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Abstrakt

Préce je zaméiena na zkoumani ucinku piipravku VectoBac na larvy jarnich druhti
komarh. Vyzkum probihal v laboratornich podminkach zdzemi Univerzity Palackého
v Olomouci v obdobi duben 2023—duben 2024. Cilem bylo zjistit, zda pfipravek
spolehlivé G€inkuje na rGzné instary larev jarnich druht Aedes/Ochlerotatus, larev rodu
Culex a larev pakomart (Chironomus sp.). Cilem bylo také stanovit LC50, to znamena
letalni davku pro 50 % zkoumanych jedinci. Bylo zjisténo, Ze larvy ranych instart
(1.-2.) na VectoBac reaguji, ackoliv az pii podstatné vyssich koncentracich nez instary
pozdéjsi (3.-4.). Hodnota LC50 je pro mladsi larvy 81,3 ng/l a pro larvy vyssich instart
18,2 pg/l. Larvy rodu Culex a larvy pakomarl jsou na Vectobac velmi citlivi, jejich
hodnotami LC50 jsou 0,15 pug/l pro rod Culex a 0,82 pg/l pro pakomary. Cilem této prace
bylo také stanoveni ptiblizné davky pro aplikaci v terénu. Hodnota nami stanovena je

zhruba 20 mg/m>.

Klicova slova: Aedes, Bacillus thuringiensis israelensis, biologicka kontrola komart,

Culex, Chironomus sp., LC50



Chybiorzova N. 2024. Effect of the larvicide VectoBac on larvae of spring mosquito
species [bachelor’s thesis]. Olomouc: Department of Ecology and Environmental

Sciences, Faculty of Science, Palacky University Olomouc. 28pp., Czech.

Abstract

The work is focused on investigating the effect of VectoBac on the larvae of spring
mosquito species. The research took place in the laboratory conditions of Palacky
University in Olomouc in the period April 2023 - April 2024. The objective was to find
out whether the preparation reliably acts on different instars of spring Aedes/Ochlerotatus
species larvae, Culex larvae and midge larvae (Chironomus sp.). The objective was also
to determine the LC50, that is, the lethal dose for 50 % of the individuals examined. It
was found that early instar larvae (1st-2nd) respond to VectoBac, although only at
significantly higher concentrations than later instars (3rd-4th). The LC50 value is 81.3
pg/l for younger larvae and 18.2 pg/l for higher instar larvae. Culex larvae and midge
larvae are very sensitive to Vectobac too, with LC50 values of 0.15 pg/l for Culex and
0.82 g/l for midges. The aim of this work was also to determine the approximate dose

for application in the field. The value determined by us is roughly 20 mg/m*

Key words: 4edes, Bacillus thuringiensis israelensis, biological control of mosquitoes,

Culex, Chironomus sp., LC50
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1. Uvod

Zastupci komarovitych (Culicidae) jsou nepochybné jedni z nejvyznamnéjsich
ektoparaziti ¢loveéka. Vyskytuji se téméf po celé ploSe nasi planety vyjma oblasti, které
jsou pro jejich preziti nepfiznivé z hlediska teploty, tedy permanentné zamrzlé oblasti.
Nejhojnéji se vyskytuji v tropickych oblastech, kde nalezneme az tii ¢tvrtiny vSech druhti
(CLEMENTS, 1992). Témé&f po celém svété se lidé potykaji s riziky a nepiijemnostmi
zpusobenymi komary, a to zejména v dobé¢ jejich pfemnozeni, kdy dochéazi k masivnim

nartistim jejich populaci a takzvanym komaiim kalamitam.

Komafi ovliviiuji lidskou populaci ze dvou hlavnich diivodl: jednak pienosem
virll zpisobujicich onemocnéni jako malarie, horecka dengue ¢i zédpadonilskd horecka
(BRUHL et al., 2020), jednak zptisobuji jisty diskomfort spojeny s komafim kousnutim,
ktery Casto brani lidem v pobytu venku a ve vykonavani venkovnich aktivit (HALASA et
al. 2014).

Vyskyt komari je celosvétové monitorovan a hleda se ucinné, ale
environmentaln¢ Setrnéjsi feSeni pro regulaci jejich pocetnosti. Regulace probihala
v minulosti aplikaci latek, které nebyly selektivniho charakteru a nebyly proto
environmentalné ptili§ vhodné. Postupné vSak dochdzi k jejich nahrazovani a aplikaci
latek zalozenych na Bti (Bacillus thuringiensis israelensis), ptipadné jinych biopesticidu,
které jsou nejen selektivni, ale i environmentalné Setrngjsi. Uginky piipravki proti
komariim zalozené na Bti, jako je napt. VectoBac, byly doposud sledovany primarn¢ na
na tropickych druzich komard, které jsou znamé svou vysokou rizikovosti z hlediska
pfenosu nejriznéjSich onemocnéni. Naopak vliv larvicidi na jarni druhy komara rodd
Aedes a Ochlerotatus, jejichz larvy se vyvijeji v periodickych tinich luznich lest, byl
doposud studovan minimalné. Zatimco nekolik studii hodnotilo dopad ptfimého pouziti
VectoBac v tinich luznich lesi (KNEPPER et al. 1991, CHMELA et al. 2007,
RYDZANICZ, 2010), laboratorni testy s t¢mito druhy doposud provadény nebyly.

Primérnim cilem této prace proto bylo provést laboratorni pokusy s larvicidem
VectoBac a vyhodnotit jeho vliv na riizné larvalni instary jarnich komara, stanovit letalni
davku LC50 a zaroven optimalni davku pro néaslednou aplikaci v terénu. Pro srovnani
citlivosti larvicidu byly v pokusech pouZity navic i larvy komari rodu Culex, u nichZ je
znamo, ze jsou na ucinky VectoBacu velmi citlivi. Protoze VectoBac miize ovliviiovat i
nekteré necilové organismy, napft. larvy pakomartd (ALLGEIER, 2019), v pokusu jsme

rovnéz hodnotili vliv larvicidu na larvy pakomarti (Chironomidae).
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2. Latky uzivané ke kontrole komara v minulosti

Pokusy o hubeni komar maji dlouhou historii, za¢inajici jiz na poc¢atku 20. stoleti
opatfenimi jako jsou napftiklad aplikace olejii do vody, vypousténi stojaté vody, distribuce
ryb pozirajicich komafi larvy ¢i aplikace postfiku triarsenitanu-octanu meédnatého,

znamého taktéZ pod nazvem Paiizska zeleti (BRUHL et al. 2020).
2.1 DDT

Prvni vyznamné;jsi latkou uzivajici se pro kontrolu hmyzu se ale stal ve 40. letech
20. stoleti insekticid ze skupiny chlorovanych uhlovodikt dichlor-difenyltrichlorethan,
taktéz znamy jako DDT (BECKER, 2007). DDT je anorganicka vysoce toxicka
sloucenina, uzivand celosvétové piedevsim v obdobi druhé svétové valky k hubeni
hmyzu a také k hubeni ovocnych musek v Australii (DOMINIAK, 2013). Pozdé&ji se
uzivani DDT k hubeni komarovitych rozsitilo také do zemi s vysokym vyskytem malarie,
nicméné¢ v mnoha téchto zemich byl pozdé€ji zakédzan pro jeho negativni vliv na Zivotni
prostiedi a lidské zdravi (KAYAWE, 2022). Naddle je uzivan pouze v nékterych
rozvojovych zemich jakozto soucdst programi pro boj proti malarii (UN
ENVIRONMENT PROGRAMME, 2022). Od roku 2008 je jedinym statem vyrabéjicim
a vyvazejicim DDT do zemi asijsko-pacifickych a africkych regionii Indie, kterd ale
planuje vyrobu a vyvoz ukoncit do konce roku 2024 (UN ENVIRONMENT
PROGRAMME, 2022). V souvislosti se zdkazem v nékterych zemich je DDT aktivné
nahrazovan organofosfaty nebo syntetickymi pyretroidy (RAHMAN, 2012).

2.2 Organofosfaty

Organofosfaty, dalsi latky uzivané ke kontrole komdrovitych, jsou organické
slouceniny fosforu, které plsobi na jedince jim vystavené tak, Ze brani spravnému
fungovani jejich nervového systému. Nejbeznéjsimi latkami z této skupiny jsou malation

analed (U. S. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2024).

Malation je primarn€ aplikovan vramci programli pro kontrolu nemoci
prenasenych komary, ale je také vyuzivan zemédé€lci a zahradniky pro hubeni msic, kiiskt
¢i listokaza (U. S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2023), je také uzivan
pro hubeni blech u mazlickt ¢i v§i u lidi. Obvykle je aplikovan pfimo na plodiny ¢i
rozstfikovan prostfednictvim letadel nad danym tGzemim a miZeme se s nim setkat ve
dvou forméch, a to bud’ bezbarvou tekutinou ¢i technickym roztokem hnédozluté barvy
(AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2003).
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Naled, dal$i zastupce organofosfatl, je insekticid uzivany primarné k hubeni
komart. Aplikace probihd rozpraSovanim letadly za vzniku velmi jemnych aerosolovych
kapicek, které se vznasi vzduchem a pfi kontaktu s komarem jej usmrti. Volné Zzijici
zivocichové nejsou aplikaci naledu ovlivnéni, nicméné protoze je naled insekticid, mlze
mit potencialn€ vliv na dalsi bezobratlé organismy, napiiklad hmyz, korySe ¢i pavouky

(U. S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2023).
2.3 Pyrethriny

Dalsimi latkami, které nahradily celosvétové pouzivané DDT jsou pyrethriny
rostlinného piivodu a syntetické pyrethroidy. Zatimco pyrethriny jsou latky ziskavany
z rostlin, konkrétné ze =zastupci rodu chryzantéma (Chrysanthemum), syntetické
pyrethroidy jsou vyrabény manufakturné, modifikacemi pyrethrin, diky cemuz jsou také
mnohem u¢inngj$i (BOND, 2014). Nejznaméjsimi latkami syntetickych pyrethrind jsou
permethrin, resmethrin a D-phenothrin. VSechny jsou registrovany agenturou pro ochranu
zivotniho prostiedi od 60.-70. let 20. stoleti a jsou vyuzivany krom¢ hubeni komart mimo
jingé také pro likvidaci blech, vsi ¢i termitd. Ackoliv jsou pyrethroidy netoxické pro savce
a ptaky, jsou velmi toxické pro ryby, véely a vodni organismy (U. S. ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2024).

Vsechny vyse zminéné latky fadime do skupiny insekticidi, tedy latek, které
spolehlivé usmrcuji cilové organismy v dospélém stadiu. Jako nahrada chemickych
insekticidi se vSak stale vice vyuzivaji environmentalné Setrnéjsi biopesticidy (GLARE
et al. 2012), z nichZ nejzndm¢jsi a nejpouzivanéjsi jsou larvicidy na bazi Bti (Bacillus

thuringiensis israelensis), které cili na larvalni stadia cilovych organismi.
2.4 Bacillus thuringiensis israelensis

Bacillus thuringiensis israelensis je bakterie rodu Bacillus vyskytujici se
piirozené v pude po celém svété. Tato bakterie k rozmnozovani vyuziva mechanismu
tvorby spor, pfi kterém jsou produkovany krystaly obsahujici toxiny se silnymi
insekticidnimi u¢inky na komafi larvy a jiné druhy dvoukiidlého hmyzu (SILVA-FILHA
et al. 2021). Béhem sporulace tyto bakterie produkuji parasporické krystalické inkluze
obsahujici proteiny zvané 6-endotoxiny (VACHON, 2012). Hlavnimi toxiny jsou tfi cry-
toxiny Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aa a jeden cyt-toxin Cytl Aa (BEN-DOV, 2014). Pti poziti
jsou tyto krystalové proteiny organismem piijaty jako protoxiny, a dale rozpustény a

rozlozeny na mensi stabilni polypeptidy ve stfednim oddilu stieva organismu (VACHON,



2012). Tyto jiz aktivované toxiny se vazi na specifické receptory nachdzejici se na
povrchu epitelidlnich bun€k stfedniho stfeva, coz jim umoznuje vstoupit do membran
bun¢k a vytvofit v nich pdory propustné pro malé¢ molekuly aminokyselin, cukra a
anorganickych ionti (KIROUAC et al. 2002). Tvorbou téchto pori v membranach
dochézi k pfitoku iontd a vody do bunék, jejich naslednému bobtnani a osmotické lyze
(KNOWLES, 1987). V diisledku poskozeni bun¢k dochazi i k poSkozeni epitelidlni tkdne
sttedniho stfeva a smrti intoxikovanych larev (VACHON, 2012).

Z environmentalniho hlediska jsou s Bti spojeny pfimé i nepiimé disledky. Primé
disledky zahrnuji bezprosttedni vliv na chovani, reprodukci, plodnost a vyvoj organism,
jako jsou komadroviti (Culicidae) a muchnicky (Simuliidae), na které jsou toxiny Bti
piimo cileny. Bti se uziva primarn¢ k oSeteni oblasti s vysokym vyskytem komart a
muchnicek, nicméné piimo ovlivnéni jsou naptiklad také zastupci pakomarovitych
(Chironomidae), ackoliv nejsou cilovymi organismy oSetfovanymi Bti (VAUGHAN,

2008; THEISSINGER et al. 2019; ALLGEIER, 2019).

Nepiimé duasledky se projevuji zménami v potravni hierarchii a ovliviuji
organismy, které se zivi larvami ¢i dospélci cilovych organismi Bti, nebo ty, které se zivi
jejich predatory (BRUHL et al. 2020). Tyto zmény mohou mit Siroky dopad na
ekosystémy, ve kterych se Bti pouZziva.

vvvvvv

brouci, vazky ¢&i znakoplavkoviti (GUTIERREZ, 2017). Aplikace Bti za ti¢elem redukce
pocetnosti populaci larev komard mize témto organismiim naruSit potravni strategii a

vyrazné je tim ovlivnit (NIEMI et al. 1999, ALLGEIER, 2019).
2.5 VectoBac

VectoBac je larvicidni prostfedek proti komarim zalozeny na bakterii Bacillus
thuringiensis. Jedna se o prosiedek, ktery je i€inny pro kontrolu zastupcii komarovitych
¢i muchnicek, ale zarovenl neni Skodlivy pro necilové organismy (LAGADIC, 2014).
Zpusobem jeho aplikace mozné piekonat nékteré faktory, které omezuji ¢i snizuji jeho
ucinnost. Vznik riznych typi aplikace VectoBacu zapficinila primarné potteba oSetfovat
proti komarim stanovisté riazného charakteru, protoze pro kazdé prostiedi a druh je
idealngjsi jina forma aplikace. VectoBac ve form¢ tablet dobie Uc¢inkuje naptiklad na
stanovistich s hustym listovym opadem, v hromadach pneumatik, stromovych dutinach

¢1 zasobarnach uzitkové vody. Takova stanovisté, kde se druhy jako Aedes aegypti ¢i



Aedes albopictus velmi hojné rozmnozuji potfebuji oSetfit formou, kterd bude mit

pomalejsi uvoliiovani a umozni dlouhodobéjsi a G¢inné;jsi osetfeni (MULLA, 2004).

Formy jako vodni suspenze, suspenzni koncentraty, tekuté koncentraty ¢i vodni
suspenze z ve vodé rozpustnych granuli l1ze aplikovat riznymi rozstfikovacimi zafizenimi
(LACEY, 2007) a hodi se pfevazné do lokalit s malym mnozZstvim vegetace (VALENT
BIOSCIENCES, 2018).

Proti larvdm zivicim se pti povrchu vodni hladiny jako larvy rodu Anopheles jsou
spiSe efektivni formy VectoBacu v podobé plovoucich granuli ¢i tekutych koncentrata
aplikovanych vzduchem, protoze neklesaji pfili§ snadno pod povrchové napéti hladiny
vody. Tato vzdusna aplikace byla wuzita naptfiklad proti larvam Anopheles

quadrimaculatus v prostiedi ryzovych poli (SANDOSKI, 1985).

VectoBac byl doposud testovan na mnoha druzich komard, napt. Aedes aegypti
(AMALRALJ et al. 2000; RUSSEL, 2003; FLORES, 2004; FEI et al. 2021; SETHA,
2016), Anopheles stephensi (AMALRAI et al. 2000), Aedes albopictus (FARAJOLLAHI
etal. 2013), Culex pipiens (AISSAOUI, 2014; RYDZANICZ, 2010; AHMED et al. 2017),
Culex annulirostris, Culex sitiens ¢i Culex quinquefasciatus (RUSSEL, 2003). Primarné
vSak probihd vyzkum na tropickych druzich komard, které jsou zndmé svou vysokou
rizikovosti z hlediska pfenosu nejriiznéjsich onemocnéni. Tyto vyzkumy byly realizovany
jak laboratorné, tak v terénu, s uzitim riznych aplika¢nich metod, vcetné roztokii,
rozpustnych tablet ¢i granuli nebo leteckého rozprasovani. Studie ukazuji, Ze VectoBac je
velmi uc¢inny na vétSinu zkoumanych druht komard, pfic¢emz ucinky jsou pozorovatelné
jiz v fadu dni, v zavislosti na zvolené koncentraci ptipravku. Nicméné tyto ptipravky jsou
stale predmétem mnoha vyzkumil a prozatim nejsou stanoveny piesné davky, které by

byly na larvy komart a¢inné.

Nékteré vyzkumy vsak naznacuji, ze larvy pozd¢jsich instart jsou na koncentrace
VectoBacu mnohem citlivéjsi nez larvy ranych instarti. To mize byt zplisobeno tim, Ze
larvy pozdéjsich instarti konzumuji vice bakterialnich spor obsazenych ve VectoBacu,

zatimco larvy ranych instart maji omezeny piijem potravy (AMALRAJ et al. 2000).

VectoBac a jiné larvicidni ptipravky na bazi Bacillus thuringiensis israelensis
jsou povazovany za environmentalné Setrné. Nicméné¢ mohou mit vliv 1 na necilové
organismy, které se vyskytuji ve stejném prostiedi jako larvy komari oSetfené témito
pripravky. Piikladem takovych organisml jsou napt. larvy pakomara (Chironomidae),

ktefi vykazuji vysokou citlivost na VectoBac (ALLGEIER, 2019). Pfi pouziti larvicidi
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muze dojit nejen kubytku a zméné spolecenstva pakomdri na dané lokalité
(THEISSINGER et al. 2018), ale napt. 1 zmén¢ podminek prostredi, vyvolané absenci
pakomari a nasledné ke zvyseni emisi metanu (GANGLO, 2022).

2.6 Vytazky mangrovovych rostlin

Jako nahrada chemickych insekticidd byly také testovany vytazky
z mangrovovych rostlin, konkrétné na komafti druh Aedes aegypti. Vyuzity byly ¢asti
mangrovovych rostlin jako kira, kofen, list a kvét z kolikovniku motského (Avicennia
marina), paznehtiku (Acanthus ilicifolius), kolenovniku (Bruguiera cylindrica) a
Excoecaria agallocha. V ptipad¢ testovanych larev 4. instaru vykazoval nejvyssi
larvicidni aktivitu vytazek z kliry kolikovniku motského, druha nejvyssi aktivita byla
zaznamenana u vytazku z listu Excoecaria agallocha. Studie tedy prokéazala, Ze extrakty
z mangrovovych rostlin, zejména Avicennia marina, mohou byt efektivnim a ekologicky

Setrnym prostiedkem pro kontrolu populaci komari (ALI, 2012).



3. Cile prace

Cilem prace je:

1) Stanoveni letalnich koncentraci LC50 (48 h) pro jednotlivé instary kométich larev rodi

Aedes a Culex.

2) Stanoveni LC50 pro larvy pakomart (Chironomus sp.).

3) Stanoveni piiblizné optimalni davky ptipravku VectoBac pro pouziti v terénu.

Hypotézou prace bylo, Ze VectoBac bude piisobit i na nejmladsi larvalni stadia
komard.



4. Material a metody

4.1 Priprava podminek pro testovani

Testovani odolnosti larev na pfipravek VectoBac bylo provadéno v laboratornich
podminkach zazemi katedry Ekologie a Zivotniho prostifedi Univerzity Palackého. Larvy
jarnich druhti rodu Aedes/Ochlerotatus byly nachytany sitkou v CHKO Litovelské
Pomoravi blizko mésta Olomouc, larvy rodu Culex sitkou ze zahradnich barell
naplnénych destovou vodou. Experimenty probihaly se dvémi velikostmi larev: u jarnich
druhti byly testovany larvy v 1.-2. instaru a 3.-4. instaru pted zakuklenim, u rodu Culex
pouze larvy 1.-2. instaru. Testovani probihalo také s larvami pakomaria (Chironomus sp.),
ziskanymi z akvateraristického obchodu. Pfi vSech testovanich byla v laboratofi
udrzovéna teplota primérné na 16 °C. Do sklenénych akvarii o rozmérech 28 x 29 x 27
cm bylo nacerpano 5 litrit vody pochazejici z periodickych tiini ¢i zahradnich barelt. Pro
kazdy pokus byla nacerpana do akvarii Cerstva voda a pfipraven Cerstvy zasobni roztok
pripravku VectoBac DT — rozpustné tablety (zdsobni roztok byl pfipravovan v zazemi
katedry biochemie Univerzity Palackého v Olomouci sle¢nou Mgr. Janou Jemelkovou
vzdy Cerstvy pro dany pokus, aby byla zajisténa jeho maximalni U¢innost). Kazda
koncentrace byla testovana v duplikatech ¢i triplikatech a ke kazdému testovani byla

pripravena také kontrolni akvaria, kam ptipravek VectoBac nebyl aplikovan (Obr.1).

[ e

1 pg/l 5 ug/l
10 pg/l 25 ug/l
50 pg/l 75 pg/l
100 pg/l Kontrolni akvaria

Obr. 1 - Schéma rozlozeni akvarii
Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024



Do ptfedem pftipravenych akvarii s vodou bylo vzdy umisténo 50 larev, které byly
pifedem zkontrolovany pod lupou, aby byla zajisténa ptipadnd eliminace naptiklad jiz
uhynulych jedinct. Poté byl do kazdého akvaria aplikovan zasobni roztok ptipravku
VectoBac v koncentraci 100 mg/l. Roztok byl aplikovan automatickou pipetou
v mnoZstvi, které pfi nafedéni v 5 litrech vody vytvofilo poZadovanou koncentraci dle

(Tab. 1). Po aplikaci byla voda rozmichana sklenénou tyCinkou pro rovnomérné

rozptyleni latky.

Tab. 1 - Mnozstvi zasobniho roztoku piipravku VectoBac davkovaného do 5 L vody

Vysledna koncentrace v 5 litrech vody | Aplikované mnozZstvi zasobniho
v ng/l roztoku v ml
0,1 0,005
0,25 0,0125
0,5 0,025
0,75 0,0375
1 0,05
5 0,25
10 0,5
25 1,25
50 2,5
75 3,75
100 5
150 7,5

Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024

Ptipravek VectoBac plisobil na larvy v akvéariich po dobu 72 hodin, pfi¢emz
teplota v laboratofi byla udrZzovana stale na pfiblizné 16 °C. Po uplynuti 72 hodin byly
larvy ru¢né vyloveny a umistény na Petriho misku, kde byly zkontrolovany pod lupou.
Larvy byly rozdéleny na Zivé a uhynulé jedince, a poté spocitany. Larvy byly zamrazeny
pii -25 °C a uchovany zamrazené pro dalsi analyzu. Vysledné hodnoty byly zapsany do

tabulky pro nasledné vyhodnoceni.



4.2 Testovani na pritomnost proteini

Vylovené uhynulé larvy byly po testovani zamrazeny (-25 °C) a déle testovany na
pfitomnost proteind katedrou biochemie Univerzity Palackého. Testovani na pfitomnost
proteint bylo provadéno pomoci western blotu za i€elem detekovani proteinli Bacillus
thuringiensis v télech uhynulych larev. Bunécné stény bakteridlnich spor v preparatu
Vectobac byly nejdiive naruSeny pomoci solubilizaéniho pufru obsahujiciho SDS
(dodecylsiran sodny) a ultrazvuku. Proteiny ve vzniklém lyzatu jsou rozdéleny pomoci
elektroforézy za denatura¢nich podminek a poté pieneseny na nitrocelulosovou
membranu western-blottingem. Protoxin Cryl1A je detekovan specifickou protilatkou
Anti-Bacillus thuringiensis CRY 1Ab Toxin antibody. Protoxin Cryl1A byl detekovan v

roztoku VectoBac, nicmén¢ nebyl detekovan v uhynulych larvach.
4.3 Prace s daty a jejich vyhodnoceni

Jak bylo jiz zminéno, vysledky byly zapsany do tabulky v programu MS Excel.
Hodnoty kazdého opakovani byly zpriimérovany a procentudlné vyjadieny. Primérné
hodnoty byly vyneseny do jednoduchého bodového grafu, kde jsou na ose x vyneseny
testované koncentrace (ug/l) a na ose y mortalita (%). Z grafii byla odhadnuta hodnota
LC50 pomoci jednoduchych piimek. Vodorovna ptimka byla vedena z bodu 50%
mortality na ose y az do protnuti s linii grafu, svisla pfimka pak z bodu protnuti svisle

dold k ose x.
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Obr. 2 - grafické znazornéni mortality a odvozeni LC50 pro larvy komara 3.-4. instaru
(Aedes/Ochlerotatus)
Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024
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Mortalita vyjadiena v procentech, ktera byla pozorovana u jednotlivych instari a
koncentraci byla pfevedena do probitovych hodnot (FINNEY, 1964) a nasledné byla
pomoci probitové regrese stanovena LC50 (koncentrace VectoBacu letalni pro 50 %
komafich larev béhem doby 72 hodin), ¢imz se potvrdil odhad z jiz zminéného grafu.
K probitové analyze a stanoveni LC50 byla uzita LC50 Kalkulacka, ktera funguje na
principu zadani vami ptipravenych hodnot z pokusu, to znamena vypocitané primerné
mortality (v %) pro kaZdou testovanou koncentraci. Kalkulacka poté na zdkladé téchto
hodnot zhotovi graf s kiivkou a stanovi vyslednou hodnotu LC50 (Obr. 5) (AAT
BIOQUEST, 2024).

5. Vysledky
5.1 Aedes/Ochlerotatus

Testovani ukazalo, ze VectoBac vykazuje pomérné vysokou toxicitu na testované
larvy. Na larvy 1.-2. instaru byl aplikovan zasobni roztok VectoBacu celkové ve Ctyfech
koncentracich, a to 25, 75, 100 a 150 pg/l. VectoBac ucinkoval na larvy spolehlivé, a to
hlavné ve vyssich koncentracich 100 pg/l a 150 pg/l s t€innosti 100 %, (obr. 3).

E3.-4.instar = 1.-2.instar
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Obr. 3 — Praimérna mortalita u larev 1.-2. instaru Aedes/Ochlerotatus (oranzova barva) a 3.-4. instaru
(modré barva) v zavislosti na testovanych koncentracich ptipravku VectoBac DT
Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024
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Vzhledem k tomu, ze koncentrace 100 pg/l a 150 pg/l vykazovaly 100% G€innost,
je zfejmé, ze se hodnota LC50 pohybuje v rozmezi 75-100 pg/l. Tento odhad byl ovéfen
pomoci LC50 kalkulatoru, ktery stanovil hodnotu LC50 na 81,3 pg/l.

Z testovani larev 3.-4. instaru je zifejmé, Ze larvy jsou na aplikaci VectoBacu
mnohem citlivéjsi.

Mortalita se pii nizSich koncentracich 1, 5 a 10 ug/l pohybovala velmi nizko a to
mezi 5,3-18 %, nicméné pii zvySovani koncentrace se hodnoty mortality zvySovaly pfimo
umeérné a pohybovaly se od 73,3 % az do kone¢nych 100 % pti koncentraci 100 pg/l. Dle
grafu vynesenych hodnot (Obr. 3), se hodnota LC50 pohybuje mezi 10-20 pg/l. Tento
odhad byl opét oveéfen pomoci LC50 kalkulatoru a hodnota byla stanovena na 19,6 pg/l.

5.2 Culex sp.

Larvy rodu Culex byly testovany celkem ve Ctyfech koncentracich 25, 50, 75 a
100 pg/l. Pii nejnizsi testované koncentraci 25 pg/l jiz vykazovali mortalitu 97 % (Obr.
4), to znamend ze LC50 bude jeste nizsi nez tato hodnota. Dle vypoctu je hodnota LC50

pro larvy Culex jesté nizsi nez 1 pg/l ato 0,15 pg/l (Obr. 5).
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Obr. 4 - Primérna mortalita u larev 1.-2. instaru Culex sp. v zavislosti na testovanych
koncentracich ptipravku VectoBac DT
Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024
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Obr. 5 — Kiivka zavislosti mortality na koncentraci a hodnota LC50 pro larvy rodu Culex
Zdroj: AAT BIOQUEST, 2024

5.3 Chironomus sp.

Po prvnim testovani bylo z vysledkli ziejmé, Ze koncentrace ucinkujici na
pakomary budou opravdu nizké, a to hlavné z divodu, Ze jiz pfi nejnizsi koncentraci 1
pg/l byla mortalita 86 %. Celkové bylo provedeno testovani v jedenacti koncentracich a
mortalita larev se pohybovala celkov€ v rozmezi 36-97,3 % (Obr. 6). LC50 viditelné lezi
pro larvy pakomari v rozmezi 0,75-1 pg/l. Hodnotu stanovil LC50 kalkulator na 0,82

pg/l.
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Obr. 6 - Primérna mortalita u larev Chironomus sp. v zavislosti na testovanych koncentracich

piipravku VectoBac DT
Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024
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6. Diskuze

Predpokléadali jsme, ze VectoBac nebude prili§ Géinny na larvy 1. a 2. instaru
jarnich druht komarid. Toto oc¢ekavani je podpoifeno vysledky studie (AMALRAJ et al.
2000), ktera ukdzala, Ze pti aplikaci VectoBacu byla mira redukce hustoty populaci
komart podstatné vyssi u pozd¢€jSich instarti ve srovnani s ranymi instary. Tento rozdil
muze byt zpisoben vyS$s$i mirou pfijimani potravy aktivné se Zivicich larev tietiho a
¢tvrtého instaru. Nicméné piesto, ze jsme predpokladali, ze na larvy 1. a 2. instar
VectoBac tcinkovat nebude, ukazalo se ze i tyto mensi larvy na VectoBac reaguji, jen pfi

mnohem vysSich koncentracich nez larvy 3.-4. instarti (Tab. 2).

Lze fici, Ze 3.-4. instary larev komari jsou na VectoBac podstatné citlivejsi nez
1.-2. instary, z vysledki totiz vyplyva, ze je jejich LC50 ctyfnasobné nizsi (Tab.2).
Zatimco u 1.-2. instaru byla vidét vyrazna toxicita az pii koncentraci 100 pg/l, u starSich
larev byla toxicita vyrazna jiz pti koncentraci 25 pg/l. Tento vyrazny rozdil v hodnotach
LC50 je pravdépodobné zplisoben pravé omezenou schopnosti filtrace potravy mladych

larev, které potfebuji mnohem vétsi mnozstvi ucinné latky, aby ji z vody vyfiltrovaly.

Aplikace na larvy 3.-4. instaru je obecné doporucovéana nejvice. Na rozdil od
velmi mladych larev a 4. instara tésné ptes stadiem kukly, larvy 3.-4. instarti potravu

ptijimaji aktivné (AMALRAI et al. 2000) a ptipravky tak maji mnohem vyssi G¢innost.

Tab. 2 - LC50 stanovené pro zkoumané druhy

Druh/instar LCS0 (ng/l)
Aedes/1.-2. instar 81,3
Aedes/3.-4. instar 19,6
Culex/3.-4. instar 0,15

Chironomus sp. 0,82

Zdroj: CHYBIORZOVA, 2024

Vysledky také potvrdily, ze VectoBac je spolehlivy pii nizkych koncentracich i na
larvy rodu Culex. Tento vysledek potvrdil ocekavani zalozené na piedchozich studiich
(AISSAOUI, 2014; AHMED et al. 2017; RUSSEL, 2003), které ukazuji vysokou citlivost
tohoto rodu na larvicidni G€inky VectoBacu. Larvy vykazovaly dle studii citlivost jiz pfi
davkach 4 pg/l u Cx. annulirostris, 5 pg/l u Cx. quinquefasciatus, 19 pg/l u Cx. sitiens
(RUSSEL, 2003) ¢&i 5,4-16,2 pg/l u 1.-4. instart Cx. pipiens (AISSAOUI, 2014). Larvy
rodu Culex jsou tedy na VectoBac velmi citlivé, a to zejména v pozd¢jSich instarech, kdy

jsou aktivnimi konzumenty bakteridlnich spor, coz vede pravdépodobné k jejich vyssi
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nachylnosti na u¢inky tohoto prostiedku. S hodnotou LC50 0,15 pg/1 jsou ze vSech nasich

zkoumanych druht nejcitlivéjsi (Tab. 2).

Dle publikovanych informaci jsme také oCekavali, ze VectoBac bude negativné
pusobit na larvy pakomart. Nase vysledky prokazaly, Ze VectoBac na larvy pakomari
opravdu zabira velmi efektivné a LC50 je pro né velmi nizka (0,82 mg/l), coz znamena,
Ze pakomafi jsou na VectoBac velmi citlivi. Tento vysledek ukazuje, ze larvy pakomari
mohou byt stejné nebo dokonce vice citlivé na Gi¢inky VectoBacu neZ larvy komari. Tento
vysledek potvrzuje vysokou ucinnost VectoBacu 1 na jiné druhy vodniho hmyzu, coz
muze byt vyuzito naptiklad pfi kontrole populaci pakomarti v oblastech jejich

pfemnoZeni.

Nicméné otazkou zUstava, zda kontrolou pakomarii nedojde k vyraznému
naruSeni potravnich siti mnohych vodnich biotopii. Pakomafi jsou nedilnou soucasti
potravy vodnich obratlovei jako napfiklad Colk ¢i mlokd, a tak by pokles jejich
pocetnosti mohl vést k nepfimym dopadim na dalsi organismy vysSich trofickych trovni
(ALLGEIER, 2019). Pakomati zaroven hraji pomérné diilezitou roli v bioturbaci, kterou
mohou snizit produkcei a zvysit oxidaci CH4 zvySenim transportu kysliku do sedimentu.
To znaci, ze by redukce hustoty pakomart aplikaci larvicidl jako je VectoBac mohla

ovlivnit také zvySeni emisi CHs (GANGLO, 2022).

Experiment také ukazal, ze VectoBac nemé zadny vyznamny vliv na perlooc¢ky
(Daphnia) ani na zabronozky (Anostraca), které se v nékterych akvariich nahodné
vyskytovaly. Tento vysledek je dilezity, protoze potvrzuje, ze VectoBac mize byt pouzit
jako selektivni larvicidni prostiedek, aniz by pfedstavoval hrozbu pro jiné necilové vodni
organismy stejné jako (LAGADIC, 2014). Absence negativnich G¢inkl na perloocky a
zadbronozky rovnéz naznacuje, ze pouziti VectoBacu je relativné bezpecné také v

ekosystémech s vysokou biodiverzitou.

Cilem této prace bylo nejen stanovit hodnotu LC50 pro larvy komart a pakomart,
ale také odhadnout piibliznou davku larvicidu, kterd by méla byt aplikovana do vodnich
ekosystému (tiini) luZzniho lesa jako prevence komarich kalamit. Na zdkladé LC50 jsme
odhadli, ze davka aplikovana v terénu by méla byt pfiblizné¢ 20 mg/m?. Davka 2-8 g/m?,
kterou uvadi vyrobce, je ale vice nez 100krat vyssi neZ nami odhadnutd hodnota. Tento
velky rozdil by mohl vyvolat otazku, zda je opravdu nutné aplikovat tak velké mnozstvi
VectoBacu jako doporucuje vyrobce. Vysoké davky mohou jednak zvySovat naklady na

aplikaci, ale také mit potencidlni dopad na Zivotni prostfedi. Zaroven je ale dualezité
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zminit, ze davka aplikovana v terénu mize byt zkonzumovana jinymi organismy, ulpét

na okolni vegetaci ¢i se rozlozit, tudiz readlna davka miize byt ve skutecnosti o néco mensi.

Urcita nejistota v davkovani dale vyplyva ze skuteCnosti, Ze vyrobcem
doporucené davkovani na objem vody je pfi terénni aplikaci jen obtizné€ splnitelné. Osoby
provadéjici aplikaci larvicid obvykle pouzivaji pro odhad velikosti o$etfované¢ho tizemi
plosné jednotky, tj. m? ¢i hektar (ha). Napt. Rydzanicz et al. (2010) uvadi aplikaci
VectoBac G a VectoBac TP-SG v davkach 5 a 10 kg/ha, Chmela a Mazanek (2007) pak
VectoBac G v davce 6,4 kg/ha. Jakou koncentraci ¢i davku pouZivaji v redlnych
podminkach pracovnici obci, kteti osetfuji zajmové lokality ramci CHKO Litovelské
Pomoravi, ale nevime. V pfipad¢, Ze hloubka tiin¢ bude 1 m, tak na plochu 1 ha bychom
méli aplikovat 196 000 mg (= 196 g) Cisté latky. Protoze ale hloubka vody v tinich
v prub¢hu roku znacné kolisa — periodické tiné obvykle béhem kvétna vyschnou, tak
odhad mnozstvi vody v tiini je ¢irou spekulaci. Toxicita pfipravku je vyrobcem obvykle
udavana v jednotkach ITU (International toxicity units), kterd vyjadiuje toxicitu v mg
relativné vaci referenénimu piipravku, coZz by mél byt u piipravki na bazi Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis (Bti) lyofilizovany referen¢ni prasek (IPS82, kmen 1884).
U ptipravkll na bazi Bacillus sphaericus (Bsph) pak lyofilizovany referencni prasek
(SPH88, kmen 2362). Bez detailni znalosti vysledné toxicity vyjadiené v ITU na 1 mg
ptipravku je vSak odhad potencialni koncentrace pro aplikaci v terénu znacné vagni. Na
zéklad¢ vysledki mizeme konstatovat, Ze VectoBac je u¢inny larvicidni prostfedek proti
larvam komart, zejména v pozd¢jSich instarech a pii vysSich koncentracich také u
rannych instard. Uginny je také proti larvam rodu Culex. Larvy pakomard jsou na

VectoBac velmi citlivé, coz jsme ocekavali.

Dulezité také je, ze VectoBac nepiisobi negativné na nékteré necilové organismy,
coz z néj déla pomérné environmentalné Setrny prostiedek. Vysledky ukazuji, Ze pfi
aplikaci VectoBacu je mozné dosdhnout ucinku i pfi niz§ich davkach, nez doporucuje
vyrobce. Pro aplikaci v terénu by tak méla byt peclivé stanovena optimalni davka, ktera
bude mit jednak ekonomické vyhody, protoze bude potfeba mensi mnozstvi latky, ale také
ekologické vyhody, protoze se nebude v prostiedi zbytecn¢ nachézet nadbytecné
mnozstvi této latky. Stanoveni optimalnich ucinnych davek by mohlo piispét k

efektivnéjSimu a udrzitelnéjSimu pouzivani VectoBacu.
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7. Zaclenéni tématu do vyuky

7.1 Prubéh vyucovaci hodiny

Samotné téma mé bakalatské prace je zaméfeno spiSe v€decky a nehodi se tak
prili§ pro vyuziti pii klasickych hodinach biologie. Nicméné pokud bych tuto
problematiku chtéla studentim néjakou formou piedat ucinila bych tak, pokud by to
harmonogram umoznil, dvéma vyucovacimi hodinami v ramci biologie Zivocichd.

Cile téchto vyucovacich hodin jsou:
e Student zatadi spravné komadrovité (Culicidae) do systému zivo€ichli a ma
zakladni piehled o stavbé jejich téla
e Student pozna jednotliva stadia vyvoje a vi, jak nasleduji za sebou

e Student dokaze vyjmenovat negativa pfemnozovani komarovitych a pozitivni ¢i

negativni dopady redukce jejich pocetnosti

Voprvni  vyucovaci hodin€ bych studenty sezndmila s problematikou

pfemnozovani komarti a moznym fesenim formou kratkého vykladu, nasledné by studenti
bud’ samostatné ¢i ve skupinach vypracovali prvnich 1,5 strany pracovniho listu a
vysvétlili bychom si spolecné zadani dobrovolného projektu. V druhé vyucovaci hodiné
vénované této problematice bychom si se studenty spole¢n¢ vyhodnotili data a projekty,
na kterych pracovali (samostatné ¢i opét ve dvojicich/skupinach z divodu toho, Ze ne
kazdy vlastni zahradu nebo se studentim nepodafii najit stanoviste, kde by mohli vyvoj

komara sledovat).

Prvni vyuCovaci hodina by zacala uvodnimi par minutami vénovanymi
mySlenkové mapé, kdy studenti piSi na tabuli terminy, které se jim vybavi pii slové

, KOMAR*
Naésledujicich 10-15 minut bych se vénovala kratkému vykladu s nésledujici naplni:

e Zatazeni komarovitych (Culicidae) do systému zivocichti
e Zakladni morfologie téla komarovitych (larev i dospélcti)
e Problematika pfemnoZovani a vzniku komatich kalamit

e Mozna feSeni a jejich pozitivni/negativni dopady
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Ve zbyvajici ¢asti hodiny:

Si studenti prohlédnou jednotliva stanoviste, ktera jsou pred hodinou pfipravena
a predstavuji jednotliva stadia vyvoje (vajicko, larva, kukla, dospélec). Na kazdém
stanovisti je pfipravena cedulka s ndzvem daného stadia a kratky popis (podobny tabulce

v pracovnim listu), nafixované preparaty v lihu a lupy pro blizsi prohlédnuti.

Po prohlédnuti stanovist’ si studenti pojmenuji fotografie v pracovnim listu a
doplni kratkou dopliiovacku. VSe si spole¢n¢ zkontrolujeme, vysvétlime si zadani

»projektu® a ve zbyvajicim Case se vénujeme piipadnym dotaziim.

Ve druhé vyucovaci hodiné vénované této problematice si se studenty projdeme
krok po kroku proces dokumentace pro ,,projekt”. Porovname data studentli mezi sebou
a zjistime u koho byl vyvoj komart nejrychlejsi a naopak nejpomalejsi. Zaroven si

nasledné vysvétlime, jak je vyvoj ovlivnén naptiklad teplotou ¢i dostupnosti vody.
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7.2 Pracovni list

Proména (dokonald) Wvoj z vajicka az po dospélce probiha pres
vajicko-larva-kukla-dospélec larvu i kuklu
Dospélé samicky kladou vajicka na vodni
Vajicka (voda) hladinu, vétsinou se jedna o stojaté vody
cca 3 dny po nakladeni se lihnou z vajicek s velkym mnozstvim organického materialu
larvy (kaluze, prikopy, tiné ale také kbeliky ¢i lahve
s vodou nebo dutiny stromd)
Larvy komaru se lihnou z nakladenych vajicek
do vody zhruba 3 dny po jejich nakladeni
Proces od vylihnuti po zakukleni larev trva 5- Ve st pl:o S‘laz! flnstary. s do
14 dni B e -
proces mezi vylihnutim larvy a jejim
zakuklenim trva zpravidla 5-14 dni
Kukda (voda) Proces od zakukleni larvy po proménu
Proces od zakukleni po dospélce trva zhruba 3 | v dospélého jedince trva zhruba 3 dny a je
dry k nému potreba opét vodni prostredi
Dospélec se lihne z kukly a jeho vyvoj od
Dospélec (soud) pocatku (tedy vajicka) muze trvat i pouze tyden
v zavislosti na teploté




DOPLN

Cely vyvoj komara probiha v nékolika stadiich, z nichZ kazdy ma své specifické

charakteristiky. Komari vyvoj zaéina od ... , ktera samicka klade na vodni hladinu.
........................... jsou drobna a €asto tvori shluky. Z vaji¢ek se po nékolika dnech lihnou
........................... , které Ziji ve vode. .................... S€ Zivi mikroorganismy a organickym

materialem ve vodé. Tento larvalni stadium trva nékolik tydnu, béhem nichZ se larvy
nékolikrat svlékaji, aby mohly rust.

Jakmile ..ooeereererree dosahne urcité velikosti, preméni se v : je
zajimavé stadium, protoze se larva prestava krmit a zacina se meénit ve dospélého komara.
Tento proces Se NAzZYVa ... ProMENA. .ovoeeevesrssrrren Ziji stale ve vodé a pohybuiji se
pomoci zahybu téla.

Nakonec Se Z ......oeuwrerene vyvine dospély komar, znamy také jako ... :
........................... je schopen Létat a pit nektar, samicky se krmi krvi, aby ziskaly potrebné
proteiny pro kladeni dalsich vajicek. Cely cyklus se opakuje, ¢imz se zajistuje preZiti druhu.

PROJEKT:

e Pokus se najit na zahradé u sebe doma ¢i pribuznych misto, kde by mohlo dochazet
ke kladeni komarich vajiCek a jejich naslednému vyvoji (zahradni barely, sudy ci
kbeliky s vodou, jezirka apod.).

o Jakmile takové misto najdes a objevis zde vajicka, pokus se je napriklad sitkou
opatrné vylovit a umistit do néjaké nadoby spolu s vodou z onoho sudu ¢i kbeliku.
Pres tuto nadobu natahni napriklad silonku a dobre upevni gumickou pres hrdlo
nadoby. Vajicka se pokus fotograficky zdokumentovat, zapis si datum, ¢as a nadobu
kontroluj nasleduijicich par dni.

e Jakmile zaregistrujes, ze se z vajicek jiz vylihly larvy, opét si zaznamenej datum a
cas a opét dalsich par dni kontrolu;.

e Jakmile se z larev stanou kukly proces opét zopakuj.

AT

ve vodé, ale nad ni v prostoru pod sitkou (silonkou). V moment, kdy v nadobé
zaregistrujes dospélce si opét zaznamenej datum a cas.

e Po porizeni vSech téchto Udaju spocitej dobu od zaznamenani vajicek po vylihnuti
dospélcu a zjisti celkovou dobu vyvoje komdra. Ta se v zavislosti na teploté muze

velmi Lisit. S rostouci teplotou se délka vyvoje snizuje, takze v horkych letnich dnech
mUZe vyvoj trvat opravdu pouze par dni.

e Fotodokumentaci, data, Casy a vypocty zpracuj jednoduse v MS Word, vysledky si
spolu se spoluzaky ve Skole porovname a blize rozebereme.
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8. Zavér

Cela prace a vyzkum pfispé€ly piedevsim k posouzeni vlivu larvicidu VectoBac na
rizné instary larev jarnich druhii komart, ale také na larvy rodu Culex a pakomard.
Experiment ukazal, Ze viibec nejcitlivejsi jsou na VectoBac larvy rodu Culex s hodnotou
LC50 0,15 pg/l. Pakomati jsou o néco méné citlivi, nicméné hodnota LC50 se opét
pohybuje velmi nizko, a to 0,82 pg/l. Co se tyce srovnani larev 1.-2. a 3.-4. instarii, na
ob¢ skupiny VectoBac tcinkoval spolehlivé, nicméné rozdil byl v mnozstvi latky, pfi
které larvy reagovaly. U 1.-2. instarQi byla hodnota LC50 4krat vy$$i neZ u instarti
pozdéjSich. Béhem pracovani na této praci jsem ziskala mnoho zkuSenosti, véEtsi
povédomi o uskuteciiovani toxikologickych testli a naucila jsem se pracovat s probitovou
analyzou. Dle mého by bylo potfeba udélat vice opakovani jednotlivych pokust a
zachovat jednotnost ve zkousSenych koncentracich, aby bylo snadnéjsi poté vysledky
podrobit dalsi analyze. V budoucnu by se dle mého nazoru mohly nami stanovené
hodnoty LC50 vyzkouset aplikovat pfimo v terénu, aby se ovéfila i¢innost laboratornich
vysledkll pfimo v pfirozeném prostiedi. Déale by bylo vhodné sledovat dlouhodobé;jsi
ucinky larvicidu na populace komarti a jiné necilové organismy. Celkové tato prace
poskytla informace o uc¢innosti VectoBacu na rizné druhy komara a pakomari a vytvotila
zéklad pro dalsi vyzkum a aplikaci tohoto larvicidu v praxi. Ziskané poznatky mohou

prispét k efektivni a ekologicky Setrné kontrole koméatich populaci.
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