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ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА БИОАКТИВНОСТИ АНАЛОГОВ
ЮВЕНИЛЬНОГО ГОРМОНА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ИХ ПРЯМОГО

И КОСВЕННОГО ДЕЙСТВИЯ НА ДЫХАТЕЛЬНЫЙ ОБМЕН
ДИАПАУЗИРУЮЩИХ КУКОЛОК КАПУСТНОЙ БЕЛЯНКИ

Определение биологической активности новых синтезируемых аналогов
ювенильного гормона (АЮГ или ювеноидов) является одной из важ-
нейших задач при разработке гормональной борьбы с вредными насе-
комыми. Существует немало различных методов оценки ювенильно-
гормональной активности АЮГ, среди которых наибольшее распро-
странение получили морфогенетические тесты, основанные на морфо-
логических эффектах, обнаруженных в развивающихся тканях во время
последующей после обработки линьки. Обычно в основу морфологиче-
ских биотестов берут размах аномалии, обнаруженной при метамор-
фозных линьках. При проведении этих тестов возникает, однако, нема-
ло трудностей. Максимальные и минимальные дозы часто дают боль-
шую вариабельность (асимтотический эффект), требуя большого числа
подопытных особей, а круглогодичное выращивание тест-объектов из
различных таксономических групп в лабораторных условиях делает
работу трудоемкой. Кроме того, трудно достигнуть полной синхрони-
зации развития и адекватного физиологического состояния насекомых,
что усложняет учет «критических периодов» в онтогенезе насекомых,
после которого может отмечаться резкое снижение чувствительности
их к препаратам ЮГ. Надо учесть, что скорость метаболирования АЮГ
(деградация) максимальна в те периоды, когда титр эндогенного ЮГ
наиболее низок, возможно, из-за повышения активности ЮГ-специфпч-
ных эстераз (Sanburg и др., 1975).

Исходя из подобных сложностей, возникающих при биотестах,
Г. Б. Стаал (Staal, 1977) отметил, что метод выявления активности
АЮГ путем нанесения его на интактные насекомые в то время, когда
титр эндогенного гормона низок, неприменим, так как при этом не
устранено взаимодействие с эндогенным ЮГ. Г. Б. Стаал предложил
метод субституции гормона вместо его добавления, который, однако,
неприменим из-за трудностей, связанных с микрохирургическими опе-
рациями (аллатектомией).

Чтобы упростить испытание больших серий новых синтезированных
потенциальных ювенондов (на чешуекрылых), нами сделана попытка
использовать предварительный отбор наиболее активных из них, с ко-
торыми следует продолжать исследования в первую очередь. Основой
предварительного биотеста служит действие АЮГ на общий метабо-
лизм (отраженный в потреблении кислорода) диапаузирующих куколок
Pieris brassicae. Предполагается, что ЮГ как и АЮГ способны стиму-
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лнровать дыхательный обмен либо прямым путем, действуя на дыха-
тельные энзимы, либо косвенно, стимулируя процессы роста и диффе-
ренциации тканей. Однако наблюдаемые обычно после гормональных
обработок незначительные сдвиги интенсивности дыхания приписыва-
лись косвенному действию ЮГ и АЮГ. Резкое повышение уровня по-
требления кислорода у диапаузирующих куколок Pieris brassicae отме-
чено нами уже в течение первых суток после аппликации, а вторичное,
более медленное повышение через несколько недель после обработ-
ки. По срокам появления этих пиков и по степени подъемов дыхания
можно судить об общей ювенилыю-гормональной активности АЮГ.

Ниже приводятся результаты предварительного отбора методом
«диапаузного теста» наиболее активных из 26 потенциальных аналогов
ЮГ, синтезированных в Институте химии АН Эстонской ССР. Обсуж-
даются причины резкого и постепенного подъемов уровня общего мета-
болизма у диапаузирующих куколок Pieris brassicae в результате ап-
пликации АЮГ с точки зрения современных концепций о гормональной
регуляции куколочной диапаузы.

Материал и методика

Для получения гусениц капустной белянки с кочанов капусты собира-
лись яйцекладки, которые затем содержались в термокамере для инку-
бации. Вышедшие из яиц гусеницы (второе поколение) выращивались
в термостатах в начале при режиме длинного дня, а начиная с пред-
последнего возраста в условиях короткого фотопериода. Известно,
что детерминация куколочной днапаузы у капустной белянки проис-
ходит во время двух последних возрастов.

В каждой опытной серии были использованы куколки из одной и
той же яйцекладки, что обеспечило наибольшую синхронность развития
и адекватность физиологического состояния. В течение 5—6 дней после
образования куколок наступала диапауза и уровень дыхательного об-
мена понижался до 50 мм3 02 1г/ч. Куколки для биотестов содержались
при температуре 18—22°С, чтобы избежать холодовой реактивации.
В каждой тест-серин были использованы куколки с более или менее
одинаковым уровнем дыхания (общий размах вариации не превышал
15% от среднего значения). Во время глубокой диапаузы уровень ды-
хания куколок капустной белянки поддерживается в пределах
15—50 мм3 02 1г/ч. Пораженный болезнями подопытный материал не
пригоден для диапаузного теста, так как в таком случае у куколок не
формируется глубокая диапауза, и в первой половине зимы уровень
газообмена у них постепенно поднимается выше 100 мм3 02/ej4.

Были испытаны три способа гормональной обработки; инъекция,
вазелиновая маска ювеноида (на прокол кутикулы) и поверхностная
аппликация. Первый способ оказал наибольшее влияние на дыхатель-
ный обмен, но возможный раневый метаболизм мог стать мешающим
фактором. Основным способом обработки поэтому была использована
поверхностная аппликация, проведенная в области первой и второй
мягкой сочленовой мембраны брюшка, где кутикула наиболее тонкая.
Растворенный в этаноле ювеноид (1:25) наносили на мягкую мемб-
рану площадью 2 мм2 в общем количестве 0,3 мкл. Ацетон в качестве
растворителей не применяли, так как он способен вызывать в первые
дни после аппликации некоторый временный подъем дыхательного
обмена, хотя и не обладает реактивирующим действием.

Для определения потребления кислорода применялись электронные
регистрирующие (самопишущие) респирометры, функционирующие по
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принципу микрокомпенсации кислорода путем электролиза в насыщен-
ном растворе CuS0 4 (Куузик, 1977). В данном варианте конструкция
респирометров была упрощена: электроды и фотодиод были объедине-
ны в единую электрическую цепь, питающуюся от аккумуляторной бата-
реи (9 В). Потребление кислорода определяли при температуре 20°.
Исходя из электролитического эквивалента кислорода, 1 мА тока гене-
рирует за 1 ч 208,7 мм3 02 , что и было взято за основу при градуировке
шкалы самопишущих миллиамперметров (или милливольтметров)
в единицу объема расходуемого кислорода (мм 3 02/ч). Поскольку упо-
мянутый респирометр регистрирует также ритмы диффузного газооб-
мена и активной (или пассивной) вентиляции, то при значительных
амплитудах этих ритмов было трудно определить средний уровень
газообмена. В таком случае был последовательно включен электроли-
тический интегратор (типа Х603), предназначенный для интегрирования
во времени слабых токов, или же специальный электронный интегратор.
Термостатом служил литровый термос с широким горлом (крышка
вырезана из толстого поролона). Незначительные колебания темпера-
туры в термосе (±o,2°) не вызывали методической ошибки. Кроме
того, применялись дифференциальные манометрические респирометры
с регулируемыми объемами рабочей и компенсационной камер, изго-
товленных из оргстекла.

Для прослеживания процесса реактивации по циклам выделения
СОз применялся газовый хроматограф, приспособленный для физио-
логических экспериментов (Куузик, 1976; Куузик, Когерман, 1978).
С этой же целью был применен метод регистрации ритмов деятельно-
сти сердца (кардиограммы) (Куузик, Когерман, 1979).

Результаты

Характерным действием АЮГ было повышение уровня дыхательного
обмена, которое наблюдалось дважды. Первый и к тому же более рез-
кий подъем газообмена отмечен обычно на второй-третий день после
аппликации, но поскольку это был резкий и кратковременный пик, то
его максимум и точное время появления удалось установить только

Время появления 1 и 11 максимума дыхательного обмена под действием различных
АЮГ, и степень подъема дыхания от первоначального уровня, %

Название АЮГ
I подъем II подъем

Дни % Дни %

Альтозар (ИХ АН ЭССР) 2 262 15 718АЮГ-1978/4 (ИХ АН ЭССР) 4 265 15 509АЮГ-1978/5 (ИХ АН ЭССР) 3 350 13 228АЮГ-1979/4 (ИХ АН ЭССР) 3 340 15 817АЮГ-1979/3 (ИХ АН ЭССР) 4 353 10 486АЮГ-1979/6 (ИХ АН ЭССР) 2 205 20 702АЮГ-1979/5 (ИХ АН ЭССР) 3 433 16 603п-Иитрофениловый эфир гераниола 2 168 15 205
n-Тимиловый эфир гераниола 2 200 18 280
Тимилметиловый эфир гераниола 2 268 15 306
АЮГ-1979/7 (ИХ АН ЭССР) 6 302 21 547
я-Крезиловый эфир метилгераниола 4 243 18 289
ж-Крезиловый эфир метилгераниола 2 185 14 184
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Рис. 1. Действие разных концентраций альтозара, разведенного в
этаноле (0,3 мкл/особь): А —1; 5, Б 1:10, Š 1 ; 25, Г

ацетон в дозе 0,3 мкл/особь.

Рис. 2. Действие альтозара с различными растворителями
на дыхательный обмен куколок. 1 дихлорэтан, 2
оливковое масло, 3 ацетон, 4 контроль на дихлор-
этан, 5 контроль без обработки. (Крестики в кружоч-

ках появление фаратного имаго.)
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благодаря продолжительной записи регистрирующих электронных рес-
пирометров. Чаще всего первый пик газообмена отмечался через
20—40 ч после гормональной обработки в зависимости от дозы препа-
рата (рис. 1). По предварительным данным первый пик газообмена
появлялся тем раньше и был тем выше, чем больше была доза и чем
большей биоактивностью обладал применяемый препарат. Однако этот
вывод следует еще подтвердить при помощи сравнительных морфоге-
нетических биотестов.

Степень увеличения газообмена под действием АЮГ зависела также
от применяемых растворителей. Поверхностная обработка этил-3,7,11-
триметил-2,4-додекадиеноатом (альтозар), растворенным в дихлорэта-
не, усиливала газообмен в течение 5 дней более чем в 20 раз (рис. 2).
Такое необычное увеличение дыхания было к тому же связано с возоб-
новлением имагинального развития, признаки которого обнаружива-
лись в течение нескольких дней после резкого уменьшения газообмена
вслед за его подъемом (фаратное имаго появилось через 10—12 дней
после аппликации).

После первого резкого увеличения газообмена наблюдалось столь
же резкое его уменьшение, причем уровень его обычно не падал ниже
исходного уровня газообмена, характеризующего дианаузное состояние
куколок (рис. 3,4).

Рис. 3. Влияние разных АЮГ на дыхательный обмен диапаузирующнх куколок.
1 n-хлорфениловый эфир гераниола, 2 АЮГ 1979/7 (ИХ АН ЭССР), 3

альтозар (ИХ АН ЭССР), 4 контроль. (Крестики в кружочках появление
фаратного имаго.)

Второе увеличение газообмена начиналось медленно и достигало
максимума через 2—5 недель после аппликации. Чем раньше был отме-
чен второй пик газообмена, тем раньше начиналось имагннальное раз-
витие, которое, однако, всегда прекращалось на стадии фаратного има-
го. Таким образом, по респирометрическим измерениям можно было
определить начало гистогенеза, причем о степени ювенильно-гормо-
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Рис. 4. Влияние разных АЮГ на дыхательный обмен диапаузирующих куко-
лок. 1 альтозар (ИХ АН ЭССР), 2 АЮГ 1979/6 (ИХ АН ЭССР), 3
АЮГ 1978/4 (ИХ АН ЭССР), 4 крезиловый эфир гераниола, 5 —АЮГ

1978/5 (ИХ АН ЭССР), 6 контроль.

Рис. 5. Действие альтозара на дыхательный обмен куколок с различными
исходными уровнями дыхания. I 27 мм 3 2 42 мм3 02 /г/ч, 3

68 мм 3 О^/г/ч,
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нальной активности препаратов судили в настоящих биотестах именно
по способностям этих препаратов вызывать имагинальное развитие
у диапаузирующих куколок. Если максимум газообмена превышал
500 мм3 02/а/ч, то это означало образование фаратного имаго. После-
дующее понижение газообмена было связано с прекращением развития
под действием ювеноида. Однако нередко развитие прерывалось еще
до гистогенеза внутренних органов фаратного имаго, в этом случае вто-
рой максимум газообмена оставался ниже 500 мм3 02 1г/ч.

Специально было проведено исследование зависимости первого рез-
кого повышения дыхательного обмена от исходного уровня дыхания.
Пока уровень дыхания находился в пределах, свойственных диапауз-
ному состоянию, первый подъем был тем значительнее, чем выше был
исходный уровень дыхания (рис. 5). В то же время второй более мед-
ленный подъем существенно не зависел от исходного уровня пока он
не превышал 70 мм3 02 1г/ч. Это вполне понятно, так как первый пик
дыхания был вызван непосредственным действием АЮГ, а второй
косвенным морфологическим влиянием его.

Вместе с повышением уровня общего обмена было отмечено также
ускорение ритмов сердечной деятельности. Активные АЮГ вызывали
заметное учащение ритмов сердца уже в течение первых дней после

Рис. 6. Частота сердцебиения капустной белянки. 1 во время глубокой диа-
паузы, 2 через 2 дня после аппликации АЮГ (ц-хлорфениловый эфир

гераниола),

Рис. 7. Ритмы сердца у диапаузирующих куколок в виде кардиограмм (одно деление
10 сек). А начальная фаза диапаузы с длительными перерывами периодами
покоя, Б через .сутки после гормональной обработки, В возобновление актив-

ного ритма через 3 сут после обработки.
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Рис 8. Ритмы выделения С02 у куколок капустной белянки. А микроритмы
газообмена во время глубокой диапаузы, чередующиеся с резкими пиками вы-
деления COz, Б микроритмы у той же куколки в том же масштабе через
10 дней после аппликации АЮГ, вызывающим быструю реакцию (большие

пики выделения С02 отсутствуют).

гормональной обработки, причем периоды покоя, характеризующие
диапаузные ритмы сердца, сменились беспрерывными сокращениями
пульсирующих органов (рис. 6,7, 8). Таким образом, первый резкий
подъем уровня потребления кислорода означал возобновление обще-

Рис. 9. Изменение уровня дыхания у диапаузирующих куколок
при 20 °С. I под действием альтозара (0,25 мкг/особь); время
аппликации отмечено стрелкой, II влияние аппликации гусениц
предпоследнего возраста, 111 дыхание у куколок, пройденных
холодовую закалку, IV дыхание у куколок, содержащихся
при 18—20 °С. (Крестики в кружочках появление фаратного

имаго, крестик вылет имаго).
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физиологических функций. Усиление окислительных процессов в орга-
низме отражалось в соответствующей активизации ритмов дыхания;
циклы прерывистого выделения СОг сокращались по мере увеличения
дыхательного обмена (рис. 9).

Необходимым условием для возобновления развития у диапаузиру-
ющих куколок является их холодовая закалка (термическая реактива-
ция). В природных условиях холодовая реактивация (диапаузное раз-
витие) у Pieris brassieae происходит уже в начале календарной зимы,
и куколки приобретают потенциальную способность возобновления раз-
вития к концу января. Температуры выше 15° препятствуют реактива-
ции, и возникшая при 25° зимняя диапауза куколок капустной совки
Baraihra brassieae в случае реактивации их при 18° продолжается око-
ло 8 месяцев (Масленникова и др., 1976). По нашим наблюдениям,
реактивация не происходит (или она протекает крайне медленно) при
содержании куколок при 20—22°, причем в этих условиях дыхание
остается на диапаузном уровне (20 —50 мм3 02/г/ч). Это обеспечивает
материал для биотеста на круглый год.

Сравнение действия 26 различных АЮГ в биотесте показало, что
наибольшей активностью обладают альтозар (АЮГ-1979/1), АЮГ-
-1978/5 и АЮГ-1978/4 (Институт химии АН ЭССР) (таблица). Кроме
того, «диапаузный тест» выявил, что в течение двух лет хранения гор-
мональная активность парахлорфенилгераниолового эфира существен-
но не уменьшалась, а при более длительном хранении качество его
снижалось заметно.

Обсуждение результатов
fr’r'~v

Прежде всего возникает вопрос о причинах первого резкого подъема
общего метаболизма в диапаузирующих куколках. Имеется немало
данных о том, что гормон из corpora allata (ЮГ) стимулирует общий
респираторный метаболизм. Однако мнения о том, является ли такой
эффект ЮГ и его функциональных аналогов результатом прямого или
же косвенного действия, резко расходятся. Одни авторы отрицают воз-
можность прямого действия ЮГ и АЮГ на дыхание и рассматривают
повышение уровня дыхания как косвенное явление, связанное со сти-
муляцией процессов роста и дифференциации в мышечных тканях и
клетках (Novak, Slama, 1962; Sehnal, 1966; Sehnal, Slama, 1966).

Редкие случаи резкого и существенного увеличения газообмена,
вызванного аналогами ЮГ у питающих личинок кожееда Dermestes
vulpinus и D. maculatus, рассматриваются К. Слама (Slama, Hodkova,
1975; Slama, Kryspin-Sörensen, 1979) как гиперметаболизм, а причиной
такого явления он считает полное окисление жирных кислот питаю-
щихся личинок из-за специфического метаболистического действия
АЮГ. Подобный «гиперметаболизм» под действием АЮГ обнаружен
также у половозрелых особей тропических тараканов родов Stilpno-
blatta и Neostylopyga (Thatte, Tonapi, 1978). Кроме этих редких исклю-
чений наблюдались лишь случаи незначительного повышения дыха-
тельного обмена (как после пересадки активных corpora allata, так и
после обработки АЮГ), явно связанные с происходящими морфогене-
тическими изменениями. Но все же нельзя не обратить внимания на
данные, свидетельствующие о прямом действии ЮГ на дыхательный
обмен на уровне респираторных энзимов. Показано, что в гомогенате
колорадского жука ( Leptinotarsa decemlineata ) ЮГ контролирует фор-
мирование АТФ, действуя в системе цитохром в митохондриях, причем
ЮГ стимулирует оксидацию сукцината в дыхательной цепи (Stegwee,
1960; Wilde, Stegwee, 1958).
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Исходя нз этих данных следует предполагать, что АЮГ способст-
вует активации цитохромной системы, действуя непосредственным пу-
тем. Примечательно, что столь резкое повышение дыхательного обмена
наблюдается у куколок только во время их диапаузы. Непосредствен-
ным путем АЮГ не способен стимулировать дыхание во время гусенич-
ного развития капустной белянки. Возможно, что причины эффектив-
ного и прямого действия АЮГ на дыхание куколок кроются именно
в особенностях диапаузного дыхательного метаболизма. С началом
формирования диапаузы насекомых происходит постепенное подавле-
ние окислительных и активация восстановительных процессов: у цито-
хромоксидазы активность уменьшается, а у сукцинатдегидрогеназы
возрастает (Ушатинская, 1959; Тихонравова, 1974). Изменение актив-
ности респираторных пигментов в митохондриях тканей отмечено
у Hyalophora cecropia (Shappirio, Williams, 1957). Инактивация цито-
хрома с во время диапаузы куколок и его активация при окончании
диапаузы контролируются титром экдизона (Kurland, Schneiderman,
1959). Но выделение его во время куколочной диапаузы, как ниже вид-
но, в свою очередь контролируется различными проторакотроиными
факторами, которыми могут выступать также ЮГ и АЮГ.

Кажется вероятным, что в стимуляции дыхательного метаболизма
у диапаузирующих куколок участвуют как прямой, так и косвенный
компоненты. Доказательством этого служат два подъема уровня дыха-
ния (рис. 2,3). Первый подъем, очевидно, обязан прямому воздейст-
вию, оказанному ювеноидом на дыхательные энзимы, причем такое
явление может быть связано с процессами инактивации экзогенного
вещества путем его метаболирования. Об этом может свидетельство-
вать последующий за подъемом постепенный спад интенсивности дыха-
ния, который, однако, не опускается до исходного уровня, характери-
зующего состояние диапаузы. В то же время нет основания считать
первоначальный быстрый рост газообмена обусловленным простым
токсикозом, так как используемые дозы препарата АЮГ ничтожно
малы. Кроме того, токсикоз вызывает обычно обратное явление
подавление газообмена. Известно также, что некоторые ядохимикаты,
например ДДТ, воздействуют на тканевое дыхание насекомых, на их
дыхательные энзимы непосредственно, причем в малых дозах ДДТ
активирует, а в высоких подавляет цптохромоксидазу (Хейнман и
др., 1970).

Как уже упомянуто выше, эндогенный ЮГ вызывает положитель-
ный эффект в респираторной цепи тканевого дыхания, и вполне логич-
но ожидать подобного действия от функционального АЮГ. Очевидно,
АЮГ способен в значительной мере стимулировать дыхание лишь во
время глубокой диапаузы, когда окислительные процессы подавлены
и замещены восстановительными.

Второе увеличение дыхательного обмена (рис. 4) непременно свя-
зано с процессами реактивации, т. е. ювенильно-гормональным стиму-
лированием процессов роста (гистогенеза). Такое постепенное возоб-
новление развития не является следствием естественной реактивации
(диапаузного развития), так как куколки не проходили холодовой
обработки.

Ранее считалось, что corpora allata и ЮГ не участвуют в контроле
диапаузы и остаются полностью неактивными. Все же имеются данные,
что в диапаузирующих куколках ЮГ сохраняется в незначительном
количестве, а инактивируется этот гормон полностью только после
холодовой закалки (Gilbert, Schneiderman, 1961). Следует также учи-
тывать возможность, что активность ЮГ- и АЮГ-специфических эсте-
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раз изменяется в ходе холодовой закалки. Наши опыты, однако, пока-
зали,'что АЮГ оказывает одинаково прямое действие на газообмен как
охлажденных (I месяц при 0°), так и неохлажденных диап аудирующих
куколок Pieris brassicae. Таким образом, возможное присутствие или
отсутствие эндогенного ЮГ существенного значения при «диапаузном
тесте» нс имеет.

По общепринятой концепции, куколочная диапауза возникает в ре-
зультате отсутствия активационного гормона (экдизиотропина), выде-
ляемого из нейросекреторных клеток мозга. Действительной причиной
диапаузы куколок является блокировка транспорта нейросекреторных
гранул из нейросекреторных клеток мозга (Кинд, 1968), которое
никает в условиях короткого фотопериода в случае факультативной
диапаузы. В ходе реактивации происходит деблокирование транспорта
экдизиотропина. Однако имеются и другие факторы, способствующие
завершению процессов реактивации. У куколок с удаленным мозгом
развитие возобновляется после холодовой обработки (Масленникова,
1972), что было приписано неизвестному фактору диапаузы. Уже клас-
сические опыты с шелкопрядом цекропии Hyalophora eeeropia пока-
зали, что инъекция экстракта цекропиевого масла, содержащего ЮГ,
прекращает диапаузу и вызывает развитие насекомых (Gilbert, Schnei-
derman, 1959). Утверждают, что ЮГ и АЮГ действуют в диапаузи-
рующих куколках Barathra brassicae как проторакотропный фактор,
который активирует проторакальные железы к выделению экдизона,
последний же активирует нейросекреторные клетки мозга, секрет кото-
рого (активационный гормон) дополнительно стимулирует протора-
кальные железы. Очевидно, мозг не играет большой роли в устранении
куКолочной диапаузы под действием ЮГ (Hiruma и др., 1978; Hiruma,
1979);

При естественном формировании диапаузы куколок Pieris brassicae
детерминация ее происходит во время двух последних возрастов гусе-
ницы (Claret, 1966). Резкого критического периода терминации диа-
паузы нами не обнаружено, если использовать искусственную реакти-
вацию (активацию проторакальных желез) под действием АЮГ. Даже
а-ппликация во время предпоследнего возраста приводила к ослабле-
нию диапаузы. Известно, однако, что у Barathra brassicae АЮГ спосо :

бен активировать проторакальные железы лишь начиная с 5-дневного
возраста гусеницы после последней ее линьки (Hiruma и др., 1978).
Возможно, что длительное остаточное действие АЮГ, проходящее
через последующие возрасты гусеницы и проявляющееся на стадии
куколки, обязано связыванию АЮГ с акцепторными белками, сохра-
няющими .экзогенный ЮГ от быстрой деградации. Роль таких протещ
нов выявлена в циклах активности эндогенного ЮГ (Nowock и др.,
1976).

Из приведенного следует, что АЮГ способен выступать в роли энди-
зиотропного фактора и совершать реактивацию диапаузы, минуя реак-
тивационные центры мозга. Возобновлению гистогенеза в ходе реакти-
вации сопутствует активизация окислительных процессов, что отража-
ется на повышении уровня дыхательного обмена. Учитывая степень
подъема потребления кислорода куколками при окончании диапаузы,
вызванного различными АЮГ, можно произвести предварительную
оценку ювенильно-гормональной активности испытанных препаратов.
Более подробные первичные испытания наиболее перспективных пре-
паратов можно провести по стандартным морфогенетическим био-
тестам..
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Выводы

1. Аналоги ЮГ способны в значительной мере стимулировать дыха-
тельный обмен во время куколочной диапаузы Pieris brassicae.
2. Обнаруживаются как прямое, так и косвенное действие ювеноида
на дыхательный обмен, причем косвенное действие связано с возобнов-
лением развития куколок.
3. Действие АЮГ на общий метаболизм, отраженное в потреблении
кислорода, коррелирует с общей морфогенетической активностью ана-
логов и может быть использовано для предварительных оценок актив-
ности АЮГ.
4. Не обнаружено резкого критического периода при искусственной
гормональной терминации куколочной диапаузы под действием АЮГ,
причем даже обработка предпоследнего возраста гусениц вызывала
ослабление диапаузы, отраженное в повышении уровня дыхательного
обмена.
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Aare KUUSIK, Luule METSPALU, Külli HIIESAAR, Avo KOGERMAN.
Koit LÄÄTS, Õie HALDRE, Tauno REI MA

JUVENIILHORMOONI ANALOOGIDE VAHETU JA KAUDNE MÕJU
SUUR-KAPSALIBLIKA DIAPAUSEERUVATE NUKKUDE HINGAMIS-

AINEVAHETUSELE NING SEL PÕHINEV BIOTESTIMEETOD

Juveniilhormooni analoogide (JHA) toimel esineb suurkapsaliblika Pieris brassicae L.diapauseeruvate nukkude hingamisainevahetuses kaks hapnikutarbimise tõusu. Neist esi-mene on järsk ja ilmub juba esimesel ööpäeval pärast pindmist töötlust JHA-ga; doosist
ja preparaadi üldisest morfoloogilisest aktiivsusest sõltuvalt võib see olla kuni20-kordne. Eeldatavasti on tegu JHA vahetu toimega hingamisensüümidele. Hapnikutarbi-
mise teine tõus on aeglane, vaieldamatult on see seotud morfogeneesiprotsesside stimulee-
rimisega JHA poolt. JHA esineb protorakaalnäärmete aktivaatorina, ta reaktiveerib dia-
pausi sõltumatult ajuhormoonist.

ülalkirjeldatule tuginedes on autorid_ välja töötanud uue JHA esmase katsetamisekiirmeetodi, mis on võimeline tunduvalt tõhustama uute juvenoidide sünteesi.
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Aare KUUSIK, Luule METSPALU, Külli HIIESAAR, Avo KOGERMAN,
Koit LÄÄTS, Õie HALDRE, Tauno REI MA

AN ASSAY FOR JUVENILE HORMONE ANALOGS BASED ON THEIR DIRECT
AND INDIRECT EFFECTS REVEALED 1N THE RESPIRATORY METABOLISM

IN DIAPAUSING PUPAE OF P/ERIS BRASS/CAE (LEPIDOPTERA, PIERIDAE)

The aulhors propose a comparative bioassay method for juvenile hormone analogs (JHA)
measuring the respiratory response in the diapausing pupae of Pieris brassicae. In all
cases topical applications in ethanol (concentration 1:25) was used. Treatments vvere
performed on the thin connecting intersegmental membrane of pupal abdomen using
doses of 0.3 g per g of living weight.

Treatment with relatively highly active JHA caused enormous increase in respiratory
metabolism. After a steeprise in 09 consumption, noticed in several days after treatment,
there followed a moderate fail in metabolic activity (Fig. 3,4). After the first steep peak
in 09 consumption there occurred a second slow but continuous rise in respiratory
metabolism. It is suggested that JHA has a direct and general stimulating effect on the
metabolic activity by activating the respiratory enzymes in diapausing pupae for some
Urne. The second slow rise in metabolic rate was found tobe an indirect effect of JHA
on total metabolism by inducing growth and physiological changes in developing
tissues.

The treated pupae developed into pharate imagos, but norinal ecdysis was never
observed. The first steep increase in the rate of respiration depended upon the solvents
and juvenoid doses. An extraordinary effect on the respiratory metabolism was exerted
by such solvents as dichlorethan, in which case the oxygen consumption rose within
some days from 22 mm3 09/g/h to 800—900 mm3 0 2/g/h (Fig. 2). The exact tiine of
appearance of the first peak in respiratory metabolism was established by means of а
recording electronic respirometer. The changes in the cyclicity of C09 release were also
examined by means of continuous registration by gas chromatography. For diapausing
pupae, a discontinuous respiration is typical, when the cyclic release of C09 at 20° is
followed by intervals of I—31 —3 hours. Within a few days after the juvenoid treatment
there was revealed an essential change in the rhythm of gas exchange. First a rise in
the frequency of C09 bursts was observed, and then the great cycles of C0 2 output
were substituted by microcycles (Fig. 8). Such microcycles are characteristic of the
developing pupae after the process of reactivation.

The influence of juvenoid on the cardiac rhythm was likewise investigated in the
diapausing pupae. The number of systoles per 100 see before and after application was
registered by a puise reeorder. In a diapausing pupae the degree of oxygen consumption
was 15—60 mm3 02/g/h, and in this period of time the heart beats stopped periodically
(Fig. 6) while in the alternating active periods the heart rate per 100 see was about
40—50 beats. After the juvenoid treatment the cardiac rhythm was changed within
some days, when the stopping periods disappeared. At the same time a signifieant increase
in the frequency of systoles was noticed (Fig. 7).

Obviously the basic physiological funetions of the diapausing pupae were temporarily
restored already within some days after treatment, as concluded from the above-
mentioned changes in the cyclicity of the respiratory metabolism and in cardiac rhythm.
Present experiments revealed that the observed rises in 02 consumption were closely
correlated with the degree of general morphogenetic activity of JHA. Thus the diapausing
pupae may be used as subjeets for comparative tests of JHA measuring the degree of
09 consumption. The deseribed assay is regarded as a provisional test for selecting the
most active compounds from a series of potential juvenoids. The «diapause test» would
be followed by a detailed epidermic test with the more promising compounds selected
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	Рис. 9. Изменение уровня дыхания у диапаузирующих куколок при 20 °С. I под действием альтозара (0,25 мкг/особь); время аппликации отмечено стрелкой, II влияние аппликации гусениц предпоследнего возраста, 111 дыхание у куколок, пройденных холодовую закалку, IV дыхание у куколок, содержащихся при 18—20 °С. (Крестики в кружочках появление фаратного имаго, крестик вылет имаго).
	Рис. 1. Hydromerrnis (Dispimerrnis) macroovata sp. n., $. ГК головная капсула взрослого гельминта; ГК.Л то же для постпаразитической личинки; ЗК задний конец тела взрослого гельминта; ЗКЛ то же для личинки; пит пищеводная трубка; ПКЛ передний конец тела личинки; — середина тела взрослого гельминта; СРТ2 середина тела на большем участке; СРТЛ то же для личинки.
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	Рис. 3. Hydromermis (Hydromermis) sitaensis sp. n., $
	Untitled
	Untitled
	Untitled
	Рис. 3. Гениталии самок видов Cnestrognophos. 24 С. bundeli sp. п., генитальная арматура; 25 С. hissariensis sp. п., генитальная арматура; 26 С. luticiliata, генитальная арматура; 21 С. exsuctaria Pgl. (?), генитальная арматура.
	Рис. 4. Динамика численности С. zaprjagaevi ь.р. п. в Хороге (по горизонтали —- месяцы и декады, по вертикали численность бабочек).
	Рис. 1. Гельфильтрация РНК BNrK в колонке (1X22 см) с биогелем Bio-Gel А-1,5ш (TEN-буфер, pH 8,5).
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	Рис. 3. Гельфильтрация РНК BNrK в колонке (1,3X70 см) с биогелем Bio-Gel A-5m (TEN-буфер, pH 8,5). •, о элюирование различных препаратов РНК, X элюирование маркеров (декстрановый синий + т-РНК из Е. coli В).
	Рис. 4. Центрифугирование РНК BNrK в градиенте плотности сахарозы (10—40%) в TEN-буфере при pH 8,5 в течение 7 ч при 36 ООО об/мин (VAC-601, SW3XS). ° РНК BNrK, X Т-РНК из E.coli В,
	Рис. 1. Связь между средневзвешенными величинами общего фосфора и гидрологическими характеристиками верхнего слоя моря на станции 15А (1972—1977 гг.).
	Рис. 2. Изменения количества общего фосфора (мкг-ат/л) и относительной концентрации органического фосфора (%) в слое o—2o0—20 м на станции 15А в 1972 1976 гг.
	Рис. 3. Связь между концентрацией фосфатов и эквивалентом окисления в Балтийском море.
	Рис. 4. Средневзвешенная концентрация Р-Р04 в слое 100—230 м на станции 15А с 1961 по 1977 гг.
	Рис. 5. Средневзвешенная концентрация Р-Р04 в слое o—2o м в Балтийском море с 1961 по 1977 г. (февраль). ISA, 5А и 28В станции.
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