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Anotace

The effect of the season on the basic physiological parameters of the honey bee was examined
in this thesis. Attention was focused on the fat body as the center of all metabolic processes. Its
morphology, nutrient content, and gene expression were compared between nurses, foragers

and winter bees.
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1 Uvod

1.1 Vcela jako socialni hmyz

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jednim z nejznaméjSich zastupct eusocialniho
hmyzu. Eusociélni spolecenstvi jsou definovana nékolika charakteristikami: pfitomnost alespon
dvou prekryvajicich se generaci, rozdéleni na reprodukcni (kralovskou) kastu Citajici pouze
jednoho ¢i nékolik jedinci a pocetnou nereprodukcni (délnickou) kastu, a na konec
organizovanost a spoluprace jedinct ve prospéch celku. Eusocialni organizace umoziiuje dané
skupiné jedinct v ramci daného spolecCenstvi vykonavat specifické Cinnosti, jako jsou péce o
plod, ochrana pfed predatory nebo zaji§tovani potravy a celkové tedy efektivné zajistit
optimalni podminky pro zivot celé kolonie (Beshers a Fewell, 2001; Canciani et al., 2019).
Vysledné chovani celku pfitom neni ovladano zadnou kontrolni autoritou, ale vznika
ze spoluprace a komunikace vSech jedinci mezi sebou, jedna se o tzv. decentralizovanou
kontrolu na bazi negativnich zpé&tnych smycek (Seeley, 1995). Ackoliv nejproslulejsi eusocialni
druhy patii k zastupcim blanokiidlého hmyzu (vCely, mravenci) ¢i k termitim, eusocialni
organismy jsou znamy i u dalSich zivocisnych taxont, jako jsou na ptiklad hlodavci z Celedi

rypoSovitych (Jarvis, 1981).

Jednim z fenoménti eusocialnich hmyzu jsou az dramatické nariisty pozorované v délce
zivota prislusniki reproduk¢nich kast v porovnani s témi nereprodukénimi. U nékterych druha
termitd se kralové a kralovny mohou dozivat desitky let, a to v porovnani s jejich délniky ¢i
vojaky, ktefi ziji v fadech mésica ¢i nékolik malo let. Podobné nartsty jsou pozorovany u
kraloven nékterych druht mravencti (Keller, 1998). U v¢ely medonosné se kralovny mohou
dozivat az Sesti let, kdezto dé€lnice ziji v fadu nékolika tydnt (u letni generace délnic) ci
nékolika mésict (u zimni generace délnic). Obecné se tedy ukazuje, Ze u eusocialniho hmyzu
neplati jinde bézné pozorované pravidlo, ze ¢im vice potomku, tim kratsi zivot rodici — tedy
fenomén zvany ,cost of reproduction”. Nadto je u eusocidlniho hmyzu pozorovana urcita
plasticita v mife starnuti, a to vzdy s ohledem na potfeby dané kolonie. To celkové naznacuje,
ze si eusocialni hmyz vyvinul zcela mimotadny mechanismus, diky kterému se vyporadava se
starnutim a posouva mantinely naseho obecného chapani procesu starnuti a jeho regulace
(Keller a Jemielity, 2006; Blacher et al., 2017; Kennedy et al., 2021). S ohledem na toto je

eusocialni hmyz vyuzivan jako modelovy organismus pro studium starnuti.



1.2 Fyziologie véelstva

Vceli spoleCenstvi ¢ita behem jara a léta, tedy obdobi nejvétsi aktivity vcel, az 50 000
jednotlivca. Pocet zahrnuje jedinou kralovnu, dale fadove desitky tisic délnic a az tisic trubca.
Kralovna navic intenzivné klade nova vajicka, kazdy den zhruba 1000-2000 vajicek, z nichz se
lihnou novi jedinci. Samci zvani trubci vznikaji z neoplozeného vajicka a jejich vyhradni
povinnost spoc¢iva v oplodnéni kraloven, poté hynou, pfipadné jsou z ulu vyhnani a pfes zimu
se v ném nevyskytuji (Page a Peng, 2001; Doke et al., 2019). Vceli délnice zabezpecuji péci
o kralovnu a spravny chod celé vceli kolonie. Vznikaji z oplozenych vajicek, jsou to dcery
jedné matky ale riznych otcd, coz vyplyva ze zptsobu oplodnéni vceli kralovny. Oplozeni
krélovny se odehrava na tzv. snubnich letech probihajicich zhruba tyden po vylihnuti dané
kralovny. Kralovna ucini v pribéhu svého zivota jeden az dva snubni lety, pficemz je oplozena
pfiblizn€ deseti az dvanacti trubci z all z prilehlého okoli (Koeniger a Koeniger, 2007; Abou-
Shaara et al., 2021). Spermie si uklad4a do semenného vacku, kde jsou zachovany po cely jeji
zivot. Diky tomu je kralovna schopna kontrolovat uvolfiovani spermii z tohoto vacku a urcit,
zda naklade oplozena ¢i neoplozena vajicka (Ratnieks a Keller, 1998). Ve vysledku nékteré
rozdilné alely od rozdilnych otcl jsou pficinou urcitych rozdilnych vlastnosti délnic. Nékteré
vCely reaguji hbité na podnéty okoli, jiné jsou na podnéty méné citlivé, ¢imz je docileno
adekvatni miry odezvy vcelstva jako celku s ohledem na intenzitu daného stimulu bez potieby

fidici entity (Seeley, 1995).

Dorozumivani v ulu je zprostfedkovano pomoci feromont. Obecné lze feromon
definovat jako chemickou substanci slouzici ke komunikaci mezi jedinci téhoz druhu. Tyto
latky jsou Sifeny bud'to pfimym kontaktem mezi jednotlivymi vCelami, zptisobem zvanym
trofolaxe (pfi pfedavani potravy z st do ust), anebo vzduchem. Hlavnim smyslovym organem
pfijimajici vétSinu signalti v temnoté ulu je par tykadel na hlave, t€émi jsou vCely schopny
vnimat prave pachy, vibrace, teplotu ¢i vlhkost. A naproti tomu, az ve stadiu létavky, ktera se
vyskytuje vétSinu asu mimo temnotu ulu shan€jic potravu, se stava zrak nepostradatelnym

orientacnim organem (Seeley, 1995; Bortolotti et al., 2014).

Vyvijejict se vceli larvy (vceli plod) jsou krmeny a zahtivany mladymi v¢elami, tzv.
mladuskami, které se zdrzuji beéhem svych prvnich tii tydna Zivota vyhradné v ulu. Pecuji
primarné o plod a kralovnu. Ke kastovni diferenciaci neboli k vyvoji jednotlivych vcelich kast,
v prubéhu larvalniho vyvoje. Larvy délnic a trubct jsou krmeny omezenym mnozstvim matefi
kasSicky, a to pouze prvni ti1 dny vyvoje, pak jsou krmeny kasi ze smési pylu a medu. Naproti

tomu larva kralovny je krmena matefi kasickou po celou dobu svého vyvoje, posléze 1 po cely



svij dospély zivot a dorusta tak dvojnasobné velikosti oproti véelim délnicim. Matefi kaSicka,
stejné jako smes pylu a medu, je produkovana hypofaryngealnimi zlazami mladusek a poté
podavana larvam. Matefi kasSicka je sice nutricné bohatsi, ovS§em onen rozhodujici faktor neni
dan pritomnosti néjakého specialni komponenty v mateti kasicce, ktera by byla zodpovédna za
kastovni diferenciaci, ale spociva to predevsim v kvantit€¢ podavané potravy. Ta spousti u larvy
celou kaskadu déju, zalozenych predevsim na epigentickych zménach, které pravé proces
kastovni diferenciace iniciuji a voliviiuji na piiklad geny podilejici se na reprodukci ¢i
morfologickych rysech. Vyvoj délnice trva 21 dni, vyvoj trubce 24 dni a vyvoj kralovny
pouhych 16 dni (Page a Peng, 2001; Lyko et al., 2010; Slater et al., 2020; Wang et al., 2020).
Mladusky mohou navic mimo pfisunu potravy regulovat i teplotu v okoli plodu, ktera se
pohybuje v rozmezi 32-36 °C, ta mtize mit dopad na chovani dospélé veely. V¢ely odchované
pii vyssi teploté totiz dosahuji v dospé€losti nizsi télesné hmotnosti, rychleji prechazi do stadia
létavek a ziji krat§i dobu nez vcely odchované nizsich teplotach. To zaroven akcentuje vliv
ro¢niho obdobi na zivotnost vCely rozebrany nize (Becher et al., 2009; Szentgyorgyi et al.,

2018).

Starsi vCely, zvané 1étavky, zajistuji potravu a dalsi suroviny pro celé spolecenstvo, coz
je nektar, ze kterého zahusténim vznika med, ten je pro vCely a zejména pro létavky zdrojem
glycidia. Dale je zajistovan pyl, jenz je oproti 1étavkam preferovan jako potrava mladuskami.
Pyl je primarnim zdrojem bilkovin, bohaté zastoupenych mikrozivin, ¢astecné také lipida.
Konkrétni obsah nutrientd se lisi dle druhu rostlin. Dale se pak v tlu vyskytuji zasoby vody,
regulujici mikroklima v ulu, a propolis majici stavebni a desinfekéni funkci (Brodschneider a

Crailsheim, 2010; Wright et al., 2018).

Prechod délnice od cinnosti v ulu k venkovnim c¢innostem je klicovym milnikem
v zivoté vCely a je spojen se zménami nejen jejiho chovani, ale i morfologie, genové exprese,
hormonalni sekrece a podobné. Na priklad, dochazi k poklesu télesné hmotnosti spojeného
s degradaci predevsim tukovych zasob v tukovém télese a znacnému ubytku proteind
hemolymfy. Dalsi zmény zahrnuji narist obsahu vody v téle a glykogenu v Iétacich svalech
¢i az stonasobné zvySeni urovné metabolismu. VesSkerou energii pak Iétavka investuje
do namahavych letd za potravou na ukor syntézy novych proteint (Panzenbock a Crailsheim,
1997; Amdam a Ombholt, 2002; Roberts a Elekonich, 2005; Toth a Robinson, 2005; Seehuus et
al., 2013). Létavky jsou schopny ucinit 3-10 vyletd za potravou denné ve vzdalenosti nékolik
kilometri od ulu, s tim, ze hyne zhruba po 10 dnech od svého prechodu z mladusky (Abou-

Shaara, 2014). To je Castecné zapfic¢inéno intenzivni svalovou praci létacich svall, které
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generuji obrovské mnozstvi kyslikovych radikal poskozujici organismus, a které nejsou
eliminovany antioxida¢ni mechanismy (Margotta et al., 2018). Nicméné¢, regulace délky zivota
létavky je sofistikovana a do znacné miry ovlivnéna nastavenim dané kolonie, feromonalni
komunikaci a v prvé fadé hormonalnim fizenim (Huang a Robinson, 1996; Sullivan et al., 2000;

Amdam et al., 2004; Pankiw et al., 2004; Eyer et al., 2017).

Béhem zimnich mésict aktivita v tlu klesa. Sice se zna¢né prodluzuje délka zivota
vcelich délnic fadove z par tydnd na nékolik mésica, avsak celkovy pocet jedinct uvnitf tlu se
redukuje, a to zhruba az o 30 %. Ani plod, ani trubci se totiz v ulu nevyskytuji (Doke et al.,
2015). Hlavnim ukolem vcelich délnic v pribéhu zimy je udrzeni optimalni teploty v ulu
pomoci vibrovani jejich létacich svalti. Naproti tomu ukolem kralovny je vhodné nacasovat
kladeni nového plodu pro nadchazejici jaro, tak aby nedoslo k predCasnému vycerpani zasob
v ulu plodem jesté pred rozkvétem, ale zaroveni byla zachovana kontinuita vcelstva a byly
uspesné opylovany prvni jarni kvéty. Na toto nacasovani ma pravdépodobné vliv zejména
rostouci venkovni teplota s nastupujicim jarem, ¢astecné také vnitini hodiny kralovny. Ta jako
jedina v ulu, vzhledem k délce svého zivota, vykazuje cirkaanualni rytmus (Niirnberger et al.,
2018). Péce o tento plod pro novou sezonu je pak zajisténa zimnimi v¢elami, po jeho preméné

v dospélce vykonavaji zimni vCely funkci 1étavek a rocni kruh zivota v ulu se uzavira.

1.2.1 Faktory ovliviiujici rychlost starnuti vcel

Vyjma jiz vySe zminéné kastovni diferenciace, ovliviiuje rychlost starnuti de€lnic
socialni kontext dané kolonie. Ten spocivd v momentalnim stavu vcelstva a jeho potfebach,
jmenovité mnozstvi plodu, snisky a ptitomnosti kralovny. Za béznych podminek je jedinym
ukolem kralovny kladeni vajicek, zatimco vceli d€lnice musi plnit celou fadu jinych rozli¢nych
povinnosti. Délnice vykazuji vékovy polyetismus, jinymi slovy rozdéleni specifickych Cinnosti
na zakladé stafi doprovazené zménami na nejen behavioralni, ale 1 fyziologické urovni (Obr.
1). Béhem prvniho tydne svého zivota vcCeli délnice Cisti a zavickovavaji buriky plasti, béhem
dalsiho tydné krmi plod a staraji se o kralovnu, tfeti tyden zajistuji stavbu plastu ¢i skladovani
zasob a zhruba od ¢tvrtého tydne vylétavaji jako l1étavky ven z tlu pro potravu (Seeley, 1982;
Elekonich a Roberts, 2005; Johnson, 2010). Nicmén¢ toto schéma délby prace neni striktné
dané a uvedené vekové rozmezi pro dané Cinnosti je spiSe orientacni. Délnice totiz vykonavaji
prednostné Cinnosti, které jsou v danou chvili pro vcelstvo kritické, na pfiklad nedostatek zasob
pylu a medu v ulu iniciuje diivéjsi prechod mladych véel v 1étavky (Schulz et al., 1998). A tak
v zavislosti na aktualnich potfebach v¢elstva muize toto schéma, a tim i rychlost starnuti délnic,

nabrat rychlejsi ¢i pomalejsi spad nebo dokonce 1 zpétny chod (Huang a Robinson, 1996).
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Obr. 1: Vékovy polyetismus u véelich délnic, zjednoduseno dle Elekonich a Roberts, 2005.

Se socialnim kontextem kolonie souvisi feromonova signalizace uvniti Glu. Dvéma
hlavnimi zastupci majici vliv na rychlost starnuti dé€lnic jsou feromon matky a feromon plodu.
Feromon matky produkovany manidbularnimi Zlazami primarné inhibuje vyvoj vajecnika
u vcelich délnic, tudiz jejich reprodukcni schopnost (Hoover et al., 2003). Zaroveni ale brzdi
prechod mladusky v létavku pravdépodobné pro zajisténi dostateCné velké druziny mladusek
pecyjicich pravée o kralovnu (Keeling et al., 2003). Navic plati, Ze s jejim pfibyvajicim vékem,
ptipadné pfi nemoci, u kralovny klesa mira produkce tohoto feromonu. Klesne-li jeho mnozstvi
pod urcitou uroven, vychovaji délnice kralovnu novou, toto se obvykle déje jedenkrat za tfi
roky (Bortolotti et al., 2014). Mandibularni feromon krdlovny ma na starnuti délnic tlumici
efekt. V¢eli plod se spolu se vceli kralovnou vyskytuje v centru tlu, proto jsou pod ptisobenim
mandibularniho feromonu kralovny zejména mladé vcely zprostredkujici Cisténi a zavickovani
bunék s vajicky dohromady s oSetfovatelkami a kojickami. S dal§imi nové rodicimi se v€elami
jsou ale tyto vcCely postupné vytlaCovany smérem k periferiim ulu a dostavaji se z dosahu
pisobeni mandibularniho feromonu, coz ma za pfic¢inu pfeménu v létavku (Pankiw, 2004,
Alaux et al., 2010). Feromon vceliho plodu, jehoz slozeni se méni se stafim plodu, informuje
krmicky a létavky o aktualnich vyzivovacich potfebach plodu. Jak jiz bylo feceno,
mandibualarni feromon kralovny, tak feromon vceliho plodu ovliviiyji rychlost starnuti délnic.
Neni-li pfitomen v ulu zadny plod, coz simuluje podminky v zimé, kdy kralovna neklade nova
vajicka, dochazi ke zpomaleni starnuti délnic (Le Conte et al., 1994; Amdam et al., 2009).

Stejné je tomu pii relativné velkych koncentracich feromonu plodu, kdy je potifeba vice



oSetfovatelek a krmicek pro vyvijejici se plod. Naopak pfi relativné vysokych davkach
feromonu nastava urychleni starnuti délnic. Vysledny efekt feromonu plodu a mandibularniho

feromonu se odviji od méniciho se koncentra¢niho gradientu napfic ulem.

Do konceptu feromonalniho pasobeni na rychlost starnuti délnic zasahuje stiidani ro¢nich
obdobi (Fukuda a Sekiguchi, 1959; Koubova et al., 2021). V mirném podnebném pasmu lze
pozorovat béhem roku dvé odlisné generace vcelich délnic. Prvni z nich je kratkovéka letni
generace, lihnouci se na pfelomu pozdni zimy a brzkého jara, vykazujici vékovy polyetismus,
s prumérnou délkou zivota pouhé Ctyii az Sest tydnt. Druhou znich je zimni generace,
objevujici se s nastupujici zimni sezonou, obvykle na konci 1éta, jejiz délka zivota Cini Sest az
osm mésicu (Free a Spencer-Booth, 1959). Tato dlouhovéka generace ma zarucit preziti
vCelstva do dalSi sezony a pracovni Cinnosti jsou zde rovnomémé rozdélené mezi kazdou
délnici bez ohledu na jeji v€k. Drtiva vétSina vcel se béhem zimy podili za pomoci vibrace
létacich svalll na udrzeni konstantni teploty v ulu, ktera se pohybuje v rozmezi od 20 °C do 35
°C. Efektivita zachovani optimalni teploty je podpofena utvorenim pevného choméace, piicemz
plati, ze v¢ely uvnitf chomace vykonavaji nejintenzivnéjsi svalovou praci, smérem k povrchu
chomace intenzita zaroven spolu s teplotou klesa (Stabentheiner et al., 2003). Vcely se
s dlouhovékym fenotypem nerodi, jedna se spiSe o pozvolnou adaptaci na pfichazejici
nepfiznivé vnéjsi podminky a nepfitomnost nového plodu, ktery by tuto ptvodni generaci
nahradil. Jak se dny zkracuji, intenzita dopadajiciho svétla ubyva a teplota klesa, prirozené
zdroje potravy ubyvaji. Cetnost letd pro potravu je proto naleZité snizena az zcela omezena
pfi poklesu venkovni teploty zhruba na 10 °C. Rozhodujicim faktorem pro pieziti kolonie je
tedy dostateCné mnozstvi zadsob medu a pylu uvnitt Glu vytvorené béhem jarnich a letnich
mesict (Mattila a Otis, 2007; Abou-Shaara et al., 2017; Norrstrom et al., 2021). Podobné jako
u premény mladusek do stadia Iétavek je tento prechod doprovazen zménou nékolika znamych

markera rozebranych nize (Fluri et al., 1982; Doke et al., 2015; Hopkins et al., 2021).

1.3 Zmény doprovazejici prechod mezi fenotypy

V priabéhu celé sezony se ve veelstvu objevuji celkem 3 hlavni fenotypy délnic s odlisnym
fyziologickym nastavenim, t€émi jsou mladusky, 1étavky a dlouhovéké zimni vcely. Na prvni
pohled jsou mladusky odlisitelné od 1étavek diky svétlejsi kutikule. Navic prvni dny zivota
mladusky jest€ neuméji 1état a vyskytuji se pfevazné na ramcich s plodem ve stiedu ulu
v blizkosti kralovny. Oproti nim jsou létavky drobné&jsi, jejich kutikula je tmavsi a na nohach

mivaji Casto rousky s pylem. Jsou-li pfitomny zrovna v ulu, vyskytuji se spiSe na okrajovych



ramcich se zdsobami. V porovnani s obéma fenotypy jsou pak zimni vCely nejvétsi. Detailnéjsi
srovnani mladuSek k létavkach, z pohledu anatomicko-morfologického, molekularniho a

biochemického je rozebrano dale v textu.

1.3.1 Vitelogenin a juvenilni hormon

Starnuti vcel podléha kontrole vitelogeninu a juvenilniho hormonu (Huang et al., 1991;

Guidugli et al., 2005; Eyer et al., 2017).

Vitelogenin je glykolipoprotein ovliviyjici u vcel fadu parametrii. Ackoliv se jedna
o prekurzor zloutkového proteinu podilejiciho se obecné na oogenezi zivocichu (a ve stejném
smyslu funguje 1 u vCeli kralovny), je u v€el produkovan i sterilnimi v¢elimi délnicemi jejich
tukovym télesem. Vitelogenin u délnic ovliviiuje pfeménu mladusek v Iétavky, nebo také
odolnost vici oxidativnimu stresu a imunitu (Seehuus et al., 2006). Funguje totiz rovnéz jako
prenaseC iontu zinku a jeho hladina pozitivné koreluje s poctem hemocytt, tedy buiikami
imunitniho systému hmyzu (Amdam et al., 2004, Aurori et al., 2014). Je také schopen
rozpoznavat antigenni struktury patogenu (PAMPs) a vazat se na né (Li et al., 2009). Celkové
tedy prispiva klepS§i imunitni odezvé na patogen. Navic rozeznava poSkozené hostitelské
bunky, vaze se na né€ a chrani je pted kyslikovymi radikaly (Havukainen et al., 2013). U vcelich
kraloven dosahuje vitelogenin vysokych hladin po cely jeji zivot. Vysoké hladiny jsou taktéz
u mladusek a 1 zimnich vcel s vrcholem béhem prosince a ledna. U létavek je jeho hladina
nedetekovatelnd uz 4 dny po prechodu ze stadia mladusky. V souladu s témito pozorovanimi
byva vitelogenin rovnéz nazyvan protein mladosti (Amdam a Ombholt, 2002; Amdam et al.,
2004; Seehuus et al., 2006; Harwood et al., 2017). Vitelogenin je rovnéz pritomen ve vCelim
jedu, kde dosahuje svého maxima béhem fijna. To naznacuje, ze vitelogenin u vcelich délnic
nesouvisi jen s regulaci polyetismu, ale patrné plni mnohem vice rozlicnych funkci (Nelson et

al., 2007; Park et al., 2018; Kodrik et al., 2022).

Opacny trend vykazuje juvenilni hormon, jehoz pliisobeni na vceli délnice je prevazné
gerontogenni. Na rozdil od vitelogeninu totiz potlatuje imunitni reakce ¢i odolnost proti
oxidativnimu stresu, ovliviiuje rychlost pfechodu mladusky v létavku a podili se na determinaci
kasty béhem larvalniho vyvoje (Sullivan et al., 2000). Na druhou stranu vysoka hladina
juvenilniho hormonu v larvalnim stadiu je klicovym predurujicim faktorem pro vyvoj
v kralovskou kastu (Rachinsky et al., 1990). Hormon je syntetizovan parovymi zlazami corpora
allata v mozku a jeho primarni lohou obecné u hmyzu je fizeni premény larvy v dospélce.

Avsak na rozdil od ostatnich zastupcti hmyzu jeho hladina roste s pfibyvajicim vékem vcely,



nejvyssich hladin tak dosahuje u 1étavek. Vzhledem k tomu, ze ma juvenilni hormon pozitivni
vliv na kognitivni schopnosti jedince, je tento narast u létavek pohybujicich se ve venkovnim
neznamém prostiedi logicky. Stejné tak jsou jeho hladiny vyssi u nové vylihlych kraloven, které
museji podstoupit snubni lety, poté je u nich ale celozivotné hladina juvenilniho hormonu nizka
(Corona et al., 2007; Hartfelder a Emlen, 2012; Bomtorin et al., 2014). Zimni dlouhovéka
generace délnic vykazuje hladinu tohoto hormonu nizkou, ktera je pod inhibi¢nim ptisobenim
vysokych hladin vitelogeninu. Vyjimkou je obdobi na konci zimy, kdy se objevuje v tilu novy
plod, v tu dobu koncentrace juvenilniho hormonu u zimnich vcel stoupa a dosahuje obdobnych

hladin jako u 1étavek (Fluri et al., 1982).

Tyto dvé latky jsou soucasti negativni zpétné smycky, kdy pfitomnost jednoho potlacuje

syntézu toho druhého (Pinto et al., 2000).

1.3.2 Tukové téleso

Prikladem rozdilu na anatomicko-morfologické urovni v¢elich délnic je tukové téleso.
Tukové téleso je bélava tenka vrstva bunék umisténd v abdomenu pod kutikulou, misty
prostoupena pojivovou tkani a vétvemi trachey, a ktera je pfimo omyvana hemolymfou. Obecné
tukové téleso sestava z ne€kolika typt bun€k, avS§ak dominantni zastoupeni maji trofocyty a

oenocyty (Hilde et al., 1985).

Trofocyty jsou mezodermalniho pivodu, nepravidelného tvaru s nepravidelnym jadrem
obklopenym prstencem organel. Hojné zastoupené je hrubé endoplazmatické retikulum primo
nasedajici na jadro, dale se zde nachazi Golgiho aparat, zakulacené ¢i az protahlé mitochondrie,
lysosomy, peroxisomy a cetna multivesikularni téliska. Primarné bunka slouzi jako sklad tuka,
sacharidi a proteini vstiebanych z hemolymfy. Zastoupeni skladovanych zivin v tukovém
télese veely se lisi dle kasty, socialniho statusu vcely a sezony (Paes-de-Oliveira et al., 2008;
Roma et al., 2010; Koubova et al., 2021). Tuky jsou skladovany ve vétSich vakuolach nebo
drobnych kapénkach, nejcastéji ve formé triglyceridi. Proteiny se jevi jako drobna tmava
granula riznych tvart. Sacharidy ve formé depozit zasobniho glykogenu jsou pak volné
v cytoplazmé, z néj jsou v piipad€ potieby odstépovany molekuly glukozy, které jsou zde
transformovany na trehalozu. Tento disacharid je pak uvoliiovan do hemolymfy jako hlavni

zdroj energie (Blatt a Roces, 2001; Skowronek et al., 2021).

Druhym typem bunék je o néco mensi, pravidelné kulaty oenocyt s centralné umisténym
jadrem ektodermalniho pivodu. Jeho napadnym rysem, pokud jde o ultrastrukturu, je dobfte

vyvinuté hladké endoplazmatické retikulum, coz naznacuje jeho vyznamny podil na zpracovani
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lipida a lipoproteinti. Dale se podili na produkci veliho vosku a antimikrobialnich peptidd,
nebo také na detoxikacnich procesech. Mimo tady dalSich podstatnych funkci je tukové téleso
i hlavnim mistem syntézy hormont a jinych dilezitych ptsobkt a zejména pak vitelogeninu,
ktery je odsud uvolfiovan do hemolymfy (Paes-de-Oliveira et al., 2008; Arrese a Soulages,

2010; Ilyasov et al., 2012; Azeez et al., 2014).

Rozmisténi bunek tukového télesa v ramci abdomenu neni nahodné. Plati, ze u kralovny
na sebe buiiky té€sn¢ nasedaji, naproti tomu u délnic l1ze pozorovat Cetné mezibunécné prostory.
To se jevi jako dusledek prizpiisobeni se k intenzivni latkové vymeéné mezi hemolymfou a
tukovym télesem vlivem zrychleného metabolismu u kratkovekych délnic oproti dlouhovéké
kralovné. Co se tycCe jejich poctu, zatimco u vcelich délnic jsou v dospélosti oba typy bunék
tukového télesa celkové zastoupené zhruba ve stejném poméru. U vceli kralovny je situace
odli$na, oenocyty jsou zastoupené hojnéji (Roma et al., 2010). Jeji trofocyty zaroven dosahuji
vubec nejvétsich velikosti z celé fise hmyzu a v nich ulozené zasoby zivin nabyvaji v porovnani
s délnicemi nejvysSich koncentraci, navic jsou mistem syntézy vitelogeninu podporujici jeji
plodnost. V ramci abdomenu se nejvétsi trofocyty vyskytuji zejména v blizkosti ostie, jakozto
centra cirkula¢niho systému umoziiujici rychlou distribuci z nich uvolnénych latek do celého

téla (Strachecka et al., 2021).

Pfimy kontakt tukového télesa s hemolymfou tak zaruCuje piimy vliv latek v ni
obsazenych. Co se tyCe socialniho statusu vceli délnice a jejich porovnani, zfejmée nejveétsi
dopad na tukové téleso ma juvenilni hormon. Nejvétsiho objemu dosahuji buiiky tukového
télesa ve fazi mladusky, zhruba druhy az tfeti tyden po vylihnuti. Poté jejich objem klesa, coz
se spojeno s piechodem do stadia létavky, nartstem titru juvenilniho hormonu a vysokou
potfebou energie pro let ulozenou pravé v buiikach tukového télesa (Paes-de-Oliveira et al.,

2008).

V tukovém télese byly pozorovany také sezonni odlisSnosti, kdy s nastupujicim zimnim
obdobim dochazi k narGstu celkové hmotnosti tukového télesa. To souvisi s hypertrofii
tukovych bunék zpisobenou vétsim mnozstvim nekterych skladovanych zivin v tukovém télese
béhem zimnich mésich, konkrétn€ cukri a proteini. Soucasné také vlivem endoreduplikace
jejich genomové DNA, narusta ploidie bun€k, ktera je doprovazena vyssi aktivitou telomerazy
v porovnani s letnimi v€elami. Polyploidie pravdépodobné znaci snahu o maximalni efektivitu
metabolickych pochodl v tukovém télese, ktera je béhem zimnich mésicti zasadni (Koubova et

al., 2021).



Jelikoz se tedy jedna o ustfedi vétSiny metabolickych d€ja majici vliv na fungovani
celého organismu, je role tukového télesa zdsadni pro preziti organismu za nepiiznivych
podminek a rovnéz poskytuje velkou vypovédni hodnotu o stavu celého organismu (Haunerland

a Shirk, 1995; Azeez et al., 2014).

1.3.3 Hypofaryngealni zlazy

Dal§im znamym piikladem zmén mezi fenotypy jsou hypofaryngealni zlazy. Ty
vyuzivaji mladusky k zajisténi potravy pro vceli plod. Jednd se o parovy organ umistény
po stranach hlavy, ktery umoznuje mladuskam natravit pyl diky pfitomnym enzymam a poté
vzniklou kasickou krmit vceli larvicky a kralovnu (Snodgrass a Morse, 1956). Létavky maji za
béznych podminek tento organ zakrnély, jelikoz nejsou vystaveny pusobeni feromonu plodu.
Pod jeho piisobenim dochazi totiz ke stimulaci hypofarygealnich zlaz a konzumaci vétsiho
mnozstvi pylu jakozto zdroje bohatého na proteiny, coz ma za pfi€¢inu nejen lepsi nutricni status
mladusky oproti l1étavce, ale i dostatek stavebnich kament pro syntézu vitelogeninu (Le Conte
et al., 1995; Doke et al., 2015). U zimnich vcel jsou hypofaryngealni zlazy zprvu zachovany,
ovSem pravdépodobné z jiného divodu nez u mladusek, uplatiuji se u nich totiz prevazné jako
sklad proteind. Nicméné po nakrmeni noveé nakladeného plodu pro nastavajici sezonu, zhruba
od unora dale, tyto zlazy degeneruji a jejich hmotnost je srovnatelna s tou u létavek (Fluri et

al., 1982).

1.3.4 Telomeraza

Mezi zastupce zmeén na molekularné biologické trovni mezi jednotlivymi vcéelimi
kastami patii také rozdilnd aktivita telomerazy. Aktivita telomerazy a tim délka telomer je
obecné limitujicim faktorem pro zivotnost buiky, protoze pifi zkraceni telomerické délky
na urcity limit se burika prestava délit, pfipadné podstupuje apoptdézu. Aktivita telomerazy je
tak tésn¢ spjata s regeneracnim potencidlem organismu (Hayflick, 1965; Bernadotte et al.,

2016).

U vcel byla vysoka aktivita telomerazy zjiS§téna praveé u kralovny, coz by mohlo byt
v souladu prave s jeji dlouhovékosti. U délnic byla zvySena aktivita telomerazy pozorovana
pouze v burikach tukového télesa zimnich délnic, kde vSak vyssi aktivita telomerazy

pravdépodobné koreluje s vyssi urovni endoreplikace (Koubova et al., 2021).

1.3.5 Signalni drahy souvisejici s dlouhovékosti

Predpoklada se, ze vyznamnou roli v rychlosti starnuti vcel maji také nékteré bunécné
signalni drahy souvisejici s hladinou zivin. Jedn4 se pfedev§im o insulinovou drahu, zkracené
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IIS (insulin/ insulin-like signalling). Tato draha je evolu¢né velmi zakonzervovana, jeji aktivita
se odviji primarn€ od nutri¢niho stavu organismu a reguluje rychlost jeho rustu a velikost nebo
také plodnost. Role ve starnuti je navic zdaraznéna diky jeji uzké souvislosti s hladinami
juvenilniho hormonu, potazmo i vitelogeninu, coz je shrnuto na Obr. 2 (Corona et al., 2007,

Partridge et al., 2011).

Vysokeé hladiny Zivin Nizké hladiny Zivin
_| Insulin/insulin-like peptidy 1 Insulin/insulin-like peptidy T -
Insulinoveé receptory 1 Insulinové receptoryT

Signalni kaskady

|

|

|
v

H

JH 1 Corpora allata J I
VgT Tukové téleso Vg 1
Zpomaleni procesu starnuti Zrychleni procesu starnuti

Obr. 2: Schéma efektu IIS na starnuti véely zahmujici vitelogenin a juvenilni hormon, pfevzato a
zjednoduseno z publikace Corona et al., 2007. Dobry nutri¢ni status (draha vlevo) vykazuji vceli
kralovny, mladusky a zimni v¢ely, coZ ma za nasledek zpomaleni starnuti v rizné mite prostiednictvim
snizené aktivity drahy IIS, nizké hladiny JH (juvenilniho hormonu) a vysoké hladiny Vg (vitelogeninu)
zpétnovazebn¢ inhibujici IIS. Naproti tomu létavky vykazuji nizké celkové hladiny Zivin a jejich nutri¢ni
status je v porovnani s prvni zminénou skupinou horsi. Aktivni IIS stimuluje prostfednictvim dalSich
ucastnicich se signalnich kaskad (podrobnéji dale) sekreci JH. Vysoké hladiny JH inhibuji syntézu Vg,

coz ma za nasledek jeho nizké hladiny zpétnovazebné stimulujici IIS.

Navaze-li se insulin (INS) na insulinovy receptor (INSR), spousti se signalni kaskada
uvniti buriky zahrnujici aktivaci fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) pomoci substratd INSR
(IRS1-4 a Ras). PI3K fosforyluje a tedy aktivuje proteinovou kinazu B (Akt), ktera je poté
schopna fosforylovat Cili naopak deaktivovat rodinu transkripcnich faktort FOXO (forkhead
box). Pokud jde o dlouhovéekost, aktivita FOXO je zadouci, tyto proteiny totiz reguluji
transkripci genti souvisejicich s antioxidacnimi mechanismy (enzym superoxid dismutaza,
SOD; katalaza, CAT), opravou poskozené DNA nebo tfeba autofagii (ATGS). Autofagie je
katabolicky proces, pfi némz jsou za tcasti lysosomua degradovany intracelularni komponenty
pro ucel zachovani rovnovahy vnitiniho prostfedi burky. Jedna se vétSinu o komponenty

poskozené nebo jiz nepotiebné. Dale fosforylovana Akt muze rovnéz nepiimo aktivovat
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serin/threoninovou kinazu TOR (target of rapamycin), ktera se spolu s IIS ve vysledku podili
zejména na mife produkce juvenilniho hormonu, pak také na regulaci autofagie Ci syntézy
novych proteint prostiednictvim S6 kinazy (S6k). Avsak zatimco aktivita IIS odrazi predevs§im
mnozstvi glukézy v organismu, aktivita TOR dréahy je pfimo umérna na mnozstvi aminokyselin
v organismu. Plati, ze nadmérna stimulace IIS a TOR drahy v dospélosti je pficinou rychlejsiho
procesu starnuti. 5" AMP-aktivovana proteinova kindza (AMPK) je naopak schopna inhibovat
aktivitu TOR, a to v pfipad¢ poklesu hladiny adenosintrifosfatu (ATP) pod urcitou mez (resp.
narastu adenosinmonofosfatu, AMP), ¢imz se podili na zpomaleni procesu starnuti (Apfeld et
al., 2004; Reznick et al., 2007; Salminen a Kaarniranta, 2012; Hansen et al., 2018; Korb et al.,
2021). Stejné tak se na tomto procesu podili rodina histonovych deacetylaz zvana sirtuiny
(silent information regulator, SIRT), kterd zajistuje stabilitu genomu a jejiz aktivita se odviji
od hladin NAD+ (Rascon et al., 2012). VyS§si hladiny AMP a NAD+nasledované nejspise i vyssi
aktivitou AMPK a sirtuini u zimnich vcel v porovnani s letnimi by pravdépodobné mohly
castecné vysvétlovat jejich dlouhoveéky fenotyp (Lee et al., 2022). Cela kaskada a jeji zminéné

komponenty jsou schématicky znazornény na Obr. 3 nize.

Ligand Receptor Receptor Second Protein Histore,  Transcription Stress mesistance
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Obr. 3: Signalni drahy souvisejici s dlouhovékosti zahrnujici IIS, PI3K-Akt, AMPK a TOR. Snizena
aktivita ISS, PI3K-Akt a TOR ma za nasledek aktivaci transkripénich faktora rodiny FOXO, které se
podileji na expresi genu zahmutych v ochran¢ proti oxida¢nimu stresu, odpovédi na poskozeni DNA,
autofagii a jiné. Naopak zvySena aktivita AMPK inhibuje mTOR. Prfevzato a upraveno dle KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

Vyznamnost téchto drah potvrzuje fakt, ze je kasta determinovana béhem larvalniho
vyvoje vCely na zakladé mnozstvi podavané vyzivy. Piikladem jsou zvySené exprese nekterych
proteind, které jsou soucasti IIS u larev dobfe zivené kralovny oproti larvam délnic (Wheeler
et al., 2006). V dospélosti na druhou stranu vykazuji star§$i kralovny niz§i expresi téchto
proteinii oproti létavkam. Mimo kastovni diferenciace se obé zminéné drahy dale podili

na fenotypu vcelich délnic. Vyssi exprese genu IIS je pozorovana u létavek v porovnani
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s bohaté zivenymi mladuskami. Soucasné umeélé podani insulinu zpasobi dfivéjsi prechod
mladusky v Iétavku. Naopak inhibice drahy TOR ma za efekt pozd¢jsi prechod (Ament et al.,
2008; Mott a Breed, 2012). Relativné vyssi naméfené hladiny zasob zivin v tukovém télese
u zimnich délnic v porovnani s letnimi jsou predpokladem pro nizsi aktivitu IIS pravé u

dlouhovékych zimnich véel po vzoru mladusek (Koubova et al., 2021).
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2 Cil prace
Cilem prace bylo sledovat zmény tukového télesa v prabéhu roku, a to pomoci n€kolika

vybranych parametri, jako jsou cytologické a nutri¢ni zmény a zmény na urovni transkripce.
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3 Metody

3.1 Sbér vzorku

Odbeér vzorkt byl zapocat v bfeznu roku 2021 a finalni odbér byl proveden v tinoru 2022
z 418 Entomologického ustavu Biologického centra v Ceskych Bud&jovicich (48°58'31.924"N,
14°26'44.671"E; 390 m). Na zacatku kazdého meésice bylo nahodné odebrano vzdy z té¢hoz ulu
pfiblizné 40 vcelich délnic a v obdobi od dubna do zafi i zhruba 40 mladusek. Béhem meésicti
listopadu, prosince a ledna bylo navic zohlednéno misto odbéru vcel, a sice vCely z periferii ulu
a vCely z jadra zimniho chomace, a to pouze pro stanoveni hmotnosti tukovych téles a hladiny
z7ivin. Cast z odebranych v&el pak byla vzdy ihned zpracovana na histologické preparaty
za souc¢asného odbéru hemolymfy a druhd cast byla zamrazena a zpracovana pozdéji

dle nasledujici ptislusné metody.

3.2 Preparaty tukového télesa vcel pro svételnou a fluorescenéni mikroskopii

Na kazdy preparat tukového télesa bylo vypitvano v Ringerové roztoku (viz Pfiloha)
tukové téleso z 3-4 uspanych jedinct. Ziskana tkan byla ihned uloZena do fixa¢niho roztoku
10 % formalinu a za stalého tfepani fixovana v barvici misce pfes noc pii pokojové teplote.
Nasledujici kroky se lisi dle pouzitého typu barveni, nicméné zavéreCny krok montovani tkané
na podlozni skli¢ko byl opét shodny. Na montovaci médium bylo pouzito 1x PBS (viz Ptiloha)
a glycerol (Sigma) v poméru 4:6. Tkan byla rozvrstvena za pomoci pinzety a tenké wolframové
jehly a prekryta krycim sklickem, které bylo pfipevnéno lakem. Hotovy preparat byl pozorovan
pod svételnym mikroskopem (Motic BA 310 LED Digital) se zabudovanou kamerou a
v pripadé preparati barvenych akridinovou oranzi byl vyuzivan fluorescenc¢ni mikroskop (Zeiss
Axioplan 2 microscope), na kterém byly snimky potizeny CCD kamerou (F-view, Soft Imaging
System GmbH, Miinster, Germany) v Cerno-bilém rozliseni a néasledné obarveny a spojeny
v programu Adobe Photoshop CS4. Pfi pozorovani preparati tukového télesa pod mikroskopy
byly rovnéz zaznamenavany rozmeéry bunék a jejich jader, naméfené hodnoty byly poté

statisticky vyhodnoceny (viz dale).

3.2.1 OilRed O

K obarveni triglycerida a neutralnich lipida bylo vyuzito barviva Oil Red O (Ramirez-
Zacarias et al., 1992). Po fixaci byl roztok formalinu odsan a nahrazen 60 % roztokem
isopropanolu, ve kterém byla tukova tkan ponechana po dobu 5 minut. Déle byl tento roztok
opé€t odsan a nahrazen Cerstvé prefiltrovanym pracovnim roztokem barviva Oil Red O, ktery

byl namichan v poméru 3 dily zasobniho roztoku Oil Red O ku 2 dilim destilované vody.
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Zasobni roztok sestava z 0,5 g Sudan I'V (Roth) v 50 ml 100 % isopropanolu. Tkan se za stalého
ttepani barvila 20 minut. Po uplynuti ¢asového limitu bylo barvivo odsato a tkarn 3x promyta
destilovanou vodou, poté byl do barvici misky nanesen Hematoxylin (Roth) pro obarveni jader,
ktery ptisobil po dobu 5 minut a nasledovné byla tkan znovu 3x promyta destilovanou vodou
od prebytecného barviva. Finalnim krokem bylo pulminutové promyti tukového télesa
v roztoku kyselého ethanolu (1 ml 35 % HCI/ 100 ml 70 % EtOH), ten byl pak zcela odsan a
nahrazen destilovanou vodou, odkud byla nakonec tkan prenesena na podlozni sklicko

s montovacim médiem.

3.2.2 Sudan Black B

Pro vizualizaci nejen neutralnich, ale i polarnich lipidu a také lipofuscinu, jakozto
pigmentu hromadiciho se v senescentnich buiikdch, bylo vyuzito barviva Sudan Black B,
zkracené¢ SBB (Evangelou a Gorgoulis, 2017). Po fixaci byla tkan nejprve proplachnuta
destilovanou vodou, nasledné k ni byl nanesen prefiltrovany roztok SBB (0,7 g SBB/ 100 ml
70 % ethanolu; Penta chemicals) a hned vzapéti odstranén. Tkan byla znovu proplachnuta
destilovanou vodou a poté byla odbarvovana od piebytecného barviva za stalého michani
v roztoku 50 % ethanolu po dobu 40 minut. Nasledujicim krokem bylo naneseni Nuclear Fast
Red (Roth) pro obarveni jader s pulhodinovym pusobenim a zavérem byla tkan naposledy

proplachnuta destilovanou vodou a montovana na sklicko.

3.2.3 Akridinova oranz

Dalsim pouzitym barvivem byla akridinova oranz (AO). Tohoto fluorescen¢niho barviva
lze vyuzit mimo jiné k detekci lysosoma. Vlivem jejich nizkého pH vytvareného Cinnosti
protonové pumpy dochazi k nadmémé akumulaci AO uvnitf téchto organel. Dusledkem
vysokych koncentraci je pak tvorba dimerti molekul AO a ty, na rozdil od monomera emitujici
zelené svétlo, emituji oranzové ¢i Cervené zareni (Zelenin, 1999). Nejprve byla fixovana tkan
dostatecné proplachnuta destilovanou vodou od zbytka fixaze a poté k ni byl nanesen Cerstvy
pracovni roztok akridinové oranzi, ktery obsahoval zasobni roztok akridinové oranzi
s koncentrovanou kyselinou octovou a destilovanou vodou v poméru 1:0,5:50. Zasobni roztok
se sklada z 50 mg akridinové oranzi (Roth) rozpusténé v 10 ml destilované vody, ten lze
uchovavat v mrazaku. Barveni roztokem akridinové oranzi trvalo 2 minuty, pak byl odsan a
tkan byla promyta destilovanou vodou a montovana na sklicko. Pfi pozorovani preparatu

pod fluorescencnim mikroskopem bylo nejprve vyuzito excitace svétlem o vinové délce
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502 nm a nasledné emise pii 525 nm (zelend emise), poté excitace svétlem o vinové délce 460

nm a emise pii 650 nm (Cervend emise).

3.3 Preparaty tukového télesa vcel pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)
Pro podrobnéj§i pohled na ultrastrukturu bunék tukového t€lesa byly pfipraveny
preparaty pro TEM. Nejprve byla v Ringerové roztoku vypitvana tukova télesa vzdy z 2 az
3 uspanych vcel (Cervnové mladusky a létavky, lednové zimni vCely). Ziskana tkan byla ihned
ulozena do fixacniho roztoku 2,5 % glutaraldehydu v 0,2 M PBS (viz Ptiloha) a fixovana
minimalné 48 hodin pii 4 °C. Pro snaz§i nasledovnou manipulaci byly tkadné po fixaci zality
2 % agaru. Po zatuhnuti byl ke tkanim pfidan vypiraci roztok (0,1 M fostatovy pufr s 4 %
glukozou, pH 7,4), tak aby byly zcela ponofené a po dobu 3 x 15 minut byly tfepany
na tfepacce. Na konci byl vypiraci roztok odsdn a nahrazen postfixanim 4 % roztokem
0Os04 v 0,1 M fosfatovém pufru, tkan v ném byla ponechana 2 hodiny. Nasledovalo op&tovné
trojnasobné promyti tkané ve vypiracim roztoku vzdy po dobu 15 minut. Pak byly vzorky
odvodnény vzestupnou acetonovou fadou (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % a 100 %

aceton), pti¢emz v kazdém roztoku byly tfepany také 15 minut.

Poté piislo na fadu postupné prosycovani vzorka epoxidovou pryskyfici (EPON, tvrdost
medium, viz Pfiloha). Nejprve byl vzorek na 1 hodinu umistén do smési pryskyfice a acetonu
v poméru 2:1, pak v poméru 1:1, 2:1 a na konec do cisté pryskyfice na celych 24 hodin, navic
projeji lepsi pronikani do tkani byl zavérecny krok provadén v exsikatoru. Nasledujici den byly
tkan€ umisténé do silikonovych formicek, zality Cistou epoxidovou pryskyfici a vlozeny na

48 hodin do termostatu pro zatuhnuti.

Po zatuhnuti byly blocky vyjmuty ze silikonové formy a pfipraveny trimovanim
(pro zmensSeni plochy fezu) ostrou ziletkou ke krajeni. Potfebné ultratenké fezy byly zhotoveny
na ultramikrotomu (Leica EM UC6) s diamantovymi nozi (Diatome Ltd., Nidau, Svycarsko).
Rezy byly za pomoci fasy umisténé na médéné podlozni sitky (promér 3,05 mm; Electron

Microscopy Sciences) a druhy den kontrastovany.

Pro kontrastovani bylo nejprve vyuzito uranyl acetatu (0,3 M v 50 % metanolu, viz
Priloha), ktery byl v jednotlivych kapkdch nanesen stfikackou na parafilm umistény
v uzaviratelné neprithledné krabicce a do téchto kapek byly pak pinzetou nakladeny fezy
na sitkach tkani dold. Pomoci buniCiny namocené v ethanolu byla vytvorena v krabicce
ethanolova atmosféra a fezy v ni byly ponechané ve tmé po dobu 30 minut. Po uplynuti

intervalu byly sitky za uziti pinzety razantn€ proplachnuty v Petriho miskéach s 30 % ethanolem
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a usuSeny na filtranim papife. Nasledn€ byly do sklenénych Petriho misek s parafilmem
naneseny kapky 1 mM lead citratu (viz Priloha) o objemu 20 ul, do kterych byly nakladeny
sitky s fezy opét tkani dolt. Navic byla v misce vytvofena atmosféra se snizenym obsahem
COs s vyuzitim né€kolika granuli NaOH zalitych trochou vody. Tkané byly ponechané piisobeni
lead citratu ve tmavém prostedi po dobu 20 minut. Po uplynuti intervalu byly sitky za uziti

pinzety proplachnuty v destilované vodé¢ a volné€ ususeny na filtraCnim papite.

Pred samotnym pozorovanim na elektronovém mikroskopu byly preparaty pokryty
tenkou vrstvou uhliku pro jejich lepSi odolnost proti pusobeni elektronti s vyuzitim
napafovaciho pfistroje JEOL JEE 4C. Nakonec byly ziskané takto zpracované preparaty
pozorovany pod transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL JEM-1010 (JEOL, Tokio,
Japonsko) a snimky byly potfizeny pomoci CCD kamery Sis MegaView III (EMSIS, Miinster,

Neémecko).

3.4 Méreni mnozstvi a koncentrace zivin v tukovém télesu vcel

Vychozi kroky pro méfeni cukri, bilkovin, lipidi i glykogenu byly vzdy totozné. Pro
stanoveni jak absolutniho (pg zivin), tak relativniho mnozstvi zivin (ug zivin vztazeny na mg
tukového télesa) u zimnich vcel byly pouzity vzorky odebrané v prosinci a lednu (rozliSené na
core a periphery), u mladusek a 1étavek to byly vzorky z Cervna a Cervence. Vypitvana tukova
tkan z kazdého jedince byla nejprve zvazena na analytickych vahach (M124Ai, BEL
Engineering). Ziskané udaje o hmotnosti byly poté rovnéz porovnavany. Tukova télesa byla
nasledovné rozsonikovana jehlovym sonikatorem (150 V/T ultrasonic homogenizer, BioLogics
Inc.) ve 200 ul 70 % ethanolu a centrifugovana (Centrifuge 5424 R, Eppendorf) pii 10 000 g
na 5 minut pfi 4 °C. Supernatant byl pifenesen do Cisté zkumavky a vysuSen ve
vakuovém koncentratoru (Concentrator 5301, Eppendorf) po dobu 2 hodin pii 45 °C, nakonec
byl uschovan v mrazaku pii -20 °C a stejn¢ tak pelet. Kone¢né spektrofotometrické stanoveni
bylo provedeno na ELISA readeru (ELISA reader, Spectra Max 340 PC, Molecular Devices,
USA).

3.4.1 Méreni volnych cukri

Pro stanoveni cukrii redukujicich i neredukujicich byl vyuzit vychozi protokol dle Carol
et al., 1956. Volné cukry se po zahfati s pouzitou kyselinou sirovou hydrolyzuji a hned poté
dochazi k dehydrataci za vzniku furfuralu, ten reaguje s anthronem za vzniku barevné
sloucCeniny (Carol et al., 1956; Laurentin a Edwards, 2003). Odparek z vysuSeného supernatantu

byl nejprve rozpustén v 320 ul destilované vody, pro stanoveni cukrii bylo nasledovné vyuzito
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pouze 40 ul vzorku, zbyvajici objem byl znovu zamrazen a uchovan pro ptipadné opakovani
metody. Ke kazdému vzorku bylo posléze pfidano 230 ul Cerstvé pripraveného anthronového
reagens (150 mg anthronu/100 ml 72 % kyseliny sirové), stejné tak k blanku, ktery misto vzorku
obsahoval 40 pl Cisté destilované vody, a ke vzorkim standardu, které ve 40 pl obsahovaly
razné mnozstvi glukézy (Tab. I). Veskeré vzorky byly dikladné promichany a inkubovany
8 minut pii 100 °C. Finalnim krokem bylo pfeneseni 200 ul takto zpracovaného vzorku
do jamek mikrotitraéni desticky (Gama) a vysledek méfen spolu se standardem na ELISA

readeru pii 620 nm.

Tab. I. Pouzity standard glukoézy pro stanoveni cukru.

Poradi vzorku | Obsah glukézy (ug) ve 40 pl
1. 14,40
2. 7,20
3. 3,60
4, 1,80
5. 0,90
6. 0,45

3.4.2 Meéreni glykogenu

Vychozim protokolem byl postup uvedeny v publikaci Ohtsu et al., 1992. Princip
metody tkvi v plisobeni horkého louhu na testovanou tkan a nasledném ptisobeni ethanolu, pfi
kterém dochézi k vysrazeni glykogenu. Poté je vysrazeny glykogen hydrolyzovan roztokem
Na»SO4 a stanoven jako redukujici cukr za pomoci anthronového ¢inidla (Seifter et al., 1950;
Ohtsu et al., 1992). Ze supernatantu ziskaném pii stanovovani bilkovin popsaném vyse bylo
odebrano 20 ul vzorku, v ptipadé blanku opét 20 ul destilované vody, a k nému pridano 130 pl
30 % hydroxidem draselnym, vysledny roztok zvortexovan a 15 minut inkubovan pii 100 °C.
Nasledovala centrifugace 15 minut na 14 000 g pii 4 °C, 50 ul supernatantu bylo pfeneseno do
Cisté zkumavky a smichano s 25 pl siranu sodného za dikladného promichani. Poté bylo
ptidano 150 pl 95 % ethanolu, znovu dobfe promichano a vzorek byl ponechan na ledu po dobu
30 minut za ob¢asného promichani. Dal§im krokem byla centrifugace pii 4 000 g a 4 °C po
dobu 20 minut, supernatant posléze odstranén, sediment rozmichan ve 100 pl 70 % ethanolu a
nasledovala znovu centrifugace za stejnych podminek, poté byl supernatant odstranén jiz zcela.

Sediment byl rozpustén v 80 ul destilované vody a pro finalni stanoveni glykogenu bylo
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z tohoto objemu odebrano 40 pl, stejn€ tak ze vzorkt standardu (Tab. I), a k nému pfidano
230 pl Cerstvé pripraveného anthronového reagens (150 mg anthronu/100 ml 72 % kyseliny
sirové) a promichano. Vzorek byl nakonec inkubovan 8 minut pii 100 °C, pak ochlazen a 200 pl
prepipetovano do jamek mikrotitracni desticky (Gama), vysledné hodnoty z ELISA readeru
byly stanoveny pii 620 nm.

3.4.3 Méreni lipida

Mechanismus reakce pro stanoveni lipidi ze vzorku spociva v reakci nenasycené
mastné kyseliny s kyselinou sirovou za vzniku karbonylovych iontl. Vanilin pak reaguje
s kyselinou fosforeCnou a dochazi k tvorbé esterti kyseliny fosfore¢né. Tyto estery reaguji
s karbonylovymi ionty za soucasného vzniku barevného komplexu (Zollner a Kirch, 1962;
Knight et al., 1972). Pro stanoveni byl pouzit pelet ziskany pfi stanovovani bilkovin. Ten byl
rozpustén ve 200 ul smési chloroform/methanol v poméru 2:1 a rozsonikovan jehlovym
sonikatorem. Ziskany homogenat byl centrifugovan 5 minut pii 10 000 g a 4 °C, supernatant
prenesen do Cisté zkumavky a vysuSen ve vakuovém koncentratoru, pelet vyhozen. K odparku
vzorkd a i ke vzorkiim standardu obsahujici kyselinu olejovou (Tab. II) bylo pfidano 100 pl
koncentrované kyseliny sirové, vzorky byly dikladné zvortexovany a pieneseny do Cistych
sklenénych zkumavek, blank tudiz obsahoval pouze 100 pl Cisté kyseliny sirové. DalSim
krokem bylo povareni obsahu zkumavek po dobu 10 minut pfi 100 °C, obsah byl poté ochlazen
a do kazdé zkumavky byl pfidan 1 ml vanilinového reagens (viz Pfiloha). Ziskana smés byla
prudce promichana a poté odstata na 30 minut. Finalnim krokem bylo pteneseni 200 pl vzorku
do jamek mikrotitracni desticky (Gama) a vysledné hodnoty méfeny na ELISA readeru pii
546 nm.

Tab. II: Pouzity standard kyseliny olejové pro stanoveni lipidu.

Poradi vzorku | Obsah kyseliny olejové (ng) v odparku
1. 0,282
0,565
1,412
2,825
5,650
14,125
28,250
56,500

Sl S R I Bl
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3.4.4 Méreni bilkovin

Vychozi metodou bylo stanoveni pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA) uvedené
v publikaci Stoscheck, 1990. BCA totiz tvoii v alkalickém prostfedi komplex s méd'nymi ionty
za vzniku fialového zbarveni. Méd'naté ionty ve vzorku vazané s proteinem peptidickou vazbou
se pak v alkalickém prostfedi redukuji pravé na médné. Sytost barevného produktu je pfimo
umérna koncentraci proteint (Stoschck, 1999). Pro stanoveni byl pouzit pelet, ten byl zprvu
rozsonikovan jehlovym sonikatorem ve 200 upl 0,2 M Tris-HCl (pH 7,8) a homogenat
centrifugovan na 5 minut pii 10 000 g a 4 °C. Po stoCeni byl oddé€len supernatant od peletu,
supernatant byl pozd¢ji vyuzit pro stanoveni prave bilkovin a také glykogenu, pelet pro méfeni
lipidt. Z celkového objemu supernatantu bylo odebrano pouze 50 ul vzorku, v pfipadé€ blanku
bylo vzato 50 ul destilované vody a v piipadé standardu 50 pl roztoku BSA/Tris prislusného
fedéni (Tab. III), a smichano s 1 ml reak¢ni smési roztoki A (BCA) a B (CuSOs4 -5 H20)
z komer¢né dodavaného kitu (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit; Sigma-Aldrich) v poméru
50:1. Takto smichané vzorky byly inkubovany 30 minut pii 60 °C a poté bylo 200 pl naneseno

do jamek mikrotitra¢ni desticky (Gama) a méfeno na ELISA readeru pfi vinové délce 562 nm.

Tab. III: Pouzity standard BSA/Tris pro stanoveni bilkovin.

Poradi vzorku Obsah BSA (ng) v S0 pl
1. 1
2. 5
3. 10
4. 15
5. 20
6. 50

3.5 Méreni koncentrace Zivin v hemolymfé

Po stanoveni zivin v tukovém télese vyvstala otdzka, zda se stejné hladiny zrcadli rovnéz
v hemolymfé€. Pro stanoveni hladiny zivin u zimnich vcel byly pouzity, stejné jako u
ptedchoziho stanoveni zivin z tukového télesa, vzorky odebrané v prosinci a lednu (rozliSené
na core a periphery), u mladusek a 1étavek to byly vzorky z ¢ervna a Cervence. Hemolymfa byla
odebirana uspanym vcelam za pomoci jehly a tenké sklenéné kapilary. Nejprve byl proveden

vpich jehlou mezi segmenty abdomenu vcely a poté za uziti kapilary nasana hemolymfa.
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Jednalo se vzdy o smésny vzorek hemolymfy, objem odebrany zjedné vcely Cinil vzdy
minimalné 1 pl, pficemz hemolymfa byla odebrana z 10-15 vcel za skupinu. Po celou dobu byla
odebirana hemolymfa uchovavana na ledu, aby bylo zabranéno melanizaci, po dokonceni byla
rychle stoCena a zamrazena v -20 °C. Pro stanoveni zivin v hemolymfé€ bylo postupovano
obdobné jako u stanoveni zivin z tukového télesa, principy metod se neliSily. Vyhodnoceni
probihalo rovnéz na ELISA readeru (ELISA reader, Spectra Max 340 PC, Molecular Devices,

USA). Pro kazdou skupinu vzorkt byla analyza provadéna v triplikatech.

3.5.1 Méreni volnych cukri

K 230 pl Cerstveé pripraveného anthronového reagens (150 mg anthronu/100 ml 72 %
kyseliny sirové) byl pfidan vzdy 1 ul hemolymfy, v ptipadé¢ blanku byl pouzit 1 pl destilované
vody. Poté byly vzorky promichany a inkubovany v termoblocku 8 minut pfi 100 °C. Nakonec
bylo 200 ul vzorku pfeneseno do jamek mikrotitracni desticky (Gama) a vysledek méfen spolu

se standardem (dle Tab. I vySe) pfi vinové délce 620 nm.

3.5.2 Méreni lipida

Ke 100 pl koncentrované kyseliny sirové byl pfidan vzdy 1 pl hemolymfy, vzorky byly
dikladné zvortexovany, blank tudiz obsahoval pouze 100 pl Cisté kyseliny sirové. Standardy
byly pfipraveny totozné€ s postupem a tabulkou (Tab. II) uvedenymi vySe. Dalsim krokem bylo
povareni obsahu zkumavek po dobu 10 minut pii 100 °C, obsah byl poté ochlazen a do kazdé
zkumavky byl pfidan 1 ml vanilinového reagens. Ziskana smes byla prudce promichana a poté
ponechana inkubaci pii pokojové teploté na dobu 30 minut. Finalnim krokem bylo pfeneseni
200 pl vzorku do jamek mikrotitra¢ni desticky (Gama) a vysledné hodnoty méfeny na ELISA

readeru pii 546 nm.

3.5.3 Meéreni bilkovin
Nejprve byl pfipraven 1 ml reakéni smési roztoki A (BCA) a B (CuSO4 -5 H20)

komer¢né dodavaného kitu (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit; Sigma-Aldrich) v poméru
50:1 a k nému bylo pfidano 49 pl 0,2 M Tris-HCl (pH 7,8) s 1 pul hemolymfy. Takto smichané
a dukladné promichané vzorky byly inkubovany 30 minut pii 60 °C. Se standardy bylo
nakladano totozné jako je uvedeno vySe (hodnoty dle Tab. III). Poté bylo 200 pul naneseno

do jamek mikrotitra¢ni desticky (Gama) a métfeno na ELISA readeru pfi 562 nm.
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3.6 Statistické zpracovani vysledku

Vysledné hodnoty byly zpracovany v programu GraphPad Software verze Prism 4
zavyuziti statistické analyzy jednocestnda ANOVA s Tukeyho post-testem pro porovnani
hmotnosti tukovych téles, hladin zivin v tukovém télese a hemolyf¢ a pak dvoucestna ANOVA

s Bonferroniho post-testem pii porovnavani rozmeért bunék a jejich jader z tukového télesa.

3.7 Izolace RNA

RNA byla izolovana z tukového télesa 10 mladusek (Cerven), 10 létavek (Cerven) a
10 zimnich véel (leden) pomoci kitu Hybrid-R (Gene All) dle ptilozenych instrukci vyrobce.
Strucné, tukové teéleso bylo nejprve pitvané v Ringerovo roztoku a poté rovnou ukladano do
500 ul RiboEX roztoku kazdé zvlast a v ném zhomogenizovano tlouckem. Vzorky byly
inkubovany pii pokojové teploté po dobu 5 minut, po uplynuti intervalu k nim bylo pifidano
vzdy 100 pl chloroformu, vzorky byly promichany a znovu inkubovany pii pokojové teploté
po dobu 2 minut. Nasledovala centrifugace pfi 12 000 g a 4 °C na 15 minut, horni faze byla pak
prenesena do Cisté zkumavky a k ni pfidano 500 pl RB1 roztoku, pficemz 700 pl ziskaného
roztoku bylo preneseno na kolonku s filtrem a probé&hla centrifugace pii 10 000 g na 30 sekund
pii pokojové teploté. Tekutina ve sbémé zkumavce byla vylita, na kolonku bylo naneseno
500 Wl SW1 a znovu probéehla centrifugace pii 10 000 g na 30 sekund pii pokojové teplote,
ziskana tekutina ve sbérné zkumavce vylita. Na kolonku bylo naneseno 72 ul DNAse mixu
(70 ul DRB roztoku a 2 ul RNAse-free DNAse, Omega) a probéhla inkubace pii pokojové
teploté¢ po dobu 10 minut. Nasledovalo promyti 500 ul SW1 s centrifugaci pfi 10 000 g a
pokojoveé teploté na 30 sekund, tekutina ve sbérné zkumavce byla vylita, pak bylo na kolonku
naneseno 500 ul RNW roztoku, vzorky centrifugovany za stejnych podminek hned dvakrat.
Finalnim krokem bylo napipetovani 75 pl vody (nuclease-free) do sttedu membrany, inkubace
1 minutu a centrifugace na 12 000 g a 2 minuty pfi pokojové teploté. Mnozstvi a Cistota ziskané

RNA bylo zméfena na nanodropu (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

3.8 Porovnani exprese

Pro porovnani exprese genti ztukového télesa byla vyizolovana RNA sekvenovana
metodou QuantSeq 3 od Lexogenu na platformé Illumina NextSeq 500 na védeckém ustavu
Ceitec v Brné. Ze ziskanych dat byla pak provedena analyza DEG Mgr. Vratislavem Peskou,
Ph.D. zBiofyzikalniho ustavu AV CR vBmé& Ve zkratce, hruba NGS data byla
predzpracovana v programu Trimmomatic (verze 0.40), v némz byly odstranény adaptorové

sekvence a nekvalitni konce RNA readl. Nasledovalo mapovani single-end readi na genom
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GCF_003254395.2 Amel HAv3.1 genomic.gtf pomoci programu STAR (verze 2.7.10a), ten
indexuje vysledny soubor véetné duplikati a multimapping readi. Namapované ready byly
spocitany v programu RSEM (verze 1.3.3). Kvantifikace vCetné normalizace, porovnani kazdé
skupiny s kazdou a statistické zhodnoceni (p hodnota) za uziti Wald testu s nasledovnou korekci
vicenasobného testovani (FDR = false discovery rate) byly provedeny v balicku DESeq?2 (verze

3.14) pro program R Studio (verze 4.1.1).

Pro snadngjsi interpretaci dat a jejich vizualizaci byla poté jesté provedena analyza
hlavnich komponent, neboli PCA (principal analysis component). Bylo znova vyuzito
programu R Studio, data (pocet RNA readit) bylo potieba transformovat uzitim VST (variance-
stabilizing transformation) pomoci DESeq2. Analyza byla provedena nejprve pro 500
nejodlisngji exprimovanych gend. Poté na zakladé ziskanych fotek tukového télesa z
mikroskopiit pouze pro geny souvisejici s lysosomy (https:/www.kegg.jp/kegg-
bin/show_pathway?ame04142) a také s dlouhovekosti  (https://www.kegg. jp/kegg-
bin/show pathway?ame04213), ty byly manualné vyfiltrované dle databaze KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes) specificky pro A. mellifera.
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4 Vysledky

4.1 Porovnani velikosti bunék tukového télesa a jejich morfologie

Struktura tukového télesa byla porovnana mezi mladuskami, létavkami a zimnimi
vCelami. Jmenovite §lo o velikost bunék (Obr. 4), jejich celkovy vzhled (Obr. 5 a 6) a pak také
jejich podrobnéjsi struktura (Obr. 7-11).

Nejvétsiho primeéru dosahovaly jak trofocyty (46,02 um =+ 0,78 pum) a jejich jadra
(22,49 pm + 0,39 pum), tak 1 oenocyty (25,61 um + 0,36 um) a jejich jadra (11,05 pm + 0,11)
uvcel zimnich. Co se tyCe dodatecného porovnani oenocytl, tak nejmensi velikosti byly
u mladusek (16,20 pm + 0,23 um), velikosti u létavek byly kolem (23,17 um + 0,34 pm).
U trofocytl byla pak zaznamenana nejmensi velikost u 1étavek (31,96 um £ 0,56 um), velikost
oenocytu u létavek byla 23,17 um (+ 0,34 um) (Obr. 4). Pii zohlednéni procentualniho poméru
pruméra bunék a jader zabiraji jadra trofocytt u 1étavek 41,6 %, u mladusek 35,9 % z celkového
praméru bunky, pfi pfechodu mladusky v l1étavku tedy dochazi k drobnému zmenseni buriky
bez soucasného smrsténi jadra. Naopak u oenocytd zabira u letnich vcel jadro pouze 30,08 %
z celkového primeéru buriky, zatimco u mladusek 40,74 %, coz znali expanzi celkového

pruméru bunky bez soucasného zvétseni jejiho jadra.
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Obr. 4: Porovnani velikosti bun¢k tukového télesa a jejich jader. Trofocyty (A). Oenocyty (B). Vyuzita
statistickd analyza dvoucestna ANOVA s Bonferroniho post-testem, n = 100, sloupce symbolizuji
prumér = SEM. Identicka pismena nad sloupci oznacuji statisticky nesignifikantni rozdily, odli§na
pismena oznacuji statisticky signifikantni rozdily mezi skupinami (velka pismena pro burky, mala

pismena pro jadra). Podrobné statistické vysledky jsou v pfiloze (Tab. VII a VIII).

Celkové tedy, pro tukové téleso mladuSek jsou charakteristické drobnéj§i oenocyty,
které navic nejsou zcela pravidelné kulaté a jadro zdanlivé vypliiuje vétsi objem buriky.

Trofocyty obsahuji nékolik vakuolarnich vesikul, diky ¢emuz se jevi tyto buriky naopak
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objemnéjsi, zbyvajici obsah buriky vypliuji tukové kapénky, pod kterymi je schované jadro.
Oba typy bunék na sebe navzajem pevné nasedaji, a tak zde mezibunécné prostory nejsou tolik
patrné, na rozdil od 1étavek. U tukového télesa létavek jsou oenocyty vétsi, pravidelné kulaté a
jadro se naopak jevi mensi. V trofocytech se vakuolarni vesikuly jiz nevyskytuji a bunky
vypadaji mensi. Tukové téleso zimnich délnic ma stejné jako to 1étavek také napadné
mezibunécné prostory. Trofocyty se jevi jako zcela nejvétsi, obsazené tukovymi kapénkami
s projasnénim v oblasti vyskytu relativné velkého jadra. Oenocyty jsou velké, pravidelné kulaté,
podobné jako u létavek. AvSak odliSnym a nejnapadnéjSim rysem jsou nazloutlé (pokud
barveno Oil Red O), nahnédlé (pokud barveno SBB) anebo Cervené (v pripadé barveni AO)

struktury obklopujici jadro oenocytu, naznacujici pritomnost lipofuscinu (Obr. 5 a 6).

Mladugka Létak | » Zimni vcela

Obr. 5: Preparaty tukového télesa barvené Oil Red O s hematoxylinem (A) a SBB (B). Zlutou Sipkou
jsou oznaceny granule lipofuscinu u zimnich vcel, cemou Sipkou vakuolarni vesikuly u mladusek.

Me¢ritko symbolizuje 100 pm.
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J

Zimni vcela

Mladuska Létavka

Obr. 6: Preparaty tukového télesa z fluorescenéniho mikroskopu barvené akridinovou oranzi. Zlutou
Sipkou jsou oznaéeny granule lipofuscinu u zimnich véel, Cernou Sipkou vakuolarni vesikuly

u mladusek. M¢titko symbolizuje 50 um.

Pro srovnani ultrastruktury a predev§im potvrzeni pfitomnosti granul lipofuscinu
u zimnich vcel byly jednotlivé vzorky tukovych téles dale podrobeny transmisni elektronové
mikroskopii (Obr. 7-11). V souladu s predeslym pozorovanim oenocyty zimnich vcel, na rozdil
od mladusek a létavek, obsahovaly velké mnozstvi pigmentovych, patrné lipofuscinovych
granul, které v takovém mnozstvi u mladusek ani 1étavek pozorovany nebyly (Obr. 7 a 8).
Dalsim rozdilem mezi fenotypy bylo velké mnozstvi proteinovych granul a tukovych kapének
v trofocytech u zimnich vcel (Obr. 7). U bunék trofocytu létavek jsou napadna Cerna
nepravidelna granula bez ohraniCeni a potom také u bunék oenocyti nékolik autofagickych
vakuol v riznych stadiich procesu autofagie s teprve formujicim se lipofuscinem (Obr. 9 a 10).
U trofocytd mladusek jsou zachyceny blize vakuolarni vesikuly zaplfiujici vétSinu objemu

buiiky (Obr. 11).
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Obr. 7: Ultrastruktura tukovych bun¢k zimni v¢ely pomoci TEM. Granule lipofuscinu (L) v blizkosti

jadra (J) a Cetné mitochondrie (M) uvnitf oenocytu (oe) zimni vcely. Trofocyt (tr) obsahuje velké

mnozstvi tmavych kulatych granuli proteinu (PG) a svétlejSich tukovych kapének (TK). Méritko
symbolizuje 5 um.
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Obr. 8: Detail lipofuscinovych granul (L) ohrani¢enych dvojitou lysosomalni membranou s ptilehlymi

mitochondriemi (M) v oenocytu zimni véely. Méfitko symbolizuje 1 pum.

29



Obr. 9: Ultrastruktura tukovych bun¢k u létavky. Oenocyt (oe) se zakulacenym jadrem (J) obklopeny

trofocyty (tr) obsahujici jadro (J) nepravidelného tvaru u l1étavky. Jadra obsahuji napadna tmava jadérka
a heterochromatin. V oenocytu je pfitomno hned nékolik autofagickych vakuol (AU) obsahujici tmavy
degradovany material, formujici se lipofuscin (L) a lze také rozpoznat drobné ovalné mitochondrie (M).

wwr

V trofocytech jsou nejvice napadna ¢erna drobna granula (G). Méfitko symbolizuje 5 um.
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Obr. 10: Detail autofagickych vakuol (AU) uvnitf oenocytu létavky. Lze pozorovat fuzi autofagosomu

(AP) obsahujici tmavé degradované struktury s lysosomem (LY'), dale formujici se lipofuscin (L) a ¢etné
mitochondrie (M). Méfitko symbolizuje 1 pm.

31



Obr. 11: Ultrastruktura trofocyty mladusky. Jadro (J) trofocytu mladusky obsahujici tmava jadérka a

chromatin, s pfiléhajicim endoplasmatickym retikulem (ER), obklopené¢ velkym mnozstvim rizné

velkych svétlych vakuolarnich vesikul (VV). Méfitko symbolizuje 5 um.

4.2 Porovnani hmotnosti tukového télesa a mnozstvi a koncentrace zivin v tukovém

télese

Nejvys§i hodnoty hmotnosti tukového télesa byly zaznamenany u zimnich vcel
vyskytujicich se ve stfedu zimniho choméce (3,79 pg + 0,35 pg), oproti nim byl zaznamenan
zhruba 20 %, avSak nesignifikantni, pokles hmotnosti tukového télesa u v¢el pochéazejicich
z periferie (3,10 pg + 0,37 pg). Nizsi hmotnost byla poté zaznamenana u mladuSek
(2,26 pg + 0,13 pg) a zcela nejnizsi na konec u létavek (1,43 pg + 0,31 pg). Jsou-li celkove
porovnany primérné hodnoty za zimu (bez ohledu na vcely odebirané ze stiedu i periferie
zimniho choméace) a 1éto (bez ohledu, zda se jedna o mladusky ¢i 1étavky), dochazi v zimé

zhruba k 80 % nartstu hmotnosti tukového télesa (Obr. 12).
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Obr. 12: Zmény v hmotnosti tukového télesa (mg) mezi zimnimi v¢éelami (stfed a periferie zimniho
chomace), mladuskami a Iétavkami. S vyuzitim statistické analyzy jednocestnda ANOVA s Tukeyho
post-testem (n = 100), sloupce symbolizuji primér = SEM. Identicka pismena nad sloupci oznacuji
statisticky nesignifikantni rozdily, odlisna pismena oznacuji statisticky signifikantni rozdily mezi

skupinami. Podrobné statistické vysledky jsou v pfiloze (Tab. X).

Déle bylo porovnano celkové mnozstvi zivin (Obr. 13) a také jejich koncentrace
(Obr. 14) v tukovém télese (cukry, glykogen, lipidy, proteiny) a v hemolymfé (cukry, lipidy,
proteiny; Obr. 15). Zde se ve vétSiné pripadu ukazalo jako dualezité zohlednit misto odbéru
zimnich v¢el, jelikoz byly pozorovany signifikantni rozdily mezi v€elami ze stiedu a z periferie

zimniho chomagde.
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Obr. 13: Porovnani mnozstvi zivin (ug) v tukovém télese mezi zimnimi vcelami (stfed a periferie),
mladuskami a létavkami: cukry (A), glykogen (B), lipidy (C), proteiny (D). Sloupce symbolizuji primér
+ SEM, pouzita jednocestna ANOVA a Tukeyho post-test (n = 10). Identicka pismena nad sloupci grafu
oznacuji statisticky nesignifikantni rozdily, odliSna pismena oznacuji statisticky signifikantni rozdily

mezi skupinami. Podrobné vysledky statistického testu jsou v pfiloze (Tab. XI — XIV).

Pfi porovnani celkového mnozstvi zivin primémeé na vCelu dosahovaly jednoznaéné
nejvyssich hladin cukry, jejichz mnozstvi se pohybovalo v fadech az stovek mikrograma.
Nejveétsi mnozstvi cukrii bylo nameéfeno v tukovém télese zimnich vcel ze stfedu chomace
(252,99 ng + 46,22 ng), zhruba dvakrat nizsi pak u létavek (130,76 g+ 45,83 pg) a také
3,5krat nizsi u vcel z periferie chomace (71,60 ug = 18,98 pg). Vibec nejnizs§i mnozstvi bylo
pak naméfeno u mladusek (13,42 pg + 2,39 ng). Porovnani naméreného mnozstvi glykogenu
nepfineslo signifikantni rozdily, stejné tak porovnani mnozstvi lipida. Signifikantné nejvyssi
mnozstvi proteini je uloZzeno v tukovém télese zimnich vcel ze stfedu chomace
(115,63 pg + 25,53 pg), zhruba tiikrat niz§i mnozstvi u vcel zperiferie chomace
(38,33 pg + 6,60 pg), podobné nizké u létavek (27,32 ug + 4,55 ug) a zcela nejnizsi u mladusek
(10,81 pg £ 0,91 pg).

Co se tyCe koncentrace zivin v tukovém télese, trend mezi porovnavanymi skupinami

je podobny. U cukra se koncentrace pohybovaly v fadech desitek, pfiCemz nejvétsi koncentrace
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byly zaznamenany u zimnich vcel ze stfedu chomace (66,58 pg/mg tukového
télesa + 9,47 ng/mg) a zhruba 2,4krat mensi koncentrace byly u zimnich vcel z periferii
(28,26 pg/mg tukového télesa = 7,80 ug/mg). Vysoké koncentrace byly taktéz u Iétavek
(45,47 pg/mg tukového telesa+ 10,56 ug/mg) v porovnani s mladuskami (6,52 ug/mg
tukového teélesa + 1,53 pg/mg), jejichz koncentrace byly témér sedmkrat niz§i. U koncentrace
glykogenu nebyly pozorované signifikantni rozdily mimo porovnani nejniz§ich koncentraci
u zimnich vcel z periferie s nejvy§simi koncentracemi u 1étavek, coz je jako jediné v rozporu
s vysledky mnozstvi zivin. Celkové dosahoval ale glykogen nizkych hodnot v porovnani
s ostatnimi zivinami a zfidka pfesahoval hodnotu 1 pg na mg tukového télesa. Koncentrace
lipidi nevykazovaly ani zde signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami. Co se tyce
proteinl, nejvyssi koncentrace proteinti byly zaznamenany u zimnich vcel ze stfedu chomace
(29,75 pg/mg tukového télesa + 5,12 pug/mg), coz byly zhruba dvakrat vyssi hodnoty oproti
veelam z periferie (13,75 pg/mg tukového télesa + 2,67 pug/mg). Druhych nejvyssich hodnot
dosahovaly létavky (16,98 ug/mg tukového telesa + 2,98 ug/mg), tedy 2,4krat vyssi hodnoty

oproti mladuskam se zcela nejniz§imi hodnotami (4,93 pg/mg tukového telesa + 0,48 pug/mg).
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Obr. 14: Porovnani koncentraci zivin v tukovém télese (pg Zivin na 1 mg tukového télesa) mezi zimnimi
vCelami (stied a periferie), mladuskami a létavkami: cukry (A), glykogen (B), lipidy (C), proteiny (D).
Sloupce symbolizuji primér £ SEM, pouzita jednocestna ANOVA a Tukeyho post-test (n = 10).
Identicka pismena nad sloupci grafu oznacuji statisticky nesignifikantni rozdily, odlisna pismena
oznacuji statisticky signifikantni rozdily mezi skupinami. Podrobné vysledky statistického testu jsou

v priloze (Tab. XV — XVIID).
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4.3 Porovnani koncentrace zivin v hemolymfé

Nejvyssi hladiny cukr byly naméfené u 1étavek (337,57 pg/ul hemolymfy + 16,01), které
vykazaly zhruba 33nasobek hodnot mladusek (10,27 pg/ul hemolymfy + 0,44). Vysoké hladiny
cukri  byly zjistény také vcely ze stfedu zimniho chomace (182,85 pg/ul
hemolymfy + 18,45 ug/ul), které byly az devétkrat vyssi v porovnani s témi z periferie chomace
(20,44 pg/ul hemolymfy + 0,85 pg/ul). Co se tyCe lipidu a jejich obsahu v hemolymfé, nejvyssi
hodnoty byly namétené u létavek (39,19 pg/ul hemolymfy + 1,52 pg/ul), signifikantn€ nizsi
hodnoty pak vykazovaly zimni véely ze stfedu (22,15 pg/ul hemolymfy + 4,90 pg/ul) a
nedetekovatelné hodnoty byly pak u vCel z periferie a mladusek. Nejvyssich hladin proteina
nabyvala hemolymfa jak u zimnich vcel ze stfedu chomace (80,01 pg/ul
hemolymfy + 1,10 pg/ul), tak u létavek (84,27 pg/ul hemolymfy + 2,60 pg/ul). Signifikantné
niz§ich hladin dosahovaly proteiny v hemolymf¢ vcel z periferie (63,90 pg/pl hemolymfy
+ 4,75 ng/ul) a zcela nejnizsich nakonec u mladusek (39,58 pg/ul hemolymfy + 0,72 pg/ul).
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Obr. 15: Koncentrace zivin v hemolymf€. Koncentrace cukru (A), lipida (B) a proteina (C) Zivin v
hemolymf¢ (ug na 1 pul hemolymfy) mezi zimnimi vcelami (stfed a periferie), mladuskami a létavkami.
Sloupce symbolizuji prumér + SEM, pouzita jednocestna ANOVA a Tukeyho post-test, n =3 (chemické
opakovani; 1 vzorek = 10-15 vcel). Identicka pismena nad sloupci grafu oznacuji statisticky
nesignifikantni rozdily, odliSna pismena oznacuji statisticky signifikantni rozdily mezi skupinami.

Podrobné vysledky analyzy jsou v pfiloze (Tab. XIX — XX1).
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4.4 Porovnani exprese genu tukového télesa

Vysledky analyzy hlavnich komponent jsou zobrazeny na Obr. 16-18. Lze vidét vzorky
usporadané do shlukl zastupujici vzdy jednotlivé skupiny naznacujici, Ze mladusky, 1étavky a
zimni vCely mohou byt odliSeny na zakladé genové exprese v tukovém télese a ma tedy smysl
je porovnavat. Prvni dvé hlavni komponenty (PC1 a PC2) vyjadiuji vzdy nejvétsi procento
celkové variance mezi vzorky, ostatni komponenty vysvétlujici nizs§i procento variance

zahrnuté nejsou.
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Obr. 16: PCA pro 500 nejodlisnéji exprimovanych genti (z celkového poctu 12 319 gent) vysvétlujici
61,65 % celkové variance dat. Osa x (PC1) vysvétluje 51,44 % variance a osa'y (PC2) 10,21 % variance
mezi skupinami (mladuska — ML, modra; létavka — LT, ¢ervena; zimni véela — Z, zelena). Vzorky

symbolizuji tecky tukovych téles (resp. jedince) zastupujici danou skupinu.

V prvnim piipadé (Obr. 16), ktery se tyka celkové exprese gent v tukovém télese jsou
v ramci PC1 k péti nejodlisnéji exprimovanymi gentim (shrnuto v Tab. IV), které pfrispivaji k
celkové varianci skupin, tyto anotované proteiny: Mast Cell Degranulating Peptide (1,25 %),
Apamin (1,22 %), Pupal cuticle protein (1,16 %), Melittin (1,04 %) a Abaecin precursor (0,99
%). V ramci PC2 pak Acyl-CoA delta (11) desaturase (0,49 %), blize nespecifikované proteiny
LOC113219377 (0,42 %), LOC113219383 (0,39 %), LOC113219341 (0,38 %) a nakonec
Major royal jelly protein 1 (0,34 %). Z Obr. 16 je patmé, ze zimni vCely 1ze zcela jasné€ odlisit
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od mladusek i 1étavek na zakladé rozdilt z PC1. Naproti tomu dle PC2 by se daly zhruba rozlisit

mladusky od Iétavek, ale od nich zimni vcely nikoliv.

Tab. IV: Seznam top 5 proteinu s nejvétSim procentualnim podilem variance v ramci PC1 a PC2.
Znazoméni signifikatné odlisné (FDR <0,05) exprese pro danou porovnavanou dvojici: Iétavky x zimni

v¢ely (a), mladusky x zimni v¢ely (b), I¢tavky x mladusky (c).

podil na podil na

. varianci varianci

protein dle PC1 | dle PC2

(%) (%)

mast cell degranulating peptide *° 1,2487 0,0117
apamin *° 1,2230 0,0156
pupal cuticle protein * ¢ 1,1625 0,0309
melittin *° 1,0423 0,0409
abaecin precursor ° 0,9891 0,0238
acyl-CoA Delta (11) desaturase *>° 0,0017 0,4484
LOC113219377 0,0031 0,4224
LOC113219383 0,0000 0,3931
LOC113219341 0,0001 0,3756
Major royal jelly proteinl # 0,0080 0,3440
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Obr. 17: PCA pro geny souvisejici s lysosomy (celkem 82 nalezenych genii dle KEGG databaze)
vysvétlujici 47,95 % celkové variance dat. Osa x (PC1) vysvétluje 31,34 % variance a osa y (PC2)
16,61 % variance mezi skupinami (mladuska — ML, modra; Iétavka — LT, ¢ervena; zimni véela — Z,

zelend). Vzorky symbolizuji tecky tukovych téles (resp. jedince) zastupujici danou skupinu.
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V druhém piipadée (Obr. 17), zahrnujicim pouze geny souvisejici s lysosomy, pfispivaji
nejvice k varianci PC1 proteiny Hyaluronidase precursor (15,06 %), Sphingomyelin
Phosphodiesterase (7,30 %), protein Malvolio (7,24 %), Glucosylceramidase 4 (6,66 %) a
Heparan-alpha-glucoaminide N-acetyltransferase (5,05 %). Vramci PC2 jsou to pak
Lysosomal aspartic protease (8,13 %), NPC intracellular cholesterol transposter 2 homolog a
(6,78 %), AP-3 complex subunit mu-1 (6,69 %), Sensory neuron membrane protein 1 (5,14 %)
a Alpha-N-acetylgalactosaminidase (4,83 %).

U gen, které souvisi s lysosomy, porovnanim diferencialni exprese mezi testovanymi
fenotypy (Tab. IV) bylo zjisténo, ze 1étavky vzhledem k zimnim v¢elam maji 13 signifikantné
snizenych gent (z jejich celkove 47 snizenych genit) a 5 signifikantné zvySenych gent (z jejich
celkové 35 zvySenych gentl), a naopak zimni vCely pfi porovnani slétavkami maji 13
signifikantn€ zvysenych gent (z celkove jejich 47 zvySenych gent) a 5 signifikantné snizenych
gend (z jejich celkové 35 snizenych gentl). Naopak zimni vCely maji v porovnani s mladuskami
mensi pocet diferencialné snizenych gentl, tzn. u mladusek dochazi k vyssi aktivaci gent
spjatych s biologii lysosomu, coz lze vidét i pfi porovnani mladusek s létavkami (Tab. V).
Kompletni seznam anotovanych proteint, jejich zafazeni dle KEGG databaze a procentualni
prispévek k varianci je zahrnut nize (Tab. V). Na zakladé PC1 varianci v expresi jsou zimni
vCely zhruba odliSitelné od mladusek a létavek, pfiCemz vétsina vzorklh mladusek se prolina
s vzorky létavek (napt. ML3 a ML4), ale nekteré se prolinaji i s vzorky zimnich véel (ML6 a
MLS). V ramci PC2 od sebe jednotlivé skupiny odlisit nelze.

Tab. V: Celkové porovnani exprese genu pro lysosomy napfi¢ skupinami (fenotypy). {4 = geny se
snizenou expresi, 4 = geny se zvySenou expresi. Uvedené pocty se vztahujici vZdy k prvnimu fenotypu
z porovnavané dvojice. Je uveden vzdy pocet signifikantné diferencialné exprimovanych genu (FDR

<0,05) ku vSem sniZzenym, resp. zvySenym genum.

| sig (v8e) 1 sig (v8e)
létavky x zimni véely 13 (47) 5 (35)
mladu$ky x zimni viely 5 (39) 6 (43)
létavky x mladusky 4(57) 1(25)
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Tab. VI: Seznam vSech exprimovanych proteind souvisejici s lysosomy, jejich zafazeni dle KEGG

databaze a procentualni pfispévek k varianci. Znazornéni signifikatné¢ odlisné (FDR <0,05) exprese

pro danou porovnavanou dvojici: Iétavky x zimni vcely (a), mladusky x zimni vcely (b),

létavky x mladusky (c).
podil na podil na
v . . varianci varianci
zarazeni protein dle PC1 dle PC2
(%) (%)
hyaluronidase precursor *° 15,0605 0,0410
putative glucosylceramidase 4 * 6,6575 1,8035
beta-hexosaminidase subunit beta ° 3,4259 0,0499
alpha-N-acetylglucosaminidase © 1,5189 0,6224
chitooligosacch.ar.idolytic beta-N- 0.8700 00274
acetylglucosaminidase
Kysel¢ lysosomal alpha-mannosidase 0,6390 1,1459
hydrolazy: beta-galactosidase 0,4941 0,1385
glykosiddzy glucosylceramidase-like 0,3845 1,8672
beta-glucuronidase ™ ¢ 0,2505 0,2030
lysosomal alpha-glucosidase 0,0918 2,4905
alpha-N-acetylgalactosaminidase 0,0279 4,8265
alpha-L-fucosidase 0,0238 0,0016
beta-mannosidase 0,0002 0,1350
Kyselé hyd.ro%ézy: sphingomyelin phosphodiesterase isoform X1 *° 70084 10127
sfingomyelinazy
protein Malvolio isoform X1 *° 7,2357 3,8446
heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase *° 5,0525 0,8410
putative inorganic phosphate cotransporter *° 2,8385 1,2145
sialomucin core protein 24 ? 2,5224 0,0882
NPC intracellular cholesterol transporter 2 *° 2.,2404 2,0050
MD-2-related lipid-recognition protein 2,2343 4,1222
NPC intracellular cholesterol transporter 2 homolog a 1,7909 6,7797
putative inorganic phosphate cotransporter® 1,7330 2,1369
Sekundarni uncharacterized protein LOC724468 * 1,6281 0,0319
proteiny NPC intracellular cholesterol transporter 1 homolog 1b 1,1776 0,0034
membrany sialin © 1,0107 4,5473
lysosomu .
NPC intracellular cholesterol transporter 2 homolog a 0,9470 0,1706
lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha 0,6299 1,1500
factor homolog *¢
lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha 02053 0,0849
factor homolog
sialin 0,1254 1,4375
heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase 0,1180 0,3300
NPC intracellular cholesterol transporter 1 0,0962 1,5714
NPC intracellular cholesterol transporter 1 0,0180 0,2393
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battenin 0,0018 0,0242
cathepsin L1 * 4,2295 0,1551
putative cysteine proteinase CG12163?* 3,5200 0,0359
Kysel¢ hydrolazy: lysosomal aspartic protease 1,2377 8,1277
proteazy cathepsin L1 0,9055 0,0120
cathepsin O 0,7408 1,2814
arylsulfatase B *¢ 3,7332 3,9871
arylsulfatase B *° 2,8180 2,5558
arylsulfatase B 0,9030 0,1120
Kyselé hydrolazy: 74,/ onate 2-sulfatase 0,3751 0,1160
sulfataazy -
N-sulphoglucosamine sulphohydrolase 0,2995 0,0218
arylsulfatase B 0,0915 0,2104
N-acetylglucosamine-6-sulfatase 0,0410 0,0079
sensory neuron membrane protein 1 * 3,5054 5,1379
Primami proteiny uncharacterized protein LOC412694 0,6579 1,0094
membrany CD63 antigen 0,2983 0,4244
lysosomul Tspan 6 (tetraspanin 6) 0,1009 3,0946
lysosome-associated membrane glycoprotein 1 0,0263 2.3396
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 1,3991 0,0912
V-type proton ATPase subunit H 0,3427 3,2594
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 0,2565 1,0477
Regulace V-type proton ATPase 21 kDa proteolipid subunit 0,2428 0,8483
kyselého pH V-type proton ATPase subunit d 0,0235 2,8662
dmX-like protein 2 0,0120 0,2588
uncharacterized protein LOC725661 0,0118 0,0372
WD repeat-containing protein 7 0,0105 0,1022
lipase 3 1,3318 0,0005
lipase 1 ? 0,9181 0,1891
Kyselé hydrolazy: | lipase 3 ° 0,5424 0,0009
lipazy group XV phospholipase A2 0,1227 0,0706
lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase 0.0599 0.1985
isoform X2 ’ ’
Kyselé hydrolazy: | deoxyribonuclease-2-alpha 0.8892 01403
nukleazy
ADP-ribosylation factor-binding protein GGA3 0,3598 0,1704
AP-1 complex subunit gamma-1 0,3056 3,7816
N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunits 0.1762 0,0304
Transport alpha/beta ’
syntetizovanych Vhal6 . 0,1720 0,0171
enzymi do AP-3 complex subunit beta-2 0,1024 0,3973
lysosomu AP-3 complex subunit mu-1 0,1010 6,6927
AP-1 complex subunit mu-1 0,0939 0,6537
cation-independent mannose-6-phosphate receptor 0,0848 0,1030
AP-3 complex subunit sigma-2 0,0412 0,1138
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mladuska

AP-1 complex subunit beta-1 0,0315 0,5448
AP-3 complex subunit delta-1 0,0218 0,0915
clathrin heavy chain 0,0216 0,1918
AP-1 complex subunit sigma-2 0,0005 1,1553
Kysel¢ hydrolazy: | prostatic acid phosphatase 0.2385 0.3565
fosfatazy i '
formylglycine-generating enzyme 0,0991 0,0006
Ostatni enzymy a palmitoyl-protein thioesterase 1 0,0960 0,4829
aktivatory lysosomal thioesterase PPT2 homolog 0,0401 1,5770
prosaposin 0,0185 0,9123
4.
2+
32; |&tavka
E zim ni viela
§

T 3 ; 3
PC1: 29.28% variance

Obr. 18: PCA pro geny souvisejici s dlouhovékosti (celkem 26 nalezenych genu dle KEGG databaze)

vysvétlujici 57,19 % celkové variance dat. Osa x (PC1) vysvétluje 29,28 % variance a osa y (PC2)

2791 % variance mezi skupinami (mladuska — ML, modra; létavka — LT, ¢ervena; zimni véela — Z,

zelend). Vzorky symbolizuji tecky tukovych téles (resp. jedince) zastupujici danou skupinu.

U posledni PCA pro geny, které jsou soucasti

signalnich drah souvisejici

s dlouhovékosti (Obr. 18) pfispivaji k varianci v ramci PC1 nejvétsim podilem proteiny

Adenylate cyclase type 6 (31,11 %), Insulin-like peptide 2 (18,23 %), Superoxide
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dismutase 2 (5,46 %), Insulin-like peptide receptor 2 (4,24 %) a Insulin-like peptide receptor
(4,07 %). V ramci PC2 jsou to Catalase (48,48 %), 5'-AMP-activated protein kinase catalytic
subunit alpha-2 (11,67 %), nespecifikovany protein LOC551512 (7,11 %), Insulin-like peptide
receptor (6,35 %) a Insulin-like peptide 2 (3,88 %). Vsechny proteiny, jejich rozdéleni na pro a
proti dlouhovékosti (viz kapitola 1.3.5) a pfispévek k varianci je zahrnut v tabulce nize
(Tab. VII), v€etné celkového znazornéni diferencialni exprese v ramci dané drahy. Byly také
porovnany jednotlivé vSechny tfi skupiny mezi sebou a vysledek zndzornén (Obr. 19). Zde se
z pohledu PC1 se mladusky, létavky 1 zimni vCely vcelku prolinaji, nicméné z pohledu PC2

jsou rozliSitelné alespori zimni véely od mladusek a létavek s vyjimkou vzorkd Z7 a Z8.
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Obr. 19: Diferencialni exprese jednotlivych gent zobrazena v kontextu signalni drahy dlouhovékosti dle
KEGG databaze. Porovnani kazdé skupiny s kazdou (Z = zimni v¢ely, LT = I¢tavky, ML = mladusky),
barevné znazornéni relativn¢ vyssi exprese pro danou skupinu (zelena = upregulovano u zimnich vcel,
rizova = upregulovano u létavek, modra = upregulovano u mladusek), kombinace obou barev znaci
riznou expresi podjednotek daného proteinu). Hvézdi¢kou (*) vyznacena signifikantné¢ (FDR <0,05)

vySSi exprese.
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Tab. VII: Seznam vsech exprimovanych proteinii souvisejici s dlouhovékosti a jejich procentualni
prispévek k varianci. Znazornéni signifikatné odlisné (FDR <0,05) exprese pro danou porovnavanou

dvojici: Iétavky x zimni véely (a), mladusky x zimni v¢ely (b), 1étavky x mladusky (c).

podil na podil na
. varianci varianci
protein dle PC1 | dle PC2
(%) (%)
adenylate cyclase type 6 31,1104 3,5855
insulin-like peptide 2° 18,2335 3,8818
insulin-like peptide receptor 2 4,2443 0,7253
insulin-like peptide receptor 4,0732 6,3476
ras-like protein 1 3,9262 0,1309
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 3,3540 2,7278
regulatory-associated protein of mTOR 2,8151 0,0000
RAC serine/threonine-protein kinase 2,0998 0,5185
adenylate cyclase type 3 1,8028 0,1246
adenylate cyclase type 2 0,9750 0,6061
adenylate cyclase type 9 0,9376 0,1642
phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit 0,9008 1,3379
alpha
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase 0,8893 2,5409
catalytic subunit delta
adenylate cyclase type 8-like 0,7089 1,3181
insulin receptor substrate 1-B 0,4924 0,0512
serine/threonine-protein kinase mTOR 0,3332 0,0002
uncharacterized protein LOC551512 0,0025 7,1058
ribosomal protein S6 kinase beta-1 3,9577 1,3113
superoxide dismutase 2 5,4580 0,6943
5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit 3,8950 11,6697
alpha-2
autophagy protein 5 2,8396 1,5066
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-1 2,7407 0,1883
catalase *° 2,0159 48,4770
forkhead box protein O 1,3464 0,1493
5'-AMP-activated protein kinase subunit beta-2 0,8474 2,2019
uncharacterized protein LOC724442 0,0004 2,6349
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S Diskuze

Uvniti kolonii v¢éely medonosné existuji té€sné socialni vazby, diky kterym nekdy byva
veelstvo oznaCovano jako superorganismus. Kazda véela supluje jednu buriku specializovanou
ke specifickym ukoniim a dohromady vytvareji soucinné fungujici soustavu. Je proto obtizné
sledovat vliv pouze jednoho faktoru, ktery kolonii ovliviluje, vzhledem k vysoké mife jeji

komplexnosti a schopnosti se stejné tak soucinné a dynamicky pfizpisobovat celé fad€ podnéta

(Seeley, 1995).

V této praci byla pozornost sméfovana na faktor environmentalni, respektive vliv sezony
na tukové téleso vceli délnice. Je znamo, Ze se béhem roku vyskytuji v ulu dvé generace délnic,
letni kratkoveka a zimni dlouhovéka, které se mezi sebou lisi hned v nékolika parametrech
(Fluri et al., 1982; Doke et al., 2015; KeSnerova et al., 2020; Dostalkova et al., 2021; Lee et al.,
2022). Zatimco ta letni se rozd€luje na dva hlavni fenotypy, kterymi jsou mladusky a létavky,
vykazujici vékovy polyetismus a tedy plnici mnoho rozli¢nych ukold, tkon té zimni generace
spociva pouze v preziti v teple ulu od podzimu do nadchazejiciho jara (Amdam a Omholt, 2002;
Doke et al., 2015). Urcitym predpokladem v této praci bylo, ze zimni v€ely budou kombinaci
obou letnich fenotypt, z¢asti mladusek a zcasti 1étavek. Podobnost zimnich véel s mladuskami
totiz spociva v tom, ze se ob¢€ skupiny zdrzuji vyhradné v alu, také v jejich relativné vysokych
hladinéach vitelogeninu a naopak nizkych hladinach juvenilniho hormonu (Huang a Robinson,
1994; Amdam et al., 2004, Harwood et al., 2017). Na druhou stranu je zde jistd podobnost
zimnich vcel s létavkami, co se tyCe jejich velkého zatizeni létacich svald, at’ uz je to pro
samotny let nebo pro generovani tepla (Harrison a Fewell, 2002; Stabentheiner et al., 2003). Na
zaklad€ publikovanych studii se pfedpoklada, ze vliv sezény je zprostiedkovany zejména
nepiitomnosti plodu a jeho feromonu (Amdam et al., 2009; Eyer et al., 2017; Feliciano-Cardona
et al., 2020), dale také snizenou dostupnosti pylu a nektaru z venkovnich zdroji (Matilla a Otis,
2007), a to vlivem teploty a fotoperiody (Knoll et al., 2020). Od tohoto ptisobeni se pak odviji
zmény hned v nékolika jiz zminénych parametrech doprovazejicich dlouhovékost vcelich

délnic.

Primarné jsme vychazeli z vysledku ziskanych nasi laboratofi v Koubova et al. (2021), kde
byla pozornost zamétena na tukové té€leso a sezonni promeénlivost jeho parametrt, s tim, Ze byla
snaha vysledky této prace rozsifit o dalsi poznatky. Souhrnné, byla mou diplomovou praci
potvrzena celkové vyssi hmotnost tukového télesa u zimnich vcel v porovnani s letnimi, s tim,
ze nesignifikantni rozdily byly pozorovany ve srovnani mezi stfedem a periferii zimnich vcel a

stejné tak mezi 1étavkami a mladuskami. Ve shod¢ s predchazejici studii byl pozorovan vétsi
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obsah bunék i jader zimnich v¢el v porovnani s letnimi v¢elami. Stejné byly zaznamenany
signifikantni rozdily zejména v koncentraci cukra, caste¢né i proteinti v tukovém télese a zadné

rozdily nebyly v koncentraci lipidu.

Pti srovnani mladusek a 1étavek byly pozorovany statisticky signifikantni rozdily v ptipade
stanoveni zivin, coz je pochopitelné vzhledem k rozdilné metabolické aktivité danych vcel
odvijejici se od jejich stylu zivota. Mladusky se zdrzuji pouze uvnitt Glu, staraji se o skladovani
zasob nektaru 1 pylu a krmi plod a kralovnu nutricné bohatou kasSickou. Relativné nejnizsi
koncentrace zivin pravé v hemolymf& mladusek ukazuji, Ze mobilizace zasobnich zivin je u
nich minimalni, coz je vcelku logické. Prekvapivé jsou naopak vysledky hladiny zivin v
tukovém télese mladusek, které byly relativné€ nizké. Na viné mize byt odbér mladusek pfilis
nizkého veku, které si jesté nestihly vytvorit dostatecné zasoby nebo ze veskeré ziviny jsou u
mladu$ek ihned zpracovavany hypofaryngealnimi zlazami (Minch a Amdam, 2010), ptfipadné
ze byly mladusky ve véku, kdy uz probiha pfiprava v ptechod na létavku (Crailsheim et al.,
1992; Amdam a Omholt, 2002). Pfechod z mladusky v l1étavku je spojen s celkovym rychlym
ubytkem zasobnich zivin (zejména tuku) a naopak upfednostnéni rychle dostupnych zdroja
energie pro let (Sacktor, 1970; Toth a Robinson, 2005). To doklad4 pozorovana koncentrace
cukri v hemolymf€, ktera u létavek dosahuje asi 33nasobné vyssich hladin v porovnani s
mladuskami. Dale i relativné vysoka koncentrace lipida v jejich hemolymfé pravdépodobné
ukazuje na degradaci tukovych zasob, to vS§e odpovida diivéj§imu pozorovani v praci Ament et
al. (2011). Hemolymfa létavek dosahuje nejvyssich hladin proteinti, coz nasvédcCuje, ze proteiny
mohou slouzit jako energeticky substrat pro létaci svaly, a je v souladu s pozorovanim v praci
Micheu et al. (2000), a to navzdory tomu, ze létavky konzumuji mnohem nizsi mnozstvi pylu,
ktery je zdrojem proteini, a také vykazuji mnohem niz§i hladiny glykolipoproteinu
vitelogeninu (Crailsheim et al., 1992; Toth et al., 2005). Koncentrace zivin v tukovém télese
létavek je pak zhruba podobna s tou u zimnich v¢el, jedinou odlisnosti je vy$si koncentrace
glykogenu u létavek v porovnani se zimnimi v€elami z periferie. Ackoliv obecné plati, ze vCely
uptednostiiuji cukry jakozto hlavni zdroj energie a hladiny glykogenu jsou u nich nizké
(Hrassnigg a Crailsheim, 2005), s ¢imz souhlasi i nase vysledky, lze sledovat relativné nejvyssi
akumulaci glykogenu u mladych Iétavek, s jejich pfibyvajicim vékem naopak mnozstvi
glykogenu klesa. To muze byt zptsobeno nizsi schopnosti starych vcel glykogen syntetizovat
(Neukirch, 1982). V zimnich mésicich pak vCely neustéle cirkuluji v zimnim chomaci, pficemz
ty v jeho stfedu vykonavaji nejintenzivnéjsi svalovou praci. Vysledky této prace ukazuji, ze

pravé u téchto aktivnich veel dosahuji koncentrace zivin v hemolymf¢ srovnatelné vysokych
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hodnot jako u 1étavek, coz koresponduje s vysledky z publikace Kodrik et al. (2022). Vysilené
vceli délnice se pak pfesouvaji k periferiim chomace, aby opét zregenerovaly a nacerpaly
energii ze zasob v ulu, kterou spalily, coz lze vidét 1 na naSich vysledcich tykajicich se
koncentraci zivin v tukovém télese. Pfi porovnani vcCel z periferie s témi ze stfedu chomace u
nich zasoby zivin dosahuji signifikantné nizsich hladin. Panzenbock a Crailsheim (1996) ov§em
zaznamenali trend opacny, a sice takovy, Ze vCely z periferie dosahuji vyssich hladin glykogenu
nez vcely ze stfedu. Dluzno dodat, ze k rozliSovani riznych skupin vcelich délnic, at’ letnich Ci
zimnich, dle jejich délby prace se poji urcité riziko spravného odbéru vzorkti k analyze.
Predstava o rozdé€leni Cinnosti v tlu na zaklad€ stafi délnic je spise teoreticka a v praxi se rozdily
mezi mladuskou a Iétavkou mohou snadno smyvat (Huang a Robinson, 1996). Stejné tak mohou
byt zaménitelné vzorky zimnich v¢el vzhledem k jejich neustidle se meénici pozici v ramci
chomace, pricemz piesuny vcel se d€ji nezavisle na sobé a nejsou nikterak synchronizované
(Stabentheiner et al., 2003). Navic kazdy vné&jsi zasah do ulu v zimni sezoné, kdy je pocet
vcelich délnic oproti 1étu znacné redukovany, muze byt pro vcelstvo fatalni. Pravdépodobneé
presnéj§i vysledky by poskytlo odebirani vcelich délnic az na zakladé dlouhodobéjsiho

pozorovani jejich konani, to je ale hiife prakticky proveditelné.

Co se tyce vzhledu tukového télesa, byly zde zaznamenany jeho vyrazné promény nejen v
ramci vyvoje sezony (1éto a zima), ale také v ramci vyvoje jedince (mladuska a létavka). V
nedavno publikované praci Strachecka et al. (2021) bylo navic zjisténo, ze se tukové téleso lisi
1 v zavislosti na lokalizaci v ramci abdomenu, coz v mé praci zohlednéno nebylo. Piesto mé
vysledky ukazuji, ze butiky tukového télesa svou strukturou dobie odrazeji momentalni stav a
potieby organismu. Jednim z hlavnich rysu, ktery zde byl pozorovan, byla akumulace
lipofuscinu v oenocytech zimnich vcel. Lipofuscin je nedegradovatelny pigment uvnitf
lysosomu skladajici se z oxidovanych proteint, lipida ¢i kova (Hohn a Grune, 2013). Lysosomy
jsou organely ohrani¢ené dvojitou membranou, vyznacujici se nizkym pH a obsahujici nékolik
desitek hydrolytickych enzymu, které jsou syntetizovany na hrubém endoplasmatickém
retikulu a jejich transport je zprostiedkovan Golgiho aparatem. Jsou zodpoveédné za degradaci
a recyklaci makromolekul, pfipadné celych organel, ¢imz se vyznamné podili na energetické
homestaze buiky (Mony et al., 2016). Mnozstvi lipofuscinu v buiice, nedéli-li se tato buika
dale, se zvySuje s pfibyvajicim vékem organismu a rovnéz pfi zvySeném oxidacnim stresu, a
proto byva akumulace lipofuscinu oznacovana za znak senescence. Nadmeérna akumulace
lipofuscinu v burice ma pravdépodobné negativni vliv na jeji funkce (Brunk a Terman, 2002).

Zvysujici se akumulaci s pfibyvajicim vékem vcel dosvédcuji vysledky prace Hsieh a Hsu
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(2011), ktefi pozorovali Cetngjsi lipofuscinova granula v tukovém télese starych vcelich
krdloven v porovnani s mladymi kralovnami. Vysoka kumulace lipofuscinu byla také
zaznamenana v hypofaryngealnich zlazach starych 1étavek, ktera souvisi s funkénim poklesem
této zlazy. Naproti tomu u mladusek bylo jeho mnozstvi minimalni (Miinch et al., 2013).
Relativné nejvétsi nahromadéni lipofuscinu bylo v oenocytech tukového télesa u zimnich
délnic, coz tedy patrn€ souvisi s jejich relativné nejvysSim vékem. Pocatky formovani
lipofuscinovych granul byly pak zachyceny rovnéz v burikach oenocyti 1étavek, u nichz bylo
zaznamenano nekolik autolysosomt. Autolysosomy vznikaji splynutim autofagosomu, ktery
obsahuje fagocytovany material intracelularniho pivodu s lysosomem. Jedna se nejcastéji o
poskozené organely, naptiklad mitochondrie (Obr.10). Ke stimulaci autofagickych procest
dochazi pii zvySeném pusobeni oxidacniho stresu anebo hladovéni (He a Klionsky, 2009; Jung
et al., 2019), které 1ze predpokladat u létavek vzhledem k jejich vyssim energetickym narok(im
(Amdam a Ombholt, 2003; Margotta et al., 2018). Zimni vCely se vyznaCovaly také Cetnymi
proteinovymi granulemi v bunkach trofocytt, pficemz abundance téchto proteinovych granul
by odpovidala vysokym hladinam proteint v tukovém télese, které jsem sledovala, zejména u
vcel ze stfedu chomace, a taky vSeobecné znamou skutec¢nosti, ze u zimnich vcel v jejich
tukovém télese dochazi k extrémnim narustim syntézy vitelogeninu (Koubova et al. 2021).
Dal§im vyznatnym rysem byla drobna tmava granula v cytoplazmé trofocytt létavek,
pravdépodobneé se jedna o zrna glykogenu (Chen et al., 2015), avS§ak miZe se jednat i o depozita
pigmentu melaninu (Wall a Meleka, 1985). Pfitomnost glykogenu v tukovém télese pravé u
létavek by ovSem korespondovala se zminénou studii Neukirch (1982) a s vysledky mé prace.
Vyznacnym rysem v trofocytech mladusek byly vakuolarni vesikuly. Jak naznacuje dostupna
literatura, mohlo by se jednat o pozustatky z larvalniho stadia vcCely s travici a skladovaci
funkci. Vzhledem k tomu, ze barveni na lipidy s obsahem téchto struktur nereagovalo, mohl by
byt jejich obsah tvoren na priklad proteiny anebo tyrosinem (Roma et al., 2010; Skowronek et
al., 2021). Tato aminokyselina je slozkou mateti kaSicky a jedna se o prekurzor biogenniho
aminu dopaminu, ktery ovliviiuje funkci nervové soustavy. U vcel ma vliv na plodnost ¢i
chovani, a tak se vyznamné podili na socialni organizaci vceli kolonie (Sasaki et al., 2020;

Sasaki a Watanabe, 2022).

Poslednim aspektem, kterym se tato prace zabyvala, byly zmény v tukovém télese na
urovni transkripce. Vysledna vizualizace dat z RNA exprese s uzitim PCA ukazuje, ze celkovy
transkripéni profil zimnich véel se jednoznacné odlisuje od transkripéniho profilu mladusek a

létavek. To je v rozporu s vysledky prace Bresnahan et al. (2021), kde byla zjisténa vétsi
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podobnost genové exprese v tukovém télese mladusek s expresi v tukovém télese zimnich vcel
a létavky se odlisovaly, ovSem davod tohoto nesouladu je tézko specifikovat. Nicméné
podivame-li se na vysledky v moji praci blize, nejvétsi podil na odliSnosti zimnich v¢el od
mladusek a 1étavek maji nekteré slozky vceliho jedu (Mast Cell Degranulating Peptide, Apamin
a Melittin), dale protein podilejici se na vzniku a udrzovani kutikuly (Pupal Cuticle Protein —
PCP), a nakonec prekurzor antibakterialniho peptidu zvany Abaecin (Casteels et al., 1990;
Soares et al., 2007). Jak naznacuji dostupné publikace tykajici se vCeliho jedu, jeho slozeni se
meéni v zavislosti na kasté, véku vcely a sezoné. U vcelich délnic ale vSeobecné plati, ze je
nejvetsi sekreCni aktivita jedové zlazy pozorovana kolem 16. dne zivota, kdy se v¢ela pomalu
ptipravuje na piechod v Iétavku pohybujici se v prostfedi mimo ul, kde je funkéni zihadlové
ustroji k obrané potieba (Danneels et al., 2015; Abd El-Wahed et al., 2019). Tudiz se da zde
odlisna exprese zimnich vcel predpokladat. Stejné tak lze ocCekavat odliSnou expresi
antibakterialnich peptidi dle vysledki prace Dostalkova et al. (2021), kde pozorovali
robustn€j§i imunitni odpovéd zimnich véel na pfitomnost patogena bakterialniho ptvodu v
porovnani s letnimi v€elami. A na konec PCP, ten je slozkou kutikuly hmyzu nejen ve fazi
kukly, jak nazev napovida, ale jeho exprese je detekovatelna 1 v dospélosti (Soares et al., 2007).
V praci Li a Denlinger (2009) zaznamenali zvySené mnozstvi PCP zarovenl s nastupem
diapauzy u komara rodu Culex a poukézali na moznou souvislost siln€jsi kutikuly s vétsi
odolnosti vii€i stresu béhem tohoto nepiiznivého obdobi, coz naznacuje urcitou podobnost s
podminkami, se kterymi se potyka i zimni vCela (Van Nerum a Buelens, 1997). Na zaklade
snimkl z transmisniho elektronového mikroskopu jsme se rozhodli pro naslednou analyzu
exprese zaméfit na geny zahrnuté do fungovani lysosomi. PCA téchto gent poskytla také
rozliSeni zimnich vcel od 1étavek a mladusek v ramci PC1. Nejvétsi podil na této varianci mély
glykosidazy hydrolyzujici sacharidy, dale sekundarni proteiny tvofici membranu lysosomu a
také sfingomyelinaza $té€pici sfingomyelin, ktery se nachazi v bunéénych membranach (Tab.
VI). Pii vzajemném porovnani exprese (Tab. V) mezi skupinami jsem zjistila, ze aktivita genti
spjatych s biologii lysosomu je nejvice podpofena u mladusek, poté u zimnich vcel a nejméne
u létavek. Lze diskutovat o tom, do jaké miry zvySena aktivita lysosomi u zimnich vcel, alesponi
v porovnani s létavkami, pfispiva ke zvySené pritomnosti lipofuscinu u téchto véel. Relativné
nejvyssi aktivita lysosomalnich genti u mladusek by mohla byt vysvétlena studii Raikhel
(1986), ktera naznacuje, Ze se lysosomy svou cinnosti podili také na regulaci hladin
vitelogeninu jeho degradaci. A tak by zvySena exprese lysosomalnich genti u mladusek mohla
souviset s piipravou na piechod v 1étavku (Harwood et al., 2017). Dalsi PCA byla zamé&fena na

geny, které jsou soucasti tzv. drahy dlouhovékosti. Ta poskytla odliSeni transkripcniho profilu
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zimnich vcel (az na dvé vyjimky) v ramci PC2, na které méla jednoznacné nejvétsi procentualni
podil katalaza (48,477 %), jejiz diferencialni exprese byla navic potvrzena jako signifikantni.
Vyssi aktivitu katalazy u zimni populace v¢el v porovnani s letni sledovali 1 v praci Or¢ic et al.
(2017). Katalaza je enzym piemeénujici peroxid vodiku (kyslikovy radikal), vznikajici jako
vedlejsi produkt pfi oxidacnich reakcich (napf. oxidace mastnych kyselin) na vodu a kyslik,
¢imz ochranuje buriku pred pisobenim oxidacniho stresu. Pokud prevazi produkce kyslikovych
radikalt nad jejich degradaci, dochazi k naruseni normalnich bunéénych funkci zejména vlivem
poskozeni proteint a jejich katalytické aktivity, dale poskozeni nukleovych kyselin nebo lipidg,
které jsou soucasti membran, coz miize mit za nasledek az bunécnou smrt (Nikoli¢ et al., 2015).
Vyssi exprese katalazy u zimnich vCel v porovnani s létavkami zcela jisté pfispiva k
dlouhovékému zimnimu fenotypu (Weirich et al., 2002; Cutler, 2005; Korayem et al., 2012).
Lze predpokladat, ze zimni vCely dokazou zvySenou aktivitou katalazy 1épe reagovat na
hromadici se lipofuscin v bunkach oenocyt (Obr. 8). Lipofuscin totiz Cini lysosomy vzhledem
ke svému vysokému obsahu kovu citlivéjsi na pusobeni oxida¢niho stresu. Dojde-li ke styku
peroxidu vodiku, ktery do lysosomu mize volné difundovat, se Zzeleznatym iontem, je
vyslednym produktem této tzv. Fentonovy reakce vysoce aktivni hydroxylovy radikal. Ten
muze az destabilizovat membranu lysosomu a mize dojit k Gniku obsazenych hydrolaz, které
buiku nenéavratné poskodi (Kurz et al., 2008). Nicmén¢, celkové znazornéni exprese drahy
dlouhovékosti jinak nepfineslo signifikantni a jednoznacné vysledky. Je ovSem nutné
poznamenat, ze k vysledkim RNA exprese je potieba pfistupovat obezietné. Plati totiz, ze
zmény na urovni transkripce jeSt€ nemuseji znamenat zmény na Urovni proteini (Vogel a
Marcotte, 2012). Avsak tato data mohou poslouzit jako zaklad pro dalsi vyzkum, jelikoz mohou

nastinit, jakym smérem se ubirat, a na co se dale zaméfit.
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6 Zavér

Tato prace potvrdila, Ze tukové téleso je dynamicky se promeénujici tkan, ktera vérné odrazi
stav organismu. Tukové téleso ovliviiuje celkovy nutri¢ni stav vCely, jeji hormonalni rovnovahu
¢i rychlost starnuti a nabyva na duleZitosti s nastupujici zimni sezonou. Na zakladé raznych
parametrd tukového télesa je mozno odlisit tfi hlavni fenotypy délnic: mladusky, 1étavky a
zimni véely. Vysledky potvrdily, ze tukové téleso ma vétsi rozméry v zimnich mésicich, s tim,
ze navzdory dlouhovékému fenotypu zimnich vcel, buriky tukového télesa zimnich vcel nesou
znaky senescence (piitomnost lipofuscinu) a ze celkové ultrastruktura bunék a obsah zivin

tukového télesa se lisi s kazdym fenotypem a je doplnéna zménami na trovni exprese genu.
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8 Priloha

Priloha zahrnuje sloZeni pouzitych roztokd, jenz nebylo zminéno v metodické Casti.
Vysledky statistickych analyz extrahované z programu GraphPad Prism jsou pfilozené

v tabulkach dale (Tab. VIII — XXI).
Slozeni pouzitych roztoki:
10x PBS,pH 7,4 - 80 g Nacl
2 g KCl
2,4 g KHoPO4
14,4 g Na,HPOq4

Doplnit destilovanou vodou na 800 ml, upravit pH na 7,4 a az poté dolit

vodou na 1 1, autoklavovat.

Ze zéasobniho roztoku 10x PBS pak pfipravit 1x PBS (100 ml 10x PBS +
900 ml destilované vody).

Ringertv roztok - 7,5 g NaCl
0,1 g KCl1
0,2 g CaCl; -2 H,O
0,4 g MgCly-6 H0O
0,2 g NaHCO3
Vse rozpustit v 1 1 destilované vody a autoklavovat.
Fixa¢ni médium pro TEM (2,5 % glutaraldehyd v 0,2 M PBS) -
30 ml 8 % zasobniho roztoku glutaraldehydu
50 ml 0,2M PBS
20 ml H20
Pryskyfice EPON (medium) - 20 ml EPON
16 ml DDSA
8 ml NMA
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1,3 ml 3 % BDMA
Uranyl acetat - 2,6 g uranylu
20 ml 50 % ethanolu

Dokonale rozpustit, ziskany 0,3 M roztok pfefiltrovat

ptes filtracni papir a uchovavat v tmavé nadobé v lednici.
Lead citrat - 0,02 az 0,04 g citratu olovnatého
20 ml prevafené vody

Dokonale rozpustit. Az poté pridat 0,2 ml 10 N NaOH
(40 g NaOH v 10 ml destilované vody) a promichat.

Uchovévat v tmavé nadobé& v lednici, pted pouzitim stocit
v centrifuze (10 000 otacek za minutu, 10 minut).

Trvanlivost roztoku maximalné 3 tydny.
Vanilinové reagens - 1,98 g vanilinu
668 ml kyseliny fosfore¢né (p. a.)
Zahtat na 60 °C, zchladit a doplnit destilovanou vodou na 1 1.

Pted pouzitim nechat minimalné tyden stat v temnu a chladu.

Uchovavat v lednici.
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Tab. VIII: Vysledky testd dvoucestna ANOVA a Bonferroniho post-test, porovnani praméru

oenocytu a jejich jader.

Two-way ANOVA

Source of Variation P value Df F
Interaction P<0.0001 2 111,6
Column Factor P<0.0001 2 454,5
Row Factor P<0.0001 1 5132

Bonferroni posttests

zima vs. l1éto Difference 95 % CI of diff. P value
bunka -2,44 -3.301 to -1.579 P<0.001
jadro -4,08 -4.941 to -3.219 P<0.001

zima vs. mladuska
bunka -9.41 -10.27 to -8.549 P<0.001
jadro -4,45 -5.311 to -3.589 P<0.001

1éto vs. mladuska
bunka -6,97 -7.831 to -6.109 P<0.001
jadro -0,37 -1.231 t0 0.4910 P> 0.05

Tab. IX: Vysledky testi dvoucestna ANOVA a Bonferroniho post-test, porovnani praméru

trofocytu a jejich jader.

Two-way ANOVA

Source of Variation P value Df F
Interaction P<0.0001 2 10,3
Column Factor P<0.0001 2 2927
Row Factor P<0.0001 1 2312

Bonferroni posttests

zima vs. l1éto Difference 95 % CI of diff. P value
bunka -14,06 -16.09 to -12.03 P<0.001
jadro -9,19 -11.22 to -7.156 P<0.001
zima vs. mladuska
bunka -12,01 -14.04 t0 -9.976 P<0.001
jadro -10,26 -12.29 to -8.226 P<0.001
léto vs. mladuska
bunka 2,05 0.01556 to 4.084 P <0.05
jadro -1,07 -3.104 to 0.9644 P> 0.05

Tab. X: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani hmotnosti tukového télesa.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff

jadro vs periferie 0,6900 P> 0.05 -0.5330 t0 1.913
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jadro vs mladusky 1,530 P <0.01 0.3070 to 2.753

jadro vs létavky 2,357 P <0.001 1.100 to 3.613

periferie vs mladusky 0,8400 P> 0.05 -0.3830 to 2.063
periferie vs 1étavky 1,667 P <0.01 0.4101 to 2.923
mladusky vs létavky 0,8267 P> 0.05 -0.4299 t0 2.083

Tab. XI: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani mnozstvi cukrii v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
stied vs periferie 181,4 P <0.01 45.07 to 317.7
stied vs mladusky 239.6 P <0.001 103.3 to 375.9
stied vs Iétavky 122,2 P> 0.05 -14.08 to 258.5
periferie vs mladusky 58,18 P> 0.05 -78.14 to 194.5
periferie vs 1étavky -59,16 P> 0.05 -195.5 t0 77.16
mladusky vs létavky -117,3 P> 0.05 -253.7 to 18.98

Tab. XII: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani mnozstvi glykogenu v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
stied vs periferie 1,760 P> 0.05 -0.08584 to 3.606
stied vs mladusky 1,476 P> 0.05 -0.3704 to 3.322
stied vs Iétavky 1,181 P> 0.05 -0.6647 to 3.027
periferie vs mladusky -0,2845 P> 0.05 -2.131 to 1.561
periferie vs 1étavky -0,5789 P> 0.05 -2.425 to 1.267
mladusky vs létavky -0,2943 P> 0.05 -2.140 to 1.552
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Tab. XIII: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani mnozstvi lipida v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
stied vs periferie -19,69 P> 0.05 -51.86 to 12.48
stied vs mladusky -9,381 P> 0.05 -42.54 t0 23.78
stied vs létavky -2,720 P >0.05 -35.88 to 30.44
periferie vs mladusky 10,31 P> 0.05 -22.85 to 43.47
periferie vs 1étavky 16,97 P> 0.05 -16.19 to 50.13
mladusky vs létavky 6,661 P >0.05 -27.46 10 40.78

Tab. XIV: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani mnozstvi proteint v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
stied vs periferie 74,06 P <0.01 16.76t0 131.4
stied vs mladusky 104,8 P <0.001 49.04 to 160.6
stied vs Iétavky 88,30 P <0.01 29.15to0 147.5
periferie vs mladusky 30,76 P> 0.05 -26.54 to 88.06
periferie vs 1étavky 14,24 P> 0.05 -46.35 to 74.84
mladusky vs létavky -16,51 P> 0.05 -75.67 to 42.64

Tab. XV: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani koncentrace cukri v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie 38,31 P <0.05 6.493 to 70.13
jadro vs mladusky 60,05 P <0.001 28.23 to 91.87
jadro vs létavky 21,11 P> 0.05 -11.58 t0 53.80
periferie vs mladusky 21,74 P> 0.05 -10.08 to 53.56
periferie vs 1étavky -17,20 P> 0.05 -49.90 to 15.49
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mladusky vs létavky -38,94 P <0.05 -71.63 to -6.250

Tab. XVI: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani koncentrace glykogenu v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie 0,4502 P> 0.05 -0.5842 to 1.485
jadro vs mladusky 0,03597 P> 0.05 -0.9985 to 1.070
jadro vs létavky -0,6076 P> 0.05 -1.642 to 0.4268
periferie vs mladusky -0,4142 P> 0.05 -1.449 to0 0.6202
periferie vs 1étavky -1,058 P <0.05 -2.092 to -0.02334
mladusky vs létavky -0,6436 P> 0.05 -1.678 to 0.3909

Tab. XVII: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani koncentrace lipida v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie -2,730 P> 0.05 -9.153 to 3.693
jadro vs mladusky -1,512 P> 0.05 -7.935t04.911
jadro vs létavky 1,597 P> 0.05 -5.621 to 8.816
periferie vs mladusky 1,217 P> 0.05 -5.372 to 7.807
periferie vs 1étavky 4,327 P> 0.05 -3.041 to 11.69
mladusky vs létavky 3,110 P> 0.05 -4.258 to 10.48

Tab. XVIII: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani koncentrace proteint v tukovém télese.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie 16,00 P <0.05 3.015 to 28.98
jadro vs mladusky 24.82 P <0.001 11.84 to 37.81
jadro vs létavky 12,78 P> 0.05 -0.9973 to 26.55
periferie vs mladusky 8,823 P> 0.05 -4.162 to 21.81
periferie vs 1étavky -3,224 P> 0.05 -17.00 to 10.55
mladusky vs létavky -12,05 P> 0.05 -25.82t0 1.725
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Tab. XIX: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani hladin cukri v hemolymf€.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie 162,4 P <0.001 94.60 to 230.2
jadro vs mladusky 172,6 P <0.001 104.8 to 240.4
jadro vs létavky -154,7 P <0.001 -222.5t0-86.91
periferie vs mladusky 10,18 P> 0.05 -57.63 to 77.98
periferie vs 1étavky -317,1 P <0.001 -384.9 to -249.3
mladusky vs létavky -327,3 P <0.001 -395.1 to -259.5

Tab. XX: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani hladin lipida v hemolymfeg.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie 22,15 P <0.01 7.928 to 36.37
jadro vs mladusky 22,15 P <0.01 7.928 to 36.37
jadro vs létavky -17,04 P <0.05 -31.26 to -2.814
periferie vs mladusky 0,0000 P> 0.05 -14.22 to 14.22
periferie vs 1étavky -39,19 P <0.001 -53.41 to -24.96
mladusky vs létavky -39,19 P <0.001 -53.41 to -24.96

Tab. XXI: Vysledky Tukeyho post-testu, porovnani hladin proteini v hemolymfe.

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. P value 95 % CI of diff
jadro vs periferie 16,18 P <0.05 0.7176 to 31.64
jadro vs mladusky 40,50 P <0.001 25.03 to 55.96
jadro vs létavky -4,187 P> 0.05 -19.65to 11.28
periferie vs mladusky 24,32 P <0.01 8.853 to 39.78
periferie vs 1étavky -20,37 P <0.05 -35.83 to -4.905
mladusky vs Iétavky -44.68 P <0.001 -60.15 to -29.22
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