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Anotace:

Spodoptera littoralis (Boisd.) larvae were fed potato leaves of the variety Newleaf
Superior (NLS) that expresses Bacillus thuringiensis toxin Cry3Aa and is therefore
resistant to the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata (Say). The leaf
content of Cry3Aa was determined by ELISA. Control larvae received leaves of the
nearly isogenic but nontransgenic potato variety Superior. The developmental rate,
mortality, weight of prepupa or pupa, female fecundity, and the egg hatchability of
S. littoralis were independent of the potato type. The results suggest that Cry 3Aa toxin
in the potatoe leaves has no negative effect on the development of caterpillars that

consume them.

Housenky Spodoptera littoralis (Boisd.) byly krmeny listy dvou témér izogennich
kultivard brambor, Superior a Newleaf Superior (NLS). Kultivar NLS je v8ak geneticky
modifikovan a exprimuje toxin Cry3Aa, ktery pochazi z Bacillus thuringiensis a chrani
brambor proti mandelince bramborové, Leptinotarsa decemlineata (Say). Obsah toxinu
v rostlinach byl sledovan pomoci metody ELISA. Rychlost vyvoje, umrtnost, vahovy
rist, plodnost samiCek a lihnivost vaji€ek nebyly u S. littoralis ovlivnény kultivarem.
Z vysledkua vyplyva, ze pfFitomnost toxinu Cry3Aa v listech brambor neméa negativni vliv

na vyvoj housenek, které se jimi Zivi.



Tato prace byla financovana z grantu GA CR 522/06/1591.

Prohlasuji, ze jsem predlozenou praci vypracovala samostatne,

s pouzitim vlastnich dat a citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v plathém
znéni souhlasim se zvefejnénim sveé bakalarské prace, a to
v nezkracené podobé elektronickou cestou ve vefejné pfistupné casti
databaze STAG provozované Jihodeskou univerzitou v Ceskych

Budéjovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budéjovicich 15.4. 2008



Podékovani:

Chtéla bych podékovat Oxane Habustové za vstficnost, ochotu
a vytvoreni prijemné atmosféry pfi praci. Mé diky patfi i ostatnim
pracovnikum oddéleni ekofyziologie za optimismus a pomoc pfi praci.
Dekuji také prof. F. Sehnalovi za cenné rady pfi sestaveni bakalarské

prace a me rodiné za trpélivost a podporu pri studiu.



Obsah:

1. Uvod

2. Literarni prehled

2.1. Bacillus thuringiensis a genetické manipulace
2.2. Toxicita Bt

2.3. Cry proteiny s 3 doménami a jejich specifita
2.4. Rezistence na Bt toxiny

2.5. Charakteristika druhu Spodoptera littoralis (Boisd.)

3. Metodika

3.1. Charakteristika pouzitych linii
3.2. Péstovani brambor
3.3. Podminky chovu larev
3.4. Podminky pro predkukly a kukly
3.5. Chov dospélct
3.6. Stanoveni obsahu Cry3Aa endotoxinu v listech bramboru
3.7. Statistické zpracovani
. Vysledky
4.1. Linie SE
4.2. Linie SF
4.3. Linie SN
4.4. Linie NC

4.5. Linie NR

5. Diskuze

6. Pouzita literatura

w

0o N a A~ W

10
11
11
12
12
13
14
15
15
17
19
20
22

24

27



1. Uvod

Prudky rozvoj molekularni biologie a genového inzenyrstvi v poslednich tfech
dekadach pfinesl mimo jiné i moznost genetickych Uprav rostlin a Zivoc€ichu. Genetickou
modifikaci se rozumi technologie, kterda manipuluje s geny. Jedna se o cilenou zménu
genetického materialu (vneseni nebo ,umiéeni genu ¢€i genu). Mohou tak vzniknout
rekombinované genomy, které by béznymi Slechtitelskymi postupy vzniknout nemohly.
Transgen je do rostlinného genomu vnesen bud pfimou transformaci, nebo pouZzitim
vektoru (hlavné bakterie Agrobacterium tumefaciens). Takto pozménéné Zivé organizmy

pak oznaCujeme geneticky modifikovanymi (dale GMO).

Vyvoj transgennich organismul je vyznamny hlavné pro zemédélstvi. Uzitim GMO
v zemédélstvi se zmensSuji naklady na pesticidy a herbicidy i jejich rezidua v potravé
a zivotnim prostfedi. GMO ale také predstavuji urcita rizika, napf. hromadéni produktu
transgenu v prostfedi nebo nekontrolované Sifeni transgenu (zejména pylem). Proto
podléha pouzivani GMO schvalovacimu fizeni. V CR se genetickymi manipulacemi
a naslednymi ukony v této oblasti zabyva zakon ¢. 78/2004 Sb. ,O nakladani
s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty“, ve znéni nasledného
zakona 346/2005 Sb. Zakon vychazi po vzoru EU z principu pfedbézné opatrnosti.
Celkové EU pristupuje ke GMO mnohem konzervativnéji nez jiné zemé a omezuje
i dovoz a pouziti GM produktd. V dusledku mezinarodni kritiky a zejména velkych
rozdil mezi staty EU nyni Evropska komise prosazuje pouze ramcova pravidla pro
koexistenci GMO a ,neGMO* plodin.

Vyvoj a vyuziti GM plodin rozvifilo vefejnou debatu daleko vétSich rozmérl nez
kterykoliv jiny védecky objev souCasnosti. Prace v této oblasti jsou ostfe sledovany
a védecké vysledky byvaji zjednoduSovany a nékdy i zneuzity. PfedloZzena bakalafiska
prace je pfispévkem k poznani vlivu GM plodin na necilové organizmy. Ukazuje, Ze
pritomnost toxinu Cry3Aa, ktery brambor chrani proti mandelince bramboroveé,

Leptinotarsa decemlineata (Say), nema vliv na muru Spodoptera littoralis (Boisd.).



Cil prace

Provéfit, zda exprese toxinu Cry 3Aa v listech geneticky modifikovanych
brambor (kultivar Newleaf Superior) mize negativné ovlivnit vyvoj necilového

druhu Spodoptera littotalis (Boisd.).

Stanoveni hypotézy

Toxin Cry3Aa specificky pusobi na mandelinku bramborovou, Leptinotarsa
decemlineata (Say). Cela skupina toxinu typu Cry3 je popsana jako specificky
pusobici na fad Coleoptera. To naznacuje, Zze by brambor exprimujici tento
toxin nemél mit vliv na druh Spodoptera littoralis (Boisd.) z fadu Lepidoptera.
Nelze ovS8em vylou€it, Ze transgen ¢&i jeho produkt ovlivni expresi
endogennich gend a zmény ve fyziologii rostliny pak ovlivni herbivory.
Vstupni hypotézou této prace je predpoklad, Ze Ize oCekavat malé zmény

v performanci herbivort jakym je S. littoralis.



2. Literarni prehled

2.1. Bacillus thuringiensis a genetické manipulace

fiSe: Eubacteria
kmen: Firmicutes
tfida: Bacilli
fad: Bacillales
Celed: Bacillaceae

Bacillus thuringiensis, grampozitivni padni bakterie, je dnes znama spisSe jako Bt.
Jedna se o sporulujici mikroorganismus, ktery produkuje chemické latky toxické pro
hmyz. Vyskytuje se prakticky po celém svété vcetné tundry Ci pousté. Bt-toxiny objevil
japonsky védec Shigatene Ishiwatary poté, co v roce 1901 za¢aly masové hynout chovy
housenek bource moruSového (Bombyx mori, L.), které poziraly spolu s moruSovym
listim i toxické spory této bakterie. Japonec pojmenoval bakterii Bacillus sotto (sotto je
pojem pro nahly kolaps). Zvifata chovana v blizkosti ani lidé netrpéli Zadnymi
zdravotnimi potizemi. Vroce 1911 izoloval Némec Ernst Berlinek bakterii, ktera
zabijela larvy potemnika (Tenebrio molitor L.). Pojmenoval ji Bacillus thuringiensis
podle oblasti objevu, i kdyz se ukazalo, Zze jde o stejnou bakterii, jaka byla popsana
z Japonska. Pozdéji bylo zjisténo, ze Bt produkuje nékolik typu toxind ucinnych na
hmyz, pfipadné hadatka. Nejvyznamnéjsi jsou bilkovinné toxiny, které vytvareji krystaly
uvnitf spor — proto byly nazvany endotoxiny Cry. Ukazalo se, Zze rizné kmeny Bt
produkuji rizné Cry toxiny, z nichz kazdy pusobi specificky jen na urcitou skupinu
hmyzu.

Spory Bt se zacaly uz pfed druhou svétovou valkou pouZzivat jako bioagens pro
potirani specifickych Skadcl. Dnes predstavuji vice nez 90% veSkeré produkce
prostfedkl biologické ochrany a pouzivaji se celosvétové nejen v zemédélstvi
a lesnictvi ale i vboji proti larvam komard. Vypracovani metodiky genetické
transformace rostlin v 70. letech minulého stoleti otevielo cestu k pfipravé GM plodin.
Prvni komeréné vyuZitelné vneseni genu do dédi¢né informace rostliny se uskutecnilo
v roce 1981 a gen pro Cry toxin byl poprvé inkorporovan do rostliny tabaku v r. 1987
(Sharma, 2005). K prvnimu komerénimu vysevu transgennich plodin exprimujicich Cry
toxin doslo v roce 1996 (Sharma, 2005) a od té doby se uzemi, na némz jsou péstovany
transgenni plodiny, stale rozrista.

Pro vyuziti GM plodin je dulezita stabilni exprese transgenu, pritomnost jeho

produktu v u€innych koncentracich a odolnost produktu vuci degradaénim enzymum



rostliny. V poslednich letech se pozornost soustieduje na zajisténi tkanové specifity
exprese (napf. moderni transformanty kukufice neexprimuji Cry toxiny v kvétech ani
zrnu), expresi omezenou na urcita vyvojova stadia rostliny, ¢i expresi indukovanou bud

pozerem Skldce nebo aplikaci chemického spoustéce.

2.2. Toxicita Bt

1 PR o Dnes existuje 80 sérotypl Bt patogennich

2 -\i'bj_\\Jiji!__j'. 1Ly prohmyz a je znamo vice nez 200 jejich produktd,
které Ize pouzit v boji proti Skidcim. Bt produkuje a,

e @ B, vy a 0O - toxiny. NejdulezitéjSi jsou Cry toxiny ze
skupiny & - toxind a cytotoxické proteiny (Cyt). Cry
proteiny, nazyvané nékdy také ICP (insecticidal
crystal proteins) vytvareji krystalické struktury a jsou
soucasti spor. V roce 1958 je objevili Hannay a Fitz-

James ve sporach Bt. Cry bilkoviny ve sporach pro

Obr. 1: Uginek Bt toxinu hmyz jedovaté nejsou. Stavaji se toxickymi az ve

(pfevzato  zinternetové  stranky  stfevé hmyzu (nejvice sensitivni jsou nedospéla
University of Calfornia San biego) stadia hmyzu), kde se pusobenim enzymul na obou
koncich zkrati jejich peptidicky fetézec. Pfihodné podminky pro odstépeni koncovych
usekd panuji pfedevSim ve stfevé housenek, kde je zasadité prostredi. Po odstépeni
zustanou v molekule 3 domény, z nichz ma kazda své funkce. Doména | interaguje
svymi 7 a-helixy se specifickymi molekulami proteazy v plasmatické membrané
stfevnich bunék — kadheriny. Oteviou se tak kanaly pro K ionty. Doména I
(3 B-skladané listy) tyto proteadzy rozpoznava a doména Il (3 B-skladané listy) se
ucastni obou procesli. Navazané Cry toxiny se nasledné shlukuji a vytvofi ve stfevni
sténé otvor. Hmyz pak hyne obvykle béhem 2 az 5 dni (jiz nékolik hodin po pfijmu
ucinné davky toxinu prestava pfijimat potravu). Pfi€inou smrti je bud tézké poruseni
stfeva a nasledné hladovéni nebo prinik bakterii narusenou stfevni sténou dale do téla,
kde vyvolaji sepsi. Bez vazby na specifické proteazy nemuze toxin hmyzu uskodit

a projde bez ucinku celym travicim traktem.



2.3. Cry proteiny s 3 doménami a jejich specifita

Cry proteiny tvofi hlavni substanci Bt-toxind u&innych specificky proti rlznym
druhdm hmyzu: Cry1 na Lepidoptera, Cry2 na Lepidoptera a Diptera, Cry3 na
Coleoptera, Cry4 na Diptera a Cry5 na Lepidoptera a Coleoptera. Celkem byl prokazan
ucinek na asi 150 druhu hmyzu. Fylogeneticka analyza prokazala, ze rozmanitost
tohoto Cry toxinu se vyvijela jako dusledek nezavislé evoluce vSech tfi domén a jejich
vzajemné dislokace. Celkové velka diverzita toxinl umozruje velkou specializaci na
druhové specifické kadheriny, ktera také zaruCuje, Ze toxiny neucinkuji na necilové
druhy hmyzu. Velka pozornost je tedy soustifedéna na zkoumani jednotlivych skupin Cry
toxinu a jejich vlivl na rlizné skupiny organismu.

Rozsahlejsi studii tykajici se jak cilovych tak necilovych Skddci a i ostatnich
Clenovcu provedl Head a kol. (2005). Ve Spojenych statech se zabyval slozenim
entomofauny na polich s Bt a non-Bt bavinikem. Tam, kde se vyskytovali cilovi Skadci,
zvlasté Helicoverpa zea (Boddoe), byl jejich poCet na Bt baviniku signifikantné nizsi. Byl
zkouman bavinik s expresi 2 genu ze skupiny Cry1A, ktery by mél puasobit i na
Spodoptera sp., ale zastupcl tohoto rodu se na polich vyskytovalo celkové velmi malo.
Vysledky neprokazaly vliv na necilové druhy ¢lenovcl, ba naopak ze srovnani Bt a non-
Bt baviniku vyplyva, Ze Bt plodina podporuje vyssi vyskyt nepratel Skidcl, coz ma
priznivy vliv na pfirozenou biologickou ochranu plodin ( Head a kol., 2005). V porostech
Bt baviniku neprokazal vliv Bt na entomofaunu ani Daly a kol. (2000). Obecné fecCeno,
abundance jednotlivych druht byla nejvétsi v nestfikanych Bt polich > komerénich Bt
polich >> konvenénich bavinikovych polich (Daly a kol., 2000). K podobnym zavérim
doSel i Naranjo (2005), ktery opét poukazal na to, Ze bézné uzivané insekticidy maji na
populace hmyzu mnohem vétSi dopad nez Bt plodiny. Pfedmétem jeho zkoumani byl
i druh Spodoptera exigua (Hubner), u néhoz byla v porostech baviniku exprimujiciho
Cry1Ac pozorovana zvy$ena mortalita. Skiidce Earias vittella Fab. ze stejné &eledi
(Noctuidae) byl zkouman z hlediska rezistence rlznych kultivart baviniku Slechténych
tradiénimi metodami s cilem objasnit pfi€iny vysSi odolnosti proti oZeru (zvySeny obsah
gossypolu, hemigossypolinu, tanind, redukce nutri€nich kvalit). Dhillon a Sharma (2004)
zjistili, ze genotyp kultivard ma vliv na délku vyvoje larev, kladivost a fertilitu dospélcu
E. vittella. Studie naznaCuje, Ze dalSim intensivnim cilenym Slechténim mize dojit ke
zvySeni ochrany proti hmyzim Skddcim. V tomto pfipadé jde o rostliny bez transgenu

a prece jsou zde méfitelné vlivy na Skldce.



Velmi vyznamnou necilovou skupinou organismua tvofi vCely (Apis mellifera L.),
a proto nékolik studii zkoumalo, zda transgenni pyl nema vliv na vyvoj v€el nebo kvalitu
jejich produktd. Nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily v zadném testovaném
parametru mezi larvami krmenymi Bt pylem Cry1A(b) €i Cry1F a netransgennim pylem
(Hanley a kol., 2003). V té samé studii byl sledovan i vliv na zavijeCe voskového,
Galleria mellonella L., ktery v nékterych oblastech pfedstavuje nebezpecného Skiudce
vCel. V pfipadé Cry1F byla umrtnost housenek zavije€e 100%, coZz naznacCuje mozné
vyuziti toxinu v boji proti G. mellonella.

Mnoho praci (Lozia a Manachini, 2000; Candolfi a kol., 2000.; Poza a kol., 2005;
Sehnal a kol., 2004; Habustova a kol., 2005) se také vénuje vlivu Bt kukufice na
necilové organismy. Bt kukufice je jednou z nejvice rozSifenych GM plodin. Vysledky
mnoha studii naznacuji, ze v celkovém poctu zastupcl hmyzu v porostech Bt a non-Bt
kukufice neni zadny signifikantni rozdil oproti necilovym organismim na insekticidy
oSetfenych polich, na jejichz populace mize mit uzivani insekticidd vliv. Studie byly
zaméfeny hlavné na hmyzi fady Heteroptera, Homoptera, Thysanoptera, Diptera,
Coleoptera a Hymenoptera a také na zastupce vyznamnych nadcCeledi a cCeledi
(Lycosidae, Linyphiidae, Opiliones, Staphylinidae, Carabidae, Cicadellidae,
Anthocoridae, Nabidae, Coccinellidae, Chrysopidae a Chalcoidea). V pokusech
HabuStové a kol. (2007) rovné&z nebyl prokazan zadny negativni vliv Bt-kukufice
exprimujici Cry1Ab na spoleCenstva Clenovcl. V porostech Bt kukufice vSak bylo
nalezeno mnohem méné cilovych Skudct Helicoverpa armigera (Hubner) a Ostrinia
nubilalis (Hubner) ( Habustova a kol., 2005, 2007). De Vaufleury a kol. (2006) ve své
praci prokazali, ze péstovani Bt kukufice nema vliv ani na pudni ¢lenovce, mykorhizni
houby a hlemyzdé zahradniho. Doposud se také neobjevila Zadna studie potvrzujici
negativni vliv na ptaky, brojlery, hlodavce a dal§i malé savce (Novartis, 1999).

Brambor byl prvni plodinou, do které byl vnesen gen Cry3Aa, komerc¢ni vyuziti vSak
bylo opozdéné a pomérné omezené. Reed a kol. (2001) zkoumali vliv GM brambor
Newleaf® na mandelinku bramborovou (L. decemlineata) i necilové druhy organism.
Vysledky dvouletych polnich vyzkumu ukazaly vysokou ucinnost na mandelinku
bramborovou a jednoznacné vysSSi ochranu nez kazdotydenni postfiky Bt spor
s Cry3Aa, aplikace permethrinu 2x tydné, nebo postfik systémovymi insekticidy
(phorate, disulfoton) na za¢atku a uprostfed sezony. Kdyz srovname konvenéni rostliny
brambor neoSetfované zadnym insekticidem, porost geneticky modifikovaného

bramboru Newleaf® a pole o$etfované kazdy tyden postiikem zaloZenym na Bt,
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nenalezneme Zzadné signifikantni rozdily v abundanci prospéSnych predatoru
a sekundarnich 8kadcu na bramborach (Reed a kol., 2001).

V souCasné dobé existuje jiz velké mnozZstvi praci zaméfenych jak na zplsob
fungovani Bt toxinl tak jejich ucinky na cilové i necilové organismy. Prakticky Ize fici, ze
védci se zabyvaiji témi druhy skudcu, které se nejvice vyskytuji v jejich zemi pasobeni.
Uvédomuiji si, jaké pozitivni i negativni dusledky by mélo zavedeni Bt plodin do
zivotniho prostfedi, a srovnavaji mozné nebezpecCi s riziky tradicniho zemédélstvi.
Naprosta vétsina praci potvrzuje, Ze jednotlivé skupiny Cry toxinG specificky usmrcuji
cilové skupiny organisml. Doposud se neobjevily studie, které by jednoznacéné
prokazaly uc€inek na necilové druhy organismd.

Podle Strizhova (1996) je rod Spodoptera vici Bt toxinim odolny a proto byl uméle
vytvofen a chemicky syntetizovan Cry1C, ktery poskytuje ochranu pfed S. littoralis
(Boisd.) i S. exigua (Hubner). Pusobeni Cry1C potvrdil Lin a kol. (2003) ve studii o vlivu
na S. litera Fab. Dutton a kol. (2005) naopak potvrdili vliv kukufice exprimujici Cry1Ab
u S. littoralis na zvySeni délky trvani pfechodu mezi prvnim a druhym instarem
(p < 0.0001), druhym a tfetim instarem (p <0.0001) a vy$Si mortalitu (16,7% oproti 3,3%

kontrolnich jedinc().

2.4, Rezistence na Bt toxiny

Rezistence je schopnost tolerovat davku toxinu, ktera je smrtelna pro populace
dosud nevystavené jeho plsobeni. Bt toxiny se dnes stale vice vyuzivaji a to jak
v ekologickém zemédélstvi ve formé postfiku suspenzi spor tak ve standardnim vysoce
produkénim zemédélstvi ve formé transgennich rostlin. V obou pfipadech se vytvareji
podminky pro pfeziti a vybér odolné&jsich jedincd. Dramaticky se zvyhodriuji genetické
mutace podminiujici rezistenci, v pfipadé Bt napf. modifikace kadherinu, ktery ztrati
schopnost vazat a upravovat Cry toxin.

Hmyz rezistentni k Bt-toxindm se jiz skuteCné objevil - Plutella xylostella L.
(Escriche a kol., 2000). Rezistentni populace tohoto Skudce brukvovitych se vyskytly
v jihovychodni Asii a pozdéji i jinde na polich a ve sklenicich o$etfovanych postfikem
spor. V porostech geneticky modifikovanych plodin nepfedstavuje rezistence zatim
zavazny problém. Jeji vznik je brzdén dvéma opatfenimi: (1) Sterilitou pylu (nemohou
vzniknout hybridi se zmenSenou produkci toxinu) a (2) Povinnym vysévanim

netransgenni plodiny asi na 20% plochy (nerezistentni jedinci z téchto refugii pfevazi



nad vzacnymi rezistentnimi a Sifeni rezistence bude zastaveno). To tvrdi napf.
Tabashnik (1997) v korespondenci pro Nature Biotechnology. Pfesto je na misté princip
pfedbézné opatrnosti. Studium citlivosti a schopnosti vyvoje rezistence u jednotlivych
druhu je opravdu dulezité, aby bylo zabranéno selhani GMO technologie. Uplatiuje se
nékolik taktickych postupu:
= Hromadéni genl: Soucasné pouziti dvou genu pro Cry proteiny s riznym
mechanismem pusobeni dramaticky snizuje moznost vzniku rezistence.
Druhy gen také vibec nemusi byt Bt toxin ale rostlinny trypsinovy C¢i
amylazovy inhibitor.
= Refugia: Hmyz Zijici na okrajovych netransgennich rostlinach se bude rychle
mnozit a zlstane citlivy k Bt proteinim. Po zkfiZeni s jedincem, ktery preZil
v oblasti transgennich rostlin se gen rezistence ,zfedi“ v celém genetickém
poolu. Vytvori se tak maximalné heterozygotni potomstvo.
= Produkce vysokych davek toxinG: Rostliny by mély produkovat 25x vice
toxinu, nez je nutné Kk zabiti 99% citlivého hmyziho 3$kudce. Bt toxin
v transgennich rostlinach by mél byt exprimovan v takové koncentraci, aby
bylo 95% heterozygotl nepochybné zabito.

Védci se také pokouseji najit v pfirodé dalSi zajimavé toxiny, které by bylo mozné
vyuzit ve formé& postfikl nebo pro tvorbu novych geneticky modifikovanych rostlin
vzdorujicich Skddcum. Velkou nadéji vkladaji napfiklad do toxinu bakterie Photorhabdus
luminescens Zijicich v travicim traktu nékterych hlistd. V boji proti $kidcim se pouzivaiji
i biopesticidy vyrobené ze stromu (Azadirachta indica A. Juss, Pongamia glabra Vent.,
Madhuca indica Roxb., Melia azedarach L.). Pficemz Pongamia glabra se jevi jako
velmi ucinna proti hmyzim Skadcdm uskladnéného zrna a polnich plodin. Vice jak 19
biologicky aktivnich slozek bylo v této rostliné identifikovano. Tyto latky zpusobuji
redukci kladivosti a mohou i usmrtit larvalni stadia mnoha druhd skuadcl (Kumar a

Singh, 2002).

2.5. Charakteristika druhu Spodoptera littoralis (Boisd.)

Taxonomické zarazeni:

kmen: Arthropoda
tfida: Insecta
podtfida: Pterygota
fad: Lepidoptera



naddeled: Noctuoidea
Celed: Noctuidae
podceled: Hadeninae

Charakteristika druhu:

> = Vaji¢ka jsou ovalna (0,6 mm v priméru) a samice je kladou
ve snuSkach po 100 az 1000 kusech na spodni stranu lista.
Jsou obvykle chranéna velkym mnozstvim chloupkl. Po 3 - 5

dnech se lihnou tmavé zelené az Cerné larvy se svétlejSi hibetni

stranou. Housenky jsou polyfagni a Zivi se rostlinami asi 40
Obr. 2: Larva Celedi, které obsahuji pfinejmensim 87 ekonomicky vyznamnych

druht (Sharma, 2005). Housenky si vybiraji mladé listy, ale pfi
mohutném napadeni se nevyhnou listdm jakéhokoliv stafi. U rostlin dochazi nejen
k pfimému poskozeni pozerem ale i k sekundarnim hnilobam.

V prvnich 3 instarech Zziji housenky pohromadé a v dalSich tfech jednotlivé. Den
travi obvykle v zemi pod hostitelskou rostlinou a zivi se vnoci a brzy rano. Pred
kuklenim mohou dosahnout délky az 4 cm. Vyprazdriuji stfevo a v pudé si vytvareji
kuklové komdarky, t.j. dutinky, jejichz stény jsou vyhlazené produkty labialnich Zlaz.
Kukla je zpocatku zelena, pozdéji hnéda a velka 15-20 mm. Mdry se lihnou pfiblizné za
11-14 dna po zakukleni. Jejich predni kfidla jsou Sedohnéda, zdobena dCtyfmi
pFevracenymi znameénky (charakteristicky znak druhu), zadni kfidla jsou bila az svétle
hnéda a télo je také hnédé zbarvené. Mury jsou aktivni v noci. BEéhem dvou dnl dojde
kK prvnimu pafeni a samitky zaCnou klast vajicka. V pribéhu svého kratkého Zivota
(4 - 10 dni) mohou samicky naklast 2000 i vice vajiCek. Vyvojovy cyklus je ovlivnén
teplotou, vlhkosti, potravou a jinymi vlivy. MUze se zménit i poCet larvalnich instarg.
Obdobi zimy pfezivaji larvy pod zemi. Obvykle ma dvé za optimalnich podminek vSak
az Sest generaci rocné.

Jedna se o velmi nebezpecného Skudce rozSifeného predevsim v jizni €asti Evropy,
Egypté, stredomorskych ostrovech, jihozapadni a jihovychodni Asii. Do roku 1968 se
proti S. littoralis (Boisd.) bojovalo pomoci methyl — parathionu. Proti této latce se u ni
vSak objevila rezistence. Od té doby bylo vystfidano mnoho syntetickych insekticidu.
Diky omezenim jejich pouzivani se rezistence proti nejnovéjSim zatim neobjevila.

Vzniklo také mnoho studii o vyuziti biologické ochrany.



3. Metodika

3.1. Charakteristika pouzitych linii

V pokusu bylo pouzito 5 raznych linii:

SE: Kmen pochazi z Central Agricultural Pesticides Laboratory, Agricultural
Research Centre, Dokki v Gize, kde byl po mnoho let krmen potravou z fazoli. Pro
zvysSeni Zivotaschopnosti larev byla vzdy jedna generace rocné krmena listy
z durmanu. Larvy vylihlé ze ziskanych vajicek byly v Biologickém centru
AV CR v. v. i. krmeny stejnym typem potravy az do zadatku patého instaru, kdy

byly pfeneseny na listy bramboru.

SF: Pochazi z INRA Laboratory ve Versailles. Chovy larev byly udrzovany po nékolik
let na potravé ze sojového a kukuficného prasku s pfidavkem antibiotik. | v tomto
pfipadé byly k pokusim na bramborach pouzity larvy patého instaru chované na

puvodni potravé.

SN: Pochazi z Central Agricltural Pesticides Laboratory, Agricultural Research
Centre, Dokki v Gize v Egypté. V okoli této instituce byly larvy posbirany
a nasledné umistény v laboratofi univerzity, kde byly krmeny potravou Premix
(Manduca - Heliothis Premix produkovany v Stonefly Industries Inc., Texas).
| vtomto pfipadé byly k pokusu pouzity larvy Cerstvého patého instaru z vajicek

dopravenych do laboratofe.

NC: Pochazi také z Egypta z National Research Centre. Béhem vegetacni sezony
byly larvy krmeny listy durmanu a v zimé fazolovou potravou. Larvy vylihlé
z vajiCek poslanych do laboratofe byly udrzovany na fazolové potravé

a v Cerstvém patém instaru pouZzité na pokus s NLS a kontrolnimi brambory.

NR: Tato linie byla ziskana z National Research Centre v Gize (Egypt), kde byla
chovana po mnoho desitek let. Tento kmen byl pfivezen do Ceské laboratofe pred
nékolika lety a chovan zde na komercni potravé Premix. Na testy byly pouzity larvy

Cerstvé svleCené do patého instaru.

VS8echny pouzité linie byly povazované za citlivé vici pesticidim. Pochazeli bud

z mnohaletych laboratornich chovu (SE, SF, NC, NR) &i z volné pfirody (SN) z mist, kde

se pouzivaji pesticidy.
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3.2. Péstovani brambor

: Malé hlizky transgennich brambor variety NLS
j a jejich izogenni netransgenni kultivar byly ziskany od
firmy Monsanto Co. (USA). Jejich péstovani bylo
| povoleno rozhodnutim MZP  2456/0ER/GMO/04.
Brambory byly mnozeny fizkovanim a udrzovany na
: agarové pudé ve Vyzkumném Ustavu bramborafském
~ v Havlickové Brodé. Z agarové pudy byly zakofenéné
rostlinky pfeneseny do zeminy v sadbovém platu a po
Obr. 3: Meristemoveé kultury  dosazeni cca 10 cm piesazeny do kvétinadt o pramérd

22 cm. Ve skleniku byla udrzovana teplota 20°C. Pomoci
umélého osvétleni byla zajisténa délka dne 16 hod. Po dosazZeni 30-35 cm byly listy

bramboru pouzity ke krmeni housenek.

3.3. Podminky chovu larev

Na testovani byly vybirany larvy na pocCatku patého instaru. Toto stadium vyvoje
bylo zvoleno s ohledem na to, Ze pfedposledni a posledni instar S. littoralis (Boisd.) je
schopen pfijmout maximalni mnozstvi potravy, tudiz také
toxinu, a také nejvétsi dil potravy vyuziva na vytvoreni télni
hmoty a k pfipravé na metamorfézu.

Larvy byly vybrany z laboratornich chovi dle hmotnosti
v rozmezi 70 — 80 mg (vahy: A&D instruments LTD, GX — 200
— EC, max: 210 g, min: 0,02 g, e = 0,01 g, d = 0,001 g). Pro
kazdou linii bylo vybrano 30 jedincu pokusnych a 30 jedincl

kontrolnich. Ve v8ech pfipadech byly vytvofeny hmotnostné

i vyrovnané soubory (homogenita variance pocatecnich

Obr.4: Podminky chovu
larev hmotnosti mezi kontrolni a NLS skupinou). Larvy byly po
jedné vlozeny do pruhlednych plastikovych kelimk{ o objemu
0,5 I a uzavieny pomoci gumicky sitovinou. Chovany byly pfi £24°C a dlouhém dni, tedy
16 hodin svétla a 8 hodin tmy a konstantni relativni vihkosti £75%. Ve stejnych
podminkach byla chovéna i dalsi stadia. BEhem pokusu byly u péti jedincu sledovany

kazdy den hmotnostni pfiristky a mnozstvi zbylé a nové potravy. U vSech jedinct byla
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zaznamenavana pocatecCni a nejvyssi dosazena konec¢na hmotnost, datum svlékani do
posledniho instaru a pfechodu do predkukly a kukly.

Kontrolni jedinci byli krmeni listy ze vzrostlych ale nekvetoucich rostlin odridy
Superior, pokusni jedinci listy kultivaru Newleaf Superior (Monsanto Co., USA). Obsah
toxinu v listech byl stanoven pomoci ELISA a pohyboval se vrozmezi od 1,4 do
2,6 pg/g Cerstvé hmoty listu. Listy se ménily kazdy den. Byly umistovany do epruvet
zabezpeCenych proti wvyliti buniitou vatou. Epruveta byla omotavana kouskem
filtraCniho papiru, ktery housence usnadnil pohyb. Po ukoneni Ziru byly housenky

premistény do mensSich kelimka.

3.4. Podminky pro predkukly a kukly

Predkukly byly umistény do kelimku (0,18 1) tmavé hnédé barvy opatfené 2 vrstvami
materialu. Spodni, asi 1,5 — 2 cm, tvofily jemné preseté piliny, které absorbovaly vodu
a zabranovaly tak zapafovani horni vrstvy, kterou tvofila zahradni zemina firmy
Raselina — Sobéslav s maximalni vihkosti 65%. Aby se snizilo nebezpecCi infekce, byla
zemina sterilizovana 1,5 h pfi 125°C v autoklavu (Certo Clav
Sterilizer GmbH A 4050). Larvy se béhem dne zahrabaly do
zeminy, pro jistotu vSak byl do kelimku pfidan bramborovy list,
ktery souCasné zajiStoval pfiméfené vihké prostredi. Po jeho
odstranéni byl obsah kelimki obden rosen vodou

z rozprasovace. Cerstvé svledené kukly byly zvazeny a bylo

zjisténo pohlavi.

Obr.5: Umistnéni kukel

3.5. Chov dospélcu \

Vylihli dospélci byli z kelimkd po parech pfeneseni do
papirovych valct o priméru 8 cm a vySce 21 cm. Parovani
byli jedinci vylihli béhem 48 hodin. VSichni byli krmeni kazdy |

den Cerstyym 10% roztokem medu. Kazdy den byla

odebirana nakladena vajicka pro kontrolu jejich mnozstvi [

"

a poctu vylihlych jedincu. Obr.6: Chov dospéici
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3.6. Stanoveni obsahu Cry3Aa endotoxinu v listech bramboru

Na determinaci obsahu toxinu byla pouzita ELISA (Enzyme-Linked Immunosensitive
Assay). Je to jedna z nejpouzivangjSich imunologickych metod pro detekci antigend,
ktera vyuziva dvou zakladnich schopnosti imunoglobulin(:

» proteiny se vazou na povrch umélych hmot

= proteiny vazi enzymy na Fc fragmenty (= krystalizujici fragment imunoglobulinu,

ktery je tvofen tézkymi fetézci)

Existuje nékolik modifikaci zakladni metody (pfima, nepfima, pfima sendviCova,
nepfima sendvicova).

Obsah Cry3Aa toxinu v listech byl zjistovan pomoci Elisa PathoScreen kit (Agdia
Inc., Elkhart, Indiana). Tento specialni kit byl vytvofen pro kvantitativni vyjadifeni obsahu
riznych subtypu Cry3A toxind v hlizach brambor v€etné Cry3Aa produkovanych
v rostlinnych tkanich NLS. Na prvni protilatku, ktera je navazana na desti¢ce, se vaze
vyextrahovany vzorek a posléze alkalicka fosfataza. Po pfidani substratd dochazi

k vizualizaci. Pfesny princip reakce v pouzivaném kitu je soucasti vyrobniho tajemstvi.

Postup:

1g Cerstvého bramborového listu se homogenizuje ve specialnim sacku s 3 mi
General extract buffer (GEB). Necha se 15-20 min odstat a poté se odebere 100 ul
(vzorek). Roztok se centrifuguje v pfedem vychlazené centrifuze (Hettrich Zentrifugen,
EBA 12R) 10 min pfi 10 000 otaCkach za minutu. Supernatant se odstrani, vznikly pelet
se zfedi 1:1000 v GEB, homogenizuje na vortexu a aplikuje na destiCku. Soucasti kitu je
pozitivni a negativni kontrola, které jsou dullezité pfi sestrojovani standardni kfivky.
Substrat pro sestrojeni standardni kfivky se fedi dvojkovou Ffadou.

Po aplikaci vzorkll se pfidava alkalicka fosfataza a necha se 60 min reagovat pfi
pokojové teploté. Poté se obsah vSech jamek vylije, fadné vyklepe a promyje.
Poslednim krokem je pfidani substratu A a B na 30 az 60 min. Absorbance se odecita
pomoci Elisa readeru (Spectra MAX 340 PC) pfi A = 630 nm. Naméfené absorbance se
pomoci programu Graph Pad Prism 4 vyhodnocuji k standardni kfivce a pfepoctou

k pouzitému fedéni vzorku.
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3.7. Statistické zpracovani

Data byla vyhodnocena pomoci programu StatSoft Statistica 7. Grafy znazornujici
vysledky byly vytvofeny v Microsoft Office Excell 2003. S vyjimkou hodnoceni poctu
vykladenych vaji¢ek a poCtu potomku na samici Slo vzdy o testovani 2 faktor (pohlavi
a zarazeni do skupiny) s faktorialnim uspofadanim, byla tedy pouzita dvoucestna
analyza variance. Ve vétS§iné parametrd byly v dusledku nerovnomérné umrtnosti
srovnavany ruzné pocty jedincli, analyza variance v3ak nevyzZaduje stejné pocty
pozorovani ve skupinach. Kvuli nestejnému poctu pozorovani byl pro upfesnéni rozdilt
mezi pohlavimi pouzit k mnohonasobnému porovnani Unequal N HSD, cozZ je varianta
Tukeyho testu pro nestejny pocet pozorovani. Kladeni a mnozstvi vylihlych potomku
byly porovnhany pomoci jednocestné analyzy variance. VSechny testy byly provadény

na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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4. Vysledky

Kazda populace (linie) S. littoralis byla hodnocena zvlast. Hodnocené parametry,
jejich primérné velikosti a smérodatné odchylky jsou spolu se statistickymi vysledky
uvedeny v tabulkach 1 — 5. Ve v8ech pfipadech byly vytvofeny hmotnostné vyrovnané
soubory, coz bylo potvrzeno testovanim homogenity variance pocateCnich hmotnosti
mezi kontrolni a NLS skupinou a byla provedena i dvoucestna ANOVA, ktera spolu
s testem homogenity variance potvrdila spravnost vybéru. Ve vSech pfipadech byla
nulova hypotéza formulovana tak, Ze skupiny (NLS, kontrola) se od sebe nelisi.
S. littoralis (Boisd.) je necilovy organismus, na ktery by tedy nemél mit toxin Cry3Aa
vliv. U sledovanych parametri byl tedy pozadovan neprikazny vysledek. Tim by se
potvrdila hypotéza, Ze toxin Cry3Aa nema vliv na Zzadny ze sledovanych parametru.
jednotliva pohlavi jsou dopliujici, podle nichz je mozné zjistit, jestli se vzajemné liSi
samci a samice ve skupiné a takeé jestli neni rozdil mezi samicemi respektive samci
vramci populace. Vétsi vyznam by mél vliv na samice, protoZze by bezprostifedné
ovlivnil pocty vajicek a jejich lihnivost. BlizSi specifikace vlivu pohlavi byla provedena
pomoci Unequal N HSD. Pro pfehlednost zde nejsou uvedeny vsechny vysledky
z tohoto porovnani.

Ruistové krivky byly vytvofeny z denné sledovanych hmotnosti larev, které byly také
vyuzity pro vypocet ECI (Conversion Efficiency of Ingested Food to Biomass nebo také
Ratio of Bodymass Increase to the Amount of Ingested Food), tedy vyuzitelnosti
potravy. Jedna se o mnozstvi poziené potravy (procentualné vyjadieno), které vyuzije

housenka ke tvorbé své vlastni biomasy.

4.1. Linie SE

Porovnani_skupin: Ve vétSiné sledovanych parametrl nebyly mezi jedinci na NLS

a kontrolnich bramborach prukazné rozdily (Tab. 1). Jen délka vyvoje predkukly,
celkova délka vyvoje a délka vyvoje kukly byly odliSné. Rozdil byl zifejmé& zpusoben
odliSnym pomérem pohlavi, jejichz vyvoj se v téchto faktorech ponékud lisi (NLS: F - 8,
M —15; kon: F - 13, M - 12).

Porovnani pohlavi: Unequal N HSD test prokazal u vySe jmenovanych parametrd

a také u vahy kukel rozdily mezi samicemi a samci v ramci vSech skupin (NLS F, NLS
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M, kon F, kon M) a nikoliv mezi skupinami na rizné potravé (NLS F versus kon F a NLS
M versus kon M). Neprikazné rozdily mezi samicemi na NLS a kontrolnich bramborach
(vaha kukly: Unequal N HSD MS = 2286,0, df = 64,000, p = 0,744304, délka vyvoje
celkem: Unequal N HSD: MS = 0,46344, df = 64,000, p = 0,1768; délka vyvoje
predkukly: Unequal N HSD:MS = 0,25074, df = 64,000, p = 0,1116; délka vyvoje kukly:
Unequal N HSD: MS = 0,28267, df = 50,000, p = 0,0796) jsou v souladu s neprukaznym

rozdilem v poctu vajiCek na samici a potomstvu na samici.

Z grafu 1 Ize vycist, jak postupné stoupala hmotnost housenek v obou skupinach.
Zpocatku se rychleji zvySovala biomasa kontrolni skupiny, ale v zavéru ji skupina NLS
mirné prevysila.

V pfipadé této linie u v8ech jedincl trval prvni instar neobvykle dlouho (10 dni).

Duvodem mohla byt potrava pfipravena dle receptury z velkych bilych fazoli (kultivar

Maxidor). Po zméné fazoli (malé bilé fazole, kultivar Aidagold) se jiz housenky vyvijely

béznym zpusobem.

Tabulka 1: Vysledky — Linie SE

Linie SE NLS Kontrola Porovnani skupin | Pohlavi
Pocateéni vaha (mg) 74.4+3,7 758+ 3,5 F =0,0694 F =1,6028
p =0,7931 p=0,2101
. F=1,41081 F =3,0916
Nejvy$si dosazena hmotnost 970,0 £ 141,9 | 940,5+ 130,5 : :
ejvysSi dosazena hmotnost (mg) b= 02393 0= 0,0835
- . F =1,4248 F = 3,2740
Prirastek vahy (m 908,8 £ 141,9 | 879,21+ 132,5 : :
irastek vahy (mg) p=02370 | p=0,0751
. F =2,2602 F = 5,5669
Vaha kukly (m 299,7 £43,9 286,3 £ 52,2 : -
y (mg) 0=01377 | p=0,0214
Délka 5. instaru (dny) 2,305 2,307 £ S OJIE S0
p = 0,8469 p= 0,4604
Délka 6. instaru (dny) 37+05 37407 F=00345 |F=3.2147
p = 0,8532 p =0,0777
’ S F=7,7739 F =4,7029
Délk dkukly (d 1,7+£0,5 1,4+0.5 : :
élka vyvoje predkukly (dny) 5=0,0070 5=0,0338
Délka vyvoje celkem (dny) 77407 7.4+07 F=57139 | F=6,4899
p=0,0198 p =0,0133
’ S F=13,4172 F = 83,8574
Délk kukly (d 9,3+0,8 8,8+0,8 : —
élka vyvoje kukly (dny) 5=0,0006 5 <10 =
. - - F=0,1129
Pocet k 2677,1 £757,3|2544,7 £ 1107 :
oCet vajicek na samici 677, 57,3 | 2544, 07,8 0= 07398
Potomstvo na samici 1355,9 + 506,2 | 1470,7 + 679,8 P02
p =0,6477
EClv % 25,6 24,2
Mortalita larev v % 23,3 16,7
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Graf 1: Rastova kfivka — Linie SE

4.2, Linie SF

Porovnani_skupin: U této linie vysSlo prikazné mnoho sledovanych parametr(

(Tab. 2) — nejvysSi dosazena hmotnost, pfiristek vahy, vaha kukel, délka patého
instaru, délka trvani pfedkukly i kukly. Ddvodem byl o€ividné rizny pomér pohlavi ve
skupinach (NLS: F —10, M —12; kon: F - 6, M - 15).

Porovnani pohlavi: Rozdil mezi pohlavimi byl zaznamenan i v délce Sestého instaru

a délce vyvoje kukel. Prikazna zavislost na typu potravy byla zjist€na jen u délky vyvoje
pfedkukel samcu (Unequal N HSD: MS = 0,32251, df = 52,000, p = 0,0002).

Z grafu 2 vyplyva, Ze u této linie byl pfiristek hmotnosti housenek u obou skupin
rovnomérny, az na konci se signifikantné rozliSil (nejvy$Si dosazena hmotnost) ve

prospéch NLS skupiny.

U pokusnych i kontrolnich jedinci bylo zaznamenano velké mnozstvi housenek,
které prodélaly nadpocCetné larvalni sviékani. Tento jev se normalné vyskytuje
u nékolika procent jedincu, ale v tomto pfipadé ale proSlo instarem navic 23 ze 60
housenek (13 u NLS, 10 u kon). Mohlo to byt zplsobeno pfechodem z umélé stravy na
listy s jinou vyzZivhou hodnotou, obsahem solaninu a jinych alkaloidd. V dalSi generaci

této linie na bramborovych listech se jiz Zadné neobvyklé mnozZstvi instar( neobjevilo.
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Tabulka 2: Vysledky — Linie SF

Linie SF NLS kontrola Porovnani skupin | Pohlavi
Pocate&ni vaha (mg) 743+38 73.6+37 F=1,30320 | F=3.2665
b =0,2589 p=0,0755
. F=4,7044 |F = 36,4234
Nejvysi dosaZena hmotnost 1048,0 + 287,9 | 843,5+319,2 : 4
ejvysSi dosazena hmotnost (mg) 5=0,0346 5 <10 5
Prirustek vahy (mg) 973,8+289,1 | 769,9+ 3185 EISEGOH IS ) lien
b =0,0355 b <10
, F=58427 |F=765154
Vaha kukl 351,1+90,6 | 2950796 : A
aha kukly (mg) 0=0,0192 0 <107
o F=50418 | F=0,0254
Délka 5. instaru (dn 1,1+0,3 1,4+£0,5 : :
(dny) p=00289 | p=0,8741
Délka 6. instaru (dny) 44£10 38409 F=29377 |F=2348389
p = 0,0924 p <10
o F=652819 |F = 68,3634
Délk dkukly (d 1,4+05 13+0,4 et it
élka vyvoje predkukly (dny) p<105 p<105
Délka vyvoje celkem (dny) 6,9+09 6,4+07 F=25815 |F=352990
0 =0,1141 b <10
o F=6,1403 |F=138157
Délk kukly (d 10,107 10,7+ 0,7 : ’
élka vyvoje kukly (dny) 0=0,0191 0 =0,0008
Pocet vajicek na samici 19254 + 1084,3 | 18287 + 1112,8 | = 0.1201
b =0,7341
Potomstvo na samici 1076,7 + 1035,9 | 887,2 + 1052,3 s
p=0,6114
ECIv % 21,0 16,7
Mortalita larev v % 26,7 30,0

Pozn.: Vyvojové stadium, kterymi housenky prosly navic, bylo pfi statistickém zpracovani zahrnuto do

délky Sestého instaru.
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Graf 2: Rastova kfivka — Linie SF
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4.3. Linie SN

Porovnani skupin: U skupiny Sensitive byla naprosta vétSina parametrl nezavisla

na typu bramborovych listd (Tab. 4). Na rozdil od vSech ostatnich pokusl vSak byl

zjistén prikazny rozdil v poc&tu vylihlych larev.

Porovnani_pohlavi: Rozdil v délce vyvoje kukly nebyl zplsoben rozdilem mezi
0,26455,
df = 30,000, F: p =0,2783; M: p = 0,8223. Pomérf pohlavi byl u této linie nejvyrovnangjsi
(NLS: F-10,M-9; kon: F-11, M - 11).

samicemi respektive samci v ramci populace (Unequal N HSD: MS =

Graf 3 opét neukazuje zadné dramatické rozdily ve vyvoji hmotnosti housenek.

Posledni den se ale znovu objevil mirny rozdil v obou skupinach.

Tabulka 3: Vysledky — Linie SN

Linie SN NLS kontrola Porovnani skupin | Pohlavi
Pogatecni vaha (mg) 739+32 | 745%32 F=19540 |F=0,3617
p=01724  |p=0,5521
Nejvy&si dosazena hmotnost (mg) | 814,5 + 133,9 | 778,0 + 198,9 E - 8:2228 '; - 3:833 g
, F=05302 |F=2,9597
Prirstek vah 7406 + 134,8 | 703,5 + 200,0 : :
Firastek vahy (mg) By T
' F=0,0005 |F=2309284
Vaha kukly (m 288,3+412 | 287,4+388 : :
Y p=0,09816 |p=0,0567
Délka 5. instaru (dny) 2103 2,002 F=03182 |F=0,3182
p=0,5769  |p=0,5769
Délka 6. instaru (dny) 29404 30+0,2 F = 0,0000 F =0,0001
p=1,0000 |p=1,0000
Délka vyvoje predkukly (dny) 19403 17£05 F=19425 |F=0,7356
p=0,1736 p =0,3979
Délka vyvoje celkem (dny) 6,9+0,2 6,5+6,7 F=3,7295 F=18116
p=0,0630 _ |p=0,1884
Délka vyvoje kukly (dny) 7,608 8,1+0,8 PEUBRL  |F=b TR
p = 0,0640 b <10
Pocet vajicek na samici 1999,1 + 598,3 | 2451,8 + 464,3 | - 2:3499
p =0,1493
Potomstvo na samici 1465,6 + 593,7 | 2253,0 + 452,2 SNt
p=0,0179
ECIv% 19,8 17,9
Mortalita larev v % 36,7 26,7
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Graf 3: Rastova kfivka — Linie SN

4.4. Linie NC

Porovnani skupin: V tomto pfipadé se po statistickém vyhodnoceni (Tab. 5) objevila

zavislost na typu brambor v délce Sestého instaru, celkové délce vyvoje a délce trvani
kukly. U této linie nebylo mozné statisticky urcit rozdil v délce patého instaru, ponévadz

byla vSechna data absolutné shodna a neméla tedy varianci.

Porovnani pohlavi: V pfipadé testu pohlavi se ukazalo, Ze u parametru délka vyvoje
kukly je rozdil mezi samci (Unequal N HSD: MS = 0,25747, df = 29,000, p = 0,0002).
Pomér pohlavi v této linii byl nasledujici : NLS: F-5, M —-9; kon: F -8, M —12.

Graf 4 ukazuje jiz od tfetiho dne vétsi, avSak statisticky opét neprikazné, nabirani

hmotnosti u skupiny NLS.
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Tabulka 4: Vysledky — Linie NC

Linie NC NLS kontrola Porovnani skupin| Pohlavi
Pogatedni vaha (mg) 717+17 | 727423 F=2,5912 | F=0.1471
p=0,1183 p =0,7041
R . F =1,0286 F = 3,2563
Nejvyssi dosazena hmotnost (m 985,3+106,0 | 9454 + 121,8 ! :
vy (Mg) 0 =0,3189 b =0,0815
o . F =1,0878 F = 3,2253
Pfirdstek vahy (m 913,6 £ 105,4 | 872,7£122,3 : :
y (mg) p=0,3056 | p=0,0829
. F=0,7919 F = 3,652
Vaha kukly (m 340,1£ 24,6 | 333,3+17,4 ’ ;
y (mg) p =0,3809 o = 0,0659
Délka 5. instaru (dny) 200 200
Délka 6. instaru (dny) 3,0+0 34406 F=41964 | F=01459
p =0,0497 p = 0,7053
; L F=1,1548 F =2,6336
Délka vyvoje predkukly (dn 24+0,5 2,6 £0,5 : :
TE1e y (dny) p=0,2914 p=0,1154
. L F=17,6051 F =3,1251
Délka vyvoje celkem (dn 7,4+05 79+0,2 : ’
yVOj (dny) p = 0,0002 p = 0,0876
Délka vyvoje kukly (dny) 94+0,7 8.2+ 0,4 F=328981 |F=10,4092
p <10 p = 0,0031
Poet vajicek na samici 24686 + 1113,9 | 2832,3 + 836,8 | = 0.3474
p = 0,5687
Potomstvo na samici 1964,0 + 964,9 | 2252,7 £ 957,7 =021
p = 0,6495
ECIv % 33,1 24,0
Mortalita larev v % 53,3 33,3
Linie NC
1200 -
1000 -
=@ 800 ~
E
8 600 - m—NLS
% —e— kontrola
:|E: 400 +
200 +
0
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Graf 4: Rastova kfivka — Linie NC

-21 -



4.5. Linie NR

Porovnani skupin: V této skupiné nevySel prikazné rozdil mezi NLS a kontrolou

u zadného ze sledovanych parametrd (Tab. 3).

Porovnani pohlavi: U nejvy$Si dosazené hmotnosti, vahového pfirlistku, vahy kukel,

celkové délky vyvoje a u délky vyvoje kukel byly zjistény rozdily mezi pohlavimi ne vSak
mezi jedinci stejného pohlavi na ruzné potravé. Pomér pohlavi v této linii byl
vyrovnanéjsSi nez u linie SE a SF (NLS: F - 11, M —14; kon: F - 17, M - 13).

ZvySeni hmotnosti NLS skupiny oproti kontrole v posledni fazi vyvoje housenek bylo

statisticky neprikazné (Graf 5).

Tabulka 5: Vysledky — Linie NR

Linie NR NLS kontrola Porovnani skupin | Pohlavi
Potatetni vaha (mg) 74724 | 757+23 FoliEviz | | F = OfERE
p =0,2188 p=0,4152
Nejvy&si dosazena hmotnost (mg) | 1008,0 + 165,7 | 1040,3 + 138,0 0142 |F = 36,1126
p = 0,7056 p <10
- . F =0,1668 F = 357824
PrirGistek vah 933,3 + 165,7 | 964,6 + 137,9 : 7
firistek vahy (mg) e T )
Vaha kukly (mg) 326,1+42,0 | 341,3+295 F=04687  |F =234481
p =0,4983 p <10
Délka 5. instaru (dny) 22+04 24105 F=05315 | F=3,1742
p=04711 | p=0,0840
Délka 6. instaru (dny) 34+06 35+06 F = 0,00003 F=1,1372
p = 0,9953 p = 0,2940
Délka vyvoje predkukly (dny) 1,9+0,5 1,7+0,6 F=2.2287 | F=1.5129
p = 0,1450 p = 0,2274
Délka vyvoje celkem (dny) 76%06 76+06 F=1,0476 |F =18,5528
p=0,3135 p = 0,0001
o F=04734 |F=3209642
Délka vyvoje kukly (dn 10,4 £ 0,6 10,4 £0,7 ’ =
o v () p = 0,4962 p <10®
Poget vajicek na samici 2491,3 £ 1132,7 | 1939,0 + 866,3 | ~0.9879
p = 0,3384
Potomstvo na samici 1254,4 £ 1060,7 | 1152,1 £ 812,6 | = 0.0386
p = 0,8473
EClv % 23,1 24,1
Mortalita larev v % 16,7 0,0
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Graf 5: Rastova kiivka — Linie NR
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5. Diskuse

Pét populaci S. littoralis (Boisd.) bylo pouzito jako model pro hodnoceni vyvoje
necilovych herbivorli na bramborovych listech obsahujicich Cry3Aa. Pokusné housenky
byly od patého instaru krmeny listy kultivaru NLS s obsahem toxinu 1,4 - 2,6 ug/g
Cerstvé hmoty listu. Kontrolni housenky dostavaly listy kultivaru, ktery neobsahoval gen
pro Cry3Aa, ale jinak byl s NLS izogenni.

V nékterych pfipadech byl zjistén prukazny vliv typu listd na néktery ze sledovanych
parametrd, mezi liniemi v8ak byly rozdily. Navzdory tomu, Ze pokusy byly zakladany
s hmotnostné homogennimi skupinami, v pribéhu vyvoje housenek doSlo k vyraznym
rozdilim. U KkliCovych ukazateld - pocty vykladenych vajicek a vylihlého
potomstva — vSak vyrazné signifikantni rozdily mezi skupinami zaznamenany nebyly.
Nejvice prikaznych rozdili bylo u linie SF (nejvyssi dosazena hmotnost, pfirlistek vahy,
vaha kukly, délka patého instaru, délka vyvoje predkukly, délka vyvoje kukly).
U ostatnich linii se objevily prukazné rozdily v délce vyvoje Sestého instaru (NC), délce
vyvoje predkukly (SE), celkové délce vyvoje (SE, NC), délce kuklového vyvoje (SE, NC)
a v mnozstvi potomstva na samici (SN). Rozdil v po¢tu vylihlych jedinci u linie SN mohl
byt zplsoben nahodnym sparovanim nekompatibilnich jedincl a nebo neznamymi
vnéjSimi faktory. V zadné z dalSich linii tento rozdil zaznamenan nebyl. Navic u této
linie, stejné jako u ostatnich testovanych linii, nebyl zaznamenan prukazny rozdil
u zadného ze zkoumanych parametrd mezi samicemi obou skupin. Je nutno
poznamenat, ze Hussein a kol. (2005) nasli u jiné linie S. littoralis prakazny rozdil pravé
v pocCtu vykladenych vajicek a samoziejmé i v pocCtu vylihlych larev dalSi generace.

U zadné linie nebyl pozorovan signifikantni vliv kultivaru NLS na rozliSeni samic
mezi NLS a kontrolou. U v8ech skupin byly prokazany rozdily mezi pohlavimi v délce
vyvoje kukly, dale byly zaznamenany rozdily v hmotnosti kukel (SE, SF, NR), celkové
délce vyvoje (SE, SF, NR), nejvysSi dosazené hmotnosti (SF, NR), pfirtstku vahy (SF,
NR), délce vyvoje predkukly (SE, SF) a délce Sestého instaru (SF).

Krmeni kultivarem NLS u vSech skupin zpusobilo ke konci larvalniho vyvoje mirné
vyS§Si narGst biomasy nez u kontrolnich skupin. Vysledky dosazené statistickym
zpracovanim potvrdily prukazné rozdily jen u linie SF (F = 4,7044; p = 0,0346). VysSi
narlst biomasy muze byt zpusoben lepSim vyuzitim potravy, ktera obsahuje Cry3Aa.
Tomu nasvédcCuji hodnoty ECI, které jsou mirné vySsi pfi pfijmu listd NLS nez u listud
kontrolnich brambor (SE: NLS - 25,6%; kon - 24,2%; SF: NLS - 21,0%; kon - 16,7%;
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SN: NLS - 19,8%; kon - 17,9%; NC: NLS - 33,1%; kon - 24,0%). Jediny opacny pfipad
nastal u linie NR (NLS, 23,1%; kon, 24,1%). Velké rozdily v hodnotach ECI jsou do
znacné miry zplasobené metodickou chybou (napf. rizné ztraty vody odparenim pied
vazenim list(1), do urcité miry ale pravdépodobné odrazeji skuteéné rozdily mezi liniemi.

Mezi péti liniemi S. littoralis (Boisd.) se extrémné odliSovala pouze linie SF, ktera
pochazela z mnohaletého Ilaboratorniho chovu krmeného umélou potravou
s tetracyklinovymi antibiotiky. Bramborové listy mohly byt pro larvy neplnohodnotnou
potravou. Napf. alkaloidy pfitomné v bramborach mohou v travicim traktu reagovat
s pfijimanymi aminokyselinami a snizovat jejich vstfebavani. Nedostatek esencialnich
aminokyselin mlze vést k redukci hmotnosti a pozdéji také k nizSimu poctu vajicek. To
je mnohem pravdépodobnéjSi vysvétleni, nez ZzZe listy nemaji dostatek nutrientd
potfebnych pro vyvoj larev (Hussain a kol., 2005). Housenky linie SF reagovaly na
nahlou zménu potravy zvySenim jejiho pfijmu, nadpoCetnym larvalnim svlékanim
a v porovnani s ostatnimi testovanymi liniemi i nizSim poc¢tem vykladenych vajicek.
Podobné jako u jiné citlivé linie v naSich testech (SN) vykazovaly housenky na listech
brambor velmi nizké hodnoty ECI.

Dotton a kol. (2003) sledovali vyvoj housenek prvniho a druhého instaru na listech
postiikanych pfipravkem Dipel (Bt varianta kurstaki), coz je v zemédélstvi
nejrozSifengjSi preparat Bt. Mortalita a vaha housenek ovlivnéna nebyla, ale objevil se
rozdil v délce trvani prvniho instaru (p < 0,001). Podle Salama a kol. (1990) ma toxin
vétsi vliv na mladé housenky nez na pozdéjsi stadia. V nasi studii s housenkami dvou
poslednich instarl se objevil prikazny rozdil v délce trvani instaru dvakrat a to u linie
SF (délka patého instaru: F = 5,0418; p = 0,0289) a NC (délka Sestého instaru:
F =4,1964; p = 0,0497).

Salama a kol. (1983) popsali v hemolymfé housenek S. littoralis zmény iontovych
pomérd a obsahu aminokyselin (zvySeni a u jinych naopak snizeni mnozstvi)
v disledku peroralni aplikace Bt kmena kurstaki HD-129 a entomocidus HD-635.
Vlastnim housenkam tyto zmény zfejmé nevadi, ale mohou ohrozit jejich predatory.
Hilbeck a kol. (1999) ukazali, Ze housenky S. littoralis krmené kukufici obsahujici
Cry1Ab a pouzité jako vyhradni potrava larev zlatooCky zpuUsobi u tohoto predatora
zvySeni umrtnosti. V této studii byla pouzita i uméla potrava s obsahem Cry1Ab
s tficetkrat vy$Sim nez je obsah toxinu v listech kukufice. DulezitéjSi je vSak skute¢nost,
ze Chrysoperla carnea (Stephens), predator mnoha hmyzich druhd, dava v pfirodé

prednost msicim, jejichz potrava (floém) Cry1Ab vibec neobsahuje (Raps a kol., 2001).
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Podle Romeise a kol. (2004) vSak predstavuje Bt kukufice (respektive Cry1ab toxin)
vétSi pravdépodobnost uhynu a prodlouzeni vyvoje housenek. SniZeni jejich poctu
a mozna i vyzivné hodnoty muze druhotné ovlivnit dalSi slozky potravni pyramidy,
tj. predatory a parazitoidy. V pfirodé je vliv GM plodin na necilové organizmy
komplikovan kolisanim obsahu toxinu v rostliné v pribéhu vegetacni sezény. U kukufice
byla prokazana nejvyssi exprese toxinu v mladych listech a stoncich na zacatku léta,
zatimco v pribéhu sezény az do sklizné na podzim velmi rychle klesa (Jehle a Nguyen
Thu, 2003; Dutton, 2003). MnoZstvi toxinu v rostliné se méni i v zavislosti na teplotnich

a klimatickych podminkach (Habustova a kol., 2005).

Data prezentovana v této praci naznacuji, ze Cry3Aa nema vliv na vyvoj S. littoralis
(Boisd.). Statisticky prikazny rozdil ve dvou klicovych sledovanych faktorech — pocet
vajiCek a potomstva — byl pozorovan pouze u jedné linie (SN). Linii SF povaZzuji za
nejcitlivéjsi, protoze u ni bylo pozorovano nejvice prikaznych rozdill, ale signifikantni
rozdil se neprojevil v plodnosti. Vy8Si narust biomasy a vy8Si hodnoty ECI u skupiny
NLS nez u kontrol zatim nelze vysvétlit. Vysledky ziskané u téchto dvou linii jsou natolik
odlisné od ostatnich tfi pokusnych linii, Ze pro potvrzeni jejich pravdivosti by bylo
vhodné testy zopakovat. Ve svém souboru vysledky ukazuji, Ze necilovy druh

S. littoralis neni expresi Cry3Aa v hostitelské rostliné ohrozen.
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