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The goal of this bacholar thesis was to find out how to elicite the infection by
entomopathogenic fungus Isaria fumosoroesa in the firebug Pyrrhocoris apterus. When
firebugs were successfully infected by blastospors of these fungus, the level of AKH in the
central neural system and metabolic activities were measured. The results revealed that
the infection caused decrease of AKH level in the CNS and activation of energy sources
(lipids) in haemolymph. The flow cytometry analyses indicated certain changes of hemocyte

numbers and populations in the hemolymph after the infection.
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1. Uvod

1. 1. Adipokinetické hormony

1.1.1.

Endokrinni soustava hmyzu

Hmyzi endokrinni soustava reprezentuje nejlépe vyvinuty a vyspély humoralni systém Fidici

télesné funkce mezi bezobratlymi. Jeho hlavni cast je tvofena dvéma centry — (1)

neurosekrecnimi bunkami v mozku spolecné s corpora allata, corpora cardiaca a (2)

prothorakalni Zlazou. Tato centra jsou doprovdzena nékolika oddélenymi skupinami

endokrinnich bunék (v nervovych gangliich, stfevé, gonddach a epidermis). Takto tvoreny

endokrinni systém syntetizuje a secernuje tfi hlavni skupiny hmyzich hormon( a biologicky

aktivnich faktor(: ekdysteroidy, juvenilni hormony a neurohormony (Gilbert a kol., 2005).

(1)

(2)

(3)

Ekdysteroidy jsou produkovany pfedevsim prothorakalni zlazou, ktera se nachazi
v prothoraxu, a ¢astecné také gonddami, epidermis a nékolika dalSimi tkanémi.
Ekdysteroidy reguluji zakladni funkce v hmyzim Zivoté, jako jsou napt.: vyvoj,
svlékani a reprodukce. Déle se podili na celé fadé dalSich proces(. Jak je jiz zfejmé
z jejich nazvu, jsou ekdysteroidy odvozené od steroidnich hormond.

Juvenilni hormony jsou syntetizovany v endokrinni Zlaze, kterd se jmenuje corpora
allata. Hraji hlavni roli vregulaci hmyzi metamorfézy, tim Ze brani jejimu
predcasnému spusténi, a pfi kontrole reprodukce, kde stimuluji vyvoj gonad a
syntézu vitelloninu pomoci fizeni exprese vitellogeninovych gend. Juvenilni
hormony vsak také reguluji procesy, jako je chovani hmyzu, diapauza, kastovni
systém a rzné polyfenizmy (Gilbert a kol., 2005; Nijhout, 1998).

Neurohormony jsou produkovany specializovanymi neurosekre¢nimu burikami.
Tyto buriky se nejvice nachdazi v mozku, ale také se objevuji v ostatnich gangliich
nervového systému. Neurohormony jsou peptidické slouceniny, které reguluji
zakladni fyziologické a biochemické pochody v téle hmyzu, véetné téch, které byly
zminény u ekdysteroidl a juvenilnich hormont (Gade a kol., 1997). Klasifikace a
nomenklatura neurohormont nejsou jednotné, ale dle své funkce se mohou délit

na: metabolické, vyvojové, reprodukeni, myotropni a chromatotropni.

Jedny z nejlépe prozkoumanych hormonl zfiSe hmyzu jsou takzvané adipokinetické

hormony z rodiny AKH/RPCH (adipokinetic hormone/red pigment concentrating hormone).



AKH jsou metabolické neurohormony, které spousti obrané reakce ve stresovych situacich a
jsou zodpovédné za udrzovani homeostazy v téle hmyzu (Kodrik, 2008). Vlastnosti a funkce

AKH budou podrobnéji popsany v ndsledujicich kapitolach.

1. 1. 2. Zakladni charakteristika AKH

Adipokinetické (AKH/RPCH rodina) patfi mezi nejlépe prostudovanou skupinu neuropeptid(
mezi ¢lenovci. Jméno této rodiny vzniklo podle prvnich zdstupcl téchto hormonu, které
byly zcela charakterizovany — tj. chromatoforotropinu (RPCH) z krevet Pandalus borealis
(Fernlund a Jossefson, 1972) a adipokinetického hormonu (Locmi — AKH-I) ze sarance
stéhovavé Locusta migratoria (Stone a kol., 1976). Tato skupina ma dnes uz okolo 50
zastupcu a jejich pocet stale narlsta.

AKH jsou syntetizovany v endocytoplasmatickém retikulu neurosekretorickych
bunék v corpora cardiaca a nasledné transportovany do Golgiho aparatu, kde vytvari
sekre¢ni granule (Jansen a kol., 1989; Harthoorn a kol., 1999; Van der Horst a kol., 2001).
AKH pre-pro-hormony maji konzervovanou strukturu charakterizovanou hydrofobnim
peptidem, ktery je ndasledovany jednou kopii aktivhiho AKH spolu s takzvanym AKH-
asociovanym (ptidatnym) peptidem (Noyes a kol., 1995). Pfidatné peptidy pravdépodobné
hraji roli v hromadéni findlnich AKH v sekretorickych granulich. (Noyes a kol., 1995; Van der
Horst a kol., 2001), a nebo pfispivaji k degradaci Spatné sbalenych sekretorickych produkt(
(Bassetti a kol., 1995). Vlastni adipokinetické hormony (AKHs) jsou tedy malé peptidické
molekuly skladajici se z8 — 10 aminokyselin. Vyjimku tvofi AKH motyla Vanessa cardui
(Kollisch a kol., 2000), ktery je 11-mer: tento AKH si zanechava caste¢nou strukturu
prohormonu a vyskytuje se s prodlouzenym C-koncem. VSechny AKH molekuly maiji
blokovany N-konec pyroglutamatovym zbytkem; C-konec je blokovdn amidovou skupinou
(vyjimkou je jiz vySe zminovany AKH hormon V. cardui). Na pozici 8 a 9 jsou navazany
aminokyseliny tryptofan a glycin (jsou-li pfitomny); kromé tryptofanu molekula hormonu
obsahuje jesté nejméné jednu aromatickou aminokyselinu, nejcastéji to byva fenylalanin na
pozici 4 (Gade a kol., 1997).

U vétsSiny studovanych druhl hmyzu se nachazi jeden AKH, u nékterych jsou vsak

dva nebo dokonce tfi (Gade a kol., 2009). Napriklad u modelového druhu hmyzu plostice



Pyrrhocoris apterus jsou pfitomny dva AKH: Pyrap-AKH a Peram-CAH-II, které se liSi pouze

jednou aminokyselinou (Kodrik a kol., 2000; 2002):

Pyrap-AKH: pGlu-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH;
Peram-CAH-Il: pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH;

1. 1. 3. Misto syntézy AKH

AKH jsou primdrné syntetizovany v sekretorickych a skladovany glanduldrnich bunkach
corpora cardiaca (CC), coz je neuroendokrinni Zldza napojena na mozek; odtud jsou
hormony uvolfovany do hemolymfy. Mimo hlavniho produkéniho centra v CC byla u
nékterych druhl hmyzu prokdzana syntéza AKH pfimo v mozku, jako tfeba L. migratoria
(Schooneveld a kol., 1985; Bray a kol., 1993; Moshitzky a kol., 1987a), Carausius morosus a
Sarcophaga bullata (Clottens a kol., 1989), P. apterus (Kodrik a kol., 2003; 20154, b, c) (Obr.
1), nebo Aedes aegypti (Kaufmann a kol., 2009). Napfiklad u P. apterus byl AKH detekovan
zhruba ve 140 neuronech (v télech i axonech) vrlznych ¢astech mozku véetné
neuropilarnich oblasti (Kodrik a kol., 2003). Navic bylo nedavno zjisténo, Zze exprese AKH

genll v mozku a CC probihaji nezavisle na sobé (Kodrik a kol., 2015c).

1. 1. 3. 1. Detekce AKH

Pfitomnost AKH v misté jejich syntézy nebo skladovani je mozné prokdzat bud pomoci
imunochemickych metod, radioimunologicky (RIA - radioimmunoassay) (Schooneveld a kol.,
1985; Bray a kol., 1993), nebo lze jejich hladinu urcit semikvantitativné uzitim HPLC (high-
performance liquid chromatography) (Moshitzky a kol., 1987b). Pravé pouzitim
imunoreakce byla pritomnost AKH prokazana také v jinych ¢astech nervové soustavy nez
jsou corpora cardiaca a mozek. Nékolik skupin bunék imunologicky reagovalo
v subesofagalnim gangliu u P. apterus (Kodrik a kol., 2003) a v thorakdlnim gangliu u
nékterych komard (Kaufmann a Brown, 2006; Kaufmann a kol., 2009). Je ale zajimavé, ze
napriklad u Drosophila melanogaster, se AKH imunoreakce vyskytuje pouze v CC burnkach

(Noyes a kol., 1995; Nassel, 2002).



Obr. 1: Positivni reakce na protilatku proti Pyrap — AKH (A a C; zelena mista), a exprese AKH
genl (in situ hybridizace) (B a D; tmavsi mista) v neurosekrec¢nich burikdch CNS u samice P.

apterus (Kodrik a kol., 2015c).

1. 1. 4. Mechanismus pusobeni AKH

Hlavnim cilovym organem pro AKH uvolnény z corpora cardiaca je tukové téleso. U tohoto
organu byla velmi dobre popsana signdlni transdukce AKH na bunécné drovni (Van der
Horst a kol., 2001; Gade a Auerswald, 2003). AKH jakozto peptidicky hormon nemZze volné
prochazet pres bunécnou membranu, proto je jeho komunikace s cilovymi burkami
zprostredkovdna pomoci specifickych membranovych receptor (Park a kol., 2002; Staubli a

kol., 2002; Hansen a kol., 2006; Kaufmann a Brown, 2006). Tyto receptory jsou spojeny s G-

-4-



proteinem, ktery aktivuje pomoci adenylat cykldzy (cAMP) nebo fosfolipdzy C
(diacylglycerol, inositol-trifosfat) protein kindzovou kaskadu vedouci k mobilizaci
energetickych substratl — trehaldzy, diglyceridd nebo u nékterych hmyzich druhi i
aminokyseliny prolinu. Tyto slouceniny jsou transportovany kbunkam cilovych
efektorovych orgdnli, coZz jsou nejCastéji svaly (Gade a Auerswald, 2002; 2003). AKH
receptory se podafilo charakterizovat u octomilky obecné D. melanogaster, bource
morusového Bombyx mori (Park a kol., 2002; Staubli a kol., 2002), Svdba amerického
Periplaneta americana (Wicher a kol., 2006) a komdara Anopheles gambie (Kaufman a
Brown, 2006). Receptory adipokinetickych hormon jsou strukturalné podobné receptorim

z gonadotropin-releasing hormon rodiny zndmé u obratlovca.

1. 1. 5. Porovnani AKH s hormony obratlovcti

S uréitym zjednodusenim muizeme nalézt analogii mezi hmyzim endokrinnim komplexem
mozek — corpora cardiaca — corpora allata a hypotalamo-hypofyzarnim systémem u
obratlovct (Scharrer a Scharrer, 1944). V obou ptipadech neurosekrecni buriky v mozku
syntetizuji neurohormony, které jsou uvolfiovany do hemolymfy/krve v neurohemalnich
organech: corpora cardiaca nebo corpora allata u hmyzu a neurohypofyza u obratlovca.
Nicméné corpora cardiaca i corpora allata u hmyzu i adenohypofyza u obratlovcl jsou
schopné produkovat také své vlastni hormony. Na druhou stranu se zda, ze mezi AKH neni
podobny analogicky hormon produkovany hypotalamo-hypofyzarni soustavou, nicméné
funkéné AKH pripominaji sav¢i glukagon, peptidicky hormon produkovany a-burikami
pankreatu. Hlavni funkci glukagonu v téle obratlovcl, je mobilizace uloZené energie
v podobé glukdzy. Sekunddarné je prostrednictvim glukagonu kontrolovédna glykémie, tedy
hladina glukdzy v krvi, aby neklesla pod fyziologickou hranici (Jones a kol., 2012): glukagon
je svou funkci antagonisticky inzulinu, nejznaméjsSimu obratlovéimu metabolickému
hormonu s hypoglykemickym ucinkem. Nicméné fizeni hladiny glycidi v hmyzi hemolymfé
nepodléhd tak prisné kontrole jako je tomu u obratlovch - hmyz snasi vyssi vykyvy
koncentraci téchto metabolitli (Chapman, 1998). Existuji jisté imunologické dikazy o tom,
ze u nékterych druhl hmyzu se vyskytuji hormony, které jsou glukagonu podobné — tzv.

glucagon-like proteiny (Kramer a kol.,, 1980; Alquicer a kol.,, 2009). Jejich uloha



v energetickém metabolismu vsak neni jasna, vysledky ziskané pfisluSnymi experimenty
jsou nejednotné a ¢asto protichidné (Tager a kol., 1976). Zda se vsak, Zze hmyzi glukagon by
mohl mit vyznam v aktivaci antioxidativni stresové odpovédi v téle hmyzu (Alquicer a kol.,

2009; Bednarova a kol., 2013).

Ptiklad sekvence glukagonu uZivaného v lidské mediciné (syntetizovan pod nazvem H-
6790): H-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
GIn-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-OH (http://shop.bachem.com/h-6790.html).

Priklad sekvence adipokinetického hormonu (Pyrap-AKH): pGlu-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-
Trp-NH: (Kodrik a kol., 2000).

1. 1. 6. Funkce AKH

AKH se podili na fizeni homeostazy ve stresovych situacich u hmyzu (energeticky stres,
toxiny, insekticidy, infekce, zranéni atd.) skrze regulaci metabolismu a fady dalSich faktor(,
které s metabolismem pfimo ¢i nepfimo souvisi (Gade a Goldsworthy, 2003; Gade a kol.,
1997; Kodrik, 2008; Krishnan a Kodrik, 2012). Obecné se efekt AKH muzZe rozdélit do tri

kategorii:

(1) Aktivace metabolismu — mobilizace lipidu, glycidd a stimulace syntézy prolinu
skrze aktivaci prislusnych enzym( (viz nasledujici bod).

(2) Biochemické aktivity na subbunécné urovni — aktivace adenylat cyklazy (Spencer
a Candy, 1976) a fosfolipazy C (Vroenen a kol., 1997), stimulace lipazy (Spencer a
Candy, 1976) a glykogen fosforildzy (Van Marrewijk a kol., 1980), stimulace
antioxidativnich mechanism( (Kodrik a kol., 2007) a inhibice syntézy lipid{
(Gokuldas a kol., 1988), proteint (Carlisle a Loughton, 1979) a RNA (Kodrik a
Goldsworthy, 1995).

(3) Fyziologické aktivity — stimulace srdecni aktivity (Scarborought a kol., 1984),
zvySeni svalového tonu (O’Shea a kol., 1984) a celkové lokomoce (Socha a kol.,

1999), zlepseni imunitni odpovédi (Goldsworthy a kol., 2002), regulace chovani u


http://shop.bachem.com/h-6790.html

hladovéjicich octomilek (Lee a Park, 2004), inhibice dozrdvani vajicek (Lorenz,
2003) a stimulace traviciho traktu véetné travicich enzym( (Kodrik a kol., 2012;

Bodlakova a kol., 2016).

Zminéné aktivity Ize experimentalné vyvolat aplikaci externiho AKH (injikce nebo topikalni
aplikace). Na druhé strané bylo experimentdlné prokdzdno, Ze fada stresovych situaci
(aplikace toxinl, patogen(, nuceny pohyb, konstantni tma atd.) vyvola zvySeni hladiny AKH

v hemolymfé nebo i corpora cardiaca (Kodrik, 2008; Kodrik a kol., 2015c).

1. 1. 7. Vliv AKH na insekticidy

Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole (1. 1. 6. Funkce AKH) hladina AKH kolisa v zavislosti
na stresové situaci. Jednim z faktord, vyvoldvajicich stresovou reakci, jsou insekticidy. Pfi
kontaktu s nimi se v hmyzim téle aktivuji obrané reakce a mobilizuji se energetické zasoby
(Kodrik a kol., 2015c) s cilem ucinek insekticidl eliminovat, nebo alespor zmirnit.

O vlivu insekticidd na hladinu AKH v téle hmyzu existuje hned nékolik dlkaza.
Hladina AKH prikazné vzrostla poté, co byla mandelinka bramborova Leptinotarsa
decemlineata krmena geneticky modifikovanymi bramborami exprimujicimi Galanthus
nivalis aglutinin (GNA) nebo Bacillus thuringiensis toxin (Cry 3Aa) (Kodrik a kol., 2007).
Podobného zvyseni hladiny AKH bylo dosazeno také aplikaci nékolika neurotoxickych
insekticidl (permethrin, endosulfan, malathion, pirimiphos-methyl a deltamethrin) na dvou
hmyzich modelech: ruménici pospolné P. apterus (Kodrik a Socha., 2005; Velki a kol., 2011)
a potemniku hnédém Tribolium castaneum (Plavsin a kol., 2015). Tyto pokusy naznacily, ze
AKH hraje jistou roli pfi aktivaci obranné reakce na insekticidy. Je vSak tfeba poznamenat,
Ze hladina AKH pfi téchto pokusech narustala prfedevsim v hemolymfé, ne vidy byl tento
narlst provazen navySenim hladiny hormonu také v corpora cardiaca (Kodrik a Socha,
2005; Kodrik a kol., 2007; Velki a kol., 2011). Tento vysledek vSak neni nijak prekvapivy,
nebot je obecné znamo, Ze propojeni mezi sekreci a syntézou AKH je velmi malé a u
nékterych druhd dokonce ani neexistuje (Diederen a kol., 2002). Fyziologicky je hladina AKH
v hemolymfé nékoliksetkrat niz$i nez v corpora cardiaca (Goldsworthy a kol., 2002) a

k jejimu zvySeni jsou Casto vyuzity zasoby jiz nasyntetizovaného AKH. Pfima potreba AKH



v téle tedy nemusi byt doprovazena bezprostfednim navysenim syntézy AKH (Kodrik a kol.,
2015a).

Je ovSem zajimavé, Ze obrannd reakce vici insekticidim fizena AKH pUsobi v jistém
sméru kontraproduktivné. Bylo totiZ zjiSténo, Ze spolecna aplikace insekticid( spolu s AKH
vyznamné zvySovala mortalitu ve srovnani s aplikaci insekticidd samotnych. Napfiklad
injikace 200ng endoslufanu s 80pmol AKH do téla P. apterus vyvolala 90% mortalitu,
zatimco pfi injikaci samotného endosulfanu byla mortalita pouze 30% (Velki a kol., 2011).
Tento jev byl potvrzen dalsSim pokusem, kdy AKH-deficientni T. castaneum vykazovali
vyznamné vyssi rezistenci vici insekticidim, nez jedinci s normalni produkci AKH (Plavsin a
kol., 2015).

Na jakém principu funguje vztah ,AKH + insekticid = vy$si mortalita“ nebylo dosud
zcela objasnéno. Lze vSak predpokladat, ze zvySeni metabolismu po aplikaci AKH do téla
hmyzu mQzZe hrat svou roli: AKH zvySuje obrat vSech latek v¢éetné toxinl a napomaha tak
jejich rychlejsimu pronikani do bunék a tkani. Vyvstava otdzka, zda je moziné stejny Ci
podobny vztah ocekavat i po aplikaci entomopatogennich hub spolu s AKH — il jestli tento
hormon pomuze rychlejSimu rdstu a Siteni houby, poté co by zvysil celkovy metabolismus a

obohatil tak hemolymfu i buriky o metabolické substraty.



1. 2. Isaria fumosorosea

1. 2. 1. Obecna charakteristika

Entomopatogenni houby predstavuji skupinu parazitickych hub, jejichz hostitelem jsou
rzné druhy hmyzu. Tohoto faktu se vyuziva jiz delsi dobu ke kontrole hmyzich populaci, a
to ze dvou prostych ddvodl: jsou prirozenym nepfitelem hmyzu a toto oSetfeni nijak
neohroZuje Zivotni prostiedi nebo ¢lovéka (Eilenberg a kol., 2009). Entomopatogenni houby
obecné potrebuji ke svému Zivotu urcitou teplotu, vihkost prostfedi, vodu a slunecni zareni
— vSechny tyto abiotické faktory vyrazné ovliviuji kliceni, vegetativni rdst i Zivotaschopnost
houby, véetné jeji patogenity (Vidal a kol., 1997).

Také Isaria fumosorosea (dfive oznac¢ovana jako Paecilomyces fumosoroseus) se radi
mezi entomopatogenni houby a prvni zminka o ni pochazi z roku 1832. Ale aZ v roce 1904 ji
samostatné izoloval Wize zlarvy brouka ryhonosce fepného Cleonus punctiventris.
Taxonomicky se [. fumosorosea tadi do fiSe: Fungi, oddéleni: Ascomycota, tfida:
Ascomycetes, fad: Eurotiales, ¢eled: Trichocomaceae a rod: Paecilomyces. Na druhou
stranu s pfichodem modernich molekularnich metod je taxonomické zafazeni |.
fumosorosea prehodnocovano a navic se ukazalo, Ze jde nejspiSe o cely komplex rdznych
druhd.

Tento druh entomopatogenni houby je kosmopolitné rozsifen diky velké
rozmanitosti moznych hostitell a scita pestrou skdlu rdznych kmen(. Z téchto davodl se
stala objektem vyzkumu, jakozto moinym biologickym nastrojem na kontrolu hmyzich
populaci. Nékteré kmeny jiz byly Uspésné vyuZity misto béznych insekticidd, zejména proti
molicim ¢i vinatkam. (Zimmermann, 2008; Hussein a kol., 2013).

Obecné je I. fumosorosea schopna rlstu v teplotnim rozmezi 5 — 32°C (Mietkiewski a
kol., 1994), aviak nejvice vyhovuijici teplota se pro jednotlivé kmeny lisi v zavislosti na misté
vyskytu. Napriklad nejlepsi podminky pro druh vyskytujici se v Evropé je v rozmezi 8 — 30°C
s optimem 20 — 25°C, zatimco v USA a zdpadni Asii roste pfi 8 — 35°C s optimem 25 — 28°C
(Vidal a kol., 1997).



1. 2. 2. Morfologické znaky

I. fumosorosea je velmi rychle rostouci houbou, zprvu produkujici bilé kolonie, které se
pozdéji zbarvuji na fialové nebo rizové. Castéji jsou produkovany rGzové kolonie, jejich?
synnemata (struktury nesouci konidiofory) jsou dlouhé 100 — 200um. Fialidy (Obr. 2) této
houby maji lahvicovity tvar s Sirokou elipsoidni bazi prechdazejici do Stihlého krcku a konidie
jsou valcovité, vietenovité, hyalinni s obvyklymi rozméry 3 — 4 x 1 — 2um. I. fumosorosea
také casto slouzi jako hostitel jiné houbé ztfidy ascomycetes Syspastospora parasitica

(Zimmermann, 2008; Posada a kol., 2004).

retizky konidii

ovalna konidie

kenidiegennl buiika
(fialida)

lahvicavite
kenidiafory

Obr. 2: Na obrdzku vlevo je snimek konidioford I fumosorosea 1z elektronového
mikroskopu. Vpravo je schématicky obrazek I. fumosorosea (vlevo: Meyer a kol. (2008);

vpravo: www.mycolab.cz/cz/projekty/mycobanka.html).

1. 2. 3. Vyskyt v prirodé a geograficka lokalizace

Komplex druhl /. fumosorosea je rozsiten po celé nasi planeté s vyjimkou Antarktidy. Mimo
hostitele se nachazi také ve vzduchu, vodé, na rostlindch a velmi c¢asto v pldé

(Zimmermann, 2008).
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Jen na uzemi Ceské republiky se podafilo zpldnich vzorkl izolovat 16 kmend /.
fumosorosea (Landa a kol., 2002). Také se hojné vyskytuje zejména na zemédélskych
plochach. Napftiklad v Dansku byla I. fumosorosea nejéetnéjsi entomopatogenni houbou
v padeé Zivého plotu pobliz ekologicky obhospodafovanych polich — byla zastoupena v 82%
padnich vzork( v roce 2002 a v 63% v roce 2003 (Meyling a Eilenberg, 2006). Na druhé
strané v Némecku v okoli Darmstadtu byla /. fumosorosea jen ve 23% pudnich vzorku
(Kleespies a kol., 1989) a ve Finsku dokonce jen v nékolika malo procentech (Vanninen,
1996). Existuji dikazy i o mykoparasitismu /. fumosorosea — tato houba byla nalezena na

nékterych druzich rzi a padli (Kavkova a Curn, 2005).

1. 2. 4. Hostitelé

Vzhledem ktomu, Ze se I. fumosorosea vyskytuje na mnoha mistech napti¢ rlznymi
kontinenty (viz kapitola 1. 2. 3.), tak mda i pomérné Siroké spektrum mozZnych hostiteld,
z nichz nejpocetnéjSi jsou zastupci Lepidoptera. Nicméné v porovnani s nejznadméjsi
entomopatogenni houbou Beauveria bassiana je pocet hostitelskych organismi mnohem
mensi (Zimmermann, 2007). Pfesto ma . fumosorosea celkem pfes 40 moznych hostitell
z¥adG: Acari, Blattodea, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isoptera,
Lepidoptera, Neuroptera a Thysanoptera (Smith, 1993). Kompletni seznam hostitell se da
vyhledat napfiklad v katalogu ,USDA — ARS Collection of Entomopathogenic Fungal
Cultures” (ARSEF) (Humber a Hansen, 2005) nebo v praci Zimmermann (2008).

1. 2. 5. Prubéh infekce houbou I. fumosorosea

Pro I. fumosorosea plati stejny model infekce jako pro vétSinu entomopatogennich hub.
Nejprve se spora uchyti na povrchu kutikuly hostitele — mechanicky, pfipadné
prostfednictvim hydrofobnich interakci - kde za vhodnych podminek (vlhkost, teplota)
zacne klicit (bobtnat) a vytvari primarni klicek. K vytvoreni primarniho klicku ma spora
dostatek vlastni energie a Zivin, tudiz je nemusi ¢erpat externé, az v pozdéjsi fazi kli¢eni se
zacne spoléhat na Ziviny z téla hostitele. Nejprve vyuziva latek, které jsou soucasti kutikuly a

nasledné i Zivin z vnitfnich organl/tkani. Za timto Ucelem pronikd houba do vnitfniho
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prostredi (hemocoel) pfimou penetraci kutikuly (biochemické a fyzikalni mechanismy) nebo
prostfednictvim pfirozenych télnich otvor( (trachealni systém, alimentarni i fitni otvor).

Pti penetraci se v oblasti apresoria (Obr. 3) syntetizuji enzymy (viz kapitola 1. 2. 6.),
které rozpousti kutikulu, takZe se koncova Spicka invazivni hyfy mize tlakem dostat do
hemocoelu. Jakmile se houba dostane do télni dutiny, vytvari blastospory, které se rychle
mnozi a kolonizuji tkdné hostitele. V této fazi je hostitel jiz usmrcen a mumifikovan. Kdyz
jsou ziviny hostitele témér vycerpany, za¢ne houba prorustat zpét na jeho povrch za ucelem
tvorby mycelidlni sité. Na vzduSném myceliu houba dokoncuje svlij vyvojovy cyklus
vytvorenim novych konidiofor a konidii, za pomoci nichz infikuje dalsi hostitele. Cely cyklus

trvd 3 — 14 dni (Landa 2009; Hajek a Leger, 1994; Srivastava a kol., 2009).

-

appressonum

oo,

Obr. 3: Schématicky obrazek spory proruastajici do vnitiniho prostifedi organismu

(http://mastermikrobiologi.com/2015/11/morfologi-cendawan.html).
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1. 2. 6. Metabolity a toxiny /. fumosorosea

Detailni znalosti o produkci metabolitG a toxinG /. fumosorosea bohuzel chybi
je beauvericin (Bernardini a kol., 1975; Peeters a kol., 1983), ktery je schopny paralyzovat
hostitelské buriky (Hajek a Leger, 1994). Mimoto je beauvericin zajimavy i z hlediska
farmakologického jako potencidlné vyuzitelnd agens proti tuberkuléze nebo malarii
(Nilanonta a kol., 2000, 2002). Dale se podatilo izolovat pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinu
(Roberts, 1981) a dva typy beauverolidll — L a La (Jegorov a kol., 1994). Pomoci enzymu
(proteazy, chitindzy, chitosondzy a lipazy) se houba dostava do vnitfniho prostredi hostitele
(penetraci kutikuly) a inhibuje jeho regulaéni systém (Ali a kol., 2010). Zd4 se, Ze metabolity
produkované houbou také napomahaji k jeji patogenité, ale jakym zplisobem neni zndmo

(Hajek a Leger, 1994).
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2. Cile prace

Cilem prace bylo popsat fyziologické zmény, které probihaji v téle ruménice pospolné P.
apterus v duUsledku infekce zplsobené entomopatogenni houbou I. fumosorosea (CCM
8367). Dale pak posoudit, jestli do téchto zmén néjak zasahuje, pfipadné je ftidi

adipokinetické hormony.

Hlavni cil Ize rozdélit do ndsledujicich bodu:
¢ Zjistit za jakych podminek je mozné infekci vyvolat.
«» Zmérit mnozstvi AKH v CNS po infekci.

+¢ Stanovit hladinu lipidd v hemolymfé po infekci pomoci fosfovanilinové reagens.

+«»+ Zjistit zdali infekce zplsobi zmény v populaci hemocytli pomoci cytometrie.
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3. Materiadl a metody

3. 1. Modelovy organismus Pyrrhocoris apterus

Laboratorni chov plostice ruménice pospolné P. apterus (Heteroptera, Insecta) pouZité
v této praci pochézel ze sbérli populace z Ceskych Budéjovic (Stromovka, 49°N). Larvy a
dospéli jedinci byly chovani od vajicek do dospélci v 0,51 sklenicich (cca 40
jedinct/sklenice), krmeni plody lipy malolisté a napajeni vodou pfi stalé teploté 26 + 1°C a
fotoperiodé 18:6 (18h svétlo : 6h tma). K pokusim byly pouzity reprodukéni brachypterni

plostice (samci + samice), které byly 10 dni po imaginalni ekdyzi.

3. 2. Kultivace houby I. fumosorosea (CCM 8367)

V experimentech byl pouzit kmen I fumosorosea s oznacenim CCM 8367. Kmen byl
izolovan z kukel klinénky jirovcové Cameraria ohridella Decka a Dimic (Lepidoptera:
Gracillariidae) a je ulozen jako patentovd kultura v Ceské sbirce mikroorganism v Brné
(Prenerova a kol., 2013).

Konidiospory houby byly ziskany povrchovou kultivaci v Petriho miskach na pevném
médiu (Sabouraudlv agar (SA), IMUNA - sloZeni na 1000ml vody: 8g pepton pro
bakteriologii, 18g glukéza, 18g maltéza, 15g agar, pH 5,5 — 6,3).

Blastospory byly ziskany po 120 hodindch submerzni kultivace v béZzném kapalném
médiu pro mikrobiologii PDA (potato dextrose agar) s pouzitim orbitalni tfepacky pfi 140
kmitech za minutu a teploté 23°C. Po kultivaci byly blastospory odstfedény a uchovany

v mrazaku.
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3. 3. Vyvolani infekce u P. apterus pomoci entomopatogenni houby

l. fumosorosea

K vyvolani infekce byly pouzity spory vyse uvedené houby a to dvéma metodami:

1) Dip-metoda: v této metodé byla pokusnd plostice na okamzik imerzné ponofena do
suspenze konidiospor I. fumosorosea o dané koncentraci. Tato metoda vyuZiva pfirozenou
schopnost konidiospor infikovat hostitele pres jeho povrch (viz kapitola 1. 2. 5.). Infikovani

jedinci byli chovani v Petriho miskach za podminek uvedenych v kapitole 3. 1.

Priprava suspenze konidiospor I. fumosorosea:

1. Do manualniho homogenizatoru bylo nalito 10ml dest. H,O a pfidano 2ul Tween-
80.

2. Stéteckem, ktery byl namocen ve vzniklém roztoku, byly z povrchu média setfeny
konidiospory a premistény do roztoku v homogenizatoru. Tento proces byl
opakovdn az do nartzZovélého zakaleni roztoku.

3. Suspenze konidiospor byla homogenizovana zhruba 2 minuty.

4. Koncentrace zasobniho roztoku konidiospor byla spocditdna pod svételnym
mikroskopem pomoci Birkerovi komurky (Brand, Wertheim, Némecko) pti 625x
zvétSeni. Konidiospory zde byly pocditany diagonalné v 26 malych ¢tvercich (strana
0,05mm a objem 1/4000 mm3).

Celkovy pocet spor
26

* (4 % 10%)

5. Vypocet: koncentrace spor v zds. roz./1ml =

6. Vypocet: pozadovana koncentrace a objem vysledného roztoku
A — pozadovand koncentrace, B — pozadovany objem (ml), C — koncentrace

zasobniho roztoku, D — objem ze zdsobniho roztoku (ml), E — mnozstvi H,0O (ml)

A B
=D
Cc

B—D=E

Vysledny roztok=D + E

Poznamka: H,0 na redéni (E) se pfipravi: 10ml dest. H,0 + 2ul Tween-80.
7. Vysledny roztok konidiospor byl pfes noc udrzovan v lednici, aby doslo k jejich

aktivaci.
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Kontrolni skupina pokusnych plostic byla na okamzik imerzné ponorena do destilované H.O

+ Tween-80 a chovana za stejnych podminek.

2) Injikace blastospor: vtéto metodé byly pokusnym plosticim injikovany 2ul suspenze
blastospor o dané koncentraci pomoci Hamiltonovi injekéni mikrostfikacky (10ul, Hamilton
Co., Reno, Nevada). Vpich byl provddén skrz metathorakalné abdominalni intersegmentalni
membranu do hrudi, aby dosSlo kco nejmensimu poranéni plostice. Davod pouziti
blastospor k injikaci - viz kapitola 1. 2. 5. Infikovani jedinci byli chovani za podminek - viz

kapitola 3. 1.

Priprava suspenze blastospor I. fumosorosea:

Pfiprava suspenze blastospor probihala stejné jako ptiprava konidiospor — viz Dip-metoda
na predeslé strané s tim rozdilem, Ze byly pouzity zamraZené blastospory a misto dest. H,0
+ Tween byl pouZit Ringer(v roztok. Vzniklou suspenzi blastospor nebylo nutné davat pres

noc do ledni¢ky a mohla se ihned pouzit k injikaci.

VSechny infikované plostice, stejné tak jako kontrolni ploStice oSetfené Ringerovym
roztokem, byly chovény za stejnych podminek jako plostice zakladnich chov( (viz kapitola 3.

1.). Hemolymfa a CNS byly na stanoveni odebrany prvni, druhy a tfeti den po aplikaci.

Ringertiv roztok (fyziologicky roztok)
Chemikalie pro kvantitativni pfipravu 1 litru roztoku (rozpoustédlo dest. H,O):
e NaCl-7,5¢g
e KCl-0,1g
e (CaCl; *2H,0-0,2g
e MgCl, * 6H,0-0,4g
e NaHCO3-0,2g
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3. 4. Elektronova mikroskopie

V prabéhu infekce, kdy jiz bylo mozné na pokusnych plosticich P. apterus pozorovat
mycelium pouhym okem, byly pomoci kryometody a mrazového [dmani (cryofracturing)
pofizeny snimky na skenovacim elektronovém mikroskopu (JEOL JSM-7401F; Laboratot
elektronové mikroskopie, Parazitologicky ustav BC, Ceské Budéjovice). Samotné pokoveni
preparatd (paladium + platina) a mrazové lamani bylo provedeno v zafizeni kryo-

attachment ALTO2500.

3. 5. Pitva CNS a priprava extraktl

Hlava P. apterus byla odstfizena do pitevni jamky s Ringerovym roztokem. Za pomoci
entomologickych pinzet a binolupy byl z hlavy vypitvan komplex mozek + corpora cardiaca
+ corpora allata (nékdy i se suboesophagalnim gangliem). Komplex byl vkladan do
mikrozkumavek eppendorf 1,5ml drzenych na ledé v po¢tu 5 komplext/zkumavku.

AKH byl z komplexu P. apterus vyextrahovan pomoci methanolu. Do mikrozkumavky
s CNS bylo pridano 200ul 80% methanolu, mozky pak byly rozdrceny pomoci sonikdtoru za
chlazeni ledem. Homogenat byl nasledné centrifugovan pfi 4°C 2min. pii 6 000 otackach.
Supernatant byl opatrné odpipetovan do nové mikrozkumavky a cely proces zopakovan
jesté jednou. Cili na extrakci jednoho vzorku (5 ks. komplex) bylo pouZito 400ul methanolu

- ten se pak nechal odpafit ve vakuové centrifuze (Speed Vac).

3. 6. Kvantitativni stanoveni AKH

3.6. 1. HPLC

Pro semikvantitativni stanoveni obsahu AKH ve vzorku bylo pouZzito HPLC (high-
performance liquid chromatogprahy) zafizeni firmy Waters. K déleni byl pouzita kolona
Chromolith Performance C18 (Merck), kterd pracuje v reverzni fazi pfi gradientu acetonitril
—voda: 0 — 2min 25% B, 2 — 12min 25-87% B a 12 — 15min 87% B pfi rychlosti 2ml/min.
K detekci AKH by pouzit fluorimetricky detektor Waters (typ 2475) pfi vinovych délkach Ex
280nm, Em 348nm.
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Touto metodou byly analyzovany methanolové extrakty AKH z CNS, které byly pred vlastni
analyzou rozpustény v acetonitrilovém pufru (25% B + 75% A). Kaidy vzorek obsahoval
ekvivalent 5 kusl CNS. Mnozstvi AKH ve vzorku bylo odhadnuto pomoci syntetickych
standardd AKH analyzovanych v HPLC systému za stejnych podminek jako tomu bylo u

vzorku. Vlastni kvantifikace probihala na zdkladé srovnani plochy peakd v programu Clarity.

Roztoky:
e A:0,11% TFA (trifluoctova kyselina) v H,0
e B:60% CH3CNvO0,1% TFA v H,O

3. 6. 2. ELISA

Enzym — linked immunosorbent assay (ELISA) je imunoenzymatickd metoda pouZivana ke
kvantifikaci antigenu ve smési vzorkd. V této praci byla pro zjisténi obsahu AKH v CNS a
hemolymfé pouZita kompetitivni ELISA podle Goldsworthyho a kol. (2002). Principem
metody je soutéZz znamého mnozstvi znaceného AKH (viz nize) s nezndmym stanovovanym
mnozstvim AKH obsaZzenym ve vzorku o vazbu na limitovaném mnozstvi protildtky navazané
na pevné fazi. Pouzitd protilatka (viz nize) dobre reaguje s obéma AKH nalezenymi u P.

apterus, proto ELISA vzdy stanovi celkovou hladinu obou peptidd dohromady.

ELISA pufry
Aplikacni pufr (coating buffer)
e pH=96
e 0,1M bikarbonatovy pufr (Na;COs, NaHCO3)
Promyvaci pufr (washing buffer)
e pH=75
e 10mM PBS pufr (Na2HPOa4 * 2H,0, NaH2PO4 * 2H,0, NaCl)

e Tween-20
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Protokol:

1.

10.
11.

Krali¢i protilatka (IgG) proti Cys® — Pyrap-AKH (Sigma Genosys, Cambridge, UK) byla
fedéna v aplikacnim pufru v poméru 1 : 5000 a aplikovana do jamek mikrotitracni
desti¢ky (100ul/jamku) (High binding Coaster, Corning Incorporated, Corning, NY,
USA); inkubace probihala pfes noc pfi 4°C.

Desticka byla 3 x 200ul promyta pomoci promyvaciho pufru.

Blokovano 5% netuénym susenym mlékem 200ul/jamku v promyvacim pufru pfi
37°Cna 2h.

Desticka byla 3 x 200ul promyta pomoci promyvaciho pufru.

Bylo aplikovano 50ul vzorku z CNS (0,5 komplexu ekviv.) na jamku rozpusténého
v promyvacim roztoku bez Tween-20 a 50ul (100fmol) roztoku Cys' — Pyrap-AKH —
BLAM znaceného biotinem (Biotin Long Arm Maleimide) (Vector Laboratories,
Petebrough, UK). Soucasné byl do dalSich jamek desticky aplikovan roztok
syntetického Pyrap-AKH o zndmém mnozstvi (zpravidla od 5000 do 0,0763fmol), na
vypocet standardni kfivky, ddle pak byla pfipravena pozitivni kontrola (maximalni
reakce) 100ul (= 100fmol) Cys! — Pyrap-AKH — BLAM/jamku a negativni kontrola
(minimalni reakce) 100ul promyvaciho pufru bez Tween-20/jamku. Kompetice
probihala 1h pti 37°C.

Desticka byla 3 x 200ul promyta pomoci promyvaciho pufru.

Bylo pfidano 100ul HRPS/jamku (Horse Radish Peroxidase Streptavidin) (Vector
Laboratories, Burlingame, USA)/fedény v promyvacim pufru 1:500 a inkubovano 1h
p¥i 37°C.

Desticka byla 6 x 200ul promyta pomoci promyvaciho pufru.

Bylo aplikovano 100ul 3, 3, 5, 5” — tetrametylbenzediene (SIGMA - ALDRICH )/jamku
a inkubovano 40min. ve tmé pfi 37°C.

Reakce byla zastavena 50ul 0,5M H2S0a4/jamku.

Intenzita zbarveni byla méfena na ELISA ¢tecce (Molecular Devices) pfi vinové délce

450nm.
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12. Namérené hodnoty Aassp byly prepocitany na hodnoty kompetice v % podle vzorce:

test.0OD—background
max OD—min OD

*100)

% kompetice = (

OD — namérend absorbance
Background — primér hodnot u negativni kontroly
13. Ze sestrojené kalibracni kfivky pro Pyrap-AKH a procenta kompetice bylo vypocteno

mnozstvi Pyrap-AKH ekvivalentu v kazdé jamce.

3. 7. Kvantitativni stanoveni lipidi v hemolymfé

Hladina lipidG v hemolymfé byla méfena pomoci sulfo — fosfovanilinové testu (Zéllner a
Kirch 1962; modifikace podle Kodrik a kol., 2000). Principem této metody je reakce dvojné
vazby mastné kyseliny odstépené z lipid( v prostredi silnych kyselin s vanilinem za vzniku
barevné reakce. Hmyzi lipidy jsou vétSinou nenasycené, takZe je tato metoda pro né velmi

citliva.

Vanilinova reagencie
e 1, 98g vanilinu se rozpusti v 668ml kyseliny fosfore¢né a zahreje na 60°C, ochladi a
doplni se destilovanou vodou na 1l. Vytvofi se Zluty roztok, ktery se necha stat

v temnu a chladu alespon 1 tyden.

Protokol:
1. Do mikrozkumavky eppendorf bylo napipetovano 100ul koncentrované H,SOa.
2. Plostici bylo nastfezeno tykadlo a vytékajici hemolymfa jimdna na kousku parafilmu.
Z vytvorené kapicky pak bylo odebrano 0,5ul hemolymfy do kyseliny sirové.
3. Vzorky byly povareny 10min. pti 100°C.
4. Do ochlazené smési bylo pfidano 1ml vanilinové reagencie a vzorek kratce

promichan.
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5. Po 30 minutach byla mérena hodnota absorbance na spektrofotometru (Helios -
Chromspec) pfi 546nm proti slepému vzorku (100ul H2SOs + 1ml vanilinové
reagencie).

6. Takto ziskané hodnoty absorbanci vzork( byly pfepocteny na hodnoty koncentraci
lipidd v mg/ml pomoci kalibraéni krfivky sestrojené pro kyselinu olejovou (od

0,01284mg do 128,4mg).

3. 8. Pratokova cytometrie (flow cytometry)

Priatokova cytometrie je metoda umozZiujici studovat rizné parametry, nejcastéji bunécné
Castice vsuspenzi. Suspenze bunék je undsena kapalinou a pomoci systému
hydrodynamické fokusace prochdzi paprskem laseru po jedné burice. Pfi kontaktu paprsku
a bunky dochazi ke specifickému rozptylu svétla a navic k excitaci fluorochrom( (pokud byly
specificky navdzany). Energie emitovand fluorochromy muze byt vyuZita k dalSimu
hodnoceni.

NejdulezitéjSimi snimanymi parametry jsou rozptyl laserového paprsku v malém
Uhlu (0 - 18°) neboli tzv. foward scatter (FSc), ktery fika jak je bunka velka. DalSim
parametrem je rozptyl laseru pod thlem 90°, side scatter (SSc), ktery vypovida o granularité
buriky. Pod stejnym uhlem (90°) je detekovana i fluorescence daného laseru (Penka a kol.,

2012).

Chemikalie
e Antikoagulacni pufr — 98mM NaOH, 186mM NaCL, 17mM EDTA, 41mM Kkyselina
citronova, pH =4,5.
e Pringlesova sl — 154,1mM NaCl, 27mM KCl, 14mM CaCl,, 22,2mM dextrodza.

e Propidium jodid (PI) - Invitrogen 3,75mM, fedéni 1000x
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PFiprava vzorkl (podle Nakahara a kol., 2009)

1. Do mikrozkumavky eppendorf bylo napipetovdano 1ml antikoagula¢niho pufru.

2. Plostici byla odebrana hemolymfa — viz predchozi odstavec str. 21. Na stanoveni
byly pouzity 2ul hemolymfy, které byly prepipetovany do antikoagulaéniho pufru pfi
soucasném chlazeni ledem.

Smés byla centrifugovana pfi 500 RCF, 1 minutu a 4°C.
Supernatant byl odsan a sediment znovu rozsuspendovan v 1ml Pringlesovy soli.

3. a 4. bod byl zopakovan jesté jednou. Chlazeno ledem do za¢atku méreni.

A A T o

Pfed mérenim bylo pfidano 2ul Pl a procezeno pres bunécné sitko.

Méreni na cytometru

Méreni bunék probihalo na cytometru BD FACSCanto Il (Katedra medicinské biologie, PFF
JU). Pfed zahdjenim méreni bylo pomoci BD FACSDiva Software optimalizovano nastaveni
cytometru pro mérené burky (viz Tab. 1). U bunék byla sledovana velikost pomoci forward
scatteru (FSc), granularita pomoci side scatteru (SSc) a Zivotnost bunék byla sledovana

pomoci znaceni propidium jodidem (PE-Texas red).

Tab. 1: Nastaveni cytometru.
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3. 9. Vysledky a jejich zpracovani

Vysledky byly zpracovany v programech Excel 2013, Graph Pad Prism 4 a BD FACSDiva
Software. Pro vypocty stanovovanych hodnot a jejich odecteni ze standardnich kfivek byl
pouzit program Graph Pad Prism 4. V tomtéz programu byly vytvofeny i grafy a provedeno
statistické hodnoceni vysledk( (viz pfislusné grafy). Uvedené vysledky jsou vyjadreny jako
pramér hodnot + SD; pro pocet opakovani viz prislusny graf. Pro vyhodnoceni vysledki

z cytometrického méreni byl pouzit program BD FACSDiva Software.
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4. Vysledky
4. 1. Vypracovani metodiky na vyvolani infekce houbou |I.

fumosorosea u plostice P. apterus

Prvnim cilem prdce bylo vypracovani metodiky, jakym zpUsobem lze infekci pomoci
entomopatogenni houby /. fumosorosea (CCM 8367) u P. apterus vyvolat.

Jako prvni byla zvolena Dip-metoda, nebot se vice podoba prirozenému zpUsobu
nakazy. Vysledky vSak ukazaly, Ze tato metoda neni pro laboratorni stanoveni fyziologickych
charakteristik infekce zcela vhodnd, protoZe infekce probihala velmi pomalu a s malou
ucinnosti - nebylo tak mozné presné vytipovat vhodnou dobu testovani. Napriklad pfi
vysoké koncentraci 5,4 * 108 spor/ml byla mortalita po 6 dnech pouze 10%. Pfesto byla tato
metoda pouzita na fotodokumentaci priibéhu infekce. Na Obr. 4 je vyfotografovany jedinec
P. apterus, ktery byl nakaZzen pomoci Dip-metody (koncentrace 5,4 * 102 spor ml) dvanacty
den po aplikaci konidiospor houby I. fumosorosea, kde je jiz zcela porostly touto houbou.

Pro kontrolu pfitomnosti konidiospor na povrchu kutikuly P. apterus a dokumentaci
nékterych vyvojovych stadii houby byla dale pouzZita skenovaci elektronova mikroskopie. Na
pofizenych snimcich je mozné pozorovat prichycené spory na povrchu kutikuly a mista na
téle, kde I. fumosorosea prorlsta na povrch (Obr. 5, 6, 7 a 8). Na Obr. 9 byla pomoci
mrazového ldmani odlomena hlava plostice. Touto Upravou pak bylo mozné pozorovat

mycelium /. fumosorosea prorostlé v oblasti tukového télesa.
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Obr. 4: P. apterus dvandcty den od infekce porostly /. fumosorosea.

Obr. 5: Dorzalni strana zadecku plostice s pfichycenymi konidiosporami houby I

fumosorosea. ZvétSeno 43x.
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Obr. 6: Houba I. fumosorosea (zluta Sipka) prorustajici na povrch téla infikované plostice P.

apterus a konidiospora (¢ervena Sipka) této houby. ZvétSeno 100x.

Obr. 7: Konidiofory I. fumosorosea prorostlé skrze kloubni spojeni ploStice. ZvétSeno 50x.

-27 -



Obr. 8: Konidiofory I. fumosorosea prorostlé skrz kloubni spojeni plostice (Cervena Sipka) a

houba prorustajici skrze kutikulu zpét na povrch (Zluta Sipka). Zvétseno 70x.

Obr. 9: Mycelium I. fumosorosea prorostlé v oblasti tukového télesa plostice. ZvétSeno 37x.
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KdyZz se po prvni sérii pokust Dip-metoda ukdzala pro méreni fyziologickych charakteristik
reakce plostic na infekci jako nevhodnd, byl vyzkousen jiny postup. Tentokrat byly pouZity
blastospory I. fumosorosea, které byly injikovany ve formé suspenze (viz kapitola 3. 3.)
pfimo do télni dutiny plostic. Pfilozend tabulka (Tab. 2) ukazuje procenta mortality

oSetrfenych plostic v zavislosti na pouzité koncentraci blastospor a na dobé po injikaci.

Tab. 2: Mortalita pokusnych plostic v zavislosti na dnu a koncentraci suspenze blastospor.
V kazdé sérii pokust bylo pouZito 20 pokusnych jedinc(.

Koncentrace = 4,45 * 10’
spor/ml
Den infekce | mortalita (%)
1 0
2 40
3 100
4. /
5 /
6. /
7. /

Jiz na prvni pohled Ize z tabulky 2 vycist, Zze vyvolani infekce u pokusnych plostic pomoci
injikace blastospor bylo rychlé a dobfe definovatelné. Dalsim cilem prace bylo urcit takovou
koncentraci suspenze blastospor, ktera zarucené vyvola infekci a prfitom pokusné plostice
ihned nezabije. Jak mizZeme z Tab. 2 vidét, koncentrace 4,45 * 10’ spor/ml vyvolala 100%
mortalitu jiZ tfeti den po jejich vpichu, zatimco u koncentrace 1 * 10° spor/ml byl pribéh
infekce mnohem mirné&j$i. U koncentrace 1 * 10° spor/ml nebyla dokonce zaznamendana
zadna mortalita.

K daldim pokusiim byla nakonec pouZivdna koncentrace 1 * 10° spor/ml, protoZze
bylo zfejmé, Ze je schopna vyvolat infekci dokumentovanou 10% mortalitou, takie v
kritickych dnech (1, 2 a 3 dny po aplikaci) zbyval dostatek pokusnych plostic na testovani

fyziologickych charakteristik.
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4. 2. Kvantitativni stanoveni AKH

Semikvantitativni analyza hladiny AKH v CNS plostic pomoci HPLC ukazala, Ze u infikovanych
jedinc doslo po vyvolani infekce k jejimu poklesu (Obr. 10). Za timto ucelem byl extrakt
z CNS infikovanych (Obr. 10B) i kontrolnich (Obr. 10C) plostic obsahujici AKH rozdélen na
chromatografické koloné a pfislusné peaky identifikovany pomoci retenéniho ¢asu znamého
mnoZstvi syntetickych hormon( (Obr. 10A; RT = 6,81min, pozn.: na pouZzité koloné se oba
hormony od sebe neoddéluji a tvofi jeden peak). Pomoci ploch uréenych peakl a jejich
porovndni se syntetickymi standardy bylo zjisténo, Ze u infikovanych plostic doslo k 1,94x
nasobnému poklesu hladiny AKH v CNS (Obr. 10D).

Pro presnéjsi stanoveni hladiny AKH v CNS byla pouZita jesté druha metoda — ELISA.
Pomoci této metody, zaloZzené na principu antigen-protilatka, lze dosahnout mnohem
presnéjsSich méreni. ELISA také ukazala pokles hladiny AKH v CNS (Obr. 11). Tento pokles byl
prvni den po infekci témér dvakrat nizsi (1,95x); druhy den byl pokles 1,3x nizsi a treti 2,3x
nizsi, priCemz statisticky vyznamny pokles byl prokdzan pouze u 1. a 3. dne po vyvolani

infekce.

60

Pyrap-AKH + Peram-CAH-I|
- ekviv. 5 mozku

Pyrap-AKH (240 pmol) +
Peram-CAH-II (130 pmoal)
RT=6.81 min

40 10

20

Fluorescence

(Ex 280nm, Em 348nm)
Fluorescence

(Ex 280nm, Em 348nm)

0 5 10 15 0 5 10 15
Retencni ¢as Retencni ¢as

w)

C  Pyrap-AKH + Peram-CAH-I|
- ekviv. 5 mozku

Hladina Pyrap-AKH
+ Peram-CAH-llimozek (fmol)
[=-]
o
o

Fluorescence
(Ex 280nm, Em 348nm)

0 5 10 15

Inf 2 dny Kontrola
Retencni ¢as

Obr. 10: HPLC analyza a stanoveni hladiny AKH v CNS plostic P. apterus infikovanych
entomopatogenni houbou [ fumosorosea. A — chromatograficky zaznam analyzy
syntetického Pyrap-AKH a Peram-CAH-Il. B — chromatografické déleni extraktu CNS
z infikovanych plostic. C — chromatografické déleni extraktu CNS z kontrolnich plostic. D —
semikvantitativni stanoveni hladiny AKH v CNS plostic vypocitané z analyz A, Ba C.
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Obr. 11: ELISA - kvantitativni stanoveni AKH v CNS plostic P. apterus infikovanych
entomopatogenni houbou /. fumosorosea. Statistické hodnoceni vysledk( bylo provedeno
testem jednocestnd ANOVA s Tukeyho post-testem; rozdily na 5% hladiné vyznamnosti jsou

oznaceny rlznymi pismeny (n=4).

-31-



4. 3. Kvantitativni stanoveni lipidii v hemolymfé

Pomoci sulfo-fosfovanilinové testu bylo zjisténo, Ze infekce vyvolanda entomopatogenni
houbou /. fumosorosea zpUsobila u infikovanych plostic zvyseni hladiny lipid( v hemolymfé
(Obr. 12). Toto zvyseni bylo statisticky vyznamné druhy den po vyvolani infekce, kdy se

hladina lipid( v hemolymfé zvysila oproti kontrolam asi 1,6x.
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Obr. 12: Kvantitativni stanoveni lipidd v hemolymfé plostic P. apterus infikovanych
entomopatogenni houbou 1. fumosorosea. Statistické hodnoceni vysledk( bylo provedeno
testem jednocestna ANOVA s Tukeyho post-testem; rozdily na 5% hladiné vyznamnosti jsou

oznaceny rlznymi pismeny (n=4-5).

4. 4. Méreni bunécné populace hemocytu

Na zakladé predchozich vysledk(l bylo zjisténo, Ze v téle P. apterus dochazi po infekci
houbou /. fumosorosea kjistym fyziologickym zménam. Tyto zavéry potvrdila také
cytometricka stanoveni v hemolymfé pokusnych plostic. Vysledky ukazaly, Ze u infikovanych
plostic se vyskytuje zcela jind sub-populace hemocytll oproti kontrole (oSetfené pouze
Ringerovym roztokem). Obrdzek 12 ukazuje, Ze ve vytipované oblasti P2 se u kontrolni

plostice vyskytovalo pouze 0,4% z celkového poctu bunék hemolymfy, zatimco u
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infikovaného jedince se tato hodnota zvySila na 29,9%. Méfeni Zivotnosti hemocytl
znaCenych propidium jodidem ve vytipované oblasti P3 zase ukdzalo, Ze u infikovanych
jedinct ¢inil podil mrtvych/porusenych bunék na celkové bunécné populaci 1,67%, coz bylo

v porovnani s kontrolou asi 5,2 krat méné (Obr. 13).
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Obr. 12 Cytometrické stanoveni populace hemocytl. Dot plot vlevo — populace hemocytu
z kontrolniho jedince P. apterus (oSetfeného Ringerovym roztokem). Dot plot vpravo —
populace hemocytl z jedince P. apterus 2 dny po injikaci blastospor /. fumosorosea. Tabulka

dole — kvantifikace vysledk( z uvedenych dot plota.
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Obr. 13: Priklad cytometrického stanoveni Zivotnosti hemocytll pomoci znaceni propidium
jodidem. Histogram vlevo — hemocyty z kontrolniho jedince P. apterus (oSetfeného
Ringerovym roztokem). Histogram vpravo — hemocyty z jedince P. apterus 2 dny po injikace

blastospor I. fumosorosea. Tabulka dole — kvantifikace vysledk( (statistiské hodnoceni

nebylo vzhledem k malému poctu opakovani provedeno).
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5. Diskuze

Pro studium obranné reakce vici nakaze zplisobené entomopatogeni houbou a zapojeni
adipokinetickych hormonl byla zvolena plostice P. apterus. Tento druh nepatfi mezi
Skodlivé druhy hmyzu, ale pro dané studium je velmi vyhodny. O biologii této plostice
existuje rozsahla literatura (Socha, 1993). Vlastnosti a funkce adipokinetickych hormont P.
apterus ve stresovych situacich jsou velmi podrobné prostudovany (Kodrik, 2008). Navic
v nasi laboratofi existuji vSechny dostupné prostfedky umozZiujici tento druh studia.
Nicméné pokud je mi zndmo, tento hmyzi druh pro studium entomopatogenni nakazy zatim
jesté nikdo nepoutzil, proto bylo jednim zhlavnich cild bakaldfské prace vypracovat

podminky, za kterych je mozné ndkazu u tohoto pokusného druhu vyvolat.

5. 1. Vyvolani infekce u P. apterus pomoci I. fumosorosea

V prvni sérii pokust byla zvolena Dip-metoda, protoZe Hussein a kol. (2013) méli s touto
metodou Uspésné vysledky pri infekci housenky Spodoptera littoralis (Lepidoptera:
Noctuidae). Tyto housenky byly imerzné ponoreny do roztoku konidiospor I. fumosorsoea
(CCM 8367) + 0,02% Tween — 80 o koncentraci 5 * 107 spor/ml a chovany v Petriho miskdch
za standartnich podminek. Mortalita po c¢tyfech dnech dosahovala vice nei 50% a
maximalni umrtnost (93,3%) byla zaznamenana devaty den od vyvolani infekce. PFi testech
provadénych v této praci byla mortalita P. apterus i pfi vysokych koncentracich suspenze
konidiospor (5,4 * 108 spor/ml) velmi mala a v zavislosti na délce infekce nebyla konstantni.
Snimky z elektronového mikroskopu vsak ukazaly, Ze konidiospory se pfi pouZiti této
koncentrace na povrchu kutikuly skutecné nachazi. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni pro
tento jev je odolnost a pevnost kutikuly P. apterus, kterou tato entomopatogenni houba
rozpousti pomaleji nez naptiklad u vySe zminénych housenek.

KdyZz se Dip-metoda ukazala jako nepfiliS vhodnad pro studium fyziologickych
procesll, byla vyzkouSena injikace blastospor [. fumosorosea do téla plostic. Podle
predchozich praci (napf.: Kodrik a kol., 2015a, c; Goldsworthy a kol., 2002) bylo znamo, ze
vpich pomoci Hamiltonovi mikrostiikacky skrz  metathorakdlné abdominalni

intersegmentalni membranu do hrudi nezplsobuje témér zadna poskozeni pokusné plostici

P. apterus. Tento fakt potvrdilo i v této praci oSetieni kontrolni skupiny plostic (injikovan
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pouze Ringer(v roztok), kde mortalita byla prakticky nulova. Na druhou stranu je zfejmé, Ze
injikaci blastospor se sniZzuje entomopatogenita houby, nebot i tim jak se konidiospory
dostavaji prirozenou cestou skrz exoskelet do coelomové dutiny, vytvareji svymi enzymy
metabolity, které pfispivaji k toxicité houby (Hajek a Leger, 1994). Ale tento mechanismus

neni zfejmé z hlediska adipokinetické hormonalni odpovédi stézejni.

5. 2. Zmény hladiny AKH a metaboliti béhem infekce

Jak jiz bylo fe¢eno v Uvodu, AKH se podili na udrfovani homeostaze a Fizeni dalsich
regulacnich procest vtéle hmyzu pfi stresovych situacich. Lze tedy predpokladat, Ze
aplikace stresového faktoru bude spojena se zménami hladiny AKH v hmyzim téle - vyjimku
netvofi ani infekce ¢i vystaveni pokusnych jedincl insekticidim. Jak prokdzali pfi svych
pokusech Kodrik a Socha (2005) a Velki a kol. (2011) doSlo u P. apterus po oSetfeni
insekticidy k navySeni hladiny AKH. V corpora cardiaca vsak bylo toto navySeni bud’
minimalni - pfi aplikaci malathionu ¢i endsufanu (Velki a kol., 2011) nebo dokonce nulové -
pfi aplikaci permethrinu (Kodrik a Socha, 2005). Vyraznéjsi zmény hladiny AKH byly
zaznamendny u vsech pouzitych insekticidd v hemolymfé. Z tohoto faktu byla vytvorena
hypotéza, Ze po injikaci blastospor I. fumosorosea by také mélo dojit k navySeni hladiny
AKH v téle pokusnych plostic P. apterus. Jiz prvni série méreni AKH pomoci HPLC vSak tento
predpoklad vyvrdtila — hladina AKH vCNS byla 2. den od oSetfeni blastosporami /.
fumosorosea témér dvojnasobné nizsi v porovnani s kontrolni skupinou, ktera byla oSetrena
pouze Ringerovym roztokem.

Pro potvrzeni tohoto nedekaného vysledku byla pouzZita metoda ELISA, kterd
umoziuje kvantifikovat dany antigen (AKH) s mnohem vysSsi presnosti. ELISA potvrdila
vysledek ziskany pomoci HPLC a prokdazala aZ vice neZz dvojndsobny pokles hladiny AKH
v CNS béhem sledovaného obdobi infekce. Jak tento fakt vysvétlit? Je moiné, ze béhem
infekce doslo vlivem intenzivniho stresu k masivnimu vydeji AKH do hemolymfy. Jedna se
vSak pouze o hypotézu, kterd zatim neni podloZena experimentdlnimi daty, protoze
stanoveni hladiny AKH v hemolymfé jiz nebylo mozZné vramci této bakalarské prace

z ¢asovych dlvodu provést. Tato otazka zlstdva zajimavym ndmétem pro budouci vyzkum.
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Adipokinetické hormony uvolnéné do hemolymfy béhem stresové situace jsou nasledné
transportovany k cilovym orgadnim a tkanim. Hlavnim cilovym orgdnem AKH je tukové
téleso, kde dochazi k mobilizaci energetickych zdsob. U plostice P. apterus jsou hlavnim
energetickym substratem transportovanym hemolymfou do mista spotteby lipidy (Kodrik a
kol., 2000). Je zajimavé, Ze prvni den po infekci pokusnych jedincG P. apterus houbou |I.
fumosorosea nebylo naméreno prakticky Zadné zvySeni hladiny lipid( oproti kontrolni
skupiné, druhy den vsak bylo zaznamenano maximalni (asi 1,6 ndsobné) zvyseni a tfeti den
hladina lipidd opét klesla témér na kontrolni hladinu. Nabizi se nasledujici vysvétleni: prvni
den se infekce zacind rozbihat a organismus na ni reaguje s urcitym zpozdénim. Druhy den
jiz mobilizace energetickych zasob pro boj s infekci probiha naplno. Nasledné hladina lipidQ
klesa, nebot organismus zacind byt bud vycerpan - tato skutecnost se zacind projevovat
také na zvySené mortalité (3. den infekce byla 10% mortalita) - pfipadné sama houba
vyuziva mobilizované lipidy hostitele pro své metabolické aktivity a rlst.

Studiem vlivu entomopatogennich hub na obranné reakce hmyzu a hormonalni
Ucasti v nich se zabyvali Goldsworthy a kol. (2005) a Mullen a Goldsworthy (2006). Tito
autofi provadéli pokusy na dospélcich a nymfach L. migratoria, kdy jedné skupiné
pokusnych jedincu injikovali blastospory entomopatogenni houby Metarhizium anisopliae a
druhé skupiné injikovali blastospory této houby spolec¢né s Locmi-AKH-I. Pfi porovnavani
vysledk( zjistili, Ze koinjekce adipokinetického hormonu a spor zpUsobuje rychlejsi rust
houby v dusledku vlivu AKH, ktery oslabil imunitni systém inhibici syntézy proteint a navic
aktivoval energetické zasoby, jenZ byla houba schopna vyuZivat pro svj metabolismus.
Spolecna injikace konidiospor s AKH do téla L. migratoria vedla také k prlikaznému narGstu
mortality ve srovnani s injekci konidiospor samotnych. Podobny fakt byl popsan i pro
spolecné aplikace insekticidd a AKH, které vyvoldvalo vyznamné zvysSeni mortality ve
srovnani s aplikaci insekticidli samotnych (vice viz Kodrik a kol., 2015a). Autofi si tento fakt
vysvétluji hormonalné podminénym zvysenim metabolismu, které zajistuje rychlejsi vstup

toxin( do tkani a bunék a jejich vétsi ucinnost.
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5. 3. Cytometrické méreni

U¢elem cytometrického méfeni bylo zjistit, zdali bun&ény imunitni systém plostice reaguje
na uvedenou infekci a zdali je mozné tuto reakci néjak monitorovat nebo kvantifikovat. Dle
dostupnych informaci analyzy pomoci prlitokové cytometrie na hemocytech u P. apterus
nebyly dosud provadény. Napfed bylo tedy nutné zjistit, v jakém mnozstvi hemolymfy lze
zmérit dostatecny pocet hemocytl a jak vzorky zpracovat. Pro prvni startovaci pokusy
(jejichz vysledky v této praci nejsou uvedeny), bylo pouZito 1, 2, 3, 4 a 5ul hemolymfy/
mikrozkumavku, dvakrat promyto v iml 1% BSA a vyslednd smés méfena na cytometru
v Ringerové fyziologickém roztoku za chlazeni ledem. Vysledky takto pfipravenych vzorka
ukazalaly, Ze vhodné mnozstvi hemolymfy na cytometrické stanoveni populace hemocyt( je
2 pl; je to objem, ve kterém se nachazi vice nez dostatecné mnozstvi hemocytt (10 000
events).

Také na druhou cytometrickou analyzu, kde se provadél test Zivovaschopnosti bunék
byly pouzity 2 pl hemolymfy. K této analyze byla Uspésné pouzita metoda podle Nakahara a
kol. (2009), ktery provadél ve svém vyzkumu cytometrickd méreni hemocytli v hemolymfé
larev B. mori (Lepidoptera).

Ve vysledcich na obrazku 12 je na prvni pohled zfetelny rozdil mezi infikovanym a
kontrolnim jedincem. U infikovaného jedince se objevila novd sub-populace bunék, které
jsou oproti kontrole vétsi - jedna se pravdépododné o dUsledek imunitni reakci organismu
na infekci. Tento vysledek odpovida literardrnim Udajim: napf. Zibaee a Malagoli (2014)
zjistli, Ze po aplikaci nékolika druhG entomopatogennich hub véetné I. fumosorosea na
larvach Chilo suppressalis se vyznamné zvysil pocet plasmatocytd v hemolymfé po 3
hodinach po vyvolani infekce. Stejného vysledku bylo dosazeno pfi sledovani populaci
hemocyt( ucastnicich se obranné reakce proti aplikovanycm entomopatogennicm houbam
u Plutella xylostella (Yan-Yuan a kol., 2011) a Hyphantria cunea (Ajamhassani a kol., 2013).

Zajimavy vysledek ukazalo zméreni Zivotnosti hemocytl pomoci znaceni propidium
jodidem, kdy v kontrole bylo 5,23x vice mrtvych bunék ve srovnani s infikovanym jedincem.
K tomuto fenoménu se nepodafilo najit Zadné literdrni udaje, Ize snad tedy spekulovat, ze
mohlo dojit k aktivaci vSsech hemocytl ucastnicich se obranné reakce, a tedy v dobé analyzy
hemolymfy byl pocet mrtvych hemocytu relativné nizsi nez tomu bylo u kontrol. Nelze ani

vyloudit podobnou situaci, kterd byla popsédna u larev D. melanogaster parazitovanych
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vosickou Leptipilina boulardi (Markus a kol., 2009). U napadenych larev doslo k masivnimu
uvolnéni hemocytl z hematopoetickych orgdnd kratce po parazitaci. Tyto spekulace vsak

muzZe potvrdit pouze dalsi studium dané problematiky.
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6. Zavér
Pfi studiu adipokinetické hormondlni odpovédi na infekci zplisobenou entomopatogenni
houbou druhu I. fumosorosea na modelovém organismu P. apterus byly zjiStény nasledujici

skutecnosti:

v Infekci houbou /. fumosorosea u plostice P. apterus lze dobfe vyvolat pomoci
injikace blastospor. Konidiospory této houby jsou pro vyvolani infekce a ndslednd

fyziologickd méreni u plostic nevhodné.

v' Po vyvolani infekce houbou I. fumosorosea lze naméfit fyziologické zmény v téle
plostice P. apterus — hladina AKH v CNS klesne az dvojnasobné a dochazi k mobilizaci

energetickych zasob.
v' Pro analyzu hemocytd pomoci pratokové cytometrie u P. apterus je zapotfebi

alesponn 2ul hemolymfy. Bunécné populace infikovanych plostic se od kontrol

oSetfenych pouze fyziologickym roztokem lisi.
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