledku.
Ackoliv nemohu vliv slabého zbytku Kr-hl zcela vyloudit, tato moznost se nezda pfilis
pravdépodobna.

Allatektomie ma jen maly vliv na pafici se aktivitu samcti P. apterus (Zdarek 1962;
Hodkova 1994; Blazkova et al., 2011). V triadach, kde byli kratkodobé pohromadé 1
cerveny samec, 1 bily samec a 1 samice (Cervena nebo bild) vzdy vitézili Cerveni samci
v rychlosti, se kterou se spafili, bez ohledu na to, zda méli vyjmuté CA nebo byli intaktni
(obrazek 14). Jestlize vSak oba samci byli Cerveni (nebo bili), byli pouze nepatrné
zvyhodnéni intaktni samci pted allatektomovanymi.

Pocet vajicek vykladenych samicemi nebyl pfili§ ovlivnén Zivotni historii samce
(CAex, Met, Tai, K-h1 dsRNA), se kterymi se pafily (obrazek 12, dolni graf). Ani procento
vylihlych larev se velmi nelisilo podle otct, kromé Met a Tai, u kterych bylo o néco vyssi.
Zda se, Ze pokud nékteré proteiny ptidatnych zlaz ovliviiuji lihnivost vajic¢ek, nejsou zavislé
na JH, stejné tak jako neni zavisla moZnost poceti potomstva. Neni vSak vylouceno, ze JH
otce ovliviiuje fitness potomkd v pozdé€jsich fazich zivota. Napiiklad u Drosophila
melanogaster bylo prokazano, ze jak fyzicky akt pafeni, tak vystaveni tekutin¢ obsahujici
proteiny ptidatnych zl4z, zvySuje fitness dcer (Priest et al. 2008).

Lze konstatovat, ze jak allatektomie, tak Met a Tai dSRNA snizuji mnozstvi proteinti
ptidatnych 714z, zvySuji mnozstvi hexamernich proteini v hemlymf¢ a prodluzuji Zivot
samcum P. apterus, pti¢emz suprese Met ma nejsilnéjsi vliv. Potlaceni genti Met a Tali

nemélo negativni vliv na fertilitu.
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7. Zavér

e Allatektomovani LD a diapauzni SD samci maji pfidatné zlazy s menSim mnozstvim
proteint a jejich hemolymfa obsahuje vys$i mnozstvi hexamernich proteini nez LD
samci. Ale u diapauznich jedinct jsou oba parametry ovlivnény mnohem silnéji nez u

samcu bez CA.

e Pomoci RNA interference (RNAI) se uspésné podaiilo umlcet expresi genti Met, Tai a
S 0 néco mensim ucinkem i Kr-hl, jejichz vliv na funkci juvenilniho hormonu jsem

studovala.

e Celkové mnozstvi proteini pfidatnych zlaz bylo u Met i Tai samct podobné jako u
allatektomovanych samcii, tedy niz§i nez u LD samc1, ale ne zas tak nizké, aby dosahlo
urovné diapauznich samcu. Po injekci Kr-hl se proteiny oproti LD samctim zvysily jen

nepatrné.

e Samcum skupiny Met se zvysilo mnozstvi hexamernich proteini v hemolymf€ téméf na
uroveni diapauznich samct.. Zatim co samcim Tai na uroven allatektomovanych samct.

Hemolymfa LD a Kr-h1 samct obsahuje jen malé mnozstvi hexamernich proteint.

e Samci injikovani dsRNA proti Met zili podstatné déle nez samci ostatnich skupin.
Rovnéz jejich plodné obdobi a procento oplodnénych vajicek bylo spisSe vyssi, tedy opak

neZ bychom ocekévali. U ostatnich skupin nebyl na lihnivost Zadny vyznamny vliv.

e Nebyl zadny vyznamny vliv allatektomie, Met, Tai a Kr-hl interference na pocet

vykladenych vajicek samicemi.

o Celkove lze uzaviit, ze Met a Tal jsou nutné pro funkci JH u samct Pyrrhocoris apterus.
Oproti oc¢ekavani allatektomie Met RNAI ani Tai RNAi neovliviluji negativné fertilitu.

Met ma jesté€ dalsi funkce, na JH nezévislé.
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