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Anotace:

Cilem ptedlozené prace bylo pfispét k objasnéni rozdili ve vyvoji pohlavnich organti u samic
autogenich a anautogenich populaci komara Culex pipiens quinquefasciatus Say. Soucasné se
testoval ucinek agonisty ekdysonu na vyvoj a plodnost tohoto druhu. Ziskané vysledky
ukazaly, Zze u anautogeni populace je prub¢h vitellogeneze zavisly na sani krve. U autogenich
populaci béhem prvniho gonotrofického cyklu neni nezbytné ptijimat krev. Testovana latka
Vv subletdlnich davkach indukovala vitellogenezi s naslednym vykladenim autogeni sntsky.
Aplikace vysSich davek naopak vykazovala ucinky steriliza¢ni. Ziskané vysledky signalizuji
vhodnost vyuziti této latky k regulaci pfemnozenych komafich populaci, zejména v oblastech

vyskytu jimi pfenosnych chorob.

Anotation:

The aim of submited Thesis was to contribute to illustration on differences in development of
female genital organs in autogeny and anautogeny population of mosquito Culex pipiens
quinquefasciatus Say. Currently, a consequence of ekdyson agonists was tested for change
evoked in the development and fertility this species. Gained results showed that in anautogeny
population is process of vitellogenesis depended on blood- feeding. In autogeny population,
there is no need to blood- fed during the first gonotrophic cycle. Tested compound indicated
vitellogenesis in a sublethal doses then egg-laying was followed. In comparison with that,
application of higher doses showed sterilisation effect. Gained results show this compound
useful for regulation of mosquitoes population, especially in the area of disease transmitted by

them.
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1. Uvod.

Hmyzi fiSe je nejrozmanitéjsi fiSi na svété. Tito drobni zivocichové jsou soucésti naSich
kazdodennich Zzivotl. Jejich pfi¢inénim vznikaji jak clovékem vyuzitelné produkty (vceli
med, hedvabi aj.), tak 1 krasna architektonickd dila (termitisté¢). Diky pracovitosti opylovaci
se kazdoro¢n¢ miizeme radovat z podzimni Grody ovoce. Hmyz je samoziejmé jako vSechny
organismy zaclenén do potravniho fetézce, kde tvoii neopomenutelnou ¢ast potravy, zejména
pro ptactvo.

Ptesto se Cinnosti nékterych z nich stala tato fiSe ponckud nepopuladrni. TéZko lze zapomenout
na pohromy zplsobené hejny sarancat st¢hovavych, které pfi svych migracich po africkém
kontinentu devastuji uz tak bidnou urodu. Neustale diskutovany problém se Sumavskym
kiiroveem pfeci jen hmyzu na popularité nepiida.

w7

Rozhodné bychom neméli zapomenout ani na nemoci, které pfi své migraci rozsituji (mor-
blecha) a to zejména na ty nemoci, které rozsifuji pii sani krve. Komafi jsou zodpovédni za
pfenos mnoha zdravotné vyznamnych patogeni a parazitd jako jsou viry, bakterie, protozoa a
nematodi. Patogeni organismy pfenasené komary zpusobuji vazné choroby jako jsou malarie,
horecka dengue, Zluta horecka, encefalitida nebo filariosa. Z tohoto hlediska se komati fadi
mezi druhy majici zna¢ny vliv na zdravi ¢lovéka, domacich zvitat a v souvislosti s timto i na

ekonomiku statu.

Komar jako jeden z mnoha predstavitelll krev sajiciho hmyzu potfebuje ke svému vyvoji
piijimat krev. U komart, narozdil od mouchy tse-tse, saji krev pouze samicky.

Krev a specielné¢ proteiny v krvi jsou esencidlni pro produkci vajicek anautogenimi
samiCkami. Pouze n€kolik druht komard je schopno produkovat prvni snisku vaji¢ek bez
ptijmu krve, tvoii tzv. autogeni snisku. VétSina samic vSak saje krev béhem ovaridlniho cyklu
a tvofi tzv. anautogeni sniSky. Autogenie byla také popsana u komara Culex pipiens

quinquefasciatus puvodem z Hyderabadu, Indie.

Cilem mé prace bylo pfispét k objasnéni rozdilti mezi autogeni a anautogeni sntskou a zjistit,

jestli existuje moznost ovlivnit hematofagni chovani hmyzu analogy hmyzich hormond.



2. Literalni prehled.

2.1. Autogenie a anautogenie.

Ustni ustroji komara se béhem fylogeneze vyvinulo v bodavé saci Gstroji, které u sameckt
slouzi pouze K pfijmu rostlinnych §t'av (zdroj uhlovodikl) a u samicek navic slouzi i k ziskani
krve. K sani krve maji samicky také piizptisobeny cibarialni a pharyngealni pumpu, které
pumpuji krev do stfeva. Samicky jsou schopné piijmout vice nez trojnasobek svoji vahy
(Clements, 1992).

U vétsiny komart mtze byt vyvoj vajicka dokoncen pouze v ptipadé, ze dojde k nasati krve
anautogenimi sami¢kami. Z tohoto divodu jsou samicky piizpasobeny i k tomu, aby nasly
potencialniho hostitele. K tomu jim slouzi ¢ichové, vizualni a teplotni stimuly. Receptory na
samicich anténach dokazi reagovat na zménu koncentrace CO,, obsah kyseliny mlécné,
acetonu, octenolu a fenolitickych slouc¢enin vylu¢ovanych potencialnim hostitelem (Becker,
2003).

Autogenie byla puvodné definovana jako schopnost komafich sami¢ek vyvinout snisku
vaji¢ek bez piijmu krve. V 80-tych letech byla autogenie potvrzena u vice jak 60-ti druht
komarl a nejedna se tedy o natolik ojedinély jev. Dfive se véfilo, Ze autogeni samicky nesaji
krev, dokud nedojde Kk prvni ovipozici a to i v pfitomnosti hostitele. Tato mySlenka ale byla
vyvracena a bylo prokazano, Zze samicky saji krev pokud jsou v kontaktu s hostitelem a to

téméf ve vSech ptipadech nehled¢ na to, jestli jsou autogeni nebo anautogeni (Trpis, 1978).

Existuji dva typy autogenie: obligatorni a fakultativni. Obligatorni autogenie byla pozorovana
u samicek, které nesaly krev béhem prvniho ovaridlniho cyklu, dokonce i kdyz byl hostitel k
dispozici. Fakultativni autogenie nastava pokud geneticky determinované autogeni samicky
béhem prvniho ovarialniho cyklu ochotné saji krev i pies to, Ze mohou vyvinout jednu sntisku
vaji¢ek aniz by doslo k pfijmu krve. Autogenie byla poprvé popsana u skupiny Culex pipiens,
ktera zila v Palearktickém regionu (Clements, 1992).

Tyto autogeni formy Cx. pipiens byly stenogamni (na pafeni vyzadovaly malé prostory), zily
V prostorach s omezenym pfistupem pod rovinou zemé (septiky a zaplavené sklepy), po
prvnim ovarialnim cyklu ochotné saly lidskou krev a nebyly schopné navodit diapauzu béhem
chladnych zimnich mésicti. Anautogeni Cx. pipiens zili ve znecisténych vodach nad zemi, byli

eurygamni orthophilni a méli schopnost diapauzy béhem chladnych zimnich mésicti. Populace
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Culex pipiens, u které se ¢asto vyskytuje autogenie, byla ¢asto klasifikovana jako forma Cx. p.
molestus Forskal. Nékdy také byla povazovana za fyziologickou variantu Cx. pipiens Linné.
Autogenie se mnohem Ccastéji vyskytuje u populaci objevujicich se ve vyssich zemépisnych
Sitkach (Clements, 1992).

U naprosté vétSiny autogenich druhi samice dokonc¢i jeden ovarialni cyklus autogenim
zpusobem a poté saji krev a zahdji dalsi vyvoj jako anautogeni (Olejnicek, 1995; Clements,
1992). Jen dva druhy rodu Aedes nikdy nesaji krev a produkuji vSechny jejich snisky
autogené. Jde o Ae. churchillensis, ktery ztratil schopnost letu, a arkticky druh Ae. rempeli
(Clements, 1992).

ZkusSenosti s populacemi Cx. pipiens v Evropé naznacuji, ze Cx. molestus je vzdy autogeni,
zatimco Cx. pipens je témét vzdy anautogeni (Olejnicek, 1995). V roce 2000 byla Olejni¢kem
a Gelbi¢em prokazana autogenie i u druhu Culex pipiens quinquefasciatus ziskaného z Indie.
Tento druh komara je chovan jako autogeni v laboratofi vice jak 15 let bez moznosti sat krev .
Spatené i nesparené autogeni samicky byly schopné dokoncit vitellogenezi vaji¢ek, ackoliv

nespafené samicky tyto vajicka nedokazaly naklast (Olejni¢ek and Gelbic, 2000).

Mezi autogenimi a anautogenimi populacemi jsou pomérné zietelné rozdily v jejich velikosti,
Vv mnozstvi vajicek ve sniiSce, v délce larvalniho vyvoje i ve slozeni a zplisobu ziskavani zivin
pro vitellogenezi.

Ovarialni folikuly samicek vétSiny autogenich druht jsou pfi lihnuti v prvnim vyvojovém
stadiu a b&hem prvniho dne stafi samic se zacnou vyvijet. Oocyty autogeni samicky Ae.
taeniorhynchus dozravaji béhem nasledujicich 5 dnti po vylihnuti (Clements, 1992). U
n¢kterych autogenich druhti komart dochézi k predéasnému vyvoji. U severni populace
Wyeomyia smithii zacina vitellogeneze ve stadiu kukly a pfi lihnuti jsou uz jejich primarni
folikuly ve tretim stadiu (O Meara, 1981). Nékteré druhy mohou dokoncit vice jak jeden
autogeni ovarialni cyklus (Clements, 1992).

Autogeni samicky jsou vétsi nez anautogeni a také produkuji vice vajicek (Sota and Mogi,
1994). Snuiska anautogeni samice Cx. pipiens obvykle obsahuje 150-200 vajicek (pti sani krve
na ptacich), zatimco autogeni samice Cx. pipiens maji primérnou sntsku okolo 80-120
vajicek (Christophers, 1945). U Ae. aegypti kladou autogeni samic¢ky snusku ¢itajici pouhych
17-30 vajicek, zatimco u anautogeni snisky se pocty vajicek pohybuji okolo 70-120 (Trpis,
1977).



Srovnani autogenich a anautogenich populaci stejnych druhti chovanych za standardnich
podminek odhalilo delsi larvalni vyvoj u geneticky determinovanych autogenich jedinci.
Nové vylihnuté autogeni samice méli vyssi vahu, $irsi tukové téleso a vyssi celkové mnozstvi
lipida, glykogenu, proteinli, ale nizSi procentudlni slozeni dusiku nez anautogeni samicky
(Clements, 1992).

Exprese autogenie nezavisi pouze na genetickych faktorech ale i faktorech prostiedi.
Laboratorni experimenty ukazuji, ze velikost dospélci a exprese autogenie Ae. togoi
z Karatsu (na jiznim pobiezi Japonska) se lisila v zavislosti na teploté, fotoperiodé a na
nutriéni hodnoté stravy. Pomér autogenich samicek se zvySoval za niz§ich teplot a kratSich
dni. Tyto laboratorni vysledky byly ve shodé s trendem v piirod¢, kdy je autogenie nejvyssi
na jafe a na podzim. Mnozstvi autogenich vaji¢ek je pozitivné ovlivnéno velikosti téla. Pfi
vysokych teplotach a pii nizkych nutritivnich hodnotach stravy se velikost téla snizuje (Sota
and Mogi, 1994).

U autogenich komart se ziskdvani proteini pro vitellogenezi ptesouva do larvalniho stadia.
V této dobé je proto nutnd pomérné vysokd nutritivni hodnota stravy. Autogeni jedinci
chovani pfi vysoce vyzivné larvalni stravé produkovali ve snliSce primérné 102 vajicek.

Jedinci s chudsi stravou nakladly pouhych 66 vaji¢ek (Service, 1985).

Zasoby lipidu se 1isi v ramci jednotlivych druhtt komart. Ae. cantans vyzaduje urcité obdobi
mezi vylihnutim a sanim krve K ziskani zasob lipidu, které jsou ale presto nedostacujici
k umoznéni ovipozice. Oproti tomu Ae. punctor zahajuje sani krve a ovipozici pii nizsi
hladin¢ lipidickych rezerv nez Ae. cantans a samicky jsou schopné akumulovat pozadované
mnozstvi lipid uz 24-48 hodin po vylihnuti (Renshaw et al., 1995).

Jednim z moZnych zdroji proteint je larvalni svalstvo, které je histolyzovano dva dny po
vylihnuti (Clements, 1992 ). Oocyty rodu Aedes dozravaly na dieté¢ 10% roztoku cukru ve
47% ptipadd autogenim zptusobem (Service, 1985). Omezeni stravy v larvalnim stadiu mélo

velice negativni vliv na velikost dospé€lcti a produkci autogenich vajicek (Sota a Mogi, 1994).

Anautogeni komafi potiebuji krev pfedevSim k produkci zralych vaji¢ek. Autogenie nebo
anautogenie je dulezitou cCasti zivotni strategie hmyzu. Prestoze je zvifeci krev bohatym
zdrojem Zzivin, jeji vyhledavani stoji vektora pomérné dost energie. V disledu toho dochazi
¢asto k umrtim béhem vyhledavani zdroje krve i béhem vlastniho sani. Krevsajici hmyz také

mize hynout v dasledku obrannych reakci hostitele. V piirodé je autogenie podporovana pti
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dobrych vyzivovych podminkach larvalniho habitatu a nizkému osidleni hostitelem.
Autogenie je vyhodou nad anautogenii, jelikoz autogeni produkce vajicek ma kratsi
preoviposi¢ni obdobi a k vyvoji neni tfeba hostitele. Nicméné autogenie béhem larvalni
periody vyzaduje vysoky energicky pfijem. Tato larvalni perioda trva déle nez u anautogenich
jedinct a diky tomu Casto vede i k vyssi mortalité zptisobené larvalnimi predatory a ob¢asnym

vysuSenim stanovist’, pfedev§im v letnim obdobi (Sota a Mogi, 1994).

2.2. Tebufenozid RH- 5992.

Hmyzi intergument je na povrchu kryt kutikulou. Tato tvrda vrstva chrani télo hmyzu proti
mechanickému poskozeni i pred Skodlivymi vlivy vnéjSiho prostiedi. Je vSak natolik tvrda, ze
nemuze rust spolecné s télem hmyzu, proto se hmyz periodicky svléka. Klicovou roli pfi
ekdysy a pii zrani folikuli hraje zejména lipofilni steroid 20-hydroxyekdyson (vznika
Vv prothorakalnich Zlazach), jehoz vylucovani je fizeno v mozku pomoci prothoracikotropniho
hormonu PTTH. Zasadni vliv na metamorfézu hmyzu ma lipofilni sesquiterpenoid juvenilni
hormon (vznika v corpora allata). V dospélosti jsou oba tyto hormony zapojeny do regulace
pohlavni dospélosti (Dhadialla et al., 1998). Vzajemny pomér JH a 20E béhem zivotniho
cyklu kolisa.

Proces svlékani je rozdélen do tfech fazi. Prvni faze je vyznacna zacatkem cyklu svlékani a
zacatkem sekrece ekdysteroidii. Dalsi fazi charakterizuje ukonceni ekdysteroidialniho piku a
rozsiteni ekdyse staré pokozky. Nasledna mezisvlékaci fazi za¢ina od nové svlecené larvy a
kon¢i bezprostiedné pred zvySenim ekdysteroidniho piku. Béhem obdobi mezi jednotlivymi
svlékanimi chybi 20-hydroxyekdyson. Geny, které byly timto hormonem (20E) represovany,
jsou nyni expresovany (Retnakaran, 2001, Deitsch et al., 1994).

Ekdysteroidy maji také zdsadni vliv na zrani folikull a tim na produkei vaji¢ek nésledujici
generace. Hladina ekdysteroid kolisa béhem celého cyklu vitellogeneze. Primérna hladina
ekdysteroidl od vylihnuti do 20h se pohybovala mezi 150-200 pg na samicku. Prudké zvyseni
této hladiny bylo pozorovano pii 24h po vylihnuti a pokracovalo az do 28h (S maximem
pozorovanym pii 32h po vylihnuti). Hladina ekdysteroidt pii 48h po vylihnuti prudce klesla
az na bazalni hladinu a nezménila se nijak zvlast az do stafi 72h. Pik pozorovany pii 32h byl
velice Casty a analyza ukazovala, Ze primérna hodnota byla pifi 28 a 32h vyznamné vyssi nez

pfi vylihnuti a 72h poté. (Fuchs, 1981).
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Neustale se hledaji latky, které by omezily populaci komart a zaroven by byly co nejvice
Setrné k Zivotnimu prostiedi. Jednou znich by mohla byt i RH- 5992 (tebufenozid).
Tebufenozid RH-5992 je nesteroidni agonista hmyziho svlékaciho hormonu, 20-
hydroxyekdysonu (20E). RH-5992 hraje podobnou roli jako endogenni ekdysteroid 20E, a to
pii iniciovani svlékaciho procesu (Dhadialla et al., 1998). Tebufenozid je vybornym
insekticidem nejen diky jeho vysoké ucinnosti, dlouhé Zivotnosti, ale také pro jeho levnéjsi
vyrobu a levnéjsi aplikaci. V urcité koncentraci pisobi toxicky a pfimo zabiji hmyz. U
Lepidopter zahajuje piedcasné svlékani larev, které vSakneni dokonceno (Swevers and latrou,
1999).

Pied aplikaci této latky je dulezité ji pfedem testovat, abychom zjistili jaka je jeji optimalni
davka pro jednotlivé druhy skidct, jestli ma hmyz na latku resistenci a také testovat jeho
cross- resisten¢ni Géinky. Laboratorni selekce ukazovaly, ze nékteré druhy hmyzu maji
pomérné vysokou resistenci vici tebufenozidu (Spodoptera exigua a Planotortrix octo). Byla
také nalezena cross-resistence mezi tebufenozidem a jinymi insecticidy a to u rodu S. exigua a
P. octo mezi tebufenozidem a methoxyfenozidem a azinphos-methylem. Existuji populace
nékolika Skidct (jako je S. exigua., Spodoptera littoralis, Choristoneura rosaceana a C.
pomonella), které byly resistentni k béznym insekticidim, ale vykazovaly toleranci k latce
RH-5992, pokud s ni uz diive nebyly v kontaktu. U Plutella byla stanovena LD50 na 18,39
(16.72-20.22) mg/l (Cao and Han, 2006).

Vyzkum relativni afinity ekdysteroidi a jejich nesteroidnich agonistli (véetné RH-5992)
ukazuje, Zze RH-5992 se vaze na ekdysteroidni receptorovy komplex s vyznamné vyssi
afinitou u Lepidopter nez u Dipter (Dhadialla et al., 1998) a proto obsazuje vazebné misto na
komplexu receptori ekdysonu (Swevers and latrou, 1999). Bunky D. melanogaster (Diptera)

maji mechanismy, jimiz aktivné vytésiuji RH-5992 ze svych bun¢k (Sundaram, 1998).

Bylo zjisténo, ze aplikace RH-5992 do vyvojové zastaveného abdomenu Bombix mori
zpusobuje zmény v normalni expresi gent (ovlivnénych v prvni Ccasti ekdysteroidy
kontrolované kaskady) a tim je zodpovédny za pieruSeni vyvoje. Injekce RH-5992 do
vyvojové zastaveného abdomenu indukuje také vyvoj vitellogeninu, ale neindikuje vyvoj
chorionu ve vajecnicich Bombix mori. Folikuly zastavené pasobenim tebufenozidu in vivo
nejsou schopné iniciovat choriogenezi in vitro. RH-5992 zpuisobuje apolyzu staré kutikuly u
larvalni epidermis a syntézu nové endokutikularni lamely a ekdysi staré larvalni kutikuly

(Swevers and latrou, 1999).
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Je také znamé, ze RH 5992 je zopovédny za aktivaci receptorti ekdysonu jiz pfi mnohem nizsi
koncentraci nez je nutna koncentrace piirozené se objevujicich hormonti (Sundaram et al.,
1998). Prestoze Swevers a latrou (1999) demonstrovali, ze RH-5992 indukuje expresi ESP
(hlavniho zloutkového proteinu, produkovaného folikuldrnimi bunkami), nebyl doposud
zkouman jeho mozny vliv na expresi syntézy vitellogeninii samic¢¢im tukovym télesem.
Zatimco tebufenozide je specificky pro Lepidoptera, jeho analog RH-5849 je ucinny na
Diptera (Retnakaran, 2001; Smagghe, 1994).

RH-latky by také mohly byt uziteéné pii studiu funkce ekdysonu. Dale by mohly byt vyuzity
k mapovani steroidii nebo jako ligandy pfti purifikaci steroidi. Tyto latky by mohly pomoci
k lokalizaci receptori in vivo a také ke klasifikaci receptorti V tkanich nebo celych
organismech u bezobratlych (Wing, 1988; Wing et al., 1988).

2.3. Struktura ovarii u komaru.

Struktura ovaria a ovarioly.

Dorsolateralné u posteriorni oblasti abdomenu je situovan par ovarii. Ovaria jsou spojena
dvéma lateralnimi ovidukty vedoucimi do vejcovodu. Do kazdého ovaria vstupuji dvé trachee,

které se hojné vétvi az na tracheoly (Clements, 1992).

Kazdé ovarium se skladd z nékolika funkcénich jednotek, ovariol. V pifedni ¢éasti kazdé
ovarioly se nachédzi germarium, kde dochézi k mitotickému dé€leni zarode¢nych (germdlnich)
bungk. Zbyla ¢ast ovarioly, vitellarium, obsahuje jeden nebo dva folikuly. Komati ovarioly
jsou klasifikovany jako meroistické, protoze obsahuji vyzivovaci (sesterské) buriky i oocyty.
Dale jsou fazeny mezi polytrofni ovarioly a to z toho divodu, Ze skupina vyzivovacich bunék
je ve folikulu uzaviena spolecné s oocytem. Nejvyvinutejsi folikuly se nazyvaji primarni
folikuly, mladS$im folikulim se tik4 folikuly preprimdrni. Po kazdém ovaridlnim cyklu se
z preprimarnich folikulli vytvoii nova sada primarnich folikult. Tyto folikuly muzete najit

v nékteré literatufe pod heslem primarni a sekundarni folikuly (Clements, 1992).

Ovariolu obaluje tenka membrana, kterou z vnéjsku obklopuje svalova vrstva. Tato membrana
je rozprostiena od germania az k terminalnimu filamentu. Mnozstvi ovariol se pohybuje mezi

50 az 500 a je Casto ovlivnéno velikosti samotnych samic (Clements, 1992).
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Ovariolar sheath
Follicular stalk

Ovarian sheath Obr.1; Cast ovaria a lateralniho oviduktu

Terminal filament

nulliparni samice  Anopheles melas
(prevzato od Giglioli, 1964).

Germarium —

penproximate (2ary) follicle
Proximate (1ary) follicle
Penproximate-preprimarni, sekundarni

folikul.

Proximate- primarni folikul.

¢~ Longitudinal muscle
N\ Circular muscle

-~ Epithelium

Struktura ovarialnich folikulu.

Kazdy folikul je slozeny z jednoho oocytu, n€kolika nutritivnich bunék a vnéjsiho epitelia.
Nutritivni bunky syntetizuji matefské ribosomy a maternalni mMRNA. Krychlovité epitelialni
bunky obsahuji velka jadra a fidkou cytoplazmu, ktera je sice bohatd na ribosomy ale
vyskytuje se v ni relativné malo RER a GA. Sousedni buniky jsou mezi sebou propojeny
Vpriméru asi 20nm desmosomy. Builky epitelu jsou navzdjem propojeny pomoci
mezibunéénych mustki. Muastky maji tvar barelu, jsou 0,25- 0,5 um dlouhé a vyénivaji do
obou mezi sebou propojenych bunék (Anderson and Spielman, 1971). Pocet téchto mastka
vzrista béhem prvniho dne po ptijmu krve. Folikularni epitelium obsahuje shluky vice jak 30

navzajem propojenych bunék (Clements, 1992).

Nutritivni buiky Ae. aegypti jsou velké v priméru asi 27um a jejich samotna jadra maji Sitku
o velikosti tfech epitelidarnich bunék. Cytoplazma nutritivnich bunék je velmi bohatd na
mitochondrie, ribozomy a misty se vyskytuji i tukové kapénky a zaklady RER. Oocyt a
nékolik vyzivovacich bunék (u rodu Aedes 7) tvoii syncytium. Oocyt je piimo napojen
mezibunéénymi mistky na tii nutritivni bunky (Fiil, 1978). U Ae. aegypti je bazalni lamina
folikulu tvofena pravidelné orientovanymi proteinovymi casticemi. Kazda proteinova
partikule je spojena se ¢tyfmi dal$imi a cela struktura tvofi pory, které zpevnuji tkan. Jejich

nejvetsi rozmér dosahuje asi 20 nm (Clements, 1992).
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Obr.2: Podélny fez ovarialnim folikulem

Secondary follicle

komara Anopheles atroparvus b&éhem

Connective

i i ri
Ovarian sheath tissue matrix

vitellogeneze (pfevzato od Nicholson,

1921).

Nurse cell Qocyte nucleus

Nurse cell- nutritivni buiika (sesterska,

Follicular epithelium vyzivovaci)

horionic secretion

Ovariolar sheath—__ /
>

& 40 um

—_—

2.4. Vyvoj a zrani hmyzich oocytii, proces vitellogeneze.
Zriani hmyzich oocytii.

Béhem gonotropniho cyklu dochazi k vyraznym zménam folikulG nejvice vzdéalenych od
germénia. Ooplama se zahusti nahromadénym Zloutkem (vitellogeneze) a ribosomy, také
dochazi k ukladani chorionu. Témito v§emi procesy roste oocyt do velikosti (Clements, 1992).
Spi¢ka ovarioly, germarium, obsahuje primarni germinalni buiiky (oogonia), ze kterych se
diferencuji vyvijejici se vajicka (oocyty), vyzivovaci buniky (trofocyty a sesterské buiiky) a
folikularni epiteliarni bunky (Clements, 1992; Fuchs, 1981). Oocyty postupné rostou od
oogonia smérem dolii po ovariole. Oocyty nabyvaji na velikosti diky akumulaci Zloutku,
sloZzen¢ho z lipidQ, proteind, glykogenu a dalSich sloZek. Folikularni epitelium sekretuje

chorion a vitelinni membranu a poté degeneruje stejné tak, jak to délaji nutritivni bunky.

Pod oocyty na konci ovariol je uzka spojovaci Cast epiteliarnich bunék (pedicel), ktera t€sné
uzavira vyvod vedouci z ovarioly do oviduktu. Kdyz je oocyt pln€ vyvinuty, tento spoj se
narusi a oocyt je uvolnén do oviduktu. Cast ovarioly, ktera obsahovala vyvinuté vajicko se
smrskne a vytvori se novy spoj pod dal§im oocytem. Vajicko je v dobé uvoliovani do
oviduktu obklopeno chorionem. Chorion je perforovany Vjednom nebo vice mistech

drobounkymi pory nebo mikropyly.

Spermatozoa ziska piistup k vnitini ¢asti vajicka, pokud se tyto drobounké péry oteviou.
K oplozeni dojde béhem sestupovani oocytti oviduktem do vaginy (pomoci peristaltickych

pohybt), ze spermateky se vynofi spermatozoa a vnikne pfes mikropyle do vajicka. Prvnim
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redukénim délenim vznika samici prvojadro s polarnim téliskem. Spermatozoa ztrati ocasek a

zmeéni se v sam¢i prvojadro. Ob¢ prvojadra splynou a vznika zygota (Ross, 1982).
Vitellogeneze.

Vitellogeneze je proces, kdy se do oocytll dostavaji energetické a vyzivujici zasoby ve forme
vitellinu (zloutku). Zahrnuje produkci samicich fosfolipoglykoproteini o molekulové
hmotnosti n¢kolik set kDa (vitellogenint) a jejich transport do oocyti (Kodrik, 2004).
Vitelogeneze je zahdjena jiz v terminalni Casti ovarioly, ale jeji hlavni c¢ast probiha ve
vitellariu. Na konci vitelogeneze vznikd zraly oocyt. Vitellogenezi muizeme rozdélit do

previtellogeni, vitellogeni a postvitellogeni faze. Jejich priibéh je popsan a zndzornén nize.

Vitellogeniny jsou syntetizovany v trofocytech v tukovém télese a u vyssich dvoukiidlych
pfimo v ovdriich. Trofocyty prodélavaji béhem tohoto obdobi fadu zmén, jelikoz se z bun¢k
slouzicich k ukladani zasobnich tuki a glykogenu stavaji buniky s obrovskou produkci
proteint viz. obrazek 3. B&hem previtellogeni fize maji malé jadro a obsahuji velké tukové
inkluze a glykogen. Pfi pfechodu do vitellogeni faze se zvySuje mnozstvi slozek
biosyntetického aparatu jako je endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat a mitochondrie.
Dojde také ke zvétSeni jadra. V postvitellogeni fazi dojde k omezeni organel biosyntetického
aparatu a trofocyty obsahuji hlavné velké mnozstvi lysosomi. (Kodrik, 2004; Clements,
1992).

A. At emergence B. End of previtellogenic stage
Pb i

Obr.3: Ultrastrukturdlni zmény komafich
trofocyti béhem ovarialniho cyklu. (Pfevzato

z Raikhel and Lea, 1983).

Av- autofagni vakuoly, Ge-Golgiho complex, Gl-
glykogen, Ib- odlouc¢ené télisko, Lip- lipidické
inkluze, Ly 1- primarni lysosom, Ly 2 — sekundarni
lysosom, Nu — jaderko, Pb- proteinové granule, Rb-
ribosomy, RER- hrubé endoplasmatické retikulum,

Vg- vitellogeninové granule.

Previtellogenni faze se odehrava u anautogenich samicek pied piijmem krve. Primarni
folikuly jsou téméf kulovit¢é a maji Vv priméru 50um. Jakmile folikuly dosdhnou

shromazd'ovanim zéasobnich latek délky mezi 90-100 pm, vstoupi primarni folikuly
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anautogenich samicek do previtellgeniho klidového stadia (Fuchs, 1981; Clements, 1992). Do
ptijmu krve se folikuly u anautogenich samicek dale nevyvijeji. U Ae. aegypti maji epiteliarni
bunky klidového stadia folikuli krychlovity tvar a velké jadro s malym mnozstvim
cytoplasmy. Jadro obsahuje napadna polymorfni jadérka. Cytoplasma je fidka a obsahuje
pomérmne hodné ribosomt a lipidickych kapének, ale relativné malo RER a GA. Folikularni
bunky jsou na sebe s oocytem tésn¢ nasedlé (Roth a Porter, 1964; Raikhel a Lea, 1982;
Clements, 1992).

Tukové inkluze vyskytujici se u Cx. p. quinquefasciatus obsahuji velké mnozstvi fosfolipidu
(Nath et al., 1958). Bylo objeveno, Ze hlavnimi lipidy previtellogenni faze u Ae. aegypti jsou
mastné kyseliny (Troy et al., 1975). Béhem prvnich 12h po vylihnuti Ae. aegypti se na
povrchu oocytu vytvoii hladka plasmatickd membrana folikularnich bunék, ktera ma malo
glykokalixu, a kortikalni oblasti ooplasmy obsahuji hodné ribozomu. 24 h po vylihnuti uz
jsou na povrchu membrany vytvofeny mikrovilli a nékolik vesikuli uvnité kortikalni
cytoplazmy. 48 h po vylihnuti maji oocyty pIn¢ vyvinuté mikrovilli a endocytoticky komplex.
Povrch plasmatické membrany oocytu je pokryt hustsi vrstvou glykokalyxu prostoupenou
mikrovilli. Roth et al. (1976) zjistil, Ze oocyty pii previtellogeni fazi jsou schopné navazat

vitellogenin in vitro (Clements, 1992).

Vitellogenni faze je zahajena naplnénim stieva krvi, coz je velice dulezity d¢&j pro zahajeni
ovarialniho vyvoje a uvolnéni faktort stimulujicich syntézu ovarialnich proteinu (egg
developmental neurosecretory hormon- EDNH) a faktorG zvySujicich kapacitu pro piijem
vitellogeninu (Koller and Raikhel, 1991). EDNH vznikd v medidlnich neurosekretorickych
bunkach a je uskladnén v corpus cardiacum. EDNH dokaze stimulovat folikularni bunky
k produkci ekdysonu. Ke stimulaci dojde pouze v ptipadé, ze folikuly byly dfive oSetfeny
juvenilnim hormonem (Fuchs, 1981). Folikuly vyprodukovany ekdyson je podle vseho
transportovan do tukového télesa, kde je hydrolyzovan enzymem, ekdyson-20-
monooxygenaza na 20E. 20E aktivuje tukové téleso k syntéze vitellogeninu, ktery je pak

transportovan do ovarii (Fuchs, 1981).

Nejvyssi akumulace vitellogeninti dohuje Ae. aegypti asi 40h po pfijmu krve. Ooplazma
zralych komafich oocytli je naplnéna krystalky vitellinu, kapkami lipidického Zloutku a
mnozstvim volnych ribosoml. Oocyty obsahuji taky tzv. ovaridlné specifické proteiny
pochazejici ziejm¢ z endocytozy, ovaria jsou vsak schopné syntetizovat tyto proteiny in vitro,

kdy se maximum jejich produkce pohybuje 12h po piku syntézy vitelogeninti. Jako u
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ostatnich organismt maji proteiny zZloutku v oocytech a zasoby RNA v ooplasmé nepochybné
velky vyznam pfi syntéze embryonalnich proteinu béhem ranné embryogneneze (Clements,

1992).

U Ae. aegypti trva iniciace vitellogenni faze minimalné 3 a maximaln¢ 10h u Anopheles
albimanus trva 8-16h. Jednu hodinu po pfijmu krve byla u samicek Ae. aegypti detekovana
mRNA vitellogeninu, ten se poté syntetizoval v tukovém télese (Raikhel and Lea, 1983).
Schopnost piijimat vitellogenin u Ae. aegypti se dramaticky zvySoval od prvni hodiny po
pfijmu krve az do konce prvniho dne (Koller and Raikhel, 1991). Je zajimavé, ze u samicek,

které pfijmuly nepfiméfené mnoZstvi krve je ovarialni vyvoj omezen (Clements, 1992).

Podle n¢kolika autort se folikularni epiteliarni bunky mezi 4 az 6h po pfijmu krve lehce
oddélily, coz umoznilo ptistup hemolymfy k oocytim (Roth and Porter, 1964). To bylo ale
zamitnuto Andersonem a Spielmanem v roce 1971, kdyz prokdzali, ze epitelidlni buiky se
velice uzce dotykaji jedna druhé od pocatku az do konce ukladani zloutku a jsou oddéleny jen

20 nm Sirokymi kanalky.

Diky nalezu lipidickych kapicek v ooplasmé Cx. p. quinquefasciatus je mozné, ze oocyty také
syntetizuji lipidy (Nath et al., 1958). 24h po piijmu krve komarem Anopheles stephensi byly
folikularni epitelové butiky polyploidni (Redfern, 1981). 12h po nakrmeni se krvi obsahovala
cytoplazma folikularnich bunék velké mnozstvi RER a GA (Koller a Raikhel, 1991;
Clements, 1992).

OBt et neurosecretory
cells
R N YA Schéma 1:
hormone from SRR § IS
midgut endccrine ‘ ) ] .
celis 3 stimuiates Proces aktivace folikult
® /]
LT (Kodrik, 2004).
ozl Dol e i i dysteroid
; e aqg development vitellogenin  ecay:
el il oy neurosecratory harmone @
! allatotropin @
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Oocyty rostou béhem postvitellogenni faze do jejich koneéné velikosti a ziskavaji kone¢ny
tvar. Pfi této fazi dochazi k oplodnéni a nakladeni vajicek. Pred nakladenim wvajicek
(ovipozice) dochazi k sekreci chorionu. Tato sekrese ma 2 faze, kde na konci vznikaji ¢innosti
sekre¢nich télisek spojenych s Golgiho komplexem 2 vrstvy chorionu, exo- a endo-chorion. U
Ae. aegypti a u Cx. pipiens dochazi k sekreci chorionu jen mezi bunikami epitelu a oocytem,
nikoli mezi epitelidlnimi a nutritivnimi bunikami. Vyjimku tvofi Anoph. atroparvus, u kterého
se tyto globule nachazi nejenom mezi epitelovymi buiikami a oocytem ale také mezi oocytem
a nutritivnimi bunikami. Jakmile dosahne ovarialni oocyt Anopheles atroparvus jedné tretiny
své definitivni velikosti, objevuji se v periotickém prostoru malé globule se schopnosti

sekretovat chorion. (Clements, 1992).

Tvorba chorionu se zahujuje jiz 24h po sani krve. Folikularni epitelové bunky zacnou
syntetizovat dopa-dekarboxylazu, ktera dekarboxyluje dopa za produkce domaminu. Dopamin
je pravdépodobné acetylovan na formu N- acetyldopaminu- tzv. sklerotizujici agens (Fuchs,
1981). Vitellogenni faze konéi ukoncenim syntézy vitellogeninl, jeho uloZzenim do

endochorionickych vrstev mezi oocyt a epiteliarni buniky (Clements, 1992).

3. Material a metodika.

3.1. Pokusny material.

Zakladni material pro chov komari druhu Culex pipiens quinquefasciatus Say byl ziskan
z Bangalore University. Jedna se o populaci pochazejici z oblasti Hyderabadu, Indie.

Cx. p. quinquefasciatus se fadi do tfidy hmyz (Insecta) podttidy kiidlatych (Pterygota) fadu
dvouktidlych (Diptera) ¢eled’ komarovitych (Culicidae) podéele¢ (Culicinae) rod Culex.

Jde o hematofagni pievazné ornitofilni druh hmyzu (Apperson, 2002). Bylo také prokazano,
ze saje krev i na ¢loveéku (Service, 1985). Culex pipiens quinquefasciatus je cirkum tropitalni
druh a vyznamny ptenase¢ filariosy a dalSich arboviralnich chorob (Regis et al., 1995). Je také
blizkym ptibuznym pienasece West Nile viru, komara Cx. p. pipiens (Becker, 2003; Ribeiro,
2004).

Chov komart C. p. quinquefasciatus byl standardizovan — teplota 25+£1°C, 75% relativni
vilhkost a fotoperioda 16L:8D. Dospélci byli chovani v plexisklovych boxech (Olejnicek,
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1993). Jako potrava jim slouzil 10% roztok sacharozy. Anautogenim populacim byla jednou
tydné podavana laboratorni mys. V boxech byla umisténa nadoba s vodou, do které samicky
kladly sniSky vajicek. Larvy byly krmeny lyofilizovanymi kvasnicemi PANGAMIN ® ad

libidum.
3.2. Testovana latka.

K pokustiim se vyuzival nesteroidni analog ekdysonu tebufenozid RH- 5992, s chemickym
nazvem 3,5-dimethylbenzoic acid 1-(1,1-dimethylethyl)-2-(4-ethylbenzoyl)-hydrazide.

Tebufenozid je potencidlni insekticid S pfimymi toxickymi ucinky na Skodlivy hmyz, také
zahajuje pred¢asné svlékani, které v8ak neni ukonceno. Dale by mohlo jit o latku, diky niz by

se dalo pii urcitém oznaceni sledovat rozmisténi receptorii ekdysonu in vivo.

M 0 Vzorec: Tebulfenozid RH- 5992

y C>< >—©—\ (pfevzato a upraveno od Retnakarana et al., 2001).
N——NH CH;

CH3

HaC

3.3. Metodika pokusi.

Studovana latka byla aplikovana v koncentracich 1ul/ 100 ml vody; 0,1ul/ 100 ml vody;
0,01ul/ 100 ml vody; 0,001ul/ 100 ml vody. Sledovala se mortalita v jednotlivych
koncentracich a na jejim zaklad¢ byla stanovena letalni davka LD 50. Je to mnozstvi latky
vyvolavajici mortalitu u 50% pokusnych jedinct.

Testovana latka se aplikovala do 100 ml odstaté vodovodni vody. Hodinu po aplikaci bylo do
kazdé koncentrace pieneseno 100 larvicek prvniho instaru starych v priméru 2 hodiny.
Kontrola mortality probihala ve 24-hodinovych intervalech. Larvy, které dokoncily vyvoj a
zakuklily se byly vyuzity v dalSich studiich. Pro histologické studie se vyuZzivaly pouze
samice. Z tohoto divodu byly kukly separovany po jedné do epruet. Po vylihnuti byly stejné
staré samice umistény do malych boxu a krmeny 10% roztokem sacharosy. Histologické
studie se provadély u samic b&hem celého prvniho ovaridlniho cyklu v 24-hodinovych

intervalech.
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3.4. Histologické studie.

Samice byly anestetizovany chladem. Pitva znehybnénych samic byla provedena ve
fyziologickém roztoku Ringer (Jirovec, 1958; Wolf, 1954). Ovaria byly vypreparovany
Z posledniho ¢lanku abdomenu pod mikroskopem Olympus SZX 12.

Jako fixa¢ni ¢inidlo byl pouzit alkoholovy Bouin modifikace Duboscg- Brassil. Tkané v této
fixazi dobie snasi prefixovani a objekty se v ni velmi dobie barvi (Jirovec, 1958). Doba fixace

ve vsech vzorcich pfesahovala 3 dny.

Ze vzorkl byla vymyta kyselina pikrova a postupné byly zality do parafinu. Po vymyti
kyseliny pikrové 70% ethanolem byl vzorek odvodnén vzestupnou alkoholovou fadou.
Vzorek byl postupné pieveden pres alkoholmethylbenzoat, methylbenzoat, benzol, benzol-

parafin do parafinu. Cely proces zalévani je podrobn¢ popsan v tab. I.

Parafinové blocky obsahujici studovanou tkan byly krajeny na mikrotomu Leica RM 2165.
Byly zhotoveny fezy Sum silné. Jednotlivé parafinové pasky slozené z péti po sobé
nasledujicich fez(i byly pomoci stetecku preneseny na podlozni sklicka potfena tenkou
vrstvou glycerinbilku (1:1) a pokryta destilovanou vodou (Hladik, 1968). Sklicka s napnutymi
fezy byla ponechana na vyhiivané desticce pies noc, kdy doslo k vysuSeni preparatu.

Ususena podlozni sklicka s fezovymi preparaty byla barvena naslednym zptisobem. Nejprve
byla sklicka zbavena parafinu, pirevedena sestupnou alkoholovou fadou do vody a poté doslo
k vlastnimu barveni. To probihalo podle nasledovné tabulky II.

K barveni fezli byla pouzita Malloryho barvici technika. Obarvené fezové preparaty byly
uzavieny pryskyfici Poly-mount Polysciencis, Inc. a pokryty krycim sklickem.
Fotodokumentace byla potfizena pomoci digitalni kamery DP-50 umisténé na mikroskopu
Olympus BX-51.
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Tab. I: Odvodnéni a zalévani objektti do parafinu.

Doba
Chemicka latka Poznamky
pusobeni
3x 70% Ethanol a8h Pokazdé vymeénit za novy roztok.
o=
3% 96% Ethanol a8h Pokazdé vymeénit za novy roztok.

Odvodnéni
objekt

Alkohol:methylbenzoat (1:1) 1h

- 3x Methylbenzoat a6h
% 2x Benzol a5 min
.E =

S =

= &

‘® [}

% &

= = . .
N o Benzol-parafin (1:1) 30 min
e T

g Benzol-parafin (1:1) 1 hod
=

- 4x Parafin a4-6h

Pokazdé vymeénit za novy roztok.

Celkova doba ptisobeni nesmi
presahnout 10 min- jinak hrozi

ztvrdnuti vzorku.
Pti pokojové teploté 20°C.
V termostatu 40°C

V termostatu pii 54°C. Pokazdé

vymenit za novy parafin.

Tab. 11: Malloryho barvici technika- pribéh barviciho procesu.

Poradi Chemicka latka Doba piisobeni
= 1. 2x Xylol 410 min
>
‘s 2. 2x 96% Alkohol a5 min
aé 3. 2x 80% Alkohol a5 min
4 2x 70% Alkohol 45 min
8 5. Destilovana voda 5 min
______________ 6. Porceau-kys.fuchsin 3,5 min
g 7. Destilovana voda 5 min
5 8. 1% kys. fosfomolybdenova 5 min
9. Mallory smés 9 min
______________ 10. Dest. Voda 5 min
e 11. 96% alkohol 5 min
é 12. Aceton-xylol (1:1) 1 min
= 13, Karbol-xylol (1:7) 5 min
14. 2x Xylol a5 min
15. Poly-mount do zaschnuti
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4. Vysledky.

4.1. Prubéh prvniho gonotrofického cyklu.

Zrala vajicka prvniho ovarialniho cyklu se utvafi ve vaje¢niku autogenich samic CX. pipiens
quinquefasciatus béhem 7-10 dnti od imaginarni ekdyse. Jiz béhem prvniho dne po imaginarni
ekdysy dochazi k ukladani prvnich Zloutkovych zrn do vyvijejicich se oocyti. Behem dalsich
dnli je proces vitellogeneze velice intenzivni a kolem patého dne se ve vajicich nachazi
kompaktni zloutkova hmota. V tuto dobu dochazi ke zméné¢ funkce folikularniho epitelu

z vyzivovaci na sekrecni. Od Sestého dne jsou zrald vaji¢ka ptipravena k vykladeni.

Podobny obraz vyvoje vajicek byl pozorovan u samic ovlivnénych latkou RH- 5992 v
larvalnim stddiu. Naproti tomu u kontrolni anautogeni populace tohoto druhu proces
vitellogeneze nebyl vétsinou vibec zahajen. U 40% samic se ve vyvijejicich oocytech
objevovala jednotliva zloutkova zrna. Dokonéeni procesu vitellogeneze u anautogenich samic
je zavislé na piijmu krve. Cim diive samice piijima krev, tim vice se proces vitellogeneze

podoba pribéhu vitellogeneze u autogenich jedinct.

Vyskytovaly se vyrazné rozdily v po¢tu vajicek ve snuskadch vykladenych autogenimi a
anautogenimi samicemi béhem prvniho ovarialniho cyklu viz. tab. 11l a graf 1.

Mnozstvi vajicek vykladenych samicemi oSetfenymi latkou RH-5992 je viceméné stejné jako
u autogenich populaci (tab.lll graf 1). Je zajimavé, Ze autogenie, ktera byla indukovana
v rodi¢ovské generaci, se projevovala i v nasledujicich dvou F; a F, generacich. I v téchto

generacich odpovidalo mnozstvi vykladenych vaji¢ek rodi¢ovské generaci.

Tab. Ill: Primérné mnozstvi vaji¢ek v jednotlivych sniskach na samici.
Populace 1.snuska 2. snuska 3. sniska
Anautogeni 121,1+14.8 41,1+8.9 17,8+£6,2
Autogeni 59,949,6 27,7£8.3 16,5+3,9
Vliv RH- 5992 51,7 +12,6 17,5+5,6 9,2+4.1
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Graf 1: Mnozstvi nakladenych vajicek ve snuSkach u jednotlivych populaci Cx. p.

quinquefasciatus.
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4.2. Morfologie vajec¢nikii.

Preparace vajec¢niki prokazala nasledujici:

A) Vaje¢niky autogenich samicek jiz byly vétSi neZ u anautogenich samicek a jsou mlécné
zabarvené.

B) U anautogenich samic nedoslo k vyznamné zméné velikosti ovarii a ve vétSing piipadl ani
ke zméné zabarveni vajecnikd.

C) Vliv RH-5992 na vaje¢niky byl velmi pozoruhodny. Takto oSetfené samice mély ovaria na
rozdil od kontrolnich ovarii ¢asto natolik drobnd, ze bylo pomérné pracné jednotliva ovaria
vypreparovat. Na druhé stran¢ ale dochazelo i k opacnému jevu, kdy takto oSetfené samice

mély vajecniky podobné autogeni populaci viz. 4.2. bod A.
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4.3. Histologie.

Histologie autogenich a anautogenich samicek a vliv RH- 5992 na vaje¢niky anautogenich
samiCek byla pozorovana u samiéek druhu Culex pipiens quinquefasciatus na turovni

jednotlivych folikult. Nase vysledky ukazaly nasledujici:

A) Autogeni samice dokazaly dokonéit vyvoj prvni ovarialni snisky bez piijmu krve.
Folikuly autogenich samic¢ek druhu Cx. p. quinquefasciatus obsahovaly 3 nutritivni bunky
(viz. ptiloha- foto 1B), které vyzivovaly oocyt. Postupnym rustem folikulu se velikost
nutritivnich bunék zmensovala a ménil se s nim i tvar folikuldrnich bun¢k z kubického na
deskiovity (viz. ptiloha 1, 2, 3- sloupce B). I bez piijmu krve se uvniti folikultt probiohala
vitellogeneze (viz. ptiloha- foto 1B) i tvorba vajeénych oball (viz. ptiloha- foto 7B). Tvorba
sekundrénich folikularnich obaldl u autogeni populace je patrna uz okolo ¢tvrtého dne vyvoje

(viz. obrazova pfiloha 2).

B) U vétSiny anautogenich samic doslo k zahdjeni procesu tvorby a ukladani zloutku.
Vitellogenese vSak neprobéhla uplné. Vyvoj vajicek se zastavil a pokracoval aZ po nasati
krve. U nékolika samic se piesto vaji¢ko vytvofilo (viz. priloha 2- sloupec A), doslo i
k vytvofeni vaje¢nych obalt (viz. piiloha-foto 4A). Zrala vajicka (viz. piiloha 2- sloupec A),

vSak byla vykladena az po nasati krve samicemi.

C) Vliv latky RH-5992 aplikované v larvalnim stadiu se projevoval u dospélych samicek
dvojim zptuisobem. Na jedné stran¢ subletalni davky indukovaly vitellogenezi (viz. pfiloha -
foto 1C, 2C, 3C, 7C). Samice byly schopné tuto snlisku vyklast bez potieby sat krev. Naproti
tomu vyssi davky vykazovaly sterilizacni ucinek. Ten se projevoval v degeneraci vajecniki.
Dochazelo k resorbci ooplasmy a ve vajecnicich byly pozorovany ¢etné pyknotické struktury

(viz. ptiloha- foto 4C).

4. 4. Vliv testované latky na vyvoj komara Cx. pipiens quinquefasciatus.

Testovana latka vykazovala vysokou toxickou aktivitu u larev Cx. pipiens quinquefasciatus
Vv zavislosti na aplikované dévce a na vyvojovém stadiu viz. tabulka IV.
Vysoka koncentrace byla toxicka zejména pro larvy prvniho a druhého larvalniho instaru. U

larev tfetiho a Ctvrtého instaru se projevoval kumulativni G¢inek této latky, kdy dochéazelo ke

-24-



zvyseni toxicity, kterd vSak nebyla tak vysoka jako u prvniho a druhého larvalniho instaru.
Bylo stanoveno mnozstvi RH-5992 vyvolavajici mortalitu u 50% larev nasi populace Culex

pipiens quinquefasciatus Say, tzv. LDso, na koncentraci 1,29x10™ ug/100ml vody viz. graf 2.

Tab. IV: Pusobeni latky RH-5992 na jednotliva vyvojova stadia komara CXx. pipiens
quinquefasciatus.

Latka RH- | Mortalita 5 ) Pomér Celkova

5992 """"" éd(f)s(l))céeltcﬁ pohlavi mortalita
(] l.instar 2.instar 3.instar 4.instar Kukla 3:Q [%6]
1 | 100 I — - 100
0.1 100 - - - - - - 100
0.01 48 22 8 7 6 9 6:3 91
0.001 19 15 11 16 5 34 19:15 66
0.0001 9 9 4 7 8 63 31:32 37
0.00001 7 6 1 9 1 76 37:39 24
0.000001 6 1 3 3 2 85 45:40 15
Kontrola 2 3 1 5 3 86 44:42 14

Graf 2: Mortalita u jednotlivych vyvojovych stadii komara Culex pipiens quinquefasciatus
Say v zavislosti na koncentraci RH-5992.
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5. Diskuse.

5.1. Toxicita.

Testovana latka tebufenozid RH-5992 je nesteroidni agonista ekdysonu. RH- 5992 obsazuje
vazebna mista na receptoru pro ekdyson in vitro (Wing, 1988; Perera et al., 1999; Retnakaran
et al., 2001; Smagghe et al., 2002; Hu et al., 2004). Obsazenim téchto vazebnych mist
agonistou ekdysonu dojde k aktivaci gend, které by pii navazani ekdysonu na tyto vazebna
mista byly blokovany a genova transkripce by neprobihala (Baker et al., 2000). Vzhledem

k tomu, ze RH-5992 neni steroidnim ekdysonem, nedojde k uvolnéni této latky z vazebnych
mist pro ekdyson, proto nedojde k dokonceni ekdyse (Retnakaran et al., 2001; Zitnan et al.,
1999).

Jak vyplyva z naSich vysledku je tato latka u druhu Culex pipiens quinquefasciatus vysoce
toxickd. Larvy mladSich larvalnich instarti pii aplikaci vysSich ddvek RH-5992 (vys$si nez
LDsg) hynou do 24h po aplikaci. Uhyn larev pfi nizich aplikovanych koncentracich je
disledkem ptredcasného svlékani vyvolaného RH-5992. Tyto larvy nedokon¢i larvalni ekdysy
a hynou ve staré neodlouc¢ené kutikule. Davka LDsy pro tebufenozid RH-5992 je u nasi

populace Culex pipiens quinquefasciatus 1,29x10™ pg/100ml vody.

Latku RH-5992 testovali i Beckage et al. (2004), ktefi uvad¢ji jeji letalni koncentraci LCso=
44,04 pg/100ml vody. Bekage et al. (2004) pouzivaji nékolikanasobné vyssi davku. Tohoto
rozdilu zfejmé bylo dosaZeno tak, Ze ndmi pouzitd latka byla formulovéana a pfipravena pro
aplikaci ve vodném roztoku, kdezto uvedeni autofi pouzivali Cistou latku rozpusténou
v ethanolu. Navic tebufenozid aplikovali na larvy tfetiho instaru, oproti tomu nase pokusy

probihaly s kontinualni aplikaci b€hem celého larvalniho vyvoje.

Tebufenozid RH-5992 je latkou pfevazné toxickou na skidce rodu Lepidoptera (Dhadialla et
al., 1998; Sundaram et al., 1998, 2002). Existuji ale i studie na Dipterech, kde tebufenozid
také vykazoval vyznamnou toxicitu (Darvas et al., 1992). Piestoze u vétSiny komart
osetfenych Vv larvalnim stadiu agonisty ekdysonu nedoslo k dokonceni predcasné ekdyse,
vyskytovaly se i pripady, kdy dochazelo k syntéze nové kutikuly. V téchto pfipadech by
mohla svle¢ena kutikula byt roztrhana na kusy a larva by se v tomto ptipadé jevila jako

nedotCend. Nova kutikula, ktera se vytvofila byla normalné sklerotizovana a to 1 v ptipadech
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kdy nedoslo k ekdysy. U studovanych Lepidopter byla apolyza pokozky zahéajena a do
vzniklého prostoru mezi epidermis a kutikulu byla sekretovana svlékaci tekutina, svlékani ale
bylo nahle ukonceno pied produkci nové kutikuly (Wing, 1988; Dhadialla et al., 1998;
Smagghe et al., 1996).

5.2.Vliv RH-5992 na vyvoj sami¢ich pohlavnich organu.

Culex pipiens quinquefasciatus Say je anautogenim druhem. To znamena, Zze samice potiebuji
Jiz beéhem prvniho gonotrofického cyklu sat krev. Olejnicek a Gelbi¢ (2000) vSak popisuji
selekci autogeni populace tohoto druhu u kmene pochazejiciho z oblasti Hyderabadu, Indie.
Tito autofi vyselektovali autogeni populaci, ktera jiz vice jak 15 let neméla moznost sat krev.
Nami ziskané vysledky poukazuji na to, ze autogenie je zavisla na hladiné hormont v téle,
zejména ekdysonu. Aplikace agonisty ekdysonu indukovala vitellogenezi a nésledné kladeni
vajicek bez nutnosti sat krev.

Nase vysledky dokonce ukazuji urychleni téchto procesti u komara Cx. p. quinquefasciatus,
coz je vsouladu sudaji O" Meara (1981). Zahajeni vitellogeneze je zavislé na aplikované
davce. U subletalnich davek (kolem LDsg) dochdzi k indukcei vitellogeneze. Aplikace vyssich
davek vyvolava vyssi mortalitu u pokusnych jedinci. U samic, které¢ dokoncily vyvoj i po
aplikaci vyssich davek, se projevovaly také Gcinky steriliza¢ni, kdy dochazelo k postupnému
rozpadu jednotlivych oocytl. Je to podobny tcinek jako byl pozorovan u analogi juvenilniho

hormonu (Nayar et al., 2002).

Testovana latka RH-5992 je pro druh Culex pipiens quinquefasciatus toxicka zejména u
prvniho a druhého larvéalniho instaru. V aplikovanych subletadlnich davkach byl pozorovan
nepatrny kumulativni u€inek u larev tfetiho a ¢tvrtého larvalniho instaru.

Podobnou toxicitu vykazuje naptiklad s-methopren (Nayar et al., 2002).

Retnakaran (2001) tvrdi, Ze RH-5992 je specificky pro druhy Lepidopter. Dokonce zamita
vliv RH-5992 na parasity Hymenopter a Dipter. Vysledky nasi prace ale ukazuji, Ze u Dipter
z Celedi Culicidae (Cx. pipiens quinquefasciatus) je tato latka ucingjsi nez pro nektera stadia u

Lepidopter.
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Vliv tebufenozidu na vyvoj vajeCniku ukazuje, ze je mozné indukovat autogenii u
anautogenich komard, pouze piisobenim této latky.

Tato studie spolecné s praci Hahn et al. (2001) a Smagghe et al. (2002) u pakomarii
naznacuje, Ze toxicita téchto slozek na vodni hmyz je vyznamna. Celosvétovy prizkum
V oblasti agonistii ekdysonu a jeho vysledky v soucasné dobé nam nabizeji alternativni cestu
regulace téchto vektorti prenédsejicich choroby, zejména v rozvojovych zemich. Z divodu
masového vyuzivani methoprenuPfi masovém vyuzivani methoprenu k potlaceni
piemnozenych populaci komari hrozi resistence k k methoprenu (analog JH), ktera se dnes
bezne pouziva. Toto mtze zlepSit ochranu a zdravi ¢lovéka a domécich zvira.

Tato studie spolecné s praci Hahn et al. (2001) a Smagghe et al. (2002) u pakomart
naznacuje, Ze toxicita téchto slozek na vodni hmyz je vyznamna. Soucasny celosvétovy
vyzkum komadfich druhl ukazuje, Ze ndm RH-latky nabizeji alternativni zplsob regulace
téchto vektort prenasejicich choroby. Hojnost komatich larev v téchto oblastech a snaha tyto
larvy zlikvidovat pomoci methoprenu (analog JH) a to s diirazem na rozvojové zemé, kde je
hojnost komatich larev miize nakonec vyvinout resistenci k methoprenu.

Vliv tebufenozidu na vyvoj vajeCniku ukazuje, Ze je mozné indukovat autogenii u

anautogenich komard, pouze pisobenim této latky.
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6. Shrnuti.

1. Velikost vajecnikt se 1isi v ramci stejného dne vyvoje u jednotlivych populaci:
a) U autogenich populace Cx.p. quinquefasciatus je diky probihajici vitellogenezi
velikost vajecnikll vétsi nez u stejné starych anautogenich samic.
b) U anautogenich populace Cx.p. quinquefasciatus jsou vaje¢niky mensi ve srovnani
s vajeCniky stejn¢ starych autogenich samic.
¢) Samice oSetfené v larvalnim stadiu latkou RH-5992 maji obdobny priubéh vyvoje
vajecnikid jako autogeni populace.
d) V ojedinélych piipadech, zejména u vysSich koncentraci testované latky, byly

ve vajecnicich pozorovéany patologické zmény.

2. Primérné mnozstvi vaji¢ek ve snliskach studovaného druhu se lisi v zavisti na studované
populaci a poradi sntsky:
a) U autogeni populace Cx.p. quinquefasciatus se mnozstvi vajicek ve snusce
pohybuje okolo 60.
b) U anautogeni populace Cx.p. quinquefasciatus je mnozstvi vajicek ve snusce témef
dvojnasobné. Pohybuje se okolo 121 vajicek na sntiSku.
¢) U anautogeni populace Cx.p. quinquefasciatus osetiené v larvalnim stadiu latkou
RH-5992 se mnoZstvi vajicek ve snliSce pohybuje v rozmezi 40-64 vajicek.

d)Pocet vajicek v jednotlivych sniskéach se snizuje v kazdé nasledujici snisky.

3. Vitellogeneze je ovlivnéna zpuisobem hematofagniho chovani Cx.p. quinquefasciatus
a) Pokud nedojde k pfijmu krve samicemi, vitellogeneze u anautogeni populace
neprobiha. Ve vyjimecnych piipadech mlzZe dojit k ukladani Zloutkovych zrn, 1 pfes to
tyto vajicka nejsou samice schopny bez ptijmu krve naklést.
b) U autogenich samic vitellogeneze probiha. Dochazi k ukladani Zloutkovych zrn i ke
tvorbé sekundéarnich folikularnich obali.
¢) U anautogeni populace oSetiené v larvalnim stadiu latkou RH-5992 k vitellogenezi

dochazi. Nekdy ale dojde k degeneraci folikult.
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8. Priloha.

-34-



PRILOHA 1

8.1.Popisky k obrazové priloze 1:

1A- folikul z anautogeni snUsky

samice staré 1-24h,

1B- folikul z autogeni snlsky samice

staré 1-24h,,

1C-folikul z anautogeni sntsky samice
osetfené v larvalnim stadiu latkou

RH-5992 staré 1-24h,

2A- folikul z anautogeni snasky

samice staré 24-48h,

2B- folikul z autogeni snlisky samice

staré 24-48h, ,

2C-folikul z anautogeni snlisky samice
oSetfené v larvalnim stadiu latkou

RH-5992 staré 24-48h.
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PRILOHA 2

8. 2. Popisky k obrazové priloze 2:

3A- folikul z anautogeni snlsky

samice staré 48-72h,

3B- folikul z autogeni snsky samice

staré 48-72h, ,

3C-folikul z anautogeni sntsky samice
oSetfené v larvalnim stadiu latkou

RH-5992 staré 48-72h,

4A- folikul z anautogeni snusky

samice staré 72-120h,

4B- folikul z autogeni snlsky samice

staré 72-120h, ,

4C-folikul z anautogeni snGsky samice
oSetfené v larvalnim stadiu latkou

RH-5992 staré 72-120h.
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PRILOHA 3

8.3.Popisky k obrazové priloze 3:

6A- folikul z anautogeni snUsky

samice staré 120-144h,

6B- folikul z autogeni snlsky samice

staré 120-144h, ,

6C-folikul z anautogeni snlisky samice
oSetfené v larvalnim stadiu Ilatkou

RH-5992 staré 120-144h,

7A- folikul z anautogeni snUsky

samice staré 144-168h,

7B- folikul z autogeni sntsky samice

staré 144-168h, ,

7C-folikul z anautogeni sntsky samice
oSetfené v larvalnim stadiu latkou

RH-5992 staré 144-168h.
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