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Anotation

The aim of this bachelor thesis was to characterize the effect of Bt (Bacillus thuringiensis)
toxin on adipokinetic hormone (AKH) levels in the brain, on the activity of digestive enzymes
(lipases, proteases, glucosideases, amylases) in the midgut and on nutrient levels (lipids,
proteins, glycides) in the haemolymph of the firebug (Pyrrhocoris apterus). Bt toxin was
applied by injection to the adult males 24 hours before monitoring of the above mentioned
physiological characteristics. The results showed that Bt toxin reduced AKH level in the brain,
modulated level of nutrients in haemolymph, but did not change activity of digestive enzymes

in the midgut.
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1. Uvod

1.1. Hormony u hmyzu

1.1.1. Hormonalni soustava hmyzu

Hormondlni soustava hmyzu je jednou z nejlépe prozkoumanych endokrinnich soustav u
bezobratlych. Jeji soucasti jsou dva hlavni endokrinni systémy, prvnim je neurosekretoricky
systtm mozku spolu se zlazami corpora cardiaca a corpora allata, druhym jsou pak
protorakalni zlazy. Na n¢ navazuje né¢kolik dalSich soubori endokrinnich bun¢k (Chapman,

1998).

Neurosekretoricky systém mozku je tvofen bunikami nervové soustavy: ve své podstaté se
jedna o nadfazeny komplex, ktery se da pfirovnat k hypotalamo-hypofyzarni soustavé
obratlovcli. Hormony jsou v tomto komplexu vylu¢ovany neurosekretorickymi buitkami. Jde
o modifikované neurony, které misto vedeni vzruchu produkuji hormony. Nachazeji se na
nckolika mistech v mozku, hlavné vSak v misté¢ styku dvou mozkovych hemisfér — pars
intercerebralis (Obr. 1.) Pfidruzené zlazy corpora cardiaca a corpora allata vylucuji jednak své
vlastni hormony (corpora allata vyluCuji juvenilni hormony), ale slouzi také jako

neurohemalni orgény pro nékteré hormony syntetizované v mozku.

pars intercerebralis

suboesophagedlni
ganglium

dorzélni céva

Obr. 1. Schéma mozku s pridruZzenymi Zlazami — corpora cardiaca a corpora allata (Kodrik,
2014; kreslila H. Stérbova).



Druhym zminénym endokrinnim centrem jsou prothorakalni zlazy. Jde zpravidla o parovy
organ, ktery je tvofen nepravidelnym seskupenim endokrinnich bunék a nachazi se v prvnim
hrudnim ¢lanku — prothoraxu. Jejich tikolem je produkce steroidnich hormont (ekdysteroidit).
Prothorakalni zlazy se vyskytuji pfevazné u larev, protoze jejich funkce souviseji s ekdyzi,
dospé€lci je maji znaén¢ redukované nebo jim chybi (Obr. 2).

Dale se pak do hormondlni soustavy u hmyzu fadi neurosekretorické buriky ostatnich ganglii,
které se nachéazeji v bfisni nervové pasce a produkuji neuropeptidy. Endokrinni funkce maji 1
epitrachedlni bunky, produkujici hormony a ovliviujici svlékani u hmyzu. Soucasti hmyzi
hormonalni soustavy jsou i1 endokrinni buiiky steva, které vylucuji peptidy podilejici se na
procesu traveni. A v neposledni fad¢ také gonady, které reguluji pohlavni funkce (Géde a kol.,

1997).
hlava hrud

prothorakalni Zlazy

corpora cardiaca
a corpora allata

ganglia nervové pasky

Obr. 2. Endokrinni soustava hmyzu — ganglia nervové pasky (suboesophagealni,
prothorakalni, mesothorakalni a metathorakalni) (Kodrik, 2014; kreslila H. Stérbova).

1.1.2. Rozd¢€leni hmyzich hormont

Endokrinni soustava hmyzu produkuje tii zakladni skupiny hormont (Chapman, 1998; Gade

a kol., 1997):
1. Ekdysteroidy

Byvaji oznacovany jako svlékaci hormony a jsou primarn¢ produkovany v prothorakalnich
zlazach. Jejich syntéza je fizena pomoci PTTH (prothoracikotropni hormon). Ekdysteroidy

zajistuji svlékani, metamorfézu u nymf a larev, u dospélych jedinci tidi reprodukeci.



Zakladnim zastupcem téchto hormonti je ekdyson, steroidni hormon odvozeny od

cholesterolu. Jedna se o prohormon pro 20-hydroxyekdyson, ktery se tvoti az ve tkanich.
2. Juvenilni hormony

Jsou to latky terpenoidni povahy odvozené od kyseliny farnesilové. Jsou produkovany ve
zlaze corpora allata, kde je jejich uvolfiovani fizeno pomoci nadfazenych neurohormont
(allotropini a allostatinil) nebo nervovymi vzruchy. Hlavni ulohou téchto hormonil je
udrzovani jedince v juvenilnim stadiu, aby nedochéazelo k pred¢asnému nastupu metamorfozy.
K tomuto jevu dochdzi zablokovanim exprese ptislusnych genii spoustéjicich metamorfézu.
U imag se podili na reprodukci, u samic fidi vitellogenezi. Nizka hladina a odchylky

v produkei téchto hormonti vedou k vyvojovym chybam.
3. Neurohormony

Tyto latky jsou peptidické povahy a syntetizuji se v neurosekretorickych buitkach CNS,
kterymi jsou nasledné¢ vyluCovany do hemolymfy (Gdde a kol., 1997). Peptidické
neurohormony tvoii nejobsdhlejsi skupinu hormont a zasahuji prakticky do vSech aspekti
zivota hmyzu. Mnoho z nich ma tzv. pleiotropni ucinek, kdy jeden hormon ma celou fadu
funkci, mnohdy dosti odliSnych. Neurohormony se d¢li podle rtiznych kritérii na fadu skupin.
Mezi nejlépe prozkoumané hmyzi hormony patii adipokinetické hormony, o kterych

pojednava nasledujici kapitola.
1.2. Adipokinetické hormony

Adipokinetické hormony jsou stresové hormony spadajici do skupiny peptidickych hormon,
které reguluji metabolismus a fidi homeostazu, a tim spousti procesy vedouci k produkci
energie. Zaroven blokuji syntetické procesy a maji kontrolu nad fadou biochemickych a
fyziologickych procest navazujicich na vySe zminénou metabolickou funkci (Kodrik, 2008).

Dnes je uz zndmo okolo 60 zastupct této skupiny.

Adipokinetické hormony (AKH) se skladaji z 8-10 aminokyselin (okta az dekapeptidy), kde
N konec je blokovany pyroglukamovou kyselinou a C konec je amidovy. U hmyzu se nachazi
zpravidla jeden AKH, ale u né¢kterych druht byly popsany dva nebo dokonce i tfti AKH (Géade
a kol., 2009). U modelového organismu ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) se nachazi
dva AKH, které se 1isi pouze jednou aminokyselinou ve tieti pozici (Kodrik a kol., 2000;

2002):



1. Pyrap-AKH (P. apterus — adipokineticky hormon): pGlu-Leu-Asn-Phe-Thr-Pro-Asn-
Trp-NH2 (Kodrik a kol., 2000)
2. Peram-CAH-II (Periplaneta americana — cardioaccelerating hormone-II): pGlu-Leu-

Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH: (Kodrik a kol., 2002)

Adipokinetick¢é hormony se syntetizuji v parové Zzlaze corpora cardiaca, odkud jsou
uvoliovany a hemolymfou transportovany k cilovym bunikdm (priméarné tukové téleso). Zde
spousti mobilizaci zivin - cukrt, tukt nebo aminokyseliny prolinu (Gidde a Auerswald, 2003)
- coz byva velmi Casto druhové specifické (Socha a kol., 2004). U modelového druhu P.
apterus ovliviiuji hlavné metabolismus lipidii (Kodrik a kol., 2000). V tukovém télese se AKH
vaze na specificky membranovy receptor (Park a kol., 2002; Wicher a kol., 2006; Kaufman a
Brown, 2006) a za pomoci druhého posla v pfitomnosti vapenatého kationtu Ca** aktivuje
proteinkindzovou kaskadu (Géde a Auerswald, 2002; 2003). Tato kaskada vede k aktivaci
lipazy a Sté€peni triacylglycerolu na diacylglycerol. Ten je pomoci lipophorinového pfenasece
dopraven na misto spotieby (napf. do svalu). Ve svalovych buiikkdch dochazi ke $tépeni
diacylglycerolu na glycerol a mastné kyseliny, které jsou odbouravany beta-oxidaci a dodavaji
organismu potiebnou energii. Po ukonceni plisobeni dojde k deaktivaci AKH v hemolymf¢

pomoci endopeptidaz (Géde a kol., 1997).

Dalsi funkce, které adipokinetické hormony v metabolismu maji, jsou neméné dulezité¢ a
zpravidla navazuji na primarni funkci v mobilizaci Zivin. Je to naptiklad stimulace ¢innosti
skeletalnich svalti 1 srdce (Scarborough a kol., 1984; Socha a kol., 1999), stimulace
antioxidativnich mechanismt (Kodrik a kol., 2007; 2015a), mobilizace imunitnich reakci
(Goldsworthy a kol., 2002) a stimulace travicich procest (Kodrik a kol., 2012; Bodldkova a
kol. 2018). U Drosophila melanogaster reguluji tyto hormony hladovéjici chovani pii hledani

potravy (Lee a Park, 2004).
1.3. Rumeénice pospolna (Pyrrhocoris apterus)

1.3.1. Zakladni informace
Ruménice pospolna P. apterus (Obr. 3) je zastupce hmyziho tadu poloktidli (Hemiptera) a
podiadu plostice (Heteroptera).

Tento druh je hojné rozifen pfevazn& na severni polokouli, v Ceské republice se vyskytuji
pouze dva druhy této Celedi — ruménice pospolnd (P. apterus) a ruménice hnéda (P.

marginatus) (Malenovsky a kol., 2011). Obecné¢ jde o velmi spolecensky druh, ktery se



vyskytuje od dubna do zafi, nejCastéji na lipach a akatech. Vyhledavaji pfedevs$im stinnd mista,

kde tvofi pocetné skupiny (Stichmann a Kretzschmar, 1998).

Hlavni sloZkou potravy jsou lipova semena, ktera plostice nabodéavaji a pumpuji do nich sliny,
kterymi rozpoustéji jejich obsah (Vinokurov a kol., 2014). Ten pak nasavaji — funguje u nich
tedy castecné mimotélni traveni, které je dokonceno ve sttevé. K pohybu pouZzivaji primarné
krac¢ivé koncetiny, kvili Spatné¢ vyvinutym kiidlim let jako zptisob pohybu nepouzivaji.
Béhem zivota projde ruménice celkem péti instary, nez dosédhne stadia dospélce. Délka Zivota
byvé zpravidla asi 60 dni (Socha, 2013). Dospélci ruménice pospolné dortstaji délky 10-12
milimetrd. Charakteristickym rysem je ovalny tvar téla s vystraznym cerveno-Cernym
zbarvenim. Tyto kontrastni barvy v kombinaci s vyluCovanymi chemickymi latkami ji

poskytuji ochranu pted potencidlnimi predatory.

Obr. 3. Ruménice pospolna P. apterus (Kodrik, 2014).

1.4. Travici enzymy u hmyzu

Enzymy jsou bilkoviny s katalytickou funkci. Urychluji chemické reakce, aby dosahly
rovnovahy mezi vychozimi latkami (substraty) a produkty tim, Ze snizuji aktivacni energii. Ta
je potiebna k tomu, aby reakce prob¢hla, souasné vSak nemeéni slozeni rovnovazné smesi.
V ramci této prace byly méfeny travici enzymy, které produkuje stfedni stfevo (mesenteron)

pii traveni potravy.



Enzymatickd vybava hmyziho stfeva odpovida pfijimané potravé, kterd je u hmyzu velmi
rozmanitd. Vyznamna je ¢innost slin, zv1asté u téch druht Hemipter (véetné P. apterus), které
maji mimotélni traveni. Natrdvend potrava je slinami nasavéana zpét do traviciho ustroji.
Nasledn¢ epitedlni bunky ve stfednim stievé (mesenteron), kde probihd hlavni ¢ast traventi,
vyprodukuji travici enzymy a travici procesy dokonéi. Ziviny jsou pak ve stfednim stievé také
absorbovany (Chapman, 1998; Vinokurov a kol., 2014). Nicméné zdkladni ziviny jsou u
hmyzu traveny podobnymi enzymy, jako je tomu u obratlovct. Mezi zakladni hmyzi enzymy

tedy patfi:
1.4.1. Amylazy

Amylazy patii mezi glykosidazy, které se dale fadi mezi hydrolazy. V organismu $tépi o-
glykosidickou vazbu oligosacharidii nebo polysacharidii. D€li se na tii zakladni typy — a., B, v.
Jako alfa-amyldza se oznaCuje enzym rostlinného nebo zivocisSného plvodu Stépici
endohydrolyzou 1,4-a-glykosidické vazby u polysacharidl, které obsahuji tfi a vice
glukozovych jednotek. Beta-amylaza je rostlinny enzym a rovnéz jako alfa-amylazy odstépuji
1,4-a-glykosidické vazby, ale pouze od neredukujiciho konce polysacharidového fetézce.
Gama-amylazy §tépi jak 1,4-a- nebo 1,6-0-glykosidické vazby a odStépuji molekuly glukozy
(Karlson, 1981).

1.4.2. Proteazy

Protedzy fadime mezi hydrolazy stejné jako amyldzy. V organismu $té€pi bilkoviny tak, Ze
hydrolyzuji peptidické vazby aminokyselin. Délime je podle mista §t€peni na endoproteazy a
exoproteazy. Endoprotedzy Stépi molekulu bilkoviny uvnitt jejiho fetézce. Naopak
exoproteazy odstépuji aminokyseliny od konce peptidového fetézce. Pti chemickych reakcich

byvaji Castéji uplatiovany endoprotedzy.
1.4.3. Lipazy

Lipazy patii stejné jako protedzy a amylazy do skupiny hydrolaz. Jsou zodpovédné za §tépeni
tukti, v pfipad€ klasickych triglyceridii na glycerol a mastné kyseliny. Je zajimavé, ze hlavni
transportni formou lipid jsou u hmyzu diglyceridy. Lipazy se také podili na optimalizaci

tukovych zéasob v téle hmyzu.



1.4.4. Glukosidazy

Glukosidazy patii také mezi hydrolazy, $t€pi disacharidy a polysacharidy, které ve svém
fetézci obsahuji glukézu. Stejné jako amylazy se déli na a a . Alfa-glukosidazy §tépi vazbu

a-1,4 a tim se li$i od beta-glukosidaz.
1.5. Reakce hmyzu na stres

Ruzné toxiny, patogenni organismy, stejné jako fyzické a fyziologické stresory, mohou narusit
funkéni homeostazu v téle zivocichii (Ivanovi¢ a Jankovi¢-Hladni, 1991). VSechny tyto
stresory obvykle vyvolavaji typickou antistresovou reakci organismu, ktera je casto
oznacovana jako generalizovand obrannd reakce (Hightower, 1991). Tyto reakce jsou fizeny
nervovym a endokrinnim systémem. Nervovy systém je zodpovédny za rychlé a okamzité
reakce, zatimco endokrinni systém poskytuje hlubsi, obvykle dlouhodobé (od minut do dnt1)
zmény. K boji proti stresu se u zivocichll vyvinula fada antistresovych hormoni. U hmyzu

jsou to hlavné adipokinetické hormony.
1.5.1. Uloha AKH ve stresové situaci

Adipokinetické hormony fidi u hmyzu obranné reakce proti celé skale stresori (Kodrik, 2008)
véetné piirodnich toxinid nebo patogent. Bylo napiiklad zjisténo, ze AKH vyznamné snizuje
toxicitu jedu z parazitické vosicky Habrobracon hebetor (Shaik a kol., 2017). Tento jed
vyvolava tplnou neuromuskularni paralyzu pohybového aparatu hmyzu (Beckage a Gelman,
2004) a siln€ potlacuje bunécnou a humoralni imunitu (Kryukova a kol., 2011; Pennacchio,
Caccia a Digilio, 2014). U ruménice pospolné P. apterus, pouziti tohoto jedu vyrazné
stimuluje expresi genu pro Akh a zvySuje hladinu vlastniho AKH. Po injekéni aplikaci AKH
do téla plostice dochézi ke snizeni toxicity jedu (Shaik a kol., 2017).

1.6. Ptirodni toxiny

Toxiny produkované zivocichy, rostlinami a jinymi organismy jsou obecn¢ metabolickymi
produkty, které¢ se vyvinuly jako obranné prostfedky za ucelem odpuzovani nebo zabijeni
predatorti a patogentl. V ptirod¢ jich existuje obrovské mnozstvi a nékteré z nich mohou mit

pro ¢lovéka praktické vyuziti.



1.6.1. Bacillus thuringiensis (Bt) toxiny

Bt toxiny ptedstavuji skupinu entomotoxickych proteini produkovanych bakterii Bacillus
thuringiensis. Ty se tvofi béhem sporulace ve formé krystali. Tyto krystaly, které zahrnuji
insekticidni proteiny zvané Cry (dfive také d-endotoxiny), jsou Siroce pouzivany jako
biologické insekticidy proti hmyzim skiidcim (Hofte a Whiteley, 1989). Jsou také zdrojem
genit pouzivanych ke genetické upravé ftady potravinaiskych plodin tak, aby samy
produkovaly toxin a odradily nebo zahubily riizné hmyzi Skiidce. V soucasnosti je popsano
asi 90 kmenti B. thuringiensis, které jsou také zndmé pro svou specificitu toxického uc¢inku na
rizné skupiny hmyzu (Estibaliz, 2012). Kmeny se oznacuji ¢islici a malym a velkym
pismenem (napi. CrylAa). Pti aplikaci Bt proteiny prochazeji hmyzi zazivaci soustavou, kde
se enzymaticky upravuji, a teprve tato findlni molekula ma toxicky uc¢inek (Drobnik, 2004).
Toxické proteiny interaguji se specifickymi povrchovymi bilkovinami - receptory na
apikdlnim povrchu epitelidlnich bunék stiedniho stfeva. To vede k tvorbé porii a prodéravéni
stteva, iontové nerovnovaze v haemocoelu, bunécné 1yze a septikémii, ktera konci az smrti
zasazen¢ho hmyzu. (Estibaliz, 2012). Na obrazku ¢. 4 je znazornéna struktura krystalu

(Cry3Aa).

Cry3Aa

Obr. 4. Struktura krystalu insekticidniho proteinu Cry3Aa (Pigott a Ellar, 2007).



2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo posoudit, jestli Bt toxin, ktery se bézn¢ podava hmyzu
v potrave, pusobi 1 po injekéni aplikaci. Tento pokus byl provadén pomoci monitoringu
mortality, hladiny AKH v CNS, hladiny Zivin v hemolymf€ a aktivity travicich enzymi ve

stitevé u ruménice pospolné P. apterus.



3. Material a metodika

3.1. Chov ruménice pospolné Pyrrhocoris apterus (Heteroptera)

Pokusni jedinci ruménice pospolné pochazeli z chovii Entomologického ustavu Biologického
centra AVCR v Ceskych Budg&jovicich. Dospéli samci byli od 1. dne chovani oddélen& od
samic ve sklenicich pfi teploté 25 °C + 1 °C a fotoperiodé dlouhého dne (18 hodin svétlo a 6
hodin tma). Jednou tydné dostavala zvitata lipovd semena a vodu, ktera jim byla podavana ze
sklenénych pitek s vatovou zatkou. Na pokusy byli pouziti pouze 7 az 10 dni stafi samci, aby

se vyloucil ptipadny vliv ovarialniho cyklu u samic.

3.2. Aplikace Bt toxinu

Bt toxin (Novodor) byl ziskan od vyrobce Valent Biosciences Corporation. Tento toxin byl
fedény Ringerovym fyziologickym roztokem tak, aby obsahoval 0,5 pg toxinu ve 2 ul roztoku
(urceni davky viz dole). Nasledné byl aplikovan pomoci Hamiltonovy injekcni stiikacky do
zadeCkové cCasti plostic za druhym c¢lankem. Kontroldm byl injikovan stejnym zptsobem

Ringeriiv roztok o objemu 2 pl.
3.3. Stanoveni mortality

Mortalita byla zjiStovana z diivodu urceni €innosti toxinu a z nutnosti vytipovani vhodné
davky Bt toxinu. Mortalita by se méla pohybovat kolem 30 %, coZ by umoznovalo sledovani
ucinku toxinu na fyziologické funkce plostic pii zachovani dostate¢ného poctu zivych jedincti.
Pokusy pro kazdou davku toxinu (véetné kontroly) se provadély v 5 paralelkach, pticemz v
kazdé skupiné bylo nejmén¢ 10 samct. Mortalita byla stanovena po 24 hodinach. Davka 0,5
pug toxinu byla vytipovana jako nejvhodnéjsi, a proto byla nasledné podavana ve vSech

pokusech.
3.4. Pitva ruménice pospolné (P. apterus)

U kazdého jedince byla provedena pitva stfedniho stfeva a mozku vcetné z1az corpora cardiaca
a corpora allata. PloStice byly pitvany pod binolupou na voskové desticce pomoci niizek,

Spendlikti a dvou entomologickych pinzet.
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3.4.1. Strevo

Po ustfizeni hlavy bylo télo ploStice poloZzeno na voskovou desticku a pfichyceno dvéma
Spendliky ventrdlni stranou dold. Nizkami byla odstranéna kiidla a télni sténa pod nimi.
Nasledné bylo télo promyto Ringerovym roztokem, aby nedochéazelo k vyschnuti organt a
odstranilo se tukové téleso. Z celého stieva byla oddélena jeho stiedni ¢ast (mesenteron, Obr.
5), ta byla nasledn¢ umisténa do mikrozkumavek (Eppendorf) o objemu 1,5 ml. Po celou dobu
byly vzorky uchovéavany na ledu. Nasledn¢ bylo stfevo zvazeno a uchovavano v mraznicce pii

teploté -20 °C pro dalsi zpracovani.

W
F - I\ 5 B > 1
FHWS5cem

S
e

Obr. 5. Stiedni cast stieva (mesenteron) rumeénice pospolné. AM — piedni (anterior)
mesentron; MM — stfedni mesenteron; PM — zadni (posterior) mesenteron (Kodrik a kol.,

2012).
3.4.2. Centralni nervova soustava, corpora cardiaca a corpora allata

Oddélené hlavy plostic byly ptichyceny Spendlikem za stni Gstroji k voskové misce. Poté
byla pinzetami narusena horni ¢ast hlavové schranky, tukova tkan uvnitt vymyta Ringerovym
roztokem a nasledn¢ byl opatrné¢ vyjmut mozek s endokrinnimi zlazami corpora cardiaca a
corpora allata (CNS, Obr. 6). Cely komplex byl vzdy premistén do mikrozkumavek s objemem
1,5 ml, které byly béhem pitvy udrzovany na ledu. Poté byly vzorky uchovévany v mraznicce

pii 20 °C pro dalsi zpracovani.
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Obr. 6. Centralni nervova soustava rumeénice pospolné, corpora cardiaca jsou schovana pod

corpus allatum (Kodrik, 2017, foto F. Weyda).

3.5. Stanoveni hladiny adipokinetickych hormonii (AKH) v CNS

Adipokinetické hormony ruménice pospolné (Pyrap-AKH a Peram-CAH-II) byly z CNS

extrahovany 80 % metanolem. Extrakty byly odpafeny ve vakuové centrifuze (SpeedVac) a

odparky nasledné ulozeny v mrazéku pti -20 °C.

Hladina adipokinetickych hormonii byla stanovovana pomoci kompetitivniho ELISA testu,

kde protilatka ptipravend proti Pyrap-AKH dobfe rozeznava i druhy adipokineticky hormon
plostice Peram-CAH-II (Goldsworthy a kol., 2002).

Reagencie:

Aplikaéni pufr — Na,CO3 — 0,424 g + NaHCO3 — 0,504 g na 100 m, pH = 9,6
Promyvaci pufr (WB+) = 10Mm PBS (NaH2PO4x 12 H,0O, KH2PO4fedény 1:9) + 0,1
ml Tween/100 ml WB, pH 7,5

Blokovaci pufr - Skimmed milk

Promyvaci pufr bez Tweenu (WB-)

BLAM —roztok Cys 1 — Pyrap AKH — BLAM; Pyrap-AKH znaceny biotinem (Biotin
Long Arm Maleimide; Vector Laboratories, Petebrough, UK)

HRPS — Horseradish Peroxidase Streptavidin — Sigma Aldrich

Substrat — 3,3, 5, 5" - tetramethylbenzidin— Sigma Aldrich

0,5M H2SO4

Vlastni ELISA byla zahdjena navazanim primarni protilatky proti Pyrap-AKH (100 pl;

fedéni 1:5000 v aplikacnim pufru) na desticku ptes noc pii teploté 4 °C. Poté bylo tieba

desticku 3krat promyt WB+ roztokem, nasledné bylo ptidano 200 pl mléka, diky kterému

doslo k blokaci neobsazenych mist v dané¢ jamce. Desticka byla dale inkubovana po dobu
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120 minut pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkubacni doby byla desticka znovu 3krat
promyta WB+. V nésledujicim kroku byl do jamek napipetovan vzorek extraktu CNS (0,5
CNS ekviv., 50 ul) a 100 fmol Pyrap-AKH-BLAM (50 ul), pticemz dochéazelo ke
kompetici mezi AKH obsazenymi ve vzorku a AKH s navazanym biotinem (Pyrap-AKH-
BLAM). Paralelné se vzorky byl na desticku nanesen také standard hormonu Pyrap-AKH
s pocatecni davkou Spmol fedény dale dvojkovou fadou, a také pozitivni (WB- a BLAM)
a negativni (WB-) kontrola. Nakonec byla desticka inkubovana 60 minut pii 37 °C a pak
zase 3krat promyta WB+. Po promyti bylo naneseno do kazdé jamky 100 ul HRPS (fedéni
1:500), jehoz streptavidinovy konec se vaze na biotin. Nasledné se desticka znovu
inkubovala 60 minut pfi 37 °C a poté byla 6krat promyta WB+. V dal§im kroku bylo ke
vzorklim napipetovano 100 ul substratu (3, 3", 5, 5" - tetramethylbenzidin) a desticka byla

zabalena do hlinikové folie a inkubovana po dobu 40 minut pii 37°C.

V poslednim kroku bylo k substratu piidano 50 pl 0,5M H>SOs k zastaveni reakce.
Absorbance byla zmétfena na ELISA cteCce pii vinové délce 450 nm. Ke zpracovani
vysledkil bylo potieba zjistit procento kompetice (viz vzorec) a z vytvorené kalibracni

kiivky vypocitat mnozstvi AKH ve vzorcich.

% kompetice = ((test.Abs — pozadi)/(max. Abs — min. Abs.)) * 100

3.6. Stanoveni aktivity travicich enzymu stifeva

3.6.1. Extrakce enzymi ze stfedniho stfeva

Z vypitvaného stfedniho stfeva byly extrahovany amylazy, lipazy, proteazy a glukosidazy.
K extrakci amylaz a glukosidaz byl pouzit fosfatovy pufr (93,5 ml KH2PO4 a 6,5 ml NaH2PO4)
pH 5,7 spfiddinim 20mM NaCl: ke 100 ml roztoku pufru bylo pfidano 2,05 ml NaCl.
K extrakei lipdz a protedz byl pouzit pufr 0,2M tris pH 7,8.

Po ptidani 200 pl ptislusného pufru byly vzorky rozsonikovany pomoci jehlového sonikatoru
(10 sekund, chlazeni ledem). Nésledn¢ byly vzorky stoceny v centrifuze (5 minut, 10000

otacek) a supernatanty pouzity ke stanoveni aktivity ptisluSnych enzymd.
3.6.2. Stanoveni amylazové aktivity

Amylazova aktivita byla stanovena metodou podle Bernfelda (1955) modifikovanou na

rumeénici pospolnou v praci Kodrika a kol. (2012).
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Reagencie:

e 2% Skrob

e DNS reagent: DNS (kyselina 3,5-dinitrosalicylova) — 0,0125 g, K-Na tartare x 4H>0 —
7,5g, NaOH — 0,4 g na 25 ml vody

e fosfatovy pufr pHS,7 + 20Mm NaCl (viz vyse)

Nejprve byl pripraven DNS reagent (uvedené navazky byly rozpustény v 10 ml destilované
vody a néasledné byl objem doplnén na 25 ml). Substratovy roztok byl pfipraven zfedénim 2%
Skrobu v poméru 1:1 s fosfaitovym pufrem s 20mM NaCl. Do kazdé eppendorfky bylo
napipetovano 25 ul roztoku skrobu s fosfatovym pufrem a 25 pl vlastniho vzorku (0,125 ekviv.
stieva). Ke kazdé sad¢ opakovani byl vzdy pfidan jeden kontrolni vzorek, ktery byl tvotfen 25
ul pufru a 25 pl roztoku se Skrobem. Takto pfipravené vzorky v eppendorfkach byly
inkubovany 1 hodinu pti 30 °C. Poté byla inkubace zastavena ptidanim 200 ul DNS reagencie.
Nasledné¢ byly eppendorfky dany do blokového termostatu, kde se vatily 5 minut pii 100 °C.
Po vychladnuti byly eppendorfky centrifugovany (10000 otacek, 10 minut), zkazdé
eppendorfky pak bylo odpipetovano 200 pl do 96-jamkové desticky. Absorbance vzorki byla
zméfena na Ctecce pii vinové délce 550 nm. Pro vytvoreni grafii byly zmétfené vysledky

prepocitany na mnozstvi maltdézy/miligram hmotnosti stieva (Bodldkova a kol., 2017, 2018).

3.6.3. Stanoveni protedzovée aktivity

Protedzova aktivita byla stanovena pomoci resorufin kaseinového kitu podle piislusného

navodu firmy Roche.
Reagencie:

e substratovy roztok - 0,4% resorufin kasein
e 0,2M tris, pH 7,8
e 0,02M CaClh

e blokovaci roztok - 5% kyselina trichloroctova (TCA)

Po piipraveni vyse uvedenych reagencii se v eppendorfkach smichalo 20 ul 0,02M CaCly, 40
ul 0,2M trisu, 20 pl resorufin kaseinu a 20 pl vlastniho vzorku extrahovaného v 0,2M trisu
(0,1 ekviv. stteva). U kazdého opakovani byl vzdy ptipraven kontrolni vzorek, ktery obsahoval
20 pl resorufin kaseinu, 60 pl 0,2M trisu a 20 ul 0,02M CaCl,. Nasledné byly vzorky
inkubovany 1 hodinu pti 37 °C. Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo pfidano 240 pl blokovaciho
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roztoku TCA a inkubace pokracovala jesté dal§ich 10 minut pfi teploté 37 °C. Nasledné byly
vzorky centrifugovany (3 minuty, 10 000 otacek). K samotnému méfeni bylo odebrano 200 pl
z kazdé eppendorfky a napipetovano do 96 - jamkové desticky; absorbance byla zméfena na
¢teCce pii vinové délce 490 nm. Vysledky byly vyjadieny v relativni absorbanci na miligram

hmotnosti stfeva.
3.6.4. Stanoveni lipazové aktivity

Lipazova aktivita byla stanovena podle protokolu Robertse (1985).
Reagencie:

e 50mM 4MU-butyrate (4-methylumbelliferyl butyrate) rozpuStény v v DMSO
(dimethylsulfoxid); na vlastni test se roztok fedi 25x

e 0,2M tris pH 7,8

Po ptipraveni vySe zminénych reagencii bylo do kazdé¢ jamky v Cerné 96 - jamkové desticce
napipetovano 190 ul 0,2M tris pH 7,8, dale 5 pl vlastniho vzorku (0,025 ekviv. stieva) a Sul
4MU-butyrate (soucet musi byt vzdy 200ul). U kazdého opakovani bylo potieba pfipravit
kontrolni vzorek, ktery obsahoval 195 pul 0,2M tris pH 7,8 a 5 pul 50 mM 4MU-butyrate.
Aktivita byla méfena na fluorimetru (Biotek) pti vinovych délkach 327 nm/449 nm exc/em.
K vypoctu lipazové aktivity byly pouzity hodnoty namétené v ¢asech 0 a 30 minut a pfevedené

na nmol 4 MU/miligram stieva.
3.6.5. Stanoveni glukosidazové aktivity

Glukosidazova aktivita byla stanovena podle metody modifikované v praci Kodrika a kol.

(2012).
Reagencie:

e 20mM 4MuaGlu (4-methylumbelliferyl-a-D-glucopyranoside) — 10x zfedéné

e fosfatovy pufr pH 5,7 — 2,722 g KH2PO4 rozpusténé ve 100 ml destilované vody a
0,716 g NaHPO4 rozpusténé ve 100 ml destilované vody, poté bylo smichdno 93,5 ml
roztoku KH>POj4 a 6,5 ml roztoku NaHPO4 za vzniku 100 ml fosfatového pufru

e 0,2M NaxCO3

Po pripraveni uvedenych reagencii bylo do ¢erné desticky napipetovano 2 ul vlastniho vzorku
(0,01 ekviv. stieva) spolu s 95,5 ul fosfatového pufru pH 5,7. Ke kazdému opakovani byl

pridan kontrolni vzorek, ktery obsahoval 97,5 ul fosfatového pufru pH 5,7. Ke vSem méfenym
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vzorkiim bylo pfidano 2,5 pl zfedéného 4MuaGlu. Dale byly vzorky inkubovany po dobu 90
minut ve tmé. Po uplynuti inkubaéni doby bylo pfidano 100 pl 0,2M Na,CO3, nasledné byla
desticka promichdna a znovu inkubovana 1 minutu. Na zavér byla desticka zméfena pomoci

kinetické fluorescence na fluorimetru (Biotek) pfi vinovych délkach 365 nm/445 nm exc/em.
3.7. Stanoveni hladiny Zivin v hemolymf¢

3.7.1. Odbér hemolymfty

Pomoci pinzety byla plostice piidrzena a nizkami byla nastfihnuta tykadla, ktera se nasledné
prilozila na parafilm, aby zde mohla ¢ira hemolymfa odkapavat. Z parafilmu byla hemolymfa
piepipetovana do eppendorfek, kam bylo pfidano jedno zrnko thiomocoviny, kterd zabranuje

melanizaci.
3.7.2. Stanoveni cukra

Stanoveni volnych cukrii bylo provedeno podle prace Carol a kol. (1956), nasledné

modifikovano podle prace Socha a kol. (2004).
Reagencie:

e Anthronova reagens — 15 mg anthronu + 10 ml 72% H2SO4

e Destilovana H>O

Do eppendorfek bylo napipetovano 40 pl destilované H>O, 230 pl anthronové reagens a 1 pl
hemolymfy. Pocet vzorki byl vzdy 5-6 a ke kazdé sad¢€ byl vytvoren kontrolni vzorek, ktery
obsahoval pouze 40 pl destilované H>O a 230 pl anthronové reagens. Eppendorfky byly po
dobu 8 minut vafeny v zahtivacim blocku pii 100 °C a poté bylo vzdy 200 pl vzorku
piepipetovano do 96-jamkové destiCky a absorbance zméfena na ¢tecce pii vlnoveé délce 620

nm. Vysledky byly pfepocitany podle kalibracni kiivky zndmého mnozstvi glukozy.
3.7.3. Stanoveni bilkovin

Stanoveni bilkovin bylo provedeno podle prace Stoscheck (1990).

Reagencie:

e Reak¢ni smés (25 ml BCA - bicinchoninova kyselina + 500 ul CuSOs)

e Destilovana H>O

Jeden pl hemolymfty byl nafedén v 200 pl destilované H>O a 50 pl roztoku smichano s 1 ml

reak¢ni smési. Pocet opakovani byl vzdy 5-6 vzorki a ke kazdé sad¢ byl vytvotren kontrolni
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vzorek, ktery obsahoval 50 ul destilované H2O a 1 ml reakéni smési. Poté bylo do 96-jamkové
desticky prepipetovano vzdy 200 ul roztoku pro kazdy vzorek. Déle byly vzorky zahiivany na
zahtivacim blocku po dobu 30 minut pii 60 °C a poté byla jejich absorbance zméfena na pfi
vlnové délce 562 nm. Vysledky byly piepocitany podle kalibracni kiivky zndmého mnozstvi

BSA (bovinni sérovy albumin).
3.7.4. Stanoveni lipid

Stanoveni lipidi bylo provedeno podle prace Zollner a Kirsch (1962) modifikovano podle
Kodrik a kol. (2000).

Reagencie:

e 96% HxSOq4
e Vanilinova reagens (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) — Sigma-Aldrich,
o 1,98 vanilinu se rozpusti v 668 ml kyseliny fosfore¢né a zahieje na 60 °C, poté
se ochladi a doplni se destilovanou vodou do 1 1. Vznikne zluty roztok, ktery

je potieba nechat stat alesponi jeden tyden v chladu.

Do sklenénych zkumavek bylo napipetovano 100 pl 96% H2SO4 a 1 pl hemolymfy. Pocet
opakovani byl vzdy 5-6. Ke kazdé sad¢ byl vytvotren kontrolni vzorek, ktery obsahoval 100 ul
H>SO4. Déle byly zkumavky povafeny po dobu 10 minut pii 100 °C na vodni lazni. Po
vychladnuti byl do kazdé zkumavky pfidan 1 ml vanilinové reagencie, smés byla promichana
a nechala se 30 minut odstat. Nasledné€ bylo do 96 - jamkové desticky napipetovano vzdy 200
ul vzorku a zmétena absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 546 nm. Vysledky byly

piepocitany podle kalibra¢ni kiivky kyseliny olejové.

3.8. Zpracovani vysledkl

VSechny grafy byly pfipraveny pomoci GraphPad Software verze Prism 8 (San Diego,
California). Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Studentiiv t-test a jednocestnda ANOVA

s Dunnetovym post-testem.
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4. Vysledky

4.1. Vliv Bt toxinu na mortalitu

Aplikace zvySujicich se davek Bt toxinu vyvolala u pokusnych plostic nariistajici mortalitu,
jejiz pramérné hodnoty jsou uvedeny na obrazku 7. Jako nejvhodné€js$i se pro nasledné
fyziologické pokusy jevila davka 0,5 pg Bt toxinu rozpusténa ve 2 pl Ringerova

fyziologického roztoku, kdy mortalita nepfesahovala 30 %.
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Obr. 7. Vliv davky Bt toxinu na mortalitu ruménice pospolné P. apterus. Statisticky
vyznamné vysledky byly vyhodnoceny pomoci testu jednocestna ANOVA s Dunnetovym

post-testem; n=4-5 skupin, v kazdé skupiné 10 plostic.
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4.2. Vliv Bt toxinu na hladinu AKH

Je nepochybné, ze aplikace Bt toxinu vyvolala v ruménici pospolné silny stres. Proto byl
v dalS$i sérii experimentli sledovan vliv tohoto toxinu na hladinu antistresovych
adipokinetickych hormonii v CNS. Vysledky rozdili mezi oSetfenou a kontrolni skupinou jsou
zobrazeny na Obr. 8, kde je vidét, ze Bt toxin vyvolal u oSetfenych jedincti asi 4,7nasobny

pokles hladiny AKH ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 8. Hladina AKH u ruménice pospolné P. apterus. Statisticky vyznamné rozdily na 1%
hladin€ vyznamnosti testované Studentovo t-testem jsou oznacené hvézdickami nad

sloupcem; n=10.

4.3. Vliv Bt toxinu na aktivitu travicich enzymi

Je dobfe zndmo, ze primarnim cilovym organem Bt toxinu je pfedevsim stfevo, proto byla dale
sledovana aktivita riiznych travicich enzymu ve stfednim stfevé pokusnych plostic. Obr. 9
zobrazuje vysledky aktivity amylaz ve stfevech oSetfenych jedinct, které jsou srovnany
s kontrolnimi jedinci. Zda se, Ze Bt toxin ¢astecné snizuje aktivitu téchto enzymi, nicméné

sniZzeni nebylo statisticky priikazné.
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Obr. 9. Vliv Bt toxinu na aktivitu amyldz ve stfednim stfevé ruménice pospolné P. apterus.
Pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti (n=10) nebyl mezi hodnotami zji§tén
zadny statisticky vyznamny rozdil.

Podobny nevyznamny vliv Bt toxinu byl zji§tén 1 pro aktivitu proteaz (Obr. 10), lipaz (Obr.
11) a glukosidaz (Obr. 12). Tyto vysledky naznacuji, ze injek¢né podany Bt toxin nepusobil

na aktivitu stfevnich enzymi rumeénice pospolné.
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Obr. 10. Vliv Bt toxinu na aktivitu proteaz ve stfednim stfevé ruménice pospolné P. apterus.
Pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti (n=10) nebyl mezi hodnotami zjistén

zadny statisticky vyznamny rozdil.
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Obr. 11. Vliv Bt toxinu na aktivitu lipaz ve stfednim stievé ruménice pospolné P. apterus.

Pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti nebyl mezi hodnotami zjistén zadny

statisticky vyznamny rozdil; n=10.
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Obr. 12. Vliv Bt toxinu na aktivitu glukosiddz ve stfednim stfevé ruménice pospolné P.

apterus. Pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné€ vyznamnosti (n=10) nebyl mezi hodnotami

zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil.
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4.4, Vliv Bt toxinu na hladinu Zivin v hemolymf¢

Reakce na stres u zivocichil véetné hmyzu zpravidla vyvold mobilizaci energetickych zasob,
aby se pokryly energetické vydaje nutné na zajisténi anti-stresovych reakci. Proto byly v dalsi
fazi pokusti monitorovany hladiny zivin v hemolymf€ u oSetienych jedincti a porovnavany
s kontrolni skupinou. V souladu s piedpokladem se ukazalo, ze u oSetfenych jedinct se oproti
kontrolni skupiné po 24 hodinach vyznamné (asi 2krat) zvysila hladina tuki v hemolymfg
(Obr. 13). U hladiny cukrt (Obr. 14) nebyl na rozdil od tukt zadny statisticky vyznamny rozdil
prokézan. U bilkovin (Obr. 15) byl piekvapivé zaznamenan statisticky prukazny pokles u

oSetfenych jedinci, kdy se jejich hladina v hemolymf¢€ snizila 1,4krat.

:‘Q_j
£  0.08-
>
© *
= 0.06 -
£g
>
o 0.04-
g 2 _
=
© 0.02 -
c
B
T 0.00

Kontrola Bt

Obr. 13. Vliv Bt toxinu na hladinu tukd v hemolymfé u ruménice pospolné P. apterus.
Statisticky vyznamné rozdily na 5% hladiné vyznamnosti testované Studentovym t-testem

jsou vyznaceny hvézdi¢kou nad sloupcem.
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Obr. 14. Vliv Bt toxinu na hladinu cukrii v hemolymf€ u ruménice pospolné P. apterus.

Pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti (n=10) nebyl mezi hodnotami zjistén

zadny statisticky vyznamny rozdil.
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Obr. 15. Vliv Bt toxinu na hladinu bilkovin v hemolymf¢€ u ruménice pospolné P. apterus.

Statisticky vyznamné rozdily na 0,01% hladin€ vyznamnosti testované Studentovo t-testem

jsou oznacené hvézdickami nad sloupcem; n=10.
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5. Diskuze

Pro vyzkum hmyzich obrannych reakcich pii podani Bt toxinu byl vybran jako modelovy
organismus ruménice pospolna (P. apterus). Tento druh je pro takovy vyzkum velice vhodny,
protoZze jeho fyziologické vlastnosti, reakce na jiné stresory a funkce AKH jsou dobie

prostudovany (Kodrik, 2008).

Nejprve bylo potteba urcit davku Bt toxinu, kterd by vyvolala mortalitu okolo 20 az 30 %.
Tato procentudlni hodnota byla vybréana jako optimalni na zaklad¢ ptedchozich praci (Kodrik
a kol., 2010; Velki a kol., 2011; Plavsin a kol., 2015), kdy testovana toxicka latka vykazuje
ucinnost, ale zaroven je zachovan dostate¢ny pocet zivych jedinct k dalSim pokustim. Jako

nejvhodnéjsi byla vybrana davka 0,5 pg Bt toxinu na jedince.

Po stanoveni mortality a zjiSténi vlivu toxinu bylo potieba zmapovat jeho ucinky. Proto bylo
primarné testovano jeho pusobeni ve stfednim stievé (mesenteron), kde vSak nebyl zjistén
zadny prikazny rozdil mezi oSetfenymi a neoSetienymi jedinci v aktivité travicich enzymd. Je
obecné znamo, ze Bt toxin plisobi na epitel stfeva, ve kterém tvoii pory a tim narusSuje jeho
strukturu (Drobnik., J. 2004). Vliv Bt toxinu podavaného v potravé jako soucast geneticky
modifikovanych brambor, byl jiz dfive testovan v nasi laboratofi na mandelince bramborové
Leptinotarsa decemlineata, kde byl prokazan jeho negativni ucinek na fadu fyziologickych
charakteristik (Kodrik, 2007). V moji préci byl Bt toxin aplikovan do téla injekéné, coz na

aktivitu travicich enzymu u ploStice nemélo vliv.

V dalsi sérii pokusti jsem méfila hladinu AKH v mozku. Vzhledem k tomu, ze jsou
adipokinetické hormony oznacovany jako stresové, predpokladali jsme navySeni jejich
hladiny po aplikaci Bt toxinu. Tento pfedpoklad byl potvrzen jiz u fady jinych stresorti (Kodrik
a kol., 2010; Ibrahim a kol., 2017). Napftiklad podavani geneticky modifikovanych brambor
exprimujicich Galanthus nivalis aglutinin nebo Bt toxin a aplikace n€kolika neurotoxickych
insekticidli (melathion, endosulfan, permethrin) na dva modelové druhy hmyzu: ruménici
pospolnou P. apterus (Kodrik a Socha, 2005; Kodrik a kol., 2010, Velki a kol., 2011) a
potemnika hnédého Tribolium castaneum (Plavsin a kol., 2015) odhalilo, Ze intoxikace ve
vetsing piipada zvySovala hladinu AKH v téle hmyzu. To naznacuje zapojeni tohoto hormonu
do aktivace obrannych mechanismi proti insekticidnimu stresu, nicmén¢ tento vliv na hladinu
AKH neni jednoznacny a podléha zna¢né variabilité. Zmény zplsobené toxiny zavisi nejen na
jejich davce, ale také na konkrétnim toxinu. V mych vysledcich mizeme pozorovat opacny

trend, kdy aplikace Bt toxinu snizuje hladinu AKH v mozku. Tento jev je ptekvapivy a neni
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zcela ziejmé, co zplisobuje tento pokles. Jednou z moznosti by mohlo byt vylouceni AKH do
hemolymfy, tato moznost neni ale zatim podloZzena a bude pfedmétem dal§iho vyzkumu.
Podobné sniZzeni bylo zaznamenano i po aplikaci blastospor entomopatogenni houby 1.
fumosorosea do téla ruménice pospolné, kdy byl namétfen asi dvojnasobny pokles hladiny

AKH v CNS (Cerny, 2016).

Jednou z roli AKH v organismu je mobilizace energetickych zasob ve stresové situaci. Pokud
je organismus vystaven stresu, lze predpokladat, ze se zvysi hladina zivin v hemolymf€,
jelikoz jsou pravé hemolymfou transportovany do cilovych tkani. U plostice P. apterus se
mnohokrat prokézalo (Kodrik a kol., 2000; Socha a kol., 2004), ze zdkladem jejiho
metabolismu je utilizace lipidi. V souladu s tim jsem zjistila vyznamné navyseni hladiny
lipidt po aplikaci Bt toxinu. Jestli je to disledek zminéného uvolnéni AKH z corpora cardiaca
(viz vyse) do hemolymfy nebo n¢jaké jiné signalni dréhy neni jasné. V souladu s malou roli
glycidli v metabolismu plostice nebylo zaznamenano zadné jejich zvySeni u Bt oSetfenych
jedinct ve srovnani s kontrolou. Necekany vysledek jsem zaznamenala u hladiny bilkovin v
hemolymf¢, kdy doslo k vyznamnému poklesu (1,4 nasobnému) u oSetfenych jedincii. O
mozném vysvétleni 1ze jen spekulovat. Nelze vyloucit, ze mozné zmény osmotickych poméra
v hemolymf€ vyvolaji vysrazeni bilkovin o vys§i molekulové hmotnosti. Ty pak pouzitym
testem nelze stanovit. Dal§im moznym vysvétlenim by mohla byt degradace bilkovin vlivem

nepfimétenych podminek v organismu.
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6. Zavér

Prace se zabyva fyziologickymi zménami (hladina adipokinetickych hormond, aktivita
travicich enzym ve stteve, mnozstvi zivin v hemolymf€) v téle ruménice pospolné P. apterus

po injikaci Bt toxinu. Z namétenych vysledkl vyplyva:

e Aplikace Bt toxinu vyvolala mortalitu u jedinci ruménice pospolné P. apterus.
Optimalni davka toxinu byla stanovena na 0,5 pg.

e Hladina AKH po injikaci Bt toxinu vyznamné poklesla.

e Aktivita travicich enzymu (amyldzy, proteazy, lipazy, glukosidazy) se po injikaci Bt
toxinu vyznamné nezmenila.

e Aplikace Bt toxinu vyznamné modulovala hladinu Zivin v hemolymf€: hladina tukt
vzrostla 2krat, hladina bilkovin poklesla 1,4krat a hladina cukri Zadné zmény

nezaznamenala.
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