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ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis was to characterize the effect of the pesticides thiacloprid (a
neonicotinoid insecticide) and Bt toxin (Cry toxin) on adipokinetic hormone (AKH) levels
in the central nervous system of worker honey bees (Apis mellifera L.) and to determine
whether AKH can be used as a marker for pesticide intoxication in honey bees. The results
showed that AKH levels are increased after administration of high and very low doses, and
this suggests that AKH indeed has application potential for e.g. veterinary government,

agriculture, etc.
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1 UVOD

1.1 Vcela medonosna

1.1.1 Zakladni informace

V¢ela medonosna (Apis mellifera L.) patfi mezi nejznaméjsi zastupce spolecenského
hmyzu. Rod Apis je fazen mezi blanok#idly hmyz (Hymenoptera) a spada do ¢eledi vceloviti
(Apidae) (Vesely, 2013). Charakteristickym znakem vSech véel je jejich eusocialita, s vyjimkou
véel samotaiek. Za eusocidlni hmyz oznacujeme ty druhy, které ziji ve spoleCenstvu a tvori
kolonie s reproduk¢ni a nereprodukéni kastou (Wilson, 1971). Reprodukéni, neboli kralovska
kasta, je tvofena kralovnou a kralem, jako tomu je napf. u termitd, nebo samotnou kralovnou,
jako tomu je u véel, ¢melakd nebo vos. Nereprodukéni, neboli délnickou kastu, tvofi délnice,
které v kolonii zastavaji razné funkce podle jejich staii — pée o potomstvo, tklid kolonie,
obrana, shanéni potravy. Ve spoleCenstvu jsou piitomny alespoit dvé generace, které se
prekryvaji, a kolonie je také sofistikované organizovana. Kazdy jedinec efektivné vykonava
svou praci, jako je napi. péCe o plod a larvy, zajiStovani potravy, ochrana pted predatory,
vystavba a péCe o ul. Tim zajistuje plynuly chod a optimalni podminky pro celou kolonii

(Canciani et al., 2019; Beshers a Fewell & Fewell, 2001).

1.1.2 Vyznam vcel

Vcely jsou znamé pro svou produkei biologicky nezastupitelnych surovin, jako je med,
vosk, propolis, matefi kasicka vceli jed, vyuzivané hojné¢ ¢lovékem nejen V potravinarstvi,
ale i pro své 1écebné ucinky. V né€kterych kulturach predstavuji véeli larvy nebo trub¢i kukly
chutné pokrmy (Nepras, 1971; Titéra, 2013). Jejich hlavnim vyznamem je vSak uloha
opylovaci (Ammar et al., 2019). Nékteré rostliny jsou opylovany pomoci vétru a jinych
abiotickych Ciniteld, vetsi ¢ast rostlin je ale hmyzosnubna, a to az 80-90 % druhi. Z toho maji
véely 95% zasluhu, zbytek pokryji ¢melaci, samotaiské vcely a jiny prileZitostné opylujici
hmyz. U zemédélskych plodin, jako je fepka olejna, jeteloviny, jako napi. bob obecny a ovocné
stromy, jsou diky véelam zaznamenany vyssi vynosy dokonce az od 30-50 %, oproti plodindm
véelami neopylenymi (Vesely, 2013). Nehled¢ na zisky z kulturnich plodin, vcely opyluji
I voIné rostouci entomogamni rostliny, ¢imz ptispivaji k udrzeni stability v ptirod¢ a ochran¢
zivotniho prostiedi. Casteénym nebo nedokonalym opylenim mize dojit, v daném twizemi,
k vymizeni druhu ve prospéch naptiklad vétrosnubné rostliny (Vesely, 2013). Pro ¢loveka
neméné vyznamnym odvetvim je vcelatreni, zajmova ¢innost lidi se zabéhlymi tradicemi napfti¢

generacemi, jejiz cilem je snaha o udrzeni populaci véel. (Vesely, 2013). Véely a dalsi opylujici



hmyz v mnoha ¢astech svéta markantné ubyvaji a jsou na pokraji vyhynuti, a to v disledku
kombinovanych vlivl, jako je ztrata jejich pfirozenych stanovist, intenzivni zemédélské
postupy, monokultury, nadmérné vyuzivani zeméd¢lskych chemikalii a zmény klimatu, coz ma
za nasledek ovlivnéni nejen celkového vynosu plodin, ale také vyzivy. Vyzivné plodiny, jako
je zelenina, ovoce ¢i ofechy, budou v budoucnu nahrazovany zakladnimi potravinami jako je
ryze, brambory a kukufice, a to bude moci vést k nevyvazené stravé (Ammar, 2019). Podle slov
generalniho feditele FAO Josého Grazziana de Silva, by neptfitomnost vcel a jinych opylovaca
mélo mit za nasledek vymizeni naptiklad kévy, jablka, mandli, rajcat a kakaa a mnoho dalSich,

které jsou zavislé na opyleni.

1.2 Pesticidy

Nepiimé dopady toxickych latek na organismy jsou popisovany jako uCinky
zprostiedkované ptimymi dopady na jiné druhy nebo prostiedi. Lze je tedy povazovat za u¢inky
ekologické podstaty, kde pieziti druhi zavisi na komplikovanych interakcich zahrnujicich

trofické vztahy a neustaly boj o zdroje (Bernhardt et al., 2017).

Pesticidy jsou chemické slouceniny, které se pouzivaji k hubeni skidct, véetné hmyzu,
hlodavci, hub a nezadoucich rostlin (plevelt), (WHO, 2020). VétSina téchto chemikalii slouzi
k tomu, aby narusila zakladni fyziologické aktivity cilového organismu (Bernhardt et al., 2017).
Pesticidy ptsobi dvéma zptsoby, a to bud’ kontaktné, kdy chemikélie ziistavd na povrchu
rostliny nebo sktidce, nebo systémoveé. Kontaktni pesticidy piisobi tedy jen tam, kde byl pesticid
aplikovan. Naopak u systémovych pesticidi, kdy dochazi ke vsttebavani chemické latky
do pletiva a tkané rostliny (Cremlyn, 1985). Pesticid tedy miize ptsobit i na mistech, na kterych
rostlina nebyla pfimo oSetfena. Systémové pesticidy jsou proto efektivnéjsi variantou, a to
i z hlediska puisobeni pfirodnich vlivii. Nemohou byt totiz splachnuty srazkami nebo odneseny
vétrem (Cremlyn, 1985). Pesticidy se podle biologického u¢inku rozd€luji na dvé zakladni
skupiny, a to biocidy a pfipravky na ochranu rostlin (POR), (Dvorzakova, 2020). Biocidy jsou
latky &i smési uréené k hubeni, potladeni nebo odpuzovani organismi. Uéinnym faktorem
biocidii jsou nejen riizné chemické latky, ale také toxiny produkované mikroorganismy.
Za ptipravky na ochranu rostlin jsou povazovany veskeré pesticidni latky, které se pouzivaji
K hubeni a kontrole poctu skudct, pleveli a riznych chorob. Jedna se 0 rizné chemické
ptipravky, feromony, repelenty, preparaty obsahujici Zivé mikroorganismy, rizné vytazky
Z bylin, ale i latky pouzivané v potravinafstvi, jako je alkohol, ocet nebo jedla soda (Hajslova
et al., 2005; Dvorzakova, 2020; EPA, 2022). Ptipravky na ochranu rostlin jsou dale ¢asto déleny
do riznych skupin podle toho, jak a proti kterym organismiim pusobi. Naptiklad herbicidy jsou
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pouzivany k potlaceni plevelti nebo invaznich rostlin, fungicidy ptisobi proti houbam a zoocidy,
proti zivo¢isnym sktdcim (EPA, 2022). Zoocidy se dale ¢leni podle pisobeni na jednotlivé
skupiny zivocichti. Rodenticidy pisobici proti hlodavcim, akaricidy proti roztocum,
nematocidy proti had’atkim, moluskocidy proti plzim a mlzim a insekticidy proti hmyzu
(Cremlyn, 1985). Mezi POR spadaji také rizné regulatory rustu, inhibitory kliceni, desikanty,
které zptisobuji vysuseni, a repelenty (Hajslova et al., 2005).

1.2.1 Insekticidy

Podle ptivodu rozdélujeme insekticidy na pfirodni a syntetické. Piirodni insekticidy,
tzv. bioinsekticidy, jsou ziskavané z ptirodniho zdroje, kterym mohou byt rostliny (nikotin,
pyrethtin), horniny (kfemelina) ¢i mikroorganismy, jako napiiklad bakterie Bacillus
thuringiensis (Bt). Jedna se o grampozitivni bakterii produkujici insekticidni proteiny zvané
Cry toxiny. Tyto toxiny jsou uzite¢né jednak diky jejich rozmanitosti a specifité¢ pro hmyz,
a jednak diky tomu, ze jsou pro ¢lovéka neskodné (Pardo-Lopez et al., 2009). Bt toxiny jsou
ptipravky na hubeni cilového hmyzu, jako jsou naptiklad motyli, dvouk¥idli nebo brouci
(Fu et al., 2018). U hmyzu jsou po intoxikaci molekuly toxinu vstiebany ve stievé, a poté jsou
proteolyticky aktivovany protedzami stfedniho stieva, kde se vazou na specifické receptory
umisténé v buné¢né membrané. To vede K prodéravéni stieva, celkové iontové nerovnovaze
Vv haemocoelu, septikémii a buné¢né lyzi koncici smrti jedince (Pardo-Lopez et al., 2009).
Syntetické insekticidy jsou chemicky vyrobené latky, které se v prirod€ nevyskytuji a mizeme
je dale délit podle jejich chemické povahy. Naptiklad organofosfaty, které jsou v zemédélstvi
hojné vyuzivané jako insekticidy s riiznou mirou toxicity. Jejich chemické vlastnosti jsou velmi
podobné nervovému plynu, které dokézi nevratné inhibovat aktivitu acetylcholinesterazy
(enzym nervového systému), coz ma za nasledek nadmérnou stimulaci a dysfunkci nervového
systému zivoc¢ichu (Georgiadis et al., 2018). Karbamaty jsou N- substituované estery kyseliny
karbamové (Karachaliou, 2018), vyuzivané hlavné jako insekticidy, ale i jako fungicidy
a herbicidy. Jejich biochemické vlastnosti inhibuji enzym acetylcholinesterazu a zpiisobuji tak
stejné piiznaky jako organofosfaty. Rozdil mezi témito dvéma chemikaliemi je ten,
7e karbamaty maji ucinek reverzibilni, a jsou tedy méné nebezpec¢né (David et al., 2017).
Dalsimi hojné vyuzivanymi insekticidy jsou syntetické pyretroidy, které tvofi asi 25 % vsech
sveétové pouzivanych pesticidi (Johri et al., 1997). Na rozdil od pyrethrint, vyskytujicich se
ptirozené v extraktu nékterych kveéti chryzantém jako ptirodni insekticidni latka, jsou
pyretroidy synteticky vyrabéné chemikalie. I kdyz jsou si strukturou velmi podobné, maji ¢asto

toxiCtéj$i nasledky jak pro savce, tak i pro hmyz. U savcl po intoxikaci dochazi ke ztraté



védomi, kfe¢im ¢i nevolnostem. U bezobratlych maji pyretroidy vliv na nervovou soustavu,
zatimco u véel dochazi k regurgitaci (vyvrzeni) nasbiraného obsahu sttev (ATSDR, 2014).
Dalsimi jsou Chlorované organické slouceniny, synteticky vyrabéné chemikalie pouzivané
po celém svéte. Jsou znamé hlavné diky své vysoké toxicité, pomalé degradaci a biokumulaci.
U savet dochazi k naruSeni endokrinniho systému (Sohail et al., 2004). U v¢el dochazi
ke ztrat¢ aktivity, padani na zada, mavani kiidly a abnormalnim vratkym pohybim
(ATSDR, 2014). Dalsi velkou skupinou insekticidi jsou neonikotinoidni insekticidy,
do kterych patii naptiklad imidakloprid, clothianidin, thiamethoxam, acetamiprid a thiakloprid.
Neonikotinoidy jsou nejvyznamnéjsi chemické latky v ochrané plodin. Jsou to pfipravky, které
ovliviluji nervovy systém hmyzu, unéhoZz nasledné dochazi k paralyze a smrti
(Elbert et al., 2008). Stejné tak, jako u vSech pesticidnich latek se rezidua shromazd'uji v pylu
a nektaru oSetifenych rostlin a jsou rizikem pro vSechny opylovace. V tomto disledku existuji
domnénky, ze pravé neonikotinoidy hraji hlavni roli pti markantnim ubytku opylovacu. (Elbert
et al., 2008). Patii mezi systémové insekticidy, které ptisobi selektivné na vybrané sktidce. Tim
mayji relativné nizké riziko pro necilové savéi organismy a zivotni prostiedi (Cresswell, 2011).
Neonikotinoidy piisobi na postsynaptické acetylcholinové receptory (nAChR), které se nachazi
u hmyzu i u savcil v nékolika typech. U hmyzu se tyto receptory nachazi v centralni nervové
soustavé, u savci v mozku, kosternim svalstvu, miSe a autonomnich gangliich. Toxicita
neonikotinoidnich insekticidli se u hmyzu a obratlovca 1isi diky rozdilné senzitivité riznych

podtypti nAChR hmyzu a savct (Grupta et al., 2019).

V poslednich letech se cely svét, a hlavné rozvojové staty, staly na pesticidech velmi
zéavislymi, jelikoz diky nim vzrostl vynos a kvalita zeméd¢lské produkce. Dnes se pouZzivaji az
na 95 % zemédé€lské pudy (Hajslova et al., 2005) a jejich globalni spotfeba od roku 1990
do roku 2020 stabilné rostla. K roku 2020 se spotieba vySplhala az na téméf 2,7 milionu

metrickych tun, coz je oproti roku 1990 nartst az o 57 % (Fernandez, 2022).

U pesticidli aplikovanych v soucasnosti je vSak snaha vyvijet latky, jako prave
organofosfatové slouceniny, syntetické pyrethroidy, karbamaty a dalsi, které se tolik
nekumuluji v prostfedi a mély by mit lepSi odbouratelnost (Hajslova & Kocourek, 2007,
Rezende-Teixeira et al., 2022). To ale neznamena, Ze nenesou zadna rizika. Problémem zistava
jejich nadmérné pouzivani, které zatézuje i ty organismy, na které tyto pesticidy nejsou
aplikovany cilen€ a narusuji jejich fyziologické procesy. Z mist pouZiti se uvoliuji do celé
biosféry, poc¢inaje piidou, pies vzduch, vodu, ale i do rostlin a zivoc¢ichtli, véetné¢ Cloveka

(Dvorzéakova, 2020). Kvuli vyznamnym rizikiim, kterda mohou pesticidy piedstavovat, je jiz
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dnes jejich pouzivani ptisné kontrolovano. Pozadavky na staty i v Evropské unii, se vSak lisi
Vv zavislosti na jejich podnebi, kultufe, ale pfedev§im na jejich spolecenské a védecko-technické
vyspélosti. Vyspélejsi staty maji ptisn€jsi pravidla, kontroly a pfipadné tvrdsi sankce, nez staty
rozvojové (Handford et al., 2015). Pro povoleni pouzivani u¢inné latky ma EU sedm hlavnich
oblasti, které kontroluje. Jedna se o fyzikalni a chemické vlastnosti preparatu a postupy k jeho
identifikaci, G¢innost ptipravku a jeho neptiznivé plsobeni na oSetfené plodiny, rozklad
a chovani v zivotnim prostiedi, dopad na voln¢ Zijici, tedy necilové organismy, piimé vlivy
na zdravi lidi a riziko pro spotiebitele osetfovanych plodin (Dvorzakova, 2020). A¢koli se
chemikalie musi aplikovat podle predepsanych zasad tzv. spravné zemédélské praxe (GAP)
muze dojit ke kontaminaci zivotniho prostiedi ¢i k zasaZeni necilového organismu. Pfi oSetieni
ovocnych stromku je odhadem vyuzito jen 65 % postiiku, zbylych 35 % dopadne na zem nebo
se uz pii aplikaci odpaifi do atmosféry. VSe samoziejm¢ =zavisi na ekologickych

a meteorologickych podminkach (Bilkova, 1985).

1.3 Stres a antistresova reakce

Stres je béznou soucasti Zivota vSech organismii. Béhem evoluce si vSak proti nému
organismy dokazaly vytvofit obranné reakce, které umoznuji dopad stresu odstranit nebo jej
alespon zmirnit (Hightower, 1991). Stres je stav naruseni homeostazy, kterou je moZzno obnovit
komplexnim reparatorem fyziologickych a behavioralnich adaptivnich reakci organismu
(Chrousos, 2009). Za stresové faktory zivo¢ichi povazujeme vlivy, jak vnéjsi, tak vnitini, které
mohou byt chemické, tj. medikamenty, pesticidy, kovy, smog, pfili§ vysoka koncentrace
kysliku, fyzikalni, tj. teplota, zvuk, vibrace, zafeni, vitr a biologické, tj. parazité, choroby,
poranéni nebo predatofi (Hightower, 1991; Kodrik et al., 2015). Odezvou na pusobeni téchto
stresortl je prave antistresova reakce, ktera probiha na nékolika urovnich, a to na molekularni,
fyziologické, bunééné, ekologické a behavioralni (Adamo, 2012). Jde o velice ustalené reakce
probihajici u vétsiny zivoéichii veetné nas lidi uniformé (Mostl & Palme, 2002). Podle toho,
jak dlouho a v jakém mnozstvi stresovy faktor na organismus pusobi, se u néj rozvijeji rizné
fyziologické a patologické zmény. Ty mohou vést k do¢asnému nebo dlouhodobému poruseni
fyziologickych mechanismi, nékdy vedouci az k umrti jedince (Yaribeygi et al., 2017).
Tyto reakce jsou ovladany nervovou soustavou, ktera reaguje na stres okamzité a endokrinni
soustavou, ktera naopak funguje na zakladé¢ vyplavovani hormonii. Reakce endokrinni
(hormonalni) soustavy probihaji sice pomaleji, ale zato dlouhodobé v fadu minut az dnt
(Hightower, 1991). U hmyzu se na antistresové reakci podili nespocet procest a kaskada

hormont, mezi néz patii dopamin, oktopamin, allatostatin, corazonin nebo diureticky hormon.
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(Even et al., 2012).

1.3.1 Adipokineticky hormon u hmyzu

Adipokineticky hormon (AKH) se fadi do skupiny peptidickych neurohormont a je
znamo kolem 60 druhti adipokinetickych hormonti. Jsou déleny do tzv. AKH/RPCH
peptidickych rodin (adipocinetic hormone/red pigment concentrating hormone family), které se
mezi sebou lisi pfedev§im slozenim aminokyselin (K&llisch et al., 2000). Jedna se o peptidy
skladajici se z 8-10 aminokyselin, jejichz C konec je zakoncen amidovou skupinou a na N
konec kyselinou pyroglutamovou. K syntéze AKH dochazi v endokrinni zlaze corpora
cardiaca (Obr. 1), coz je parovy neurohemalni organ, Casto piimo spojeny s mozkem
(Lietal., 2020). Z tohoto parového organu je AKH vyplavovan do hemolymfy, ktera zaopatii
jeho transport do cilovych bunék nachazejicich se vétsinou v tukovém télese. Primarni alohou
AKH je mobilizace energetickych zasob, jako jsou lipidy a sacharidy z tukového télesa hmyzu
v situacich vysoké fyzické aktivity jako je let, aktivni pohyb ¢i pravé stres. Jelikoz se ale jedna
0 hormony s tzv. pleiotropnimi u¢inky, zasahuji i do mnoha dalSich fyziologickych reakci, jako
je zvySovani tlaku v hemolymf&, podpora Cinnosti srdce, pomoc pfiaktivaci imunitniho

systému nebo stimulaci pohybového aparatu (Kodrik, 2008; Marchal et al., 2018).

pars intercerebralis

corpora cardiaca
A\

corpora.
allata

suboesophagealni
-~ ganglium

S .
dorzalni céva

Obr. 1: Hmyzi mozek a vyznagena corpora cardiaca (Kodrik, 2014; kreslila H. Stérbova).



1.3.1.1 AKH u v¢ely medonosné

U vcely medonosné je AKH jednoduchy peptid slozen z deviti aminokyselin Vv potadi
pGlu— Leu—Thr—Phe—Thr—Ser—Ser-Trp—Gly—NH, (Marchal et al., 2018). Jeho piesna funkce
ale neni zcela znama. U nékterych poddruhti hraje tlohu v energetickém metabolismu (zvySuje
hladinu krevnich cukrii v hemolymf€), u jinych tato funkce vSak zjisténa nebyla. Spekuluje se,
zda v¢ela ma potiebu vyuzivat AKH k mobilizaci energetickych zdroja, jelikoz ma, jak v ulu
od vcelafe nebo v ptirod¢€, neustaly ptistup k potravé a nedostava se tak do stresovych situaci.
Tomu by odpovidala 1 velmi nizkd hladina AKH, kterou vcely ptirozené maji, oproti ostatnim
druhti hmyzu. U A. mellifera je znama jen jedna forma, znacena jako Schgr-AKH-II. Koédové
oznaceni ,,II* tato forma dostala, protoze hormon byl jako prvni popsan u saranete pustinné

(Schistocerca gregaria) s oznacenim ,,I* (Marchal et al., 2018)



2 CILE PRACE

Cilem této prace byla analyza zmén hladiny adipokinetického hormonu u véely medonosné
po aplikaci pesticidl, konkrétné thiaklopridu a Bt toxinu, a vyuzitim toho nasledné urcit,

do jaké miry 1ze AKH vyuzit jako marker intoxikaci v¢el pesticidy.



3 MATERIALY A METODIKA

3.1 Chov

Véely pro pokusné ucely byly ziskavany z véelnice Biologického centra AVCR
v Ceskych Bud&jovicich. Jedna se o plemeno Apis mellifera carnica, tedy véela medonosné
kranska, u véelait nékdy nazyvana jako ,krafika®, a patfi mezi nejrozsifenéjsi plemena vcel

v celé Evropé (Svamberk, 2000)

3.2 Aplikace pesticidu, vyhodnoceni behaviordlnich zmén a mortality

Pted aplikaci pesticidu byly vcely uspany pomoci oxidu uhli¢itého a poté rozprostieny
na led. Pesticidy byly podavany per os zptusobem. Véely mély po dobu 24 hodin pfistup
k sachar6zovému roztoku (50%) smichanym s danym pesticidem. Poté byly vcely ponechany
na 24 hodin v tmavém inkubdatoru pii1 37°C v ru¢né vyrobenych kelimcich s dychacimi otvory,
vcelim voskem a s pfistupem k vodé¢ a potraveé (Obr. 2). Po 24 hodinach byly u v¢el sledovany

a zaznamenany jejich behavioralni zmény a imrtnost.

Obr. 2: Kelimek na véely po aplikaci pesticidu (Vlastni fotografie)

3.2.1 Koncentrace testovanych pesticidii
Pro thiakloprid byly pouzity davky o koncentraci 5 000; 2 500; 1 000; 800; 700; 600;
500; 400; 250; 100; 50; 25; 12,5 a 6,25 ng/ul. Zasobni roztok o koncentraci 10 000 ng/ul byl

ziskan smichanim komer¢né vyrabéného thiaklopridu (|Sigma-Aldrich, kat.¢. 37905) a acetonu.



Pro Bt toxin byly pouzity davky o koncentraci 500; 250; 200; 100; 50; 25; 10; 1; 0,1;
0,01; 0,001; 0,0001 a 0,00001 pg/ul (Valent Biosciences Corporation).

3.3 Pitva mozku

Jako prvni krok pitvy bylo odstfihnuti hlavicky pomoci malych nizek. Hlava byla
ponofena v ringerové roztoku na voskové desti¢ce a pomoci pinzet doslo k otevieni hlavové
¢asti. V nasledujicim kroku byl mozek, po kontrole pfitomnosti endokrinniho organu corpora
cardiaca, pomoci pinzet cely vypreparovan a vlozen do mikrozkumavky (Eppendorf),
obsahujici 80% methanol. Zbytek téla byl zamrazen na -80°C a vyuzit k ndslednym pokustim

(viz kapitola 3.5).

3.4 Stanoveni hladiny AKH v CNS pomoci ELISA

Reagencie a protilatky:

e Aplikaéni pufr (CB) — 0,1M bikarbonatovy pufr (pH 9,6)

e Promyvaci pufr (WB") — 10 mM PBS (zésobni roztok NaH2POa - 12 H20, KH2POs4,
fedéni na pracovni roztok 1:9 + 100 ul Tweenu 20 (Sigma-Aldrich) na 100 ml WB*
(PH 7.5)

e 5% blokovaci pufr — mléko Slim milk Powder (Sigma-Aldrich) — 1g na 20 ml WB

e ELISA substrat Sigma T444 (3 3’5 5’- tetramethylbenzidine; Sigma-Aldrich,
SLCG1025)

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

e Standard — Schgr — AKH Il — 5 pmol/ul (Pineda, Berlin, Némecko)

e Primarni protilatka: Rabbit anti-Schgr AKH-II antisérum (Pineda, Berlin, Némecko),
fedéna 1:5000

e Sckundarni protilatka: Swine anti-rabbit IgG/HRP antibody (LabNet, LN0803235),
fedéna 1:2000

Vypitvany mozek, ktery byl jiz z pitvy nalozen v 200 ul 80% methanolu, byl rozmélnén
pomoci jehlového sonikatoru. Poté byl vzorek vlozen do centrifugy (Eppendorf — Centrifuge
5424 R) na 5 minut pfi 10000 g a 4°C. Po sto¢eni byl odebran supernatant do nové
mikrozkumavky a tento proces byl za stejnych podminek zopakovan. Oba supernatanty byly

spojeny (400 pl) a vloZeny ptes noc do vakuové centrifugy (Concentrator 5301). Druhy den po
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odpateni byly vzorky rozpustény ve 100 ul CB a sonikovany pomoci vani¢kového sonikatoru.
Po této tpravé bylo mozné vzorky jiz nanést na 96jamkovou desticku, kdy na kazdou desticku
byl spolu se vzorky aplikovan kontrolni vzorek (CB), pro pozdéjsi kontrolu, kvuli pfipadné
kontaminaci, a vzorek o znamé koncentraci adipokinetického hormonu (Schgr — AKH II)
fedény dvojkovou fadou s pocate¢ni davkou Spmol/ul. Po ukonceni aplikace do jamek byla

desticka zalepena folii a vloZzena na 24 hodin do tmy pii 4°C .

Po 24 hodinach byla cela desti¢ka 3x promyta nafedénym 200 pul WB™ a pak byl do jamek
nanesen blokovaci puft a desticka byla inkubovana 2 hodiny pti37°C. Po inkubaci byla desticka
opét 3x promyta WB™ (200 ul) a do kazdé jamky nanesena primarni protilatka (Rabbit — anti
Schgr — AKH-II, fedéna 1:5000) o objemu 100 pl. Nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny
pii37°C. Poté byla desticka znovu 3x promyta roztokem WB* (200 ul) a byla nanesena
sekundarni protilatka (Swine anti-rabbit IgG/HRP, fedéna 1:2000), oobjemu 100 pl,
s naslednou inkubaci po dobu 1 hodiny pfi 37°C a trojnasobnému promyti WB* (200 pl). Poté
byl ke vzorkiim na desti¢ku nanesen substrat T444 (3 3’5 5’- tetramethylbenzidine), a kvuli
fotosenzitivité¢ substratu, byla destiCka zabalena do alobalu, a byla nechana v inkubatoru
40 minut pi1 37°C. Poté byla reakce zastavena pomoci 0,5 M kyseliny sirové. Hodnoty

absorbance byly méfeny na ELISA ¢&teéee pii vinové délce 450 nm.

3.5 Stanoveni davek pesticidu v pokusnych vzorcich

Pro stanoveni davek thiaklopridu ve vzorcich byla pouzita metoda LCMS (liquid
chromatography mass spektrometry). Ke stanoveni Bt toxinu uvedenou metodu nebylo mozno
vyuzit. Zakladem Bt toxinu jsou totiz Cry toxiny, které produkuji bakterie Bacillus
thuringiensis, a které tudiz nelze metodou LCMS (liquid chromatography mass spektrometry)

detekovat a kvantifikovat.
Reagencie:
o 15%, 20%, 25%, 30% a 50% metanol (MeOH)

Jak jiz bylo zminéno, po aplikaci insekticidll a nasledné pitvé mozki, byl zbytek vceliho
téla vyuzit pro stanoveni davek insekticidu v pokusnych vzorcich. Zbytky tél (bez hlav) musely
byt pro dalSi pokus lyofilizované a nasledné zvazené. Poté byl kazdy vzorek zvlast
vV mikrozkumavkach rozmélnén a po pfidani 1 ml 70% metanolu rozmichdn na laboratorni
ttepacce. Poté byly vzorky vloZeny do centrifugy na 5 minut o 13 400 otackach. Ze stoceného

vzorku byl odebran supernatant o objemu 750 pl a k nému byly pfidany 3 ml destilované vody.
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Cely tento obsah byl dikladn¢ promichdn a postupné umistén do pfipravenych kolonek
(Supleco, Discovery DSC 18, 3 ml, 500 mg), které bylo piedtim nutno aktivovat 100%
metanolem a procistit destilovanou vodou. Po prefiltrovani vzorka byly kolonky opét promyty
destilovanou vodou. Nasledné byly kolonky proplachovany metanolem Vv riznych
koncentracich. A to, nasledné 15%, 20%, 25% a 30% metanolem. Nasledné byly kolonky
promyty dvakrat 50% MeOH a cely promyty obsah byl zachycen do kadinek, které byly
umistény pod kolonky. Nasledné byl z kadinek cely obsah ptelit do srdcovych ban¢k a po jedné
vlozen do vakuového odpatfovace na 40°C. Po odpateni byly srdcové baiky vymyty 70%
metanolem a obsah byl nasledné pienesen do sklenéné mikrozkumavky. Nésledné byly vzorky

analyzovany pomoci hmotnostniho spektrometru Dionex UltiMate 3000 UHPLC.

3.6 Statistické zpracovani vysledki

Ke zpracovani vysledku a grafi byly pouzity programy GraphPad Software verze Prism
4 a Microsoft Excel 2013. V programu GraphPad Prism 4 byly pomoci standardnich kiivek
piepocteny naméfené hodnoty. V tomto programu bylo provedeno 1 statistické vyhodnoceni

vysledkti pomoci jednocestné ANOVY a Dunnetova post-testu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza ucinku thiaklopridu

4.1.1 Behavioralni zmény a mortalita vcel

Po 24 hodinach byly u véel pozorovany behaviordlni zmény. Behavioralni odezva
k podanému thiaklopridu narGstala s jeho nardstajici koncentraci. U vysokych koncentraci,
tJ. 500 az 5000 ng/ul, byly véely nadmérné aktivni, s vyraznym tiesem, ptipadné katatonické.
U stiednich koncentraci, tj. 50 az 400 ng/ul, dochazelo k podobnym projeviim jako u vysokych
koncentraci, jen s mirn€j$im prabéhem. U velmi nizkych davek, tj. 6,25 az 25 ng/ul, nebyly
pozorovany témét zadné zmény, veely se mohly zdat zpomalené;jsi, nez tomu bylo u kontrolni

skupiny, ale jinak bylo jejich chovani srovnatelné.

Mortalita v¢el je vyobrazena v grafu (Obr. 3). U nizkych davek thiaklopridu (6,25
do 100 ng/ul) byla mortalita pozorovana spiSe nahodile a nikdy neptekracujici cca 15%.

Naproti tomu u velmi vysokych hodnot, tj. 2500 a 500 ng/ul, se mira mortality pohybuje
v rozsahu 30% az 50%.
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Obr. 3: Mortalita v€el po aplikaci thiaklopridu

4.1.2 Stanoveni davek thiaklopridu v pokusnych vzorcich

Davky pozitého thiaklopridu v télech piezivS§ich vcel po intoxikaci byly néasledné
ovéfeny metodou LCMS (liquid chromatography mass spektrometry). Byly vyuzity jedinci
po aplikaci 5000, 2500, 700, 400 a O ng/ul thiaklopridu. S vyjimkou koncentrace
(tj. 2500 ng/ul) se v teélech jedinct zachycena davka thiaklopridu proporcionalné, i kdyz pouze
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zhruba, snizovala se snizujici se davkou aplikovaného thiaklopridu (Obr. 4), tj. u 5000 ng/ul
bylo naméfeno 0,080 pg; u 2500 ng/ul 0,180 pg; u 700 ng/ul 0,060 pg; u 400 ng/ul 0,034 pg.
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Obr. 4: Stanoveni davky thiaklopridu v télech intoxikovanych vcelich vzorcich. Ke zpracovani vysledki

byla pouzita jednocestna ANOVA a Dunnetiiv post-test na 5% hladiné vyznamnosti (n=7-8).

4.1.3 Hladiny AKH v CNS

Hladina AKH byla stanovena pomoci metody ELISA, a to u prezivSich jedinct
jednotlivych pokusnych vzorkl. Pro vyhodnoceni hladin AKH byly vyuzity vypitvané mozky
jedinct spolu s jejich corporou cardiacou. Ziskané vysledky prokazaly, ze hladina AKH se
zvysuje po aplikaci nizkych nebo vysokych davek thiaklopridu testované skaly, tj. od 6,25 az
25 ng/ul nebo 500 az 5000 ng/ul. Byl pfitom pozorovan 1,5 az 1,7nasobny nartst, povétsinou
se statistickou prukaznosti. Oproti tomu u stfednich davek, tj. od 50 do 400 ng/ul nebyla

ve srovnani s kontrolou zména pozorovana (Obr. 5).
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Obr. 5: Hladiny AKH po aplikaci thiaklopridu. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni
skupinou a testovanymi skupinami byly vypocteny pomoci testu jednocestna ANOVA a Dunnetovym

post-testem, pti 5% hladin€ vyznamnosti, a jsou ozna¢eny hvézdi¢kou; n=18-6

4.2 Analyza uc¢inku Bt toxinu

4.2.1 Behavioralni zmény a mortalita v¢el

Stejné jako u thiaklopridu byly u v€el pozorovany behavioralni zmény po 24 hodinach
od intoxikace Bt toxinem. U vysokych koncentraci (200 az 500 ug/ml) doslo u véel k podobné
reakci, jako tomu bylo u thiaklopridu, tj. vcely byly zrychlené, tremorické, ovSem
bez pozorované katatonie. U stfednich koncentraci (0,01 az 100 pg/ml) dochazelo u vcel
k nekoordinovanym pohybtim a Casto zustiavaly bez pohybové aktivity na dné kelimku.
U nizkych koncentraci (0,001 az 0,00001 pg/ml) byly v€ely zrychlené oproti kontrolni skuping,
ale ne tolik, jako tomu bylo u vysokych davek insekticidu, pohyby mély nekoordinované

a zmatené.
Mortalita byla pozorovana jen u koncentrace 0,01ug/ml, a to 1 véela ze 7 testovanych.

4.2.2 Hladiny AKH v CNS

Hladina AKH byla stanovena, stejné jako u thiaklopridu, pomoci metody ELISA, a to
u piezivsich jedinct jednotlivych pokusnych vzorkd. Pro vyhodnoceni hladin AKH byly
vyuzity vypitvané mozky jedinci spolu s jejich corporou cardiacou. Ziskané vysledky
prokazaly (Obr. 6), ze hladina AKH se zvySuje po aplikaci nizkych nebo vysokych davek
Bt toxinu testované $kaly, tj. od 0,00001 az 0,001 pg/ul nebo od 200 az 250 pg/pl. Byl pfi tom
pozorovan 2 az 4nasobny narUst se statistickou prikaznosti. Stfedni koncentrace, tj. 0,1 az
100 pg/ul, vedly ke zvyseni hladiny AKH 1,3 az 1,8nasobné, ovSem bez statistické prikaznosti
(Obr. 6).
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Obr. 6: Hladina AKH u intoxikovanych v¢el Bt toxinem. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni
skupinou a testovanymi skupinami byly vypocteny pomoci testu jednocestna ANOVA a Dunnetovym

post-testem, pti 5% hladin€ vyznamnosti a jsou oznaceny hvézdickou; n=8-4.
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5 DISKUZE

V této praci byla pozornost zamétena na vliv pesticidnich, konkrétné insekticidnich, latek
na hladinu AKH u v¢ely medonosné (Apis mellifera L.), a zda Ize vyuzit adipokinetického
hormonu jako jednoho z ukazateld pro intoxikaci v¢el t€émito chemickymi latkami. Je totiz
znamo, ze AKH u hmyzu zastava vyznamnou roli ve stresovych situacich (Kodrik et al., 2010).
AKH byl studovan na n¢kolika modelovych organismech, a je tteba podotknout, ze u kazdého
reaguje na stresovou situaci jinak. Naptiklad po podéni insekticidli u ruménice pospolné
(Pyrrhocoris apterus) se hladina AKH od kontrolni skupiny zvysila (Kodrik & Socha, 2005),
stejné tak tomu bylo u Svaba (Periplaneta americana) po oSetfeni vcelim jedem
(Bodlakova et al., 2022). V dalsi studii stoupla hladina AKH po aplikaci jedu vosicky luméika
skladistniho (Habrobracon hebetor) u $vaba amerického, a u dalSiho pfirodniho toxinu,
destruxinu A, byl vysledek stejny (Karbusova et al., 2019). Bylo zjisténo, ze nedochazi jen
ke zvySovani hladiny, ale Ze stresové faktory maji na hladinu AKH iopac¢ny efekt. Tj. naptiklad
u ruménici pospolné, kdy se hladina AKH naopak snizila, a to az Skrat oproti kontrole, kdy
jednou moznosti poklesu mohlo byt vylouc¢eni AKH z CNS do hemolymfy (Brouckova, 2020).
Stejné doslo ke snizeni hladiny AKH v CNS v piipadé véely medonosné (Apis mellifera L.)
po aplikaci vceliho jedu (Kainzova, 2021).

V mé praci doslo k prokazatelnym nartistim hladin AKH po intoxikaci obéma insekticidy,
tj. thiaklopridu a Bt toxinu. U obou insekticidi byly naméfeny zvySené hodnoty AKH po
aplikaci vyssich koncentraci. Zajimav¢jsi jsou ale naméfené hodnoty u nizkych koncentraci
podavanych insekticidt. U thiaklopridu se hladina u nizSich koncentraci prokazatelné zvysila,
stejné jako U vysokych koncentraci. U nizkych koncentraci Bt toxinu se hladina AKH oproti
kontrolni skupiné prokazateln€ zvysila az 4krat. AKH by tedy mohl byt efektivnim markerem,
jak pro intoxikace vysokymi davkami insekticidt, tak velmi nizkymi davkami insekticida. Je
tteba dodat, ze intoxikace velmi nizkymi davkami insekticidli jsou prostym pohledem
neidentifikovatelné, stejné tak nejsou zachytitelné ani béznymi biochemickymi markery, jako
je acetlycholinesteraza, hrajici roli v nervosvalovych a cholinergnich synapsich
(Boily et al., 2013), antioxida¢ni enzymy glutathion S-transferaza a katalaza, tj. enzymy.
Nevyhodou téchto markeri je ovSem jejich kolisajici hladina v zavislosti na véku jedinct
(Shapira et al., 2001; Weirich et al., 2002; Yan et al.,, 2013). Dalsim dosud pouzivanym

markerem je alkalicka fosfataza (ALP), zapojena do adsorpcnich a transportnich mechanismi

prostiednictvim fosfatovych skupin (Moss, 1992) ¢&i karboxylesterazy (CaEs), dilezité
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detoxika¢ni enzymy, které jsou schopny hydrolyzovat esterové vazby za vzniku kyseliny
a alkoholu jako metabolit, vyznamné se tedy podileji na detoxikaci insekticidl
(Maetal., 2018). Vysledky ukazuji, ze vSechny tyto biomarkery jsou velmi uzitenymi a
v kombinaci s AKH mohou byt pouzity jako slibny nastroj pro charakterizaci expozice véel
insekticidam (Decio et al., 2021).

Navzdory vysokym hladinam AKH u velmi nizkych koncentraci aplikovanych insekticidu,
nebyly pozorovany zadné zasadni behavioralni zmény ani mortalita. V tomto ohledu lze
spekulovat o fungovani adaptivni odezvy, tzv. hormeze. ktera je popisovana jako nelinearni
dvoufazova reakce na urCité mnoZzstvi fyzikalniho, chemického nebo biologického cinitele.
Prili§ vysoké a stiedni davky latek maji na dany organismus tlumivé a toxické ucinky, oproti
tomu u nizkych davek byly pozorovany ucinky stimulujici az prospésné (Calabrese & Baldwin,
2003a). Jde o stav, kdy vystaveni organismu subletalnim davkam stresoru, tedy davkam
nepostacujicim k usmrceni, se spusti adaptivni ochranné reakce pro nasledné vyssi davky, které
mohou organismus usmrtit (Mattson, 2008). Hormeze je studovana u fady organismi
Ve spojitosti s imunitni odpovédi, riznymi metabolickymi procesy, délkou zivota, atd.
(Calabrese & Baldwin, 2003b; Calabrese, 2008), a byla pozorovana po pusobeni radiace
(Macklis & Beresford, 1991), teplotniho stresu, zanétlivymi procesy (McClure et al., 2014; Le
Bourg, 2015), nebo chemickymi puvodci, jako jsou pravé pesticidy (Duke et al., 2006). Mohli
bychom tedy teoreticky uvazovat nad tim, Ze podavané velmi nizké chronické davky pesticidi
by mohly v¢ely néjakym zptisobem posilit, pokud bychom brali pouze koncept hormeze. V této
uvaze musime ale pfedevsim zohlednit to, Ze vcela je volné Zijici zivocich, na ktery ma vliv
spousta jinych negativnich faktori z okolniho prostfedi, které u vcel celkové snizuji jejich
obranyschopnost. Vcely jsou pod natlakem chemickych latek, které se jim chronicky ukladaji
nejen v organismu, ale napfiklad i v tlu (potrava, vosk, larvy), a mohou se tam kumulovat a tim
naristat jejich koncentrace (Pareja et al., 2011; Krupke et al., 2012). Proto, Gvaha o hormeze,
mize byt dale studovéna, ale z praktického hlediska o téchto vyhodach, u vcel konkrétné,

prozatim mluvit asi nemiizeme.
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6 ZAVER

Tato prace ovéfila, ze hladiny AKH reaguji na aplikaci pesticidii, konkrétn¢ insekticidnich
pripravka thiaklopridu a Bt toxinu, a to na jejich nejen vysoké, ale i nizké davky. Na zaklade
téchto vysledkd bylo potvrzeno, ze lze AKH vyuzit jako efektivni marker pro intoxikace

pesticidy u vcel.
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