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1. Uvod

1.1.  Pfirodni toxiny

Ptirodni toxiny jsou chemické latky produkované zivymi organismy a mohou mit negativni
vliv na jiné organismy a zapfiCinit tak jejich poskozeni nebo 1 smrt. Obecné je jejich vyznam
jednoduchy, slouZzi totiz jako chemické zbran, a to jak k vlastni obrané pfed nepftateli, tak
k utoku zpravidla s cilem ziskat potravu.

Zivo¢ichové mohou jako toxiny vyuZivat odpadni produkty metabolismu nebo je mohou
aktivné syntetizovat ve specifickych jedovych zldzach. V obou piipadech jsou toxiny
produkovany samotnymi zZivo¢ichy —jde tedy o primarni jedovatost. Existuji ale i Zivo¢ichové,
kteti béhem zivota hromadi toxiny ziskané z potravy, pak se jedna o tzv. sekundérni
jedovatost.

Ptirodnich toxinl je v pfirod¢ obrovské mnozstvi a nékteré¢ z nich mohou mit 1 pozitivni

vyuziti pro ¢lovéka (Patocka a kol., 2004).
1.2.  Vcela medonosna (Apis mellifera L).

1.2.1. Zakladni informace

V¢ela medonosna se fadi mezi blanokiidly hmyz (Hymenoptera) a patii do ¢eledi veelovitych
(Apidea); v této Celedi je priblizn¢ 12 tisic druhli. Véela medonosnd ziskala svou dnesni
podobu jiz asi pied 15 miliony let. Jedna se o typického eusocialniho zastupce, kde se klasické
véelstvo sklada z jedné matky, mnoha délnic (50 az 60 tisic, pouze v zimnim obdobi se jejich
pocet snizi na 10-20 tisic jedincit) a n€kolika stovek trubcti (300-600), piicemz kazdy z nich
ma v ulu ptesné definované ulohy.

1.2.2. Morfologie

V¢ela medonosna je zndma svym ¢erno-zlutym zbarvenim. Té€lo je ¢lankované a je rozdéleno
na hlavu, hrud’ a zadecek, volné spojeni mezi ¢lanky umoznuje véelam pohyb. T¢lo dé€lnice
dosahuje délky asi 1,5 cm, v pfipadé trubce a matky to mize byt az 2,5 cm. Vnéjsi kostru téla
tvoii integument, ktery se skladd z kutikuly, epidermis a bazdlni membrany. Kutikula je
komplikovana struktura, ktera se déli na tfi vrstvy, a to na epikutikulu, ktera je tvofena
lipoproteinovym komplexem znamym jako kutikulin a riznymi druhy voska. Dalsi vrstva se
nazyva exokutikula a je v ni obsazen melanin (pigment), ktery se podili na celkovém zbarveni.
Dale exokutikula obsahuje chitin, bilkoviny, sacharidy, vosky, uhlovodiky, aminokyseliny,
fenolické latky, pigmenty a fadu dalSich latek. Posledni vrstva je tvoiena endokutikulou, ktera

je nejsilnéjsi a naseda na epidermis (Gruna a kol., 2016). Ma podobné chemické slozeni jako



piedchozi vrstva. VSechny tfi vrstvy kutikuly dohromady tvofi pevnou, pruznou a vnéjSim
podminkam odolnou vnéjsi kostru.

Na rozdil od zbytku téla hlavové clanky jiz upln¢ splynuly. Délnice a matky maji
trojuhelnikovy tvar s mensim zaoblenim, naopak trubci maji tvar hlavy o néco zaoblené;si
(Rejni¢ a kol., 1995). Na hlavé se nachazi dvé facetové (slozené) oci, které slouzi
k samotnému vidéni a tfi jednoduché oci, které reaguji na svételné rozdily. Dale se zde
nachazeji tykadla, ktera slouzi jako &ichovy a hmatovy (sluchovy) organ. Ustni ustroji se
sklada z kusadel, sosaku, horniho a dolniho pysku (Vesely, 2003). Kusadla jsou u vcel velice
ostrd a u délnic slouzi primarné k uprave pylu a vosku, nebo k jejich vlastni obrané. Na rozdil
od matek a trubcii, ktefi pouzivaji kusadla pouze pro pohyb mezi bunkami. V¢ela ma lizave
saci ustroji, které tvoii sosdk. Hraje vyznamnou roli nejen pii sani nektaru, ale slouzi i ke
krmeni plodu (Gruna a kol., 2016).

Hrud je rozd¢lena na ptedohrud’ (prothorax), stfedohrud’ (mesothorax) a zadohrud’
(metathorax), na kazdé této Casti se nachazi par nohou, které slouzi jak k pohybu, tak zvIast u
dé€lnic ke sbéru pylu nebo k cisténi téla (Diemer, 1997). Déle hrud’ nese dva pary blanitych
ktidel, kterd jsou pokryta drobnymi chloupky, pouhym okem neviditelnymi. Posledni ¢asti
téla véely medonosné je zadecek, je slozen z 9 ¢lankl a je v ném ulozena vétSina vcelich
organd, naptiklad travici soustava véetné medného vacku, Malpighické trubice nebo pohlavni
ustroji (Vesely a kol., 2003).

Na poslednim ¢lanku zadecku se nachazi vonna zlaza, hlavni slozkou vonného sekretu z této
zlazy je kyselina geraniova, geraniol a dalSi chemické latky. Je to typicky feromon, ktery
slouzi jako dorozumivaci prostiedek. Pomaha vceladm pfi orientaci roje nebo napiiklad slouzi
k oznaceni zdroje potravy (Vesely a kol., 1999). Mezi velmi dualezité zlazy mizeme zatradit
také voskovou Zlazu, ktera se nachazi na bfisni strané¢ téla. Vyslednym produktem téchto 714z
je vosk, ktery je tvofen pomoci voskovych zrcadélek. Vosk je vylucovan v tekutém stavu, ale
po kontaktu se vzduchem ztuhne do tzv. Supinky a ta ziistane zachycena na bfisni desticce
(sternitu), dokud si ji v€ela pomoci nohou neptenese ke kusadlim a pomoci kusadel zpracuje.
Takto zpracovany vosk, ktery je smichan i s dal§imi sekrety, je teprve pouzit pro stavbu

vcelich plast (Gruna a kol., 2016).

1.2.3. Fyziologie a anatomie

Anatomie organovych soustav a samotnych organt vcely medonosné celkové odpovida
télnimu planu hmyzu, pfesto miizeme u vcely najit nékolik zajimavych pfizptisobeni.
Travici soustava u véely medonosné je sloZena z travici trubice, ktera je rozdélena na predni

cast (stomodeum), stiedni Cast (mezenteron) a zadni Cast (proctodeum). Travici Gstroji zacina
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usty, na kterd navazuje hltan, ktery je rozdélen na epipharynx a ten posléze prejde do trubice,
ktera je obalena svaly a pomoci téchto svalli dochazi ke vzniku podtlaku v sosaku a nasati
potravy. Po strandch hltanu miZeme najit vyusténi hltanovych zlaz. V nich dochazi k tvorbé
matefi kaSicky, kterou krmi v€ely nejen své larvy, ale také matku (Vesely a kol., 2003). Dalsi
¢asti travici trubice je jicen, ktery posouva potravu do dalSich ¢asti soustavy. Jicen se
v zadeCkové Casti rozsiii v medny vacek, jinak ho mizeme nazyvat jako ,,socidlni* zaludek.
V tomto zaludku se shromazd’uje nektar, ktery vCela zpétné vyvrhuje a zpracovava do znamé
podoby, kterou je med. Jak je jiz vySe zminéno, kazda véela ma v ulu jasné¢ dany ukol, a i
produkce medu je vysledkem jejich kolektivni prace (Vesely a kol., 2003; Gruna a kol., 2016).
Mnozstvi potravy, ktera prochazi pies medny vacek do Zaludku, je kontrolovano ¢eslem. Ceslo
zasahuje jak do medného vacku (hlava &esla), tak do Zaludku (trubi¢kovity konec &esla). Ceslo
tfidi potravu na tu, ktera se zpétné vyvrhuje (produkce medu) a tu, kterd postupuje dale do
zaludku a stfedniho stfeva, kde slouzi jako vlastni potrava. K ochrané povrchu sttedniho stieva
slouzi peritrofickd membréna. Ta je dulezita pfedevsim jako ochrana pied poranénim sliznice
stteva ostrymi ¢asticemi, které se mohou nachazet v potravé (Gruna a kol., 2016). Peritroficka
membrana zajist'uje také kompartmentalizaci traviciho prostoru. Dalsi ¢asti travici trubice je
proctodeum, kde dochazi ke zpracovani hiife stravitelnych zbytki potravy a k posunu obsahu
stteva do vykalového vacku. Vykalovy vacek je kone¢na ¢ast travici soustavy, kde dochazi ke
skladovani vykalt, a to hlavné v zimnich mésicich, protoze vcela vylucuje vykaly pouze mimo
ul, coz v zim¢ neni mozné (Diemer, 1997). Do travici soustavy nepiimo patii také tukové
téleso, ale jeho funkce je pfedevsim zasobni, a to hlavné u zimnich vcel, kde neni zajistén
pravidelny ptisun potravy (Gruna a kol., 2016).

Nervova soustava je u véel, podobné jako u ostatnich skupin hmyzu, gangliova a je vytvarena
mozkem, bfi$ni nervovou péaskou a periferni nervovou soustavou. Vceli mozek je velice dobie
vyvinuty, zvlasté oblasti, které kontroluji socidlni chovani. Vyznamnou asociacni strukturou
jsou hlavné houbovitd télesa protocerebra. Ta jsou u socidlniho hmyzu vyvinuta mnohem vice
nez u ostatnich jednodussich skupin hmyzu. Je zajimavé, ze houbovita télesa se mohou béhem
zivota jedince zvétSovat s nabiranim zkuSenosti. Mozek se nepodili pouze na hlavnich fidicich
funkcich, ale zajist'uje také instinktivni chovani a podili se i na reflexni ¢innosti (Chapman,

1998).



1.3. V¢celi zithadlo

Zihadlo se nachazi pouze u matek a délnic, u trubcti chybi. U matek slouZi Zihadlo
k ptilezitostnym soubojliim mezi matkami a ma také roli pfi orientaci kladeného vajicka. U
délnic slouzi k obran¢ samotné v¢ely nebo celého ulu, ptipadné k Gtoku na jinou vcelu nebo
cizi al. Kdyz véelam nehrozi zddné nebezpeci, je zihadlo zatazeno v zihadlové pochvé.
Samotné bodnuti probiha tak, ze dojde ke stazeni zadeCku dold, zihadlo je vytlaceno a jeho
bodlo, tvofené dvéma zihadlovymi $tétinkami, se zapichne do napadeného organismu. Na
vngjSich strandch Stétinek se nachazi vratizoubky, které se v obéti zachyti a pfi vzdjemném
klouzavém pohybu Stétinek pronikaji hloubé¢ji do tkané. Vratizoubky zabranuji vytazeni
zihadla, a pokud se vcela o to pokusi, dojde k odtrzeni koncové ¢asti zadecku s zihadlovym
aparatem. Vcela pfi tom zpravidla zahyne. Odtrzeny zadecek vSak obsahuje ganglium, které
zajistuje pumpovani jedu do rény jesté né€kolik minut poté (Gruna a kol., 2016). K odtrZeni
zihadlového aparatu dochazi pouze pii bodnuti do savce anebo ptaka; pokud vcela bodne
hmyz, tak Ize zihadlo z rany vytdhnout. Divodem je elastickd stavba hmyziho integumentu
(Bogdanov, 2016). Nedavno bylo zjisténo, Ze Spicka zihadla mé& zoubkovany okraj, ktery
pravdépodobné zvysSuje ucinnost véeliho bodnuti (Weyda a Kodrik, 2020).

1.3.1. Vceli jed

Je to bezbarva tekuta latka, ktera ma hotkokyselou chut’ a charakteristické aroma. Kdyz dojde
k jejimu vysuseni, tak vykrystalizuje v bélosedou latku. Je produkovan jedovou zlazou, ktera
je schopna funkce ihned po vylihnuti dospél¢ vcely, a je skladovan v jedovém vacku, ktery se
nachazi v zadeckové casti téla (viz 1.2.2). V jedovém vacku byva piiblizné¢ 0,1-0,3 mg
samotného jedu, mnozstvi jedu zavisi na stafi samotné vceli dé€lnice, anebo na mnozstvi
bilkoviny v potravé — pokud nedochézi k dostate¢nému vytvaieni jedu, mize to byt znamka
malého mnozstvi bilkoviny v pfijimané potravé (Tité€ra, 2006). Mezi dal$i vlivy miZeme
zaradit klimatické podminky nebo rocni obdobi. Samotné v¢ela pouziva sviij jed jako obranu
proti nepfateliim, ale pro lidskou populaci mize mit jed i 1é¢ebné ucinky (Titéra, 2006).
1.3.2. Slozeni v¢eliho jedu

Vceli jed je podobné jako ostatni hmyzi jedy sloZen z fady biologicky aktivnich latek, které
slozkou jedu je melitin, ktery tvoii 50 % celkové hmotnosti suSiny. Melitin je
nizkomolekularni bilkovina, ktera aktivuje fosfolipdzy a ma také vlastni fosfolipazovou
aktivitu. Fosfolipazy Sté€pi fosfolipidy bunécnych membran, coz vede k jejich poSkozeni

(prodéraveni) a néasledné destrukci bunék (Bodganov, 2016; Vesely a kol., 2003). Melitin
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napada hlavné erytrocyty a leukocyty. Apamin, ktery je zastoupen pouze 3 % v celkové
hmotnosti jedu, ma silny vliv na nervovou soustavu. V neposledni fadé vceli jed obsahuje
MCD peptid nebo minimim. Dalsi latky, jako naptiklad histamin, dopamin nebo noradrenalin,
jsou obsazeny pouze v malém mnozstvi. Nicméné histamin se fadi mezi hlavni stimulatory
zanétu a je obsazen nejen v samotném jedu, ale uvoliuje se 1 z poskozenych bun¢k napadeného
jedince (Bogdanov, 2016; Moreno a Giralt, 2015). V¢eli jed obsahuje také vitellogenin, ktery

ziejme zvySuje jeho alergické vlastnosti (Salmela a kol., 2015), viz také nize.

1.3.3. Pisobeni veeliho jedu na organismus

Piisobeni jednotlivych toxint v¢eliho jedu v téle obéti na sebe navazuje a uCinnost toxintl se
navzajem stimuluje, coz vede k vyssi u¢innosti jedu, nez kdyby jednotlivé reakce probihaly
samostatng. Celkovée jed vyvola z€ervenani v misté vpichu, svédéni nebo paleni, bolest a otok,
muze ale vyvolat i alergickou reakci (Sandberg, 1978; Vesely a kol., 2003). Primarnim
ucinkem jedu je naruseni bunécnych membran plisobenim melitinu a fosfolipaz, coz vede
k vyliti obsahu bunék a jejich zaniku. Na to navazuje enzym hyaluroniddza, ktera dokaze $tépit
spoje mezi buitkami, a tak se jed mlize tkdnémi rychleji Sifit a snadnéji dostavat hloubé&ji az k
cévam. Dulezitou roli maji biogenni aminy, tfeba dopamin a noradrenalin, které stimuluji
srdecni Cinnost a transport jedu po celém organismu. Citlivost tkani k jedu je zvySena
serotoninem, histamin zase zvySuje pronikani jedu do tkani zvySenim propustnosti kapilar a
stimulovanim z&nétu a dalSich imunitnich reakci (Bogdanov, 2016). Je zfejmé, Ze pisobeni
véeliho jedu se vyvinulo v sofistikovany sled fyziologickych a biochemickych reakci, coz
nepochybné pfispélo k evolucni uspésnosti veel.

1.4.  Antistresové obranné reakce hmyzu

Stres je kazdodenni soucasti zivota vSech organismi, které si béhem evoluce vytvofili proti
stresu obranné reakce. Ty umoznuji dopad stresu na organismus eliminovat nebo alespon
zmirnit jeho u¢inky. Mezi bézné stresory zivo€ichil patii vnéjsi a vnitini fyzikalni, chemické
a biologické vlivy, jako napf. plisobeni riznych parazitl a predatorti, mezi chemické fadime
ptisobeni riznych toxind a insekticidi. Tyto stresory vedou k vyvolani obranné anti-stresoveé
reakce organismu, jejimz cilem je obnovit homeostazu organismu. Na fizeni téchto reakci se
podili nervova a endokrinni soustava, které se navziajem se dopliuji (Hightower, 1991).
Nervova soustava reaguje na stres okamzite, naopak endokrinni soustava reaguje dlouhodobé¢

pomoci hormonii.



1.5. Hmyzi antistresové hormony

Mezi nejznaméjsi hmyzi stresové hormony patii adipokinetické hormony (AKH), které fadime
do skupiny peptidickych neurohormoni. Mezi €lenovci jde o jednu z nejvice probadanych
skupin. V soucasnosti je popsano okolo 60 druhi téchto hormontii.

Adipokinetické hormony (AKH) jsou peptidy o délce 8—10 aminokyselin, na jejichz C konci
se nachazi amidova skupina a na N konci kyselina pyroglutamova. K jejich syntéze dochazi v
endokrinni Zlaze corpora cardiaca (Gidde a kol., 1997). Z této zlazy dochazi k uvolnéni
hormonu do hemolymfy a ta zajisti pfenos do cilovych bunék, povétSinou v tukovém télese.
Hlavni funkci téchto hormont je mobilizace energetickych zasob pfii stresové situaci, AKH
jsou vSak pleiotropni a zajiStuji fadu dalSich reakci — mohou zvySovat tlak v hemolymf€,
podporovat Cinnost srdce, dale stimuluji pohybovou soustavu nebo pomadhaji v aktivaci
imunitniho systému a mnohé dalsi (Kodrik, 2008).

Jak je jiz vySe zminéno, AKH fadime do dobte probadanych hormonalnich skupin u hmyzu.
Objasnéni primarni struktury AKH u vcely vSak provazelo nékolik let zmatkt a protichtidnych
informaci, nicméné¢ se skupiné Marchal a kol. (2018) podafilo strukturu véeliho AKH objasnit:
— pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Ser-Ser-Trp-Gly-NHz. Hormon dostal kdédové oznaceni Schgr-
AKH-II, protoze jeho struktura uz byla diive popsdna u sarance pustinné Schistocerca
gregaria. Funkce AKH u v€ely medonosné vSak neni zcela jasnd. U nékterych plemen vcel
AKH zvySuje hladinu cukru v hemolymf€ (Chapman, 1998), u jinych plemen vsSak nebyla
tato funkce AKH prokazana (Chapman, 1998). Nevi se ani, zda se mnozstvi AKH li§i mezi

jednotlivymi kastami vcel.

1.6.  Vitellogenin

Vitellogeniny fadime do skupiny samicich glykolipoproteint, k jejich syntéze dochézi
v tukovém télese, konkrétn¢ v trofocytech a ty béhem vitellogeneze produkuji vysoké
mnozstvi proteinti. Vitellogeniny hraji dillezitou roli ve vitellogenezi, coz je proces, pii kterém
dochdzi pomoci hemolymfy k pfenosu potiebnych Zivin a energie ve formé Zloutku do
pohlavnich bunék (oocyt). Malé mnozstvi vitellogeninii vSak mtizeme najit 1 u samct
nekterych druhit hmyzu (Kodrik a kol., 2019).

Vitellogeneze je velmi slozity proces, ktery je fizen nervovou soustavou i hormonalné. Podili
se na ném fada hmyzich hormoni — juvenilni hormony, ekdysteroidy a dokonce i
neurohormony. U vétSiny skupin hmyzu hraji hlavni tlohu v syntéze vitellogeninti juvenilni
hormony, ale napt. u Diptera to jsou ekdysteroidy. Naopak k potlacovani produkce

vitellogeninu slouZzi adipokinetické hormony — AKH (Chapman, 1998).



Vitellogeniny vSak maji celou fadu funkci, mezi né patii rozd€leni do kast u socialniho hmyzu,
ochrana pred oxida¢nim stresem a hraji také roli v imunit¢ hmyzu, viz. nasledujici kapitola
(Singh a kol., 2013; Salmela a kol., 2015). Konkrétn€ u véel je hladina vitellogeninu rozdilna
v ramci kast, nejvyssi mnozstvi vitellogeninu je u v¢elich kraloven, které maji za ukol kladeni
vajicek. Nejméné vitellogeninu je produkovano u trubct jako dusledek niz§iho mnozstvi

pohlavniho hormonu (Engels a kol., 1990).

1.6.1. Vyznam vitellogeninu v imunité hmyzu

Jak jiz bylo zminéno, vitellogenin nehraje roli pouze v tvorbé vaje¢ného Zloutku, ale stimuluje
také hmyzi imunitu. Napftiklad studie Singh a kol. (2013) provedena na v¢ele medonosné a
bourci moruSovém ukazuje, ze vitellogenin mé silnou antibakteridlni odpovéd proti
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Nedavno bylo také prokazéano, Ze ptisobi i proti
entomopatogennim hlisticim a houbam (Kodrik a kol., 2019). Z praktického hlediska je
zajimavé, ze vitellogenin je aktivni proti grampozitivni bakterii Paenibacillus larvae,
onemocnéni u véel — mor véeliho plodu. Vitellogenin také slouzi k pfenosu imunity mezi

generacemi, a to mezi v€eli matkou a v¢elimi plody (Singh a kol., 2013).

1.7.  Tréaveni u hmyzu

Travici soustava slouzi k zachycovani potravy a jejimu néaslednému mechanickému a
chemickému zpracovani pomoci organti travici soustavy. Po zpracovani dochazi k transportu
pottebnych Zivin ob¢hovou soustavou. Traveni mizeme délit na dvé skupiny podle mista
zpracovani. Pokud dochézi k traveni zivin pifimo v dutindch travici soustavy, mluvime o
extracelularnim traveni. Pokud dojde k fagocytéze malych ¢asti potravy buiikami epitelu a
k traveni v jejich cytoplazmé, mluvime o intracelularnim traveni. Zbytky potravy, ktera se

nestravi, jsou vylouceny z téla ven (Chapman, 1998).

1.7.1. Travici enzymy hmyzu a jejich vyznam

Enzymy jsou chemické latky slouzici jako katalyzatory, jejichz hlavnim tkolem je zrychlit
chemické reakce za tic¢elem homeostazy mezi vychozimi latkami a produkty. Toho je dosazeno
redukci aktivacni energie, ktera je nezbytna pro uskutecnéni reakce a zaroveil nedochazi ke
zméng¢ struktury zakladni smési.

Zastoupeni enzymu ve stievé hmyzu zévisi na pfijimané potravé, coz je v piipadé hmyzu
velmi riznorodé. Naptiklad u Svaba amerického (Periplaneta americana) hraji hlavni roli

amylazy (Bodldkova a kol., 2017).



Tak jako u jinych skupin zivocichtl jsou zédkladnimi travicimi enzymy hmyzu, a tedy 1 vcel,
lipazy, amylazy a protedzy. Lipazy jsou enzymy, které¢ fadime do skupiny hydrolaz. Jejich
hlavnim tkolem je Stépeni jednoduchych acylglycerolii (na mastné kyseliny a glycerol),
na diacylglycerol, ktery slouzi jako hlavni transportni forma tuki v hemolymf¢ (Karlson,
1981). Amylazy tfadime do skupiny glykosidaz, rozdéluji se na a, B, y amylazy. V jejich
pritomnosti dochazi k rozkladu o — glykosidické vazby mezi oligosacharidy a polysacharidy,
¢imz vznikaji jednodussi sacharidy (Karlson, 1981). U hmyzu a vétSiny zivoc¢ichtll se nachazi
pouze alfa amyldzy zodpoveédné za Stépeni 1,4- glykosidické vazby polysacharidii, majicich
tfi a vice glukozovych jednotek. Protedzy fadime do jedné z pocetnych skupin hydrolaz. Mezi
hlavni funkce téchto enzymul patii Stépeni peptidickych vazeb proteini. Tyto peptidazy
muzeme rozd@lit na endoprotedzy a exoprotedzy. Aktivita stfevnich enzymul je u hmyzu
ovlivnéna fadou faktori véetné hormont, vyznamnou tlohu hraji i AKH (Bodlakova a kol.,

2017, 2018).



2. Cile prace
Cilem této prace bylo sledovani fyziologickych reakci u véely medonosné po aplikaci véeliho
jedu. To zahrnovalo:
1. Pozorovani zmén v aktivité travicich enzymu (lipazy, amylazy a proteazy) ve stieve a
hladin¢ adipokinetického hormonu (AKH) v CNS.
2. Sledovani hladiny zivin (glycidy, lipidy a proteiny) v hemolymf€.

3. Zmapovani zmény mnozstvi vitellogeninu v hemolymfe.



3. Materialy a metodika

3.1.  Chov vc¢ely medonosné A. mellifera

Pokusné véely byly ziskdvany ze véelnice Biologického centra AVCR v Ceskych
Budé&jovicich. Na vSechny pokusy byly pouzity délnice neur¢eného stafi.

3.2.  Pitva vcelich organt

Pted pitvou byly vcely narkotizovany tak, Ze byly umistény na led po dobu 15 minut, aby
doslo ke snizeni pohybov¢ aktivity. Samotnd pitva probihala pod binokularnim mikroskopem

na voskové desticce s pomoci pitevnich pinzet, Spendliki a malych ntizek.

3.2.1. Jedovy vacek

Télo veely bylo pomoci Spendlikii pfichyceno k voskové desticce, ve které byl nalit Ringertiv
fyziologicky roztok z diivodu zabranéni vysychani organti pii pitvé. Potom byl ze zadeckové
casti téla vytrzen zihadlovy aparat a z n¢j pomoci pinzety odebran samotny jedovy vacek.
Vypitvané jedové vacky (100 kusi) byly umistény do mikrozkumavek Eppendorf (objem
1.5ml) a nésledné zcentrifugovany (3 minuty, 10 000 otacek), pticemz doslo k popraskani
vackl a uvolnéni surového jedu. Jed byl piepipetovan do nové mikrozkumavky a ulozen do

mraznic¢ky (-18 °C) k dalSimu pouziti.

o 7

Obr.1. Vypitvany jedovy vacek. (vlastni fotografie).

3.2.2. Mozek (CNS)

V prvnim kroku doslo k odstfihnuti hlavové ¢asti véely pomoci nlizek. Poté byla hlavova ¢ast
byla upevnéna k voskové desti¢ce s Ringerovym roztokem a mozek byl spolu s endokrinnim
orgdnem corpora cardiaca pomoci pinzet vypreparovan a vlozen do mikrozkumavek
(Eppendorf). Vzorky byly ulozeny do mraznicky (-18°C) k dalS$imu pouziti.

3.2.3. Stievo

Pitva probihala na voskové desticce, kde bylo télo véely medonosné piichyceno dorzalni

stranou nahoru pomoci §pendlikd. Pevna kutikula byla rozstfizena pomoci ntzek a z téla bylo
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odebrano celé stievo (Obr. 2) pomoci 2 pinzet. Vypitvané stievo bylo zvazeno a umisténo do

mraznicky (-18°C) k dalSimu pouziti.

AL B /c /D
&
| -

Obr. 2. Vypitvané stfevo véely medonosné. A. Zihadlovy aparat, B. Rektalni vagek, C. Stéedni stievo,

D. Zaludek. (Dade, 2009).

3.2.4. Odebirani hemolymfy

U znehybnéné vcely byla jehlou narusena kutikula. Poté byla pfilozena mikro-kapilara, do
které se hemolymfa naséala. Odebrany vzorek byl premistén do mikrozkumavky o objemu 1,5
ml. Zkumavku bylo nutno drzet na ledu, aby nedoslo k melanizaci hemolymfy; poté byl vzorek
umistén do mraznicky (-18°C) k dal§imu pouziti.

3.3.  Aplikace vceliho jedu do vceliho téla

Vceli jed vpichovany do vcely medonosné in vivo byl fedén v Ringerové fyziologickém
roztoku tak, aby ekvivalent - 0,35; 0,7 a 1,4 ul jedu — byl obsazen v 2ul roztoku. Kontrolni
skupina byla injikovana 1,4ul Ringerova fyziologického roztoku. Poté byly vcely drzeny
ve specialnich klickach pfi teploté¢ 38°C a po 24 hodinach z nich byly vypitvany orgény na
jednotliva stanoveni, jak je uvedeno vyse.

3.4. Stanoveni mortality

Mortalita v¢el po aplikaci vlastniho jedu byla stanovovana kvili zjisténi i€innosti a vytipovani
jeho vhodné davky 24 hodin po oSetfeni. Pro tento pokus bylo pouzito 5 skupin vcel s piiblizné
20 jedinci v kazdé skupiné, tedy celkem asi 100 véel. Vysledna hodnota byla vyjadiena jako

procento mortality.

3.5. Stanoveni hladiny AKH v CNS pomoci ELISA

Reagencie:
- Aplikacni pufr (CB) - smichani 1,272g NaxCOs3 a 1,512g NaHCO3; do 300ml

destilované H,O.
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- Mléko — Skim milk Powder (Sigma — Aldrich) — blocking buffer (1g mléka do 20ml
WB")

- Promyvaci pufr (WB") - pH 7,5, 10mM PBS (zasobni roztok, ktery je slozen z
NaH2PO4 x 12 H20, KH2PO4, ktery je fedén 1:9 na pracovni roztok) + 0,1 ml
Tween/100 ml WB

- Primarni protilatka — Rabbit — anti Schgr — AKH-II — antisérum (komercné ptipravena

firmou Pineda, Berlin, Némecko)

- Sekundarni protilatka — Swine anti rabbit IgG/ HRP

- Substrat Sigma T444, 3 3°5 5°- tetramethylbenzidene (SIGMA, SLCG1025)

- 0,5 M kyselina sirova (PENTA, 20450-12500)

- Standard — Schgr — AKH II (10pml)

K vypitvané CNS (v kazdé mikrozkumavce byl vzdy 1 vypitvany mozek spolu s endokrinnim
organem corpora cardiaca) bylo pfidano 200ul 80 % metanolu, CNS byla rozsonikovana
pomoci jehlového sonikdtoru a nasledné byla stocena v centrifuze po dobu 5 minut (4°C). Poté
byl supernatant piepipetovan do nové mikrozkumavky a cely proces zopakovan; oba
supernatanty byly spojeny a odpatfeny ve vakuové centrifuze (Concentrator 5301). Vzorky
byly rozpustény v CB, tak aby ekvivalent jedné CNS byl obsazen ve 100 pul roztoku. Toto
mnozstvi pak bylo naneseno do jamek 96jamkové desticky. Ke kazdé¢ sad¢ byl aplikovan také
blank (100ul CB). Soucasné se vzorky byl na desti¢ku nanesen také standard hormonu Schgr-
AKH-II, fedény dvojkovou fadou od pocatecni davky 10 pmol. Nakonec se desticka zalepila
folii, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkli nebo odparu roztokti a nasledné¢ byla umisténa na 24
hodin do ledni¢ky. Druhy den byla desticka 3x promyta pomoci WB*(200ul). Pak byl do
jamek napipetovan blokovaci roztok Skim milk Powder a desticka inkubovana 120 minut pti
37°C. Po uplynuti této doby byla desti¢ka znovu 3x promyta (WB™). V dal§im kroku byla do
kazdé jamky ptidana primarni protilatka — Rabbit — anti Schgr-AKH-II — v mnozstvi 100pl na
jamku (fedéni 1:20 000). Nasledovala inkubace pti 37°C po dobu 60 minut. Po této dob¢ doslo
znovu k promyti destiCky 200ul WB*. Po promyti byla do kazdé jamky napipetovana
sekundarni protilatka — Swine anti rabbit IgG/ HRP v mnoZzstvi 100ul na jamku (fedéni 1:2
000). Nasledovala dalsi inkubace po dobu 60 minut pii 37°C a poté doslo k promyti desticky
(6x).

Posléze bylo do vSech jamek piidano 100ul substratu Sigma T444, 3 35 5°-tetramethyl —
benzidine a desticka byla zabalena do alobalu a inkubovana po dobu 40 minut (37°C).
V poslednim kroku bylo ptidano 50ul 0,5 M kyseliny sirové, coz vedlo k zastaveni reakce.

Hodnoty absorbance byly méfeny na ELISA ¢tecce pii vinové délce 450nm.
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Obr. 3. ELISA reader, Spectra Max 340 PC, Molecular Devices, USA. (vlastni fotografie).

3.6. Stanoveni aktivity enzymu stieva

Vypitvana stfeva byla sonikovéana pomoci jehlového sonikatoru (15-20 sekund) v 0.2M
tris/HCI, pH 7,8 (200ul/stfevo). Poté byly vzorky zcentrifugovany (5 minut, 10 000 otacek) a
supernatanty piepipetovany do novych mikrozkumavek, které byly uchovavany v mraznicce.

Nasledné byla ve vzorcich stanovena proteazova, lipdzova a amylazova aktivita.

3.6.1. Stanoveni protedzové¢ aktivity

Protedzova aktivita byla stanovena pomoci resorufin — kaseinového kitu podle pfilozeného
navodu firmy Roche.
Reagencie:

- Substratovy roztok (0,4 % resorufin — kasein rozpustény ve vod¢)

- 0,2 M Tris HCI, pH 7,8

- 0,02 M CaCl,

- 5% Kyselina trichloroctova (TCA)
Postup:
Po pfipraveni stanovenych reagencii byla samotnd protedzova reakce provedena
v eppendorfkéch, kde doslo ke smichani 40ul 0,2 M trisu, 20ul 0,02 M CaCly, 20ul resorufin
—kaseinu a 20ul extraktu stieva (tedy ekvivalent 0,1 stfeva). Blank obsahoval 60ul 0,2 M trisu,
20ul 0,02 M CaCl; a 20ul resorufin — kaseinu. Poté byly vSechny vzorky 60 minut inkubovany
pii 37°C. Thned po inkubaci byla reakce zastavena pomoci 240ul 5% kyseliny trichloroctové
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a vzorky byly inkubovéany dalSich 10 minut. Nasledovala centrifugace (3 minuty pii 10 000
otackach) a z kazdé mikrozkumavky bylo piepipetovano do mikrodesticky (96 jamek) 300ul
supernatantu. Absorbance byla méfena na ELISA c¢tecce (Obr. 3) pti vinové délce 490nm.

Vysledky byly vyjadreny v relativni absorbanci na miligram hmotnosti stfeva.

3.6.2. Stanoveni lipdzové aktivity

Aktivita lipaz ve stfevé byla stanovena podle prace Robertse (1985).
Reagencie:

- 50mM 4MU - butyrate (M=246,26) - 0,0123g této reagencie bylo rozpusténo

v objemu 1ml DMSO (dimetylsulfoxid). Na reakci se roztok fedi 25x.

- 0,2M Tris HCL, pH 7,8
Postup:
Lipazova aktivita byla méfena v tmavych 96- jamkovych destickach. Do kazdé jamky bylo
napipetovano Sul extraktu stfeva (tedy ekvivalent 0,025 stieva) a 190ul 0,2M trisu. Dale bylo
ptidano ptidalo Spl 50mM 4MU — butyrate (rozpustén¢ho v DSMO, nutno pipetovat v ptitmi).
Ke kazdé sad€ byl namichéan také blank, ktery byl slozen z 195ul 0,2M Trisu a z Sul 50mM
4MU - butyrate. Vysledna kinetické fluorenscence byla métena na fluorimetru znacky Biotek
pii 327nm/449nm exc/em. Takto méfené vysledky byly piepocitany na nmol 4 MU/miligram
stfeva (pouzité hodnoty byly z ¢asti 0 a 30 min métenti).

3.6.3. Stanoveni amylazové aktivity

Amylazovéa aktivita byla stanovena metodou podle Bernfelda (1955).
Reagencie:

- Fosfatovy pufr + 20 mM NaCl

- Kyselina 3,5- dinitrosalicylova (DNS)

- Substratovy roztok - 2% Skrob
Postup:
Amylazova aktivita byla stanovovana v mikrozkumavkéach (1,5 ml), kde doslo ke smichani
25ul extraktu stieva (tedy ekvivalent 0,125 stteva), 25ul fostatového pufru + 20mM NaCl a
25pl substratového roztoku 2 % Skrobu. Vzorky byly promichany a inkubovany 1 hodinu pii
37°C. Po inkubaci bylo do kazdého vzorku ptidano 200ul DNS, coz vedlo k zastaveni reakce.
Po tomto kroku byly vzorky zahtaty na 100°C po dobu 5 minut v blokovém termostatu, po
nasledném ochlazeni byly zcentrifugovany (10 minut, 10 000 otacek). V poslednim kroku
bylo z mikrozkumavek piepipetovano 200ul supernatantu do jamek 96- jamkové desticky.

Absorbance byla méfena na ELISA ctecce pii 550nm (Obr. 3). Pro zpracovani grafu byly
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vysledky piepoCteny na mnozstvi maltdzy/miligram hmotnosti stfeva (Bodlakova a kol.,

2017).

3.7. Stanoveni Zivin v hemolymf¢
3.7.1. Stanoveni hladiny glycid

Hladina cukri v hemolymf€ byla stanovena metodou podle Carol a kol. (1954), modifikované
v praci Socha a kol. (2004).
Reagencie:

- Destilovana voda (H>O)

- Kyselina sirova — 72 % H2SO4

- Anthronova reagencie — 150mg anthronu do 100ml 72 % H2SOa.
Postup:
Do 160ul destilované vody byl ptidan 1ul odebrané hemolymfy a 230ul anthronové reagencie.
Blank obsahoval 160ul destilované vody a 230ul anthronové reagencie. Poté byly vzorky
zahtivany pti 100°C po dobu 8 minut a nasledné bylo z kazdého vzorku piepipetovano 200l
do 96jamkové desticky. Vysledna absorbance byla méfena na ELISA ¢tecce pii vinové délce
620nm (Obr. 3).
Nameétené hodnoty byly prepocteny podle kalibracni kiivky glukézy — ta obsahovala davky
glukoézy v rozmezi 0,45- 14,4pg.

3.7.2. Stanoveni hladiny proteint

Stanoveni hladiny bilkovin v hemolymf¢ bylo provadéno metodou podle prace Stoscheck
(1990) s pouzitim komer¢niho kitu BCA protein Assay (Pierce Chemical company).
Reagencie:

- 0,2 M tris — HCl, pH- 7,8

Reagencie A — sodium bicincholinate (BCA)- 1 g, 2 g NaxCO3, 0,16g sodium tartrate,
NaHCO:s- 0,95g a doplnime destilovanou vodou do 100ml

- Reagencie B — CuSOs4. 5 H20- 0,4g a doplnime destilovanou vodou do 10ml.

- BSA — protein standard (bovinni sérum albumin) - Sigma — Aldrich
Postup:
Pracovni roztok byl pfipraven smichdnim 50 dilt reagencie A s 1 dilem reagencie B. Reak¢ni
smés byla pfipravena smichdnim 1pul hemolymfy, 49ul 0,2M tris HCI a 1ml pracovni
reagencie. Ke kazdému vzorku byl vytvofen blank a ten se skladal z 50u destilované vody a
z 1 ml reak¢ni smési. Takto ptipravené vzorky byly zahtivany na 60 °C po dobu 30 minut

v termo bloCku. V poslednim kroku bylo odebrano 200ul ze vzorkii a toto mnozstvi
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prepipetovano do 96- jamkové desticky. Vysledna absorbance byla méiena na ELISA c¢tecce
(Obr. 3) pti vlnové délce 562nm. Naméiené vysledky byly prepocitany podle kalibra¢ni kiivky
znamého mnozstvi BSA (bovinni sérum albumin): 5 - 50pug BSA.

3.7.3. Stanoveni hladiny lipidi

Stanoveni hladiny lipidii v hemolym{€ bylo provedeno podle prace Zollner a Kirsch (1962),
modifikované podle prace Kodrik a kol. (2000).
Reagencie:
- 96 % HxSOq4
- Vanilinova reagens (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) - Sigma Aldrich
= Vanilinové reagens se pfipravi rozpusténim 1,98 g vanilinu v 668 ml kyseliny
fosfore¢né (H3PO4) a zahtatim na 60 °C, nasledné se roztok ochladi a doplni
destilovanou vodou do 1 I. Vznikne Zluty roztok, ktery se musi nechat stat
minimalné tyden v chladu a temnu.
Postup:
Ve sklenénych zkumavkach se smichal 1pl hemolymfy se 100ul 96 % H2SOs (blank
predstavoval 100ul 96 % H2SO4) a vzorky byly vafeny 10 minut ve vodni lazni pfi 100°C. Po
zchlazeni byl pfidan do vSech vzorkl 1 ml vanilinové reagens. Po 30 minutach bylo z kazdého
vzorku prepipetovano 200ul smési do 96- jamkové desticky a absorbance byla méfena na
ELISA c¢tecee (Obr. 3) pfi vinové délce 546nm. Vysledné hodnoty byly piepocteny podle
kalibra¢ni kiivky kyseliny olejové (cis-oktadec-9-enova kyselina): 1,412-56,5um kyseliny
olejové.

3.8.  Stanoveni vitellogeninu v hemolymf¢ pomoci ELISA

Pouzity postup byl stejny jako v kapitole 3.5., pouze se liSily n¢které reagencie.

Ekvivalent 0,01ul hemolymfy ve 100ul CB byl spole¢né s blankem (pouze 100ul CB)
napipetovan do 96- jamkové desticky, ta byla pfekryta ochrannou folii, aby nedoslo ke
kontaminaci vzorkt a jejich odpatfovani. Dale bylo pouzito primérni antisérum proti véelimu
Vg, které bylo pfipraveno u nas v laboratofi (fedéni 1: 20 000). Jako sekundarni antisérum

bylo pouzito Swine anti rabbit IgG/ HRP (fedéni 1:2000).

3.9.  Statisticke zpracovani vysledkli

Vysledky a grafy byly zpracovany v programu GraphPad Software verze Prism 8 (San Diego,
California). JednocestnA ANOVA s Dunnettovym post-testem byly pouzity pro statistické

vyhodnoceni vysledki.
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4.  Vysledky

4.1  Vliv v¢eliho jedu na mortalitu

Po aplikaci v¢eliho jedu byla nejprve sledovana mortalita u jednotlivych pokusnych skupin
vcel. Na Obr. 4 mizeme vidéet, ze s navySujici se davkou stoupala 1 mortalita u jednotlivych
skupin. Nejvyssi davka jedu zvysila mortalitu 7,6krat oproti kontrole. Zbylé davky nemély na

mortalitu statisticky prikazny vliv.

100+
80+
60~
40+

20+

Procento mortality

0-

0.0 0.5 1.0 1.5
Davka véeliho jedu (ul)

Obr. 4. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul véeliho jedu na mortalitu véely medonosné za 24 hodin.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti, testované pomoci testu jednocestna

ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=6.

4.2.  Vliv v¢eliho jedu na hladinu AKH v CNS

Je zcela jisté, ze aplikace véeliho jedu vyvolala v téle véely velice silny stres, a praveé z tohoto
divodu byla sledovana hladina AKH, jakozto antistresového hormonu v centralni nervové
soustaveé. Na Obr. 5 je zcela jasné videt, ze nejvyssi davka véeliho jedu (1,42ul) statisticky
vyznamn¢ snizila mnozstvi AKH v CNS vici kontrole (asi Snésobné). U davky 0,7ul jedu se
hladina AKH snizila oproti kontrole 2,4krat. Nejnizsi davka také snizila tuto hladinu, nicméné

nem¢la statisticky prukazny vliv.
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Obr. 5. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul véeliho jedu na hladinu AKH v centralni nervové soustaveé
véely medonosné. Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti, testované pomoci testu

jednocestna ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=8.

4.3.  Vliv v€eliho jedu na aktivitu travicich enzymui

V dalsi ¢asti prace byl sledovéan vliv aplikace vceliho jedu na aktivitu travicich enzymi ve
stteve. V prvni sérii pokusti byla méfena protedzova aktivita. Obrazek 6 ukazuje, ze aplikace
vceliho jedu stimulovala aktivitu proteaz. Pfi davce 1,42ul vceliho jedu byla aktivita proteaz
statisticky vyznamné (4,2krét) vyssi nez u kontrol. Podobny vysledek byl i u davky 0,7ul,
ktera zvySuje aktivitu protedz 3,5krat. Posledni aplikovand davka sice také stimulovala

aktivitu proteaz, ale nicméné¢ tato aktivace nebyla statisticky priikazna.
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Obr. 6. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul véeliho jedu na aktivitu proteaz ve stfevé véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti. testované pomoci testu jednocestna

ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=8.

Podobny vliv v¢eliho jedu byl zjistén 1 u lipaz (Obr. 7), kde davky 0,7 a 1,4ul statisticky

vyznamn¢ stimulovaly aktivitu tohoto enzymu (2,8krat a 4krat).
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Obr. 7. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul v¢eliho jedu na aktivitu lipaz ve stievé véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti, testované pomoci testu jednocestna

ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=8.
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Poslednimi testovanymi enzymy byly amylazy (Obr. 8). Zde bylo zaznamenano, Ze nejvyssi
testovana davka jedu zvySovala statisticky vyznamné aktivitu asi 2,3krat. Naopak nizsi davky

jedu nemély na aktivitu amylaz ve stfevé vcely zadny vliv.
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Obr. 8. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4l véeliho jedu na aktivitu amylaz ve stievé véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti, testované pomoci testu jednocestna

ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=8.

4.4  Vliv v€eliho jedu na hladinu Zivin v hemolym{&

Hladina Zivin v hemolymf& muze kolisat v zavislosti na stavu organismu, ktery miize byt
ovlivnén stresem, a proto bylo dale zkoumano, jakym zptisobem muze aplikovany vceli jed
ovlivnit obsah zivin v hemolymf€. Nejprve byly testovany glycidy (viz Obr. 9). Z grafu
vyplyva, ze davka 0,7ul signifikantné zvySovala hladinu glycidu (asi 3krat) ve srovnani s
prukazné. Je zajimavé, ze aplikace jedu snizovala hladinu proteinti v hemolymf€. Statisticky
vyznamny vliv byl prokazan u vSech tii testovanych davek (Obr. 10), kde nejvyssi ucinek byl

prokéazan u davky 0,7ul, kde byla hladina sniZena asi 3,4krat.
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Obr. 9. Vliv injekce 0,35ul a 0,7ul véeliho jedu na hladinu glycidt v hemolymfé véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti, testované pomoci testu jednocestna

ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=4.
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Obr. 10. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul v¢eliho jedu na hladinu proteind v hemolymfé vcely
medonosné. Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti testované pomoci testu

jednocestna ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznac¢eny hvézdickami; n=4.
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V neposledni fad¢ byl testovan také vliv jedu na hladinu lipidii v hemolymf€. Z Obr. 11
vyplyva, ze hladinu lipida statisticky vyznamné zvySovaly vSechny pouzit¢ davky jedu,
nicméné nejucinnéjsi se ukédzala davka 0,7ul jedu, kde zvyseni oproti kontrole bylo zhruba

50nasobné.

Hladina lipida v hemolymfé
(ng /pl He)

K 0.35ul  0.7ul 1.4yl

Davka véeliho jedu

Obr. 11. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul vceliho jedu na hladinu lipidd v hemolymf& vcely
medonosné. Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin¢ vyznamnosti, testované pomoci testu

jednocestna ANOVA s Dunnettovym post-testem, jsou oznaceny hvézdickami; n=4.

4.5. Vv v€eliho jedu na hladinu vitellogeninu v hemolymf¢

V této praci jsem se zabyvala také zménou hladiny vitellogeninu v hemolymf€ po aplikaci
vceliho jedu, coZ je zobrazeno na obr. 12. Z tohoto grafu vyplyva, zZe nejvyssi davka zvySuje
hladinu vitellogeninu 1,8krat vaci kontrole. U ostatnich dévek jedu nebyl statisticky

vyznamny ucinek prokazan.
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Obr. 12. Vliv injekce 0,35ul, 0,7ul a 1,4ul véeliho jedu na hladinu vitellogeninu v hemolymf¢ véely
medonosné Statisticky vyznamny rozdil na 5 % hladin€ vyznamnosti, testovany pomoci testu

jednocestna ANOVA s Dunnettovym post-testem, je ozna¢en hvézdickou; n=16.
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5. Diskuze

Vcela medonosnd 4. mellifera L. se fadi mezi tzv. eusocialni hmyz, ktery zije ve spolecenstvu,
kde ma kazdy jedinec pfesné stanovenou ulohu. Béhem evolu¢niho vyvoje se u véel vyvinuly
dimysIné obranné strategie, které¢ vedly k mimoiadné uspeSnosti tohoto druhu. Mezi
pouzivaji nejen proti predatortim, ale i proti cizim jedinciim vlastniho druhu. Proto je velice
zajimavé studovat, jaky vliv ma tento jed na vcely samotné.

V prvni fazi této prace bylo dilezit¢ vytipovat optimalni davku vceliho jedu, kterd by
zpisobila umrtnost (idedlné okolo 20 az 30 %), ale zaroven zanechdvala dostatecné mnozZstvi
prezivsich jedinci pro ndsledné analyzy. Podle ocekavani mortalita nartstala s rostouci
davkou v¢eliho jedu; pro vSechny nasledujicich pokusy jsme se rozhodli testovat fyziologicky
ucinek 0,35ul, 0,7ul, 1,4ul jedu.

V dalsi fazi byl studovan vliv v¢eliho jedu na hladinu adipokinetického hormonu v CNS, coz
se jevilo jako zajimavé, protoze AKH patii mezi stresové hormony a oc¢ekévalo se, Ze po
aplikaci jedu, a tim vyvolaném stresu, bude hladina AKH kolisat, jak bylo zaznamendno i u
jinych stresorti (Kodrik a kol., 2010). Je zajimavé, ze hladina AKH reaguje na stresové situace
variabiln¢€. Byly zaznamenany ptipady, kdy hladina AKH pfi stresové situaci rostla. Naptiklad
u ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) po aplikaci riiznych insekticidii hladina AKH
vzrostla az 3krat oproti kontrolni skupiné (Kodrik a kol., 2010; Kodrik a Socha, 2005).
Nicméné hladina AKH rostla nejen po aplikaci chemickych latek, ale i1 po aplikaci ptirodnich
toxind. U Svaba amerického (P. americana), kde byl aplikovan jed vosicky lumcika
skladiStniho (Habrobracon hebetor), vzrostla hladina adipokinetickych hormont vuci
kontrolni skupin¢ asi 4,5krat, dalsi aplikovany pfirodni toxin destruxin A zvysil hladinu AKH
3,5krat (Karbusova a kol., 2019). Na druhou stranu byl zaznamenén i opacny efekt, kdy se
hladina AKH po injikovaném stresoru snizovala. V mé praci doslo ke snizeni hladiny AKH
po aplikaci véeliho jedu az pétinasobn¢ oproti kontrolni skupiné. Jedno z moznych vysvétleni
by mohlo byt uvolnéni AKH do hemolymfy a jeho transport do cilovych tkani. Podobny
vysledek byl zaznamenan u ruménice pospolné, a to po aplikaci Bt toxinu. Vysledna hladina
AKH se snizila az pétinasobn¢ oproti kontrole (Brouckova, 2020). Lze tedy predpokladat, ze
se AKH tucastni obrannych reakci organismu proti stresu zpisobenému toxiny, ale je zfejmé,
ze zélezi na cilovém druhu hmyzu, pouzitém toxinu a jeho aplikované davce.

Lze také predpokladat, ze vceli jed a s nim vyvolany stres vyvola v téle obéti také rozkolisani
metabolickych funkci. Ukézalo se, ze ovliviiuje také travici procesy. V mé praci doslo ke

stimulaci vSech travicich enzym, tedy protedz, lipaz i amylaz, i kdyz intenzita stimulace se
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lisila podle pouzité¢ davky jedu. U vcel je traveni ovlivnéno mnoha vnéjSimi 1 vnitinimi
faktory, mino jiné skladbou potravy. Ricigliano a kol. (2017) napiiklad zjistili, Ze vcely
krmené potravou, ktera neobsahovala pyl, vykazovaly niz$i hladinu glykosidaz, nez tomu bylo
u kontrol. U S§vaba amerického znamenala aplikace vceliho jedu stimulaci protedz, ale jen
v malé mife, u ostatnich métenych enzyma (amyléazy, lipdzy) zména zaznamenana nebyla
(Bodlakova, 2020). Podobny vysledek byl zaznamenan i po aplikaci jedu vosicky (H. hebetor),
ktery nemél na hladinu enzymii ve stievé Svaba amerického vliv (Karbusova a kol., 2019).
DalSim dikazem, ze jed vyvolal intenzivni stres v téle vcel, bylo kolisani Zivin v hemolymfg.
V mé praci bylo zjisténo, ze vceli jed stimuluje hladinu energetickych metaboliti glycidii (az
3krat) a lipida (az 50krat), coz je logické, protoze tyto Ziviny slouzi jako zdroj energie, ktera
se spotifebovava pii obran¢ organismu vici stresu. Dal§i méfenou zivinou byly proteiny, v mé
praci se ukdzalo, Ze doslo k poklesu této hladiny. Tento vysledek je piekvapivy, ale mozné ho
1ze vysvétlit zapojenim a naslednym spotfebovanim proteinli v obrannych reakcich. Dokonce
1v jinych studiich byla zaznamenana zména hladiny zivin v hemolym{€ po aplikaci piirodniho
toxinu. Aplikace entomopatogennich hlistic Steinernema carpocapsae vedla ke zvySeni
hladiny lipidi v hemolymf€ u ruménice pospolné (Ibrahim a kol., 2017). Obecné je mobilizace
energetickych zasob v téle hmyzu fizena AKH. K tomu dochézi ptevazné, kdyz je organismus
ve stresu, coz by mohlo korespondovat s kolisdnim hladiny AKH v CNS zjisténé v této
bakalarské praci.

Jak bylo zminéno v Uvodu, zda se, Ze jistou roli v hmyzich obrannych reakcich hraje
vitellogenin — jeho role vsak neni zcela jasna. Moje vysledky ukazaly, ze aplikace jedu vedla
ke zvySeni hladiny vitellogeninu v hemolymf€ vcéel. Ke kolisani hladiny vitellogeninu dochézi
u hmyzu i po aplikaci jinych toxint. Toto kolisani bylo zaznamenano 1 vcel, a to jako odpovéd’
na pfitomnost grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, coz vedlo k velice silné
antibakteridlni odpovédi. Tato skute¢nost dokazuje, ze vitellogenin je schopny vézat
bakterialni buniky a znicit je (Singh a kol., 2013). Velice zajimavym zjisténim byla odpovéd’
vitellogeninu na grampozitivni bakterii P. larvae. Jeji piitomnost stimulovala hladinu
vitellogeninu, coz by se dalo vpraxi vyuzit, jelikoz tato bakterie je zodpovédna
ze mikrosporidie Nosema ceranae také vyrazné zvySovala hladinu vitellogeninu u vcelich
dé€lnic (BenVau a Nieh, 2017).

Kolisani hladiny vitellogeninu bylo zaznamenéno také po aplikaci entomopatogennich hlistic
a hub na dospélce P. apterus (Kodrik a kol., 2019). Je zajimavé, Zze u samcti doslo k nértstu

hladiny vitellogeninu a u samic naopak k jejimu poklesu. Je to pon¢kud komplikovangjsi
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fenomén, ktery souvisi s celkovou hladinou vitellogeninu v téle a s nezbytnym vydejem
energie, kterou je jedinec nucen vénovat na eliminaci stresu. Kazdopadné je ziejmé, ze
vitellogenin hraje vyznamnou roli v imunité¢ hmyzu, nicméné pro plné pochopeni jeho funkce

v obrannych reakcich bude tfeba tento fenomén dale podrobné studovat.
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6. Zavéry
Cilem této prace bylo sledovani fyziologickych reakci u véely medonosné po aplikaci véeliho
jedu. Vysledky ukazuji nésledujici zjisténi:
1. Aplikace v¢eliho jedu zvySuje mortalitu véely medonosné 4. mellifera.
2. Hladina AKH v CNS vykazuje po aplikaci jedu znacny pokles oproti kontrolni
skuping.
3. Aktivita stfevnich enzymu (proteazy, lipazy, amylazy) se po aplikaci jedu zvysuje.
4. Hladina glycidi a lipidit v hemolymf€ po aplikaci jedu roste, oproti tomu hladina
proteind se snizuje.

5. Mnozstvi vitellogeninu v hemolymf€ se po aplikaci vceliho jedu zvysuje.
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