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I. Bevezetés és célkitiizések

Az utdédgondozéds a szocidlis viselkedés egyik legdsszetettebb
formaja. Definicio szerint ide tartozik minden olyan sziil6i jelleg,
amely noveli az utdd ratermettségét, €s feltételezhetden ezen funkcid
ellatasara alakult ki, illetve ez tartja fenn (Smiseth et al. 2012). Az
aktualis utddba torténd befektetés azonban csdkkenti az esélyét, hogy
a szilék tovabbi utodokba is tudjanak invesztalni (Trivers 1972).
Ennek kovetkeztében tobbféle evolucios stratégia alakult ki, melyek
alapjan az éldlényeket négy f6 csoportba oszthatjuk: utédgondozas
nélkiili, csak anyai utddgondozassal rendelkezd, csak apai
utdodgondozassal rendelkezd, valamint kétsziilés utdodgondozassal
rendelkezd ¢éldlények. A csoportokon beliili diverzitds az
utddgondozéas szintjében és idStartamaban nyilvanul meg. Az
evoluciobiologia egyik kiemelt célja feltarni az utdodgondozas
eredetét, valamint megérteni ezen viselkedés valtozatossaganak
hatterét (Clutton-Brock 1991). Az erre iranyuld vizsgalatok egyik
fontos eleme a proximalis mechanizmusok, koztik a genetikai és
fiziologiai folyamatok vizsgalata (Hofmann et al. 2014).

A rovarok kozott rendkiviil valtozatos forméakban jelenik meg az
utddgondozo viselkedés, a tojasok, illetve a fészek 6rzésétdl a kikeld
utddok  aktiv  ellatasaig.  Ennek  kovetkeztében — kivalo
és genetikai hatterének vizsgalata soran (Trumbo 2012). A rovarok
osztalyan beliil, ugyanugy, ahogy az eml6sok és a hiillok esetében, az
anyai utdodgondozés a legelterjedtebb, azonban taldlkozhatunk csak
apai utdodgondozassal is az atvaltozassal (hemimetabolia) fejlodo
fajok kozott, valamint kétsziilés utdodgondozassal, amely a teljes
atalakulassal (holometabolia) fejlodd rovarok esetében gyakoribb
(Gilbert & Manica 2015).

A rovarok utdédgondozasanak genetikai és hormondlis hattere
egyelére alul-kutatott tudomanyteriilet. Az eddig megjelent
tanulmanyok alapjan a juvenilis hormon kdzponti szerepet jatszik
ezen viselkedés szabalyozasaban, igy a vizsgalatok fokuszaban a
juvenilis hormon, valamint az azzal 6sszefiiggésben allo6 molekuldk
voltak, példaul ekdiszteroidok, allatosztatinok, biogén aminok és a
neuropeptidek (Trumbo 2002; Panaitof et al. 2016; Cunningham et
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al. 2016). A tanulmanyok jelentés részében a vizsgalt
modellszervezet a feketecsapi dogbogar (Nicrophorus vespillodes)
volt, melynél csak anyai, csak apai és kétsziilés utddgondozast is
megfigyelhetiink, igy  idealis alany az  utdédgondozas
valtozatossaganak megértéséhez. Az  evolucidbiologiadban a
komparativ vizsgéalatokhoz azonban nélkiilozhetetlen, hogy minél
tobb fajrol alljon rendelkezésiinkre informacio. Ezért doktori
képzésem soran egy 1j, kétsziilds utdédgondozassal rendelkezd
modellfaj vizsgélataval igyekeztem bdviteni e viselkedéssel és a
genetikai hatterével kapcsolatos informacioinkat.

A nagyfejii csajkd (Lethrus apterus Laxmann, 1770) az
alganéjtaro-félék (Geotrupidae) csalddjaba tartozik. Elterjedési
teriilete Magyarorszagtol a Don-kanyarig huzodik, preferalt éldhelyei
a sztyeppék (Kral et al. 2013). A nagyfejii csajko kizarolag
szaporodasi id6szakaban aktiv, amely iddjarastol fliggéen marcius
elejétdl junius elejéig tarthat. Ezen idészak soran az egyedek
ébredést kovetden parba allnak, majd a parok kozdsen kialakitjak
fold alatti fészkiiket. A fészek egy kozponti jaratbol és az abbol
elagazd kolt6jaratokbol all, melyek egy-egy bolcs6kamraban
végzbddnek (Schreiner 1906). Ezt kdvetden megindul az utddgondozo
idészak, mely sordn a sziilok kozott jol meghatarozott
munkamegosztas figyelhetd meg: a himek fiatal ndvényi hajtasokat
hordanak a fészekhez, melyeket a néstények a bolcs6kamrakban az
utédok szamara egyesével felhalmoznak. A himek emellett védik a
fészket a betolakodoktdl, legyen az kompetitor him vagy ragadozé
(Emich 1884; Schreiner 1906).

Megfigyeléseken alapuldé informacidink a nagyfejii csajko
életmenetérol  és  szaporodassal  kapcsolatos  viselkedésének
valtozasarol a XIX. szazad végérdl, illetve a XX. szazad elejérdl
szarmaznak. = Mivel a  viselkedésgenetikai  vizsgalatokhoz
nélkiilozhetetlen, hogy naprakész informdacio alljon rendelkezésre a
tanulmanyozott modellszervezetrdl, elsé szaml tanulmanyunkban (1.
tanulmany) egy természetes populicié szaporodasi idészaka
soran terepi megfigyeléseket  végeztink a  sziilok
munkamegosztasara vonatkozéan, majd a szaporodasi siker
becsléséhez a megfigyelt egyedek fészkeiben meghataroztuk az
egészséges, kifejlett és az elpusztult utodok aranyat.



Terepi megfigyelésinket kovetden megkezdtiik a nagyfejii csajko
utddgondozo viselkedésének genetikai vizsgalatait. A modern
eszkozokkel torténd viselkedésgenetikai vizsgalatokhoz
nélkiilozhetetlen, hogy a modellfaj genom szekvencidja
rendelkezésre alljon. Annak ellenére, hogy a bogarak rendkiviil
valtozatos szocialis és szaporodasi viselkedésiiknek koszonhetéen
kivalé alanyai lehetnének a szociogenetikai tanulmanyoknak, eddig
Osszesen alig tobb, mint egy tucat bogar genomot publikaltak
(Cunningham 2020). Ezek kozott olyan kiemelkedd fontossagu —
javarészt kartevo — fajok talalhatdak, mint a kukorica-kislisztbogar
(Tribolium  castaneum), ¢és a burgonyabogar (Leptinotarsa
decemlineata). A megjelent szekvencidk koziil azonban eddig csak
ketté utdodgondozassal, azon beliil is kétsziilés utoédgondozassal
rendelkez6 faj, a feketecsapti dogbogar és a szarvas tragyatiro
(Onthophagus  taurus) genomja  elérhetd. Kettes  szamu
tanulmanyunk (2. tanulmany) célja a nagyfejii csajké genom
szekvencidjanak meghatarozasa és funkcionalis annotacioja volt.
Ennek soran kiemelt figyelmet forditottunk a szaporodasi
viselkedéssel kapcsolatos gének azonositasara, melyek kivald
kiindulasi pontjai lehetnek az utédgondozés genetikai hatterének
vizsgalataban.

A kiilonbozé viselkedésformak genetikai, illetve hormonalis
hatterének vizsgalata gyakran csak néhany génnel kezddédik. A valos-
idejli kvantitativ PCR az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras,
mely hatékonyan képes megmérni alacsony szdmu célgén
expresszios szintjét (Radoni¢ et al. 2004). A mddszer egyik kritikus
1épése az adatok referencia génekkel torténd normalizalasa, mellyel a
folyamat soran felmeriild technikai hibdkat lehet kikiiszobolni
(Kozera & Rapacz 2013). A referencia gének altalaban haztartasi
gének koziil keriilnek ki, melyek az alapvetd sejtfenntartd funkcidkat
hivatottak ellatni, igy expresszidjuk viszonylag alland6. Harmas
szamu tanulmanyunkban (3. tanulmany) a nagyfeji csajkd genom
szekvencigjat felhasznalva olyan referencia géneket kerestiink,
melyeknek Kkifejezodésére sem a szezon, sem az ivar nincs
hatassal, mely géneket az utdédgondozas és a sziilék kdozotti
munkamegosztds genetikai hatterének vizsgalata sordn tudunk
alkalmazni.



A genom szekvencia és a validalt referencia gének birtokaban az
utddgondozod viselkedés genetikai hatterének vizsgalatit egy
neuropeptid, az inotocin génexpresszios analizisével kezdtiink meg,
amely a rovarokban megtalalhaté oxitocin/vazopresszin ortolog. E
neuropeptidcsalad tagjai szamos allatcsoportban megtalalhatoak,
koztiik a fonalférgekben, a rovarokban, valamint a gerincesekben
(Beets et al. 2013). Az ide sorolhatdo peptidek tobb funkcioja
konzervalt az allatvilagban, melyek koziil a legtobbet vizsgalt a
vizhaztartasban (Hanoune 2010) és az utdodgondozas, valamint a
szocialis kapcsolatok szabalyozasaban betoltott szerepiik (Donaldson
& Young 2008). Az inotocin vizhaztartasban betdltott funkciojat
eddig szamos fajban vizsgaltdk (Muratspahi¢ et al. 2020). Emellett
azonban érdekes kérdés lehet, hogy az inotocin vajon részt vesz-e a
rovarok szocialis, azon beliil is utdodgondozd viselkedésének
szabalyozasaban. Az allatviligban megfigyelhetd konzervalt
funkciok alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a nagyfeji
csajkoban az inotocin szerepet jatszhat a vizhaztartasban, illetve az
utdodgondozo viselkedés, és a sziilok kozotti munkamegosztas
szabalyozasaban. Ezért négyes szaml tanulmanyunkban (4.
tanulmany) az inotocin és az  inotocin  receptor
génexpresszidjanak valtozasat vizsgaltuk alacsony paratartalom
mellett, valamint a szaporodasi idészak soran és az ivarok kozott.
Azt vartuk, hogy ha az inotocin részt vesz a vizhaztartas
szabalyozasaban, a szaraz kornyezetnek kitett és a kontroll egyedek
génexpresszioja kozott kiilonbséget fogunk talalni. Ezen felil,
amennyiben ez a peptid kozrejatszik az utdédgondozas
szabalyozédsaban, a gének expresszidja szezonalis valtozast, valamint
az ivarok kozott eltérést fog mutatni a munkamegosztasnak
megfelelden.

I1. Anyagok és mddszerek

1. tanulmany A nagyfejii csajkd szaporodasi idGszakaban
egyedi jeloléssel lattunk el himeket és ndstényeket. Ezt
kovetden rogzitettiik a szezon soran, ha egy jelolt egyedet
levélgytiijtés kdzben lattunk. A szezon utan, amikor az utdédok



mar teljesen kifejlodtek, kiastuk a levélhordas kozben
feljegyzett egyedek fészkeit, €s megszamoltuk az utédokat.

2. tanulmany A genom szekvencidjanak meghatarozasa
érdekében hat him és hat ndstény egyedbdl torizom mintat
vettiink. DNS kivonast kdvetéen uj-generacids szekvenalas
segitségével hataroztuk meg a nagyfejli csajké genomjat. Az
Osszeszerelt genomban  strukturalis  annotdcid  soran
azonositottuk a gének szerkezetét, majd mas fajok génjeivel
mutatott homolodgia alapjan funkciojukat is. A funkcionalis
annotacio soran kiemelt figyelmet forditottunk azokra a
génekre és géncsaladokra, amelyek mas rovarokban szerepet
jatszanak a szaporodasi viselkedés szabalyozasaban. Végiil
filogenetikai analizist végeztiink olyan fehérje kodold ortolog
gének segitségével, melyek az eddig publikalt minden bogar
genomban megtalalhatoak.

3. tanulmany A nagyfejli csajkd szaporodasi idészaka soran
tobb alkalommal fej €s tor mintat vettiink egyenlé szamu him
¢s nostény egyedbol. RNS izolalast kovetden reverz
transzkripci6  soran cDNS-re  forditottuk az mRNS
molekuldkat. A genom szekvenciaban azonositott 11 haztartasi
gén expresszidjanak stabilitdsat valos-idejii kvantitativ PCR
segitségével vizsgaltuk. A megfeleld referencia géneket oOt,
kiilonbdz6  algoritmust haszndlé szoftver konszenzus
eredményei alapjan valasztottuk ki.

4. tanulmany Az utédgondozo periddusban egy alkalommal
kisérletet végeztiink, mely soran egyenld szdmu himet és
néstényt alacsony paratartalomnak tettiink ki négy oOran at,
majd fejmintat vettiink ezekb6l és nem kezelt (kontroll)
egyedekb6l is. A szaporodasi iddészak alatt terepi
megfigyeléseket végeztiink, melyek sordn vonal transzekt
mentén feljegyeztiink minden észlelt egyedet és az aktualis
tevékenységét. Ezzel parhuzamosan a szezonban egyenletesen
elosztott alkalmakkor fejmintat vettiink egyenld szamt himbdl
és ndsténybol. A gylijtott fejmintakban az inotocin, az inotocin
receptor, ¢€s az elézbleg kivalasztott két referencia gén
expressziojat a 3. tanulmanyban leirt médon mértik meg. A



kisérlet, a szezon és az ivar génexpresszidra gyakorolt hatasat
kevert modellek segitségével vizsgaltuk.

I11. Eredmények

1. tanulmany Megfigyeléseink alapjan a levélhordo jelolt
egyedek tobbsége ndstény volt, és csak nagyon kis aranyban
him. A kiésott fészkek koziil, a ndstényekében egy elpusztult
utodtol eltekintve csak egészséges, kifejlett utddokat talaltunk,
mig a himek fészkei csak halott larvakat tartalmaztak.

2. tanulmany Az Osszeszerelt genom fragmentalt, szamos
kontigbol épiil fel, azonban a fejlett szarnyas rovarokra
(Endopterygota) jellemz0 ,,core” ortolog gének jelentds részét
teljes hosszukban tartalmazza. A nagyfeji csajké genom
statisztikai paraméterei alapjan a jo6 mindségli nyers genomok
kozé sorolhaté. A kontigok egy csoportjanak lefedettsége
elmaradt a genom tobbi részétdl. A him és ndstény mintakat
kiilon megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy ez a lefedettségbeli
kiilonbség csak a him mintdkban talalhatdo meg, 1:2 ardnyban,
amely alapjan feltételezhetjiik, hogy ezen szekvencidk ivari
kromoszoman helyezkednek el. A nagyfejii csajké tehat
valészinlileg XY vagy X0 ivarmeghatirozasi rendszerrel
rendelkezik. Funkcionalis annotacionk soran tobb, mint 20.000
fehérje kodoldo gént azonositottunk, melyek kozott a
szaporodasi viselkedéssel kapcsolatos gének €s géncsaladok is
szerepeltek. E géncsaladok koziil az illatanyag- és a feromon-
megkotd fehérjék szama joval alacsonyabb volt, mint az
Osszehasonlitas alapjaul szolgald tobbi bogarfaj genomjaban.
A filogenetikai analizis alapjan a nagyfejii csajko és a szarvas
tragyaturé monofiletikus egységet alkotnak a feketecsapu
dogbogarral, mely harom faj kétsziilds utédgondozassal
rendelkezik.

3. tanulmany A nagyfeji  csajk6  utédgondozasanak
genetikai vizsgalatdhoz két referencia gén alkalmazasa
optimalis. Ezen két gén a fej mintdk esetében a riboszomalis
fehérje L7A és RP18, mig a tor mintdkban a riboszomalis



protein L7A és RP4. Csak a ndstény mintakat vizsgalva a
fejben ¢€s a torban is az RP18 és az L7A alkalmazasa javasolt.
Him egyedek esetében a fej mintakban a riboszomalis fehérje
S8 és L7A, mig a tor mintdkban az L7A és az elongacios
faktor 2 (EF2) az idealis génpar.

4. tanulmany Eredményeink alapjan az alacsony
paratartalomnak nem volt hatdsa sem az inotocin, sem
receptoranak génexpresszidjara a négy oras kezelési id6 alatt.
A kisérlet soran az inotocin expresszioja a ndstényekben, mig
az inotocin receptoré a himekben volt magasabb, azonban
mindkét esetben csak marginalis 0sszefiiggést tapasztaltunk. A
terepi megfigyeléseink soran a szaporodasi iddszak els6
felében inkabb himeket, a masodik felében inkabb ndstényeket
figyeltink meg. A levélhordds a szezon elején nagyjabol
kiegyensulyozott volt a himek és a ndstények kozott, a szezon
masodik felében azonban a néstények esetében jelentOsen
megnétt a gyakorisaga, kiilondsen a pillangds viraguak
gytjtése, mely az utddgondozo idészak kezdetére utal. Sem az
inotocin, sem receptoranak expresszidjaban nem talaltunk
kiilonbséget az ivarok kozott, azonban mindkét gén
kifejezodésében hasonlé novekedést tapasztaltunk a szezon
soran, mint a levélhordasban: az utdodgondozéd idGszakban
magasabban expresszalodtak, mint a szaporodasi idészak
elején.

IV. Kovetkeztetések

Megfigyeléseink alapjan a nagyfejli csajkd sziilok kozotti
munkamegosztasa a korabban megfigyeltekhez képest megvaltozott:
a himek helyett a ndstények gytijtik a leveleket az utodok szamara (1.
tanulmany). Ez a viselkedési mintdzat mas populaciokban, illetve
mas ¢években is kdvetkezetes volt, igy feltételezhetjiik, hogy allando
rendszerként van jelen. A nagyfejii csajkdo 100-150 évvel ezelott
kartevonek szamitott, kiilondsen a sz6l6sokben (Emich 1884). Mara
azonban a nagyilizemi gazdalkodas kdovetkeztében jelentésen
lecsokkent, fragmentalttd valt az elterjedési teriilete. Egy 2017-es
tanulmanyban pozitiv korrelacidt taldltak a csajko fészekdrzo



viselkedése €és a populacié siirliségének vagy him ivararanyanak
novekedése kozott (Rosa et al. 2017). Ez az 6rz6 viselkedés mind
Emich (1884), mind Schreiner (1906) leirasaban megjelenik, azzal a
megfigyeléssel egylitt, hogy a ndstények atvehetik a him levélhordo
szerepét, ha az valamilyen modon eltiinik. Ezen informaciok alapjan
nem kizart, hogy az elterjedési teriiletek sztikiilésével a populaciok
valamilyen strukturdlis valtozason mentek keresztiil, amelynek
kovetkeztében a himek tobb energiat fektetnek a fészkek védelmébe,
igy a szaporodasi siker biztositdsaba, mig a ndstények atvettek a
levélgyiijto feladatot.

A nagyfejii csajké utdédgondozédsanak genetikai vizsgalatdhoz elsd
1épéseként meghataroztuk a genom szekvenciajat, és a benne kodolt
géneket (2. tanulmany). Ezen informaciok kulcsfontossaguak a
génexpresszios vizsgalatokhoz, példaul a transzkriptom analizishez,
melynek sordn a hasonld expresszids mintdzatot mutatd gének
azonositasaval meghatarozhatjuk az utddgondozasban szerepet jatszo
molekulakat ¢és jelatviteli utvonalakat. A genom funkcionalis
annotacidja soran génredukciot talaltunk az illatanyag- és a feromon-
megkotd fehérjéket kodold géncsaladokban, melyek a kornyezeti
szignalok feldolgozasaban jatszanak szerepet. Figyelembe véve a
nagyfejii csajko sziilok fejlett munkamegosztasat, mely soran
nélkiilozhetetlen, hogy a parok tagjai felismerjék egymast, illetve az
utédgondoz6 iddszakban a pillangds viragu hajtasok iranyaban
mutatott preferenciat, ez egy rendkiviil érdekes eredmény. Ez a
génredukcid a késébbiekben a szocidlis kapcsolatok fenntartasanak
vizsgalataban fontos kiindulasi alapként szolgalhat.

A génexpresszios vizsgalatok egyik gyakran alkalmazott
modszere a valos-idejii kvantitativ PCR, melynek fontos 1épése a
referencia génekkel torténé normalizalas. A nagyfejii csajko genom
szekvencidjaban azonositottunk 11 haztartasi gént, melyek koziil két
riboszomalis fehérje fejezodott ki az altalunk vizsgalt koriilmények
kozott (a szezon soran €s az ivarok kozott) a legstabilabban (3.
tanulmany). A riboszomalis proteinek a transzlacioban jatszanak
esszencialis szerepet, igy termelddésiikre folyamatosan sziikség van.
Ennek kovetkeztében ezek a leggyakrabban hasznalt referencia
gének kozé tartoznak. Az altalunk azonositott referencia gének a
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nagyfejii  csajko utddgondozd viselkedését szabalyozd gének
vizsgalatanak alapvet6 elemei.

A genom szekvencia €s a validalt referencia gének segitségével
megvizsgaltuk a rovar oxitocin/vazopresszin ortoldég, az inotocin,
valamint receptoranak génexpresszidjat (4. tanulmany). Egyik gén
kifejez0dése sem  mutatott  Osszefliggést a  paratartalom
manipulalasaval, mely arra utal, hogy az inotocin nem jatszik
szerepet a nagyfejii csajko felnétt egyedeinek vizhaztartasdban. Mind
az inotocin, mind receptoranak génexpresszidja novekedett a szezon
elorehaladtaval, azonban egyik gén sem mutatott ivarok kozott
eltérést. Ezen eredmények alapjan az inotocin feltehetéen hasonlo
funkciét tolt be a himekben és a ndéstényekben. Megfigyeléseink
alapjan a szezon masodik felében a ndstények altal gyiijtott levelek
nagy hanyada pillangds viragt hajtas volt, amely valoszintileg az
utodok szdmara a megfeleld nitrogénforras biztositasdhoz sziikséges,
igy a levél-, azon beliil is a pillangds viragu gyijtés gyakorisaganak
novekedése kitind indikatora az utédgondozo idészak kezdetének.
Figyelembe véve az expresszios mintazatok viselkedésbeli
valtozasokkal mutatott hasonlosagat, az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az inotocin szerepet jatszhat az utdédgondozas,
vagy valamely azzal kapcsolatos viselkedésforma szabalyozéasaban,
példaul a sziilok kozotti kapcsolat fenntartdsaban. Mivel a
vizsgalataink természetes populacioban torténtek, igy azonban az
sem kizart, hogy eredményeinkre hatassal voltak az egyedeket érd
abiotikus tényezOk, mint a tavasz sordn egyre emelkedd
atlaghdmérséklet.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy disszertdciomban négy
olyan esettanulmanyt mutatok be, melyek a nagyfejii csajkot
modellszervezetként  hasznalva  segithetnek  megérteni az
utddgondozas evolucios hatterét. A leirt eredmények kivalo
kiindulasi alapot jelentenek nem csupan az utdédgondozast
szabalyozo gének és hormonok azonositasahoz, de a sziilok kozotti
munkamegosztast befolyasolod kornyezeti tényezok feltarasahoz is.
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L. Introduction and objectives

Parental care is one of the most complex forms of social behaviour.
By definition, it includes ‘any parental trait that enhances the fitness
of a parent’s offspring, and that is likely to have originated and/or to
be currently maintained for this function’ (Smiseth et al. 2012).
Investment in the current offspring, however, reduces the chances to
invest in further offspring (Trivers 1972). As a consequence, several
evolutionary strategies have emerged, based on which organisms can
be categorised into four main groups: organisms with no care, female
only care, male only care and biparental care. Diversity within
groups occurs in the level and duration of parental care. One of the
major goals of evolutionary biology is to uncover the origins of
parental care, besides, to understand the background of the diversity
observed within this behaviour (Clutton-Brock 1991). An important
aspect of this endeavour is the study of proximal mechanisms,
including genetic and physiological processes (Hofmann et al. 2014).

There is a wide variety of reproductive behaviour among insects,
from egg and nest attendance to well-coordinated system for active
offspring provision. Therefore, insect species can serve as
outstanding model organisms for investigating the evolution and
genetic background of parental care (Trumbo 2012). As in mammals
and reptiles, female only care is the most common type of parental
care among insects, however, male only care can also be found in
species that evolve through hemimetabolism, additionally, biparental
care occurs as well, mainly in holometabolan species (Gilbert &
Manica 2015).

Genetic and hormonal background of insect reproduction is still
an under-studied research area. Studies published to date suggest that
juvenile hormone plays a central role in regulation of this behaviour,
therefore, researchers have focused on the investigation of juvenile
hormone and related molecules such as ecdysteroids, allatostatin,
biogenic amines and neuropeptides (Trumbo 2002; Panaitof et al.
2016; Cunningham et al. 2016). In the majority of studies, the model
organism was the burying beetle Nicrophorus vespillodes which has
female only, male only and biparental care, making it an ideal subject
for understanding variation in parental care. However, in
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evolutionary biology, it is essential to have information about as
many species as possible for comparative studies. For this purpose,
during my PhD, I was studying a new model species which has
biparental care to expand our knowledge of this behaviour and its
genetic background.

Lethrus apterus (Laxmann, 1770) belongs to the family
Geotrupidae. Its distribution ranges from Hungary to the river Don
where it prefers grassland habitats (Kral et al. 2013). This species is
active only during its breeding season, which lasts from early March
to early June, depending on the weather. During this period,
individuals first search for mates, which is followed by building their
underground nests together. The nest consists of a main channel with
chambers branching from it each of them ending in one brood cell
(Schreiner 1906). After this, parental care period begins during
which a well-defined division of labour between the parents can be
observed: males carry fresh plant leaves to the nest then females
form a ball from these leaves into each brood cell. The males also
protect the nest from intruders, being it a competitive male or
predator (Emich 1884; Schreiner 1906).

The observational information on the life history and changes in
reproductive behaviour of L. apterus dates from the late 19th and
early 20th centuries. Since up-to-date information on the model
organisms studied is essential for behaviour genetic studies, in our
first study (Study 1) we made field observations on the division of
labour between parents during the breeding season of a natural
population, in addition, we determined the proportion of healthy
adult and dead offspring in the nests of the observed individuals to
estimate reproductive success.

Following our field observations, we began investigating the
genetic background of the parental care of L. apterus. For behaviour
genetic studies using modern tools, it is essential that the genome
sequence of the model species is available. Despite the fact that
beetles can be excellent subjects for sociogenetic studies due to their
highly diverse social and reproductive behaviour, only a little more
than a dozen beetle genomes have been published so far
(Cunningham 2020). These include — primarily pest — species of
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outstanding importance such as the red flour beetle (Tribolium
castaneum) and the Colorado potato beetle (Leptinotarsa
decemlineata). However, of the published sequences, the genomes of
only two parental, specifically, biparental species, the burying beetle
N. vespilloides and the taurus scarab beetle (Onthophagus taurus),
are available. Therefore, the aim of our second study (Study 2) was
to sequence and functionally annotate the genome of L. apterus.
During the latter process, we paid particular attention to genes
related to reproductive behaviour which can serve as excellent
starting point for examining the genetic background of parental care.

Investigating the genetic or hormonal background of different
behaviours often starts with only a few genes. Real-time quantitative
PCR is one of the most commonly used techniques that can
efficiently measure the expression levels of a small number of target
genes (Radoni¢ et al. 2004). A critical step in the method is the
normalisation of the data with reference genes to eliminate technical
errors occurring during the process (Kozera & Rapacz 2013).
Reference genes are usually selected from housekeeping genes which
are responsible for basic cell maintenance functions thus their
expression is relatively constant. In our third study (Study 3), we
used the genome sequence of L. apterus to search for reference
genes whose expression is not influenced by the season or sex,
therefore can be used to investigate the genetic background of
parental care and the division of labour between parents.

With the genome sequence and the validated reference genes, we
began our investigation on the genetic background of parental care
by analysing the gene expression of the insect oxytocin/vasopressin
ortholog, inotocin. Members of this neuropeptide family are found in
many animal taxa, including nematodes, insects and vertebrates
(Beets et al. 2013). Several functions of these peptides are conserved
in the animal kingdom, the most studied of which are their roles in
water maintenance (Hanoune 2010) and in the regulation of parental
care and social relationships (Donaldson & Young 2008). The role of
inotocin in water balance has been investigated in several species
(Muratspahi¢ et al. 2020). In addition, however, it may be an
intriguing question whether inotocin is involved in the regulation of
insect social behaviour, including parental care. Based on the
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conserved functions in the animal kingdom, we hypothesized that
inotocin may play a role in water maintenance in L. apterus and in
the regulation of parental care behaviour and division of labour
between parents. Therefore, in our fourth study (Study 4), we
investigated the changes in gene expression of inotocin and
inotocin receptor under low humidity, during the breeding
season and between sexes. We expected that if inotocin is involved
in the regulation of water maintenance, we would find a difference in
gene expression between individuals exposed to desiccation and
control individuals. Furthermore, if this peptide is involved in the
regulation of parental care, gene expression would show seasonal
variation and difference between sexes according to the division of
labour.

II. Materials and methods

Study 1 In the active season of L. apterus, males and females
were individually marked. Leaf collection events performed
by the marked individuals were recorded during the breeding
period. After the season, when the offspring were fully
developed, we excavated the nests of individuals observed
during leaf collection and counted the offspring.

Study 2 In order to determine the genome sequence, thorax
muscle samples from six males and six females were
collected. After DNA extraction, the genome of L. apterus was
determined using next-generation sequencing. Structural
annotation of the assembled genome was used to identify the
structure of genes which was followed by determination of
their function based on homology with genes from other
species. During functional annotation, special attention was
paid on genes and gene families which are involved in the
regulation of reproductive behaviour in other insects. Finally,
we performed phylogenetic analysis using orthologous
protein-coding genes those are present in all beetle genomes
published to date.

20



Study 3 During the breeding season of L. apterus, head and
thorax samples were taken several times from equal numbers
of male and female individuals. After RNA isolation, mRNA
molecules were reverse transcribed to cDNA. Expression
levels of 11 housekeeping genes identified in the genome
sequence were measured by real-time quantitative PCR.
Suitable reference genes were selected based on consensus
results from five methods using different algorithms.

Study 4 During the parental care period, an experiment was
conducted in which equal numbers of males and females were
exposed to low humidity for four hours, after which head
samples were taken from both the treated and untreated
(control) individuals. During the breeding period, we
performed field observations, recording all individuals
observed and their current activity along a line transect. In
parallel, head samples were taken from equal numbers of
males and females at evenly distributed times throughout the
season. In the collected head samples, the expression of
inotocin, inotocin receptor, and the two previously selected
reference genes were measured with the same method as
described in Study 3. The effects of treatment, season and sex
on gene expression levels were investigated using mixed
models.

I11. Results

Study 1 Based on our observations, the majority of the leaf
collecting marked individuals were females, and only a very
small proportion were males. Of the nests excavated, females’
contained only healthy adult offspring, except for one dead
larva, while male nests contained only dead larvae.

Study 2 Albeit the assembled genome is fragmented,
consisting of many contigs, it contains in full length a
significant proportion of the core orthologous genes typical for
species in the group Endopterygota. Considering the statistical
parameters of the genome of L. apterus, it can be classified as
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a high quality draft genome. We found a group of contigs
which had lower coverage than the rest of the genome.
Examining male and female samples separately revealed that
this difference in coverage was only found in male samples,
with a 1:2 ratio, suggesting that these sequences are located on
a sex chromosome. Thus, L. apterus is likely to have XY or
X0 sex determination system. Our functional annotation
identified more than 20,000 protein-coding genes, including
genes and gene families related to reproductive behaviour.
Among these gene families, the number of odorant- and
pheromone-binding proteins found was much lower than in the
genomes of other beetle species used for comparison. Based
on the phylogenetic analysis, L. apterus and the taurus scarab
beetle form a monophyletic unit with the burying beetle M.
vespilloides which three species have biparental care.

Study 3 For genetic investigation of parental care in L.
apterus, the use of two reference genes is optimal. These two
genes are the ribosomal proteins L7A and RP18 for head
samples and the ribosomal proteins L7A and RP4 for thorax
samples regardless of the sex. Considering only females, the
use of ribosomal proteins RP18 and L7A is recommended both
for head and thorax samples. For males, ribosomal proteins S8
and L7A in head samples and L7A and elongation factor 2
(EF2) in thorax samples are the ideal gene pairs.

Study 4 Our results showed that low humidity had no effect
on the gene expression of either inotocin or its receptor during
the four-hour treatment period. After the experiment, inotocin
expression was higher in females, and inotocin receptor
expression was higher in males, however, only marginal
correlations were observed in both cases. During our field
observations, more males were recorded in the first half of the
breeding period, whereas in the second half of it, females
tended to be more active. Leaf collection was roughly
balanced between males and females at the beginning of the
season, however, in the second half of the season the
frequency of leaf collection increased significantly for
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females, especially the collection of legume species, indicating
the beginning of the parental care period. No difference was
found in the expression of either inotocin or its receptor
between sexes, nonetheless, similar increase in the expression
of both genes were observed during the season as in leaf
collection: expression levels were higher in the parental care
period than at the beginning of the reproductive season.

IV. Conclusions

Our observations suggest that the division of labour between the
parents of L. apterus has changed from what was previously
observed: females replaced males in the collection of leaves for
offspring (Study 1). This behavioural pattern was consistent in other
populations and in other years, hence we can assume that it is a
stable system. L. apterus was considered as a pest 100-150 years
ago, especially in vineyards (Emich 1884). Since then, however, its
distribution has been significantly reduced and became fragmented
due to the intense agriculture. In a study from 2017, positive
correlation was found between the nesting guarding behaviour of L.
apterus and the increase of population density or male sex ratio
(Rosa et al. 2017). This guarding behaviour appears in both Emich's
(1884) and Schreiner's (1906) descriptions, along with the
observation that females can also accomplish leaf collection if the
male is somehow lost. On the basis of these information, a possible
explanation can be that with the narrowing habitats, populations have
undergone some structural change which resulted in males investing
more energy in nest attendance to ensure reproductive success, while
females have taken over the leaf collecting role.

As a first step for investigation the genetic background of parental
care in L. apterus, we determined the sequence of the genome and
the genes encoded in it (Study 2). This information is crucial for
gene expression studies, such as transcriptome analysis, which can
identify molecules and signalling pathways involved in offspring
care by identifying genes with similar expression patterns.
Functional annotation of the genome has revealed gene reductions in
gene families encoding odorant- and pheromone-binding proteins
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which are involved in processing of environmental signals.
Considering the well-developed division of labour between L.
apterus parents, where it is essential for mates to recognize each
other, together with the preference for legume leaves during the
parental care period, this is an intriguing result. This gene reduction
may serve as an important baseline for future studies on the
maintenance of social relationships in this species.

A commonly used method for gene expression analysis is real-
time quantitative PCR, with an important step being normalisation
with reference genes. We identified 11 housekeeping genes in the
genome sequence of L. apterus, from which two ribosomal proteins
were the most stably expressed under the conditions studied, i.e.,
during the season and between sexes (Study 3). Ribosomal proteins
play an essential role in translation, therefore, their production is
constantly required. As a consequence, they are among the most
commonly used reference genes. The reference genes that we have
identified are essential components of investigation of genes
regulating parental care behaviour in L. apterus.

Based on the genome sequence and the validated reference genes,
we were able to investigate the gene expression of the insect
oxytocin/vasopressin ortholog, inotocin, and its receptor (Study 4).
The expression of neither gene showed correlation with humidity
manipulation, suggesting that inotocin may not play a role in water
maintenance in adult L. apterus. Nevertheless, gene expression of
both inotocin and its receptor increased with the season, however,
neither gene showed any difference between sexes. These results
suggest that inotocin may have similar functions in males and
females. Based on our observations, a large proportion of the leaves
collected by females in the second half of the season belonged to
legume species, which are probably necessary to provide an adequate
nitrogen source for the offspring. Consequently, an increase in the
frequency of leaf collection, especially legume leaves, is an excellent
indicator of the beginning of the parental care period. Considering
the similarity found between the gene expression patterns and the
behavioural changes, results suggest that inotocin may play a role in
the regulation of parental care or a related behaviour, such as
maintaining the relationship between parents. However, as our
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studies were carried out in a natural population, it is also possible
that our results were influenced by abiotic factors affecting the
individuals, such as the increasing average temperature during
spring.

In conclusion, I present four case studies in my thesis using L.
apterus as a model organism to contribute to understanding the
evolutionary background of parental care. The presented results
provide an excellent starting point not only for identifying the genes
and hormones that regulate parental care, but also for exploring the
environmental factors that influence the division of labour between
parents.
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