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Bakterie zasocjowane z owadami (symbionty) maja wazne znaczenie dla ewolucji owadow i/lub ich
nawykow zywieniowych. Mogg uczestniczy¢ m.in. w : a) oddzialywaniu ro$lina — owad, b) detoksykacji
ksenobiotykéw czy w c) rozwoju odpornosci owadziego gospodarza na insektycyd. Owady moga rowniez
wykorzystywa¢ enzymy pochodzace od mikroorganizméw, aby unikng¢ inhibitorow proteaz,
syntetyzowanych przez rosliny w odpowiedzi na zerowanie owada. Zwigzek pomiedzy owadem a jego
mikrobiomem jest mato poznany dla wielu gatunkéw owadoéw, w tym skrzypionki zbozowej (Oulema
melanopus, Coleoptera, Chrysomelidae) — waznego szkodnika zb6z. Zaréwno osobniki doroste jak i larwy
zerujac uszkadzajg rosliny zboz. Stosowanie insektycydow z roznych grup chemicznych jest gldéwng metoda
kontrolowania populacji skrzypionki zbozowej. Jednak ochrona chemiczna stosowana obecnie i w
przysztosci moze nie byC tak skuteczna jak dawniej. Intensywne i czgste stosowanie tych samych
organicznych pestycydéw moze prowadzi¢ do rozwoju odpornosci owada na insektycydy. Istnieje zatem
potrzeba poszukiwania alternatywnych, bardziej przyjaznych dla srodowiska metod zwalczania szkodnikow
owadzich.

Celem projektu jest:

e Sprawdzenie stopnia odpornosci skrzypionki na insektycydy.

e Oznaczenie symbiontow odpowiedzialnych za rozwdj odpornosci skrzypionki na insektycydy
(bakterie rozkladajace insektycydy).

e Analiza zmian spotecznosci bakteryjnej larw skrzypionek po potraktowaniu insektycydem.

e Sprawdzenie czy bakterie zwigzane ze skrzypionka biorg udzial w adaptacji swojego owadziego
gospodarza wobec roslinnych inhibitoréw proteaz.

Udzial bakterii zwigzanych ze skrzypionkami w adaptacji na insektycydy czy inhibitory proteaz jest
nieznany. Dlatego zaplanowano nastgpujace zadania, majace na celu zrozumienie roli symbiontow
skrzypionek w detoksykacji szkodliwych substancji dla ich owadziego gospodarza.

a) Analiza wpltywu insektycydu na larwy skrzypionek (z naturalng mikroflorg jelitowa Iub ze
zredukowang iloScig bakterii). Larwy bedg traktowane: a) odpowiednig substancjg Czynng
insektycydu, b) tylko antybiotykiem, c¢) antybiotykiem, nastepnie substancjg czynng insektycydu, d)
woda (kontrola). Zostanie okreslona przezywalno$¢ owadow.

b) Zostanie wykonana identyfikacja bakterii, ktorych wzrost na pozywkach bedzie obserwowany po
potraktowaniu insektycydem. Dodatkowo, potencjalny rozktad substancji czynnych insektycydu
przez wybrane najlepiej rosnace bakterie zostanie oceniony za pomoca analizy GC- i LC-MS/MS (w
zaleznosci od substancji czynnej insektycydu).

c) Sprawdzenie jak traktowanie insektycydem wptywa na spoteczno$¢ bakteryjng zwigzang ze
skrzypionkami. Larwy skrzypionek beda traktowane réznymi dawkami wybranych substancji
czynnych insektycydu (woda - kontrola). DNA wyizolowany z jelit owadéw bedzie poddany analizie
sekwencji 16S rRNA (z wykorzystaniem NGS) w celu identyfikacji bakterii zwigzanych ze
skrzypionkami po potraktowaniu substancja aktywng insektycydu.

d) Sprawdzenie, czy skrzypionki wykorzystuja enzymy zwigzane z bakteriami, aby uniknaé
szkodliwego dziatania inhibitoréw proteaz. Owady zostang potraktowane antybiotykami (woda-
kontrola), nastepnie wybranymi inhibitorami proteaz. Profil aktywnosci proteolitycznej zostanie
sprawdzony przy uzyciu: FITC-casein assay oraz in-gel protease assay.

e) Analiza filogenetyczna i statystyczna uzyskanych wynikow.

Wyjasnienie udzialu mikroflory owadéw w rozkladzie ksenobiotykdéw, w tym syntetycznych zwigzkow
organicznych ma bardzo duze znaczenie. Uzyskane w ramach projektu wyniki moga w przysztosci stanowi¢
podstawe do opracowania nowych metod zwalczania szkodnikow owadzich, w tym skrzypionek poprzez
manipulowanie ich mikroflorg jelitowg. Moga rowniez wplyng¢ na redukcje iloSci stosowanych
insektycydoéw, zanieczyszczenia $rodowiska i szkodliwego dziatania na owady nie bedace przedmiotem
zwalczania. Proponowane badania moga mie¢ istotny wptyw na takie dyscypliny i obszary badawcze jak
rolnictwo, entomologia, ochrona ro$lin i srodowiska.



