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ANNOTATION

This bachelor thesis compares the effect of recombinant and natural Bacillus thuringiensis
Cry3Aa toxin upon the development of non-target insect Spodoptera littoralis (Lepidoptera,
Noctuidae). Caterpillars of Spodoptera littoralis were fed with Premix artificial diet containing both
toxins in 8 ppm concentration. Following characteristics were monitored: weight of larval
increments, pupal weight, duration of the 5%, the 6, prepupal and pupal instar, number of laid
eggs and number of hatched larvae. The efficiency of conversion of ingested food (ECI) was
calculated and growth curves were constructed. No significant effect of both toxins was recorded.

ANOTACE

Tato bakalaiska prace je zaméfena na srovnani tcinku rekombinantniho a piirodniho
Bacillus thuringiensis Cry3Aa toxinu na vyvoj necilového hmyzu Spodoptera littoralis (Lepidoptera,
Noctuidae). Housenky Spodoptera littoralis byly chovdny na umélé potravé Premix s
pfidavky toxin@t o koncentraci 8 ppm. Byly zaznamendvany nasledujici parametry: hmotnostni
pfirastky larev, hmotnost kukel, délka 5. a 6. larvalniho instaru, délka stddia predkukly a kukly,
pocet nakladenych vajicek a pocet vylihnutych larev. Ze ziskanych dat byla vypoctena
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prokazan.
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1. Uvod

Clovék pro své potteby péstuje rostliny jiz po nékolik tisic let. Prakticky od pocatku
kontinualné probihala uméld selekce za tcelem zvySovani vynosti, urychleni rastu, zvyseni
odolnosti vii¢i patogentim ale i vytvareni novych uZite¢nych vlastnosti (Grossblatt, 2000). Vse
probihalo formou pokusti a omyli az do objevu zdkont dédi¢nosti J. G. Mendelem (1865). Prudky
rozvoj molekularni genetiky nastavad zacatkem druhé poloviny 20. stoleti. Za stézejni dilo je
povazovéana slavnd publikace J. D. Watsona a F. Cricka zroku 1953 popisujici strukturu
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a jeji vyznam jako nositelky genetické informace (Paces, 2004).
Zakladem pro piipravu transgennich organismi se stala prace P. Berga demonstrujici moznosti
pfenosu DNA do bakterii (Damborsky, 2006).

Objev transformace rostlin umoznil zisk zcela novych odriid plodin napliiujicich rostouci
pozadavky soucasné spole¢nosti. Genetické modifikace vyuZivaji moZnost pfenosu gent
z libovolného organismu do kulturnich rostlin. Hnaci silou aplikovaného vyzkumu nadale ziistava
zvySeni drody a odolnosti vic¢i chorobam a skidchim (Grossblatt, 2000). Soucasné roste i
pozornost sméfovana ke specidlnim vlastnostem plodin, jako je odolnost vii¢i abiotickym stresim
(napf. suchu, extrémnim teplotdm, zaplavovéni a zvySenému obsahu soli v ptdé) (Drobnik, 2006).
Nékteré vkladané transgeny maji za nasledek zvyseni odolnosti rostliny vici herbicidim, jiné
ovliviiuji slozeni zasobnich latek rostliny, zvysuji produkci vitamina ¢ mineralnich prvkda nebo
oddaluji zrani ovoce a zeleniny. MtZeme se setkat i stransgennimi rostlinami jako zdroji
farmaceuticky vyznamnych latek, produkujicimi vzacné lidské nebo Zivocisné proteiny. Existuje i
velka fada transgent se schopnosti ptisobit proti nékterym pfirozenym rostlinnym gentim (napi.
gentim pro produkci nékterych toxickych latek ¢i skodlivych sekundédrnich metabolith) (Paces,
2004).

Pokroky v biotechnologiich zalozenych na transgennich organismech vedou k
odtivodnénému optimismu, ale zdroven jsou i pri¢cinou mnohych obav védecké komunity a
vefejnosti. V dtsledku toho jiz v roce 1975 na konferenci v Asilomaru stovka prednich védct
diskutovala o bezpe¢nostnich a etickych otazkach technologie rekombinantni DNA (Damborsky,
2006). Byla stanovena prislusnd legislativa povolovani experimentt a kontroly jejich bezpe¢nosti.
Transgenni rostliny pfed uzndnim a uvedenim na trh musi projit pokusy v nékolika fazich,

pficemz kazdéa etapa je sledovdna a vyhodnocovana z hlediska moZnych nepfiznivych vlivi.
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Prvotni jsou pokusy s tkatiovymi kulturami v laboratofich a experimenty s modifikovanymi
rostlinami v uzavieném systému nakladdéni, findlni fazi jsou zkousky transgennnich rostlin na
pokusnych polich (Paces, 2004).

S rostoucim podilem transgennich plodin na svétovém trhu za¢alo mnoho skupin vyjadfovat
své znepokojeni nad moZnymi ekologickymi problémy a riziky pro lidské zdravi. (Grossblatt,
2000). Tyto obavy se predné tykaji: ohroZeni biodiverzity v dasledku invasniho charakteru ¢i
zvysené konkurencni schopnosti, potenciondlniho dopadu na necilové organismy a puadni
ekosystém, nedostatku informaci o toxicité a alergenité produktt transgennich rostlin a predné
nevratnosti $kodlivych zmén na Zivotnim prostfedi (Paces, 2004). Nedavéra k transgennim
plodindm vychazi ze Sife spektra genetické informace, jeZ je k dispozici (prakticky zjakéhokoliv
zivého organismu ¢i dokonce synteticki DNA) (Grossblatt, 2000). Technologie genetickych
modifikaci je mnohdy povazovéna za opovaZzlivou hru na Boha, jindy zase za pouze logické
pokracovani asili nasich predkti zapocaté jiz domestikaci plané rostoucich rostlin (Petr, 2003).
Mnoho lidi véii, Ze tradi¢ni konvenéni Slechténi je jiz na hranicich svych moZnosti a genetické
modifikace jsou nevyhnutelné, chceme-li utisit naléhavou potfebu potravin v rozvojovych zemich
(Grossblatt, 2000).

Z obou vyse zmitiovanych krajnich nazort je zfejmé, jak dulezitou roli zastavaji
experimenty o ucincich transgennich toxinti na necilové organismy a celé Zivotni prostiedi.
Vysledky predkladané bakaldrské préace jsou soucasti komplexniho procesu v hodnoceni rizika
Cry3Aa toxinu pro Zzivotni prostiedi. Vzhledem k rychlosti sjakou se objevuji nové poznatky o
ucincich daného toxinu na dalsi zastupce necilovych organism, je vsak nutné vysledky této studie
déle dopliovat a rozvijet. Prace ovéfuje vliv dvou forem Cry3Aa toxinu, pfirodni (uZivané
v insekticidnich postfikovych preparatech) a rekombinantni (uZivané v transgenozi rostlin, zejm.

bramboru Solanum tuberosum), na vyvoj necilového druhu hmyzu Spodoptera littoralis (Boisduval)

(Lepidoptera; Noctuidae). Biologicka aktivita obou toxinti byla ovéfovana zaroven probihajicim
biotestem na cilovém hmyzu Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera; Chrysomelidae) (Michaela

Prochéazkovéa (ENTU, BC AVCR, Ceské Budé&jovice)).




2. Literarni prehled

21.  Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (f4d Eubacteriales; ¢eled’ Bacillaceae) je uz nékolik desitek let
pfedmétem mnoha védeckych vyzkumt po celém svété a soucasné ma i dilezité postaveni
v oblasti agronomie. Jednotlivé poddruhy této gram-pozitivni tycinkovité bakterie jsou
vyznamnym prostfedkem k potlaceni Sirokého spektra hmyzich sktadca.

Bacillus thuringiensis (dale jen Bt) je pfirozenym patogenem hmyzu a bézné se vyskytuje
v nejraznégjsich pfirodnich prostfedich (Martin & Travers, 1989; Chaufaux et al., 1997). Jednotlivé
kmeny jsou izolovany napf. z pldy (Martin & Travers, 1989; Bernhard et al., 1997), hmyzu
(Carrozi et al., 1991) a rostlin (Smith & Couche, 1991; Kaelin et al., 1994). V soucasnosti je zndmo
vice jak 60 tisic kmenti Bt (Sharma, 2005), které se dale ¢leni do desitek serotypti odlisnych
vlastnosti.

Bakterie ma dvé faze Zivotniho cyklu: béhem vegetativni faze se Bt normalné mnoZi
bunéénym délenim a pfi nedostatku Zivin piechazi do faze sporulace. Spory jsou velice odolné
proti teplu a suchu, a umoziiuji tak bakterii pfeZit obdobi stresu. Za vhodnych podminek dojde
k vykli¢eni spor a navratu k vegetativni fazi (Lambert & Peferoen, 1992).

Typickym znakem odlisujicim Bt od jinych sporulujicich bakterii je vyskyt svétlolomného
krystalu, ktery ma v sobé ulozen protein (protoxin) umoziujici mikrobu vniknout do téla hostitele
(Vankova, 1990). Tyto parasporélni krystaly mohou pfedstavovat dokonce i vice nez 30% suché

vahy sporangia (Lambert & Peferoen, 1992).

2.2.  Historie B.thruringiensis a jeho vyuziti

Prvni zpravy o Bt pochdzi z Japonska z pocatku 20. stoleti, kdy mikrobiolog S. Ishiwata ve

svych pracich (1901, 1902) pojednaval o nezndmém mikrobu, ktery byl pricinou rychlého hynuti

housenek bource morusového (Bombyx mori). O téméf patndact let pozdéji némecky mikrobiolog




Berliner popisoval obdobné bakterialni onemocnéni u zavije¢e mouc¢ného (Ephestia kuehniella) a dal
mikrobu jméno, pod jakym jej zndme dnes (Beegle & Yamamoto, 1992; Lambert & Peferoen,
1992).

Slibné vysledky pokusti srovnavajicich Bt s dal$imi druhy bakterii, zejména v Gc¢innosti
proti zavije¢i kukufi¢cnému (Vankova, 1990), vedly k vzestupu jeho vyznamu a jiZz v roce 1938 se
ve Francii objevil prvni komer¢né dostupny Bt-insekticidni prostiedek (Hilbeck & Schmidt, 2006).
Po nésledujicich témér patnécti letech rozvoje chemickych insekticidii se Bt opét dostal do popredi
zajmu. StéZejni byly v tomto obdobi prace Steinhause (1951), Hannaye (1953) a Hannaye a Fitz-
Jamese (1955), diky nimZ vysla najevo souvislost mezi krystaly, které Bt produkuje p¥i sporulaci, a
jeho patogenitou pro hmyz (Vankova, 1990). Navic se vzristem povédomi o Skodlivosti
syntetickych pesticidt pro Zivotni prostiedi byl kladen stéle vétsi diiraz na nalezeni jejich vhodné
alternativy.

Vroce 1961 byl v USA registrovan prvni moderni Bt-insekticid (Rechcigl & Rechcigl,
1998). Brzy poté zacaly spole¢nosti jako Abbott, Biochem. Products (Solvay), Sandoz a mnohé dalsi
na trh dodéavat stale novéjsi varianty Bt-insekticidd Gc¢inné zejména proti zastupcim fadu
Lepidoptera, pozd&ji Diptera a Coleoptera. V Ceskoslovensku se jiz v roce 1959 Vatikové a Weiserovi
podaftilo vyrobit Bt-insekticidni pfipravek pod nazvem Bathurin (Varkova, 1990), jenZ se ovSem
v praxi uplatnil az o nékolik let pozdéji. Vysoce efektivni, pfisné specifické a environmentalné
neskodné Bt-insekticidy se zanedlouho staly dominantni skupinou (kolem 90%) v
celosvétovém obchodu s bio-insekticidy (Sharma, 2005).

Od 80. let se fada védct (napt. Obukowitcz et al., 1986; Adang et al., 1987 a Vaeck et al.,
1987) zabyvala problémem, jak pomoci Bt vytvofit rostlinu permanentné odolnou vi¢i hmyzim
gktidctim, a jiz v poloviné 90. let se na trhu objevily prvni geneticky modifikované rostliny s touto
schopnosti (Sharma, 2005). Do dédi¢né informace téchto tzv. rostlinnych pesticidd se podaftilo
metodami genového inZenyrstvi vnést gen pro Bt-toxin, nasledkem ¢ehoZ skiidce poZirajici pletiva
modifikované rostliny piijima zaroven s potravou i Bt-toxin, ktery je pak v jeho stfevé aktivovan a
Sktidce zahubi. (Petr, 2003). V soucasnosti se pouZivaji i laboratorné upravené geny pro Bt-toxiny,
které maji v rostliné az 500nasobné vyssi expresi nez jejich pfirodni formy (Ondfej et al., 1999). Za
tcelem ziskat kultivary odolné vic¢i hmyzim Skddcim bylo doposud genetickou modifikaci
upraveno velké mnozZstvi kulturnich rostlin jako napi. kukufice, brambor, ryze, bavlnik, séja a

mnohé dalsi. Cela problematika geneticky modifikovanych organismi, véetné téchto modernich
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bio-insekticid{, je z mnoha thlt pohledu ostie diskutovana odbornou i laickou vetejnosti jiz fadu

let.

2.3.  Cry proteiny a jejich geny

Cry proteiny (0-endotoxiny) jsou termolabilni toxiny, kjejichz aktivaci dochdazi
hydrolyzou protoxinti stfevnimi protézami v téle hostitele (Vaikova, 1990). Jednou z pfednich
vyhod Cry proteinti je velmi specificka toxicita pro nékolik malo druhtt hmyzu (obvykle stejného
taxonomického fadu), pricemz jeden kmen Bt mtZe vytvofit az 5 rtznych krystalovych proteint
(de Maagd, 2002).

Kazdy Cry protein je kddovéan vlastnim genem a koncem roku 2005 bylo zndmo jiz na 314
rozlisnych cry gent (OECD, 2007). V roce 1989 Hofte a Whiteley navrhli klasifika¢ni schéma a
systematickou nomenklaturu zndmych cry genti zaloZené zejména na toxinové specifité k
urc¢itému hmyzimu faddu. Vznikly tak 4 hlavni skupiny gent kodujicich proteiny toxické jen pro
nékteré fady hmyzu:

Cryl - Lepidoptera

Cryll - Lepidoptera a Diptera
Crylll - Coleoptera

CrylV - Diptera

Pozdéji pribyly jesté dalsi dvé skupiny: CryV a CryVI, obé tc¢inné proti hlisticim (Bravo, 1997).
S objevovanim dalsich cry gent se tradi¢ni klasifikace stala nepostacujici a bylo nutné ji
prepracovat. Proto Crickmore se svymi kolegy v roce 1998 vypracoval novy systém, jehoz hlavnim
kritériem je podobnost v aminokyselinovych sekvencich celého genového produktu. V souc¢asnosti
je jiz znamo na 55 tfid Cry toxint (Bt Toxin Nomenclature - full toxin list [Online]

http:/ /www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/toxins2.html)
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2.3.1. Mechanismus toxického piisobeni Cry proteint

Pro porozuméni pfisné specifité Cry proteind je velmi dilezité se seznamit
s mechanismem vzniku toxického ptisobeni u cilové skupiny hmyzu (obr. 1).

V krystalu se nachazi protoxin, prekurzor aktivniho 6-endotoxinu, v nerozpustné formé
(de Maagd, 2002). Po pozfeni jsou protoxiny rozpoustény v zavislosti na charakteru stievniho
prostfedi. Mnoho toxind tuc¢innych proti fddu Lepidoptera se rozpousti pouze ve vysoce
alkalickém pH (>9,5), které predstavuje typické vnitfni prostfedi stfedniho stfeva larev tohoto
fadu (Koller et al., 1992). Rozpustnost protoxinu je tedy podstatna pro determinaci toho, jaky druh
hmyzu bude pro dany toxin citlivy. Stfevni protedzy natravi ¢asti proteinu, ¢imz se zformuje
aktivovany 0-endotoxin, ktery jiz jejich aktivité odolava (de Maagd, 2002).

0-endotoxin se nasledné navaze na specifické receptory na povrchu bunék stfevniho
epitelu. Jejich pfitomnost je dalsim klicovym prfedpokladem toxicity proteinu. P¥isna specifita Cry
toxint spociva v tom, Ze rlizné toxiny jsou rozeznavany specifickymi receptory, které se vyskytuji
pouze u nékterych druhtt hmyzu (Hoffman et al., 1988). Jedinym tskalim tohoto vykladu muze
byt skute¢nost, Ze nékteré toxiny jsou schopné se vazat k vice receptorim, a stejné tak jeden
receptor miZe byt rozezndvan vice toxiny (Escriche et al., 1997). Ve vétsiné pripada vsak zména v
receptoru zptlisobi ztratu aktivity danou neschopnosti protein rozeznat. Tento jev je povazovén za
nejrozsifendjsi mechanismus, jimz cilovy hmyz ziskdva odolnost vici Cry toxintim, coZ bylo
potvrzeno v laboratornich i polnich experimentech (Schnepf et al., 1998).

Po navazani na specificky receptor pronikd toxin membranou cilové buiiky, v niZ vznika
velké mnoZstvi port. Jimi zacne ven vytékat bunéény obsah a do butiky volné vtéka voda
z vnéjsiho prostfedi. Cely proces kon¢i zédnikem buriky. Jestlize toxin takto vyradi dostate¢né
mnozZstvi bunék, hmyz neni schopen je regenerovat a hyne. U¢inky toxinu jsou obvykle patrné jiz
po nékolika hodinach a projevuji se celkovou paralyzou a zastavenim pffjmu potravy (de Maagd,

2002).
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pozieni Bt-krystalu s potravou

v

rozpusténi Bt-krystalu

&

aktivace protoxinu strevnimi proteazami

&

vazba na receptory ve stievé

&

formace pori v membrané

&

lyze bunék strevniho epitelu

Obr. 1: Schéma aktivace Bt-krystalového proteinu ve stfevé cilového hmyzu (vytvoreno dle de
Maagd, 2002)

2.3.2. Cry3Aa protein

Cry 3Aa protein patfi do rodiny o-endotoxintl. Jeho gen cry3Aa byl isolovan z B.
thuringiensis ~ podtf.  tenebrionis  (Protein = knowledgebase @ —  UniProtKB  [Online]
http:/ /beta.uniprot.org/uniprot/P0A379) a vnesen do transgennich brambor (odriida NewLeaf
vytvofend spole¢nosti Monsanto), které timto ziskavaji odolnost vi¢i mandelince bramborové

(Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera; Chrysomelidae))
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2.4. Dalsi vyznamné toxiny B. thuringiensis

B. thuringiensis rovnéz produkuje jiny typ 6-endotoxind, tzv. Cyt proteiny se specifickou

cytolytickou aktivitou proti fddu Diptera zaloZenou na obdobném mechanismu jako Cry proteiny
(OECD, 2007). Nékteré podtiidy Bt navic mohou vytvaret dalsi typy toxint jako napft. vegetativni
insekticidni protein Vip3A, toxicky pro fad Lepidoptera (Estruch et al.,, 1996). Tento protein
postradda formu parasporédlniho krystalu a bakterie jej zfejmé uvoliiuje rovnou do média (Schnepf

et al.,, 1998). Obdobné je tomu u ViplA a Vip2A, které jsou aktivni proti zastupcim fadu

Coleoptera (de Maagd, 2002). Dalsi vyznamnou skupinou toxind reprezentuji B-exotoxiny, které
maji mnohem $irsi spektrum citlivych organismiti zahrnujici jak bezobratlé Zivocichy, tak

obratlovce - ryby, mysi apod. (Beegle & Yamamoto, 1992).

2.5. Tradi¢ni Bt-postfikové preparaty vs. transgenni Bt-rostliny

V soucasnosti se Bt-posttikové preparaty uzivaji zejména ve tfech oblastech: v lesnictvi -
proti 8kiidcim lesnich difevin (zvlasté v Severni Americe), v boji proti moskytdm jako hlavnim
prenasec¢iim malarie (Stfedni Vychod, Afrika ale i Evropa) a v neposledni fadé v organickém
zemédélstvi, nebot’ Bt-posttiky jsou coby piirodni insekticidy povolené jako jedny z mala v tomto
odvétvi (de Maagd, 2002)

S aplikaci Bt-postiikovych preparétt jsou vsak spojeny nasledujici problémy:

0 Nizka perzistence (pfiblizné 1 tyden) - spory bakterie jsou inaktivovany UV zafenim
(Sifner et al., 1998), béhem vegetaéni sezény je tedy nutné opakovani postiku.

0 Mnoho 8kiidcti si jiz vyvinulo rezistenci k Bt-postfikiim (de Maagd, 2002).

0 Aplikace je omezena podminkami vnéjsiho prostiedi - suché pocasi (dést posttik smyje),
uréita teplota (teplotni vyvojové prahy skidce) (Sifner et al., 1998).

0 Mala tcinnost proti skiidctim, ktefi se zahrabévaji do pady nebo Ziji uvnitf rostlinné tkané
(OECD, 2007).

0 Vysoké naklady na pfipravu bakteridlnich kultur a na technické zafizeni pfi realizaci

posttikd.
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Vétsinu vyse popsanych zélezitosti fesi péstovani geneticky modifikovanych Bt-rostlin.
Bt-toxiny ptisobi proti skiidctim po celé obdobi rtstu rostliny a zasdhnou kazdého jedince, ktery se
na rostliné Zivi (OECD, 2007). Mutace zptisobujici rezistenci hmyzu k Bt-toxintim jsou vétSinou
recesivni, tudiz je dilezité zajistit kiizeni pfipadnych rezistentnich a citlivych jedinc metodou
tzv. refugii - péstovanim urcitého mnoZstvi tradi¢nich (nemodifikovanych) rostlin v blizkosti
rostlin transgennich (Ondtej et al., 1999).

Na rozdil od Bt-postfik(i obsahujicich bakteridlni burky, spory a inaktivni protoxiny,
které pro plnou funkénost musi projit komplexem biochemickych procesti ve stfevé hostitele,
rostlinné pesticidy produkuji Bt-toxiny jiz v aktivnéjsi (rozpustné) formé (Hilbeck, 2001), aniz by
ztratily néco ze své specifity. Navic transgenni rostliny oproti Bt-posttikiim zpravidla obsahuji jen

jeden Bt-toxin, coz specifitu déle zvysuje (de Maagd, 2002).

2.6. Hodnoceni vlivu rostlinnych pesticidd na necilové organismy

N

V naprosté vétsiné se jednou z nejdiskutovanéjsich otdzek Bt-transgennich rostlin stal
jejich vliv na necilové organismy. Rada studif se jiz po n&kolik let snazi potvrdit ¢ vyvratit
predpoklad zaloZeny na zkuSenostech s Bt-postfikovymi preparaty a to, Ze by rostlinné Bt-
pesticidy nemély mit zadny nepfiznivy tcinek na organismy stojici mimo fad cilového hmyzu
(Hilbeck & Schmidt, 2006).

Zde je tieba si uvédomit existenci dvou rozdilnych typt G¢inkd Bt-transgennich rostlin.
Je to jednak pfimy Gcinek zptsobeny biologicky aktivnimi slozkami Bt-toxind, jenZz je vysledkem
toho, zda v hostitelském organismu dojde k specifické aktivaci toxinu ¢i nikoliv, a jednak acinek
nepfimy, jenZ je zplisoben zménami v dostupnosti a v nutri¢ni kvalité cilovych organismt pro
jejich predatory a parazitoidy (Sanvido et al., 2006).

Studie zabyvajici se vlivem rostlinnych Bt-pesticid{i na necilové organismy uplatriuji dva
zakladni pfistupy, podle nichZ je mGZeme rozdélit na experimenty laboratorni a experimenty
polni. Specialnim piipadem polnich experimentti jsou pak pokusnd pole s transgennimi rostlinami

pokryta sitémi zabranujicimi migraci hmyzu z cilové oblasti do okoli a naopak.

Pfedmétem laboratornich experimentii je obvykle ovéfeni ac¢inkt Ccistych toxint

pfidanych doumélé ¢i prirodni potravy nebo dokonce Bt-toxinlt vylu¢ovanych samotnymi
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transgennimi rostlinami. Takto navrzené studie poskytuji informace o vyznamu toxinu v
jednoduchych interakcich mezi organismy zrznych trofickych trovni za kontrolovanych
podminek, ale obvykle uZ nic nevypovidaji o sloZitéjSich interakcich v pfirodnim ¢i agrikulturnim
prostiedi, nezabyvaji se migraci hmyzu, pfitomnosti dalSich organism@i ani moZznosti vybéru

potravniho zdroje (de Maagd, 2002). To vSe se promita v experimentech polnich, které ovsem na

rozdil od laboratornich pokusti nejsou pro svou komplikovanost otdzkou nékolika mésicti ale
minimdlné nékolika let. Vzhledem ke své finan¢ni naro¢nosti jsou obvykle provadény az

v ndvaznosti na laboratorni pokusy, nej¢astéji pfed uvedenim transgennich rostlin do obéhu.

2.7. Pokusny hmyz - Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833)

Spodoptera littoralis (Lepidoptera, Noctuidae) patii wve svétovém méfitku k
nejvyznamnégjsim polyfagnim Sktdctim kulturnich rostlin. Hostitelské spektrum je $iroké,
zahrnuje zastupce 40 celedi véetné nejméné 87 druht ekonomicky vyznamnych plodin (Salama et
al., 1970). Vice nez 50 % znamych hostitelt patii do nasledujicich celedi: Leguminosae, Solanaceae,
Malvaceae, Moraceae, Compositae, Gramineae, Chenopodiaceae a Cruciferae (Ellis, 2005). Vyskyt druhu je
alostericky s hlavnimi oblastmi v jiznich ¢astech Evropy, témér celé Africe a na Stfednim vychodé.
V zévislosti na sezénnich teplotach se $ifi i do severnéjsich oblasti (EPPO/CABI, 1997).

Zastupci rodu Spodoptera jsou piikladem hmyzu s proménou dokonalou. Béhem
ontogeneze prochézi 4 vyvojovymi stadii: vaji¢ko, larva (6 instarti), kukla a dospélec (obr. 2).

Samicky kladou vajicka ve sniiskach ¢itajicich fadové desitky az stovky vajicek pokrytych
vrstvou chlupt. (Ellis, 2005). Larvy pocétecnich instarti Ziji ve skupinach na listech, pozdéji (ve 4. -
6. instaru) se rozptyli a vykazuji pfevazné nocni aktivitu. Vyvoj kukly probihd v ptidé v zdmotku
zeminy a po 11 az 13 dnech (pfi 25°C) vyletuje dospélec. Cely Zivotni cyklus obvykle trva kolem 5
tydnti (EPPO/CABI, 1997).
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Obr. 2: Schéma zivotniho cyklu Spodoptera littoralis
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3. Cile prace a hypotézy

3.1. Cile:

®  Provéfit, zda chemicky ¢isty toxin Cry3Aa ptisobi na zastupce Lepidoptera.

m  Zjistit, zda se toxin Cry3Aa vyuZivany v transgenozi rostlin ve svych tcincich na necilovy
organismus lisi od pfirodniho Cry3Aa toxinu.

3.2. Hypotézy:

® Toxiny Cry3Aa jsou dle souc¢asnych poznatkt pro fad Lepidoptera netac¢inné, tudiz nebyly
ocekdvany zadné negativni projevy u pokusného hmyzu.

¢ Podle pfedpokladu by se rekombinantni toxin nemél v tcincich na necilovy organismus
lisit od toxinu ptirodniho.

e Pfipadny tucinek rekombinantniho ¢i pfirodniho toxinu by se mél predné projevit u
citlivych skupin testovaného hmyzu.
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4. Material a metody

4.1. Testované pripravky

® roztok s pfirodnimi Cry3Aa krystaly B. thuringiensis podtt. tenebrionis o koncentraci 5

mg/ml byl pfipraven I. A. Zaluninem (Scientific Research Institute for Genetics and

Selection of Industrial Microorganisms, Moskva, Rusko)

® roztok rekombinantniho Cry3Aa toxinu o koncentraci 4 mg/ml byl poskytnut firmou

Monsanto Company (Saint Louis, Missouri, USA)

4.2.  Pufry pro pfipravu toxinii

4.21. 0,1 M draselny bikarbonatovy pufr

11,75 mg uhli¢itanu draselného (K:COs) bylo rozpusténo v malém objemu destilované
vody a doplnéno do 850 ml. 2,5 mg hydrogenuhli¢itanu draselného (KHCO;) bylo rozpusténo a
doplnéno na objem 250 ml. Nasledné pomalym piidanim 250 ml 0,1 M KHCOs k 850 ml 0,1 M
K>COs za neustdlého michani byl pfipraven zdsobni roztok (pfiblizné 1,1 1) 0,1 M draselného
bikarbonatového pufru (pH 10,6). Pro veskerd vaZzeni byla pouZita analytickd vdha Kern - ABS
220-4 (Kern & Sohn GmbH, Némecko, max. 220 mg, citlivost 0,1 mg).

4.2.2. 0,05 M draselny bikarbonatovy pufr s pfidavkem 1mM EDTA

Pro ptfipravu cca 500 ml 0,05 M draselného bikarbonatového pufru bylo ke 250 ml 0,1 M
bikarbonatového pufru (pfiprava viz. pfedchozi odstavec) priddno 186,17 mg 1 mM NaEDTA
(sodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové), ktera se nechala po dobu 15 min. rozpoustét pti

laboratorni teploté za stalého michani. Nasledné byl obsah doplnén 250 ml destilované vody. Pro
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veskerd vazeni byla pouzita analytickda vaha Kern - ABS 220-4 (Kern & Sohn GmbH, Némecko,
max. 220 mg, citlivost 0,1 mg).

4.3. Uchovavani toxina a pfiprava jejich zasobnich roztokt

4.3.1. Piirodni Cry3Aa toxin

Pro uchovani toxinu bylo do krystalového roztoku dodaného I. A. Zaluninem pfiddno
nékolik kapek xylenu a ndsledné byl roztok uloZen do mrazicitho boxu (-20 °C).

Pfed zacatkem experimentu bylo z divodu tplného odstranéni xylenu k 1 ml roztoku
pridano 10ti az 20tinasobné mnoZzstvi destilované vody, vzorek centrifugovan (10 000 otacek, 5°C,
10 min.) a ziskany supernatant se zbytky xylenu slit. Cela procedura byla opakovédna do tplného
odstranéni xylenu.

Pro piipravu zasobniho roztoku o koncentraci 200 ppm byly sedimentované krystaly

rozpoustény za stadlého michani po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté ve 24 ml0,1 M
draselného bikarbonatového pufru (pH 10,6). Z takto ziskaného zasobniho roztoku bylo odebrano
10 pl, ztedéno na 1 ml 0,1 M bikarbonatovym pufrem (pH 10,6) a pouzito pro stanoveni
koncentrace toxinu ve vzorku s predpokladem, Ze se v roztoku nenachazi zadny jiny protein nez
krystalovy. Koncentrace proteint byla stanovena metodou dle Bradfordové (1976) porovnanim
absorbance nameéfené pii vinové délce 595 nm se standardem. Méfeni bylo provedeno na

spektrofotometru SpectraMAX 340PC (Molecular Devices Corp., Kalifornie, USA).

4.3.2. Rekombinantni Cry3Aa toxin

Vzorky dodané firmou Monsanto (1 ml) byly skladovédny v mrazicim boxu (-20 °C) a pied

pouzitim nafedény 0,1 M draselnym bikarbonatovym pufrem (pH 10,6) na 200 ppm zdsobni
roztok toxinu: 1 ml vzorku byl pfidan k 19 ml 0,1 M pufru a vSe inkubovéno po dobu 1 hod. pfi

laboratorni teploté za neustalého michani.
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44. Uméla potrava

4.4.1. Priiprava potravy pro Spodoptera littoralis

Jako zédklad potravy byla pouzita komer¢né doddvana instantni séjovo-pseni¢nd moucka
- Manduca - Heliothis Premix (Stonefly Industries Inc., Texas, USA). Davka (cca 200 g) pro
skupinu housenek chovanych na potravé sjednim toxinem (pfirodni ¢i rekombinantni) byla
pfipravena smichdnim 142 ml 0,05 M bikarbonétového pufru (pH 10,6 a 1 mM EDTA) s 8 ml 200
ppm _zasobniho roztoku odpovidajictho Cry3Aa. Poté byl cely obsah pfidan k50 g suché

,premixové” moucky a vse peclivé promichano do homogenni smési. Vyslednd koncentrace

toxinu v potravé se tak snizila na pozadovanych 8 ppm. Pro kontrolni skupinu bylo krmivo

zhotoveno stejnym zptsobem ale bez piidavku toxinu (150 ml 0,05 M pufru + 50 g moucky).
Potrava byla do vycerpani uchovavéana v chladicim boxu (5°C). V pfipadé potfeby ¢i na zacatku
kazdého nového experimentu byla pfipravena vzdy cerstva potrava. Pro navéaZeni suché potravy

byla pouzita vdha GX-200-EC (AND-A&D Instruments Ltd., Japonsko, max. 210 g, citlivost 1 mg).

4.4.2. Piiprava potravy pro Leptinotarsa decemlineata

Za zaklad potravy slouzil komeréné dodavany produkt Colorado Potato Beetle (Bio-Serv
(Entomological division), New Jersey, USA). Pro standardni test kazdého z toxinti (pfirodni a
rekombinantni) byla vyuZita ddvka o objemu cca 150 ml. 70 ml 2,8 % roztoku agaru v destilované
vodé bylo povateno v mikrovlnné troubé, nasledné ochlazeno pfidanim 40 ml studené vody a
umisténo do vodni 14zné pii 48-56°C. K roztoku bylo za neustalého michani pridano 21,09 g suché
potravy. Nadoba byla poté uzavfena a tfepana na vodni ldzni do dosaZeni homogenni suspenze,
kniz bylo pfiddno 0,38 ml 37 % formaldehydu a 0,68 ml 18,3 % hydroxidu draselného, a vse
promichéano. Takto ziskana potrava byla rozdélena na 13 g podily, které byly nadale uchovavany

ve vodni lazni pfi 50-53°C. Razné koncentrace toxinu v potravé bylo dosaZeno priddanim

specifického mnozstvi 2 ppm ¢ 200 ppm predem ptfipraveného zasobniho roztoku Cry3Aa a
destilované vody (tab. A). Celkovy obsah byl poté fadné promichan a napipetovan po 0,3 ml
davkach do jamek titra¢ni desticky (Iwaki, Barloworld Scientific Ltd., Velkd Britanie). Pro

pipetovani byla pouzita pipeta Eppendorf (Eppendorf AG, Némecko) a ohtaté 1 ml Spicky
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s ustfizenymi konci. Desti¢ky s potravou byly uchovéavany v chladicim boxu (5°C) po dobu max. 2

dnti pred zacatkem pokusu. Pro navazeni suché potravy byla pouZita vaha GX-200-EC (AND-

A&D Instruments Ltd., Japonsko, max. 210 g, citlivost 1 mg).

Tab. A: Mnozstvi zasobniho roztoku Cry3Aa a destil. vody pfidané k 13 g diltim zakladni potravy

Konecna 2 ppm zasobni 200 ppm zasobni
l;(;rz)ctig‘tlléa[c; ;::]inu Destil. voda [pl] roztok Cry3Aa[ul]  roztok Cry3Aa [ul]
0.0 1000 - -
0.004 930 70 -
0.01 825 175 i}
0.05 650 350 i}
0.1 300 700 -
05 965 i 35
1 930 i 70
2 860 - 140
4 720 - 280
8 440 - 560
155 15 ) 085

4.5. Biotest se Spodoptera littoralis

4.5.1. Pokusny hmyz

Pro cely experiment byly vybrany 3 chovné linie Spodoptera littoralis (Boisd.):

Linie NRC: ziskana z National Research Centre, Giza (Egypt), chov byl udrzovéan po
nékolik let v laboratornich podminkach na listech skocce obecného (Ricinus
communis) béhem vegetac¢ni sezény a na umélé agar-fazolové potravé v obdobi zimy.

V nasich podminkach chov probihal na potravé Premix.
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e Citliva linie (Egypt): citliva k insekticid@im, ziskana z Central Agricultural Pesticides
Laboratory, Agricultural Research Centre, Dokki, Giza (Egypt), chov byl udrzovén po
nékolik let na umélé fazolové potravé a pro zlepSeni vitality byla jedna generace
ro¢né Zzivena listy skocce obecného (Ricinus communis). V nasich podminkach chov

probihal na potravé Premix.

e (itliva linie (Francie): citliva kinsekticidiim, ziskana zINRA Laboratory in
Versailles (Francie), chov byl udrzovan na umélé séjovo-kukuti¢né potravé s

antibiotiky. Stejna potrava byla podavana i v nasich podminkach.

4.5.2. Biotest

Vsechny linie byly chovany pii 25°C a fotoperiodé 18 : 6 hodin (foto : skotofaze). Z kazdé
linie bylo pro pokus vybrano 120 larev, rozdéleno do tii skupin po 40ti a krmeno rtiznou potravou
(potrava s pfirodnim toxinem = ZAL, s rekombinantnim toxinem = MON a kontrolni skupina).
Vybérovym kritériem bylo:

e stéfi larev: larvy v 5. instaru, vybrany do 12 hodin po svleceni

® vahové rozmezi: 60 £ 5 mg

Larvy byly jednotlivé umistény do Petriho misek (9 cm v priméru) s filtra¢nim papirem
na dné (Pfiloha - obr. A) a oznaceny (skupina, ¢islo). Béhem kazdodenni kontroly byla
housenkdm vyménéna stard potrava za cerstvou (vzdy v mnozstvi mérném spotiebé) a z misek
odstranény veskeré necistoty. Pro ziskani riistové kiivky bylo nékolik jedincti vaZeno kazdy den a
zaznamendna celkova konzumace potravy béhem larvalniho stddia. Z ni byla nasledné stanovena
tzv. vyuZitelnost potravy (ECI - Efficiency of Conversion of Ingested food) v % dle vzorce: ECI =
100 x hmotnostni pfirtistek/spottfeba potravy. Rovnéz byla sledovdna mortalita larev ve vsech
pokusnych skupinach.

Ve stadiu pfedkukly (indikace produkci likvidniho exkretu) bylo podavani potravy
ukonceno. Zvéazenim ptedkukel byl ziskan hmotnostni pfirtistek larvy (odectenim pocatecni
hmotnosti od hmotnosti pfedpupy). Pfedkukly byly pfemistény do tmavych plastovych kelimka
(Eurobal s.r.o., Ceska republika, objem 180 ml, horni préimér 7cm) naplnénych smési z pilin a

komer¢ni zahradni zeminy (Substrat pro travniky, Raselina Sobéslav, Ceska republika,
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vlhkost max. 65%) (Pfiloha - obr. B). Kelimky byly uzavfeny c¢tvercem hedvdbného vlakna
(monofylu) pfipevnéného gumickou (Pfiloha - obr. C). Pfedkukly se postupné zahrabaly cca 3 - 5
cm hluboko do zemino-pilinové smési a béhem 72 hodin probéhla pfeména v kuklu. Cerstvé kukly
byly velmi jemné z kelimku vyjmuty, zvazeny (max. 24 hodin od promeény) a vraceny zpét. Po
urcité dobé (cca 3 - 4 dny) byly kukly opét vyjmuty, pod binolupou (Arsenal, Ceskd republika)
roztiidény dle pohlavi, zahrabany do smési v kelimcich a sledovédna mortalita kukel, tj. pocet
kukel, ze kterych nevzeSel Zadny dospélec. Pro veskerd vazeni byla pouZita vdha GX-200-EC
(AND-A&D Instruments Ltd., Japonsko, max. 210 g, citlivost 1 mg).

Vylétnuvsi dospélci stejného nebo + 1 den rozdilného stafi byli ndhodné parovéani (vzdy
samec a samice), a poté pfemisténi do vertikdlné umisténych bilych papirovych vélct (20 cm
vysoké, cca 8 cm v priméru) uzavienych z obou stran viky Petriho misek (Pfiloha - obr. D).
Imaga byla krmena denné 10 % cukernym roztokem kapanym na bunicitou vatu. Béhem zhruba 2
az 3 dni zacaly samicky klast vajicka na stény valcti. Odtud byly sntsky vystfihovany a scitany
pod binolupou a poskozené valce nahrazeny novymi. Po secteni byla vajicka uloZena do Petriho
misek, kde se (zpravidla po 3 dnech) zacaly lihnout larvy prvniho instaru. Odectenim
nevylihnutych vajicek od ptivodni sntisky bylo zjisténo celkové mnozstvi ¢erstvych larev. Denné
byla sledovédna i tmrtnost dospélcti, pricemZ experiment byl ukoncen poté, co vétsina dospélcta

uhynula.

4.5.3. Statistické vyhodnoceni dat

K vyhodnoceni dat ziskanych z experimentu byl pouzit program STATISTICA 6.0 for
Windows (StatSoft Inc.,, Oklahoma, USA). Na porovnani pocate¢nich hmotnosti housenek,
hmotnostnich prirtistkii, hmotnosti kukel, délky 5., 6. instaru, délky stadia predkukly a kukly byly
aplikovany dvoucestné testy variance (Factorial ANOVA) - faktory pohlavi a skupina. V pfipadé
priakazného testu v rozdilnosti skupin byl z divodu rtzného poctu jedincti ve skupinach dale
pouzit Unequal N HSD test pro mnohonadsobna porovnani. Pfislusné grafy byly zpracovany v
programu GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., Kalifornie, USA). Vyhodnoceni dat
nakladenych vajicek a vylihnutych larev bylo provedeno pomoci jednocestnych testii variance
(One-Way ANOVA). Grafy ristovych kfivek byly vytvoreny v Excelu 2007 (Microsoft Inc.,
Kalifornie, USA).
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4.6. Biotest s Leptinotarsa decemlineata

4.6.1. Pokusny hmyz

Laboratorni chov Leptinotarsa decemlineata (Say), populace z okoli Ceskych Budg&jovic, byl
udrzovén jiz cca 15 generaci na rostlindch bramboru, Solanum tuberosum (kultivary Desiree a

Superior) ve sklenicich Entomologického tstavu, Biologického centra AVCR, v.v.i..

4.6.2. Biotest

Pro kazdy test bylo zapotfebi 400-500 vaji¢ek Leptinotarsa decemlineata nakladenych
v pribéhu ne déle nez 4 dni na listech bramboru. Vajicka byla zlisth premisténa pomoci
entomologickych pinzet a jednotlivé ponofena na 1 sekundu do 0,1 % formaldehydu. Pfebytek
formaldehydu byl z vaji¢ek odstranén jemnym filtracnim papirem a vajicka pfemisténa na sterilni
suchy filtra¢ni papir v Petriho misce a inkubovana pti 25°C a fotoperiodé 18:6 (foto : skotofaze).

Pro samotné testy byly vybrany larvy ve stafi méné jak 30 hodin po vylihnuti a umistény
na pfipravenou potravu poté, co stravily ¢ast svého chorionu (Pfiloha - obr. E). Po osazeni vSech
jamek byla desticka pevné uzaviena potravinovou folii (Saran obal, Ceska republika) 3x
propichnutou nad kazdou jamkou pomoci velmi jemné (velikost 00) entomologické pinzety,

uzaviena plastovym vickem a uloZena do termostatu (25°C, fotoperioda 18:6). Denné byla

zaznamendvana mortalita a ekdyze larev. Test byl ukonéen osmy den.

4.6.3. Statistické vyhodnoceni dat

Cely experiment byl 2x opakovén, ¢imz bylo ziskano 40 hodnot pro kazdou koncentraci
toxinu v potravé. K vyhodnoceni mortality (kfivky preZivani) byl pouZit program STATISTICA 6.0
for Windows (StatSoft Inc., Oklahoma, USA), déle pak program GraphPad Prism 4.0 (GraphPad
Software INc., Kalifornie, USA).
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5. Vysledky

5.1. Spodoptera littoralis

5.1.1. Hmotnosti larev na pocatku experimentu

Pro ovéfeni spravnosti vybéru experimentalniho hmyzu do jednotlivych skupin (ZAL,
MON a kontrola) byl proveden test dvoucestné analyzy variance (faktory: pohlavi a skupina) pro

hmotnosti larev_na pocatku experimentu. Test (na 5% hladiné vyznamnosti) potvrdil, ze se

skupiny od sebe nelisi ani v jednom z faktora (tab. 1 A). Priimérné hmotnosti larev jednotlivych

skupin jsou zaznamenany v tab. 1 B.

Tab. 1 A: Poc¢ate¢ni hmotnost larev Spodoptera littoralis

Dvoucestna analyza variance

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)

Skupina (F(2,111)=1,17 P=0,32 |F(2,85) =183 P=017 |F(2,91)=041 P=0,66
Pohlavi |F(1,111)=4.10% P=0,95 |F(1,85)=224 P=0,14 |F(1,91)=0,09 P=0,77
Interakce |F(2,111)=0,12 P=0,88 |F(2,85)=0,01 P=0,99 |F (2, 91)=2,04 P=0,14

Tab. 1 B: Praimérné poc¢ate¢ni hmotnost larev Spodoptera littoralis [mg]

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
g 60,2+3,9 60,2+3,3 60,4 + 3,4
MON ? 60,7 + 4,1 59,1+3,0 60,0 3,7
+
ZAL 3 59,1+£3,5 58,529 58,4 £32
¢ 593 +3,7 57,6 +28 605+ 3,1
3 59,4 +3,5 59,1+34 60,5+3,2
Kontrol
one Q 58,9+ 3,1 58,1+3,9 50,4 +3,0
Vysvétlivky:
MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem d - samci
ZAL - skupina na potraveé s piirodnim toxinem Q - samice
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5.1.2. Hmotnostni pfirtstky

Vtestu dvoucestné analyzy variance se u hmotnostniho pfirtistku na 5% hladiné

vyznamnosti projevil silny vliv pohlavi, proto byl nasledné uZit Post Hoc test a porovnan rozdil
v konkrétnich skupinéch (tab. 2). Grafické znazornéni vysledki je uvedeno v Priloze (grafy 1 A, 1
BalC).

Tab. 2: Hmotnostni pfirtstek larev

Dvoucestnd analyza variance, a = 0,05

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
Skupina |F(2,111)=969 P=1.10*|F (2,85 =6,77 P=210% |F(2,91)=061 P=0,54
Pohlavi |F(1,111)=36,33 P=210% |F(1,85=6,70 P=0,01 |F(1,91)=20,68 P=210%
Interakce |F(2,111)=0,71 P=049 [F(2,85=0,74 P=048 |F(2,91)=015 P=0,86
Post Hoc - Unequeal N HSD test

MON vs. kontrola:

) P=0,05 P=0,98 P=1,00
? P=0,19 P=1,00 P=092
ZAL vs. kontrola:
3 P=0,97 P=0,46 P=0,99
? P=0,96 P=0,03 P=0,97
MON vs. ZAL:
3 P=0,27 P=0,90 P=1,00
Q P=0,03 P=0,12 P=1,00
Vysvétlivky:
MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem d - samci
ZAL - skupina na potravé s pfirodnim toxinem Q - samice

e Linie NRC: MON samci vykazovali vy3si hmotnostni prirtstky (987,7 + 113,6 mg) nez
kontrolni skupina (847,4 £ 115,9 mg), ale priikaznost statistického testu (tab. 2) je velmi
slaba. O urcitém, nicméné na 5 % hladiné vyznamnosti nepriitkazném (tab. 2), rozdilu
svédci i vysledek u MON samic (1 144,2 + 139,0 mg) vs. kontrola (1 042,8 + 172,7 mg). Pti

vzijemném porovndni toxinovych skupin se projevuje rozdil pouze mezi samicemi, kdy
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MON samice mély vyssi hmotnostni piirtstky oproti ZAL samicim (1 003,7 + 169,8) ), ale
test (tab. 2) vychazi opét velmi slaby.
Citliva linie (Egypt): ZAL samice nabyvaly na hmotnosti méné (722,1 + 216,6 mg) nez

samice kontrolni skupiny (867,2 + 77,7 mg), ale prtikaznost testu (tab. 2) je velmi slaba. Pri
vzajemném porovndni uUcinku toxintt nebyl prokazan Zadny rozdil, ackoli vysledek
statistického porovndni (tab. 2) poukazuje na velmi malou shodu mezi samicemi, pfi¢emz
MON samice mély pfirtistky pomérné vyssi (856,4 + 113,8 mg) nez samice ZAL skupiny.

Citliva linie (Francie): pfi porovnani hmotnostnich pfirtistkti vychdzi mezi samicemi i

samci jednotlivych skupin velmi vysoka shoda (tab. 2).

5.1.3. Hmotnost kukel

Pro hmotnost kukel vychazeji vysoce pritkazné testy (tab. 3) v rozdilu pohlavi. Rozdily

v konkrétnich skupinach byly zjistovany pomoci Post Hoc testu.

Tab. 3: Hmotnost kukel

Dvoucestna analyza variance, a = 0,05
Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
Skupina |F(2,111)=337 P=0,04 |F(2,80)=4,07 P=002 |F(2,91)=061 P=0,55
Pohlavi |F(1,111)=61,41 P=2108 |F(1,80)=15,75 P=2.10* |F(1,91)=37,90 P=2.108
Interakce |F(2,111)=143 P=0,24 |F(2,80)=1,01 P=037 |F(2,91)=0,09 P=091
Post Hoc - Unequeal N HSD test
MON vs. kontrola:
3 P =040 P=041 P=1,00
Q P=0,70 P=0,96 P=1,00
ZAL vs. kontrola:
3 P=0,70 P=0,85 P=1,00
Q@ P=0,96 P=0,11 P=0,93
MON vs. ZAL
3 P=1,00 P=1,00 P=1,00
o P=0,24 P=0,12 P=0,99
Vysvétlivky:
MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem 3 - samci
ZAL - skupina na potravé s prfirodnim toxinem ¢ - samice
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Ackoli vysledek dvoucestné analyzy variance pro faktor skupina je slabé pritkazny, po

vyhodnoceni Unequal N HSD testu nebyl ani u jedné z linii zjistén prikazny rozdil pfi porovnani

-----

kukly ZAL samic vychazi nepatrné leh¢i (306,5 £ 57,2 mg) nez u samic kontroly (345,8 + 39,9 mg) a
MON (331,8 + 33,0). Grafické znazornéni vysledkd je v Pfiloze (grafy 2 A,2B a2 C).

5.1.4. Délka 5. instaru

Z testu dvoucestné analyzy variance pro délku 5. instaru vyplyva rozdil mezi pohlavimi
pouze pro Citlivou linii (Egypt) a NRC, i kdyZ oba testy jsou pomérné slabé (tab. 4). Soucasné u
téchto skupin vychazi i slabé, nicméné na 5 % hladiné vyznamnosti nepriikazné, testy pro interakci

- viz. Diskuze (6.1.2.). Grafické znazornéni je uvedeno v Pfiloze (grafy 3 A,3 B a 3 C).

Tab. 4: Délka 5. instaru

Dvoucestnd analyza variance, a = 0,05
Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
Skupina |F(2,111)=064 P=053 |F(2,85=754 P=110%|F(2,91)=135 P=0,26
Pohlavi |F(1,111)=562 P=002 |[F(1,85)=470 P=003 |[F(1,91)=088 P=035
Interakce |F(2,111)=259 P=008 [F(2,85)=275 P=007 [F(2,91)=070 P=0,50
Post Hoc - Unequeal HSD test
MON vs. kontrola:
3 P =042 P=0,55 P=0,71
? P=0,94 P=0,04 P=0,98
ZAL vs. kontrola:
<) P=035 P =091 P=0,52
? P=0,99 P=0,96 P=1,00
MON vs. ZAL:
3 P=1,00 P=0,98 P=1,00
Q@ P=1,00 P=4103 P=0,99
Vysvétlivky:
MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem 3 - samci
ZAL - skupina na potraveé s pfirodnim toxinem ¢ - samice
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¢ Linie NRC:jednotlivé skupiny se v ramci pohlavi v délce 5. instaru nelisi (tab. 4).

oz o o

oz qs__*

5.1.5. Délka 6. instaru

Nebyl zjistén zadny prikazny rozdil pro délku 6. instaru (tab. 5). Objevuje se zde vsak

slaba interakce u Citlivé linie (Egypt) - viz. Diskuze (6.1.2.). Grafické znazornéni vysledkt je

soucasti Pfilohy (grafy 4 A,4B a4 C).

Tab. 5: Délka 6. instaru

Dvoucestnd analyza variance, a = 0,05

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
Skupina |F(2,111)=012 P=0,88 |F(2 85)=191 P=0,15 |F(2,91)=0,16 P=0,85
Pohlavi [F(1,111)=159 P=0,21 |[F(1,85)=0,16 P=069 |F(1,91)=175 P=0,19
Interakce [F(2,111)=034 P=0,71 |F(2,85)=393 P=002 |F(291)=0,94 P=0,39

5.1.6. Délka stadia predkukly

V délce stadia predkukly nebyl zjistén zZadny prakazny meziskupinovy rozdil u ani jedné

z linif (tab. 6). Grafické znazornéni je soucasti Pfilohy (grafy 5 A,5B a 5 C).

Tab. 6: Délka stadia predkukly

Dvoucestnd analyza variance, a = 0,05

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
Skupina |F(2,111)=179 P=0,17 |F(2,80)=1,16 P=032 |F(2,91)=153 P=0,22
Pohlavi [F(1,111)=503 P=0,03 [F(1,80)=0,72 P=040 |F(1,91)=3,56 P=0,06
Interakce [F(2,111)=139 P=0,25 |F(2,80)=0,84 P=044 |F(291)=0,02 P=098
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5.1.7. Délka stadia kukly

Z dvoucestné analyzy variance pro délku stadia kukly vychazi vysoce pritkazné rozdily

mezi pohlavimi u vSech linii (tab. 7). Slabé testy pro interakce u obou citlivych linii vypovidaji o
tom, ze zde mohl vstupovat do hry dalsi faktor - viz. Diskuze (6.1.2.). Grafické zndzornéni je

soucasti Pfilohy (grafy 6 A, 6 Ba 6 C).

Tab. 7: Délka stadia kukly

Dvoucestnd analyza variance, a = 0,05

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
Skupina |F(2,108)=204 P<1.10™ |F(2,77)=1,88 P=0,16 |F(2,81)=341 P=0,04
Pohlavi |F(1,108)=161 P<1.10™ |F(1,77)=9040 P=1.10" |F(1,81)=62,01 P=1.10"
Interakce |F(2,108)=029 P=0,75 |[F(2,77)=259 P=008 |F(2,81)=289 P=0,06
Post Hoc - Unequeal HSD test

MON vs. kontrola:

d P=1104 P=0,98 P=0,92
Q P=1104 P=040 P=0,99
ZAL vs. kontrola:
3 P=0,19 P=0,86 P=0,15
? P=0,78 P=0,98 P=0,99
MON vs. ZAL:
3 P=1104 P=0,99 P=8.103
Q P=1104 P=0,12 P=1,00
Vysvétlivky:
MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem 3 - samci
ZAL - skupina na potraveé s pfirodnim toxinem ¢ - samice

e Linie NRC: Post Hoc test ukazuje vysoce priikazné rozdily pro skupinu MON v obou
pohlavich. Stddium kukly bylo v priméru u MON samic delsi (9,7 £ 0,4 dne) neZ u samic
kontrolnich (8,2 + 0,4 dne) a ZAL (8,1 = 0,2 dne). Delsi vyvoj kukly oproti kontrolnim
samcum (9,3 + 0,5 dne) a samctm skupiny ZAL (8,9 = 0,2 dne) byl pozorovan i u MON
samct (10,7 £ 0,5 dne).
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¢ (Citliva linie (Egypt): jednotlivé skupiny mezi sebou dle pohlavi vykazuji v délce stadia
kukly zna¢nou shodu (tab. 7) aZ na velmi slaby (na 5 % hladiné vyznamnosti neprtkazny)

rozdil mezi samicemi MON (7,5 + 0,5 dne) a ZAL (8,0 £ 0,7 dne).

-----

nez u MON samct (8,5 + 0,5 dne) a slaby, i kdyZ nepriikazny, rozdil (tab. 7) byl zjistén i

pfi porovnani se samci z kontroly (8,7 + 0,5 dne).

5.1.8. Pocet nakladenych vajicek a vylihnutych larev

Porovnanim poétu nakladenych vaji¢ek (KLAD) a vylihnutych larev (LTH) nebyl u

sledovanych skupin prokazan Zadny vyznamnéjsi rozdil, toxinové a kontrolni skupiny naopak
vykazuji pomérné zna¢nou shodu (tab. 8). Grafické znazornéni je v Pfiloze - nakladena vajicka

(grafy 7 A, 7 B a7 C), vylihnuté larvy (grafy 8 A,8 Ba 8 C).

Tab. 8: Pocet nakladenych vaji¢ek a vylihnutych larev

Jednocestna analyza variance, a = 0,05

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
KLAD F(2,44)=029 P=0,89 F(2,26)=069 P=0,51 F(2,47)=069 P=0,84
LiH F(2,44)=029 P=0,95 F(2,26)=052 P=0,60 F(2,47)=052 P=0,95

Vysvétlivky:
KLAD - nakladena vajicka

LIH - vylihnuté larvy

5.1.9. Vyuzitelnost potravy (ECI)

VyuZzitelnost potravy (ECI) vychézi podle predpokladu mensi u citlivych linii (tab. 9),

které byly na umélé potravé méné vitalni. Mezi toxinovymi a kontrolnimi skupinami nebyl

-----
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Tab. 9: ECI (Efficiency of Conversion of Ingested food) v %

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
MON 36,5+1,6 28,7+0,9 222+3,0
ZAL 31,8 £ 10,1 20,2+3,8 232+1,6
Kontrola 32175 28,2+6,0 214+£25

Vysvétlivky:

MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem

ZAL - skupina na potravé s pfirodnim toxinem

5.1.10. Rustové kfivky

Rtstové kiivky (viz. Pfiloha) potvrzuji vysledky statistického testu pro hmotnostni
pfirastky (tab. 2).

¢ Linie NRC: vice nabyvala na hmotnosti skupina MON, pfi¢emZ u samct je rozdil vice

patrny neZ u samic (Pfiloha - grafy 9, 10).

oz

vyraznéji projevil u samic (Pfiloha - grafy 11, 12).

e Citliva linie (Francie): rdstové kfivky u samic zjednotlivych testovanych skupin jsou

obdobné (Ptiloha - graf 13). TotéZ plati i pro samce (Pfiloha - graf 14).

5.1.11. Mortalita

5.1.11.1.

Mortalita larev (tab. 10) byla dle ocekdvani vyssi u citlivych linii. Vysoky thyn v

Mortalita larev

kontrolnich skupindch nasvédc¢uje tomu, Ze ziejmé neslo o tcinek toxint.
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Tab. 10: Mortalita do stadia kukly

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
MON (n = 40) 0 13 6
ZAL (n = 40) 3 13 10
Kontrola (n = 40) 0 8 7

Vysvétlivky:
MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem

ZAL - skupina na potravé s prirodnim toxinem

5.1.11.2. Mortalita kukel

O mortalité kukel vypovida tab. 11 (jedna se o kukly, ze kterych nevylétl zadny

dospélec). I zde je patrny vyssi thyn jedinct zejména u francouzské citlivé linie. Obdobna

mortalita byla zaznamenana i u kontrolni skupiny, coz vypovida o margindlnim aé¢inku toxind.

Tab. 11: Mortalita kukel

Linie NRC Citliva (Egypt) Citliva (Francie)
MON (n = 40) 0 0 4
ZAL (n = 40) 3 1 1
Kontrola (n = 40) 0 2 9

Vysvétlivky:

MON - skupina na potravé s rekombinantnim toxinem

ZAL - skupina na potravé s piirodnim toxinem
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5.2. Leptinotarsa decemlineata

Obé varianty biotestu byly ukonceny 8. den od pocatku experimentu a ziskana data

pouzita pro vyhodnoceni LDsj (Lethal Dose, 50 %).

5.2.1. Pdasobeni rekombinantniho toxinu

ol

Jak ukazuje graf A, larvy na potravé s niz$i koncentraci rekombinantniho toxinu (MON)
nez 0,5 ppm dosahly 8. dne obdobného 4 % maxima mortality, zatimco vy$si koncentrace toxinu
ovlivnily pfezivani larev daleko znatelngji. K hromadnému thynu larev do$lo 3. den a mortalita
dosahla k 8. dni 21 % u 1 ppm, 68 % u 2 ppm a vice jak 85 % u vyssich toxinovych koncentraci.
LDso 8. dne bylo dosaZeno pfi koncentraci toxinu 1,72 ppm (95% konfiden¢ni interval: 1,45 - 2,01
ppm). Pro toto vyhodnoceni byla vylou¢ena koncentrace 10 ppm, protoZe zjevné neodpovidala

ostatnim hodnotam.

100
3=, 75
s —— 0,005 h
= —&— 0,01 M —o— 0,05M
s 504 ——0,1 M —+—0,5M
= ——1 M — M
g —e— M
N
Ao 26 -
o
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1 2 34 868 7 8 910111213 1415161718319 20
Cas [dny]

Graf A: Mortalita larev Leptinotarsa decemlineata chovanych na umélé potravé s rdznymi
koncentracemi rekombinantniho Cry3Aa toxinu
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5.2.2. Pusobeni pfirodniho toxinu

v v,

Larvy chované na potravé s prirodnim toxinem (ZAL) byly ovlivnény jiz pfi nizsich
koncentracich a k hromadnému thynu doslo o téméf jeden den dfive nez u rekombinantniho
toxinu. Z dat v grafu B je zfejmé, Ze larvy mély do koncentrace 0,1 ppm k 8. dni obdobnou 4 %
mortalitu. P¥i vyssich koncentracich toxinu v potravé vsak dochazelo k znatelnéjsimu thynu, jenz
dosahl 58 % jiz u 0,5 ppm, 83 % u 1 ppm a vice jak 95 % pfi koncentraci 2 ppm a vy3si. LDsy pro 8.
den byla stanovena na 0,51 ppm (95 % konfiden¢ni interval: 0,43 - 0,60 ppm). Pro svou

nesourodost byly z vyhodnoceni vylou¢eny koncentrace 4, 8 a 10 ppm.
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Graf B: Mortalita larev Leptinotarsa decemlineata chovanych na umélé potravé s riiznymi
koncentracemi piirodniho Cry3Aa toxinu.
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6. Diskuze

6.1. Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na vyvoj
Spodoptera littoralis

O tucincich Cry3Aa toxinu na necilové organismy je zndmo pomérné malo. Ze studie
Demla et al. (1999) vyplyvéa, Ze pfirodni forma tohoto toxinu méla skodlivé tcinky na zéstupce
Lepidoptera (Acherontia atropos, Manduca sexta, Autoghrapha gamma), a to zejména pfi podavani
toxinu v umélé potravé, kdy doslo dokonce ke zvyseni mortality. Z vysledki téze studie vyplyva,
ze larvy starsich instar( jsou k a¢inkdm toxinu citlivéjsi, coz kontrastuje s praci Kellera et al.
(1996). V této bakalatské praci byly v experimentech pouzity cerstvé larvy 5. instaru Spodoptera
littoralis, nebot mnozstvi pfijaté potravy (tedy i toxinu) je u nich zdaleka nejvyssi. Pfedpokladali
jsme, Ze piipadny ac¢inek Cry3Aa toxint (rekombinantniho ¢i pfirodniho) bude vzhledem k vyse
uvedenému faktu patrny pravé v poslednich instarech. Télesné rozméry larev 5. a 6. instaru navic
eliminuji riziko jejich poskozeni p#i manipulaci béhem experimentu.

Ve studovanych parametrech ¢asto vychazely signifikantni (na 5 % hladiné vyznamnosti)
rozdily mezi pohlavimi, coz koresponduje s vysledky Bavaresca et al. (2004), ktery pfi pokusech s

riaznymi typy umélé potravy popsal vyrazné kratsi vyvoj kukel samic pribuzného druhu

Spodoptera cosmioides oproti samctm.

6.1.1. Vliv na hmotnostni pfiriistek larev a hmotnost kukel

Pfi hodnoceni hmotnostnich piirtstkt larev je nutno uvazovat s uréitou nepresnosti,
ktera mohla znatelnym zptsobem ovlivnit vysledky. Maximélni dosazena hmotnost larev byla
totiz zaznamenavéna pouze jednou denné. Diivodem této védomé metodické nepiesnosti byla
snaha co nejméné narusit potravni chovani larev béhem manipulace a véZeni. IndividuéIni rozdily
v rychlosti pffjmu potravy a pfirtstcich hmotnosti tak mohly zptsobit, Ze jednotlivé larvy dosahly
hmotnostniho maxima az nékolik hodin po vazeni. V porovnani s moznymi dtsledky opakované
manipulace (napf. zména typu a frekvence srdecniho rytmu a dychéni a nasledné ovlivnéni

celkového metabolismu studovaného objektu (napif. Slama (2003)), vsak tyto chyby pfedstavuji
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»mensi zlo”. Vysledky u linie NRC svéd¢i o mozném vlivu rekombinantniho toxinu, nicméné
statistické testy vychdzi velmi slabé (tab. 2). Larvy této skupiny vykazovaly vétsi vahové
pfirtstky, coz mtze byt zptisobeno tim, Ze zména sloZeni potravy (pfidavek toxinu) vyvolala
odpovéd v podobé upravy spektra proteolytickych enzymi stfedniho stfeva a odpovidajici zménu
efektivity traveni. S tim koresponduje i zvySeny pfijem potravy, ktery byl u téchto larev
zaznamendn, takze pfitomnost toxinu mohla paradoxné jejich vitalitu zvySovat. Zména spektra
travicich enzyma a mnozstvi pfijaté potravy v diasledku jeji zménéné kvality je u hmyzich skadct
tada Lepidoptera a Coleoptera dobfe znama. U mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata)
ji podrobné studoval Cloutier et al. (2000). U mtiry Helicoverpa armigera popsal zmény v expresi
trypsinovych, chymotrypsinovych a elastasovych gent jako odpovéd na rtizné typy potravy
obsahujici inhibitory protedz Gatehouse et al. (1997). Problematice vzniku rezistence hmyzu vici
Cry toxinim na béazi zmeény spektra travicich enzymf jsou vénovany napt. studie Candase et al.
(2003) a Huaronga et al. (2004). Pirtstky larev chovanych na potravé s pfirodnim toxinem (ZAL)
byly takika shodné s piirtstky larev kontrolnich. U larev z citlivych linii byl obecny predpoklad,
ze se pfipadny vliv kteréhokoli z toxinti projevi vyrazné&ji, nebot jsou tyto linie vnimavéjsi vaci
jakymkoliv zménam vnéjsich podminek (tedy i ke sloZzeni podédvané potravy). U Citlivé linie
(Egypt) byl tentokrét zjistén vliv piirodniho toxinu (ZAL), a to pouze na hmotnostni pfirtistek
samic, kdy dochazelo ke skute¢nému hmotnostnimu tbytku. Statisticky test (tab. 2) je oviem opét
velmi slaby a vzhledem k velké smérodatné odchylce u této skupiny (722,1 + 216,6 mg) je
pravdépodobné, Ze hlavni pfi¢inou zjisténého rozdilu je vySe zminénd a predem planovana
metodickd nepiesnost, spise nez vliv toxinu. K tomuto zavéru piispiva i fakt, ze u Citlivé linie
(Francie) nebyl shledan Zadny t¢inek u ani jednoho z toxint.

Podobné mohly byt ovlivnény i vysledky tykajici se hmotnosti kukel. Zde je ovSem
nedostatek ¢aste¢né eliminovan tim, Ze hmotnost kukel se na rozdil od hmotnosti housenek pfilis
nemeéni (prakticky jde jen o udbytky dusledkem desikace). Jak je patrné ze statistického
vyhodnoceni (tab. 3), Zddny Gcinek toxint zde nebyl prokdzan. Naproti tomu urcitou redukci

hmotnosti kukel Spodoptera littoralis popisuje Hussein et al. (2006), a to u jedinc chovanych na

listech transgennich brambor (kultivar NewLeaf Superior) exprimujicich toxin Cry3Aa.
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6.1.2. Vliv na délku 5. a 6. instaru larev a délku stadia predkukly a kukly

Z vysledktt vyhodnoceni vlivu toxintt na délku 5. instaru larev (tab. 4) vychazi pomérné
dvou linii nebyl tento vliv ovéfen, tudiz jde pravdépodobné o disledek Setrnosti v zachazeni
s larvami podrobné rozebrané v predchozich odstavcich. V porovnani délek 6. instaru (tab. 5) a
statistického testu pro interakci (tab. 5) vstupuje do experimentu dalsi faktor. O ziejmé totozném,
nicméné na 5 % hladiné vyznamnosti neprikazném, vlivu dalsiho faktoru vypovidaji i statisticka
vyhodnoceni pro délku 5. instaru (tab. 4) - opét u Citlivé linie (Egypt) a tentokrat i linie NRC.
Stejny problém se objevuje ve vyhodnoceni délky stadia kukly (tab. 7) u obou citlivych linii (Egypt,
Francie). Nekontrolovanym faktorem, jenz by mohl ovliviiovat experiment, mtize byt napi.
vzdudna vlhkost, ktera miize do jisté miry ménit kvalitu potravy (Wheeler a Slansky, 1991). Pro
délku stadia kukly u linie NRC byl prokazan velmi silny vliv rekombinantniho toxinu (MON),
avsak tento ucinek nebyl nésledné potvrzen u zadné zcitlivych linii. Naopak u Citlivé linie

(Egypt) prodluzoval vyvoj kukly pfirodni toxin (ZAL), ale pouze u samct.

6.1.3. Vliv na mnozstvi nakladenych vajicek a mnozstvi vylihnutych larev

U mnozstvi nakladenych vajicek ani vylihnutych larev nebyl shleddn zadny vliv ani
jednoho z toxint, coZz kontrastuje s vysledky studie Husseina et al. (2006), kdy pfi kazdém z
trojiho opakovéni bylo mnoZzstvi nakladenych vaji¢ek a vylihnutych larev miiry Spodoptera littoralis

znacné redukovano.

6.1.4. Vliv na vyuzitelnost potravy (ECI)

Vysledky pro vyuZitelnost potravy (tab. 9) jsou pouze orientac¢ni a jejich vypovédni
hodnota neni pfili§ velka. Hlavnim diivodem je maly pocet sledovanych jedinct (n = 5). Urcity
vysledky studie Demla et al. (1999), ktery popsal vyznamny uGéinek pfirodniho toxinu na

snizovani ECI. Pro vétsi reprezentativnost tohoto zavéru je vSak nutné opakovani pokusu s vétsim

39



mnozstvim jedincti. V praci Husseina et al. (2006) nebylo Zadné ovlivnéni vyuZitelnosti potravy

prokéazano.

6.1.5. Mortalita larev a kukel Spodoptera littoralis v pribéhu experimentt

Zjisténa mortalita larev i kukel byla podle obecného predpokladu vyssi u citlivych
skupin, které jsou nachylnéjsi k vnéjsim podminkdm. Protoze zaroven uhynulo pomérné znac¢né
mnozstvi larev a kukel z kontrolnich skupin (tab. 10, tab. 11), coz kontrastuje s praci Demla et al.
(1999), vse nasvédcuje tomu, Ze o tc¢inek toxinh neslo. Podle patologickych zmén pozorovanych u

uhynulych jedinct bylo zfejmé hlavni pii¢inou thynu virové onemocnéni hmyzu, komplexné

oznacované jako polyedréza, které v priabéhu pokusu postihlo i laboratorni chovy.

6.2. Zavér

o Zadny z dil¢ich testt opakované nepotvrdil vliv ani jednoho ztoxind (ptirodniho &

rekombinantniho) na vyvoj necilového hmyzu Spodoptera littoralis.

o Zadny z dil¢ich testi opakované nepotvrdil ani rozdil mezi pfirodnim a rekombinantnim

toxinem na necilovém hmyzu Spodoptera littoralis.

o Predpoklad o vyznamnéjsim projevu acinkd Bt-toxintt u citlivych linii testovaného

hmyzu se pfi testech nepotvrdil.
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Graf 3 B: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku 5. instaru
larev Spodoptera littoralis z Citlivé linie (Egypt). Statisticky vyznamny rozdil je patrny pouze u

samic (F) skupiny ZAL pfi porovnani s kontrolou i skupinou ZAL.
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Graf 3 C: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku 5. instaru
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Graf 4 A: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku 6. instaru
larev Spodoptera littoralis z linie NRC - bez statisticky vyznamného tc¢inku.
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Graf 4 B: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku 6. instaru
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Graf 4 C: Vliv rekombinantnitho (MON) a piirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku 6. instaru
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Graf 5 A: Vliv rekombinantniho (MON) a piirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku stadia
predkukly (PP) Spodoptera littoralis z linie NRC - bez statisticky vyznamného tcinku.
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Graf 5 B: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku stadia
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Graf 5 C: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku stadia
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Graf 6 A: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku stadia kukly
(P) Spodoptera littoralis z linie NRC. Statisticky vyznamny rozdil je patrny u obou pohlavi skupiny
MON pii porovnani skontrolou i skupinou ZAL.
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Graf 6 B: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku stadia kukly
(P) Spodoptera littoralis z Citlivé linie (Egypt) - bez statisticky vyznamného tcinku.
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Graf 6 C: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na délku stadia
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pouze mezi samci (M) skupiny ZAL a MON.
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Graf 7 A: Vliv rekombinantniho (MON) a piirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na pocet nakladenych
vajic¢ek Spodoptera littoralis z linie NRC - bez statisticky vyznamného téinku.
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Graf 7 B: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na pocet nakladenych
vajicek Spodoptera littoralis z Citlivé linie (Egypt) - bez statisticky vyznamného tucinku.
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Graf 7 C: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho toxinu (ZAL) Cry3Aa na pocet nakladenych
vajicek Spodoptera littoralis z Citlivé linie (Francie) - bez statisticky vyznamného tucinku.
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Graf 8 A: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na pocet vylihnutych
larev Spodoptera littoralis z linie NRC - bez statisticky vyznamného tucinku.
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Graf 8 B: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na pocet vylihnutych
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larev Spodoptera littoralis z Citlivé linie (Egypt) - bez statisticky vyznamného tcinku.
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Graf 8 C: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na pocet vylihnutych

.....

53



Hmotnost housenky [mg]

1250

1000

750

500

250

o

NRC - F

—e— MON
——ZAL

kontrola

Cas [dny]

Graf 9: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na vyvoj larev (samic - F)

ol

Spodoptera littoralis z linie NRC - rlistova kiivka. Nejvyssi hmotnostni pfirustky jsou patrné u samic

ze skupiny MON.
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Graf 10: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na vyvoj larev (samcti -
M) Spodoptera littoralis z linie NRC - rtstova kfivka. Nejvyssi hmotnostni pfirustky jsou patrné u

samct ze skupiny MON.
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Graf 11: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na vyvoj larev (samic -
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patrné u samic ze skupiny ZAL.

Citliva linie (Eygpt) - M

1250 -+
(@]
E.1000 -
2
o 750 -
2 500 - —\—ZAL
3 kontrola
g 250 -
o =
E o 1! : . .

Cas [dny]

Graf 12: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho (ZAL) toxinu Cry3Aa na vyvoj larev (samcti -
M) Spodoptera littoralis z Citlivé linie (Egypt) - rastova kfivka. Nejniz$i hmotnostni pfirustky jsou
patrné u samct ze skupiny ZAL.
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Graf 13: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho toxinu (ZAL) Cry3Aa na vyvoj larev (samic -
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jsou u sledovanych skupin témér rovnocenné.
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Graf 14: Vliv rekombinantniho (MON) a pfirodniho toxinu (ZAL) Cry3Aa na vyvoj larev (samcii -
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jsou u sledovanych skupin témér rovnocenné.
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Obr. A: Larva S. littoralis umisténa v Petriho misce
s umélou potravou

et N

Obr. C: Plastovy kelimek uvnit
s kuklou S. littoralis, uzavieny

hedvabnym vldknem

Obr. B: Plastové kelimky naplnéné smési pilin a
zeminy

i ] Obr. E: Larvy L. decemlineata
Obr. D: Dospélci S. littoralis chovani v papirovych umisténé  vjamkach titra¢ni
valcich desticky s umélou potravou
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