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B Anotace

Presented thesis examines possible environmental impact of the genetically
modified (GM) maize expressing insecticidal Cry proteins. The impact was
assessed from differences in the communities of the ground and above-ground
arthropods in plots sown with the standard and the GM maize, respectively. The
results revealed that neither the abundance nor the species richness of
arthropods was affected. Laboratory experiments were used to study effect of
maize expressing several types of Cry proteins on the arthropod predators.
Despite the proven exposure of the predators to Cry proteins in the food, no Cry
proteins accumulation and deleterious effects on predators were observed. The
results confirm the importance of predators in insect resistance management
using the GM maize seed blends method.
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1. Uvod

1.1. Péstovani geneticky modifikovanych plodin ve svété

Geneticka transformace umoznuje vlozit do genomu rostlin gen pochazejici ze
zcela neptibuzného organismu, napf. z bakterie. Prvni Uspésné transformovanou
rostlinou byl vroce 1987 tabak (Vaeck et al. 1987) a prvni geneticky
modifikovanou (GM) plodinou uvedenou na trh byla v roce 1996 kukufrice (Yu et
al. 2011). Od té doby se rozloha, na niz jsou GM plodiny péstovany, stale
rozrlsta. NejrozSifenéjsi je séja, kukufice, bavinik a fepka. Plodiny tolerantni
k herbicidim a resistentni vici skdclm prevazuji, ovsem zacinaji se objevovat i
dalsi komercné vyuzitelné GM plodiny, napf. s odolnosti proti suchu.

Ze stonasobného nardstu oseté plochy mezi roky 1996 a 2014 jasné vyplyva, Ze
jsou GM plodiny nejrychleji pfijimanou technologii v historii moderniho
zemédélstvi (James 2014). V roce 2014 se GM plodiny péstovaly ve 28 zemich.
Nejvétsi vyméry bylo dosazeno v USA, Brazilii a Argentiné; Ceska republika byla
se svymi 1754 ha na 24. misté. Meziro¢né se plocha s GM rostlinami zvysSuje
prdmérné o 10 %, avsak v Evropé dochazi naopak k poklesu (James 2014). Dovoz
i pouZiti GM produktl je zde omezeno a administrativné dosti ztiZzeno (Ricroch et
al. 2015). Doposud byly pro péstovani v Evropské unii (EU) schvaleny pouze dvé
GM plodiny, a to v roce 1998 kukufice odolna vici zavijeci kukuficnému (Ostrinia
nubilalis) a vroce 2009 brambor se zablokovanou syntézou polysacharidu
amyldzy, ktery je pro primyslové zpracovani méné vhodny nez amylopektin.

Po 19 letech zkuSenosti s komerénim péstovanim se objevuji rozsdhlé meta-
analyzy, které hodnoti péstovani GM plodin z ekonomického hlediska. Klimper
& Qaim (2014) ukazaly, Ze péstovanim GM plodin doslo ke sniZeni pouzivani
pesticidd v prdméru o 37 %, vynosy vzrostly o 22 % a péstitelim se zvysil zisk o
68 %. VySSi vynos a snizeni mnoiZstvi pesticidd jsou znatelnéjsi u plodin
rezistentnich viéi hmyzu nez u plodin tolerantnich k herbicidim. Zvyseni vynosu
a zisku je znatelnéjsi v rozvojovych zemich nez ve vyspélych zemich. Péstitelé
GM plodin se pfimo podileji na snizeni vyskytu skidcl (Hutchison et al. 2010) a
na snizeni sekundarnich nakaz souvisejicich s napadenim cilovymi skidci. Napf. u
jediné povolené GM odridy kukufice v EU byl pozitivni vliv na zlep3eni kvality
zemédélskych produktd jasné prokazan. Diky eliminaci poskozeni zavijeCem
kukuficnym nedochazi k sekundarnimu napadeni rostlin houbami, v nasich
podminkach nejcastéji rodu Fusarium, v misté pozerku, coZ vyznamné snizuje
mnozstvi nebezpeénych mykotoxinG vzemédélskych produktech (Nedélnik
2010). GM plodiny jsou proto povazovany nejen za dileZitou soucast



integrované ochrany rostlin, ale i za zplsob zvySeni zdravotni bezpecnosti
potravin a krmiv (Yu et al. 2011).

1.2. Pavod insekticidniho transgenu a mechanismus ucinku exprimovaného Cry
proteinu

NejrozsifrenéjsSim produktem genového inzenyrstvi k ochrané rostlin proti
hmyzim $kddcim je skupina transgen( (geny pfenesené z jednoho organismu do
druhého) pochazejicich z krystalovych inkluzi (proto Cry), které tvofi pfi sporulaci
aerobni ubikvistni padni bakterie Bacillus thuringiensis (Bt, proto Bt plodiny) ze
skupiny Bacillus cereus (Pigott et al. 2007). Insekticidni funkce spor této bakterie
je znama jiz od zacatku 20. stoleti. Prvni insekticid na bazi Bt byl pouzit v roce
1938 ve Francii a dnes tvofi 90 % komercné vyuzivanych biopesticidl (Gao et al.
2011). Jednotlivé sérotypy Bt produkuji odlisné proteiny, které pusobi specificky
na rGzné skupiny hmyzu: Cryl na Lepidoptera, Cry2 na Lepidoptera a Diptera,
Cry3 na Coleoptera, Cry4 na Diptera a Cry5 na Lepidoptera a Coleoptera.
Fylogenetickd analyza prokazala, Ze rozmanitost Cry proteind se vyvijela jako
dlsledek nezavislé evoluce tfi domén zajistujicich funkénost proteinu a jejich
vzajemné dislokace (Bravo et al. 2007).

Ke Cry proteinim jsou citlivd nedospéla stadia holometabolniho hmyzu (Glare &
O’Callagham 2000) ptedevéim larvy nejmladsich instartl (Alvarez-Alfageme et al.
2011). Kazdé zjisténi vlivu na dospéla stadia je peclivé sledovano (Romeis et al.
2011). V jedné studii byl napt. zaznamenan vliv Cry3Bb1 na preZivani samcl a
hmotnost a plodnost samic bazlivce kukuficného (Diabrotica virgifera virgifera)
(Meissle et al. 2011), avsak jiné studie Gcinek na dospélce nepotvrdily (Al-Deeb
& Wilde 2005, Nowatzki et al. 2006).

Ve sporach Bt jsou Cry proteiny ulozeny jako prototoxiny, které se aktivuji
odstépenim N- a C- konce plisobenim protedz v zaZivacim traktu hmyzu (Rausell
et al. 2007). Po prekonani peritrofické membrany se aktivovany protein navaze
v epitelu na specifické receptorové proteiny na mikroklcich — kadheriny.
Potvrzeni ulohy kadherinu pfti aktivaci Cry protein u motyld (Gomez et al. 2007),
komara Aedes aegypti (Chen et al. 2009a) a brouka potemnika moucného
(Tenebrio molitor) (Fabrick et al. 2009) naznacuje, zZe jsou kadheriny pro
funkénost Cry proteini obecné dileZité (Gao et al. 2011). Specifi¢nost Cry
proteinli pravdépodobné spociva ve velké mezidruhové rozmanitosti kadherind.
Napriklad CrylA je vysoce ucinny proti Heliotihis virescens ale proti Helicoverpa
zea, coz je rovnéz skddce z Celedi Noctuidae, se musi pro Uplnou ochranu pouZzit
i insekticid (Chen et al. 2007).



Bravo et al. (2004) navrhli model mechanismu plsobeni Cry proteint. Model
predpoklada, Ze Cry protein navdzany na kadherin podminuje castecnou
proteolyzu nutnou k oligomerizaci Cry proteinu. Vzniklé oligomery jsou vysoce
afinitni k aminopeptiddzam nebo alkalickym fosfatazam vdzanym k membrané
glykosylfosfatidylinositolovou kotvou. Oblasti bunécné membrany s vysokym
vyskytem téchto receptorl (lipidové rafty) maji zdsadni vyznam pro Zivotné
dllezZité bunécné funkce (signalni procesy a membranovy transport). Pravé zde
dochazi k inzerci oligomerli do bunééné membrany, jejichz nasledkem je
otevreni kanald pro K* ionty, vznik pord a lyze buriky zplsobena osmotickym
Sokem. Hmyz pak obvykle hyne na naslednou sepsi nebo vyhladovéni do 2 az 5
dn0. Alternativni model Uc¢innosti spociva ve vazbé monomeru Cry proteinu na
kadherin, ktera spusti specifickou vnitrobunéénou odpovéd vedouci k bunécné
smrti (Zhang et al. 2005).

Podrobnéji je proces aktivizace zatim znam jen u CrylAc: Po jeho navdazani na
kadherin dojde k odstépeni c¢asti molekuly a tim k aktivaci proteinu; vznikne
oligomer ze ¢ty molekul, ktery se navaze na sekundarni receptor popsany vyse
(Krishnamoorthy et al. 2007). Mechanismus pusobeni jinych typd Cry proteind
vsak mulzZe byt odlisny. Bylo napfiklad zjisténo, Ze aminopeptidazy neslouzi jako
receptory pro Cry3Aa protein (Rausell et al. 2007).

V laboratofich jsou kromé Bt plodin vyvijeny i plodiny, jejichZ rezistence v{ci
herbivornimu hmyzu je zaloZena na expresi inhibitorl protedz (Kodrik et al.
2013) lektinG ¢i RNAi (Baum et al. 2007). Dosud vSak nebyla Zadna plodina
takovych vlastnosti komercializovdna. V soucasné dobé jsou spiSe propagovany a
stdle vice vyuzivany Bt plodiny s vice Cry proteiny, poptipadé v kombinaci s
toleranci k herbicidu/Gm. USA je jedinymi statem, ktery péstuje GM kukufici
sosmi transgeny. Sest exprimuje Cry proteiny u&inné proti gkGidcim z fadu
motyll (Lepidoptera) (Svobodova et al. 2015) a broukd (Coleoptera) (Head et al.
2014) a dva zarucujici toleranci vici herbicidim na bazi glyfosatu a glufusinatu.

1.3. Exprese transgenu a detekce Bt plodin

U vétsSiny Bt plodin je exprese transgenu ftizena silnym konstitutivnim
promotorem (napi. 35S promotor viru kvétdkové mozaiky) (Bakd et al. 2011).
Rozdil mlze byt vdalSich regulacnich sekvencich, které zajistuji napfiklad
tkanovou specifitu. Napf. MON 88017 a MON 863 obsahuji stejné inserty —
Cry3Bb1, avsak novéjsi MON 88017 exprimuje Cry3Bb1 ve vlaskach Ctyrikrat vice
a v pylu ctyrikrat méné nez MON 863 (Meissle et al. 2011).



Nguyen v némeckém Neustadtu se dlouhodobé zabyva expresi genli pro Cry
proteiny v plodinach. Podle jejich vysledk(i je exprese ve skleniku shodna
s expresi na poli a zavisi na rlistové fazi kukufice a typu rostlinné tkané (Nguyen
& Jehle 2007, 2009, Nguyen et al. 2008).

Pro detekci transgenu ¢i jeho produktu se pouziva polymerazova retézova
reakce (PCR), délkovy polymorfismus restrikénich fragmentl (RFLP),
Southernova hybridizace, DNA sekvenovani a imunologickd metoda ELISA.
Detekce Bt plodin je stale metodicky problematicka avSak v EU nutnd, protoze
vétSina obyvatel EU nepovazuje GM plodiny za rovnocenné s konvencnimi
plodinami a poZaduje znaceni a predevsim kontrolu zemédélskych produktu
dovazZenych ze zemi, kde nejsou kritéria pro zachazeni s GM plodinami a jejich
produkty tak ptisna (Wang et al. 2007).

1.4. Design laboratornich experimentt a polnich studii

Vyvoj a vyuziti GM plodin vyvolalo u Siroké verejnosti fadu otazek, na které musi
védecka sféra presvédCivé odpovidat. Vyzkum v této oblasti je proto peclivé
sledovan. Je kladen didraz na striktni dodriovani predepsanych protokol(,
protoze zjisténi negativniho vlivu GM plodin, byt i dal$im vyzkumem vyvracené,
byva pfi¢inou rychlé byrokratické akce (napf. zdkaz GM plodin v Némecku).
Védecti pracovnici se intenzivné vénuji moznosti Sifeni transgenl nebo jejich
produktl, perzistenci a akumulaci produktll v Zivotnim prostfedi, pfipadnym
nezadoucim vlivim GM plodin na biotické a abiotické slozky ekosystému a
moznému vlivu GM plodin a jejich produktl na lidské zdravi.

Predmétem této prace je sledovani vlivu geneticky modifikovanych Bt plodin
exprimujici insekticidni Cry proteiny na necilové druhy bezobratlych. Prvnim
krokem pfi hodnoceni mozného environmentdlniho rizika spociva ve vystaveni
studovanych organism( koncentracim transgenniho proteinu, které odpovidaji
nebo prevysuji koncentrace, se kterymi se mlZe organismus pravdépodobné
setkat v polnich podminkach (nejhorsi mozny scénar). Zakladni testy jsou stejné,
jako pfi testovani toxicity jinych latek v kontrolovanych laboratornich
podminkdach. Pokud neni zjistén zadny statisticky vyznamny Gcinek, pfichazeji na
fadu polni pokusy, pfi kterych je pfirozené spoleenstvo agrocendzy vystaveno
expresi transgenu ovlivnéné proménlivymi podminkami Zivotniho prostredi. Pro
ziskani validnich vysledkd je daleZité planovat polni pokusy v mistech zajistujicich
vysokou expresi transgenu a reprezentujici ur¢itou geografickou oblast. Nutné je
uzivani validnich metod odchytu bezobratlych (blize napf. Schirmel et al. 2010).
Polni pokusy poskytuji, na rozdil od laboratornich testl, vice informaci o



ekologickych vztazich a jejich pfipadnych zménach v porostu Bt plodin. V ptipadé
potieby jsou podle situaci, které mohou nastat v redlném spolecenstvu
v agroekosystému, navrzeny dalsi laboratorni experimenty simulujici tyto

scénare.

Studované organismy musi splfovat nékolik zakladnich podminek, jako je
citivost ke zménam Zivotniho prostiedi (tzv. bioindikatory), musi se
v agroekosystému vyskytovat v dostateCcném mnozstvi a musi jit o skupiny
snadno rozpoznatelné (Leslie et al. 2009). Spektrum testovanych druhl musi
reprezentovat taxonomickou i funkéni diverzitu (zastupci herbivort, predatord,
parazitoidi, opylovacd i edafonu) a vSechny habitaty agroekosystému
(podzemni, epigeicti, |étajici a na rostlinach se vyskytujici bezobratli). Mély by
byt sledovany i druhy s urcitou kulturni ¢i estetickou hodnotou vcetné druhl
ohroZenych. V ptipadé laboratornich testl doporucuje Evropska a stfedozemni
organizace ochrany rostlin (EPPO) a Testovaci skupina pro registraci uzitecnych
¢lenovcll (BART) uZivat populace clenovcli chované dlouhodobé v laboratofi,
¢imZ se zajistuje opakovatelnost vysledk(l (Romeis et al. 2011, Yu et al. 2011).

Typickymi sledovanymi parametry jsou: mortalita (LDso ¢i LCso), plodnost, délka
vyvoje a prirlistky hmotnosti. DlleZité je sledovat negativni kontrolu, ze které se
da vydedukovat, zda na pokusné organismy neplsobi pridatny stresovy faktor.
Pfi pokusech je mozno pouzit i pozitivni kontrolu, tedy jinou latku obecné
znamou svou toxicitou vi¢i testovanému organismu, pomoci niz je zjistovano,
zda je moiné u daného organismu zjistit subletalni projevy intoxikace (Alvarez-
Alfageme et al. 2011). Doporucena je také délka pokusu — minimalné 5 dni, ale
preferuje se spiSe 7 — 14 dni.

Pfi laboratornich pokusech jsou vétSinou testované organismy krmeny pouze
urcitym typem potravy (s Cry proteinem nebo bez ného), coz miZe byt pro
nékteré druhy (generalisty) nepfirozené. V tomto pripadé taktéz hovofime o
navozeni nejhorsiho mozného scénare (Romeis et al. 2011, Yu et al. 2011). Cry
protein miZe byt vlaboratofi pfiddan do umélé potravy, medového roztoku,
vstfiknut do kofisti, aplikovan na kofist nebo muze byt kotist krmena potravou
s obsahem Cry proteinu. Pouziti Cistého Cry proteinu v definované potravé
eliminuje vliv pfipadnych nutritivnich a jinych rozdild mezi GM a kontrolnim
(izogennim, tedy matefskym) hybridem (Saxena & Stotzky 2001) a umoziuje
ovéreni jeho stability (Meissle et al. 2011). Pfi polnich pokusech se uréitym
rozdildm mezi Bt a izogennim hybridem nevyhneme, navic mlze byt problém
s odliSnou Upravou osiva. Napriklad semena Bt plodin sinsertem pro Cry3
protein mohou byt oSetfena neonikotinoidem pro kontrolu sekundarnich skadct



a tato skutecnost pak mize mit vliv na vysledky studie. Pravé u neonikotinoidu
byl zjistén negativni vliv na stfevliky (Mullin et al. 2005, Leslie et al. 2009).

Vlastni design experimentu a znalost biologie pouZitych druh( bezobratlych jsou
dalezitym faktorem. Schmidt et al. (2009) zjistili vyssi mortalitu slunécka Adalia
bipunctata vystaveného Cry proteinu. Praci vsak byl vytknut Spatny design,
nejasnosti v metodice a hlavné chybéni nékterych udaji. Schmidt et al. (2009)
aplikovali neovéfené mnoistvi Cry proteinu na povrch vajicek Ephestia
kuehniella, které pak byly nabidnuty jako potrava slunécku. Vzhledem k tomu, ze
slunécka prokazatelné vajicka propichuji a Zivi se obsahem, kdezto obal z(stava
netknuty (Alvarez-Alfageme et al. 2011), je jasné, Ze pfi¢inny vztah mezi
pozorovanou mortalitou a Cry proteinem je prinejmensim diskutabilni a
v pozdéjsich studiich nepotvrzeny (Alvarez-Alfageme et al. 2011).

Spravna interpretace vysledkd je pfi sledovani vlivu na jednotlivé trofické drovné
zasadni. V polnich studiich je duleZité odlisit pfimo vliv Cry proteinu od zavislosti
abundance predatora ¢i parazitoida na pFitomnosti kofisti (cilového skliidce Cry
proteinu) a v laboratornich experimentech vliv nutri¢ni kvality kofisti (cilového
Skidce) na fitness predatora Ci parazitoida. Napriklad Riddick et al. (1998)
zaznamenal sniZzeni abundance stfevlika Lebia grandis specializovaného na
mandelinku bramborovou (Leptinotarsa decemlineata) na poli s Bt bramborem
odolnym v(¢i mandelince. Snizeni abundance tohoto stfevlika bylo druhotnym
disledkem inzerce genu pro Cry protein do rostliny bramboru nikoliv vysledkem
jeho primého toxického ucinku. V nékterych laboratornich studiich byl
pozorovan vliv na predatory a parazitoidy, avsak pozdéji bylo prokazano, ze se
jedna o pripady, kdy byly studované organismy vystaveny nutri¢né nekvalitnimu
zdroji potravy (cilovi skidci vystaveni Cry proteinim) (Romeis et al. 2011, 2014,
Yu et al. 2011).

1.5. Sledovani vlivu Cry proteinti na necilové druhy bezobratlych

Necilové druhy bezobratlych se mohou s Cry proteinem dostat do kontaktu
pfimo Zirem na Bt rostling, pres kofist, kterd mize byt necilovym nebo cilovym
Skidcem nebo se muze Cry protein nachazet v okolnim prostredi (plda, voda)
(Leslie et al. 2009). Nékteré druhy prijdou do kontaktu s Cry proteinem s vyssi a
jiné s nizsi pravdépodobnosti. MSice jsou napfiklad znamé tim, ze Cry proteiny
neobsahuji, nebo jen vmalém mnozZstvi, takze jejich specifiti predatori a
parazitoidi jsou méné ohroZeni nez prirozeni nepratelé svilusek, u kterych byl
naopak vysoky obsah Cry proteinu v téle potvrzen (viz. dale). Také opylovaci jsou



méné ohrozenou skupinou, protoZe transgen se vétSinou v pylovych zrnech

exprimuje ve velice malém mnozstvi nebo vibec.

1.5.1. Herbivori

V laboratornich experimentech se herbivofi spiSe neZz jako samostatné
studované objekty objevuji jako prostfednici pro expozici pfirozenych nepratel
(predatorli, parazitoidd) Cry proteindm. Abundance herbivorli se sleduje
v polnich studiich. V necilovych druzich herbivorli a v rezistentnich kmenech
pGvodné senzitivnich druhl byl prokdzan rozklad Cry proteinl (Rausell et al.
2007), ale i presto se Cry protein v télech herbivorli nachazi v aktivnim stavu
(Lawo et al. 2010, Meissle & Romeis 2009a) a aktivni protein je mozné
zaznamenat i v exkrementech (Zurbriigg & Nentwig 2009), coZ podporuje
myslenku expozice tteti trofické tirovné Cry proteinim.

Fytofdgni organismy Zivici se Bt plodinami jsou sice v pfimé blizkosti produktu
transgenu, avSak vzhledem krlznym potravnim specializacim ne vidy Cry
protein konzumuji. Msice jsou jednou z nejcastéjsich skupin herbivorli na
kukurici. V télech msic byl Cry protein detekovan jen v nékterych pripadech a to
ve velmi nizkém mnozstvi, coZ souvisi s nepfitomnosti Cry proteinu ve floému,
kterym se msice Zivi (Raps et al. 2001, Ramirez-Romero et al. 2008, Romeis &
Meissle 2011). Studie potvrzuji, Ze Zivot na Bt rostlinach nema vliv na jejich
Zivotni projevy (Ramirez-Romero et al. 2008, Lumbierres et al. 2011).

V télech svilusek chmelovych (Tetranychus urticae) byl naopak aktivni protein
nalezen i v koncentracich prevysujici hodnoty v listech (Alvarez-Alfageme et al.
2008, Torres & Ruberson 2008), coz se vysvétluje tim, Ze se svilusky Zivi obsahem
bunék mezofylu, kde je obsah Cry proteinl vysoky. Vliv na sledované parametry
jejich vyvoje zaznamenan nebyl ani po nékolika generacich (Dutton et al. 2002, Li
& Romeis 2010, Alvarez-Alfageme et al. 2011). Zemkova Rovenska et al. (2005) u
sviluSek zaznamenala preferenci listd Bt plodiny exprimujici Cry3Bb1 pro kladeni
vajicek a Svobodovd et al. (2013b) nejvyssi pocet nakladenych vajicek
(signifikantné vyssi v porovnani s referencnim hybridem).

Cry proteiny v koncentracich nizsich nez u svilusek ale vysSich nez u msic jsou
detekovany u herbivor( Zivicich se celou rostlinou hmotou, napf. u mlry rodu
Spodoptera (Dutra et al. 2012, Svobodova et al. 2015). Zurbrigg & Nentwig
(2009) detekovali Cry3Bb1 a Cry1Ab v télech i exkrementech dvou druhd slimaka
Arion lusitanicus a Deroceras reticulatum, béinych skidcl a kofisti strevlikd,
pavoukl, ptakd a jezkd. Kramarz et al (2009) zjistil vliv Cry proteinu na vyvoj a
plodnost hlemyzdé Cantareus aspersus, ale v jeho praci jsou urcité nejasnosti a



nepresnosti. Rauschen et al. (2009) nezjistil Zadny vliv Bt kukufice (Cry3Bb1) na
plostice Trigonotylus caelestialium, i kdyz v jejich téle byl Cry protein nalezen.
Ani herbivorni brouci Epilachna vigintioctopunctata (Coccinelidae) a Galerucella
vittaticolis (Chrysomelidae) nebyli ovlivnéni konzumaci Cry3Bb1 proteinu v pylu
(Shirai et al. 2006).

Vysledky z polnich experimentd ukazuji podobnou abundanci herbivord v
porostech Bt plodin a izogennich hybrid( (napf. Bhatti et al. 2005a). Objevu;ji se
ale i publikace popisujici vyssi abundanci na Bt plodinach, jedna se vsak vétSinou
o nesignifikantni nebo nekonzistentni vysledky (viz. 1.6.1.). Eizaguirre et al.
(2006) a Habustova et al. (2014) ukazali nesignifikantné vyssi abundanci msic,
kfisk( a tfdsnének v porostu Bt kukufice.

1.5.2. Predatofri

Slunécka, hladénky, drabcici, pavouci, stfevlici, dravi roztoCi a dalsi predatofi
jsou duleZitou skupinou v agrocendzach, protoZe jsou schopni ovliviiovat
dynamiku populaci svych kofisti. | v jejich télech byly Cry proteiny zjiStény, napfr.
vtéle drabcika Atheta coriaria (Garcia et al. 2010, 2012) ¢i slunécka Adalia
bipunctata krmenych sviluskou chmelovou (Alvarez-Alfageme et al. 2011).
Mnozstvi aktivniho Cry proteinu se v trofickém fetézci snizuje velmi rychle a v
predatorech se detekuje méné jak 10 % puavodné aktivniho Cry proteinu
(Alvarez-Alfageme et al. 2008, 2011, Meissle & Romeis 2009b, Meissle & Romeis
2012, Tian et al. 2013, 2014).

Negativni vliv na predatory byl zaznamendn jen v téch pripadech, kdy byl jako
zdroj Cry proteinu uZzit cilovy druh, ktery predstavoval nutricné nekvalitni zdroj
potravy (Chen et al. 2009b, Lawo et al. 2010). Zadny vliv nebyl zaznamenan pfi
pouziti kofisti necitlivé k danému Cry proteinu a v mnoha ptipadech ani pfi
pouziti kofisti s prokazatelnou reakci na Cry proteiny (subletadlni vliv). Tyto
vysledky byly ziskany u zlatoocek (Davidson et al. 2006b, Romeis et al. 2014),
roztoCe Neoseiulus cucumeris (Obrist et al. 2006), pavouka Theridion impressum
(Meisssle & Romeis 2009b), drabcika Atheta coriaria (Garcia et al. 2010, 2012),
stievlika Poecilus cupreus (Alvarez-Alfageme et al. 2009) a u slunécka Adalia
bipunctata (Alvarez-Alfageme et al. 2011) a Harmonia axyridis (Svobodova et al.
2013a). U slunécka Stethorus punctillum byla dokonce zaznamenana na potravé
s obsahem Cry3Bb1 vétsi plodnost a kratsi obdobi pred kladenim vajicek (Li &
Romeis 2010). Tian et al. 2013, 2014 pouzili ve svych experimentech resistentni
kmeny kofisti pavodné citlivych druhl a ukazali tak bezpeénost Cry proteinu pro
zlatoocku a predatory z fadu polokfidlych.



Negativni efekt nebyl zaznamendn ani pfi podavani cistého Cry proteinu
v potravé predatorim Crysoperla carnea (Li et al. 2008), Caleomegilla maculata
(Duan et al. 2002), Stethorus punctillum (Alvarez-alfageme et al. 2008), larvy
Poecilus chalcites (Duan et al. 2006), Orius insidiosus (Duan et al. 2008b, Al-
Deeb & Wilde 2003) a ani pfi krmeni Bt pylem nebyly ovlivnény Zivotni projevy
10 druh( stfevlik( zkoumanych Mullinem et al. (2005) a slunécka Coleomegilla
maculata (Lundgren & Wiedenmann 2002).

Abundance Coleomegilla maculata (McManus et al. 2005) a dalSich druh(
predatord nebyla v polnich podminkach rozdilnd mezi porostem izogennich a Bt
plodin (Ahmad et al. 2005, Bhatti et al. 2005a,b, Eizaguirre et al. 2006, Ludy &
Lang 2006, Schorling & Freier 2006, Higgins et al. 2009, Skokova Habustova et al.
2015).

1.5.3. Parazitoidi

Negativni efekt na parametry prezivani byl opét pozorovan pouze v pripadech,
kdy byl jako hostitelsky organismus vybran sensitivni druh, ktery predstavuje
méné kvalitni zdroj potravy (Liu et al. 2005b, Vojtech et al. 2005, Yang et al.
2005, Ramirez-Romero et al. 2006, Chen et al. 2008). Ale v pfipadé lumcika
Apanteles subandinus bylo procento parazitismu a nasledné i procento potomku
vzeslych z dospélcl, ktefi se vyvinuly na kofisti citlivé k Bt proteinu stejné jako u
jedincu, ktefi se vyvinuly na kofisti krmené kontrolnimi rostlinami bramboru
(Davidson et al. 2006a). Pfi laboratornich experimentech nebyl zjistén vliv
pritomnosti Cry proteinu v kofistech, které byly necilové pro Cry proteiny na
parazitické vosi¢ky Encarsia formosa, msicomary Aphidius ervi (Steinbrecher
2004). Bt kukuftice neovlivnila ani vztah msic a parazitoid v polnim experimentu
(Lumbierres et al. 2011).

Pravé parazitoidi jsou vzhledem kjejich uzké specializaci nejohrozenéjsi
skupinou a ¢asto jsou v porostech s Bt plodinami nalézani v mensi mife, protoze
jsou opravdu ovlivnéni ubytkem hostitele, ptripadné jeho dramaticky snizenou
fitness (Romeis et al. 2006, Wolfenbarger et al. 2008).

1.5.4. Opylovaci

Pyl je diky svym vysokym nutricnim hodnotam c¢astou potravou mnoha druht
bezobratlych (Meissle et al. 2011). Ve snaze ucinit Bt plodiny bezpecné pro tyto
necilové organizmy, je exprese Cry proteinl v pylu recentné uZivanych Bt plodin
nizka. Zasadni pozornost vtomto ohledu je vénovadna opylovaéiim, jakoZto
krucialni sloZzce agroekosystému, i kdyZz napf. pro péstovani kukutice, druhé



nejcastéji péstované GM plodiné, pfimo duleziti nejsou. Vzhledem k vyznamu
véel bylo provedeno velké mnoiZstvi testld. Nebyl pozorovan Zadny vliv na
parametry jako je délka vyvoje, chovani, vyvoj hypofaryngealnich Zlaz, fadu
dalezitych fyziologickych procesti a bakteridlni spoleenstvo v zaZivacim traktu
(Malone et al. 1999, Bailey et al. 2005, Babendreier et al. 2005, 2007, Liu et al.
2005a, Hofs et al. 2008, Hendriksma et al. 2011, 2013). Han et al. (2010a)
uverejnili vysledky sedmidenniho pozorovani — subletalni ovlivnéni vcel
krmenych pylem s obsahem Cry proteinu. Pozdéji svij pokus opakovali a Zadny
signifikantni vliv nenasli (Han et al. 2010b). | meta-analyza potvrzuje
nezavadnost Bt pylu pro vcely (Duan et al. 2008a).

1.5.5. Pldnifauna a degradace Cry protein( v pudé

Cry proteiny jsou prokazatelné vyluovany v exudatech kofenl a do pldy se
dostavaji i zrostlinnych zbytk(. lJejich dlouhodobad perzistence ve vétsim
mnozstvi nebyla potvrzena (Ahmad et al. 2005, Prihoda & Coats 2008), ale urcité
rozdily pfi degradaci v riznych podminkach zjistény byly. V kyselejsim pH se
Cry3Bb1 rozklada v pidé s kaolinitem pomaleji neZ v neutrdlnim pH (lcoz &
Stotzky 2008). Zwahlen et al. (2003) upozorriuji na to, Ze je dllezZité sledovat
degradaci nejen v laboratofi pfi kontrolovanych podminkach, ale také na poli,
kde nejsou podminky konstantni. Podaftilo se jim zjistit detekovatelné mnozstvi
CrylAb nejen na podzim, ale potvrdili i preruseni degradace pres zimu a
detekovatelné zbytky Cry proteinu nalezli jesté v ¢ervnu nasledujiciho roku. Do
své studie zahrnuli i bezorebny systém, kde doslo k degradaci proteinu velmi
rychle. Perzistenci CrylAb po dobu 140 dni zaznamenali ve své studii i Saxena &
Stotzky (2001). Zurbriigg & Nentwig (2009) srovnavali kukufici s Cry3Bbl a
CrylAb. Obsah CrylAb byl vyssi, ale jeho degradace v exkrementech slimaka
byla rychlejsi, coZ poukazuje na jisté rozdily v rychlosti degradace raznych Cry
protein( v prostredi, a tedy na rGzné chemické vlastnosti Cry proteind. U Bt
kukufice byl zjistén vyssi obsah ligninu (Saxena & Stotzky 2001), coz mize
zpomalit rozklad rostlinnych zbytk(. Griffiths et al. (2009) vSak zaznamenali vyssi
rychlost dekompozice Bt kukurice ve vodnim toku. Zurbriigg et al. (2010) naopak
nezaznamenali rozdil v dekompozici mezi Bt kukufici a izogennim hybridem.

Bylo dokdazano, Ze Cry proteiny se vazi na jilové partikule a huminové castice.
Diky témto vazbam jsou Cry proteiny rezistentni vici biodegradaci a zachovavaji
si svou insekticidni aktivitu (Zwahlen et al. 2003, Saxena et Stotzky 2000).
Doposud nebyl vyvinut spolehlivy protokol ani extrakéni pufr pro extrakci Cry
proteinli navazanych na jilové partikule (Prihoda & Coats 2008). Vétsina studii se
vsak shoduje, Ze majoritni ¢ast Cry protein( se v ptdé rozklada velmi rychle (viz
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vyse) a jen nepatrné mnoZstvi zlstane takto navadzano (Saxena & Stotzky 2000,
Ahmad et al. 2005, Li et al. 2007, Fiorito et al. 2008, Icoz & Stotzky 2008, Icoz et
al. 2008, Prihoda & Coats 2008, Shan et al. 2008, Daudu et al. 2009, Zurbrigg et
al. 2010).

Vzhledem k nejednotnym vysledklm tykajicich se perzistence Cry protein(
v pGdé a tomu, Ze exprese Cry3Bb1 v Bt kukutici MON863 a MON 88017 by méla
byt nejvyssi v kofenech (larvy cilového skddce se jimi Zivi), se v poslednich letech
objevilo mnoho praci zabyvajicich se vlivem Cry proteinG na padni
dekompozitory a mikrobidlni spoleCenstva. Studie potvrzuji, Ze zizaly (Honemann
& Nentwig 2009, Liu et al. 2009), larvy dvoukfidlych (Knecht & Nentwig 2010),
roztoCi (Carter et al. 2004), chvostoskoci (Heckmann et al. 2006, Bai et al. 2010,
Minaréikova 2015, Yang et al. 2015) a hlistice (PGZa et al. 2011, Cerevkova &
Cagan 2015) nejsou ovlivnéni péstovanim Bt plodin. Bakonyi et al. (2006) vsak
pozorovali u tfech druhd chvostoskokd preferenci potravy z kontrolni plodiny.
Ani v pfipadé mikrobl vétSina praci neobjevila v pQdé rozdil ve sloZeni
mikrobialnich spolecenstev a mykorrhiznich hub (Devare et al. 2004, Baumgarte
& Tebbe 2005, Griffiths et al. 2007a,b, de Vaufleury et al. 2007, Knox et al. 2008,
Lehman et al. 2008a,b, Oliveira et al. 2008, Miethling-Graff et al. 2010). Raubuch
et al (2010) zaznamenal nizsi aktivitu na pocatku mikrobiadlniho procesu. Turrini
et al. (2004) a Castaldini et al. (2005) zaznamenali sniZeni kolonizace kofenl Bt
kukutice mykorrhiznimi houbami.

1.5.6. Vodni bezobratli

Vzhledem k tomu, Ze muiZe dojit k ndhodnému vyskytu Cry protein ve vodé
(splach pldy, pylu a rostlinného materialu) nékolik studii se vénuje vlivu Bt
plodin i na vodni bezobratlé. Chambers et al. (2010) potvrdili stejnou abundanci
sledovanych vodnich bezobratlych s i bez Cry proteinu v rostlinném detritu avSak
v laboratofi zjistili pomalejsi vyvoj larev jednoho ze tfi druhd chrostikd. Stejné
tak vysledky studie Bghna et al. 2008, ktera ukazuje vliv na Daphnia magna je
dikazem toho, Ze v této oblasti je tfeba dalsich studii.

1.5.7. Vyssi zivoCichové

Receptory pro Cry proteiny se vyskytuji pouze u hmyzu, ale vzhledem ke
spolecenskému tlaku jsou provadény i studie na obratlovcich (Siegel et al. 1987,
McClintock et al. 1995). Vliv potravin s obsahem Bt plodin byl u dribeZe a savcu,

véetné potkan(, sledovan po vice generaci a Zadné signifikantni projevy toxicity
Cry proteind obsaZenych v potravé objeveny nebyly (Halle et al. 2004,
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Flachowsky et al. 2005, Kilic & Akay 2008, Appenzeller et al. 2009, Wang et al.
2014, shrnuto v Snell et al. 2012 a Van Eenennaam & Young 2014).

Z dosavadnich vysledkd laboratornich experimentd a polnich studii lze vyvodit,
Ze necilovi bezobratli hebivofi, predatofi, parazitoidi, dekompozitofi, ani vyssi
ZivocCichové nejsou ohroZeni pfitomnosti Cry protein( v plodinach, coZ dokazuji i
meta-analyzy porovnavajici vétsi pocet studii (Marvier et al. 2007, Wolfenbarger
et al. 2008). Meta-analyzy slouzi k ziskani relevantniho obrazu o tom, zda jsou
vysledky o vlivu na jednotlivé organismy konzistentni.

V polnich studiich je abundance a druhovd bohatost srovnatelnd s plochami
osetymi izogennimi hybridy. Mnoho autord polnich studii porovnava vliv Bt
plodin i sizogennimi hybridy oSetfenymi insekticidy. Srovnani Bt plodin s
pouzivanim casto nespecifickych chemickych insekticidnich latek je velice
dllezité, protoZe dokonce i u insekticidd aplikovanych na pldu byl pfi Spatném
uziti zaznamenan vliv na vcely (Pistorius et al. 2008). Mnohé studované necilové
skupiny bezobratlych se v porovnani s plochami oSetfenymi insekticidy vyskytuji
vice v porostech Bt plodin (Daly et al. 2000, Dively 2005, Rose & Dively 2007,
Marvier et al. 2007) a u jinych, predevsim epigeickych skupin, je vyskyt
srovnatelny (Al-deeb et al. 2003, Bhatti et al. 2005b).

1.6. Problémy spojené s péstovanim Bt plodin

1.6.1. ZvySeni abundance sekundarnich skdadct

Vzhledem k sniZeni aplikaci insekticidll se na Bt plodinach mohou rozsifovat
sekundarni Skidci a mohou se z nich stat skddci klicovi (Yu et al. 2011). Napriklad
jiz bylo zjisténo, Ze na Bt bavlniku se vyskytuje vice svilusek (Wu & Guo 2005) a
klopuskovitych (Lu et al. 2010). U Bt kukufice byl také zjistén v nékterych zemich
vysSi vyskyt sekundarnich skl(dch, avsak zatim je tento nardst vyskytu
nekonzistentni a nevzbuzuje Zadné obavy (Lumbierres et al. 2004, Hellmich et
al. 2008).

1.6.2. Rezistence cilovych druhl

Rezistence ke Cry proteinim byla zaznamenana u populaci ve volné pfirodé
(Storer et al. 2010, Gassmann et al. 2011), zejména vsak byla uméle navozena
v laboratofi, napf. u motyld a mandelinky bramborové (Whalon et al. 1993,
Gould et al. 1995, Oppert et al. 2009). V mnoha pfipadech neni jasny
mechanismus rezistence. Teoreticky existuje nékolik rdznych mutaci, které ke

12



vzniku rezistence vedou. Vétsina pripadl je spojovana se zménou struktury
kadherinu ¢i jiného potencidlniho receptoru Cry proteinu, nebo se snizenim
mnozstvi specifického kadherinu, které bylo prokazano u rezistentniho kmene
Heliothis virescens (Jurat-Fuentes & Adang 2004). Byl nalezen i dikaz zmény
funkce protedzy, kterd Cry protein Stépenim aktivizuje (Sayed et al. 2010). Znak
rezistence je dédén recesivné (Conner et al. 2003), ale existuji i dlkazy o tom, Ze
rezistence neni recesivni (Meihls et al. 2008).

Vzniku rezistence by méla zabranit stabilni exprese transgenu, pfitomnost jeho
produktu v uacéinnych koncentracich, odolnost produktu vicéi degradacnim
enzym0m rostliny, soucasna exprese rliznych Cry proteind, zvySeni Ucinnosti,
kombinace s jinymi insekticidnimi transgeny a zachovani urcité plochy oseté
nemodifikovanymi rostlinami v tzv. refugiich, ktera by méla byt bez jinych
zpUsobl ochrany, protoZe aplikace insekticidu v refugiich urychluje vyvoj
rezistence (Onstad & Meinke 2010). Tato opatreni zajisti, Zze pripadné vznikla
alela zodpovédna za rezistenci bude recesivni.

1.7. Pfedmét vyzkumu, stanoveni cili a hypotéz

V predklddané praci se zabyvdm vlivem Bt kukufice na necilové druhy
bezobratlych, predevsim na predatory, jako klicové organismy dalezité v
systému integrované ochrany rostlin a managementu vzniku rezistence u
cilovych skldch Bt plodin. Prace zahrnuje vysledky ztfiletého polniho
experimentu, ktery je v porovndani s podobnymi experimenty vyjimeény svou
rozlohou (14 ha), pocCtem porovnavanych managementl (5) a rozsahem
biologickych analyz. Diky rozloham jednotlivych pokusnych ploch (0.5 ha) byly
ziskdny reprezentativni vzorky spolecenstev vyskytujicich se v kukufiéném poli
v agroekologickych podminkdch CR. Na polni studii navazuji laboratorni
experimenty, ve kterych je blize specifikovana role bezobratlych predator(
v managementu vzniku rezistence u cilovych skddcl Bt plodin. Dile je ovéren
vliv jednoho Cry proteinu respektive synergického plsobeni Sesti Cry protein(
exprimovanych v Bt kukuftici na predatory. V pfipadé Bt kukufice exprimujici Sest
raznych Cry proteind se jedna o prvni praci, kterd ovéruje jejich synergicky vliv
na necilové druhy bezobratlych. V laboratorni ¢asti je také kvantifikovan obsah
Cry proteind v jednotlivych ¢astech potravniho fetézce a hodnoceno vystaveni
predatord Cry proteindim z riznych potravnich zdrojd.
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Cile

Provéfit mozny negativni vliv Bt kukufice kombinujici resistenci
vUci bazlivei kukuricnému (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) s
toleranci k neselektivnimu herbicidu na bazi glyfosatu na necilové druhy
bezobratlych.

Srovnat pusobeni Bt kukufice s ucinky Sirokospektralniho puddniho
insekticidu Dursban 10G (chlorpyrifos) na entomofaunu.

Oveérit primy, nepfimy (zprostfedkovany subletalné postizenou kofisti) a
synergicky vliv Cry proteinli na hmotnost, vyvoj a mortalitu predatoru.

Ovérit preference predatora vici kofisti, ktera je subletalné postizena v
disledku pfijmu potravy s obsahem Cry proteinu.

Zjistit, jak se koncentrace rdznych Cry protein méni v potravnim fetézci
a zda nedochazi k akumulaci Cry protein(i v télech predatoru.

Hypotézy

V rozsahlém polnim experimentu neocekavame negativni ovlivnéni
sledovanych spoleCenstev bezobratlych expresi Cry proteinu v Bt
kukufici.

Snizeni abundance vlivem expozice insekticidu aplikovaného na pldu se
predpoklada u epigeickych druhl bezobratlych.

Ocekdavdme moiné nepiimé negativni ovlivnéni predatora vlivem
nutricné nevyhovujici kofisti (subletalni postizeni v dasledku pfijmu
potravy s obsahem Cry proteinu). Neocekdviame pfimé negativni
ovlivnéni sledovanych parametrd predator( vlivem potravy s obsahem
Cry proteinQ.

Neocekavame preferenci kofisti subletalné postizené v dasledku prijmu
potravy s obsahem Cry proteinu.

Ocekavame snizovani koncentrace Cry proteinl v potravnim fetézci.
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2. Vysledky

Disertacni prace je zaloZzena na dvou publikovanych ¢lancich, jedné pfijaté
publikaci a dvou rukopisech. Prvni tfi publikace vychazeji z polni studie zabyvajici
se vlivem Bt kukufice na abundanci a druhovou bohatost pavoukl (Publikace 1),
bezobratlych vyskytujicich se pfimo v porostu kukuftice (Publikace II) a drab¢cikd
(Publikace Ill). MoZné ovlivnéni spolecenstev ¢lenovcl expresi Cry3Bb1 proteinu
je srovnano sdals$imi Ctyfmi typy ploch (managementd) véetné pldnim
insekticidem oSetrfeného izogenniho hybridu. Tyto publikace se vénujicilila 2 a
k praci bylo pristupovdno s hypotézami 1 a 2. Dalsi dva rukopisy popisuji
laboratorni experimenty, v nichZ byl zjistovan vliv Cry proteint na tfi druhy
predatord béiné se vyskytujici v porostech kukufice (cil 3), moZna role predatora
v managementu vzniku rezistence u cilovych $ktdct (cil 4) a téZ je kvantifikovan
obsah Cry protein(l v jednotlivych ¢astech potravniho fetézce (cil 5). Vzhledem
k vysledkdim publikovanych jinymi autory byly stanoveny hypotézy 3, 4 a 5.

2.1. Publikace |

Epigeicti pavouci nejsou ovlivnéni geneticky modifikovanou kukufici MON
88017

(Epigeic spiders are not affected by the genetically modified maize MON
88017)

V polnim experimentu byl porovnan vliv Bt kukufice sizogennim (matefrskym)
hybridem sa bez oSetfeni padniho insekticidu (chlorpyrifos) a dvéma
nepribuznymi referenénimi hybridy kukufice. Kazdy z téchto management( byl
aplikovan tfi roky po sobé na péti 0.5 ha parcelach. Pavouci byli odchytavani do
zemnich pasti. Na kazdé parcele bylo umisténo 5 zemnich pasti (celkem 125
pasti). Uprostifed parcely byla jedna past a ve dvou fadach blizko stfedu byly
umistény dalsi ctyfi pasti. Z celkovych 79 druh( pavoukl se nejcastéji
vyskytovaly druhy Oedothorax apicatus, Pardosa agrestis a Pachygnatha
degeeri, zastupci tfi rGznych velikostnich skupin pavoukl. Druhové slozZeni i
dominance nékolika malo druhll jsou béinym znakem agroekosystému. Na
plochach s Bt kukufici byla ve srovnani s izogennim hybridem osSetfenym padnim
insekticidem pozorovana nesignifikantné vyssi abundance a ve dvou letech i
druhova bohatost pavoukd. Statisticka analyza neukdzala Zadny negativni vliv Bt
kukufice na abundanci a druhové bohatstvi pavoukld v porovnani se Ctyrmi
dalsimi managementy.
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2.2. Publikace 1

Posouzeni rizika geneticky modifikované kukurice odolné proti Diabrotica spp.:
vliv na ¢lenovce v porostu kukufice v Ceské republice

(Risk assessment of genetically engineered maize resistant to Diabrotica spp.:
influence on above-ground arthropods in the Czech Republic)

V polnim experimentu popsaném vyse (Publikace 1) byli sledovani i bezobratli
vyskytujici se pfimo na rostlinach kukutice a v porostu. Z kazdé parcely byly
odebirany vzorky 10 rostlin (250 rostlin v jednom odbéru) véetné dvou rostlin
s kofeny a na kazdou parcelu byly umistény dvé lepové desky. Nejhojnéjsimi
druhy herbivorl byly Frankliniella occidentalis, Rhopalosiphum padi a
Metopolophium dirhodum. Nejéastéji pozorovanymi skupinami predatord byly
Orius spp. a nékolik druhd razenych k ¢eledi Coccinellidae. Ordinacni diagram k
mnohorozmérné analyze ukazal, Ze byla abundance a druhova bohatost skupin
bezobratlych vyskytujicich se na rostlindch kukutice podobnéjsi na plochach
osetych kukufici se stejnym genetickym zdkladem, a to na Bt kukufici a
izogennim hybridu sa bez oSetfeni insekticidu. SpoleCenstva na plochach
osetych referen¢nimi hybridy se ukazala byt navzdjem podobnéjsi nez
spolecenstva na ostatnich plochach. Nékteré vysledky analyzy variance
jednotlivych taxon( bezobratlych potvrdily tyto rozdily, nicméné podle
statistického porovnani vramci mnohorozmérné analyzy predstavoval vliv
riznych managementl pouze zanedbatelnou ¢ast variability vysvétlujici vyskyt
bezobratlych na pokusné lokalité.

Metodou ELISA byla ovéfena exprese transgenu pro Cry3Bbl protein.
Koncentrace Cry3Bbl se pohybovala okolo 25 pg/g Cerstvé rostlinné tkané.
Rozdily byly zaznamenany mezi jednotlivymi roky, ale béhem sezony byly zjiStény
jen malé odchylky. Nejvyssi exprese byla zaznamenana v listech a kofenech.
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2.3. Publikace 11l

Funkéni diverzita drabéikt (Coleoptera: Staphylinidae) v kukufiéném poli:
testovani mozného vlivu geneticky modifikované kukufice rezistentni proti
hmyzu

(Functional diversity of staphylinid beetles (Coleoptera: Staphylinidae) in
maize fields: testing the possible effect of genetically modified, insect resistant
maize)

V polnim experimentu popsaném vySe (Publikace 1) bylo sledovano i
spolecenstvo drabcikl. Drabdici jsou doporuceni jako bioindikatory zmén v
Zivotnim prostredi pfi posuzovani rizik Bt kukutice exprimujici Cry3Bb1 protein
pred jejich uvedenim na trh. Nicméné predevsim vlivem obtizné druhové
determinaci jsou studie vénujici se spolecenstvu drabcikl ojedinélé.

V zemnich pastech jsme zaznamenali 77 druht drabdik(, z nichZz byly nejvice
zastoupeny druhy Lesteva longoelytrata, Oxypoda acuminata, Aloconota
sulcifrons a Anotylus rugosus. U 25 nejbéinéjsich druhd byla stanovena
bionomie, potravni specializace, pozadavky na teplotu a velikostni skupina. Tyto
vlastnosti specifikuji vyskyt drabcikl na poli a blize determinuji zptsob kontaktu
s Cry3Bbl proteinem. Statistickd analyza pocetnosti, Rao indexy a
mnohorozmérnd analyza distribuce jednotlivych kategorii funkénich skupin
ukdzaly zanedbatelné ovlivnéni spoleCenstva drabc¢ikd péti  rOznymi
managementy véetné Bt kukuftice.

Na podzim byl sledovan vyskyt saprofagnich larev dvoukfidlych (vyvoj
v zaoraném tlejicim rostlinném materialu), které slouzi jako potrava pro drabciky
¢i jako hostitelé pro parazitoidni druhy. Byla prokazana korelace mezi vyskytem
drabcikd s parazitoidnim vyvojem a vyskytem larev dvouk¥idlych. Vyskyt larev
dvoukfidlych nebyl ovlivnén pritomnosti Cry3Bb1 v tlejicim zaoraném materialu
a korelace s vyskytem parazitoidnich drabcikl nebyla na plochach s Bt kukufici

narusena.
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2.4. Publikace IV

Preference kofisti krmené potravou s obsahem Bt proteinu: dusledky pro
management vzniku rezistence v systému RIB (smés Bt a kontrolniho osiva)

(Predator preference for Bt-fed prey: implications for insect resistance
management in Bt maize seed blends)

V laboratornim experimentu jsme ovérovali nepfimy negativni vliv Cry proteinu
na predatora vlivem konzumace cilového druhu pro Cry protein, ktery
predstavuje nutricné nekvalitni zdroj potravy. V nevybérovém experimentu byly
pouzity larvy Spodoptera frugiperda, jejichz vyvoj je konzumaci potravy
s obsahem Cry1Ab prokazatelné zpomalen. Larvy Harmonia axyridis byly krmeny
ad libitum kontinualné od druhého do Ctvrtého instaru. U H. axyridis nebyly
v porovnani s jedinci krmenymi kontrolnimi larvami S. frugiperda (potrava bez
Cry proteinu) zjistény negativni Ucinky konzumace kofisti subletalné ovlivnéné
Cry proteinem na hmotnost, vyvoj a mortalitu. Nicméné H. axyridis konzumovala
vice S. frugiperda krmené na Bt kukufici Agrisure. Ve vybérovém experimentu
bylo zjiSténo, Zze H. axyridis preferuje larvy S. frugiperda krmené potravou
s obsahem Cry proteinu. K preferenci dochazelo predevsim u tfi az pét dni
starych S. frugiperda, kdy je rozdil mezi larvami krmenymi potravou s obsahem
Cry proteinu a kontrolnimi jedinci vétsi, nez prvni dva dny. Je pravdépodobné, ze
H. axyridis nevybirala kotist podle toho, zda obsahuje Cry protein ale probihala
zde velikostni selekce kofisti. Vysledky mohou mit uplatnéni pfi pohledu na roli
predatorl v managementu rezistence cilovych skidcd ke Cry proteinlim. Larvy
cilovych skidcd odolné proti Cry proteindm mohou rist pomaleji nez citlivé
larvy. ZvySuje se tim pravdépodobnost, Ze budou uloveni predatorem, a tak
budou spolu se svym genem, ktery zpUsobil jejich odolnost, odstranény
z populace. Tento scénar oddaleni vzniku rezistence mizZe mit pozitivni dopad na
hodnoceni vyznamu systému RIB (smés Bt a kontrolniho osiva, refuge in a bag)
pro management vznizku rezistence. V systému RIB jsou netransgenni rostliny
roztrouseny v porostu Bt plodiny. Jde o strategii vyhodnou pro péstitele, ale jde
0 systém s pfinejmensim spornym dopadem na vznik rezistence u cilovych
skddcl. V pripade RIB je vétsi pravdépodobnost, Ze se predator setka s obéma
typy kofisti neZz vsystému celistvého refugia a z nasich vysledkld vyplyva, Ze
vzhledem k velikostni selekci bude s vétsi pravdépodobnosti z populace vyrazen
jedinec subletalné ovlivnén konzumaci Cry proteinu.

Obsah Cry1Ab proteinu v larvach S. frugiperda byl devétkrat nizsi nez v listech a
podobné hodnoty byly zjistény u vSech larev bez zavislosti na dobé krmeni na Bt
kukufici (1 — 5 dn). U ¢tvrtého instaru H. axyridis v nevybérovém experimentu
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byla koncenrace 48krat nizsi v porovndni s koncentraci v listech a ve vybérovém
experimentu pak 1000krat nizsi. U larev 2. — 4. instaru H. Axyridis bylo
pozorovano rychlé snizovani koncentrace CrylAb do 24 h po preneseni na
potravu bez obsahu Cry proteinu, vtélech predatorl tedy nedochdzelo
k akumulaci Cry proteinu. Méfitelné hodnoty byly u nékterych jedincd
zaznamenany i po prechodu do vyssiho instaru.

2.5. Publikace V
Transfer péti Cry protein z Bt kukufice v potravnim Fetézci

(Transfer of insecticidal Cry proteins from stacked Bt maize along the trophic

chain)

V laboratornim experimentu byla uzita Bt kukufice SmartStax exprimujici Sest
Cry protein(, z nichZ pét je mozné kvantifikovat pomoci komer¢né dostupnych
sad na imunotesty (ELISA). UZiti takové Bt kukufice ndm umoznilo studovat
soucasné koncentrace vsech Cry proteinl ve vzorcich a porovnat jejich chovani
v potravnim fetézci. Navrhli jsme tritrofickou studii se dvéma modelovymi
herbivory, msici Rhopalosiphum padi a roztoéem Tetranychus urticae, a
kukufiécnym pylem jako zdroji Cry proteini pro predatory, a dvéma druhy
predatord, larvou zlatoocky Chrysoperla carnea a juvenilnim pavoukem
Phylloneta impressa. ELISA testy ukazaly, Ze byly Cry proteiny v listech
exprimovany vriznych koncentracich. Ve starSich listech byla exprese
Cry1A.105, CrylF, Cry2Ab2 a Cry34Abl vyssi nez v listech mladsich, avSak u
Cry3Bb1 byl zjistén opacny trend. OdlisSna byla i exprese Cry proteinl v pylu;
kromé Cry1F nizsi nezZ v listech. Koncentrace vSech Cry proteinll se u predatort
v porovnani s pylem snizila. Ve sviluskach byly u Cry1A.105, CrylF, Cry3Bbl a
Cry34Ab1 proteinu zjistény vyssi koncentrace nez v listech. U predator(, ktefi se
sviluskami Zivili, uZ bylo pozorovano sniZovani koncentrace vsech Cry proteind.
Koncentrace Cry proteind v msicich byla zanedbatelnd; ve vétsiné pfipadd na
hranici kvantifikovatelnosti a detekovatelnosti. Poméry snizovani koncentraci
Cry proteind v jednotlivych trofickych fetézcich se lisily. Nejmensi koncentrace
v porovnani s predchozi trofickou Urovni byla zaznamenana u Cry2Ab2. Proteiny
CrylA.105, Cry34Abl a CrylF byly naopak ve vSech trofickych drovnich
zachovavany ve vyssich koncentracich. V predatorech nebyla zjiSténa akumulace
Cry proteinl a statistické analyzy neodhalili Zadny negativni vliv Sesti Cry
protein( exprimovanych v jedné Bt kukufici na vyvoj, hmotnost a mortalitu dvou
dllezitych predatord vyskytujicich se v porostu kukufice.
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3. Diskuze, zavér a perspektivy dalSiho vyzkumu

3.1. Hodnoceni vlivu Bt kukufice na necilové druhy bezobratlych (Publikace I, 1l
all)

Pfed uvedenim Bt plodin na trh je nutné ddkladné zhodnoceni vlivu na necilové
druhy v agroekosystému. Polni pokus, jehoz vysledky jsou soucasti této prace,
predstavuje hodnoceni rizika pro necilové druhy bezobratlych v ramci
pravdépodobné nejvétsiho manipulativniho experimentu tykajiciho se vlivu Bt
kukufice na necilové druhy bezobratlych na svété. Existuje mnoho podobnych
studii, avSak na mensich rozlohidch a determinace predevsim epigeickych
Clenovcli byva obvykle realizovana na uUroven rada ¢i celedi. Velkoplosné
manipulativni experimenty maji jisté nevyhody tykajici se predevsim
realizovatelnosti samotné, ale z hlediska biologickych analyz prevazuji spise
vyhody, predevSsim minimalizace okrajovych efektli, které jsou v dneSnim
zpUsobu monokulturniho zemédélstvi v experimentech s ambici uplatnitelnosti
vysledkd v praxi nezadoucim jevem.

U pavoukl (Publikace 1) bylo pozorovano sice velké mnozstvi druhl, ale
z hlediska podetnosti dominovalo nékolik malo druhl typickych pro
agroekosystémy. Nejpocetnéjsi druhy, které nejvice ovlivnily vysledky
statistickych analyz, byly druhy s Sirokou ekologickou valenci. U téchto druhl by
bylo nutné razantni naruseni Zivotnich podminek, aby bylo naruseni
prokazatelné.

Spolecenstvo drabcikd (Publikace Ill) predstavovalo rlznorodé a vyrovnanéjsi
spolecenstvo s Sirokou Skdlou potravnich specializaci. Diky této diverzifikaci,
kterou jsme zohlednili pfi statistickych analyzach, jsou drabdici vhodni pro
posouzeni bezpecnosti Bt kukufice pro Zivotni prostredi (Rose & Dively, 2007).
Nicméné u skupin, jako jsou drabcici, je nutné dlouhodobé sledovani s pfesnym
nacasovanim odbéru vzork(l pro zachyceni reprezentativni ¢asti spolecenstva.
Pravé nizsi abundance, variabilita ve vyskytu béhem sezony a obtiznost
druhové determinace komplikuji interpretaci vysledkd (Dively 2005) do té miry,
Ze jsou studie vénujici se podrobné vlivim Bt plodin na drabciky v polnich
experimentech pomérné vzacné.

U bezobratlych vyskytujicich se v porostu kukufice (Publikace Il) byli nalezeni
jedinci patfici k mnoha fadam, avsak jen nékolik skupin v dostate¢ném mnozstvi
pro divéryhodnou statistickou analyzu. V nasich vysledcich se neukazala zvysena
abundance bezobratlych v porostu Bt kukufice znama z jinych studii (Eizaguirre
et al. 2006, Habustova et al. 2014) s vyjimkou hladénky (Orius spp.).
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U drabcika ani bezobratlych v porostu kukufice nebyl zaznamenan vliv aplikace
padniho insekticidu (chlorpyrifos) v dobé seti. Redukce epigeickych pavoukud na
plochdach oSetrenych insekticidem nebyla statisticky potvrzena. | jiné zdroje
ukazuji, Ze k redukci bezobratlych na rostlinach kukufice vlivem aplikace ptidniho
insekticidu nedochazi (Bhatti et al. 2005a). Jednorazova aplikace insekticidu
ovliviiuje abundanci epigeickych druhl kratkodobé (Rose & Dively 2007). Studie
také popisuji snizeni abundance pouze v nékterych letech (Bhatti et al. 2005b).
V celosvétovém meéritku se ale ukazuje, Ze v pfipadé intenzivné oSetfovanych
ploch je rozdil mezi Bt plodinami a konvencné oSetfovanymi plochami
viditelnéjsi (Marvier et al. 2007). Bt plodiny maji proto znacny potencial v boji
proti Skidcim pti zachovani populaci necilovych druhd, véetné prospésnych
skupin predator(l a parazitoidd.

Druhové slozeni a velikost spolecenstva bezobratlych se ménily kazdy rok, coz
bylo pravdépodobné zplsobeno odlisnymi mikroklimatickymi podminkami
(teplota, vlhkost) a abundanci predevsim saprofagnich larev dvoukfidlych a
nasledné i drabcikd znacné ovlivnily rozdily v mnozZstvi organické hmoty v padé
mezi rokem 2009 a dalSimi dvéma lety studie. U bezobratlych vyskytujicich se
pfimo na kukufici byla zjisténa podobnéjsi abundance i druhové sloZeni na
plochdch osetych hybridy se stejnym genetickym zakladem (Bt kukutice a
izogenni hybrid s a bez aplikace insekticidu) a u dvou nepfibuznych referencnich
hybridd. Tento trend byl sice neprlkazny, ale ukazal dalsi faktor, ktery je
pravdépodobné pro vyskyt bezobratlych dilezity. Tuto myslenku podporuje i
fakt, ze jsme na pokusné lokalité zaznamenali preferenci jednoho z referencnich
hybridd skldcem zavijeCem kukuticnym (Ostrinia nubilalis). Rauschen et al.
(2009) téz pozorovali podobny trend u klopusky Trigonotylus caelestialium. Bt
kukufice vznikd metodou transformace, kterd je ve snaze péstovat v uréitych
klimatickych podminkdch co nejvhodnéjsi hybrid, provadéna v rlznych
hybridech. Vyzkum preference rGznych hybridl Skadci mlzZe byt jednim
z voditek, jaky hybrid pouzit pro transformaci. Vysledky ukazuji, Ze aktualni
pocasi, pritomnost biomasy samotné a vlastnosti jednotlivych hybridl ovliviuji
abundanci bezobratlych pravdépodobné vice, nez exprese Cry proteinu v Bt
kukufici.

Nas pfistup ndm umoznil detailné prostudovat spolecenstva bezobratlych na
pokusné lokalité v SirSim ekologickém kontextu. Data, ktera jsme shromazdili,
pFedstavuji aktualizaci seznamu bezobratlych vyskytujicich se v kuku¥ici v CR a
daji se pravdépodobné vyuZit i pfi pfipravé metodiky pro monitoring vlivu GM
plodin na Zivotni prostfedi po uvedeni na trh (post-market monitoring, PMM).
Vzhledem ktomu, Ze EU vychdazi v pfistupu ke GM plodindm z principu
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predbézné opatrnosti, diskutuje se i o zplsobu a rozsahu tohoto sledovani. Data,
kterda mame k dispozici (nejen z polni studie zahrnuté v této disertaci), mohou
vyznamné pomoci pti vybérd vhodnych indikatord vlivu GM plodin na Zivotni
prostfedi pro PMM. Jednotny metodicky pfistup k PMM mizZe zkratit
administrativni schvalovani jinych GM plodin a je duleZity i z finanéniho hlediska
(Sanvido et al. 2009, Yu et al. 2011).

K hodnoceni vlivu Bt kukufice na necilové druhy bezobratlych v polni studii Ize na
zavér shrnout, ze v podminkach typickych pro fadu oblasti Ceské republiky nebyl
zjistén zadny pridatny negativni pfimy ani nepfimy vliv Bt kukutice prokazatelné
exprimujici Cry3Bb1 protein na populace sledovanych bezobratlych Zivocicha.
Nase vysledky a vétsSina dalSich publikaci (shrnuto v Devos et al. 2012)
jednoznacéné ukazuji, Ze Bt kukufice MON 88017 exprimujici Cry3Bb1l mulze byt
bezpecné péstovana v systému integrované ochrany rostlin.

3.2. Hodnoceni vlivu Bt kukufice na vybrané druhy predatori v laboratofi a
transfer Cry proteind v potravnim fetézci (Publikace IV a V)

Mnoho studii popsalo nepfimé negativni plsobeni Cry proteind na predatory a
predevsim parazitoidy vlivem nutri¢né nekvalitniho zdroje potravy. V nasi studii
jsme nezaznamenali nepfimé negativni ovlivnéni preddtora vlivem nutri¢né
nekvalitniho zdroje potravy. Podafilo se ndm prokazat, Ze slunécko vychodni
(Harmonia axyridis) kompenzuje tento stav vy$sim mnoZstvim konzumované
kofisti. Preference predatora byla vysvétlena velikostni selekci, v jejimz dlsledku
larvy slunécka konzumovaly vice kofisti, ktera byla krmena Bt kukufici. Z toho
vyplyva, Ze jedinci, ktefi pomaleji rostou, jsou po delsi dobu vystaveni moznosti
predace. ZvySuje se tim pravdépodobnost, Ze budou takovy jedinci, nositelé
genu rezistence proti Bt plodindm, odstranény z populace.

Vyznam tohoto jevu je tfeba ddle studovat v polnich podminkdch a dat do
kontextu s ostatnimi faktory, které hraji roli pti vybéru kofisti predatorem a dale
pak napfiklad i se zvySenou pravdépodobnosti kanibalismu starSimi (vétsimi)
larvami Skddce (intraspecificky kanibalismus). V Publikaci IV jsme specifikovali
roli predatora v managementu vzniku rezistence u cilovych skidcl Bt plodin, coz
je duleZité, protoZe predatofi jsou obecné povaZovani za duleZitou slozku
agroekosystému, ale jen zfidka je jejich role blize specifikovana, ponévadz rozsah
predace je neznamy, nepredvidatelny a obtizné stanovitelny (Koch 2003). Tento
fenomén prezentujeme jako pozitivni ve spojitosti se systémem RIB (smés Bt a
kontrolniho osiva). Bylo by vhodné dale se této problematice vénovat a
zhodnotit, zda pfinos, ktery tento fenomén pfindsi vsystému RIB pro
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management vzniku rezistence u cilovych skidcl vyvazi negativni vlivy tohoto
systému na vznik rezistence prezentovany jinymi autory (Andow et al. 2010).

V Publikaci IV jsme kvantifikovali CrylAb (Bt kukurice Agrisure) a v Publikaci
V proteiny CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl a Cry34Abl (Bt kukufice
SmartStax). Koncentrace jednotlivych Cry proteinl v Bt kukufici SmartStax byla
rdzna a lisily se i koncentrace Cry proteind detekované v pylu. Cry proteiny jsou
v potravnim tetézci prenaseny na herbivory a organismy na vyssich trofickych
urovnich (predatofi a parazitoidi). Koncentrace Cry protein( v bezobratlych by se
méla lisit v zavislosti na zpUsobu vyuZiti potravy, ¢asti tkané, ktera je vyuZita, a
koncentrace jsme zaznamenali u mSic R. padi, které se Zivi floémem, kde se
prokazatelné Cry protein nevyskytuje (Raps et al. 2001), stfedni koncentrace byly
zjistény u larev mary S. frugiperda, které se Zivi celistvou rostlinou hmotou
(Dutra et al. 2012) a nejvyssi koncentrace byly zaznamenany u svilusek, které
vysavaji buriky mezofylu, kde je obsah Cry proteind vysoky (Alvarez-Alfageme et
al. 2008). | mezi predatory byl zaznamendan rozdil, ktery Ize vysvétlit jinym
zpUsobem pfijmu potravy. Vyssi koncentrace byla zaznamenana u larev
zlatoocky C. carnea, které vysavaji svou kofist pomoci klistkovitych mandibul,
nez u juvenilnich pavoukd P. impressa travicich ¢astecné mimotélné. Vzhledem
k tomu, Ze v experimentu se slunécky byl poufZit jiny typ kofisti (larvy mury S.
frugiperda) a jiny Cry protein (Bt kukufice Agrisure) nez v pripadé experimentu
s larvami zlatoocky C. carnea a juvenilnich pavouk( P. impressa (Bt kukufice
SmartStax) neni jednoduché hodnoty srovnat. Pouziti larev mury rodu
Spodoptera bylo v Publikaci V plvodné v planu, avsak nebylo to vzhledem
k vysoké ucinnosti pouzité Bt kukufice vici témto larvdam mozné (Svobodova et
al. 2015). Plvodné byly planované i experimenty se slunéékem H. axyridis, ale
ani ty se z ¢asovych dlvod( prozatim neuskutecnily. Experimenty se slunéckem
H. axyridis a Bt kukufici SmartStax by jisté pfispély k dotvoreni predstavy o
pohybu Cry proteind v trofickém fetézci v zavislosti na rtznych typech kofisti a
zpracovani potravy.

Dale byl u larev slunécka H. axyridis a zlatoocky C. carnea v porovnani
s poslednimi instary zjistény vyssi koncentrace Cry proteini u mladsich instarq,
coz miZe byt vysvétleno rychlejsim metabolismem spojenym se zpracovavanim
vétSiho mnoiZstvi potravy v poslednim instaru v souvislosti s pfipravou na
metamorfézu v dospélce. V rozporu s literaturou, kde se uvadi, ze nebyl Cry
protein detekovan po svleéeni do dalsiho instaru, jsme u nékterych jedincd
slunécka H. axyridis zaznamenali méfitelné koncentrace CrylAb i po svleceni.
Tyto vysledky by bylo zajimavé ovérit.
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Nebyla zjisténa ani akumulace Cry protein( v predatorech, ktera byla sledovana
bud prechodem na potravu bez obsahu Cry proteini (Publikace IV) nebo
odbérem vzork( v pribéhu dlouhodobého experimentu (Publikace V).

Po porovnani ziskanych hodnot koncentraci Cry proteind v jednotlivych ¢astech
potravniho fetézce shodnotami publikovanymi jinymi autory jsme dosli k
zavéru, Ze jsou nase vysledky viceméné srovnatelné. Nicméné pii porovnavani je
dlleZitd obezfetnost, protoZe neexistuje Zadny standardizovany protokol pro
kvantifikaci Cry protein( v potravnim retézci. Rizné zpUsoby pfipravy vzorkd a
provadéni samotné analyzy mohou vyslednou koncentraci vyrazné ovlivnit
(Nguyen et Jehle 2009). Vyvoj standardizovaného postupu pti kvantifikaci Cry
proteinli v potravnim Fetézci by vyrazné usnadnil proces hodnoceni rizik Cry
proteinl na necilové druhy bezobratlych a porovnavani moznych rizik
jednotlivych GM plodin. Nase vysledky ukazaly, Ze jednotny pfistup k analyze je
mozny. Prace s dalSimi organizmi a Bt plodinami pfi vyuZiti stejné metodiky
umozni vytvoreni obecné metodiky stanovovani obsahu Cry protein( v Zivotnim
prostiedi, napf. v pfipadé nezadoucich kontaminaci.

| pres prikaznou expozici predatort C. carnea, H. axyridis a P. impressa Cry
proteinm v rdznych koncentracich v kofistech R. padi, S. frugiperda a T. urticae
¢i pylu neméla konzumace této potravy zadné nezadouci negativni Ucinky na
hmotnost, vyvoj a mortalitu predatord, a to ani v pfipadé potravniho fetézce
zahrnujici sviluskou T. urticae, u které prevysSovala koncentrace Ctyf proteind
hodnoty detekované v listech. V Publikaci V bylo sledovano pét rliznych Cry
protein(l exprimovanych jednou Bt kukufici, coZz umoznilo zhodnotit také
synergicky efekt téchto protein(, ktery se nepotvrdil. Nas experiment byl prvni,
ktery zhodnotil synergicky efekt Sesti Cry proteinl, znichz pét bylo
kvantifikovatelnych, exprimovanych v Bt kukutici SmartStax na predatory. Téz
jsme jako prvni ovérili a kvantifikovali expresi Cry proteinl v této Bt kukufrici;
doposud se pouze uvadélo, Ze je exprese srovnatelnd s materskymi hybridy.

Nase vysledky pfrispéji k vyvoji obecného modelu transferu Cry proteind v
potravnim fetézci. Zobecnéni je vzhledem k velkému mnozstvi rliznych Bt plodin
pro posouzeni jejich rizika daleZité. V pfipadé existence obecného modelu
chovaéni jednotlivych Cry proteinl v potravnim fetézci by bylo potfeba méné dat
pro jednotlivé Cry proteiny, Bt plodiny a taxony bezobratlych. Zaroven je znalost
koncentraci Cry proteind na rliznych trofickych trovnich dlleZita pro posouzeni
rizika Bt plodin ve vztahu k funkcim agroekosystémi (pfirozeni nepratelé,
ekosystémové sluzby apod.).
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Abstract

The genetically modified (GM) maize MON 88017 facilitates weed management
owing to its tolerance to glyphosate, and resists western corn rootworm (WCR),
Diabrotica virgifera virgifera, owing to the expression of Cry3Bb1l toxin. MON
88017 could therefore contribute to the solution of two major problems of
European agriculture: continuous WCR spreading and high use of herbicides. To
assess possible unwanted environmental impacts of MON 88017, we compared
communities of spiders in plots planted in three successive years with this
maize, its near isogenic non-GM cultivar treated or not treated with an
insecticide and two unrelated maize cultivars. Each of the five treatments was
applied on five 0.5 ha plots in a 14 ha field. Spiders were collected in five pitfall
traps per plot five times per year. Upon reaching the waxy ripening stage, all
plants of first-year cultivation were shredded to small pieces and ploughed into
the soil in the respective plot, whereas in the 2" and 3™ year the harvest was
used for biogas production and only digestate was returned to the field. Out of
79 spider species, Pardosa agrestis, Pachygnatha degeeri and Oedothorax
apicatus made up 28%, 25% and 23% of the total spider count in the 1% year of
study; 2%, 8% and 84% in the 2"; and 40%, 8% and 35% in the 3™ year.
Statistical analysis did not reveal any influence of GM maize on the spider
abundance and bio-diversity. The abundance, and in two years also the species
diversity, was insignificantly higher on the plots with GM maize than on plots
with the insecticide-treated non-GM maize. The composition and size of spider
community varied year to year, probably reflecting weather conditions and
differences in field fertilization with organic matter.
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Abstract

Transgenic maize MON88017, expressing the Cry3Bbl toxin from Bacillus
thuringiensis (Bt maize), confers resistance to corn rootworms (Diabrotica spp.)
and provides tolerance to the herbicide glyphosate. However, prior to
commercialization, substantial assessment of potential effects on non-target
organisms within agroecosystems is required. The MON88017 event was
therefore evaluated under field conditions in Southern Bohemia in 2009-2011,
to detect possible impacts on the above-ground arthropod species. The study
compared MON88017, its near-isogenic non-Bt hybrid DK315 (treated or not
treated with the soil insecticide Dursban 10G) and two non-Bt reference hybrids
(KIPOUS and PR38N86). Each hybrid was grown on five 0.5 ha plots distributed in
a 14-ha field with a Latin square design. Semiquantitative ELISA was used to
verify Cry3Bb1 toxin levels in the Bt maize. The species spectrum of non-target
invertebrates changed during seasons and was affected by weather conditions.
The thrips Frankliniella occidentalis was the most abundant species in all three
successive years. The next most common species were aphids Rhopalosiphum
padi and Metopolophium dirhodum. Frequently observed predators included
Orius spp. and several species within the Coccinellidae. Throughout the three-
year study, analysis of variance indicated some significant differences (P<0.05).
Multivariate analysis showed that the abundance and diversity of plant dwelling
insects was similar in maize with the same genetic background, for both Bt
(MON88017) and non-Bt (DK315) untreated or insecticide treated. KIPOUS and
PR38N86 showed some differences in species abundance relative to the Bt
maize and its near-isogenic hybrid. However, the effect of management regime
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Abstract

Staphylinid beetles are recommended bioindicators for the pre-market
environmental risk assessment of genetically modified (GM) insect protected
maize expressing the Cry3Bb1 toxin. Our multiannual study is a unique European
analysis of a staphylinid community within a 14 ha maize field. GM maize, its
near-isogenic hybrid (with or without insecticide treatment), and two other
reference hybrids were each grown in five 0.5 ha plots. The opportunity for
exposure to Cry toxin from plant residues ploughed into the soil was shown by
presence of saprophagous dipteran larvae that are common prey of predatory
staphylinid species and hosts of the parasitoid species. 2587 individuals
belonging to 77 staphylinid species were sampled using pitfall traps. Lesteva
longoelytrata (31 %), Oxypoda acuminata (12 %), Aloconota sulcifrons (8 %) and
Anotylus rugosus (7 %) were the most abundant beetles in the field. Bionomics,
food specialization, temperature requirements and size group were assigned for
25 most common species. These traits determine the occurrence of staphylinid
beetles in field, the food sources they could utilize and thus also their likely
contact with the Cry3Bb1 toxin. Statistical analysis of activity abundance, Rao
indices and multivariate analysis of distribution of particular categories of
functional traits in the field showed negligible effects of the experimental
treatments, including the GM maize, upon the staphylinid community.
Staphylinid beetles represent a considerably diverse part of epigeic field fauna
with wide food specialization; these features render them suitable for the
assessment of environmental safety of GM insect protected maize. However, the
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Abstract

Previous research described indirect effects (nutritional deficiency) of the Bt-
sensitive prey on the predators. To verify this observation, a no-choice
experiment was performed using the predator Harmonia axyridis preying on
Spodoptera frugiperda feeding on the Bt or non-Bt maize expressing CrylAb.
Spodoptera frugiperda larvae consuming Bt maize were smaller and developed
longer than larvae on the non-Bt maize. The ability of S. frugiperda to acquire Bt
proteins from the host plants and passing them to the predators appears to have
no adverse effects on H. axyridis development. However, H. axyridis consumed
more of the smaller Bt-fed than of the normal size non-Bt fed caterpillars of S.
frugiperda of the same age. Therefore, the question arises of whether, when
given a choice, predators prefer prey that is affected by Bt protein uptake. To
answer this question, a choice experiment was designed. Harmonia axyridis
larvae were fed 1 — 5-day old S. frugiperda larvae fed on Bt or non-Bt maize.
General, preference for larvae feeding on the Bt maize was evident. We suggest
that H. axyridis prey preference is not based on the Bt presence or absence but
on the size of larvae. These results may have implications for insect resistance
management. Larvae of pests harboring various levels of resistance against
plant-expressed Bt proteins could grow more slowly than the sensitive larvae on
non-Bt maize. If Bt-fed S. frugiperda larvae are more likely to be preyed upon by
H. axyridis, it is possible that such larvae, having experienced Bt selection, may
be preferentially removed from local field populations. This scenario is now
more likely to be played out under field conditions in the U.S. where seed blends
of Bt and non-Bt hybrid seed are randomly mixed within commercial fields
(“refuge in a bag” approach). The co-occurrence of Bt-fed and non-Bt-fed
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herbivores on plants is higher in this approach. The frequency of this
phenomenon should be studied further under field conditions.
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Abstract

Insecticidal Cry proteins produced by genetically modified plants are passed on
to herbivores and organisms at higher trophic levels. The aim of our study was to
explore how different Cry proteins are transferred in the trophic chain and how
they interact in their effect on natural enemies. We used a stacked maize event
expressing six Cry proteins from Bacillus thuringiensis (SmartStax). This allowed
us to study simultaneously the concentrations of the individual proteins, their
ratios and transfer in the trophic chain, and their effect on natural enemies. We
designed tritrophic studies with two model herbivores, the aphid
Rhopalosiphum padi and the spider mite Tetranychus urticae, and maize pollen
as a food source for two natural enemies, the lacewing larva Chrysoperla carnea
and the juvenile spider Phylloneta impressa. ELISA showed that the different
proteins were produced in different concentrations in the maize plant and that
natural enemies received Cry proteins in their food. The concentration of Cry
proteins decreased as they moved up the trophic chain. However, there were
differences in the uptake and transfer along the trophic levels. The
concentrations of four Cry proteins, especially Cry1A.105, in the spider mites
exceeded concentrations in the leaves. High concentrations of all Cry proteins
were measured in predators feeding on the spider mites, while Cry2Ab2 was the
most diluted Cry protein in all arthropods. Aphids ingested relatively low
amounts of any Cry protein. The Cry proteins did not accumulate in either of the
two natural enemies and statistical analyses showed a lack of effect of Cry
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proteins expressed by stacked Bt maize on their development time, weight and
mortality.
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