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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ZKRATKA ANGLICKY/LATINSKY NAZEV CESKY NAZEV

bp pair of bases pary bazi

BSA bovine serum albumin hovézi sérovy albumin

CA lat. corpora allata

CC lat. corpora cardiaca

Da dalton dalton

dH,0 distilled water destilovana voda

DNA deoxyribonucleic acid kyselina deoxyribonukleova

ddNTP dideoxyribonucleotide triphosphate dideoxynukleotidtrifosfat

dNTP deoxyribonucleotide triphosphate deoxynukleotidtrifosfat

EcR ecdysone receptor ekdysonovy receptor

EDTA ethylene diamino tetraacetic acid kyselina etylendiamintetraoctova

GI gastrointestinal gastrointestinalni trakt

GST glutathione S-transferase glutathion S-transferaza

HCCA a-cyano-4-hydroxycinnamic acid a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

HPLC high-performance liguid chromatography vysokoucinna kapalinova chromatografie

ICs, inhibition concentration inhibi¢ni koncentrace puisobici 50%
potlaceni metamorfozy

IDs inhibition dose inhibi¢ni davka ptsobici 50% potlaceni
metamorfozy

IRAC insecticide resistance action committee spole¢nost pro sledovani rezistence
hmyzu k insekticidim

JH juvenile hormone juvenilni hormon

JHA juvenile hormone analogue analog juvenilniho hormonu

JHBP juvenile hormone binding protein protein vazajici juvenilni hormony

JHE juvenile hormone esterase esteraza juvenilniho hormonu

JHEH juvenile hormonepoxide hydrolase epoxidova hydrolaza juvenilniho hormonu

kb pair of kilobases tisic para bazi

Kq dissociation constant disocia¢ni konstanta

LB Luria-Bertani

MALDI TOF matrix assisted laser desorption/ionization- desorpce/ionizace laserem za pritomnosti

time of flight matrice- doba letu

Met methoprene - tolerant gene gen tolerantni k methoprenu

P450 cytochrome P450 monooxygenase cytochrom P450 monooxygenaza

Pa pascal pascal

PAA polyacrylamide polyakrylamid

PCA plate count agar mikrobiologické ristové médium

PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce

RE restriction endonuclease restrikéni endonukleaza

RDP Ribosomal Database Project databaze ribozomalnich sekvenci

RNA ribonucleic acid kyselina ribonukleova

rpm revolutions per minute otacky za minutu

sp. species druh

T-RFLP terminal restriction fragment length polymorphism restrikéni polymorfismus délky
terminalnich fragmentd

Tag-polymerase DNA polymerase from Thermus aquaticus DNA polymeraza z Thermus aquaticus

TBE buffer solution of Tris, boric acid and EDTA pufrovaci smés obsahujici Tris, kyselinu
boritou a EDTA

Tris tris-(hydroxymetyl)-aminomethane tris-(hydroxymetyl)-aminometan

Tween polyoxyethylene sorbitan monooleate ester polyoxyethylensorbitolu

USP ultraspiracle jaderny receptor pro JH

uv ultraviolet ultrafialové zareni
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Obr. 5.14 Fylogeneticky strom zalozeny na analyze sekvence 16S rRNA, zndzornujici
plsobeni testovanych latek na sttevni mikrofloru ruménice pospolné

Tab. 6.1 Porovnani vysledk identifikace pomoci metody MALDI-TOF MS a analyzy
sekvence genu pro 16S rRNA u Populace 1



Uvod

1. Uvop

Vyzkum a vyvoj novych prosttedka v boji proti Skodlivému hmyzu je v sou¢asné dobé velmi
perspektivni, nebot’ klasické insekticidni piipravky rychle zastaravaji. PfedevSim vznik
rezistentnich populaci Skiidcti a stale ptisnéjsi kritéria hygienické a ekologické bezpecnosti
jsou divodem k vyfazovani téchto latek zuzivani. Z ekologického hlediska jsou Zadouci
selektivni ptipravky s vysokou G€innosti na cilové druhy $kiidcl a zaroven maximalné Setrné
k necilovym organismiim, zejména bezpecné pro opylovace a antagonisty Skadct. Kriticka
situace vedla v mnoha rozvinutych zemich k omezeni uzivani nékterych typh klasickych
insekticida.

Do poptedi by se proto mohly dostat bioraciondlni insekticidy, které selektivné ovliviiuji
vyvoj arozmnozovani hmyzu, zptusobuji morfologické zmény behem jeho vyvoje a jsou
prakticky netoxické k ostatnim Zivocichim. K této skuping latek patii analogy juvenilnich
hormonti. Jejich dalsi ptednosti je 1 schopnost rychlé biodegradace.

Mnohé latky na béazi juvenilnich hormonta se jiz fadu let UspéSné vyuZzivaji 1 v praktické
ochran¢ proti hmyzim Sktidcim (methopren, hydropren, fenoxycarb aj.). Soucasny vyzkum se
zaméfuje na vyvoj juvenogenl, konjugatii juvenoidli s hormondln€ neaktivnimi cukry,
mastnymi kyselinami a alkoholy. Vzniklé slouceniny se pak enzymaticky rozkladaji az v
hmyzim organismu, ktery je pak nasledné uvolnénym juvenoidem ovlivnén.

Rumeénice pospolnd (Pyrrhocoris apterus L.) se jiz od sedmdesatych let dvacatého stoleti
vyuziva jako modelovych druh pfi vyzkumu a vyvoji insekticidnich latek na bazi analogi
juvenilnich hormonti. V této praci je na ni ovéfovana nejen biologickd Uc¢innost nové
syntetizovanych juvenogenu, ale také je sledovan vliv testovanych latek na stfevni

symbiotickou mikrofloru, kterd hraje vyznamnou roli pfi jejich degradaci.



Literarni prehled

2. LITERARNI PREHLED

2.1. Juvenilni hormony hmyzu

Juvenilni hormony (JH) jsou sesquiterpeny s epoxidovou a methylesterovou skupinou
v molekule (Morgan, 2004). Béhem pfiblizné padesatilet¢ho vyzkumu bylo objeveno Sest
odlisnych typt JH, které se navzdjem l1iSi zastoupenim radikdlli a oznacuji se fimskymi
¢islicemi (Obr. 2.1; Riddiford, 1994).

Existence hmyziho JH byla prokdzéna Wigglesworthem (1936) pii experimentech se
zéketnici (Rhodnius prolixus Stal). Teprve v roce 1967 vSak byla poprvé popsana struktura
JH-1 u martinaCe (Hyalophora cecropia L.) (Réller a kol., 1967). O rok pozdé&ji byl u stejného
druhu hmyzu objeven také JH-II (Meyer a kol., 1968). V roce 1973 byl identifikovan JH-III
(Judy a kol., 1973), ktery je nejjednodussim a zaroven nejcastéji se vyskytujicim JH, nebot’ je
obecné rozsifen u vetSiny fadi hmyzu (Slama, 1999). Byl prokazan u broukt (Coleoptera),
blanoktidlych (Hymenoptera), poloktidlych (Hemiptera), kobylek (Ensifera) a sarancat
(Caelifera). Oproti tomu JH-I a JH-II jsou specifictéjsi hormony, vyskytujici se pouze u
motyli (Lepidoptera) (Baker, 1990). U vajicek liSaje tabakového (Manduca sexta L.) byl
nalezen JH-0 a 4-metyl-JH-1 (Bergot a kol., 1981). U dvoukiidlych (Diptera) octomilky
obecné (Drosophila melanogaster Meig.) a bzu€ivky rudohlavé (Calliphora vomitoria L.) byl
objeven dalsi z fady juvenilnich hormonti hmyzu JH-III bisepoxid (Richard a kol., 1989).
V roce 1991 Cusson a kol. ziskal z embryi Svaba Sedého (Nauphoeta cinerea Olivier) mala
mnozstvi methyl-farnesolatu, ktery je prohormonem JH. Tato latka se nachazi také u korysi
(Crustacea), kde hraje pravdépodobné roli pti reprodukci samic (Chang a Kaufman, 2005).
U fady druhtt hmyzu se mohou vyskytovat 1 slozené¢ formy JH, které maji v nékterych

ptipadech specifickou funkci (Gilbert a kol., 2000).
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Obr. 2.1: Strukturni vzorce ptirodnich juvenilnich hormont

2.2. Metabolismus juvenilnich hormonii

2.2.1. BIOSYNTEZA A JEJi REGULACE

Juvenilni hormony jsou syntetizovany parovymi endokrinnimi zlazami corpora allata (CA)
(Wigglesworth, 1936), které u dvouktidlych a poloktidlych splyvaji v jeden organ (Burtt,
1938). CA jsou ektodermalniho ptivodu, maji zpravidla ovalny nebo vej¢ity tvar a nachazeji se
v zadni ¢asti hlavy (Obr. 2.2; Ito, 1918; Slama a kol., 1974; Nation, 2002). U vétSiny druha
hmyzu obsahuji bunky CA hladké endoplazmatické retikulum, coz je obecné typické pro
buiiky produkujici cholesterol nebo terpenoidy ve velkém mnozstvi (Fukuda a kol., 1966; King
a kol, 1966). Nervova soustava propojuje CA s corpora cardiaca (CC), mozkem a
s neurosekretorickymi bunkami mozku. U SupinuSek (7Thysanura), jepic (Ephereroptera),

kobylek (Ensifera) a sarancat (Caelifera) jsou CA nervové spojena také se subesofagedlnim

gangliem a stomatogastrickou soustavou (Nation, 2002).
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mozek neurosekretorické buiiky mozku

corpus cardiacum

neurosekre¢ni bunky «corpus allatum

subesofagealniho ganglia

prothorakalni zlaza

neurosekrecni bunky ganglii
btisni nervové pasky /

Obr. 2.2: Endokrinni zldzy hmyzu (Novak, 1975)

Biosyntéza JH probihd ptes metabolickou drahu mevalonatu (Obr. 2.3; Belles a kol., 2005).
Draha mevalonatu je zndma také u savcl a rostlin a prvni kroky syntézy farnesylu z acetyl-
CoA jsou spolecné vSem témto organismim. Dulezité je, ze hmyz a jini ¢lenovci nemaji
schopnost syntézy cholesterolu de novo, ale musi ho ptijimat spole¢né€ s potravou, nebot’ u nich
chybi geny kodujici syntézu squalenu a dal$i nasledné enzymy biosyntetické drahy steroli

(Santos a Lehmann, 2004).
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Hydroxymethylglutaryl-CoA

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase
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Farnesyl diphosphate
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s \ / \
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Obr. 2.3: Biosyntéza a metabolicka cesta JH (Santos a Lehmann, 2004)
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JH je vyluovan nepftetrzité po cely pribéh larvalniho stadia, avSak u jednotlivych vyvojovych
stupnit dochazi ke specifickému kolisani jeho mnozstvi (Tobe a Stay, 1985). Syntéza JH je
regulovana na nékolika urovnich, pfi¢emz nejjednodusS$im mechanismem je regulace na
zéklad¢ titru JH v hemolymf€. Pfi zvySeném titru JH v hemolymf€ se jeho syntéza snizuje a
naopak (Nijhout, 1994). U n¢kterych druhi hmyzu bylo prokazano, ze nervové propojeni CA
s mozkem piimo ovliviiuje biosyntézu JH a ma schopnost ji stimulovat ¢i naopak inhibovat
(Tobe a Feyereisen, 1983). U jednotlivych druhit hmyzu se vSak tento proces lisi. Denervace
CA u sarancete pustinného (Schistocerca gregaria F.) ma za nasledek pokles syntézy JH,
zatimco u ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus L.) je syntéza nervovymi vlakny tlumena,
takze pti denervaci dojde ke stimulaci CA a nasledné zvySené syntéze JH (Slama a kol., 1974).
Také pateni Casto stimuluje CA k produkci JH. To bylo prokézéno u panenskych samic rusa
teckovaného (Diploptera punctata Esch.), u kterych je dozravani oocytl a ovarii ptimo
ovliviiovano JH a az do doby pareni je jeho tvorba nervovym systémem inhibovéana (Tobe a
Feyereisen, 1983). Stejné tak ptfitomnost gondd stimuluje syntézu JH, nebot’ pii odstranéni
ovarii se syntéza JH snizuje (Engelmann, 1970).

Dals$i mechanismus usmérnujici syntézu JH je prostifednictvim neuropeptidii allatotropinti a
allatostatinii. Allatotropiny zvysuji produkci JH, zatimco allatostatiny na syntézu JH ptisobi
inhibi¢n¢ (Stay a kol., 1994). Schopnost regulovat sekreci JH maji i neurotransmitery
(dopamin, oktopamin, serotonin) a ekdysteroidy (Woodring a Hoffman, 1994; Granger a kol.,
1996; Gilbert a kol., 2000).

2.2.2. MECHANISMUS PUSOBEN{
Pro hormony je typické plisobeni na cilovou buiiku prostiednictvim specifickych receptort,

které se nachazeji bud’ v membrané nebo piimo v jadie buiiky. Mechanismus pisobeni JH neni
dodnes pfesné znam, nebot’ se zatim nepodafilo spolehlivé identifikovat JH receptory.

Vzhledem ke své lipofilni povaze JH snadno pronikaji pfes membranu do bunky a nepotiebuji
tedy specificky membranovy receptor. V cytoplazmé pak reaguji se specifickymi receptory a
vznikly komplex ptfechazi do jadra, kde dochazi k disociaci tohoto komplexu na dvé
podjednotky. Jedna zlstdvd navazéna na bilkovinu, zatimco druhd reaguje se specifickymi
sekvencemi DNA (tzv. hormone response elements). Nasledn€¢ dochazi k transkripci
prislusnych genti do mRNA, podle které jsou pak na ribozomech syntetizovany piislusné

bilkoviny (Zhang a kol., 1996; Gilbert a kol., 2000).
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MEMBRAMNA  PLAZMA , PLAZMA

Obr. 2.4: Schéma interakce lipofilnich steroidnich hormonti a juvenilnich hormonti s receptory

v plazmé cilovych bunék a s chromatinovym aparatem uvnitt jadra (Jansky, 1981)

Molekularni charakteristika samotnych jadernych receptortt JH neni stale piesné objasnéna.
Nicméné Konopova a Jindra (2007) nedavno prokazali na potemniku hnédém (Tribolium
castaneum Herbst), ze JH blokuje metamorfoézu prostiednictvim genu Methoprene-tolerant
(Met), ktery byl pivodné objeven jako alela zodpovédnd za rezistenci octomilky obecné
(Drosophila melanogaster Meig.) vac¢i latce imitujici u€inky JH methoprenu (Wilson
a Ashok, 1998). Potlaceni funkce Met u tohoto brouka nejen navodi necitlivost k JH, ale
na rozdil od octomilky také predCasny vstup larev do procesu metamorfézy. Experimentdlné
bylo zjisténo, ze Met reaguje na pritomnost JH regulaci genu zvaného Broad-complex. Tim se
piimo podili na regulaci metamorfézy, protoze pravé tento gen je naprosto nezbytny pro
preménu hmyzi larvy v kuklu a dospé€lce (Konopové a Jindra, 2008). Dale bylo prokazano, ze
na Met protein se vaze JH-III s vysokou afinitou (Kq= 5,3 nM). To naznacuje, ze Met miize
fungovat jako JH-dependentni transkripéni faktor (Miura a kol., 2005).

Kromé toho byla studovana schopnost JH vazat se na jaderny receptor ultraspiracle (USP),
ktery je soucasti heterodimeru ekdysonového receptoru (EcR). Jonesové a Sharpovi (1997) se
podafilo  prokazat, ze rekombinantni USP protein exprimovany v kvasinkach
(Saccharomycetes) je schopny navazovat JH-III 1 kyselinu JH-III. Tim, Ze se na USP vaze JH
stejné tak jako kyselina JH je pravdépodobné, Ze existuji jeho rizné konformacni stavy. DalSim
studiem monomerniho a homo-oligomerniho USP u octomilky obecné (dUSP) Jonesova a kol.
(2001) prokazali, ze JH-III a jeho synteticky agonista methopren se specificky vazi na tento
receptor a zaroven tak méni jeho konformaci. Navdzany JH-III zplsobuje intremolekularni
zmény Vv konformaci receptoru a stabilizuje jeho kvartérni strukturu. Nasledné pokusy
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s farnesolem, ktery stimto receptorem neinteragoval, vedly k zavéru, ze na dUSP se vaze
pouze JH-III a struktury jemu podobné.

Také signadlni draha JH zatim nebyla uspokojivé objasnéna, ale exprese nékterych ekdysonem
regulovanych €asnych genid jako Broad a E75 je u octomilky obecné i u liSaje tabdkového
regulovana JH. Funkci téchto gent v signalni draze JH je proto potieba objasnit dal§im studiem

(Keshan a kol., 2006).

2.2.3. TRANSPORT
Nové syntetizované¢ JH jsou z CA uvoliovany piimo do hemolymfy, kterou jsou

transportovany pomoci specidlnich bilkovinnych nosict JHBPs (juvenile hormone binding
proteins) (Whitmore a Gilbert, 1972; Riddiford, 1994). Celkem byly v hemolymf€ rliznych
druhit hmyzu objeveny tii skupiny JHBPs — nizkomolekularni, vysokomolekularni lipoforiny
a vysokomolekularni hexamerické (Goodman, 1990; Gilbert a kol., 2000). Zakladnimi nosici
JH u hemimetabolniho hmyzu jsou JHBPs ze skupiny lipoforint (Kanost a kol., 1990), zatimco
u holometabolnich Lepidopter jsou JH transportovany pomoci nizkomolekuldrnich JHBPs
(Kramer a kol., 1976).

JH se vazi na hydrofobni ¢ast téchto proteinovych nosici, ¢imz se snizi jejich aktivni povrch a
tak jsou chranény pied ucinky dagradacnich enzymt v hemolymf€ (Touhara a Prestwich,
1992). Zéaroven se touto vazbou zvysuje rozpustnost navazanych hormonti a ty tak mohou Iépe
pronikat k cilovym tkanim. V cilovém misté¢ dochazi k jejich disociaci a hormony pak
samostatné prochdzeji pfes plazmatickou membranu a vazi se na receptory uvniti bunky

(Goodman a kol., 1984).

2.2.4. DEGRADACE
Hlavni proces degradace JH probihd za ptlisobeni esteraz (JHEs) a epoxidovych hydrolaz

(JHEHSs). Sanburg a kol. (1975) uvadi, ze existuji dvé tiidy esterdz podilejicich se na
metabolismu JH; tzv. specifick¢é JHEs a nespecifické (a-naftyl-acetat) esterazy. Zatimco tloha
specifickych JHEs pfi snizovani titru JH v hemolymf& je dobife prostudovéna (Roe a kol.,
1997; Hammock a kol., 1990), vyznam nespecifickych esteraz zatim neni piesné znam.

Zakladni hypotéza metabolismu JH uvadi, ze nejdiive specifické JHEs v hemolymf¢
hydrolyzuji esterovou vazbu, ¢imz vznika kyselina JH. JHEHs z ni poté ve tkanich vytvareji
diol, ktery je nakonec preménén ve vysoce polarni JH a JH metabolity (Obr. 2.5; deKort a
Granger, 1996; Gilbert a kol., 2000). Predpoklada se, ze existuji 1 dalsi zptasoby degradace jako
oxidace ¢i konjugace molekul JH, které vSak zatim nebyly dikladné prostudovany (Nation,

2002).
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Obr. 2.5: Model metabolismu JH. Bp = vazebny protein (binding protein)
(Roe M., nepublikovano; zdroj Gilbert a kol., 2000)

2.3. Vyznam a funkce juvenilnich hormonii hmyzu

Juvenilni hormony ovliviiuji téméf vSechny aspekty hmyziho Zivota, jako je embryogeneze,
larvalni svlékani, metamorféza, syntéza vitellogeninu, vyvoj ovarii, kastovy systém socialniho
hmyzu, polymorfismus, larvalni a imaginalni diapauza, zbarveni ale i metabolismus spojeny

s témito funkcemi (Nijhout a Wheeler, 1982; Kumaran, 1990).

2.3.1. SVLEKANI A METAMORFOZA
Nejvyznamnéjsi a nejvice prostudovanou funkei juvenilnich hormont je vliv na vyvoj hmyzu.

Jejich nazev pochazi ze schopnosti udrzovat jedince v larvalnim (juvenilnim) stadiu a brénit
preméné v dospélce (Slama a kol., 1974).

Prvni teorie ptredpokladaly, Ze svlékdni a metamorf6za hmyzu jsou fizeny postupnym
poklesem titru JH za souCasného narustu titru ekdysteroidii. Piepho (1960) navrhl tzv. teorii
gradientu, ktera popisuje postupny pokles titru JH u jednotlivych vyvojovych stadii: larva
(vysoky titr) - kukla (nizky titr) - imago (Zadny titr). Dal§im vyzkumem a kvantifikaci titru JH
a ekdysteroidii vSak bylo prokazano, Ze cely proces metamorfézy a svlékani hmyzu je daleko
komplikované;j$i. Predevsim pak u hmyzu s proménou dokonalou (Holometabola), ktery musi
prodélat kompletni reorganizaci télnich struktur béhem pupalniho stadia (Hartfelder, 2000).
Peclivou analyzou hormondlnich titri a experimenty s vyuZitim syntetickych hormont bylo
zjisténo, ze podstatné je pusobeni JH v urcitych kritickych obdobich, které se pozd¢€ji podatilo

pro jednotlivé larvalni stupné riznych druhli hmyzu piesné stanovit (Riddiford, 1994).
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Metamorfoza je zahajena v poslednim larvalnim instaru, jakmile larva dosédhne kritické vahy a
velikosti téla. Tim dochazi ke stimulaci neurosekretorickych bunék mozku a ty uvolni
prothoracikotropni hormon (PTTH), ktery déale stimuluje produkci ekdysonu. Soubé&zné
s tvorbou ekdysonu dochézi k prudkému poklesu titru JH (Obr. 2.6). Pravé toto obdobi absence
JH v cilovych tkanich je oznaovano jako tzv. citliva (senzitivni) perioda, nebot’ zde dochazi
k reprogramaci mozku a pfepnuti larvalniho programu na program syntézy imaginalnich tkani.
Buiky a tkéané€, které tento krok provedly, jsou jiz viaci JH necitlivé (Slama, 1975; Nijhout a
Wheeler, 1982).

U holometabolniho hmyzu se setkavame se dvéma kritickymi obdobimi citlivosti hmyzu k JH.
Prvni je v dobé, kdy je neptitomnosti JH spousténa larvalné-kuklova preména. Druhé obdobi
nastava v dobé kuklového stadia, kdy se malym impulsem JH stabilizuji imaginalni disky,
které pozdéji davaji vznik kiidliim, konCetinam, genitdliim a dal$im imagindlnim strukturam

(Slama a kol., 1974; Hartfelder, 2000).

=== Neurosekretorické buiky
- Corpus cardiacum

Obr. 2.6: Hormonalni regulace metamorf6zy hmyzu (Chen, 2009)

2.3.2. REPRODUKCE A DIAPAUZA
Dalsi podstatnou tlohu hraje juvenilni hormon pfi reprodukci hmyzu. Na rozdil od obdobi pred

metamorfoézou, kdy JH zabraniuje genové expresi, v dospélosti piisobi stimulacné na expresi
gentt a bunécné funkce (Engelmann, 1970). U samic JH ovlivituje produkci vaji¢ek tim, ze

reguluje tvorbu vitellogenini v tukovém télese a umoziuje jejich transport pies folikularni
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epitel do oocyti (Nijhout, 1994; Hoffman, 1995). U samcl stimuluje ¢innost piidatnych
pohlavnich zl4z, kde piisobi na produkci spermatoforu a dalSich sekretl, které jsou predavany
pti kopulaci samici a ovliviiyji jeji reprodukéni fyziologii a chovani. Pouze u nékterych druh
hmyzu JH usmériuje také délku spermatogeneze a mitoticky cyklus spermatogonii (Wyatt a
Davey, 1996; Hartfelder, 2000).

Za neptiznivych podminek prostiedi miize byt reprodukce pierusena diapauzou, kterd je
primarn¢ indukovand kratkou fotoperiodou. Cely pribéh diapauzy je fizen hormonalné a JH je
jednim z faktord, ktery se spolupodili na jejim ukonceni (Slama a kol., 1974).

Kromé téchto funkci JH plisobi také na disperzni a letovou aktivitu, tvorbu feromonti, volaci
chovani, postkopulacni zmény v chovani samic a ovipozicni chovani (Hartfelder, 2000; Flatt a

kol., 2005).

2.3.3. KASTOVY POLYMORFISMUS SOCIALN{HO HMYZU
Spole¢né s neurohormony a ekdysteroidy ovlivituje JH 1 tvorbu kast u socidlniho hmyzu.

Detailni analyzy JH titru u v€ely medonosné (Apis mellifera) béhem embryogeneze, larvalniho
a pupalniho vyvoje ukazaly, ze vyssi titr JH indukuje vyvoj krdlovny, zatimco nizka hladina JH
zapti¢ifuje vyvin jedincti nizsich kast. Uroveii syntézy JH pravdépodobné souvisi s kvalitou a
kvantitou potravy pfijimané béhem larvalniho vyvoje, coz ptimo pusobi na CA, ktera zajistuje
jeho produkei. ZvySeny titr JH pak pasobi na prothorakalni zlazy a produkci ekdysteroidl, coz
v prepupalnim stadiu pravdépodobné stimuluje transkripci ptisluSnych geni odpovédnych za
vyvoj dominantnich jedinct (Hartfelder a Engels, 1998).

Soucasné studie socialniho hmyzu dokazuji, Ze JH také tzce souvisi s ostatnimi aspekty
socialniho Zivota hmyzu a ovliviiuje nejen vznik rozdilnych morf; ale 1 jejich plasticitu chovani

(Hartfelder, 2000).

2.3.4. FAZOVY DIMORFISMUS SARANCAT A POLYMORFISMUS MSIC

Jsou znamy také ucinky JH pti regulaci fdzového dimorfismu u sarancat (Staal, 1959) a
sezonniho polymorfismu msic (Novak, 1975). Polymorfismus hmyzu je tUzce spjat
s environmentalnimi vlivy a JH jsou pouze jednim z faktord, které se na ném spolupodili
(Hartfelder, 2000).

U mSic JH usmériiuji vznik kiidelntho polymorfismu a partenogenetickych samic
(Virginoparae), u kterych reguluji ovaridlni vyvoj (Hardie a kol., 1996). Dalsi forma

vyvojového polymorfismu souvisejici s migraci a reprodukci je fazovy dimorfismus sarancat.
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SaranCe stéhovava (Locusta migratoria) a saranCe pustinna (Schistocerca gregaria) se v
zéavislosti na environmentélnich vlivech vyskytuji ve dvou formach. Tyto morfy se od sebe
odliSuji zbarvenim, morfometrickymi znaky, metabolismem, letovou aktivitou, fertilitou 1
chovanim (Pener, 1991). V pribchu gregarijni faze samicky produkuji méné vajicek, jedinci
jsou hnédé zbarveni, s velkymi kiidly a titr JH je nizky. Oproti tomu solitérni sarancata se
vyznacuji svétlym aZz zelenym zbarvenim, kratkymi kiidly, zvySenym titrem JH i1 plodnosti
samic. Experimentéalné bylo prokazéano, ze deficience JH zplsobuje zménu svétlého zbarveni.

Stejné tak typické chovani obou morf miize byt fizeno hladinou JH. Agresivni chovéni typicke
pro solitérni jedince bylo navozeno u jedinct v gregarni fazi po aplikaci JH. Zaroveii bylo silné

potlaceno agregacni chovani, které je pro né typické (Pener a Yerushalmi, 1998).

2.4. Analogy hmyzich juvenilnich hormonii

V roce 1956 objevil Caroll Williams kontaktni ptisobeni juvenilniho hormonu. Poprvé
navrhnul moznost jeho vyuziti v boji proti Skodlivému hmyzu a diky jeho plisobeni na
fyziologickém principu jej oznacil za ,,insekticid tfeti generace* (Williams, 1956). Pii aplikaci
JH na hmyz ve vysokych davkach nebo ve fyziologicky neadekvatnim vyvojovém obdobi totiz
dochazi k porucham metamorfozy a Zivotné dilezitych funkci (Hrdy a kol., 1991). Vzhledem k
tomu, ze juvenilni hormon je v prostfedi 1 v téle hmyzu malo staly, hledaly se podobné, ale
stabiln¢j$i a u¢innéj$i latky (Sldma a kol., 1974). Zejména s objevem juvabionu pak zacal
intenzivni vyzkum téchto latek (Slama a Williams, 1965). Od prvni poloviny Sedesatych let 20.
stoleti pak bylo nasyntetizovano a otestovano nékolik tisic analogii juvenilnich hormonti (JHA)
(Hrdy, 1997). Jejich vyhody ve srovnani s konvenénimi insekticidy spoc¢ivaji pfedev§im v tom,
ze jsou vysoce ucinné va¢i hmyzim Skidcim a relativné netoxické k ostatnim
zivo¢ichim (Minakuchi a Riddiford, 2006; Priloha 7). K dal§im pfednostem patii schopnost
jejich biodegradace ptidnimi bakteriemi (Novak a kol., 2008).

2.4.1. JUVENOIDY
Termin juvenoid oznacuje latku simulujici u€inek JH a miZe se jednat jak o pfirodni latku, tak

o synteticky preparat (Slama a kol., 1974). Rtiznych typa juvenoidl je dnes znamo nékolik tisic
a biologicka uc¢innost n¢kterych z nich mnohonéasobné ptevysuje ucinnost vlastnich JH (Hrdy a

kol., 2000).
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2.4.1.1. Ptirodni juvenoidy
Prvni objevenou piirodni latkou vykazujici aktivitu JH byl seskviterpenicky alkohol farnesol,

ktery byl izolovan z exkrementli potemnika moucného (Tenebrio molitor L.) a z kvasinek
(Schmialek, 1961). V roce 1965 pak Sldma a Williams popsali ucinky tzv. ,,papirového
faktoru“ na vyvoj ruménice pospolné Zijici v chovech v kontaktu s papirem vyrobenym
z kanadskych jedli balzdmovych (4bies balsamea L.). Bowers a kol. (1966) pak o rok pozdé&ji
izolovali tuto aktivni slouCeninu a pojmenovali ji juvabion. Ze stejného druhu jedle, avSak
slovenského ptivodu byl kromé juvabionu ziskan i dehydrojuvabion (Cerny a kol., 1967).
Juvabion byl poté podroben testovani na fadé¢ druhit hmyzu a vysledky prokdzaly G¢innost
pouze na zastupce Celedi ruménicovitych (Pyrrhocoridae) (Bowers a kol., 1966). Tato
skute¢nost podpotila pivodni Williamsovu mySlenku o vysoké specifi¢nosti JH minimalné na
urovni Celedi €1 v rdmci urcité tfidy hmyzu.

Objev juveniliza¢nich vlastnosti extraktt z jedli balzdmovych inicioval dal§i vyzkum vedouci
k nalezeni celé tfady jinych pfirodnich latek ovliviiujicich vyvoj hmyzu. Japonsti autofi
publikovali roku 1983 objeveni dalSich analogt juvabionu s JH aktivitou ziskanych z jedle
sachalinské (Abies sachalinensis Mast.) (Numata a kol., 1983). Z rostlin bazalky pravé
(Ocinum basilicum L.) byly i1zolovany vysoce biologicky aktivni latky- juvocimen I a
juvocimen II (Nishida a kol, 1984). Vroce 1984 byl ziskan dal§i aromaticky analog
juvocimenu ze semen rostliny Psoralea corylifolia L., ktery byl pojmenovan bakuchiol (Vig a

kol., 1984).

OH

Farnesol Juvabion

Obr. 2.7: Strukturni vzorce ptirodnich juvenoidi

2.4.1.2. Syntetické juvenoidy
Pii ptipravé prvnich syntetickych JHA se vychazelo ze znalosti struktury ptirodnich JH,

juvabionu, farnesolu a nékterych jeho derivati vykazujicich biologickou aktivitu (Rejzek a
kol., 1994). V né€kolika svétovych laboratofich vznikaly latky, které se svou chemickou
strukturou ptivodni podob¢ juvenilniho hormonu postupné vzdalovaly. Hledaly se slou¢eniny

dostate¢né stabilni s vysokou biologickou aktivitou (Hrdy a kol., 2000).
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V sedmdesatych letech 20. stoleti prokézaly nejvys$i ucinnost v laboratornich 1 polnich
podminkach isoprenoidni juvenoidy vyvinuté americkou firmou Zoecon. Prvnim zde
piipravenym juvenoidem byl hydropren, ktery byl ptivodné vyvijen jako aficid (Henrick,
1991). Pro svou vysokou tékavost a nizkou stabilitu v prostfedi se vSak v ochrané rostlin
neosveédCil. Proto byl registrovan az vroce 1984 jako pfipravek proti rusim domdcim
(Blattella germanica L.), u kterych zpiisobuje poruchy metamorfézy a neplodnost (Hrdy
a kol.,, 1991).

slozku ptipravkll registrovanym proti komaram (Diptera;, Culicidae), moucham (napf.
Haematobia irritans L.), blechdm (Siphonaptera), mravenci faraonu (Monomorium
pharaonis L.) a n€kterym jinym Skidcim (Henrick, 1991). Kromé boje proti Skiidcim se
methopren uplatiiuje 1 v hedvabnictvi. Pfi postfiku housenek bource moruSového (Bombyx
mori L.) po poslednim svleCeni se prodlouzi jejich zir o 1-2 dny. Housenky proto vice
vyrostou, vypfedou vétsi zamotky a produkce hedvabi se zvysi az o 10 %.

Dal§im registrovanym juvenoidem stal kinopren, ktery se vyuZival se v kombinaci
s pyretroidy proti savému hmyzu ve sklenicich. Posléze byla jeho vyroba pozastavena, avSak
vzhledem k rostoucimu odporu vii¢i konven¢nim insekticidiim se uvazuje opét o jeho uvedeni

na trh (Hrdy a kol., 1991).

Hydropren Methopren
)\/MOJ\
X o NF
Kinopren

Obr. 2.8: Strukturni vzorce syntetickych alifatickych juvenoid

Prvni alifatické juvenoidy vSak vykazovaly nizsi stabilitu, a proto se vyvoj dalSich latek ubiral
smérem k syntéze stabilngjsich aromatickych slouéenin. Svycarska firma Dr. R. Maag uvedla
na trh nékolik pfipravki na bazi aromatického juvenoidu fenoxycarb (Masner a kol., 1981).
Fenoxycarb byl prvnim juvenoidem zavedenym do systému ochrany proti polnim Sktidcim
(Miyamoto a kol., 1993) a ma Siroké spektrum ucinnosti. V sadech a vinicich se pouziva ve

formé postiiki proti listovym obaleCim (Lepidoptera; Tortricidae) 1 tadé cCervcl
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(Sternorrhyncha,; Coccoidea). V riznych formulacich je vyuzivan proti komaram (Diptera,
Culicidae), mravenci ohnovému (Solenopsis invicta Buren) a v domacnostech proti blecham
(Siphonaptera) a Svabim (Blattodea). V ptedbéznych testech se osvédCil 1 proti meram
(Sternorrhyncha; Psylloidea) a tadé Skodlivych housenek jako jsou pidalka podzimni
(Operophtera brumata L.), bélasek zelny (Pieris brassicae L.), ptedivky (Yponomeutinae),
vcetné druhit minujicich v listech (klinénky aj.) (Hrdy a kol., 1991).

Jinym komeréné uspéSnym aromatickym juvenoidem vyvinutym védci japonské firmy
Sumitomo Chemical Company se stal pyriproxyfen. Tento juvenoid je registrovan proti
moucham, moskytim, mravenci ohilovému, msSici broskvonové (Myzus persicae Sulzer),
cervei (Unaspis yanonensis Kuwana) a molici sklenikové (Trialeurodes vaporarium Westw.)
(Sullivan a Goh, 2008).

Dal$im uspé€Snym z fady aromatickych juvenoidi je diofenolan, ktery se vyuziva v sadech

proti Skodlivym druhiim motyli a Cerveii (Dhadialla a kol., 1998).

: oL
At QT

Fenoxycarb Pyriproxyfen

Bep
)
Et
Diofenolan

Obr. 2.9: Strukturni vzorce syntetickych aromatickych juvenoidi

2.4.2. JUVENOGENY
V roce 1976 popsali Slama a Romanuk novou skupinu biologicky aktivnich latek, které

dostaly oznaceni juvenogeny. Pii vyvoji juvenogeni bylo cilem zménit docasné fyzikalni
vlastnosti juvenoidi a tim 1 jejich zplisob aplikace (Wimmer a Romarnuk, 1989). Tyto
komplexni slou€eniny plsobi az poté, co se juvenilni slozka uvolni v téle hmyzu jeho
enzymatickou ¢innosti (Sldma a Romanuk, 1976). Po chemické strance jsou vyvijeny a

testovany dva zékladni typy juvenogent (Jedli¢ka a kol., 2007).
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Prvnim typem jsou estery juvenoidl s alkoholovou skupinou a organickych kyselin, k jejichz
aktivaci dochazi plisobenim karboxylesteraz pritomnych v hemolymf€ a ve tkanich hmyzu
(Slama a kol., 1978a). Postupem cCasu byla testovana tada latek, z nichz nejic¢innéjSim byl
ester alkoholu W-330 a kyseliny maselné¢ (Wimmer a kol., 2002). V polnich testech se vSak
ukazalo, ze tento juvenogen, vzhledem k silnym vyparim kyseliny maselné, neni v praxi
pouzitelny (Hrdy a kol., 2004). Proto je v souCasné dob¢ snaha vyuzivat pii syntéze dalSich
esterovych juvenogenti jiné organické kyseliny. Novou sérii juvenogenu tvoii estery
nenasycenych kyselin a karbamatovych juvenoidi W-330 a W-331, jejichz syntéza a prvni
biologické testy byly nedavno publikovany (Wimmer a kol., 2007a).

Druhym typem juvenogeni jsou glykosidy monosacharidii (glukézy nebo galaktozy) a
juvenoidl s alkoholovou skupinou. Pfi jejich syntéze se vychdzelo ze znalosti aktivit
specifickych B-glykosidaz ptitomnych pouze v zazivacim traktu hmyzu (Slama, 1981) a tyto
slouceniny byly navrzeny jako potencialni systemické pesticidy. Popsané a testované byly
poprvé Slamou a kol. (1978b), nicméné piesny popis jejich syntézy a méfeni Cistoty

ziskanych produktt byl publikovan teprve nedavno (Wimmer a kol., 2007b).

2.5. Rezistence hmyzu k analogiim juvenilnich hormonii

Rezistence k insekticidim je dédi¢né podminéna schopnost hmyzu odolavat jinak G¢innym
davkam téchto chemickych latek (Onstad, 2008). Mechanizmy rezistence souvisi bud’ se
zménou chovani hmyzu (Sparks a kol., 1989) nebo se zménou fyziologickych pochodi, pti
kterych dochazi ke zvySeni metabolismu a rychlejSimu odbouravani pesticidi pomoci
detoxifikacnich enzyma (Karunker a kol., 2008), jejich omezené penetraci pres kutukulu
(Vinson a Law, 1971) ¢1 ke snizené citlivost cilového mista pro plisobeni pesticidu vlivem
mutace gent (Ishaaya, 2001; Wilson, 2001).

Rezistence se mize vyskytovat soucasné ke dvéma ucinnym latkam s riznym mechanismem
ucinku (cross-rezistence) (Ishaaya a kol., 2005) nebo dokonce k n¢kolika G¢innym latkam
najednou (multiple-rezistence) (Onstad, 2008). Piikladem mnohocetné multiple-rezistence je
napt. rezistence mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata Say) souCasné k
organofosfatim, pyretroidim a jejich smésnym piipravkim, nebo rezistence obalece
jable¢ného (Cydia pomonella L.) k organofosfatim, juvenoidiim a inhibitortim tvorby chitinu
(Stara a kol., 2009).

Rezistence hmyzu k insekticidim je vazny problém a jeji vyskyt se neustale stupniuje. Poprvé
byla rezistence hmyzu zjisténa ve Washingtonu roku 1908 u Stitenky zhoubné (Diaspidiotus
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perniciosus Cumstock) k véapenné site (Melander, 1914). V soucasné¢ dob¢ je evidovano
spole€nosti IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) vice nez 550 druhii ¢lenovcd,
rezistentnich k jedné ¢i vice u¢innym latkdm pesticidl (The Insecticide Resistance Action
Committee, 2011).

Kdyz bylo poprvé navrzeno vyuZzivat latky shormonalni aktivitou jako insekticidy
predpokladalo se, ze hmyz si k analogim napodobujici uCinky jejich vlastnich hormont
nemuze vyvinout rezistenci. Pozd¢ji se vSak bohuzel ukazalo, ze tento predpoklad nebyl
spravny (Hoffmann a Lorenz, 1998). Rezistence k syntetickym analogim juvenilnich
hormonti byla poprvé popsana Dytem jiz vroce 1972 u potemnika hnédého (Tribolium
castaneum Herbst). Mechanismus rezistence k methoprenu byl pozdé€ji objasnén Hammockem
a kol. (1977) na mousSe domaci (Musca domestica L.). Prokéazal, ze radioaktivné znaCeny
methopren byl metabolizovan daleko rychleji u rezistentnich larev nez u larev citlivych.
Rezistence k methoprenu byla pozdé€ji potvrzena 1 v polnich podminkach u komar Aedes
taeniorhynchus (Wiedemann) na Floridé (Dame a kol., 1998) a Aedes nigromaculis (Ludlow)
v Kalifornii (Cornel a kol., 2000). Postupem casu byla popsana rezistence hmyzu také
k hydroprenu, kinoprenu a pyriproxyfenu (Hrdy, 1974; Ishaaya, 1992;. Ishaaya a Horowitz
1995; Horowitz a kol., 2003) unejméné¢ 13 druhtt hmyzu zfadi dvouktidlych (Diptera),
broukt (Coleoptera), stejnokiidlych (Homoptera) a motyla (Lepidoptera). Ackoliv pfesny
mechanismus vzniku rezistence vic¢i JHA se stdle zkouma predpoklada se, ze je vétSinou
zpusobena snizenou schopnosti penetrace a zvySenym metabolismem téchto latek, za

pusobeni esteraz a cytochrom-P450 monooxygenaz (Hoffmann a Lorenz, 1998).

2.6. Biologické testovani a vyhodnoceni aktivity JHA

Biologické testy JHA na hmyzu lze rozdé€lit do dvou zakladnich Grovni. Nejprve se provadi
ptedbéZny skrining, pfi kterém je sledovana zavislost biologické aktivity na struktufe nové
syntetizovanych molekul. Pozadavkem na predbézné skriningové testy je pfedevSim snadna
dostupnost testovaného hmyzu, moznost jeho umélého chovu v laboratornich podminkach a
také pouziti standardni metodiky pro rychlé vyhodnoceni a porovnani vysledki. Na zaklade
ziskanych vysledkl jsou pak v dal§im kroku vybrané perspektivni slouc¢eniny testovany na
hospodarsky vyznamnych druzich hmyzu.

Aby bylo docileno pozadovaného efektu, je dilezité pii aplikaci testovanych latek zasdhnout

cilové vyvojové stadium hmyzu. Uginky syntetickych JHA jsou zaméfeny piedevsim na
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inhibici metamorfozy. Pii1 pouZiti JHA na kukly holometabolniho hmyzu vznikaji formy mezi
kuklou a imagem. Vhodnou aplikaci na larvy posledniho instaru heterometabolniho hmyzu
vznikaji pfechodné formy mezi larvou a imagem (Slama, 1985; Hrdy, 1997). Dochazi
k zadvaznym malformacim vné&jSich struktur (napi. ktidel, nohou) i vnitinich organi (napf.
gondd, svaloviny). OSetfeni jedinci nejsou schopni kompletni ekdyze z diivodu naruSeni
dalezitych homeostatickych mechanizmti, diferenciace nékterych struktur a sledu pohybi
nutnych pro odvrzeni staré¢ kutikuly. Nasledné dochazi k postupnému uhynuti. Aplikace
testovanych JHA na vajicka nebo kladouci samice mizZe zpiisobit poruchy v embryogenezi
(Slama a kol., 1974; Arias a Mulla, 1975; Hrdy, 1997).

Vyhodnoceni aktivity testovanych latek je zaloZzeno na kvantifikaci juvenilizacnich G¢inkt
podle Slamy a kol. (1974). Ty jsou posuzovany podle stupné inhibice metamorfézy urcené
morfologickymi zménami po imaginalni ekdysi. BéZzné hodnoceni juveniliza¢nich U¢inka
JHA je odstupniovanou Skalou piechodnych morfologickych forem (Slama a kol., 1974; Staal,
1975; Jedlicka a kol.,, 2007). Vysledna biologickd aktivita se uvadi v hodnotach IDsg
(Inhibition Dose v pg.ind™) nebo ICsy (Inhibition Concentration v mg.ml"), vyjadiujicich
davku ¢i koncentraci juvenoidu, kterd zpisobi 50 % inhibici metamorfozy (Slama a kol.,
1974; Wimmer a kol., 1997). K vyjadfeni rozdilu mezi topikalni a peroralni aktivitou latek se
vyuziva T/O index (Sldma, 1981).

2.6.1. RUMENICE POSPOLNA
Ruménice pospolnéd (Pyrrhocoris apterus L.) patii mezi hmyz s proménou nedokonalou do

tadu polokiidlych (Hemiptera) podiadu plostic (Heteroptera). Diky své polyfagnosti se tento
druh vyskytuje pomérné hojné a byl rozsiten 1 do Indie a Ameriky. VétsSinou jsou jeho hlavni
slozkou potravy lipova semena (7ilia cordata Miller; T. platyphylos Scopoli), rostliny z ¢eledi
slézovitych (Malvaceae) nebo 1 jiné rostlinné druhy. Pfilezitostné muze byt tento druh i
karnivorni nebo dokonce miize napadat 1 oslabené ¢i Cerstvé svlecené jedince svého druhu
(Socha, 1993).

Jiz od sedmdesatych let dvacatého stoleti se P. apterus vyuziva jako modelovy druh pii
testovani analogii juvenilnich hormonti. Vyhodou je jeho vysoka citlivost k témto biologicky
aktivnim latkam a pfesné vymezeni senzitivni periody (Slama, 1985). V zavislosti na aktivité
testované latky dostdvdme po imaginalni ekdyzi fadu pfechodnych morfologickych forem
mezi imagem a larvou, tzv. adultoidi a dokonalé nadpocetné instary (Slama a kol., 1974;

Jedlicka a kol., 2007; Priloha I). V soucasnosti je P. apterus pouzivan pii sledovani zavislosti

25



Literarni prehled

biologické aktivity na struktuie novych typll juvenogenl a jsou na ném provadény studie

souvisejici s degradaci a toxicitou téchto biologicky aktivnich latek.

2.7. Stievni symbiotické mikroorganizmy hmyzu

Travici trakt hmyzu piedstavuje ptirozené prostiedi pro Siroky okruh mikrobidlnich
spolecenstev. Mikroorganizmy se zde podileji na cel¢ fad¢ interakci, které jsou dulezité jak
pi1 fyziologickych pochodech hostitského hmyzu, tak pro procesy probihajici v celém
ekosystému (Dillon a Dillon, 2004). Se symbiotickymi mikroorganizmy se setkdvame
pfedevsim u byloZravych a vSezravych druht hmyzu, zatimco u masozravych druhi se

vyskytuji v omezené mitfe (Buchner, 1965; Kikuchi a kol., 2005).

2.7.1. VYSKYT A ZPUSOBY PRENOSU STREVNICH MIKROORGANIZMU
Pfirozena stfevni mikroflora je obsaZena zejména ve sttednim a zadnim stfevé. Zadni stfevo

hmyzu se obecné vyznacCuje predevSim vyskytem bakterii rodi Cytophaga, Flexibacter,
Bacteroides a riznych zéastupcii ze skupiny Proteobacteria a Spirochaetes. Mikrobidlni
spolecenstvo ve stiednim stieve je tvofeno témét vyhradné grampozitivnimi bakteriemi. Mezi
bakterie této Casti stieva patii zejména rody Actinobacterium, Clostridium, Lactobacillus a
Bacillus (Cazemier a kol., 1997; Moran a Baumann, 2000).

Strevni symbiotické mikroorganismy se mohou vyskytovat bud extracelularné¢ nebo Zziji
intracelularné uvnitt specializovanych tkéni. Intracelularni symbionti (endosymbionti) se
nachazeji v buiikach stfevniho epitelu nebo ve specialnich buiikach nazyvanych bakteriocyty
¢1 mycetocyty. Tyto bunky jsou v télni dutin€ nejCastéji spojené s tukovym télesem nebo
gonddami a Casto se shlukuji v atvary zvané bakteriomy ¢i1 mycetomy (Buchner, 1965;
Douglas, 1998). Intracelularni symbionti maji vétSinou se svym hostitelskym hmyzem
mutualisticky vztah a jsou vertikaln¢ pfenaSeni z generace na generaci transovaridlnim
pfenosem. Jsou to cCasto obligatni symbionti se zjednoduSenym genomem, ktery je
pfizplisoben hostitelskému hmyzu pro vyménu a dodavani nékolika genovych produktii
s nutri¢ni funkci (Gil a kol., 2003).

Extracelularni symbionti se nachazeji v lumenu stfedni a zadni Casti stfeva. Do stfev mladych
jedinct se dostavaji ordlni cestou pii ptijmu potravy, kontaminované vykaly ostatnich jedincii,

v nichz jsou obsaZeni. Také mohou byt ziskdvani ze specidlnich kapsuli, které jsou soucasti
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vajiCek a slouzi jako potrava Cerstvé vylihnutym jedincim (Buchner, 1965). Na rozdil
od intracelularnich druhli neni role extracelularnich bakterii pfi trdveni potravy pifesné znama
a vyzaduje dalsi studium, pfedev§im u hospodarsky vyznamnych druhi hmyzu (Lundgren a

kol., 2007).

2.7.2. VYZNAM STREVNI SYMBIOTICKE MIKROFLORY
Vyznam symbiotickych bakterii ve stfevech hmyzu je nezastupitelny zejména pii traveni

potravy, produkci feromoni, syntéze vitamint, regulaci pH, odolnosti vii¢i patogeniim 1 pii
detoxifikaci Skodlivych latek (Genta a kol., 2006). Bakterie ptitomné v travicim traktu hmyzu
jsou dulezité také pti rozkladu organické hmoty, mineralizaci a kolob&éhu fady organickych
latek v prostiedi (Hayashi a kol., 2007).

Mnoho symbiotickych bakterii podilejicich se na traveni potravy hmyzu patii do Celedi
Enterobacteriaceae (Douglas, 1998). Bylo prokazéano, ze sloZeni sttevni mikrofory je velmi
uzce spjato se skladbou piijimané potravy. Naptiklad u populace sarancat zivici se proteinove
bohatou stravou byla zjiSténa odlisna mikrofléora od populace Zivici se nizkoproteinovou
potravou (Santo Domingo a kol., 1998). Tyto ptiklady dokazuji, Ze osidleni traviciho traktu
hmyzu symbiotickymi bakteriemi je vysoce dynamicky proces ovlivnhény mnoha riznymi
faktory.

Symbiotické bakterie se podileji 1 na produkci zivin a enzymi nezbytnych pro vyvoj a
reprodukci hmyzu. Specifické ziviny, vyrdbéné prostrednictvim mikroorganizma zahrnuji
aminokyseliny, prekurzory ¢i enzymy nezbytné pti syntéze vitamind a mikroprvkd. Naptiklad
u sarancat bylo prokazano, ze metabolity produkované symbiotickymi bakteriemi slouzi jako
prekurzory pii syntéze agregacniho feromonu (Dillon a kol., 2002). U cervotoCovitych
(Anobiidae) se zase podili na biosyntéze steroli (Nasir a Noda, 2003) a u knézic
(Pentatomoidea) dokonce ftidi symbiotické bakterie jejich nymfalni vyvoj (Fukatsu a
Hosokawa, 2002).

Enzymy produkované stfevni mikroflorou hraji dileZitou roli také pifi degradaci insekticidi
(Dillon a Dillon, 2004). Bylo provedeno mnoho studii, které se zabyvaly vyznamem
detoxifikacnich enzymi pti vzniku rezistence hmyzu k insekticidim (Mohan a Gujar, 2003;
Beak a kol., 2005; Ma a kol., 2010). Nejcastéji je tato rezistence spojovana s enzymy
cytochromem P450 monooxygendzou (P450) a glutathion S-transferazou (GST) (Mohan a
Gujar, 2003). Nicméné jen malo praci studovalo vztahy mezi enzymy degradujicimi

insekticidni latky a stfevnimi symbiotickymi bakteriemi. Pfitom vSak nékteré prace poukazuji
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na rozdilnost sttevni mikroflory populaci hmyzu rezistentnich a citlivych vici insekticidiim.
Indiragandhi a kol. (2007) srovnavali sttevni mikrofloru rezistentnich a citlivych populaci
zéptednicka polniho (Plutella xylostella L.) k prothiofosu a zjistili, Ze se vyrazné 1i8i slozenim
1 pocCetnosti. U rezistentni populace byla prokdzana podstatné bohat$i stfevni mikroflora.
Ke stejnym zavérim ve svych pracich dospéli také Mohan a Gujar (2003) a Baek a kol.
(2005). K lepSimu pochopeni vztahli mezi symbiotickymi bakteriemi a jejich hostitelem je

nezbytna jejich presna identifikace.

2.7.3. METODY IDENTIFIKACE MIKROORGANIZMU
Existuje cela fada metod, kterymi je moZno stanovit sloZzeni mikrobialnich spolecCenstev.

Vyuzivaji se metody mikroskopické, biochemické, imunochemické, analytické a molekuldrné
biologické. V zakladnim ¢i aplikovaném vyzkumu se pfi uréovani mikroorganizmi

vyrazné prosazuji predevsim molekularné biologické postupy.

2.7.3.1. Biochemické metody
Tradi¢ni biochemickou metodou stanovovani mikroorganizmti je kultivace na plotnach za

urcitych selekénich podminek (teplota, svétlo, pH, aj.) nebo na selek¢nich médiich. Tato
metoda je jednoducha, rychla a poskytuje zakladni informace o zastoupeni jednotlivych
mikroorganizmi v daném prostiedi. Jiné biochemické metody sleduji schopnost a rychlost
utilizace daného substratu (Garland a Mills, 1991) nebo jsou zalozeny na analyze metylestert
mastnych kyselin, pfi které neni potieba bakterie pfedem kultivovat (Ibekwe a Kennedy,

1998).

2.7.3.2. Imunochemické metody
Imunochemické metody jsou zaloZeny na interakci antigenti s protilatkami. Antigeny jsou

makromolekuly ptirozeného nebo umélého plivodu, které navozuji specifickou imunitni
odpoved’ a reaguji sprodukty této odpovédi. Protilatky jsou heterogenni skupinou
glykoproteini ZivociSného plvodu, které se oznacuji imunoglobuliny (Ig). Molekula Ig
obsahuje nejméné dva identické lehké a dva identické t&zké polypeptidové fetézce vzajemne
spojené disulfidovymi vazbami. Existuji dva druhy lehkych fetézch (k nebo v), podle kterych
se rozliSuji rizné typy Ig molekul. C-koncové cCasti tézkych fetézcti tvoti konstantni oblast,
zatimco N-konce jsou variabilni a obsahuji vazebné misto (paratop) pro antigen (Hood a kol.,

1985; Marchalonis a kol, 1993).
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Reakce antigenu s protilaitkou je wviditelna bud’ makroskopicky (aglutinace) nebo je
detekovana dal§imi reakcemi, ptiCemz dnes nejcastéji vyuzivanymi jsou imunofluorescence ¢i
barevna enzymatickd reakce ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Carlsson a kol.,
1976; Harith a kol., 1988; Bjorkman a Uggla, 1999). Vyhodou imunochemickych metod je

mala ¢asova naroc¢nost a jejich vysoka senzitivita 1 specifita (Candlish, 1991).

2.7.3.3. Analytické metody
Z analytickych metod se v moderni diagnostice bakterii zacala vyuzivat metoda hmotnostni

spektrometrie MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight),
kterd je zalozena na principu rozdilné mobility castic sriznou molekuldrni hmotnosti
v elektromagnetickém poli (Lay 2001; Ruelle a kol., 2004). Tato metoda se pouziva
ke klasifikaci mikroorganizmi na zadklad¢ slozeni ribozomalnich proteini, nebot’ bylo
prokéazano, ze bakterie stejn¢ho druhu maji shodné slozeni ribozomalnich proteint (Sutton a
Cundell, 2004). Vysledna spektra jsou porovnana s daty v proteinovych databazich dosud
identifikovanych mikroorganizmi. Na rozdil od klasickych mikrobiologickych metod, které
mohou trvat aZ né€kolik dni, je tato metoda velmi rychla a vysoce citliva. Dalsi jeji pfednosti
je, ze je mozné ji provadét, aniz by pfedem byla udélana predbézna stanoveni, jako je tomu u
fenotypické charakterizace (barveni dle Grama, test na pritomnost oxidasy) nebo genotypické
charakterizace (pfiprava primer pro PCR) (Demirev a Fenselau, 2008). V posledni dob¢ se
Jiz analyzuji touto metodou nejen bakterie, ale i houby (Welham a kol. 2000) a viry (Tan a

kol., 2000).

2.7.3.4. Molekularné biologické metody

.....

soucCasné¢ biologie. Automatizace nékterych technologickych postuptli, jako jsou syntéza
pozadovanych fragmenti DNA nebo zjiStovani proteinovych a nukleotidovych sekvenci,
umoznila aplikaci molekuldrnich metod v masovém méfitku. Jiné inovace zase ptfinesly
zjednoduseni a zlevnéni nékterych technik a to vedlo k jejich znacnému rozsifeni. Hlavnimi
vyhodami molekularnich metod jsou jednoduchost, vysoka citlivost a rychlost, nebot’ u
mnohych z nich neni potteba mikroorganizmy pfedem kultivovat. Také se diky nim podaftilo
identifikovat 1 fadu mikroorganizmti, které kultivovat nelze. Dnes se pii stanovovani
mikroorganizmi vyuziva cela fada riznych molekuldrnich metod. Nize jsou stru¢né popsany
pouze metody, které¢ byly vyuzity v této praci pti identifikaci stifevni mikrofléry ruménice

pospolné.
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2.7.3.4.1. Analyza sekvence genu pro 16S rRNA
Jedna z dnes nejcastéji vyuzivanych metod pii identifikaci bakterii je zaloZena na principu

amplifikace chromozomalniho genu koédujiciho 16S rRNA metodou polymerdzové tetézové
reakce (PCR) a jeho nésledné sekvenaci (Lane a kol., 1985; Nakatsu a kol., 2000). Gen pro
malou ribozomalni podjednotku 16S je spolecné s geny 23S a 5S soucasti prokaryotniho
rRNA operonu. Pro molekularni diagnostiku mikroorganismi byl vybran pravé tento gen
z n€kolika ditvodi: (i) je ptitomen ve vSech mikroorganizmech a mé u nich stejnou funkci, (ii)
jeho sekvence je dostatecné konzervativni a pfitom obsahuje i variabilni a hypervariabilni
useky, (ii1)) ma primétenou velikost (cca 1500 bazi), coZ umoziuje snadné sekvenovani a
zarovenl je tento usek dostate¢né¢ dlouhy na to, aby obsahoval nezbytnou informaci pro
presnou identifikaci a fylogenetickou analyzu (Spratt, 2004). V soucasné¢ dobé je analyza
genu pro 16S rRNA velmi Casto vyuzivana také proto, ze je k dispozici databaze obsahujici
velké mnozZstvi sekvenci, napt. RDP (Ribosomal Database Project) (Maidak a kol., 2000;
Wang a kol., 2007).

PROMOTOR tRNA TERMINATOR

16S 23S 58
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Obr. 2.10: Schématické znazornéni struktury prokaryotniho rRNA operonu. 16S gen obsahuje
evoluné wvariabilni tuseky, které jsou na obrazku oznafeny Sedymi obdélniky V1-V9

(Thies, 2007)

Podstatou PCR je enzymatické zmnoZeni specifického tseku DNA. K vybranym tsekiim
komplementarnich vldken denaturované DNA vzorku pfihybridizuji kratké syntetické
oligonukleotidy (primery), od nichz probihd syntéza nové DNA zprostfedkovana dependentni
DNA polymerazou (Mullis a Faloona, 1987). Pro reakci se vyuZzivaji termostabilni
polymerdzy odolavajici teplotdam, pii nichz DNA denaturuje (Saiki a kol., 1988).
To umoziuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cykld, pii kterych se v
zéavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stfidaji tfi kroky: denaturace dvoutetézcovych
molekul DNA, pfipojeni primert k oddélenym DNA-fetézcim (anelace) a polymerizaéni

reakce (prolongace) (Sambrook a Russel, 2001; Barlett a Stirling, 2003). V soucasnosti
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je provadéni PCR pln¢ automatické v zatizeni nazyvaném termocykler, ktery dokola opakuje
stejny teplotni program (94 °C, 40 — 60 °C, 72 °C) (Schwigele, 1999). V pribéhu 20 az 30
cyklti dochazi ke zdvojnasobeni a nasledné¢ pak exponencidlnimu narGstu poctu tsekd na
DNA ohrani¢enych misty, k nimz se pfipojily primery. Vyslednym produktem reakce jsou
fragmenty DNA definované délky (obvykle desitky az tisice nukleotidil), jejichz ptitomnost v
reakéni smési se prokazuje elektroforézou v polyakrylamidovém (PAA) nebo agardézovém
gelu (Barlett a Stirling, 2003).

Poslednim krokem analyzy genu pro 16S rRNA je jeho sekvenace. Metody urcené ke
stanoveni sekvence DNA byly objeveny na konci sedmdesatych let minulého stoleti
(Handelsman, 2004). Existuji dva odlisné principy sekvenaCnich metod, pficemz metoda
enzymova (Sanger a kol., 1977) v soucasné dob¢ zcela zastinila druhou, chemickou metodu
(Maxam a Gilbert, 1977). Béhem poslednich deseti let bylo vyvinuto mnoho modifikaci
puvodni Sangerovy metody, které umoznily stanovit sekvence DNA rychleji a jednodussim
zpusobem (Hall, 2007). Tento vyvoj umoznil sledovat zastoupeni mikroorganizmii také ve

vzorcich, kde je ptitomno velké mnoZstvi bakteridlnich druhti (Handelsman, 2004).

2.7.3.4.2. Restrikcni polymorfismus délky terminadlnich fragmentii (T-RFLP)
Restrikéni polymorfismus délky terminalnich fragmentii (T-RFLP) je metoda zaloZend na

amplifikaci cilového tseku DNA pomoci PCR s primery znacenymi fluorem na 5° konci,
restrikénim Stépeni a nasledné separaci vzniklych rizné velkych fragmentli automatickym
sekvenacnim systémem s vysokym stupném rozliSeni (Pandey a kol., 2007). Metodu T-RFLP
tak jak je dnes nejCastéji provadéna popsal Liu a kol. vroce 1997 a v souCasné dob¢ je
uspeésné vyuzivana piirozborech mikrobidlnich spolecenstev ve vode¢ 1 v pud¢, pii urCovani
diverzity mikroorganizmii v rostlinnych pletivech nebo rhizosféfe rostlin a také pii
identifikaci symbiotickych bakterii traviciho traktu hmyzu a savct (Thies, 2007).

Diilezitym pozadavkem pro T-RFLP analyzu je znalost sekvence cilového genu, aby mohly
byt navrzeny degenerované nebo univerzalni PCR primery (Marsh, 1999). NejCastéji
pouzivany Usek DNA pii rozboru mikrobialnich spolecenstev je stejné jako u predchozi
metody sekvence genu 16S rRNA, protoze je k dispozici databaze obsahujici velké mnoZzstvi
sekvenci. Primery vybrané pro T-RFLP jsou schopny amplifikovat témét cely gen, proto by
po amplifikaci v DNA méla byt obsazena vSechna $tépna mista (Marsh a Nakatsu, 2007).
Amplifikace usektli z celé bakteridlni komunity je podstatné narocnéjsi nez v piipadé, kdy je

jako templat pouzita DNA izolovana z Cistych kultur. Proto se do reakce piidava hovézi
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sérovy albumin (BSA), ktery zabraniuje vedlejSim interakcim. Pti amplifikaci vysoce
konzervativnich usekit DNA jsou vysledné PCR produkty podobné délky. K jejich rozdéleni
je potieba je rozstépit pomoci restrik¢nich endonukledz (RE). Jesté pred restrikénim Stépenim
se vSak provadi purifikace PCR produktu, nebot’ je diilezité ze vzorku odstranit zbyvajici Tag-
polymerazu a ionty (Thies, 2007).

RE neboli restriktazy jsou enzymy, které Stépi specifické sekvence DNA. Jsou produkovany
mnoha druhy bakterii a jejich pfirozenou funkei je odbourdvani cizorodé DNA, ktera se do
bakteridlnich bun€k dostava napt. pii infekci bakteriofagem. Kazd4 RE rozpoznava jen
urcitou, pro ni specifickou sekvenci (Rosypal a kol., 2002). Pti analyze 16S rDNA je
dostupnad databaze s velkym poctem sekvenci a neni tedy problém najit vhodny enzym.
Nejcastéji jsou pouzivany endonukledzy rozpoznavajici 4 baze, protoze je u nich vyssi
pravdépodobnost vyskytu cilovych mist. Po enzymatickém S$tépeni l1ze z vyslednych grafa
nakonec zjistit, jak velké useky a v jakém mnozstvi vznikaji. Velikost termindlnich fragmentt

a Stépna mista jsou specifickd pro jednotlivé druhy bakterii (Thies, 2007).
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Obr. 2.11: Pribéh T-RFLP metody (Fernandez-Guerra, 2009)
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3. CiL PRACE

Cilem prace bylo ovétit biologickou u¢innost noveé syntetizovanych juvenogenti na rumeénici
pospolné (Pyrrhocoris apterus L.). Na zakladé vysledka téchto testli bude vybrano nckolik
perspektivnich latek, u kterych bude ptedpoklad jejich praktického vyuziti. Zaroven byl
sledovan vliv testovanych latek na stfevni symbiotickou mikrofloru P. apterus, o které je
zatim jen obecné zndmo, ze hraje vyznamnou roli pfi degradaci insekticidi a vzniku

metabolické rezistence hmyzu vii¢i nim.

V pribehu prace byly postupné feseny tyto dilci tkoly:

e Zalozeni laboratorniho chovu ruménice pospolné, zvladnuti metod aplikace JHA,
ovefeni spravnosti provadéni a vyhodnocovani pokusti testovanim nékolika latek se
znamou aktivitou.

e Urceni biologické t¢innosti novych typli juvenogenti a porovnani jejich aktivity s
aktivitou komercnich juvenoidu jiz vyuzivanych v praxi.

e Identifikace kultivovatelnych sttevnich bakterii ruménice pospolné metodou
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a analyzou sekvence genu pro 16S rRNA.

e Sledovani vlivu vybranych latek na mnoZzstvi a diverzitu symbiotické stfevni

mikroflory ruménice pospolné pomoci metody T-RFLP.
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4. METODIKA PRACE

4.1. Testy biologické aktivity JHA

4.1.1. LABORATORNI CHOV
Populace ruménice pospolné byla ziskana z biologické laboratoie Ustavu organické chemie a

biochemie AV CR v Praze v roce 2008. Zde byl chov zalozen roku 2004 z nékolika populaci
puvodem ze tii lokalit: Praha, Holoubkov a Hrobce. V zimé roku 2010 byl vSak tento chov
napaden infekci nezndmého plvodu a proto byl na jafe téhoz roku zalozen novy chov,
ptivodem z Entomologického ustavu BC AV CR v Ceskych Budéjovicich.

Laboratorni chov byl udrzovan v klimatizovaném boxu a jako potrava mu byla podavéana
semena lipy malolisté (Tilia cordata Miller.) a voda. Konstantni podminky pro chov
a experimenty byly: teplota 27 + 2 °C, 50 £+ 5% relativni vlhkost a fotoperioda 18 h svétlo: 6 h

tma.

4.1.2. TESTOVANE LATKY
Izolace fytosterolii z rostlinnych extraktii pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

(HPLC) a nasledna piiprava juvenogenti byla realizovana na pracovisti Ustavu experimentalni
botaniky AV CR v Praze Kréi. Podrobny popis jejich syntézy byl publikovan v pracech
Svobodova a kol. (2010; latky oznacené¢ HS) a Jurcek a kol. (2009; latky oznacené JO).
Strukturni vzorce testovanych latek jsou ptilozeny v ptilohach (ptiloha 2, 3).

Pro srovnavaci testy byly pouzity juvenoidy W-328, W-330 a W-331, ptipravené v Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR v Praze (strukturni vzorce uvedeny v kapitole 5.1.1.)
a komeréné vyuzivané juvenoidy methopren (Methoprene Pestanal®, Riedel de-Haén),
fenoxycarb (Fenoxycarb Pestanal”, Riedel de-Haén) a pyriproxyfen (Chemispol Ltd, Kolin,
CR).

4.1.3. APLIKACNI METODY
Schopnost JHA pronikat pfes integument hmyzu a jejich rozpustnost v organickych

rozpoustédlech umoznuje vyuzivat pii testovani jejich aktivity hned nékolik aplika¢nich
metod. Metodika biologickych testli byla provedena podle Slamy a kol. (1974) a kazdy JHA
byl aplikovan topikaln¢ a peroralné. Jednotlivé koncentrace byly testovany vzdy na 10
jedincich ve tfech opakovanich. Vyvoj a mortalita oSetfenych jedinci byly v pribéhu

experimentll denné kontrolovany.
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4.1.3.1. Topikalni aplikace
Pti topikalni aplikaci byla testovana latka nejdiive zfedéna acetonem ve tiech koncentracich

(0.05, 0.5, 2 5 ug ul™). 1 pl této smési byl poté aplikovan na &erstvé svleené larvy patého
instaru P. apterus pomoci Burkhardova mikroaplikdtoru. Kontrola byla oSetiena 1 pL

acetonu.

4.1.3.2. Peroralni aplikace
Perorélni aplikace byla provadéna picim testem, pii1 kterém je kazda testovana latka zfedéna

zédsobnim roztokem v koncentracich 0.025, 0.25, 2.5 a 25 pg pl' a podavana v malych
vialkach ucpanych buni¢inou jedinciim posledniho larvalniho instaru. Zasobni roztok byl
piipraven smichanim 5 pl Tweenu-80 (Sigma-Aldrich) se 100 pl acetonu a naslednym
ziedénim destilovanou vodou na 50 ml.

Tato metoda je zalozena na skuteCnosti, ze spotfeba vody v poslednim larvalnim instaru
P. apterus je ptiblizné 55 pl na jedince béhem prvnich tfi dnti nasledujicich po ekdysi
(Jedlicka a kol., 2007), coz umoziuje témet piesny vypocet davky testované latky.

V kontrolnich variantach byl pouzivan zasobni roztok.

4.1.4. VYHODNOCOVANI BIOLOGICKE AKTIVITY
Vyhodnoceni aktivity jednotlivych juvenogenii bylo provedeno na zdklad€ kvantifikace

juvenilizacnich G¢ink popsané Jedlickou a kol. (2007). Ty jsou posuzovany podle stupné
inhibice metamorfozy ur¢ené¢ morfologickymi zménami po posledni ekdysi. Hodnotici systém
zahrnuje vytvofeni dokonalych dospélcti (0% inhibice), mirné¢ ovlivnénych dospélct, u
kterych je sternum s misty Cervené pokozky larvalniho typu (20% inhibice), adultoidii se
zkracenymi polokrovkami a sternem 1 tergem s misty larvalni pokozky (40% inhibice),
adultoidd se zkracenymi a deformovanymi polokrovkami; sternem a tergem pokrytym
cervenou pokozkou larvalniho typu (60% inhibice), témét Uplné posledni instary larev
s vyjimkou pritomnosti barevného vzoru pokozky dospélcii na polokrovkach (80% inhibice) a
nadpocetnych superlarev (100% inhibice). Stupnice hodnoceni vlivu JHA na P. apterus
uvedena v pfiloze 1.

Vysledky biologickych testii byly zpracovany probitovou analyzou za pomoci statistick¢ho
software XLSTAT 2010 (Addinsoft, USA). Konetnd biologickd aktivita je uvedena
v hodnotach IDsy s 95% konfidencnimi limity, které byly odvozeny z Gi¢innostnich kiivek
ziskanych testovanim latek koncentrac¢ni fadou. Pro vyjadieni poméru mezi topikalni a

peroralni aktivitou byl spo¢itan T/O index.
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4.2. Mikrobiologické metody

4.2.1. IZOLACE A KULTIVACE STREVNICH MIKROORGANIZMU
Bakterie byly izolovany ze stiev dospélci P. apterus, predem dezinfikovanych

v 5% chlornanu sodném a poté promytych a narkotizovanych ve sterilni destilované vodé.
Streva byla vypreparovana za sterilnich podminek pod binokularni lupou v pitvaci misce
s fyziologickym roztokem a homogenizovana ru¢nim drti¢em Pellet pestle (Sigma—Aldrich,
USA) v mikrozkumavce v poméru 1:1 s 0,1M pyrofosfatem sodnym (pH 7; Sigma-Aldrich,
USA). Tato suspenze byla déale fedéna desitkovou fadou a 20 pl suspenze bylo rozetieno na
plotny s tuhym LB a PCA médiem. SloZeni médii je uvedeno v Pfiloze 4. Kultiva¢ni média
byla sterilovana v autoklavu PS20A (Chirana, CR) pti tlaku 0,12 MPa a teploté 121°C po
dobu 20 minut.

Plotny byly kultivovany v obracené poloze (zavéSeny agar) za aerobnich podminek pi1 30°C.
Po nartistu byly vybrany jednotlivé kolonie, které se liSily velikosti, barvou a morfologii. Ty
byly sterilni klickou naneseny na nové plotny stuhym LB mediem a kultivovany
na zavéSeném agaru pi1 28 °C. 24 hodin staré kultury byly podrobeny Gramovu barveni

a KOH testu, pro rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii.

4.2.2. IDENTIFIKACE ZiSKANYCH KULTIVOVATELNYCH MIKROORGANIZMU
Identifikace ziskanych kultivovatelnych bakterii byla provedena pomoci hmotnostni

spektrometrie MALDI-TOF a molekularni analyzou chromozomalniho genu pro 16S rRNA.
Tato ¢ast prace byla realizovana na Ustavu biochemie a mikrobiologie VSCHT v Praze ve
spolupraci s Ing. Petrem Stursou (MALDI-TOF) a Ing. Ondfejem Uhlikem, Ph.D. (analyza
sekvence genu pro 16S rRNA).

4.2.2.1. Stanoveni sloZeni ribozomalnich proteini metodou hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF

Pro stanoveni sloZeni ribozomalnich proteinii jednotlivych izolati byla pouzita 24 hodin stara
bakterialni kultura ziskana po kultivaci na tuhém LB médiu pii 28 °C. Sterilni Spickou bylo
z jednotlivych kultur odebirdno né€kolik bun€k a naneseno na MALDI podloZni desku. Takto
pfipravené vzorky byly pfevrstveny 1,2 pl matrice Matrix solution HCCA (Bruker Daltonics,
Némecko) a vlozeny do hmotnostniho spektrometru Biflex IV (Bruker Daltonics, Némecko).
Ptistroj byl kalibrovan standardem dodavanym firmou Bruker Daltonics. Méteni probihalo

v linearnim rezimu za konstantniho potencidlu 18,9 kV, tlaku niz8iho nez 9. 10° Pa a rozsahu
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2000-20000 Da. Vysledna spektra byla porovnana s daty v proteinové databazi BioTyper

(Bruker Daltonics, Némecko).

4.2.2.2. Analyza sekvence genu pro 16S rRNA

4.2.2.2.1. Izolace mikrobidalni DNA

Pro izolaci totdlni DNA byla pouZita 24 hodin stard bakteridlni kultura narostld v tekutém
LB médiu. Vzorky byly kultivovany v jednorazovych zkumavkach (15 ml) na tfepacce IKA-
Vibrax-VXR (Thermo Fisher Scientific, USA) pti 130 rpm a 28 °C. Izolace DNA z Cistych
bakteridlnich kultur byla provedena pomoci komeréni soupravy QlAamp DNA Mini Kit od
firmy Qiagen (Némecko). Uvedeny postup, chemicka ¢inidla a specidlni mikrozkumavky
s kolonkami jsou soucasti kitu. Slozeni pufrG vyrobce neuvadi. VeSkeré centrifugace
probihaly v miniodstiedivce Centrifuge 5415C (Eppendorf, Némecko) pii 4 °C.

Z kazdého vzorku bylo nejprve do sterilnich mikrozkumavek (1,5 ml) odebrano 1 000 pul
kultiva¢niho média s bakteridlnimi bunkami a ty byly odstfedény pti 7 500 rpm po dobu
5 min. Po sliti supernatantu byl ziskany sediment bun¢k resuspendovan v 180 pl ATL pufru.
Spole¢né s 20 pl proteinkinazy K byly vzorky promichdny na vortexu a inkubovany 3 h pfi
56 °C. V prubc¢hu inkubace vzorky jesté tiikrat promichany. Po kratkém odstfedéni bylo ke
vzorklim pfidano 200 ul AL pufru a vSe bylo znovu promichano a inkubovano jest¢ 10 min
pit 70 °C. Po kratkém odstftedéni a ptidani 200 pl ethanolu (96-100%) byly vzorky
promichdny a pfevedeny do mikrozkumavek se specidlni aktivovanou kolonkou (QIAamp
Mini spin column, 2 ml). Ty byly nejprve centrifugovany 1 min pii 8 000 rpm a poté dvakrat
promyty 500 pl pufru AWI a AW2. Po kazdém naneseni promyvaciho pufru na kolonku
nasledovalo odstfedéni pti 8 000 rpm po dobu 1 min a sliti vodné taze. Na zavér byla
izolovana DNA centrifugovéna ,,na sucho* 3 min. pfi 14 000 rpm a eluovana do 200 pl AE
pufru. Takto ptipravené vzorky byly ulozeny do mraziciho boxu do -20 °C. Kvalita izolované

DNA byla vzdy pied provedenim PCR provétena elektroforeticky (viz. kapitola 4.2.2.2.4.).

4.2.2.2.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)
Extrahovand DNA vzorkii byla pouzita k amplifikaci chromozomalniho genu kodujiciho

16S rRNA pomoci primert 8f (5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3") a 926r (5'- CCG
TCA ATT CCT TTR AGT TT-3") (Shyu a kol., 2007). Pouzivané primery byly dodany
firmou Generi Biotech (CR).
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PCR byla provedena v reakéni smési o objemu 23 pl a tomto slozeni:

1edestilovand vOda .........ccuvieeiiieiiiie e 19,4 ul
reakcni pufr pro DNA polymerdzu (FInnzymes) ........ccccceeeeveevneeennee. 2,5 ul
ANTPs (10 MM; Promega) ......ccveeeevveeeiiieeeiieeeiieeeieee e 0,5 ul
primery (100 pmol/ pl; Biotech) .......ccovvvviviiiiiiiiiiieeieeee, 2x0,05ul
BSA (10 mg/ ml; Promega)........ccccveveerieieerieeeriieriee e 0,25 ul

DNA polymeraza (DyNAzymeTM II DNA 2.0 U/ pl; Finnzymes)....0,25 pl

Reakéni smés byla rozdélena do PCR mikrozkumavek a k ni byly pfidany 2 pl templatové

DNA (~30 ng/ul). Pro PCR byl pouzit termocycler T Gradient (Whatman Biometra,

Némecko) a pribéh reakce je znazornén v Tab. 1.

Tab. 4.1: Prabéhu PCR programu pro amplifikaci 16S rRNA

Kroky PCR Teplota Cas Cykly
pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min Ix
denaturace 95 °C 45 s
anelace 59 °C 45 s 25x
polymerace 72°C | 1min40s
kone¢na polymerace 72 °C 10 min Ix
chlazeni 4 °C 00

Pro ptipravu vzorkli k analyze nukleotidové sekvence DNA byla dale provedena

reamplifikace PCR produkti (Thompson a kol., 2002) se stejnymi primery 8f a 926r jako

v ptedchozi reakci. Tento krok byl provadén vzdy ve tiech paralelach a byla pouzita tato

reakéni smés:

1edestilovand vOda .........ccuvieeiiieeiiieceee e 37,8 ul
reakcni pufr pro DNA polymerdzu (FINNZymes) ........cccceveeevveeecveennennne Sul
ANTPs (10 MM; PrOmMEZA) ...eeeovvieeiiieeiie et 1l
primery (100 pmol/ pl; Biotech) ......ccoovvvveeiiiiiiieeeeceeeeee 2x0,01 pl
BSA (10 mg/ ml; Promega)........ccecvevererieieieieeereeeresieseeeeeieeresee v 0,5 ul

DNA polymeraza (DyNAzymeTM II DNA 2.0 U/ pl; Finnzymes)....... 0,5 ul
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Ke 45 pl této reakéni smési bylo piidano 5 ul templatové DNA z ptedchozi reakce a zvolen

tento program:

Tab. 4.2: PCR program pti reamplifikaci PCR-produktii

Kroky PCR Teplota Cas Cykly
pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min Ix
denaturace 95 °C 45 s
anelace 59 °C 45 s 6x
polymerace 72 °C 1 min
kone¢na polymerace 72 °C 10 min Ix
chlazeni 4 °C 00

4.2.2.2.3. Purifikace PCR produktu
Purifikace amplifikovanych fragmenti DNA byla provadéna pomoci komeréni soupravy

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko) podle protokolu vyrobce. Specialni
mikrozkumavky s kolonkami a promyvaci pufry jsou soucasti kitu. Slozeni roztokti vyrobce
neuvadi.

Ve zkumavce byl smichdn pH indikdtor s PB pufrem v poméru 1:250. Tento roztok byl
rezpipetovan po 750 pl do sterilnich mikrozkumavek (1,5 ml) a k nému bylo pfidano 150 pl
produktu PCR. Pokud se tato smés zbarvila do oranZova ¢i fialova, bylo nutné pfed purifikaci
upravit pH pfidanim 10 pl 3M octanu sodného. V ptipadé Zlutého zbarveni byl roztok rovnou
nandsen na kolonky a odstfedén 1 min pti 13 000 rpm. Po odstranéni vodné faze byly kolonky
promyty PE pufrem a znovu centrifugovany 30 spifi 13 000 rpm. Déle bylo provedeno
odstfedéni ,,na sucho® pti 13 000 rpm po dobu 1 min, kolonky byly vloZeny do novych
mikrozkumavek a eluovany 5 min pfi pokojové teploté 50 ul redestilované vody. Po
zaveérecné centrifugaci 1 min pii 13 000 rpm byly vzorky ulozeny do -20 °C. Kvalita

amplifikované purifikované DNA byla provétena elektroforeticky.

4.2.2.2.4. Elektroforeticka frakcionace a vizualizace fragmentit DNA
K ovéfeni uspéSnosti izolace DNA a produkti PCR byla vyuZita souprava pro horizontalni

elektroforézu (BioRad, USA). Vzorky byly nandSeny na 1% agar6zovy gel, pfipraveny
rozvafenim agar6zy v 1 x TBE pufru (Eppendorf, Némecko). K vizualizaci DNA fragment
byl pouzit ethidium bromid (Fluka, Némecko) v mnozstvi 1 pl na 30 ml gelu. Do tuhého gelu
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byly nanaSeny vzorky DNA spolu s detekéni barvou 6x loading dye solution (Fermentas,
USA) v poméru 5:1,5. Pro porovnani velikosti ziskanych fragmentti byl nanesen molekulovy
marker 1 kb DNA ladder (Promega, USA). Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti
110 V. Piiblizn€ po 45 min byla pozorovéna piitomnost DNA fragmentii v gelu na UV
transiluminatoru pii vlnové délce 310 nm a vysledky -elektroforetické separace byly

dokumentovany pomoci fotoaparatu CCD Las 1000 (Fujifilm, Japonsko).

4.2.2.2.5. Stanoveni koncentrace DNA
Mnozstvi a kvalita amplifikované DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje

NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific, USA), kde na ¢idlo byly nanaSeny 2 pul vzorku DNA.

4.2.2.2.6. Stanoveni nukleotidove sekvence
Amplifikované a purifikované vzorky DNA byly pfevedeny na koncentraci 90-180 ng/ ul

a zaslany k sekvenaci firmé¢ Geneart AG (Némecko). Pro sekvenovani byly vyuZity stejné
primery 8f a 926r jako pro ptedchozi PCR amplifikaci. Ziskané sekvence byly upraveny
pomoci programu Chromas Lite 2.33 (Technelysium, Australie) a identifikovany porovnanim
s databazi Ribosomal Database Project (RDP) (Wang a kol., 2007), kde byl podle sekvenci

urcen rod a z od n¢j pak dohledan nejblizsi kultivovatelny zastupce.

4.2.3. SLEDOVANI VLIVU TESTOVANYCH JHA NA STREVN{ MIKROFLORU POMOCI T-RFLP

Pro sledovani vlivu testovanych latek na stfevni mikrofloru ruménice pospolné byla pouzita
metoda restrikéniho polymorfismu délky termindlnich fragmenti DNA (T-RFLP).
Ta umoznuje sledovat zmény v celkovém slozeni mikrobidlnich populaci, tedy kultivovatelné
1 nekultivovatelné bakterie. Z kazdé série juvenogenti bylo vybrdno nékolik modelovych
latek, které byly testovany peroralné podle metodiky uvedené v kapitole 4.1.3.2. Pro srovnani
byly testovany také komer¢ni juvenoidy (methopren, fenoxycarb, pyriproxyfen), 20-
hydroxyekdyson (poskytnuty Dr. Milanem Pavlikem, UEB AVCR) a insekticid ze skupiny
organofosfatti Reldan 40 EC (Dow AgroSciences, USA).

4.2.3.1. Izolace DNA

Z oSettenych jedincii byla za sterilnich podminek vypreparovana stieva (viz kapitola 4.2.1.).
Seznam testovanych latek a koncentraci je uveden v Tab. 4.3. V kontrolni varianté 1 byla
stfeva vypreparovana ze samcu, kterym byla v pribéhu pokusu podavana kontrolni emulze

(KE) obsahujici aceton. KE byla ve vSech dalSich variantach vyuzivana k rozpousténi
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testovanych latek (viz kapitola 4.1.3.2.). K experimentu byla pouzita stieva samct a kazda
varianta obsahovala vzdy stfeva Ctyf jedincii, ktera byla nejprve homogenizovéna ru¢nim
drticem Pellet pestle (Sigma—Aldrich, USA) v 180 ul PBS pufru (1,18 g Na,HPO,, 0,223 g
NaH,PO4-H,0 a 8,5 g NaCl na litr; pH 7,5) v mikrozkumavce (1,5 ml). Izolace DNA byla
provedena pomoci komercni soupravy QlAamp DNA Mini Kit od firmy Qiagen (Némecko)
za stejného postupu jako v kapitole 4.2.2.2.1. Kvalita izolované DNA byla vzdy opét

provéiena elektroforeticky a ziskané vzorky DNA byly ulozeny do mraziciho boxu do -20 °C.

Tab. 4.3: Piehled latek testovanych pfi T-RFLP

Vzorek Varianta Testovana
koncentrace

1 KE s acetonem -

2 JO15Cll 25 ug

3 JO 27 2C 25 ug

4 JO11C1IV 25 ug

5 HS 22-3 25 ug

6 HS 24 25 ug

7 Fenoxycarb 25 ug

8 Methopren 25 ug

9 Pyriproxyfen 25 ug
10 | 20-OH ekdyson 25 ug

11 Reldan 40 EC 0,125 %

4.2.3.1. Restrikéni polymorfismus délky termindlnich fragmentii DNA (T-RFLP)
Pti této metodé bylo postupovano podle protokolu Leigh a Uhlik (nepublikovéano) a celkové

se sklada ze ctyt krokii:

1. Amplifikace genu pro 16S rRNA

Extrahovand DNA vzorkii byla pouzita k amplifikaci chromozomalniho genu kodujiciho
16S rRNA pomoci primerli 8f-FAM (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3") a 926r (5'-
CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT-3") (Shyu a kol., 2007). Primer 8f-FAM obsahuje na 5'-
konci fluorescenéni znacku 6-karboxyfluorescein, proto bylo nutné pracovat v laminarnim
boxu bez svétla. Pouzivané primery byly dodany firmou Generi Biotech (CR). Jako pozitivni
kontrola byla v této metod¢ pouzita DNA C¢isté kultury Pseudomonas stutzeri JM 300,
poskytnutd Ing. Ondiejem Uhlikem, PhD z Ustavu biochemie a mikrobiologie VSCHT

v Praze.
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PCR byla provedena v reakéni smési o objemu 12 pl a tomto slozeni:

redestilovand vOda .........ccuvieeiiieiiiie e 10,2 pl
reakcni pufr pro DNA polymerdzu (FInnzymes) ........cccccveeeeveevneeennee. 1,25 wl
ANTPs (10 MM; Promega) .....ccccveeevieeiiieeeiieeeiie e 0,25 ul
primery (100 pmol/ pl; Biotech) ......cccevveviviiiiiiieeieeeeeee 2x 0,025 ul
BSA (10 mg/ ml; Promega)........ccccveeeerveieieieieiieeeiee oo seeeiee s 0,125 ul

DNA polymeraza (DyNAzymeTM II DNA 2.0 U/ pl; Finnzymes)....0,125 pl

K této reakéni smési bylo ptidano 0,5 pl templatové DNA (~30 ng/pl) a teplotni profil reakce

je uveden v tabulce 4.4.

Tab. 4.4: Prabéhu PCR programu pro T-RFLP

Kroky PCR Teplota Cas Cykly
pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min Ix
denaturace 95 °C 45 s
anelace 56 °C 45 s 30x
polymerace 72°C | 1min30s
kone¢na polymerace 72 °C 10 min Ix
chlazeni 6 °C 00

Vysledky PCR byly ovéfeny pomoci horizontalni elektroforézy (kapitola 4.2.2.2.4.) na 1 %
agar6zovém gelu a poté byla provedena reamplifikace PCR produkti se stejnymi primery 8f-

FAM a 926r jako v pfedchozi reakci.

Reamplifikace byla provedena v reakéni smési o objemu 45 pl a tomto sloZeni:

redestilovand vOda .........ccveeeiieiiiiie e 37,8 ul
reakcni pufr pro DNA polymerdzu (FInnzymes) .........cccccceeevveeeeneennen. Sul
ANTPs (10 MM; Promega) .....ccccveeerveieniieeeieieeeeeeee e eeee e e 1l
primery (100 pmol/ pl; Biotech) ......cccevveviviiiiiiieiieeeeeeee 2x0,1pul
BSA (10 mg/ ml; Promega)........ccccvevvvevieieiereieeiereieeereieseeeses s 0,5 ul

DNA polymeraza (DyNAzymeTM II DNA 2.0 U/ pl; Finnzymes)....0,5 pl
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K reakéni smési bylo pfidano 5 pl amplifikované DNA z pfedchozi reakce a byl pouzit

teplotni program uveden v tabulce 4.5.

Tab. 4.5: Priabéhu PCR programu pro reamplifikaci

Kroky PCR Teplota Cas Cykly
pocate¢ni denaturace 95 °C 5 min Ix
denaturace 95 °C 45 s
anelace 56 °C 45 s 6x
polymerace 72°C | 1min 30 s
kone¢na polymerace 72 °C 10 min Ix
chlazeni 6 °C 00

Nasledovala purifikace pomoci komeréniho kitu (viz. kapitola 4.2.2.2.3.) a byly zméteny

jednotlivé koncentrace DNA pomoci spektrofotometrie (viz kapitola 4.2.2.2.5.).

2. Enzymatické $té€peni

V dal8im kroku bylo provadéno restrikéni §tépeni pomoci endonukledzy Hhal. Pro tuto reakci

byla ptipravena smés o tomto sloZent:

10x reakéni pufr 4 (NEB) (Promega, USA) .....cccevveviiiciiecieenee, L5l
100x BSA (10 mg/ ml; Promega, USA).......cccceevivenieirenieieeenenins 0,5 ul
DN A ettt et s ebe e e naae e *35 ng
redestilovand vOda..........cocuvieeiiieeiiie e *ul
Hhal (NEB, 20 000 U/ml; Promega, USA).......cccccvvviiereiiieeiieen. 1 ul

*celkovy objem DNA a vody byl 13 ul. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany 4 h ve tmé
pti 37 °C.

3. Precipitace
Po ukonceni enzymatického Stépeni byly vSechny vzorky, pozitivni kontrola a negativni

kontrola (nenastépena JM 300) precipitovany ve smési:

acetat sodny (0,75M)...ccccevevvieeciieeiieene 1,5l
ElYKOZEN.....veiieiiiieciie e 1wl
100% ethanol..........cccceoviiiiiiiiniie, 47 ul
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Precipitace probihala pfes noc ve tmé pii pokojové teploté. Nasledujici den byla smés
odstfedéna pti 13000 x g po dobu 35 minut. Vznikly supernatant byl odstranén a ptidan 70%
vychlazeny ethanol. Tento roztok byl ponechdn 5 minut pii pokojové teploté. Poté byly
vzorky odstfedény 20 minut pii 13000 x g a po odstranéni supernatantu byly ponechdny

v laminarnim boxu az do Gplného vysuseni.

4. Fragmentacni analyza

Vysusené pelety byly odeslany k fragmentacni analyze do firmy Genomac International, s.r.o0.
(CR), vyuzivajici MegaBACE 1000 DNA Analysis System (Amersham Biosciences). Ziskané
elektroforeogramy byly upraveny v programu Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, USA)
a fylogeneticka analyza byla provedena pomoci programu PAST 2.10 (Hammer & Harper,
Norsko).
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5. VYSLEDKY

5.1. Biologicka aktivita testovanych latek

5.1.1. SROVNAVACI TESTY A UCINNOST KOMERCNICH JUVENOIDU

Po zalozeni laboratorniho chovu P. apterus byly nejprve provedeny srovnavaci testy jiz diive
testovanych juvenoid W-328, W-330 a W-331 (Obr. 5.1). Cilem téchto ptedbéznych testh

bylo ovéteni spravnosti provadéni pokusi a jejich vyhodnocovani.

(@) (@)
AT i QVGV o
(@) (@)
|_| OH

W-328 W-330

O
oVenais
OH

W-331
Obr. 5.1: Strukturni vzorce testovanych juvenoidi

Po aplikaci juvenoidi na nymfy posledniho instaru P. apterus v dob& senzitivni periody
dochazelo k inhibici metamorfozy, kterd se projevovala zachovavanim pokoZzky larvalniho
typu doprovazenym deformacemi kiidel, nohou, i vnitfnich organli. Z divodu naruSeni
diferenciace né€kterych struktur pak jedinci nebyli schopni kompletni ekdyze a dochazelo k
mortalit¢ v pribéhu svlékani nebo postupnému uhynuti testovaného hmyzu v dasledku
poruseni zivotn¢ dllezitych homeostatickych mechanizmi.

Kazda latka byla testovana dvéma odliSnymi aplikacnimi metodami ve tiech nezavislych
opakovanich. Vysledky biologickych testi byly zpracovany programem XLSTAT 2010
(Obr. 5.2) a konecna biologicka aktivita je uvedena v Tab. 5.1. Nejvyssi u€innost a to jak pfi
topikdlnim testovani tak v perordlnich testech vykazoval juvenoid W-330. Nejméné ucinnym
byl v obou typech testli juvenoid W-328. T/O index s hodnotami od 0,408 do 0,753 vyjadtuje,
ze jednotlivé latky byly podobné aktivni v obou typech testu.
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Obr. 5.2: Kiivka zavislosti aktivity juvenoidu W-328 na koncentraci v peroralnim testu. Body

predstavuji t¢innost juvenoidu v jednotlivych koncentracich. Model a konfiden¢ni

limity jsou vysledkem tfi nezdvislych opakovani biologického testu.

Tab. 5.1: Uinnosti juvenoidi pii srovnavacich testech v hodnotach IDs, (g na jedince)

Topikalni test Peroralni test T/IO
Latka ID50 (95% CI)* Slope (£ SE)° ID50 (95% CI) Slope (£ SE)® | index
W328 | 0,163 (0,067 - 0,395) 1,182 (0,256) |0,4 (0,186 - 0,870) 0,744 (0,102)  |0,408
W330 | 0,002 (0,001 - 0,006) 0,893 (0,211) |0,003 (0,001 - 0,006) 0,89 (0,193) 0,667
W331 | 0,143 (0,062 - 0,326) 1,335 (0,290) |0,19 (0,099 - 0,392) 0,972 (0,140)  |0,753

*95% intervaly spolehlivosti
® smérnice primky se smérodatnou odchylkou

Ziskané hodnoty byly porovnavany s biologickou aktivitou téchto latek uvadénou jiz diive

jinymi autory (Tab. 5.2). Témito pfedbéznymi testy byly ziskdny hodnoty biologickych aktivit

fadové srovnatelné¢ s diive publikovanymi vysledky, ¢imZz byl potvrzen spravny postup

aplikace testovanych latek 1 vyhodnocovani vysledkii.

Tab. 5.2: Porovnani aktivity karbamatovych juvenoidl testovanych riznymi autory
na ruménici pospolné (Pyrrhocoris apterus) v hodnotach IDsg (ng na jedince)

Rejzek (1993) Jedli¢ka (2007)
Latka Topikalni test Topikalni test Peroralni test
W 328 0,1 0,7 2
W 330 0,0001 0,0043 0,005
W 331 1 0,46 0,14
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Déle byly testovany komer¢ni juveniody methopren, fenoxycarb a pyriproxyfen (strukturni
vzorce uvedeny v kapitole 2.4.1.2.). Nejméné uc¢innym komercnim juvenoidem v obou testech
byl pyriproxyfen. Nejlepsi topikdlni uCinnost vykazoval methopren, naopak peroralné
nejucingjsi byl fenoxycarb (Tab. 5.3). Nizké hodnoty jejich T/O indexu poukazuji na jejich

vys$$i topikalni u¢innost.

Tab. 5.3: Uginnosti komerénich juvenoida v hodnotach IDs, (g na jedince)

Topikalni test Peroralni test T/IO

Latka ID50 (95% CI)* Slope (£ SE)° ID50 (95% CI)* Slope (+ SE)® | index
Methopren | 0,056 (0,026 - 0,126) 1,511 (0,334) |0,571 (0,379 -0,894) 2,472 (0,423) |0,098
Fenoxycarb |0,140 (0,072 - 0,274) 2,185 (0,538) |0,282 (0,169 - 0,457) 1,721 (0,284) |0,496
Pyriproxyfen | 1,185 (0,689 - 2,365) 3,07 (0,784) 18,2 (17,604 - 21,505) 0,812 (0,175) | 0,065
*95% intervaly spolehlivosti
® smérnice primky se smérodatnou odchylkou
5.1.2. UCINNOST ESTEROVYCH JUVENOGENU ODVOZENYCH OD KARBAMATU
Nasledné byly testovany esterové juvenogeny odvozené od latek W-330 a W-331. Jejich

strukturni vzorce jsou uvedeny v Priloze 2. Vysledné hodnoty biologickych aktivit téchto

juvenogent po peroralni a topikalni aplikaci jsou uvedeny v Tab. 5.4.

Tab. 5.4: Utinnost série esterovych juvenogenti odvozenych od karbamétu v hodnotich

IDso (png na jedince)
Topikalni test Peroralni test T/O

Latka ID50 (95% CI)* Slope (£ SE)° ID50 (95% CI)* Slope (+ SE)° | index
HS18 |>5 SNE > 25 SNE
HS 24 |0,015(0,06-0,036) 1,215 (0,262) |2,781 (1,466 - 5,702) 1,921 (0,337) |0,005
HS 2A-1 1,158 (0,492 - 3,141) 1,312 (0,343) |2,827 (1,744 - 4,488) 1,021 (0,163) | 0,41
HS 22-3 | 0,039 (0,029 - 0,051) 3,072 (0,774) | 0,124 (0,075 - 0,203) 1,677 (0,267) |0,315
HS 83 |>5 SNE > 25 SNE
HS 14-2 | 0,064 (0,023 - 0,139) 1,275 (0,277) |0,438 (0,2311-0,817) 1,083 (0,160) |0,146

*95% intervaly spolehlivosti
® smérnice primky se smérodatnou odchylkou

Po topikalni a peroralni aplikaci byly opét pozorovany typické projevy spojené s inhibici
metamorfozy popsané vyse. NejuCinngjSimi latkami z této série juvenogenti byly HS 22-3
v peroralnich testech a HS 24 pf1 topikalni aplikaci. Juvenogeny HS 18 a HS 8-3 neprokazaly
zadnou biologickou uc¢innost v obou typech testli ani v nejvyssich koncentracich. VSechny
karbamatové juvenogeny vykazovaly vyss$i topikalni G€innost, coz vyjadiuji nizké hodnoty

T/O indexu.
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5.1.3. UCINNOST ESTEROVYCH JUVENOGENU ODVOZENYCH OD ALKOHOLU
Déle byla testovana série juvenogenti odvozenych od alkoholu a kyseliny hexadekanoveé, 3-

methylbut-2-enové kyseliny a otestovan byl také dimer alkoholového juvenoidu s oxalovou

kyselinou. Strukturni vzorce téchto latek jsou uvedeny v Priloze 3.

Ziskané hodnoty tuc¢innosti jsou uvedeny v Tab. 5.5. Zlatek odvozenych od kyseliny

hexadekanové byl v obou typech testii celkové nejacinnéj$Sim juvenogenem JO 11 C1 IV.

Z juvenogenu odvozenych od 3-methylbut-2-enové kyseliny byl topikdlné i peroralné nejvice

uc¢inny JO 15 CII a ze skupiny esterovych juvenogenu ptipravenych z dimeru alkoholového

juvenoidu s oxalovou kyselinou prokdzal né&jlepSi biologickou aktivitu pi1 topikdlnim

testovani juvenogen JO 25 11 ET a juvenogen JO 27 EC v peroralnim testu.

Tab. 5.5: Uéinnost série esterovych juvenogent odvozenych od alkoholu v hodnotach

IDso (png na jedince)
Topikalni test Peroralni test T/IO

Latka ID50 (95% CI)* Slope (£ SE)° ID50 (95% CI)* Slope (+ SE)® | index
JO11THl |0,075(0,033-0,159) 1,501 (0,326) |3,518 (1,826 -7,490) 0,991 (0,163) |0,021
JO 11 C11V 0,007 (0,003-0,16) 1,486 (0,332) |0,140 (0,078 -0,250) 1,203 (0,169) |0,05
JO14TI |>5 SNE > 25 SNE
JO14Cll |0,599 (0,286 - 1,305) 1,658 (0,382) | 19,720 (18,469 -21,810) 1,037 (0,232) |0,03
JO17 T+l |>5 SNE > 25 SNE
JO17CIl |4,414(1,669-6,796) 1,115 (0,381) |12,443 (11,159 -17,801) 1,007 (0,226) | 0,355
JO15TI 1,516 (0,655 - 4,488) 1,325 (0,358) |[19,79 (18,239 - 23,102) 1,909 (0,441) |0,077
JO15CIl  |0,075(0,038-0,148) 2,267 (0,618) |0,127 (0,077 -0,214) 1,552 (0,243) |0,591
JO27EC |>5 SNE 0,082 (0,031-0,192) 1,165 (0,245)
JO 2511 ET |0,496 (0,234 - 1,009) 1,828 (0,440) |2,184 (1,323-3,534) 1,754 (0,287) |0,227
Jo27zc |>5 SNE 2,923 (1,789 - 4,847) 1,705 (0,280)
JO27ZT |>5 SNE > 25 SNE

*95% intervaly spolehlivosti
® smérnice primky se smérodatnou odchylkou

5.1.4. POROVNANI AKTIVITY TESTOVANYCH LATEK A KOMERCNICH JUVENOIDU

Pro ptehlednost je v grafu na Obr. 5.3 porovnana aktivita juvenoidi pouzivanych v praxi

(methopren, fenoxycarb, pyriproxyfen) s nejacinnéj$imi testovanymi latkami.

Z grafu

vyplyva, ze fada testovanych latek prokdzala biologickou aktivitu srovnatelnou s komercné

vyrabénymi juvenoidy, nékteré z nich vykazovaly dokonce aktivitu vyssi.
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Obr. 5.3: Porovnani aktivit komer¢nich juvenoidl a nejac¢inéjSich testovanych JHA

5.1.4. VARIABILITA TESTU
Biologické testy byly provaddény u jednotlivych koncetraci vzdy ve trech nezavislych

opakovanich, ze kterych pak byly pomoci probitové analyzy stanoveny stfedni inhibicni
davky (IDsg) s 95 % konfiden¢nimi intervaly (XLSTAT, 2010). Variabilita mezi jednotlivymi
variantami byla vyhodnocena porovnanim jejich 95% konfiden¢nich intervali. Rozdily
ziskanych vysledkii byly povazovéany za statisticky vyznamné v ptipade, Ze se jejich 95%

konfiden¢ni intervaly nepiekryvaly (Tabashnik a kol., 1987).

JO11TIN

Efficacy
o
(4]
™

Log c (pg/ pl)

= 1 Model Low er bound (95%)
Upper bound (95%) 2 Model
Low er bound (95%) Upper bound (95%) o 3
Model Low er bound (95%) Upper bound (95%)

Obr. 5.4: Porovnani vysledkii tfi nezavislych opakovéani peroralnich testli juvenogenu
JO11 THI. Body 1, 2 a 3 piedstavuji uinnost juvenogenu v testovanych

koncentracich pti jednotlivych opakovanich.
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Z grafu na Obr. 5.4 vyplyva, Ze rozdily mezi jednotlivymi variantami opakovani nejsou
statisticky vyznamné, nebot’ se jejich konfidenéni intervaly piekryvaji. U zadné z testovanych
latek nebyl mezi vysledky jednotlivych opakovani zjiStén statistcky vyznamny rozdil.

Déle byla porovnana variabilita biologické uc¢innosti latek mezi dvéma populacemi ruménice
pospolné (Obr. 5.5). Prvni testovana populace (Population 1) byla ziskana z biologické
laboratofe Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze, druha (Population 2) z
Entomologického tistavu BC AV CR v Ceskych Budé&jovicich.

Na téchto dvou populacich byly testovany celkem ti1 latky: juvenogeny JO 11 T III,
JO 11 C1 1V a komer¢ni juvenoid methopren (Tab. 5.6). Ackoliv byla variabilita vysledki
mezi populacemi vy$$i nez variabilita mezi jednotlivymi opakovanimi, u zddné z testovanych
latek nebyl mezi dvéma testovanymi populacemi prokazan statisticky vyznamny rozdil,

protoze se jejich konfidenéni intervaly opét piekryvaly.

JOMMTIN

09 +
0,8 +
0,7 +
0,6 +
0,5 +
04 +
0,3 +
0,2 +
0,1 +

Efficacy

Log ¢ (ug/ pl)
= Population 1 Model Low er bound (95%)
Upper bound (95%) o Population 2 Model
Low er bound (95%) Upper bound (95%)

Obr. 5.5: Porovnani vysledki topikdlni G€innosti juvenogenu JO 11 T III testovaného na dvou

populacich ruménice pospolné

Tab. 5.6: Porovnani variability aktivity latek mezi dvéma populacemi ruménice pospolné

v hodnotéch IDs (pg na jedince)

Topikalni test 1D50 (95% CI)* Peroralni test 1D50 (95% CI)*
Latka Population 1 Population 2 Population 1 Population 2
Methopren 0,066 (0,031 - 0,137) 0,045 (0,020 - 0,096) | 0,89 (0,60 - 1,41) 0,24 (0,14 - 0,38)
JO11 T 0,092 (0,041 - 0,176) 0,058 (0,271 -0,119) | 5,806 (2,874 - 9,71) 1,23 (0,692 - 2,49)
JO 11 C11V [0,009 (0,004 - 0,019) 0,005 (0,002 - 0,011) | 0,24 (0,126 - 0,45) 0,04 (0,029 - 0,074)

*95% intervaly spolehlivosti
Pozn.: V tabulkach ucinnosti téchto latek (kapitoly 5.1.1 a 5.1.3) je uveden aritmeticky primér hodnot ziskanych

testovanim na obou populacich.

50



Vysledky

5.2. Identifikace bakterii

5.2.1. ANALYZA RIBOZOMALNICH PROTEINU POMOCI HMOTNOSTN{ SPEKTROMETRIE MALDI TOF
Po izolaci bakterii ze stfev ruménice pospolné bylo ziskédno celkem 28 Cistych izolath z chovu

z biologické laboratote Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze (Populace 1) a
33 zchovu z Entomologického ustavu BC AV CR v Ceskych Budé&jovicich (Populace 2).
Ukazky cCistych izolath jsou zaclenény v Priloze 5. 1zolaty byly kultivovany pii 28 °C na
tuhém LB mediu a po 24 hodindch bylo provedeno Gramovo barveni a KOH test, kterymi
byly rozliSeny gramnegativni a grampozitivni bakterialni druhy.

Nasledné byla provedena analyza ribozomalnich proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF. Vystupem této metody byla hmotnostni spektra, kdy kazdy vrchol odpovidal
poméru hmotnosti a naboje proteinu. Ziskand spektra byla porovndna s daty v proteinové
databazi BioTyper (Bruker Daltonics, Némecko) a zaroven byla srovndvana mezi sebou, aby
byly vylouceny shodné izolaty (Obr. 5.6). Na zakladé¢ shodného slozeni ribozomalnich

proteind byl vybran vzdy jen jeden izolat, ktery byl dale molekularné charakterizovan.
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Obr. 5.6: Vzijemné porovnani hmotnostnich spekter izolatd cislo 25, 2la a 17,

identifikovanych jako grampozitivni bakterie Lactococcus lactis

Pomoci této metody bylo ve vzorcich Populace 1 prokdzano 12 rtznych druhii bakterii.

VétSina identifikovanych izolath patiila mezi gramnegativni bakterie ttidy y-Proteobacteria.
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Jiné rozpoznané gramnegativni bakterie patiily do ttid a-Proteobacteria, p-Proteobacteria a
Sphingobacteria. U této populace byly identifikovany také dvé grampozitivni bakterie tiidy
Bacilli a celkem 4 hmotnostni spektra nebyla podle databaze identifikovana viibec.

U Populace 2 bylo ziskano celkem 17 rozdilnych hmotnostnich spekter, z nichz se 4 podle
databaze identifikovat nepodatilo. Ziskané¢ grampozitivni bakterie pattily do tfid Bacilli a
Actinobacteria, gramnegativni bakterie pifislusely do ttid y-Proteobacteria, -Proteobacteria

a Sphingobacteria (Tab. 5.7).

Tab. 5.7: Taxonomicka ptibuznost bakterii traviciho traktu ruménice pospolné a specifita

jejich identifikace podle databaze BioTyper

Populace 1 Populace 2
Trida Nejblizsi pfiquny podle Skore Trida Nejblizsi pfiquny podle Skore
databaze Biotyper Log" databaze Biotyper Log"
neidentifikovano Actinobacteria Arthrobacter sp. 1.993
Bacilli Lactobacillus plantarum 1.809 |Bacilli Lactobacillus plantarum 2.344
Bacilli Lactobacillus lactis 2.539 |Bacilli Lactobacillus lactis 2.464
neidentifikovano Bacilli Paenibacillus sp. 1.809
Sphingobacteria  Sphingobacterium multivorum  2.115 |Sphingobacteria  Sphingobacterium multivorum — 2.147
a-Proteobacteria Ochrobactrum sp. 1.851 neidentifikovano
neidentifikovano B-Proteobacteria Achromobacter spanius 1.947
B-Proteobacteria Delftia acidovorans 2.347 |B-Proteobacteria Delftia acidovorans 2.156
y-Proteobacteria  Stenotrophomonas maltophilia ~ 2.450 |y-Proteobacteria  Stenotrophomonas maltophilia  2.286
y-Proteobacteria Pseudomonas sp. 1.853 |y-Proteobacteria Pseudomonas veronii 2.287
y-Proteobacteria Klebsiella pneumoniae 2.591 neidentifikovano
neidentifikovano neidentifikovano
y-Proteobacteria Yokenella regensburgei 2.218
v-Proteobacteria Hafnia alvei 2.184
y-Proteobacteria Stenotrophomonas sp. 1.939
neidentifikovano
y-Proteobacteria Enterobacter sp. 1.835

Skore Log™: hodnoty > 2.0 jsou nezbytné pro identifikaci na Grovni druhu (lat. species); hodnoty > 1.7 jsou nezbytné pro
identifikaci na aurovni rodu (lat. genus); hodnoty mensi nez 1.7 nebyly podle databaze identifikovany

5.2.1. IDENTIFIKACE NA ZAKLADE SEKVENCE GENU PRO 16S rRNA

Z cistych bakteridlnich kultur kultivovanych 24 hodin v tekutém LB médiu byla pomoci
komeréniho kitu izolovana celkova DNA. Uspé&snost izolace celkové DNA byla ovéiena
elektroforézou v jednoprocentnim agarézovém gelu (Obr. 5.7). Elektroforéza probihala pii
napéti 110 V a na gel bylo nanaSeno 5 pul DNA spolu s 1,5 ul detekéniho barviva 6x loading
dye solution (Fermentas, USA).
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7 13 16 18

S et fed

Obr. 5.7: Kontrola uspésnosti izolace celkové DNA vzorka 4, 7, 13, 16 a 18
v agar6zovém gelu; M- marker1 kb DNA ladder (Promega, USA)

U vzorku €. 26 se z divodu Spatného rustu v tekutém LB médiu izolace DNA nedafila. Proto
u n¢j byla provedena ptima amplifikace poZzadovaného tseku, bez pfedchozi izolace DNA.
Sterilni Spickou bylo odebrano nékolik bunck z €istych kolonii kultivovanych na pevném LB
médiu, smichéno s reakéni smési a amplifikovano. Uspé&snost amplifikace byla opét ovéfena

agardzovou elektroforézou pii napéti 110 V (Obr. 5.8).

1500 bp — 1500 bp —

1000 bp — 1000 bp —

Obr. 5.8: Pfima amplifikace genu pro 16S rRNA Obr. 5.9: Ukazky amplifikace genu pro 16S rRNA
vzorku &. 26 bez piedchozi izolace vzorkii 23, 12, 6 a 3; M- marker 1 kb
celkové DNA; M- marker] kb DNA DNA ladder (Promega)
ladder (Promega)
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Koncentrace a cCistota izolované DNA byla dale stanovena spektrofotometricky pfistrojem
NanoDrop ND 1000 (Obr. 5.10). Po optimalizaci PCR reakce bylo zjiSténo, ze nejvhodné;si
koncentrace templatové DNA pro amplifikaci je ~30 ng/pl.

Plots Report | Testtype: [Nucleic Acid | 16.3.2011 9:40 [ Exit |
Report Name | | Max Buffer Size Buffer Mode  Save Report & Clear Vi
Sample LUszer Date Time gy ful AZED A2E0 260/280 2B0/230 Constant Cursor | Cursor 340 ﬂ
(=} 10 Faos abs re
Default 16.3.2011 9:249 139,49 2,780 1,430 1.95 1.39 50,00 230 2,005 0512
Default 16.3.2011 9:30 74.34 1.487 0,744 200 B 5000 230 1.128 0.260
Default 16.3.2011 9:30 105.487 2114 1.209 1.75 1.02 50.00 230 2.087 0,783
Default 16.3.2011 9:31 7453 1.491 0,738 2,02 1.54 50,00 230 0.968 0.248
Default 16.5.2011 932 166,35 3,328 1,740 1.481 217 5000 230 1.635 0274
Drefault 16.3.2011 9:33 90,91 1.614 0,847 215 1.892 50.00 230 0.9449 0126
Default 16.3.2011 9:33 54,37 1,287 0625 2,08 1,37 50,00 230 0,940 0,178
Default 16.3.2011 9:34 a0.21 1.804 0,671 207 1.61 5000 230 1.120 0,267
Default 16.3.2011 9:35 143.64 2.873 1,395 2.06 1.74 50.00 230 1.651 0.265
Default 16.3.2011 9:36 201.50 4.030 2,041 1,97 1.65 5000 230 2,444 0,636
Default 16.3.2011 9:36 147.15 2.943 1.445 204 1.77 50.00 230 1.663 0,381
Default 16.3.2011 9:37 174.31 3.486 1,681 2,07 1.80 50,00 230 1.831 0.275
Default 16.3.2011 9:38 133.87 2677 1,303 208 1.72 5000 230 1.555 0274
Default 16.3.2011 9:36 118.67 2373 1,142 204 1.70 50.00 230 1.392 -0.367
Default 16.3.2011 9:349 154,61 3.082 1,549 2,00 1.56 50,00 230 1.983 0.453
Default 16.5.2011 9:38 112,85 22587 1,087 z.06 1.71 5000 230 1.314 0219
Drefault 16.3.2011 9:40 149.649 2,994 1.456 206 1.62 50.00 230 1.654 0417
fad
= =

Obr. 5.10: Koncentrace a Cistota celkové DNA stanovena spektormetricky pomoci ptistroje

NanoDrop ND 1000

Po zfedéni templatové DNA na ptisluSnou koncentraci byl amplifikovan tsek genu pro
16S rRNA o velikosti ~1500 bp pomoci primeri 8f (5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG-3") a926r (5'- CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT-3") (Shyu a kol., 2007). Jako
negativni kontrola byla pouzita reakéni smés, ve které byla templatovda DNA nahrazena
redestilovanou vodou. Pro ovéfeni amplifikace pozadovaného tuseku byla provedena
elektroforéza. Na agardzovy gel bylo nanaSeno 5 pul DNA a separace probihala pti napéti 110
V (Obr. 5.9).

U takto amplifikovanych usekt byla déale provedena reamplifikace PCR-produktl se stejnymi
primery. Jako negativni kontrola byla opét pouzita beztemplatova reakéni smés. Nasledné
byla provedena purifikace PCR-produkti pomoci komeréniho kitu, pi1 které dochazi
k odstranéni zbylych slozek reakéni PCR smési. Pfi elektroforetickém ovéfeni amplifikace a

purifikace PCR produktt bylo nanéseno na gel 1,5 ul DNA (Obr. 5.11).

54



Vysledky
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Obr. 5.11: Reamplifikace PCR-produktli po amplifikaci genu prol6S rRNA
M- marker1 kb DNA ladder (Promega)

N- negativni kontrola

Purifikované PCR-produkty jednotlivych izolati byly pfevedeny na koncentraci 90-180 ng/ pul
a zaslany k sekvenaci firm¢ Geneart AG (Germany). Piiklad ziskanych spekter nukleotidu je
uveden na Obr. 5.12. K tpravé vyslednych sekvenci byl pouzit software Chromas Lite 2.33

a identifikace byla provedena pomoci programu Ribosomal Database Project Classifier.
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Obr. 5.12: Ukazka vysledku sekvenace tiseku genu pro 16S rRNA
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Tab. 5.8: Piehled bakteridlnich druhi traviciho traktu ruménice pospolné (Populace 1)
identifikovanych na zaklad¢ analyzy sekvence genu 16S rRNA

Nejblizsi typovy zastupce

Taxonomicka prislu$nost [Pristupové Cislo v databazi GenBank] Podobnost (%)
Populace 1 Bacilli (Lactobacillales) Lactobacillus plantarum [AJ965482] 100
Bacilli (Lactobacillales) Lactococcus lactis [AB100803] 100
Bacilli (Bacillales) Bacillus nealsonii [EU656111] 100
Sphingobacteria (Sphingobacteriales) Sphingobacterium multivorum [AB100738] 99.9
y-Proteobacteria (Enterobacteriales)  Klebsiella pneumoniae [Y17657] 99.9
y-Proteobacteria (Pseudomonadales)  Pseudomonas japonica [AB126621] 99.7
B-Proteobacteria (Burkholderiales) Delftia acidovorans [AB021417] 99.6
y-Proteobacteria (Xanthomonadales)  Stenotrophomonas maltophilia [AB294553] 99.4
Bacilli (Bacillales) Paenibacillus kobensis [AB073363] 99.3
Actinobacteria (Actinobacteridae) Microbacterium resistens [Y 14699] 99.1
Flavobacteria (Flavobacteriales) Chryseobacterium scophthalmum [AJ271009] 99.0
a-Proteobacteria (Rhizobiales) Ochrobactrum rhizosphaerae [AM490632] 98.1

Tab. 5.9: Piehled bakteridlnich druhil traviciho traktu ruménice pospolné (Populace 2)
identifikovanych na zaklad¢ sekvence genu pro 16S rRNA

Nejblizsi typovy zastupce

Taxonomicka prislu$nost [Pristupové Cislo v databazi GenBank] Podobnost (%)
Populace 2 Bacilli (Lactobacillales) Lactobacillus plantarum [AJ965482] 100
Bacilli (Lactobacillales) Lactococcus lactis [AB100803] 100
Bacilli (Bacillales) Bacillus nealsonii [EU656111] 100
Sphingobacteria (Sphingobacteriales) Sphingobacterium multivorum [AB100738] 99.9
y-Proteobacteria (Enterobacteriales)  Klebsiella pneumoniae [Y17657] 99.9
y-Proteobacteria (Pseudomonadales)  Pseudomonas japonica [AB126621] 99.7
B-Proteobacteria (Burkholderiales) Delftia acidovorans [AB021417] 99.6
Bacilli (Bacillales) Staphylococcus kloosii [AB009940] 99.6
y-Proteobacteria (Xanthomonadales)  Stenotrophomonas maltophilia [AB294553] 99.4
Bacilli (Bacillales) Paenibacillus kobensis [AB073363] 99.3
Actinobacteria (Actinobacteridae) Microbacterium resistens [Y 14699] 99.1
Flavobacteria (Flavobacteriales) Chryseobacterium scophthalmum [AJ271009] 99.0
Flavobacteria (Flavobacteriales) Chryseobacterium jejuense [EF591303] 99.0
Actinobacteria (Actinobacteridae) Corynebacterium variabile [AJ222815] 98.8
Actinobacteria (Actinobacteridae) Corynebacterium variabile [AJ222815] 98.6
Actinobacteria (Actinobacteridae) Leucobacter chironomi [EU346911] 98.3
a-Proteobacteria (Rhizobiales) Ochrobactrum rhizosphaerae [AM490632] 98.1
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Ptehled identifikovanych kultivovatelnych stfevnich bakterii ruménice pospolné metodou
sekvenace useku 16S rRNA je uveden v Tab. 5.8 (Populace 1) a v Tab. 5.9 (Populace 2).
Vysledky byly vyhodnoceny pomoci databdze RDP, na zakladé které byl ur¢en rod a z n¢j
pak nejbliz§i kultivovatelny zastupce. Hledané sekvence vykazovaly vysokou uroven
podobnosti pohybujici se v rozmezi 98,1 - 100 %, piicemZ podobnost vyssi nez 80 % je
povazovana za spolehlivou. Celkové bylo u obou testovanych populaci uréeno 17
bakterialnich druhti, patficich do sedmi taxonomickych tiid: Bacilli, Sphingobacteria, y-
Proteobacteria, p-Proteobacteria, Flavobacteria, Actinobacteria a a-Proteobacteria. VySssi

variabilita stfevni mikroflory byla zjisténa u Populace 2.

5.2.1. VLIV TESTOVANYCH LATEK NA STREVN{ MIKROFLORU

U deseti vybranych latek byl sledovan jejich vliv na stievni mikrofloru pomoci metody T-
RFLP. Ptiednosti T-RFLP metody je, ze umoziuje sledovat zmény v celkovém slozeni
mikrobidlnich populaci, tedy kultivovatelnych 1 nekultivovatelnych bakterii.

Na obrazku 5.13 je znazornén vysledek této metody pro juvenoid methopren, kde podle
intenzity a diverzity pikl 1ze odvozovat miru toxicity testované latky vici stievni mikroflote.

Vysledné grafy fragmentacni analyzy pro vSechny testované latky jsou ptipojeny v Priloze 8.

Methopren
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Obr. 5.13 Vysledny graf fregmentacni analyzy pro methoperen

Pro porovnani dosazenych vysledkii byla provedena fylogeneticka analyza pomoci programu
PAST 2.10 (Hammer & Harper, Norsko) Neighbor-joinig metdou. Ziskany fylogeneticky

strom je porovndnim jednotlivych variant mezi sebou.
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Z fylogenetického stromu je patrné, Ze latky blizici se svymi ucinky kontrole (vzorek ¢. 1),
maji na slozeni stfevni mikroflory nejptiznivéjsi efekt. Jedna se o latky JO 15 C I,
pyriproxyfen, methopren, 20-OH ekdyson, JO 11 C1 IV a JO 27 2 C. Naproti tomu latky
blizici se svymi u¢inky vzorku ¢islo 11 (Reldan), maji na sloZeni stievni mikroflory negativni
efekt. Utinky podobné organofosfatu Reldanu vykazovaly juvenogeny odvozené od

karbamatu HS 22-3, HS 24 a juvenoid fenoxycarb.
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Obr. 5.14: Fylogeneticky strom zalozeny na analyze sekvence 16S rRNA, zndzoriujici
pusobeni testovanych latek na stfevni mikrofloru ruménice pospolné;
1-KE s acetonem; 2-JO 15 C1I; 3-JO 27 2 C; 4-JO 11 C1 1V; 5-HS 22-3
6-HS 24; 7-Fenoxycarb; 8-Methopren; 9-Pyriproxyfen; 10-20-OH ekdyson
11-Reldan 40 EC (0,125%)
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6. DISKUZE

6.1. U¢innost testovanych JHA

Prvni juvenogeny byly vyvinuty jiz v sedmdesatych letech dvacétého stoleti. Bylo pfipraveno
nékolik typl juvenogenti testovanych na mnoha druzich hmyzu (Slama a kol., 1977; Slama a
kol., 1978; Wimmer a kol., 1997; Jedlicka a kol., 2007). Jako viibec prvni byly vyvinuty
estery juvenoidu s alkoholovou skupinou a organickych kyselin (Slama a Romaruk, 1976),
vroce 1978 byly pfipraveny systemické glykosidické juvenogeny (Slama a kol.,, 1978),
onéco pozdéji byly testovany sloucCeniny vybranych juvenoidii a zluCovych kyselin
(Jurcek a kol., 2009).

Cilem pfi vyvoji juvenogenii bylo zménit do€asné fyzikalni vlastnosti juvenoidd a tim i
zpusob jejich aplikace. Vyhody juvenogenii spocivaji v jejich prologan¢nim tc¢inku, kdy je
biologicky aktivni latka uvolilovdna postupné béhem delsi ¢asové periody v nizsi koncentraci
oproti aplikaci samostatného juvenoidu. Jejich plisobeni je tedy efektivnéjSi a vice cilené,
proto piedstavuji typ formulace juvenoida pro vyuziti v praxi.

Predbéznymi testy latek W-328, W-330 a W-331 byly ziskany hodnoty biologickych aktivit
tadove srovnatelné s jiz diive publikovanymi vysledky (Rejzek, 1993; Jedlicka a kol., 2007).
Tim byla potvrzena nejen spravna metodika pifi1 provadeéni testl, ale také jejich dobra
reprodukovatelnost. Nékteré odchylky vysledkii jsou pravdépodobné zplisobeny variabilitou
testovanych populaci, laboratornimi podminkami chovu ¢i pfistupem, zvolenym pro
vyhodnoceni vysledkl. V ptipadé Rejzka (1993) byly vysledné hodnoty ziskany vynaSenim
na logaritmicky papir, Jedlicka (Jedlicka a kol., 2007) pouZzil pro vyhodnoceni vysledk
software S-PLUS" verzi 6.0 (Microsoft Windows, USA), zatimco v této praci byly vysledné
hodnoty vypocitdny pomoci programu XLSTAT 2010 (Addinsoft, USA). Nejvyssi
biologickou aktivitu vykazoval vobou typech testi juvenoid W-330, coz se shoduje
s vysledky publikovanymi diive (Rejzek, 1993; Jedlicka a kol., 2007).

Z komerc¢nich juvenoidl vykazoval nejvyssi topikdlni i¢innost methopren (IDso= 0,056 pg na
jedince), v peroralnich testech byl nejucinnéjs$i fenoxycarb (IDso= 0,282 pg na jedince).
Methopren je spolecné s hydroprenem nejstarS$im registrovanym juvenoidem, ktery je uspesné
vyuzivan v boji proti komariim, mravenciim a mouchdm (Henrick, 1982). Biologicka aktivita
nejucinngjSich izoprenoidnich juvenoidi vcetné methoprenu uvadénd Sldmou (1999) se
pohybuje v rozmezi koncentraci mezi 10° M az 10° M (vztazeno k zivé t&lesné vaze). Jsou

efektivni jiz v koncentracich 5 x 107 pfi topikalni (Slama, 1971) nebo 2,5 x 10™'° pii peroralni
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aplikaci (Slama, 1981). Tak vyjimecn¢ vysoké hodnoty biologickych aktivit byly pozorovany
pouze u peptidickych hormonti (Poduska a kol., 1973). Na rozdil od nich vSak juvenoidy
izoprenoidniho typu pisobi na Siroké spektrum hmyzich druhi. Methopren se stal uspéSnym
predevsim diky snaze orientovat se na ekologicky Setrné ptipravky, které ptisobi selektivné a
jsou snadno biodegradabilni. BohuZel nevyhodou methoprenu a jinych bioraciondlnich
juvenoidl oproti konvenénim insekticidim je jejich pomala G¢innost.
Fenoxycarb byl jednim z prvnich aromatickych juvenoida registrovanych pro vyuziti v praxi.
Tato latka vSak potlacila ideu vyvoje bezpecnych ,,pesticidi tfeti generace” na bazi juvenoidi,
nebot’ molekula fenoxycarbu je sloZzena ze dvou velmi toxickych molekul, a to karbamatu na
jedné stran¢ a pyretroidu na stran¢ druhé. Biologicka aktivita fenoxycarbu je opravdu vysoka,
davky IDsop dosahuji hodnot pohybujicich se v pikogramech na jedince, coZ jsou opét hodnoty
podobné aktivitam peptidickych hormonti. Narozdil od nich je vSak fenoxycarb U¢inny na
mnoho nepiibuznych druhi hmyzu, zahrnujici také ekonomicky vyznamné Sktdce jako
komary a motyly z ¢eledi obaleCovitych (Masner a kol., 1987). Komer¢ni ptipravky na bazi
fenoxycarbu jsou jiz mnoho let uspéSn¢ vyuzivany proti mnoha druhtim Skodlivého hmyzu
pod nazvy Insegar (proti Sktidcim v sadech), Logic (proti synantropnim mravenciim), Torus
(proti blecham a svabtim), Pictyl (proti larvam a kuklam komari) a Varikill (proti skladiStnim
Skiidetim) (Slama, 1999).
Poslednim testovanym komer¢nim juvenoidem v této praci byl pyriproxyfen. Ten ovSem ve
se shoduje s vysledky publikovanymi Jedlickou a kol. (2007), kteti také testovali tyto tii latky
na ruménici pospolné. Navzdory tomu vSak pyriproxyfen patii k dnes nejcastéji vyuzivanym
juvenoidim v praxi a je prodavan pod komer¢nimi ndzvy Knack, Amiral nebo Sumilarv.
Miyamoto a kol. (1993) uvadé&ji, ze v né€kterych ptipadech byla jeho biologicka aktivita vyssi
nez u fenoxycarbu, v nékterych nizs§i, v zavislosti na testovaném druhu hmyzu, jeho
vyvojovém stupni a zvolené aplika¢ni metodé¢.
Prvni skupina testovanych juvenogenii byla ptipravena syntézou karbamatovych juvenoida
a steroidnich sloucenin (derivati kyseliny cholové a stigmasterolu). Kyselina cholova je
typicky zivociSny steroid, stigmasterol patii mezi fytoekdysteriody a tyto latky byly pro
syntézu novych typi molekul vybrany pravé pro sviij ptirodni pivod. Navic byly pti pouziti
steroidnich sloucenin jako jednotek pro supramolekularni juvenogeny ocekavany 1 dalsi
uc¢inky na hmyz, jako napf. poruchy svlékani v procesu morfologického vyvoje hmyzu. Tento
predpoklad se vSak nepotvrdil, nebot’ Zadny z juvenogent nevykazoval vyssi biologickou
aktivitu nez jeho parentalni juvenoid.
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Nejvyssi topikdlni G¢innost vykazoval juvenogen HS 24 (IDsp=0,015 pg na jedince).
V perorélnich testech ovSem nebyl dostatecné aktivni, coz souvisi s jeho nizkou polaritou
(vypoétena rozpustnost v H,O je pouze 5,1683 x 10° mg mL™). Naproti tomu nejiginn&jsi
juvenogen v peroralnich testech byl HS 22-3, s ti¢innosti IDso= 0,124 pg na jedince.
Ze série esterovych juvenogenti odvozenych od alkoholu a kyseliny hexadekanové byl nevice
u¢innym juvenogen v obou typech testit JO 11 C1 IV. Ten vykazoval v perordlnich testech
aktivitu IDso=0,140 pg na jedince, kterd je tadoveé srovnatelnd s peroralni aktivitou
methoprenu a fenoxycarbu 1 s peroralni aktivitou nejucinn€jSich alkoholovych juvenogeni
odvozenych od karbamatu HS 22-3 a HS 14-2. V topikdlnim testu doséhl aktivity
IDso= 0,007 pg na jedince, coz je nejvyssi ucinnost ze vSech testovanych latek viibec.
Z esterovych juvenogeni odvozenych od kyseliny 3-methylbut-2-enové byl v obou typech
testh nejvice uCinny juvenogen JO 15 CII. Jeho hodnota IDsy= 0,075 pg na jedince
v topikdlnim testu je srovnatelna s aktivitou methoprenu a o fad vyS$i nez aktivita
fenoxycarbu ve stejném typu testu. Pii perordlnim testovani byla ziskdna hodnota
IDso= 0,127 pg na jedince, coz je opét perordlni aktivita fadov€ srovnatelnd s aktivitou
methoprenu, fenoxycarbu i1 perordlné¢ nejucinnéjSich karbamatovych juvenogentt HS 22-3 a
HS 14-2.
Ze skupiny esterovych juvenogeni ptipravenych zdimeru alkoholového juvenoidu
s oxalovou kyselinou byl v perordlnich testech nejacinnéjsi JO 27 EC s aktivitou
IDso= 0,082 pg na jedince, coz je o fad lepSi ucinnost nez pii peroralnim testovani
methoprenu 1 fenoxycarbu. V topikdlnim testu byl nejispéSnéj$i juvenogen JO 25 ITET
s hodnotou IDsyo= 0,496 ng na jedince, coz je srovnatelné s topikalni aktivitou methoprenu 1
fenoxycarbu. Ostatni dimery alkoholového juvenoidu s oxalovou kyselinou byly v topikéalnich
testech neti€¢inné. Dlvodem Spatné topikalni u¢innosti je velikost molekuly a jeji prostorové
uspofadani, které brani dobrému prostupu pies kutikulu. Nicméné hypotéza, ze tyto
komplexni slouCeniny jsou vzhledem ke své struktufe molekul neaktivni pfi topikdlni
aplikaci, nebyla potvrzena. Pouze u dimert alkoholového juvenoidu s kyselinou oxalovou
byla pozorovana Spatna topikalni u¢innost.
Vsechny testované latky patii do skupiny estert, k jejichz aktivaci dochdzi cinnosti
karboxylesteraz. Ty jsou obsazeny piedevS§im v hemolymfé¢ a nékterych tkadnich jako
v tukovém télese, Malpighickych trubicich, buiikach perikardu nebo ve streve.
Naproti tomu diive testované glykosidické juvenogeny, jsou aktivovany pouze cinnosti
glykosidaz ve sttevech. Z toho divodu jsou glykosidické juvenogeny pti topikdlni aplikaci ¢i
pfimé injektazi do hemolymfy naprosto neaktivni (Sldma a kol., 1978).

61



Diskuze

U vSech testovanych sérii juvenogenli byla pozorovana rozdilna ucinnost cis- a trans-
izomert, coz se shoduje s jiz dfive publikovanymi vysledky (Jedlicka a kol., 2007; Wimmer a
kol., 1997). Odlisné aktivita optickych izomerii byla pozorovéana také pii testovani JHA na
dalSich neptibuznych hmyzich druzich hmyzu (Rejzek a kol., 1994). Optickd izomerie JHA
hraje roli pfi interakci JHA s receptorovym mistem a pravdépodobné také pfi jejich razné
metabolizaci pomoci hmyzich enzyml. V mnohych pfipadech vSak 1 méné aktivni opticky
izomer vykazuje zna¢nou biologickou aktivitu. Ta vSak miZe souviset také s faktem, Ze se
vet§inou nepracuje se zcela Cistymi optickymi izomery a pfimées opaéné¢ho izomeru mize byt
odpovédna za znacnou ¢ast této biologické aktivity.

V rédmci této prace byla porovnana také variabilita biologické u¢innosti latek na dvou riznych
laboratornich chovech ruménice pospolné. Prvni chov byl ziskan z Ustavu organické chemie a
biochemie AV CR v Praze (Populace 1); druhy z Entomologického tistavu BC AV CR
v Ceskych Budé&jovicich (Populace 2). Na nich byly postupné otestovany juvenogeny
JO 11 T, JO 11 C1 IV a komer¢ni juvenoid methopren.

Mezi témito dvéma populacemi byla pozorovana vysSi variabilita vyslednych aktivit,
v porovnani s variabilitou hodnot mezi jednotlivymi opakovanimi v ramci jedné populace.
Také byla zjiSténa vysSi variabilita hodnot u peroralnich testli, kdy se u juvenogenu
JO11 C11V jeho perordlni uc¢innost vramci dvou testovanych populaci liSila dokonce
na urovni fadu. Z vysledki téchto testh je také patrné, Ze u€innost testovanych JHA byla vyssi
u Populace 1, coZ miZe mit pfimou souvislost s rozmanitosti stfevni mikroflory téchto dvou
populaci (viz dale kapitola 6.2). U zadné ztestovanych latek vSak nebyl mezi ucinnosti

na jednotlivych populacich prokazan statisticky vyznamny rozdil.

6.2. Strevni mikroflora ruménice pospolné a vliv testovanych JHA
Pro identifikaci kultivovatelnych sttevnich bakterii ruménice pospolné byla provedena

hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a analyza sekvence genu pro 16S rRNA. Ackoliv
mnozi autofi ve svych pracich zminuji, Ze hmotnostni spektra ziskand pomoci metody
MALDI-TOF MS mohou byt ovlivnéna fadou faktori a proto vysledky byvaji nejednotné
(Lay, 2000; Williams a kol., 2003), vSechny vysledky ziskané v této praci pomoci hmotnostni
spektrometrie se shodovaly s vysledky molekularni analyzy. Mellmann a kol. také publikovali
roku 2008 praci, kde pii identifikaci nefermentujicich bakterii doSli k zavéru, ze vysledky
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF se na urovni druhu shoduji s vysledky sekvenace

genu pro 16S rRNA. Pfi porovnani obou metod u Populace 1 se vysledky taktéz shodovaly

62



Diskuze

(Tab 6.1). Z toho divodu byla v této praci u Populace 2 provedena molekularni analyza pouze

u vzorkd, které se nepodatilo identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie.

Tab. 6.1: Porovnani vysledki identifikace pomoci metody MALDI-TOF MS a analyzy

sekvence genu pro 16S rRNA u Populace 1

Izolat Identifikace metodou Identifikace analyzou
MALDI-TOF/MS useku 16S rRNA
1 neidentifikovano Microbacterium sp.
2 Sphingobacterium multivorum Sphingobacterium sp.
3 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
4 Ochrobactrum sp. Ochrobactrum sp.
5 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
6 Delftia acidovorans Delftia acidovorans
7 neidentifikovano Paenibacillus sp.
8 Stenotrophomonas maltophilia Stenotrophomonas maltophilia
9 neidentifikovano Bacillus sp.
10 neidentifikovano Chryseobacterium piscium
11 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
12 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum

Nekteré izolaty se hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF nepodatilo identifikovat z divodu
neuplnosti dostupné databaze. Ptiednosti této metody na rozdil od analyzy sekvence
16S rRNA je vSak jeji Casové nendroCnost a jednoduchost provedeni. Také se diky
porovnavani ziskanych spekter mezi sebou podafilo sniZit pocet vzorkii pro naslednou
molekuldrni analyzu.

U Populace 1 tak bylo prokdzano celkem 12 riznych bakteridlnich druhi, ze kterych se
pomoci hmotnostni spektrometrie podatilo identifikovat 8; u Populace 2 bylo ziskano 17
rozdilnych hmotnostnich spekter, z nichz bylo identifikovano 13. Pfi nasledné molekularni
analyze genu pro 16S rRNA se podatilo identifikovat pomoci databaze Ribosomal Database
Project Classifier identifikovat vSechny ziskané izolaty. Vysledky této metody povazujeme za
vysoce spolehlivé, protoze podobnost s databazi dosahovala u vSech vzorki vice nez 90%.
Vyssi variabilita sttevni mikroflory byla zjiSténa u Populace 2, coZ je zajimavé piedevsim pii
porovnani aktivity testovanych latek mezi dvéma testovanymi populacemi, kdy uc¢innost
vSech testovanych JHA byla vyssi u Populace 1. Z toho plyne, Ze stftevni mikroflora se miize

skute¢né podilet na degradaci a odbouravani téchto latek.
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Mnohé z identifikovanych bakteridlnich druhti jsou typicti zastupci gastrointestindlniho traktu
hmyzu a byli jiz dfive publikovani v literatute. Druhy rodu Lactobacillus, Lactococcus a
Bacillus jsou bézné se vyskytujici symbiotické mikroorganizmy ve stiednim stfevé hmyzu
(Mrazek a kol., 2008). Také bakterie rodu Klebsiella byly jiz diive izolovany ze stfev P.
apterus (Haas a Konig, 1987) 1 sarancete Locusta migratoria, kde se pravdépodobné podili na
syntéze feromonl (Dillon a kol., 2002). Bakterie rodu Stenotrophomonas a Pseudomonas
byly také izolovany ze stfev riznych druhii hmyzu a jsou znamy pro svou schopnost
degradovat pesticidy (Indiragandhi a kol., 2007; Mrazek a kol., 2008).

V dalsim kroku byl sledovan vliv testovanych latek na sttevni mikrofloru ruménice pospolné
pomoci metody T-RFLP. Z vysledkti jasné vyplyva, Ze nove piipravené esterové juvenogeny
alkoholového typu vykazuji mnohem nizsi toxicitu vici sttevni mikroflofe neZz juvenogeny
karbamatového typu. Jako referencni vzorky byly v tomto pokusu vyuzity latky, o kterych je
obecné€ znamo, Ze maji nizkou roven toxicity (juvenoidy methopen a pyriproxyfen); na druhé
stran¢ byly testovany latky, které vykazuji toxicitu vyssi (juvenoid fenoxycarb, organofosfat
Reldan). Vzhledem ke své vysoké biologické ucinnosti a nizké toxicité¢ by tedy mohly byt

esterove juvenogeny alkoholového typu zajimavé pro komercni vyuziti.
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7. ZAVER

Analogy juvenilnich hormonil se odliSuji od konvencnich insekticidl tim, Ze jsou specifické
pro cilové druhy skiidci a nemaji pfimy toxicky vliv, ale plisobi jako regulatory vyvoje
hmyzu. V pfedloZzené praci byla ovéfena aktivita noveé syntetizovanych juvenogeni na
modelovém druhu ruménici pospolné (Pyrrhocoris apterus L.). Soucasné byl sledovan vliv
novych typll juvenogenli na stfevni symbiotickou mikrofloru ruménice pospolné, ktera se
stejné jako pidni mikroorganizmy podili na degradaci téchto latek. Nize je uveden souhrn

ziskanych poznatkd.

» Prii srovnavacim testovani u¢innosti latek se znamou aktivitou byly ziskany hodnoty
biologickych aktivit fddoveé srovnatelné s jiz diive publikovanymi vysledky. Tim byla
potvrzena nejen spravnd metodika pii provadéni test, ale také jejich dobra

reprodukovatelnost.

» Ze série esterovych juvenogeni odvozenych od karbamatu vykazoval nejvyssi
topikalni u¢innost juvenogen HS 24 (ID50 = 0,015 pg na jedince), nejucinnéjSim

juvenogenem v peroralnich testech byl HS (ID50 = 0,124 pg na jedince).

» Ze série esterovych juvenogeni odvozenych od alkoholu byl celkové nejucinngjsi v
topikélnich testech juvenogen odvozeny od kyseliny hexadekanové JO 11 C1 IV
s aktivitou ID50 = 0,007 pg na jedince, v peroralnich testech se ukazal nejvice G¢inny
dimer alkoholového juvenoidu s oxalovou kyselinou JO 27 EC s aktivitou

ID50 = 0,082 pg na jedince.

» U vsech testovanych latek byla pozorovana rozdilnd Géinnost cis- a trans- izomerd,

pricemz aktivita cis-izomert byla vzdy vyssi.

» 'V ramci této prace byla porovnana také variabilita biologické ucinnosti latek na dvou
rtiznych laboratornich populacich ruménice pospolné. Uéinnost testovanych JHA byla
vyssi u Populace 1, ziskané z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze.
U zadné z testovanych latek vSak nebyl mezi u€innosti na jednotlivych populacich

prokazan statisticky vyznamny rozdil.
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» Identifikace kultivovatelnych stfevnich bakterii ruménice pospolné byla provedena
pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a analyzy sekvence genu pro
16S rRNA. Vsechny vysledky ziskané hmotnostni spektrometrii se shodovaly s
vysledky molekuldrni analyzy. Celkem bylo u Populace 1 témito metodami
identifikovano 12 rliznych bakteridlnich druhti; u Populace 2 se podaftilo identifikovat
celkem 17 druhii stfevnich bakterii. VyS$si variabilita stfevni mikroflory byla tedy

zjiSténa u Populace 2, coZ miiZe mit pfimou souvislost s aktivitou testovanych JHA.

» Byl sledovan také vliv testovanych latek na stfevni mikrofléru ruménice pospolné
metodou T-RFLP. Z vysledki vyplyva, Zze nové pifipravené esterové juvenogeny
alkoholového typu vykazuji mnohem niz§i toxicitu vac¢i stfevni mikroflofe nez
juvenogeny karbamatového typu. Vzhledem ke své vysoké biologické tcinnosti a
nizké toxicit¢ by tedy mohly byt esterové juvenogeny alkoholového typu velmi

zajimavé pro komercni vyuZiti.
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Priloha 1: Stupnice hodnoceni vlivu analogi JH na metamorfozu P. apterus
A — dorsum, B — ventrum. Samci umisténi vlevo a samice vpravo v kazdém paru. 0 - normalni
dospélec, 1 - 4 adultoidi a 5 — supernymfy (dokonalé nadpocetné instary).

Pro srovnani jsou zatrazeni i jedinci V. instaru.

V. instar

Jedlicka, P., 2008. Juvenoidy a juvenogeny — moznosti jejich vyuziti v ochrané rostlin.

Kandidatska diserta¢ni prace, Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha, s. 17.
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Priloha 2: Strukturni vzorce karbamatovych juvenogent
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Priloha 3: Strukturni vzorce alkoholovych juvenogenii

(0]
O\/K,ﬁ”u\o/\
OW

E,cis: JO11 C11V
E, trans: JO 11 T 111

Z,cis: JO14C1I
Z,trans: JO14 T 1

(0]
OMO/\

E,cis: JO15C1II

o AN E,trans: JO15T 1
Z,cis: JO17C1I
(0] Z, trans: JO 17 T 11+ 111

E, cis: JO 27 Ec

E, trans: JO 25 I1 Et
Z,cis: JO 27 Zc¢

Z, trans: JO27 Zt
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Priloha 4: SloZeni kultivaénich médii

Médium

Vyrobce

SloZeni, piiprava

Luria-Bertani (LB) médium

Oxoid, UK

10 g Trypton
5 g Yeast extract

10 g NaCl
Rozpustit 25 g agaru v 1000 ml destilované vody.
Sterilace pii tlaku 0,12 MPa a teploté 121°C po dobu 20 minut.

Luria-Bertani (LB) agar

Oxoid, UK

10 g Trypton
5 g Yeast extract
10 g NaCl

22 g Agar
Rozpustit 35 g agaru v 1000 ml destilované vody.
Sterilace pii tlaku 0,12 MPa a teploté 121°C po dobu 20 minut.

Plate Count Agar (PCA)

HiMedia, India

5 g Casein enzymatic hydrolysate
2,5 g Yeast extract
1 g glukosa

15 g Agar
Rozpustit 23,5 g agaru v 1000 ml destilované vody.
Sterilace pii tlaku 0,12 MPa a teploté 121°C po dobu 20 minut.
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Priloha 5: Ukazky kultivace bakterii na pevnych médiich

Chryseobacterium piscium

Stenotrophomonas maltophilia Klebsiella pneumoniae
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Priloha 6: Ptehled komer¢nich ptipravkl na bazi JHA

Gencor Plus

Hydropren 0,6% +

Permetrin 0,25%

Synantropni §vabi

Pripravek Ukinna latka Cilovy skiidce Davkovani
. Stejnokiidli na okrasnych ” )

Enstar Kinopren rostlinach ve sklenicich Postiik 0,1 g/m

Larvy a kukly komara 280 g/ha a vice
Altosid Methopren Adi

P Mouchy a ovadi na 0,2 % v blocich soli pro liz

pastvinach a ve stajich
Apex Lacorex Methopren Parvy. dv,o uk’rldhch v 1 g/m?

zampionarnach
Kabat Methopren Skudci ve skladech tabaku | Posttik (10 ppm)

. . x . A 1 (21 3
Dianex Diacon Methopren Skudci ve skladech arasidi Ps;;?;) ((l, 1 2m;ir30)kg)
Pharorid Lafarex Methopren Synantropni mravenci 0,5 % v nastraze
Manta Methopren Zvyseni produkce hedvabi | Posttik (2,5 ppm)
Precor Methopren Blechy Posttik koberct

. . Methopren oy o
Raid Flea Killer II Plus + Pyrethroid Blechy Posttik koberct
Gencor Hydropren

Posttik nebo aerosol (0,03
g/m?)

1 % v nastraze (5-10 mg

+ Permethrin

Logic Fenoxycarb Synantropni mravenci a.i./kolonii)

Insegar Fenoxycarb Obaleci a Cervei v sadech | 2 x 600 g/ha, 2-3 kg/ha
Pioctyl Fenoxycarb Larvy a kukly komart 50 g/ha a vice

Varikill Fenoxycarb Skladistni skidci Posttik

Duowin contact Pyriproxyfen Blechy 0,5 ml/kg z.hm.

Némec, V., 1993. Juvenoids: from the research to practical use. A short rewiev. Bollettino

dell'lstituto di Entomologia "G. Grandi" Universita Bologna 48, 67-74.
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Priloha 7: Porovnani toxicity komercnich insekticidii

Insekticid Skupina LD50 mg/kg *
Carbofuran Karbamaty 8

Parathion Organofosfaty 2-30
Phosalone Organofosfaty 120 - 180
Pirimicarb Karbamaty 150

DDT Chlor.uhlovodiky | 150 - 300
Dimethoate Organofosfaty 500-600
Lambda cyhalothrin | Pyretroidy 400
Fenitrothion Organofosfaty 800
Malathion Organofosfaty 1 400-1 900
Deltamethrin Pyretroidy 4 000
Fenoxycarb JHA 10 000
Methoprene JHA 34 600

*Stiedni letalni davka pro krysu v mg na kg télesné hmotnosti

Miller, T. L. The EXtension TOXicology NETwork [on-line]. [cit. 2010-03-20].

Dostupné z http://extoxnet.orst.edu
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Priloha 8: Vysledky frangmentaéni analyzy
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intenzita fluorescence
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intenzita fluorescence
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intenzita fluorescence
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intenzita fluorescence
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intenzita fluorescence
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