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ВОЗДЕЙСТВИЕМ ЮВЕНОИДОВ И ЭКДИЗОИДОВ С ЦЕЛЬЮ

ПЕРВИЧНОЙ ОЦЕНКИ ИХ БИОАКТИВНОСТИ

Механизмы метатетелий (сохранение личиночных признаков во время
метаморфоза) и протетелии (преждевременный метаморфоз), вызван-
ные воздействием ювенильного гормона (ЮГ) и аналогами ЮГ (АЮГ)
хорошо известны, хотя названные явления изучены главным образом у
немногочисленных видов чешуекрылых Lepidoptera и жуков Coleoptera.
На основе индукции метатетелических, т. е. промежуточных личиночно-
куколочных и куколочно-имагинальных форм разработаны общеизвест-
ные биотесты для первичной оценки ювеноидов, причем наиболее часто
тест-объектом служат пчелиная огневка Galleria mellonella и мучной
хрущак Tenebrio molitor. Однако в случае биотеста, проведенного в
личиночно-куколочных промежуточных формах G. mellonella , невоз-
можно получить максимального балла, т. е. перфектной дополнитель-
ной личиночной линьки (ДЛЛ) на дополнительный личиночный воз-
раст (ДЛВ) или т. н. суперличинки, поскольку обработку ювеноидом
проводят в то время, когда часть эпидермальных клеток уже утратила
чувствительность к ЮГ, а другая нет, что и приводит к образованию
интермедиатов. У гусениц G. mellonella последнего (VII) возраста этот
т. н. критический период индукции промежуточных форм продолжается
всего лишь 20—24 ч, до и после этого срока ответы на АЮГ являются
асимптоматическими и для получения адекватных баллов требуются
уже увеличенные дозы АЮГ.

Уже из классических опытов пересаживания прилежащих тел
( corpora allata) в начале последнего возраста гусениц G. mellonella
известно, что это приводит к образованию ДЛВ (Piepho, 1942). Анало-
гичные результаты получены при обработке ювеноидами гусениц в пер-
вый день после линьки на VII возраст (Sehnal, Schneiderman, 1973;
Ciemior и др., 1979). Из этих работ видно, что доля гусениц, прошед-
ших ДЛЛ, зависит от применяемых доз и от ювенильно-гормональной
активности препарата.

Более сложным является первичное испытание натуральных и син-
тетических аналогов гормона линьки экдизоидов, из-за их ограни-
ченного проникновения через покровы тела. Куколочный биотест для
экдизоидов основан на стимуляции склеротизацин личиночной кутикулы
у двукрылых Diptera, т. е. на ускорении экдизоидами процесса куколоч-
кой линьки брюшной части, изолированной от передней части тела
лигатурой.

Известно, что экдизоны в определенных условиях могут вызывать
аналогичные ювенилизирующне эффекты как ЮГ, так и АЮГ (Schnei-
derman, 1971). Экдистерон вызывает синтез личиночной кутикулы при
инъецировании в начале VII личиночного возраста (Hwang-Hsu и др.,
1979).
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Механизмы индукции ДЛВ у насекомых до сих пор недостаточно
изучены и возможность использовать их в целях оценки гормональной
активности ювеноидов и экдизоидов остается пока нереализованной.

В настоящей работе обсуждаются гормональные механизмы форми-
рования ДЛВ у G. mellonella и изучаются возможности биологического
тестирования ювеноидов и экдизоидов с помощью индукции ими ДЛВ.

Материал и методика

G. mellonella выращивали при температуре 30 °С в постоянной темноте
на искусственной диете (Sehnal, 1966) при .относительной влажности
70—80%. В этих условиях VII возраст гусениц продолжался 180—

190 ч, причем подвижные предкуколки в коконах появились через
152 ч, фаратные куколки через 172 ч. Случаев спонтанного возникнове-
ния ДЛВ (VIII возраст) не было. Возраст подопытных гусениц был
определен с точностью ±2 ч. Гусениц содержали в чашках Петри по
3 особи в каждой.

Ювеноиды синтезированы в Институте химии АН ЭССР. В опытах
применяли главным образом препараты группы алкенилфениловых
эфиров (Когерман и др., 1979) и алкил-1-хлор-3-метил-5-алкокси-2-пен-
тенаминов (Лээтс и др., 1985). Экдистерон получен из Института хи-
мии растительных веществ АН УзбССР.

Ювеноиды растворяли в этаноле, раствор в объеме 1 мкл на 100 мг
живого веса топикально наносили на спину гусениц.

Экдистерон в одних опытах растворяли и наносили таким же обра-
зом как ювеноид. В параллельных опытах экдистерон (25% раствор в
воде) инъецировали в гусениц в объеме 0,5 мкл на 100 мг живого
веса. Количество введенного в тело гусеницы раствора не превышало
таким образом 2% общего его объема (сублетальным пределом счи-
тается 5%).

После обработки гусеницы содержались в тех условиях, что и до
обработки.

*

Результаты опытов

Индукция ДЛЛ ювеноидами. Для изучения чувствительности гусениц
VII возраста к АЮГ в отношении индукции ДЛВ от времени обра-
ботки использовали препарат АЮГ-80А (100 мкг/100 мг) (табл. 1).
0-дневные гусеницы (возрастом до 24 ч) проявляли более или менее
однородную чувствительность и 70—80% из них проделывали ДЛЛ к
10-му дню обработки. Явные, различия заключались лишь в сроках

Таблица 1

Появление ДЛЛ в зависимости от времени обработки
после линьки на VII возраст дозой АЮГ-80А 100 мкг/100 мг *, %

Время
обработ-

ки, г

Появление ДЛЛ в дни после обработки
Всего

1-й 3-й 5-й 8-й 10-й ДЛЛ

3 _ 20 15 15 5 90
10 —

— 30 ' 10 20 82
24 — — 50 20 15 100
48 —

— 18 12 45
72

* п=20--30.
10 # 20
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появления первых ДЛЛ. Гусеницы, обработанные 3 ч после линьки
на VII возраст, начали линять на ДЛВ уже в 3-й день после обра-
ботки, а у особей, обработанных в 1-й день развития (возрастом
24 —30 ч) первый ДЛВ был обнаружен лишь на 5-й день. У гусениц,
обработанных в 3-й день развития (48—52 ч), процент ДЛЛ явно
уменьшался. Исходя из проведенных нами опытов для определения
зависимости индукции ДЛВ как от дозы, так и от АЮГ, в дальнейшем
обрабатывали только 0-дневные гусеницы (3—20 ч).

Среди испытанных препаратов наибольшей активностью в отноше-
нии индукции ДЛЛ обладал АЮГ-80А и р-этил-6,7-эпоксигераниловый
эфир. Для вызывания ДЛВ у 50% гусениц достаточно дозы 0,05 мкг
д. в., в таком случае 1 мкг препарата вызывал 100% линьку на VIII воз-
раст. Большинство гусениц линяли через 4—5 дней после обработки
(табл. 2).

В случае индукции ДЛЛ межлиночный период (VII и VIII) сокра-
щался почти вдвое по сравнению с нормальной длительностью VII воз-
раста.

При использовании малых доз АЮГ или малоактивных препаратов,
ДЛЛ не состоялась и ювенильно-гормональное действие проявлялось
лишь в виде незначительной задержки метаморфоза (табл. 3).

* Данные найдены пробитальным анализом. В скобках дан доверительный интервал
при Р =0,05.

Индукция ДЛЛ различными ювеноидами
Таблица 2

Индукция ДЛЛ, мкг/100 мг Биотест ИД50
Ювеноид ид50 ИД20 ИДю «Тенеб-

рио»
«Гал-

лерия»

р-этилфенил-6,7-эпоксигераниловый
эфир 0,05 0,001 0,001 0,01 —

р-хлорфенил-6,7-эпоксигераниловый
эфир 0,1 0,005 0,005 0,06 —

п-(З-метил-5-изобутокси) -2-
пентенилморфолин — 5 0,1 0,8 —

п- (З-метил-5-изопропокси) -2-
пентенилдибутиламин — 10 1 20 1

м-метоксифенил-6-метилгераниловый
эфир —

—
— 50 —

п- (З-метил-5-изобутокси) -2-
пентенил-дибутиламин —

— — 1 50
АЮГ-80А 0,05 0,001 0,001 0,02 —

Таблица 3
Индукция ДЛЛ экдистероном 0-дневных гусениц G. mellonetla L.

Экдистерон (д. в.),
ДЛЛ, %

мкг Топикальная обработка Инъекция

10 60 100
1 30 90

0,1 15 65
0,01 — 32
0,001 — 10

ИДз0 =5,6 (2-18) ИД*50 =0,03 (0,1—0,01)
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Появление ДЛВ введением экдистерона. При поверхностной обра-
ботке экднстероном (0,01 мкг и меньше) ДЛВ не обнаруживался. Доза
0,1 мкг вызывала ДЛВ у 15% гусениц, 10 мкг у 60% (табл. 3).
Инъекцией экдистерона (0,01 мкг) была вызвана ДЛЛ у 30 —35% осо-
бей, с увеличением доз процент ДЛЛ постепенно увеличивался
(табл. 4). Для получения ДЛЛ у 90% особей достаточной оказалась
доза 1 мкг.

* (л=20).

При поверхностной обработке 0-дневных гусениц экднстероном
(0,01 мкг) ДЛЛ не формировалась, при обработке же АЮГ-80А (в той
же дозе) она формировалась у 30% гусениц на 8-й день. Использо-
вание смеси ювеноида и экдистерона повысило число особей с ДЛЛ до
60% (табл. 4).

Если АЮГ-80А был введен в 0-день развития гусениц поверхностно
(0,01 мкг), экдистероны через два дня, то ДЛЛ получена у 25—30%
особей. Ювеноид без экдистерона в названной дозе давал менее чем
5% ДЛЛ.

Индукция ДЛВ охлаждением. Сразу после линьки на VII возраст
гусениц переносили в холодильник (+lO ± I°С) и оставляли там в те-
чение 48 ч, после этого содержали при 30 °С в постоянной темноте.
Первые линьки на ДЛВ наблюдались на 3-й день после возобновления
питания, к 12-му дню развития ДЛЛ достигала уже 60%. В случае
содержания гусениц (после охлаждения) при 20 °С в течение десяти
дней в условиях постоянной темноты ДЛЛ прошли 40%) особей, а при
постоянном свете лишь 10%. Характерно, что головные капсулы
после ДЛЛ, вызванные холодом, почти не менялись размером.

Обсуждение результатов

Механизм индукции ДЛЛ тесно связан с процессами метаморфоза и
ДЛВ может состояться лишь при определенных гормональных усло-
виях организма. В клеточном цикле существует лишь кратковременный
период чувствительности к воздействию ЮГ и АЮГ, что совпадает с
делением клеток и синтезом ДНК (Schneiderman, 1971). Если эти про-
цессы в последнем личиночном возрасте происходят в присутствии ЮГ
или АЮГ, то эпидермальные клетки программируются на личиночный
синтез и развитие, т.е. проявляется эффект ювенилизации. Если же
пролиферация эпидермальных клеток происходит без присутствия ЮГ,

Задержка метаморфоза в зависимости от дозы малоактивного
М-3(-метил-5-изопропокси)-2-пентенил-дибутиламина

Таблица 4

ювеноида

Ювеноид,
мкг/100 мг длл, %

Длительность
VII возраста,

% от контроля

20 дней после обработки *, %

Г усеницы Пред-
куколка

Фарат-
куколка Куколка Имаго

100 5 5 20 75
,10 — 140 — 5 10 85 —

1 — 120 , —
— 15 80 —••

0,1 — 120 — — 5 80 45
0,01 — 110 —

— — 80 20
0,001 — 100 70 30
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то эпидермальные клетки приобретают компетентность к куколочному
развитию (Буров, 1983).

Прекращение клеточного деления, что связано с началом выделе-
ния новой кутикулы, приводит к полной утрате чувствительности кле-
ток к ЮГ (АЮГ). У гусениц G. mellonella эпидерм чувствителен к
воздействию ЮГ только к тому времени, когда до синтеза новой кути-
кулы остается еще 12—24 ч. Клеточное деление у гусениц последнего
возраста начинается после завершения трети этого возраста и основной
митоз происходит в конце возраста, что и. является критическим перио-
дом, когда АЮГ вызывает широкую гамму личиночно-куколочных про-
межуточных форм. Однако в то время невозможно получить макси-
мального эффекта перфектного ДЛВ. Различная чувствительность
клеток и тканей к АЮГ во время критического периода непременно
приводит к нарушениям метаморфоза в одних тканях происходит
личиночный, в других куколочный синтез (Sehnal, Schneiderman,
1973; Ciemior и др., 1979).

У большинства видов насекомых пролиферация клеток в некоторых
тканях начинается сразу после экдизиса на VII личиночный возраст,
и в том случае ювеноидом невозможно индуцировать совершенный
ДЛВ. Отклонением от этого правила является G. mellonella, у которой
клеточное деление начинается только после завершения первой трети
возраста, до этого весь эпидермальный регион обладает одинаковой
чувствительностью к ЮГ (АЮГ). В случае сохранения в организме
ЮГ или его аналога в начальный период VII возраста весь эпидерм
сохраняет программу личиночного развития. Обычно у этого вида кри-
тическим периодом индукции перфектных ДЛЛ являются первые 54 ч
(Slama, 1975; Sehnal, Schneiderman, 1973). По нашим опытам, крити-
ческий период индукции ДЛВ у G. mellonella несколько короче и длит-
ся всего 35—40 ч (табл. 1). При индукции ДЛВ межлиночный период
сокращается почти вдвое и ДЛЛ наступает уже на 4-й день развития
VII возраста. Обработка ювеноидом в 0-день развития VII возраста
может давать только альтернативный ответ ДЛЛ либо происходит,
либо нет, промежуточных личиночно-куколочных форм не возникает.
Если из-за низкой ЮГ-активности препарата ДЛЛ не появляется, то
личиночно-куколочная линька задерживается и совершение метамор-
фоза требует дополнительного времени в зависимости от дозы и актив-
ности АЮГ (Beck, 1971; Abdel-Aal, 1979).

Причиной индукции ДЛЛ является проторакотропный эффект
АЮГ резкое повышение физиологического титра ЮГ (ЮГ + АЮГ)
может стимулировать преждевременное выделение гормона линьки, т. е.
экдизона (Ciemior и др., 1979). При нормальном развитии титр экдн-
зона у G. mellonella в первые 4 дня VII возраста находится в мини-
муме, а первый пик экдизона появляется лишь на 5-й день развития
(Магоу, Тагпоу, 1978). ЮГ может оказать морфогенетическое воз-
действие лишь в присутствии гормона линьки, первый мик которого
совпадает с периодом перепрограммирования эпидермальных клеток
на дальнейший синтез (Hwang-Hsu и др., 1979), т. е. ЮГ определяет
реакцию клеток-мишеней к экдизону (Schneiderman, 1971).

Таким образом, необходимым условием для индукции ювеноидами
ДЛЛ является преждевременное выделение гормона линьки, вызван-
ное проторакотропным действием АЮГ. Обработкой АЮГ удалось по-
лучить ДЛЛ у представителей различных семейств чешуекрылых,
однако возникший ДЛВ часто оказывается несовершенным из-за при-
знаков куколочного развития в придатках головы и крыловых имаги-
нальных дисках. Такие особи не были способны заканчивать пмаги-
нальное превращение (Sieber, Benz, 1980; Bogus, Cymborowski, 1981;
Cymborowski и др., 1982). Двухчасовое охлаждение 0-дневных гусениц
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VII возраста при O°С ингибировало активность эстераз ЮГ, в резуль-
тате чего ненормально высокий титр ЮГ в присутствии гормонов линь-
ки привел к ДЛЛ (Reddy и др., 1979; McCaleb, Krishna-Kumaran, 1980).

Суммированное двухдневное действие холода и голодания привели к
образованию ДЛВ, для дальнейшего развития потребовался 24—30-ча-
совой период питания (при 30 °С), что, очевидно, необходимо для вос-
становления активности эстераз ЮГ. Дополнительные линьки, индуци-
рованные у G. mellonella условиями среды, имеют сходные черты со
стационарными линьками, происходящими во время диапаузы у мно-
гих огневок Pyralididae.

Главным физиологическим свойством экдизоидов является их спо-
собность искусственно вызывать протетелию и их действием стимули-
ровать развитие эпидермальных клеток, а также индуцировать мета-
морфоз в диапаузирующих гусеницах и куколках (Slama и др., 1974).
Однако в особых случаях экдизонды оказывают аналогичный ювени-
лизирующий эффект как и ювеноиды. Обработка экдизоидом гусениц
G. mellonella VII возраста вызывает полное сохранение личиночных
признаков в ходе следующей линьки. Известно также, что инъекция
экдизоидом в начале диапаузы Chilo suppresalis и Diatraea grandiosella
вызывает нормальные стационарные линьки, характеризующие диа-
паузу этих видов (Yin, Chippendale, 1976; Chippendale, 1977; Chippen-
dale, Yin, 1979).

Предполагаемый механизм индукции ДЛВ воздействием экдизои-
дов похож на механизм формирования ДЛЛ ювеноидами, так как в
обоих случаях достигается совместное присутствие гормона линьки
и ЮГ в начале VII возраста гусеницы. У 0-дневных гусениц G. mello-
nella последнего возраста в зависимости от дозы и гормональной актив-
ности препарата (экдизоида или ювеноида) формируются либо пер-
фектные ДЛЛ, либо не следует морфогенетического ответа, и метамор-
фоз задерживается. Способность ювенондов индуцировать ДЛЛ, ве-
роятно, зависит от их персистентности в организме гусеницы и от спо-
собности оказывать проторакотропное действие.

Корреляция между введенной дозой АЮГ и процентом ДЛЛ отме-
чалась у Ephestia cautella, Corcyra cephalonica и Tribolium castaneum,
причем сформировшиеся ДЛЛ оказались перфектными и успешно про-
шли метаморфоз (Srivastava, Srivastava, 1983). Имеются также неко-
торые данные о зависимости индукции ДЛЛ от дозы гидропрена у гу-
сениц G. mellonella, причем доза 0,01 мкг оказалась для этого недоста-
точной (Ciemior и др., 1979).

Результаты настоящей работы не доказывают тесную корреляцию
между данными ИДSO по морфогенетическому биотесту и по биотесту
индукции ДЛВ. Однако нет сомнения, что препараты с относительно
высокой ЮГ-актнвностыо (<O,l мкг) по биотестам «тенебрио» и «гал-
лерия» вызывали ДЛЛ у 50% гусениц к таким относились препа-
раты АЮГ-80А и р-этилфенил-6,7-эпоксигераниловый эфир (табл. 2).
Для предварительной оценки ЮГ-активности большой группы препара-
тов достаточным оказалось применение одной единственной дозы
(0,1 мкг/100 мг). Препараты, не способные индуцировать ДЛЛ даже
у 20% особей одной серии, дальнейшего внимания не заслуживали,
а с более активными целесообразно проводить обычные биотесты по
морфогенетическим нарушениям.

Преимущество описанного нами метода испытания экдизоидов со-
стоит в том, что он позволяет анализировать как ювеноиды, так и
экдизоиды одним и тем же тест-объектом.
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Aare KUUSIK, Luule METSPALU, Külli HIIESAAR,
Tiit KAAL, Õie HALDRE, Evi PIHU. Enok SEIN

VASTSE LI SARAS VU JÄRGU ESILEKUTSUMINE VAHALEEDIKUL
( GALLERIA MELLONELLA) JUVENOIDIDE JA EKDISOIDIDE ABIL

NENDE BIOAKTIIVSUSE MÄÄRAMISEKS

Suure vahaleediku ( Galleria mellonella) viimase (VII) kasvujärgu 3—20 tunni vanuste
röövikute mõjutamine juvenoidide ja ekdisteroididega kutsus esile perfektsed lisakestu-
mised (LK) ja lisakasvujärgu, kusjuures LK läbiteinud röövikute protsent sõltus preparaadi
hormonaalse aktiivsuse tasemest ja doosist. Katsetatud 7 preparaadist osutusid kõige
aktiivsemaks LK indutseerijaks JHA-80A ja p-k!oorfenüül-6,7-epoksügeranüüleeter, milli-
sed formeerisid LK 50% isendeist 0,05 pg doosiga (ID SO =0,05). LK induktsiooni järgi
oli võimalik suhteliselt kiiresti kindlaks teha kõrge juvenoidse toimega ühendid
(I D so> 0,1).

Ekdisterooniga manustamine andis analoogilisi tulemusi, kusjuures preparaadi süs-
timisel oli ID 50 lk tunduvalt väiksem kui pindmisel manustamisel.

LK indutseerimise eeldatav hormonaalne mehhanism jurenoidide puhul seisneb
nende võimes avaldada protorakotroopset toimet, mille tagajärjel protorakaalnäärmed
eritavad enneaegselt ekdisooni (kestumishormooni). Ekdisteroidide manustamisel saavu-
tatakse juveniilhormooni ja kestumishormooni üheaegne sisaldus hemolümfis VII kasvu-
järgu algul, mille tagajärjeks ongi LK-

Aare KUUSIK, Luule METSPALU, Külli HIIESAAR,
Tiit KAAL, Õie HALDRE, Evi PIHU, Enok SEIN •

INDUCTION OF SUPERLARVAE OF GALLERIA MELLONELLA BY JUVENOIDS
AND ECDYSOIDS AS A BASIS FOR THEIR BIOLOGICAL ASSAYS

Galleria mellonella was reared on standard artificial diet at 30 °C and in constant
darkness. One-day-old last instar larvae were topically treated with diverse doses of
seven compounds of different hormonal activity. Each experimental group consisted of
20—25 insects.

The production of perfect supernumerary larval moults (slm) by juvenoid treatment
represents the most categorical juvenilizing effect in G. mellonella. Induction of slm
by juvenoids is accompanied by an acceleration of moulting; however, the low doses
of the juvenoid, failing to evoke a morphological effect, cause a prolongation of the
last larval instar.

Only the early part (0-day old larvae) of the life of the last larval instar was
sensitive to juvenoid action inducing perfect slm. Larval-pupal intermediates were not
produced even when larger doses had been given to 0-day-old larvae (at 3—20 hrs).
Treatments causing a development of perfect superlarva typically induced precocious
moulting which was assumed as a prothoracotropic effect of the juvenoids. The perfect,
supernumerary instar larvae fed normally show a complete metamorphosis and produce
pupae and adults.

The production of perfect supernumerary larvae depends on the dose; and namely
it took place when the application of the juvenoid was performed within 3 hrs and s
30 hrs. Juvenoids were applied topically in a 1 pi drop of ethanol. In the topical
treatment the threshold dose for the production of perfect slm is only 0.001 pg of the
juvenoid (JHA-80A) when 20% of 0-day-old larvae show that effect, while 50% of
larvae of the same age show slm with 0.05 pg of the juvenoid.

Ecdysteron was injected into the body cavity in 0.5 pi of 10% ethanol water solution
in an amount of 5 pg/100 mmg. The injection of ecdysterone produced juvenile horiponq-,
like effects, when the treatments were made just after the last larval ecdysis (at 3
20 hrs). The injection of 0.01 pg ecdysterone yields perfect slm in 30% of cases'
and 90% with I pg. In topical treatment the threshold dose for the production of
perceft slm was 0,1 pg, with 15% of 0-day-old larvae showing that effect.
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