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ANNOTATION

This bachelor thesis aimed to characterize the effect of imidacloprid (neonicotinoid insecticide)
on nutrient levels (carbohydrates, proteins, lipids) in haemolymph, on the activity of digestive
enzymes (amylases, proteases, lipases) in the gut, and on adipokinetic hormone and biogenic
amine levels in the central nervous system of the worker honeybees Apis mellifera. The
insecticide was applied topically to the bee body at a dose of 0,04 ug per bee. The above-
mentioned characteristics were measured 24 hours after insecticide application. The results
showed that the effect of imidacloprid on the nutrient level in haemolymph was variable — the
level of carbohydrates and proteins decreased, while the level of lipids increased. The activity of
digestive enzymes in the gut increased (proteases, lipases) after the application of imidacloprid.
On the other hand, the levels of adipokinetic hormone and biogenic amines in the central nervous

system were reduced.
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1 UVOD

1.1 Biologicky stres

Problematika stresu je dnes velmi aktualni. Zabyvaji se ji obory jako medicina, psychologie,
biologie nebo 1 ekologie. Termin stres vSak neni jednoduché popsat a jeho ptesnéd definice neni

doposud zcela jasna.

Jako prvni definoval stres Hans Selye (1936) ve svych studiich zabyvajicich se savci. A to jako
nespecifickou reakci té€la na jakykoliv nezadouci podnét (Fink, 2009). Predpokladal, ze reakce
na stres je univerzalni fyziologicka a behaviordlni odpovéd’ nazyvana obecny adaptacni syndrom
(GAS - general adaptive syndrome). Ten rozdélil do tii fazi — poplachova, adapta¢ni a faze
vycerpani. Poplachova faze funguje jako okamzitd reakce ,.fight or flight. V adaptacni fazi se
organismus snazi minimalizovat dopad stresoru. V posledni fazi dochazi k vycerpani organismu
a télo se uz neni schopné puisobeni stresoru branit. Dnes uz vime, Ze antistresova reakce neni
jednotna. Na zaklad¢ typu, nacasovani a zavaznosti aplikovaného stimulu muize stres V téle
vyvolat rizné akce od zmén homeostazy az po Zivot ohrozujici ucinky a smrt (Yaribeygi a kol.,

2017).

Vsechny organismy musi udrzovat komplexni dynamickou rovnovéahu neboli homeostazu, ktera
je neustale napadana vnitinimi nebo vnéjSimi neptiznivymi silami nazyvanymi stresory. Stres je
definovdn jako stav ohroZeni homeostazy, ktera je obnovena komplexnim repertoarem
fyziologickych a behavioralnich adaptivnich reakci organismu. (Chrousos, 2009). Je znamo, ze
ruzné chemické (pesticidy, l1éky, kovy, smog, abnormalni koncentrace kysliku atd.), fyzikalni
(zafenti, teplota, hluk, vibrace atd.) a fyziologické (nemoci, zranéni, starnuti, zdnéty atd.) podnéty
mohou puisobit jako stresory a narusit tak funkéni homeostazu (Kodrik a kol., 2015). Jakakoliv
odezva organismu na pusobeni téchto stresorti se nazyva antistresova reakce. Ta mize probihat
na molekularni, bunééné, fyziologické, ekologické nebo sociélni urovni. Jsou to pravé
antistresové reakce, které v téle vyvolavaji katabolické procesy, a naopak tlumi procesy, které se

zachranou bezprostiedné nesouvisi.

Nejpodrobnéji byl koncept stresu prozkouman u savct prostiednictvim raznych studii

zabyvajicich se jejich fyziologickymi i behavioralnimi reakcemi. U savcl jsou antistresové



reakce fizeny prostfednictvim nervové a endokrinni soustavy, konkrétné skrze hypotalamo-
hypofyzarni systém, jenz produkuje specifické hormony. V poslednich letech se vSak ukazuje, ze
je to pravé hmyz, ktery by mohl slouzit k dal§imu studiu antistresovych reakci. Ve stresovych
reakcich je nepochybné mnoho paralel mezi obratlovei a hmyzem, at’ uz v aktivovanych drahéch,

popt. v kontrolnich systémech reakci na stres (Adamo, 2012).

1.2 Antistresova reakce

V ptipadé¢, ze organismus Celi n¢jakému stresoru, je v jeho téle spusténa antistresova odpovéd’,
jejimz cilem je chranit dany organismus pfed nezadoucimi vlivy stresoru. Tato odpoveéd’ se mize
projevit jako komplex bunécnych, fyziologickych nebo behavioralnich reakci. Jsou to vysoce
konzervativni reakce, které probihaji u vétSiny taxond obratlovei véetné lidi jednotné (Mostl a
Palme, 2002). V zavislosti na druhu, intenzité a délce pisobeni stresoru se v organismu rozvijeji
ruzné fyziologické az patologické zmény vedouci k docasnému nebo dlouhodobému naruseni
fyziologickych mechanismu, v extrémnich ptipadech az ke smrti organismu (Yaribeygi a kol.,
2017). Jak jiz bylo zminéno, u vé€tSiny obratlovcd jsou tyto reakce fizeny skrze nervovou a

endokrinni soustavu.

1.2.1 Antistresové reakce savcu

Antistresova odpovéd’ savcu je kontrolovana dvéma hlavnimi antistresovymi osami, sympato-

adreno-medularni osou (SAM) a hypothalamo-hypofyzarné-adrenalni osou (HPA).

SAM je fizena parasympatikem a podnécuje tvorbu katecholaminii (adrenalin, noradrenalin)
Vv dfeni nadledvin. Tyto hormony jsou ve vys§i mife syntetizovany pii stresovych situacich a
jejich tkolem je na né organismus rychle pfipravit. Jelikoz je tato osa zprostfedkovana hlavné
neuronalnim vedenim, je velice rychla. Jeji i¢inky mizeme pozorovat v fadu nékolika vtefin po
zacatku pusobeni stresoru. V téle piisobi tyto hormony jako neurotransmitery sympatické ¢asti
vegetativniho systému. Adrenalin a noradrenalin se vazi na a. a B adrenergni receptory. Adrenalin
skrze PB-receptory zvySuje srde¢ni frekvenci a silu stahu srde¢niho svalu. Noradrenalin
prostiednictvi a-receptori vyvolava vazokonstrikci v perifernich tkénich, ¢imz zvySuje krevni

tlak. Aktivace této osy zptuisobuje i metabolické zmény zajist'ujici potfebnou energii pro mozek,



kosterni svaly a dalsi organy. Tato energie je zprostfedkovana pomoci aktivace glykogenolyzy

V jatrech a navyseni obsahu volnych mastnych kyselin a laktatu v plazmé.

Hypothalamo-hypofyzarné-adrenalni osa (HPA) miize byt spusténa dvéma mechanismy. Bud’ je
hypothalamus stimulovan aktivaci SAM osy, tedy adrenalinem. Nebo dochazi k jeji aktivaci
primo skrze smyslové drahy, které objevily stresor (v tomto ptipad¢ nemusi byt nutné aktivovana
osa SAM). Tato osa je vzhledem ke svému charakteru pomalejsi a jeji nastup trva v fadu nékolika
minut, na druhou stranu ma vSak déle trvajici efekt. Paraventrikulatni jadro hypothalamu
produkuje kortikoliberin (peptidicky hormon), ktery stimuluje hypofyzu k tvorbé ACTH
(adrenokortikotropni hormon). ACTH nasledné¢ stimuluje ktiru nadledvin ke zvySené produkci
glukokortikoidl. Glukokortikoidy putuji krevnim feciStém a plisobi zde na cilové tkané
spoustéjici obranné reakce (mobilizuji energii, tlumi travici procesy a inhibuji imunitni reakce).
HPA osa je piisné regulovana samotnym hypothalamem pomoci negativni zpétné vazby.
Glukokortikoidy se vazou na své receptory v centrdlni nervové soustavé a hypothalamus tak

dostava informaci o tom, jaka je jejich hladina v krvi.

1.2.2 Antistresoveé reakce hmyzu

Hmyzi antistresové reakce jsou fizeny velmi podobn¢ jako je tomu u savcd. Pokud je organismus
vystaven n&jakému stresoru jsou z centralni nervové soustavy vyplavovany hormony oktopamin
a dopamin. Tyto hormony jsou strukturn¢ pfibuzné adrenalinu a noradrenalinu a hraji podobné
fyziologickeé role. K uvolnéni téchto hormont dochazi velice rychle. Dale pak nasleduje uvolnéni

adipokinetickych hormonii (AKH) z endokrinni Zlazy corpora cardiaca.

1.2.2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy hraji zasadni roli v regulaci zakladnich Zivotnich procest (Farooqui, 2012). U
hmyzu muzeme najit oktopamin, dopamin, histamin, serotonin nebo tyramin. Role biogennich
amind jako hormontl a neurotransmiterti v akutni stresové reakci je u obratlovcil velice dobie
zdokumentovana. Ukazuje se, Ze i u hmyzu hraji biogenni aminy podstatnou roli v antistresové
odpovédi organismu. Vyzkum naptiklad ukazal, Ze oktopamin a dopamin se uvoliuji do hmyzi
hemolymfy v prvnich minutach po vystaveni stresu, coz vyvolava kaskadu reakci vedoucich k

opétovnému dosazeni homeostazy (Gruntenko a kol., 2016). Biogenni aminy se vazi na receptory



spojené s G-Proteinem (GPCR) a v zavislosti na typu receptoru a cilové tkani stimuluji rizné

typy sekundérnich poslii, zejména cAMP nebo Ca?* (Farooqui, 2012).

1.2.2.2 Adipokinetické hormony (AKH)

Adipokinetické hormony hraji kliGovou roli v fizeni energetického metabolismu hmyzu.
Antistresovou aktivitu AKH Ize v hmyzim téle sledovat pfedev§im v zdkladni metabolické
roving, ale projevuje se i na biochemické, fyziologické nebo dokonce behavioralni trovni.
Vsechny reakce se vzajemné dopliuji a koordinuji — vysledkem je komplexni antistresova
odpovéd’ organismu (Kodrik a kol., 2015). AKH jsou vsak pleiotropni hormony, protoze zasahuji
1 do dalSich energeticky nérocnych procest jako je svlékani, reprodukce, rist, hladovéni a
diapauza (Géde, 1990). Byly popsany u desitek zastupct v§ech vyznamnych hmyzich fada a dnes
jich zndme kolem 60 forem. Jednotlivé formy se li$i slozenim aminokyselin a patéi do tzv.
AKH/RPCH peptidické rodiny (adipokinetic hormone/ red pigment concentrating hormone
family). VSechny hormony z AKH/RPCH rodiny se skladaji z 8 az 10 aminokyselin s jedinou
vyjimkou, AKH z motyla Vanessa cardui obsahuje 11 aminokyselin (Kollisch a kol., 2000).

Adipokinetické hormony jsou metabolické neurohormony vylucované neurosekretorickymi
bunkami endokrinni zlazy corpora cardiaca. Corpora cardiaca jsou piimo spojena s mozkem,
slouzi jako neurohemalni organ, syntetizuji v$ak i vlastni hormony. AKH stimuluji bunky
tukového télesa, které je obdobou sav¢ich jater. Zde dochazi k mobilizaci energetickych zasob
organismu, a zaroven dochdzi k utlumu veskerych syntetickych procesu. Adipokinetické
hormony se zde vazi na specifické receptory spfazenymi s G-proteiny, které prostfednictvim
druhého posla (cyklicky adenosinmonofosfat, diacylglycerol, inositoltrifosfat, vapenaté ionty)
aktivuji rizné bunééné kaskady vedouci k mobilizaci energie prostiednictvim mobilizace lipida
nebo glycidi. Mechanismus pisobeni AKH na bunééné Grovni je substratove specificky (Gade a
kol., 1997).

Pfi mobilizaci lipidl se po navazani AKH na receptor interagujici s G-proteinem stava druhym
poslem cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat). Ten za pfitomnosti vapenatych iontd spusti
proteinkindazovou kaskédu, jez ve findlnim kroku $tépi triaglycerol na diaglycerol (DAG). DAG

(nejb&znéjsi transportni forma lipidi u hmyzu) je skrze cytoplazmatickou membranu vyplavovan



do hemolymfy a transportovan k cilovym tkanim (svaly), kde je rozlozen na mastné kyseliny a

glycerol (Gade a Auerswald, 2003).

Poné¢kud jiny mechanismus vede k mobilizaci zasob glycidi. Po navazani AKH na receptor a
aktivaci G-proteinu je stimulovana fosfolipaza C. Ta ma za kol §t€peni inositolového fosfolipidu
na inositoltrifosfat a DAG (diaglycerol). Inositoltrifosfat uvoliiuje vapenaté ionty
z endoplazmatického retikula a ty spolu s DAG spousti proteinkinazovou kaskadu. Ta dale
aktivuje glykogen fosforylazu, jejimz ukolem je S$tépit glykogen na glukézu. Ta je nésledné
pfeménéna na trehal6zu, ktera putuje hemolymfou a v cilovych tkanich slouzi jako zdroj energie

(Gade a Auerswald, 2003).

Tukové téleso v§ak neni jedinou cilovou tkani adipokinetickych hormont (Kodrik, 2008). AKH
také stimuluji ¢innost srdce. Pti zvySené aktivité srdecni ¢innosti dochazi k rychlejsimu presunu
také dochézi ke stimulaci svalii a pohybové aktivity. V neposledni fadé dochézi 1 ke zvySeni
¢innosti stfevnich enzymu. Tato funkce se vSak projevuje az po dels$i dob& od ptisobeni stresoru
a zajiStuje doplnéni energetickych zdroja, které byly spotfebovany pii antistresové reakci.
Uvolnovani AKH z corpora cardiaca do hemolymfy je zpravidla kontrolovano zpétno-vazebné
hladinou metabolitti. Po ukonceni piisobeni dojde k deaktivaci AKH v hemolymfé pomoci

endopeptidaz (Géde a kol., 1997).

U véely medonosné Apis mellifera (viz nize) miizeme najit pouze jednu formu adipokinetického
hormonu. Hormon je oznacovan jako Schgr-AKH-I1 (protoZe byl ptivodné popsan u Schistocerca
gregaria (Gade a kol., 1986)) a je slozen z deviti aminokyselin v podobé — pGlu-Leu-Thr-Phe-
Thr-Ser-Ser-Trp-Gly-NHz (Marchal a kol., 2018).

1.3 Neonikotinoidni insekticidy

Insekticidy jsou pfipravky primarné uréené k hubeni hmyzu nebo jeho odpuzovani. Uzivaji se
v zemé&d€lstvi, lesnictvi i v doméacnostech. Mohou to byt latky ptirodniho ptvodu jako napiiklad
neemovy olej nebo pyrethrum. Mnohem castéji se vSak setkavame s chemickymi insekticidy.
Syntetickych insekticida je cela fada (karbamaty, organofosfaty, neonikotinoidy nebo

pyrethroidy), 1isi se obsazenou ucinnou latkou a zptisobem aplikace. Chemické insekticidy jsou



dilezité pro produktivitu plodin v systémech intenzivniho zeméd¢€lstvi, kde zachovavaji asi jednu

pétinu vynosu plodin (Oerke a Dehne, 2004).

Neonikotinoidni insekticidy, jako je imidacloprid, klothianidin, thiamethoxam a thiacloprid, patii
neonikotinoidni insekticidy nejrychleji rostouci tfidou insekticidi v moderni ochrané plodin kviili
pouziti proti Sirokému spektru Skudct (Jeschke a kol., 2011). Neonikotinoidy maji relativné nizké
riziko pro necilové organismy a zivotni prostedi, vykazuji vysokou cilovou specifitu pro hmyz
a v8estrannost v aplika¢nich metodach (Cresswell, 2011). Jsou to systémové insekticidy, rostlina
latku vstifebava pii kliceni a rozvadi ji dale po téle. Tak je dosazeno toho, ze insekticid je
specificky doddvan Skidcim pozirajicim tkané rostlin. Jejich ndzev doslova znamena ,,new
nicotine-like insecticides”, jelikoZz chemicky jsou neonikotinoidy odvozené od molekuly

nikotinu.

Nikotin izolovany z rostlin tabaku (Nicotiana tabacum) se po staleti pouziva jako systémovy
insekticid proti savému hmyzu (Seifert a Stollberg, 2005). Jelikoz je ale nikotin toxicky i pro
savce, bylo hlavnim cilem pfi vyvoji novych insekticidi zvysit jejich specificitu pro hmyz.
Neonikotinoidy pasobi na postsynaptické acetylcholinové receptory (nAChR). U savct i u hmyzu
muzeme najit nékolik typt téchto receptord. U hmyzu jsou tyto receptory umistény piimo
Vv centralni nervové soustavé, savéi nAChR receptoru se nachazeji v mozku, autonomnich
gangliich, kosternim svalstvu a miSe. Selektivni toxicita neonikotinoidtt u hmyzu a savcu je z
velké €asti pfipisovana rozdilné citlivosti podtypti nAChR hmyzu a obratlovct. U hmyzu plisobi
neonikotinoidy na alespon tfi riizné podtypy nAChR a zptsobuji dvoufizovou odezvu, tj.
pocateni zvysSeni frekvence spontinniho vyboje nasledované Uplnym blokovanim Sifeni

nervového vzruchu (Gupta a kol., 2019).

Imidacloprid je nejznamé&jsim a nejpouzivangjSim zastupcem neonikotinoidnich insekticida. Je
to Sirokospektralni neonikotinoidni insekticid s vynikajici systémovou a kontaktni aktivitou,
ktera podporuje jeho pouziti na mnoha potravinaiskych plodinach, trdvnicich, okrasnych
rostlinach a pro hubeni hmyzu v domacnostech (Krieger, 2010). Pfi peroralnim podani ¢lovéku
se imidacloprid rychle vstfebava, metabolizuje se primarn€ v jatrech a vyluCuje se moci.

Imidacloprid se nehromadi v téle, neni karcinogenni, mutagenni, teratogenni ani toxicky pro



reprodukci. Mira bezpe¢nosti imidaclopridu je vysoka diky jeho insekticidni specifité a nizké

toxicité pro savce (Sheets, 2010).

1.4 Vcela medonosna (Apis melllifera)

V¢ela medonosna je zastupcem blanokiidlého hmyzu (Hymenoptera). Z celé pocetné tiidy
hmyzu ma nejvétsi vyznam pro opylovani rostlin. Odhaduje se, Ze se podili na zajiSténi
cizospra§ného hmyzosnubného opylovani rostlin z 95 %. Zbyvajicich 5 % zajist'uji ¢melaci,
samotaiské veely a ostatni piilezitostné opylujici hmyz (Vesely a kol., 2003). V poslednich letech
vSak dochazi k ¢astym thynim vcelstev. Vcelati z riznych geografickych oblasti hlasili vyrazné
zvysSeni miry selhani vcelstev a poctu stresort ovliviiyjicich vcely, véetné nemoci, paraziti,

pesticidu a Spatné vyzivy (Ratnieks a Carreck, 2010).

1.4.1 Morfologie

Télo vcely medonosné je tvoieno tiemi ¢astmi — hlava, hrud’ a zadecek. Jednotlivé Casti téla jsou
volné spojeny a umoziuji tak vcele vétsi flexibilitu pohybu. Vnéjsi kostra vcéely je tvofena
pokozkou skladajici se ze téi vrstev — a to z kutikuly, epidermis a podstavné blany. | samotna
kutikula se déle déli na tfi vrstvy. Tyto vrstvy nemaji bunéénou strukturu, ale obsahuji drobné
pory propojujici povrch téla s epidermis. Prvni dvé vrstvy jsou slabsi, svrchni voskovitd vrstva
se nazyva epikutikula a pod ni se nachazi exokutikula obsahujici melanin (zajist'uje zbarveni).
Endokutikula je nejsilnéjsi vrstva tvofend z mnoha vrstev chitinu a proteind. Kutikula slouzi jako

opora téla a k ochrana vnitinich organd.

Hlava vcely je tvotfena Sesti pln¢ srostlymi Clanky. S télem je spojena tenkym krkem, jimz
prochazi hltan, aorta, nervova paska, vzdus$nice a vyvody riznych zlaz. Prvni az tieti ¢lanek se
nazyva procephalon a je zde uloZen mozek. Ctvrty aZ Sesty ¢lanek se nazyva gnathocephalon.
Hlava nese fadu duleZitych smyslovych orgéni. V jeji pfedni ¢asti se nachdzeji dvé slozené oci
slouzici k vidéni, a tfi jednoducha ocka (ocelli), ktera reaguji pouze na svételné drazdéni. Na
hlavé jsou také pfitomna tykadla pfirostla k ¢elni stran¢ hlavy tenkou membranou. Tykadla
reaguji na pachové, chemické i hmatové podnéty. Na ¢tvrtém az Sestém c¢lanku se nachézeji

kusadla, &elisti a spodni pysk. Celisti a spodni pysk tvoii dohromady sosik, coZ je pohybliva



ochlupena ¢ast traviciho Ustroji. Kusadla jsou velmi pevna4, siln¢ inkrustovana, a proto jsou velmi

ostrou a silnou ¢asti traviciho Ustroji (Pfidal, 1996).

V¢eli hrut’ je tvotfena srustem tfi hrudnich a jednoho bederniho ¢lanku. Je rozd¢€lena na ptredohrud’
(prothorax), sttedohrud’ (mesothorax) a zadohrud’ (metathorax). Na rozdil od hlavy jsou hranice
jednotlivych hrudnich ¢lankt rozlisitelné a nesou pohybové organy (nohy a kiidla). Baze obou
para blanitych kiidel pfisedaji na ¢lanky pfedohrudi a zadohrudi. Ktidla jsou pokryta kutikulou
s drobnymi chloupky a prochazi jimi vzdusnice (dychaci organ). Nemaji vlastni svalstvo, jejich
pohyb je zajistén pomoci hrudnich létacich svali. Dale se na hrudi nachazeji tfi pary

¢lankovanych nohou, kazdy par na jednom ¢lanku.

Nejvetsi Casti téla veely je zadecek, zde se nachazi vétSina zivotné dilezitych organii jako je
travicich soustava s medovym vackem, tukové téleso, Malpighické trubice, pohlavni Ustroji a

rizné zlazy. Jednotlivé ¢lanky zadecku jsou jasné viditelné a vzajemné se piekryvaji.

1.4.2 Orgéanové soustavy

Na fizeni organismu se podili nervova a endokrinni soustava. Nervova soustava vcely je
gangliovd, sklada se z mozku, bfiSni nervové pasky a periferni nervové soustavy. Mozek je
nejslozitéjsi ¢asti nervové soustavy, je sloZzen ze dvou hemisfér spojenych stiedni ¢asti. Jsou
v ném ulozena zrakova centra a houbovita téliska (corpora pedunculata). Ta piedstavuji tzv.
asociacni centra, jsou to centra instinkti, reflext a celkové ,,vyssich® nervovych projeva vcel.
Vcela jako eusocialni hmyz ma tato centra dobie vyvinuta a v pribéhu Zivota mize dochazet
K jejich zvétsovani. Kontakt sokolim zprostfedkovavaji smyslové orgdny Vv podobé
chemoreceptori, mechanoreceptort, termoreceptoru a fotoreceptord. Endokrinni systém hmyzu
patii nejdokonalejSim a nejlépe prozkoumanym endokrinnim systémim bezobratlych. Jeho osu
tvofi dvé hlavni endokrinni centra — neurosekretoricky systém mozku spojeny se Zlazami corpora

cardiaca a corpora allata, a prothorakalni zlazy (Kodrik a kol., 2015).

Vcela ma otevirenou cévni soustavu, tvofenou srdcem a hlavni cévou. Koncem cévy se pak
hemolymfa dostava volné€ do télni dutiny, kde omyva vnitini orgdny. Dychéani probihd pomoci

vzdusnic a svalli na zadecku. Malpighické trubice zajist'uji vylucovani vcel.



Travici soustava ma za kol zachytit potravu, zpracovat ji, predat ziskané ziviny cévni soustavé
a vyloucit nestravené zbytky ven z téla. Travici soustava véely je slozena ze tii Casti: predni
(stomodeum), stiedni (zaludek, mesenteron) a zadni (proctodeum). Vstup do travici soustavy je
tvofen usty (0s), ndsleduje hltan (pharynx) a jicen (oesophagus). Pomoci okruznich a podélnych
svali dochézi ke stahovani hltanu a tim i nasavani potravy sosakem. Zde se také potrava misi
s vymeésky hltanové zlazy. Skrze jicen je potrava posouvana stejné€ jako je tomu u hltanu, pomoci
svali. V zadecku se jicen rozsifuje do utvaru zvaného medny vacek. V ném dochdzi vlivem
vymeska hltanovych 7l1az k preméné nektaru na med. Jedind véela nema na vytvotfeni medu
dostatek vymeéska zlaz. Nektar tedy zpétné vyvrhuje a predava dalsi vcele. Tento postup je
opakovan do vytvoteni pravého medu. Mezi mednym vackem a zaludkem se nachazi tzv. ¢eslo.
Ceslo reguluje priichod potravy do Zaludku (trubi¢kovity konec &esla) a zaroven brani zp&tnému
posunu potravy do medného vacku (hlava cCesla). Urcuje tak, kolik potravy bude zpétné
vyvrhnuto a kolik potravy bude pouzito k vlastnimu trdveni. Vnitiek Zzaludku je chranén
peritrofickou membranou. Membréna také zpomaluje postup potravy a zajiSt'uje tak lepsi traveni.
Konec travici soustavy piedstavuje koneénik neboli vykalovy vak. Zde se hromadi nestravené

zbytky zadrzované v pribéhu zimy.



2 CILE PRACE

Cilem této bakalafské prace bylo sledovani fyziologickych procesu probihajicich v téle véely
medonosné A. mellifera po aplikaci imidaclopridu (neonikotinoidni insekticid). Prace zahrnovala

nasledujici:

1. Stanoveni mnoZstvi Zivin (glycidy, proteiny, lipidy) v hemolymf¢
2. Sledovani zmén v aktivité travicich enzymu (proteazy, amylazy, lipazy) ve stievé
3. Sledovani zmén hladiny adipokinetického hormonu v CNS

4. Sledovani zmén hladiny aminti (dopamin, histamin) v CNS
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3 MATERIALY A METODIKA

3.1 Chov vcely medonosné

Véely pouzivané k této praci byly odebirany z véelnice Biologického centra AVCR v Ceskych

Budgjovicich.

3.2 Aplikace imidaclopridu

Insekticid imidacloprid byl narkotizovanym véelam aplikovan topikalné v acetonu na ptedni
dorsalni ¢ast abdomenu pomoci mikropipety; kontroly obdrzely stejnou davku ¢istého acetonu.
- Pro stanoveni vhodné pokusné davky pomoci mortality byl imidacloprid aplikovan
v mnozstvi 0,02-0,40 pg na vcelu vzdy ve 4 pl roztoku (pro kazdou davku bylo pouzito 20
jedinct).
- Pro posouzeni vlivu imidaclopridu na fyziologické parametry byla vybrana davka 0,04

Mg na veelu (viz kap. 4. Vysledky), pro kazdou skupinu bylo pouzito 8-10 jedincti.

V obou piipadech byly v¢ely po oSetieni pifesunuty do specialnich klicek, které byly umistény do
inkubatoru o teploté 38 °C. Po 24 hodinach byly v¢ely usmrceny mrazem a pouzity k dal§im

stanovenim.
3.3 Odbér hemolymfy

Velam narkotizovanym oxidem uhli¢itym byla narusena kutikula na lateralni stran¢ abdomenu
pomoci jehly. Mikro-kapilarou byla zachycena vytékajici hemolymfa a pfenesena do
mikrozkumavky udrzované na ledu. Takto ziskané vzorky byly uchovavany v -20°C do dalsiho
pouziti. Pfi odbéru bylo nutné udrzovat ziskanou hemolymfu v chladu, aby nedoslo k jeji

melanizaci.
3.4 Pitva v¢elich organti
Pitvané vcely byly nejdiive narkotizovany pomoci oxidu uhli¢itého a nasledné pfeneseny na led.

Pitvy byly provadény pod binokuldrnim mikroskopem na voskové desticce v Ringerovée

fyziologickém roztoku. Ringeriiv roztok zabranioval vysychani pitvanych organti a nahrazoval
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ptirozené fyziologické prostiedi. K pitvé byly dale pouzity Spendliky, pitevni pinzety a

chirurgické ntzky.

Ringeriiv roztok:
7,59 NaCl, 0,1 g KCl, 0,2 g CaClz - H20, 0,4 g MgCl2- H20, 0,2 g NaHCO3sna 1 litr destilované
vody

3.4.1 Pitva stfeva

Narkotizovana vcela byla upevnéna Spendlikem k pitevni voskové misce dorzalni stranou dold.
Nasledné byla chirurgickymi nlzkami podélné rozstfizena télni sténa na ventralni strané
abdomenu. Stfevo bylo vyjmuto pomoci pitevnich pinzet, umisténo do mikrozkumavky a

zvéazeno. Stievo bylo uchovavano v -20°C do dalsiho pouziti.

3.4.2 Pitva mozku

Vcele byla ustfizena hlava a ptipevnéna pomoci Spendliku k voskové desti¢ce dorzalni stranou
dolt. Pinzetou byla natrzena kutikula po celém obvodu hlavy a nasledné byla odstranéna. Mozek
byl spolu s endokrinnim orgadnem corpora cardiaca vyjmut a umistén do mikrozkumavek s 200

ul 80 % methanolu. Vzorky byly uchovéany v -20°C do dal§iho pouziti.

3.5 Me¢éfeni mnozstvi Zivin v hemolymf¢

3.5.1 MnozZstvi proteinli v hemolymf¢

Test pro stanoveni hladiny proteini v hemolymf¢€ byl provadén podle prace Stoscheck (1990).
K testu byl pouzit kit BCA (Bicinchoninic acid) protein Assay (Sigma Aldrich).

Reagencie:
= Reagencie A (pH 11,25, Sigma Aldrich) - 1 g sodium bicinchoninade, 2 g Na2COs, 0,16
g CsHaNa204, 0,4 g NaOH, 0,95 g NaHCOs3 na 100 ml destilované vody
» Reagencie B (pH 7,8, Sigma Aldrich) - CuSO4 - H20 na 10 ml destilované vody
= 0,2M tris (pH 7,8)
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Postup:

Do mikrozkumavek bylo napipetovano 49 pl tris a 1 pl hemolymfy. Nasledné byl ke vzorku
pfidan 1 ml reak¢éni smési (reakéni smés - 50 dili reagencie A a 1 dil reagencie B). Jako blank
bylo pouzito 50 pl destilované vody a 1 ml reakéni smési. Vzorky byly promichany a inkubovany
30 minut pii 60 °C. Po vychladnuti bylo z kazdé mikrozkumavky pteneseno 200 pl roztoku do
jamek mikrodesticky. Absorbance byla métena na ELISA readeru (Molecular Devices) pfi
vlnové délce 562 nm. Pro vyhodnoceni vysledkl byla pouzita kalibra¢ni kiivka BSA (bovinni

sérum albumin) v rozmezi 5-50 pg BSA.

3.5.2 Mnozstvi lipidli v hemolymf¢

Test pro stanoveni hladiny lipidi v hemolymf€ byl provadén podle prace Zollner a Kirsch (1962),
modifikované dle prace Kodrik a kol. (2000).

Reagencie:
= 96% H2SO4
» Vanilinové reagens — 1,98 g vanilinu (Sigma Aldrich) v 668 ml H3PO4

Postup:

Do sklenénych zkumavek bylo napipetovano 100 pl kyseliny sirové a 1 pl hemolymfy. Jako
blank bylo pouzito 100 pl kyseliny sirové. Vzorky byly nasledné povateny 10 minut pii 100 °C.
Po vychladnuti byl ke kazdému vzorku pfidan 1 ml fosfovanilinové reagens a vzorky byly prudce
promichany. Po uplynuti 30 minut bylo z kazdé zkumavky piepipetovano 200 ul roztoku do
jamek mikrodesti¢ky. Absorbance byla métena na ELISA readeru (Molecular Devices) pii 546
nm. Pro vyhodnoceni vysledki byla pouzita kalibra¢ni kiivka kyseliny olejové v rozmezi 1,412-
56,5 ug kyseliny olejové.

3.5.3 Mnozstvi glycidid v hemolymf¢

Test pro stanoveni hladiny glycid v hemolymf€ byl provadén podle prace Carol a kol. (1956).

Reagencie:

=  Destilovana voda
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= Anthronova reagens - 150 mg anthronu (Sigma Aldrich) ve 100 ml 70% H2SO4

Postup:

Do mikrozkumavek bylo napipetovano 160 pl destilované vody a 0,5 ul hemolymfy. Nasledné
bylo do zkumavek ptidano 230 pl anthronové reagens a vzorky byly inkubovany 8 minut pti 100
°C. Jako blank byl pouzit vzorek obsahujici 160 pl destilované vody a 230 pl anthronové reagens.
Po vychladnuti bylo pfeneseno 200 ul z kazdého vzorku do jamek mikrodesticky. Absorbance
byla méfena na ELISA readeru (Molecular Devices) pti vinové délce 620 nm. Pro vyhodnoceni

vysledku byla pouzita kalibra¢ni kiivka glukézy v rozmezi 0,45-14,4 ug glukézy.
3.6 Mg¢feni aktivity enzymu ve stieve

Pro méfeni aktivity enzymu ve stieveé byla pouzita vypitvana stteva. Vzorky byly rozsonikovany
ve 200 pl 0,2M trisu (pH 7,8) a stoceny (5 minut, 10 000 otacek). Nasledn¢ byl odebran

supernatant do ¢istych mikrozkumavek a vzorky byly uchovany v -20 °C k dalsimu pouziti.

3.6.1 Proteazova aktivita

Test aktivity protedz ve stievé byl provadén za pouziti resorufin-kaseinovému kitu od firmy
Roche.

Reagencie:
= 0,4% resorufin-kasein ve vodé
= 0,2M tris (pH 7,8)
= 0,02M CaCl:
= 5% CCIsCOOH (TCA)

Postup:

Do mikrozkumavek byly postupné napipetovany piedem piipravené reagencie. V kazdém
zkumavce bylo smichano 20 pul substratu resorufin-kasein, 40 pl 0,2M trisu, 20 pl 0,2M CaClz a
20 pl extraktu ze stieva (ekvivalent 0,1 stfeva). Jako blank byl pouzit roztok obsahujici 20 pl
substratu resorufin-kasein, 40 pl 0,2M trisu a 20 pl 0,2M CaClz. Vzorky byly inkubovany pii
teploté 37 °C. Po jedné hodiné byla inkubace pferusena a ke kazdému vzorku bylo pfidano 240

ul 5% kyseliny trichloroctové. Poté byly vzorky dale inkubovany po dobu 10 minut pii 37 °C.
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Nasledné byla provedena centrifugace vzorki (3 minuty pii 10 000 otackach) a zkazdé
mikrozkumavky bylo pfepipetovano 200 pl supernatantu do ELISA mikrodesti¢ky. Absorbance
byla méfena na ELISA readeru (Molecular Devices) pti vinové délce 490 nm. Vysledky byly

vyhodnoceny jako relativni absorbance na miligram hmotnosti stieva.

3.6.2 Lipazova aktivita

Test lipdzové aktivity byl proveden podle prace Robertse (1985).

Reagencie:
= 50mM 4MU-burytate (M=246,26) - 0,0123 g v 1 ml DMSO
= 0,2M tris (pH 7,8)

Postup:

Do tmavé mikrodesticky bylo napipetovano 5 ul extraktu ze stieva (ekvivalent 0,025 stieva) a
190 pl 0,2 M tris. Do kazdé jamky bylo v ptitmi napipetovano 5 pl 25x zfedéného SOmM 4MU-
burytate (fedéno v DMSO). Jako blank bylo pouzito 195 pul 0,2M tris a 5 pl ztedéného S0mM
4MU-burytate. Nasledné byla métena kinetickd fluorescence pii 327/449 exc/em na pfistroji
znacky Biotek. Pro vyhodnoceni byly vysledky prepocitany na nmol 4 MU/miligram hmotnosti
stfeva (F30 min — Fomin X 0.19849).

3.6.3 Amylazova aktivita

Test amylazové aktivity byl proveden podle prace Bernfelda (1955).

Reagencie:
= 2% Skrob rozpustny ve vodé
= DNS reagent —0,0125 g DNS (kyselina 3,5 dinitrosalicilova), 7,5 g KNaCsH4Os - 4 H20,
0,4 g NaOH na 25 ml destilované vody
» Fosfatovy pufr (pH 5,7) — 2,722 g KH2PO4 na 100 ml destilované vody (A), 0,716 g na
100 ml destilované vody (B), michame 93,5 ml A + 6,5 ml B
= 20mM NaCl
Postup:
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Do mikrozkumavek bylo postupné ptidano 25 pl extraktu vzorku ze stieva (ekvivalent 0,125
stfeva), 25 ul 2% roztoku skrobu a 25 pl fosfatového pufru. Takto pripravené vzorky byly
inkubovany 1 hodinu pii 30 °C, nasledné byla probihajici reakce zastavena pomoci kyseliny 3,5-
dinitrosalicylové. Dale byly vzorky inkubovany po dobu 5 minut pti 100 °C a centrifugovany (10
minut pii 10 000 otackach). Z kazdé mikrozkumavky bylo do ELISA mikrodesticky
ptepipetovano 200 ul supernatantu. Absorbance byla méfena na ELISA readeru (Molecular
Devices) pii vinové délce 550 nm. Pro vyhodnoceni byly vysledky pfepocteny na mnozstvi

maltozy/miligram hmotnosti stfeva.

3.7 Stanoveni hladiny AKH v CNS — ELISA

Protilatky:
Priméarni protilatka: Rabbit anti-Schgr AKH 11 antisérum (Pineda — Berlin, Némecko)
Sekundarni protilatka: HRP (Horseradish peroxidase) Swine anti-rabbit 1gG antisérum (Pineda —

Berlin, Némecko)

Reagencie:
= 80% methanol
» Promyvaci pufr (pH 7,5) - 10mM PBS (zasobni roztok NaH2POs - 12 H20, KH2POs4,

fedéni 1:9) + 0,1 ml Tween na 100 ml 10mM PBS

= Blokovaci pufr - 1 g Skim milk Powder (Sigma — Aldrich) na 20 ml promyvaciho pufru
= Aplikaéni pufr (pH 9,6) — 0,424 g Na2CO3,0,504 g NaHCOs3 na 100 ml destilované vody
=  Substrat Sigma T444 (3 35 5¢- tetramethylbenzidine)
= 0,5M H2S04 (PENTA, 20450-12500)

Postup:

K extrakci AKH z CNS byly pouzity pfedem piipravené mikrozkumavky obsahujici véeli mozek
spolu s endokrinnim organem corpora cardiaca a 200 pl methanolu. VVzorky byly sonikovany a
stoeny (5 minut pi1 10 000 otackéach). Po centrifugaci byl supernatant odebran do cistych
mikrozkumavek. K vzniklému peletu bylo opét piidano 200 pl methanolu a cely postup byl
opakovan. Oba vzniklé supernatanty byly piepipetovany do jedné mikrozkumavky a nasledné

z nich byl methanol odpafovan ve vakuové centrifuze (Concentrator 5301).
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Po odpafeni byl vznikly odparek rozmélnén pomoci vanickového sonikatoru ve 100 pl
aplika¢niho pufru. Vzorky obsahujici ekvivalent jedné CNS rozpusténé ve 100 pl aplikac¢niho
pufru byly v tomto mnozstvi nanaSeny do jamek mikrodesti¢ky. Jako blank bylo pouzito 100 pl
aplikacniho pufru. Na desticku byla spolu se vzorky nanesena i kalibra¢ni fada standardu
hormonu Schgr-AKH II. Hormon byl fedén dvojkovou fadou s poéateéni davkou 10 pmol do
hodnoty 0,156 pmol. Desticka byla ptelepena folii (branici kontaminaci a vysychani vzorki) a
umisténa na 24 hodin do 4 °C. Po 24 hodinach byla kazda jamka obsahujici vzorek tfikrat promyta
200 pl predem pripraveného promyvaciho pufru. Néasledné bylo ke kazdému vzorku
napipetovano 200 ul blokovaciho pufru a desti¢ka umisténa na 2 hodiny do 37 °C. Dale bylo
zopakovano promyvani a ke vzorkim bylo ptidano 100 pl roztoku primarni protilatky (fedéni
1:5000 v promyvacim pufru). Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pii 37 °C. Po inkubaci bylo opé&t
zopakovano promyvani, ke vzorkiim bylo pfidano 100 pl roztoku sekundarni protilatky (fedéni
1:5000 v promyvacim pufru) a vzorky byly dale inkubovany jednu hodinu ve 37 °C. Desticka
byla Sestkrat promyta promyvacim pufrem. Nasledné bylo ke vzorkim ptidano 100 ul substratu
Sigma T444, 3 3°5‘5°-tetramethylbenzidinu, celd desticka byla zabalena do alobalu (kvli
fotosenzitivité substratu) a umisténa na dobu 40 minut do 37 °C. Pro zastaveni reakce bylo ke
kazdému vzorku ptidano 50 pl 0,5M kyseliny sirové. Absorbance byla méfena na ELISA readeru

(Molecular Devices) pti vinové délce 450 nm.

3.8 Stanoveni mnozstvi amintu v CNS

Hladina amini byla stanovena ve spolupréci s Katedrou biochemie Ptirodovédecké fakulty

Univerzity Palackého v Olomouci.

Postup:

Mozky véely medonosné (3 mozky na vzorek) byly extrahovany v 80% methanolu, extrakty byly
nasledn¢ odpareny ve vakuové odparce. Nasledné byly vzorky rozpustény v mobilni fazi a byly
k nim pfidany izotopové znacené standardy: Histamine-D4 a Dopamine-D4 (Cambridge Isotope
Laboratories, Inc., UK). Chromatograficka separace v mobilnich fazich A: voda a B: acetonitril
na systému Dionex Ultimate 3000 UHPLC system (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA) na
kolon¢ Restek Raptor Polar 2,7 um, 100 x 2,1 mm pfi teploté 30 °C. Hmotnostné spektrometricka

detekce byla provedena na systému Compact qTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) s ESI
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ionizaci. Hladiny analytl byly spocitany na zdklad€ externi kalibrace se standardy a deuterovany

internimi standardy.

3.9 Statistické zpracovani vysledk

Ke zpracovani vysledkd byly pouzity programy GraphPad Prism 8 a Microsoft Excel 20109.
V programu GraphPad Prism 8 byly pomoci standardnich kfivek pfepocteny namétené hodnoty.
V tomto programu byly taktéZ vytvofeny grafy a provedeno statistické vyhodnoceni vysledkt

pomoci Studentova t-testu na 5% hladiné vyznamnosti. (viz kap. 4. Vysledky).
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4 VYSLEDKY

4.1 Mortalita v¢el v zavislosti na davce imidaclopridu

Nejdiive byla sledovana mortalita véel v zavislosti na davce insekticidu po 24 hodindch po
aplikaci. Nasledn¢ byla zvolena vhodna davka insekticidu, pii ktera se mortalita véel pohybovala
mezi 15-20 %. Hodnota této davky byla 0,04 pg/véela. Z grafu (Obr. 1) 1ze vy¢ist, ze mortalita
véel stoupala se zvysujici se davkou imidaclopridu. U kontrolnich skupin o$etfenych acetonem

cvwvr

nizkou mortalitu (3,33 %). Davka 0,4 pg/véela jiz dosahovala mortality pies 80 %.

100
__ 80-
2
s 60—
£ 404
=
20— == Kontrola
0,04 pg
0-

I T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Davka (pg)

Obr. 1: Vliv aplikace imidaclopridu na mortalitu véely medonosné po 24 hodinach od aplikace.

Body piestavuji primér z 5 skupin (v kazdé skupiné bylo 20 jedinct) + SD.
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4.2 Vliv imidaclopridu na mnozstvi zivin v hemolymf¢

V diasledku ptsobeni riiznych stresorti na organismus muze dojit ke kolisani hladiny zivin
vV hemolymf€. Proto bylo méfeno, jak aplikace imidaclopridu ovlivni hladinu proteind, glycidi
a lipidt v hemolymfe€. Z nésledujiciho grafu (Obr. 2) lze vy¢ist, ze hladina proteinti u skupiny
oSetiené imidaclopridem oproti kontrolni skuping statisticky vyznamné poklesla (4kréat). Stejné
tak tomu bylo i u hladiny glycid v hemolymf¢ (Obr. 3), zde byl pokles 5,9nasobny. Naopak u
hladiny lipida doslo u skupiny osetfené imidaclopridem ke statisticky vyznamnému zvySeni (Obr.
4) (1,5nasobnému). Na grafech (Obr. 2, 3, 4) Ize také vidét, Ze hladina lipida je jak u kontrolni
skupiny, tak u skupiny oSetené¢ imidaclopridem nékolikandsobné¢ nizs$i nez hladina proteinii ¢i

glycidl u téchto skupin.

4.2.1 Proteiny
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Obr. 2: Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na hladinu protein v hemolymfé vcely
medonosné. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou oSetfenou

insekticidem (pramér = SD, n=10) byly vypocteny pomoci neparového t-testu (***p < 0,0001).
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4.2.2 Glycidy
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Obr. 3: Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na hladinu glycidd v hemolymfé vcely

medonosné. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou oSetienou

insekticidem (primér + SD, n=10) byly vypoéteny pomoci neparového t-testu (***p < 0,0001).

4.2.3 Lipidy
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Obr. 4: Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na hladinu lipidi v hemolymf€ véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou oSetfenou insekticidem

(pramér + SD, n=10) byly vypoéteny pomoci neparového t-testu (***p < 0,0001).
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4.3 Vliv imidaclopridu na aktivitu travicich enzymi ve stieve

Déle byla métena aktivita travicich enzymi ve stievé vcely. Na Obr. 5 lze vidét, Ze aplikace
imidaclopridu zvysila statisticky vyznamné aktivitu protedz ve stievé oproti kontrolni skupiné
asi 2kréat. Stejné tak se zvysila i aktivita lipaz (Obr. 6) - asi 2,1krat. U amylazoveé aktivity (Obr.

7) nebyl mezi skupinami naméien prokazatelny rozdil.
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Obr. 5 Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na aktivitu proteaz ve stfevé véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou oSetfenou insekticidem

(pramér + SD, n=8) byly vypoéteny pomoci neparového t-testu (***p < 0,0001).
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4.3.2 Lipazy
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Obr. 6 Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na aktivitu lipaz ve stievé véely medonosné.
Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou oSetienou insekticidem

(pramér = SD, n=8) byly vypoéteny pomoci neparového t-testu (***p < 0,0001).

4.3.3 Amylazy
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Obr. 7: Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na aktivitu amylaz ve stievé véely medonosné.
Mezi hodnotami (pramér + SD, n=10) nebyl zjistén statisticky rozdil pomoci neparového t-testu
(p > 0,05).
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4.4 Vliv imidaclopridu na hladinu AKH v CNS

Déle byla métena hladina adipokinetického hormonu v centralni nervové soustavé véely. AKH
je hmyzi antistresovy hormon, a proto se ptredpokladalo, Zze jeho hladina bude pod vlivem
imidaclopridu kolisat. Z grafu (Obr. 8) lze vy¢ist, Ze hladina AKH po aplikaci imidaclopridu
(0,04 pg/veela) statisticky vyznamné Klesla (1,4kréat).
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Obr. 8: Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 ug) na hladinu AKH v centralni nervové soustaveé
véely medonosné. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou osetienou

insekticidem (pramér = SD, n=8) byly vypocteny pomoci neparového t-testu (***p < 0,0001).
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4.5 Vliv imidaclopridu na mnozstvi aminti v CNS

V posledni fadé¢ byla v ramci této bakalaiské prace méfena hladina biogennich amind v centralni
nervoveé soustave, jelikoz se biogenni aminy v hmyzim téle mimo jiné Gc¢astni 1 antistresovych
reakci. Ve spolupraci s Katedrou biochemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci byl proveden pilotni pokus méfeni hladiny histaminu a dopaminu v centralni nervové
soustavé vcel. Z nasledujiciho grafu (Obr. 9) lze vy¢ist, ze imidacloprid jasné snizuje hladinu
aminid v Centralni nervové soustavé. Hladina histaminu u vcel oSetfenych imidaclopridem se

oproti kontrole znaéné snizila (asi 6,5kréat), hladina dopaminu byla nulova.
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Obr. 9: Vliv aplikace imidaclopridu (0,04 pg) na hladinu amind v centralni nervové soustaveé

vcely medonosné.
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5 DISKUZE

K vyvolani obrannych fyziologickych reakci véely medonosné A. mellifera L. byl pouzit
neonikotinoidni insekticid imidacloprid. Béhem nékolika poslednich let média ¢asto informovala
o thynech v¢elstev medonosnych ve Spojenych statech, Evropé a Japonsku (Ratnieks a Carreck,
2010, Neumann a Carreck, 2010). Jednim ze stresort zpusobujicich thyny vcelstev jsou prave
insekticidy. Véela medonosna je pro ¢loveka dulezita z ekonomického i ekologického hlediska.
Jako opylujici hmyz hraje zasadni roli pfi péstovani zemédélskych plodin. Pravé pii opylovani
se Casto setkava s insekticidy jako je imidacloprid. Bylo proto zajimaveé studovat, jaké dopady

ma imidacloprid na v¢eli organismus.

Imidacloprid byl v¢éelam aplikovan topikaln€ na svrchni stranu zadeCku. Tento zptlisob aplikace
byl pomérné¢ neinvazivni a zaroven tak bylo docileno toho, ze véelam byla aplikovéana piesna
davka insekticidu. V n¢kterych studiich byly insekticidy véelam piidavany do krmiva (Raymann
a kol., 2018, Meikle a kol., 2016), tak aby byly co nejlépe simulovany podminky, v jakych se s
neonikotinoidnimi insekticidy vcela ve volné piirodé setkdva. Nicméné, u této metody je
pomérné slozité zjistit, jakou davku insekticidu vcela poziela. Proto jsme v ramci mé bakalaiské
prace tuto metodu nezvolili. DalS$im moznym zplisobem aplikace bylo oSetieni vcel
imidaclopridem injekéné. Jelikoz se ale imidacloprid skrz kutikulu absorbuje velice dobfe,

nebylo nutné volit tuto pomérné invazivni metodu a véelam tak zpusobovat dalsi stres.

Sestavena kiivka mortality ukazala, ze se zvySujici se ddvkou imidaclopridu stoupa 1 mortalita
vcel. Pomoci této kiivky byla vybrana vhodna davka insekticidu pro nésledujici pokusy. Jak se
ukazalo jiz ptedchozich vyzkumech (Bodlakova 2020, Kainzov4, 2021) vhodna davka by méla
mit mortalitu kolem 20-25 %. Pti této mortalité je vliv insekticidu prikazny a zaroven pieziva

dostatek jedinct k analyze. Tato davka ptedstavovala 0,04 g imidaclopridu na vcelu.

Dukazem o vyvolaném stresu v téle je mimo jiné i kolisana hladiny zivin v hemolymf&. V mé
praci doslo ke znatelnému snizeni hladiny glycidd, a to 4krat. Stejné tak tomu bylo i u hladiny
proteint, kde doslo k 5,9nasobnému snizeni. Jako mozné vysvétleni se nabizi, Ze dané Ziviny
byly spotiebovany na antistresovou reakci. Co se ty¢e hladiny lipidd, byl zaznamenan lehky
narust. Tento jev neni jednoduché vysvétlit. Podstatné vsak je, Ze hladina lipidi v hemolymfé je

u véely nékolikanasobné niz$i (asi 10krat) nez hladina glycidi nebo proteini. V celkovém
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mnozstvi zivin v hemolymf€ je tak zvySeni hladiny lipidt nepatrné. Zajimavé je srovnani s praci
Bodlakové a kol. (2022), kde byl jako modelovy organismus pouzit §vab Periplaneta americana,
jelikoZ $vab stejné jako véela vyuziva primarné metabolismus glycidi. Podobné jako v mé praci
zde doslo po oSetfeni $vabl véelim jedem k vyraznému snizeni hladiny glycidt a nepatrnému
nariistu hladiny lipid v hemolymf€. Je tedy mozné, Ze u Svaba i véely slouzi glycidy jako hlavni
zdroj energie pro obranné reakce. M¢éfeni hladiny Zivin v hemolymf¢ bylo také provadéno
v rdmci prace Kainzova (2021), kde byl k osetieni véel pouzit v¢eli jed. Z vysledki této prace ale
naopak vyplyva, ze hladina glycidd a lipidd v hemolymf€ stoupa, naopak hladina proteint
znatelné klesa. Je tedy vidét, ze rizné stresory mohou v tomtéz organismu vyvolavat rozdilné

antistresové reakce.

Pii akutni antistresové odpovédi organismus dochazi také k inhibici travicich enzymua a k
zastaveni pfijmu potravy. Bylo prokazano, Ze tento proces je ovliviovan mimo jiné i
adipokinetickymi hormony. Touto problematikou se zabyvali Kodrik a kol. (2012) a Vinokurov
a kol. (2014) u plostice Pyrrhocoris apterus nebo také Bodlakova a kol. (2018) u svaba P.
americana. V mé praci doslo po aplikaci imidaclopridu naopak ke zvyseni aktivity nékterych
travicich enzymu ve stfevé (proteaz, lipaz). Jelikoz stievo bylo analyzovano po 24 hodinach od
aplikaci imidaclopridu, akutni antistresova odpovéd’ jiz neprobiha. Je tedy mozné, ze zde dochazi
k dopliovani energetickych zdroji spotfebovanych pii obranné reakci. Ke zvySeni aktivity
travicich enzymu doslo i po aplikaci v¢eliho jedu do téla v¢ely — méfeni probihalo také po 24

hodinéch od aplikace jedu (Kainzové, 2021).

Jak bylo vyse zminéno, adipokinetické hormony se podileji na antistresové odpovédi organismu
a ovliviiuji celou fadu fyziologickych reakci. Bylo zjisténo, Ze hladina AKH v CNS kolisa
Vv zavislosti na typu a délce ptisobeni stresoru. Napftiklad u plostice P. apterus, doslo po osetfeni
insekticidy k navyseni hladiny AKH (Kodrik a Socha, 2005). Stejn¢ tak tomu bylo i u §vaba P.
americana, kdy po pouziti pfirodniho stresoru ve formé vcéeliho jedu doslo ke zvyseni hladiny
AKH az 3,8krat (Bodlakova a kol., 2022). Mtzeme ale najit i pfipady, kdy doslo k poklesu této
hladiny. V praci Kainzova (2021) bylo zjisténo, Ze po aplikace vceliho jedu do téla vcely
medonosné dochazi ke snizeni hladiny AKH v CNS, a to az 5nasobné. Pfedpokladalo se, Ze stres
vyvolany imidaclopridem zpisobi kolisani hladiny AKH v mozku, stejné tak, jako tomu je i u

jinych stresorti. Mé méteni ukazaly, Ze po aplikaci imidaclopridu doslo ke snizeni hladiny AKH
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v CNS téméf o tietinu. To si lze vysvétlit tim, ze AKH jiZ bylo spotebovano na obrannou reakci,

a tudiz se jeho hladina v centralni nervové soustave snizila.

V ramci mé bakalaiské prace byl proveden pilotni pokus méteni hladiny aminta (histamin,
dopamin) v CNS. Biogenni aminy, mimo jiné, vyvolavaji fyziologické reakce na rtizné faktory
prostfedi, véetné stresovych podminek nebo infekce patogeny (Gruntenko a kol., 2016). Z
dosavadnich vysledki se zda, ze imidacloprid hladinu amint dramaticky snizuje az k nulovym

hodnotdm. Ve vyzkumu se bude dale pokracovat v ramci mé diplomové préce.
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6 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo sledovani fyziologickych procest probihajicich v téle véely
medonosné A. mellifera po aplikaci imidaclopridu (neonikotinoidni insekticid). Bylo zjisténo

nasledujici:

1. Hladina zivin v hemolymf¢ se po aplikaci imidaclopridu signifikantné méni. Hladina

glycidl a proteini klesd, naopak hladina lipida stoupa.

2. Aktivita stfevnich protedz a lipaz se po aplikace imidaclopridu zvySuje. Aktivita

stfevnich amylaz se signifikantn€ neméni.

3. Hladina adipokinetického hormonu centralni nervové soustavé méfena pomoci ELISA

testu se po aplikaci imidaclopridu sniZuje.

4. Hladina amint v centrdlni nervové soustavé po aplikaci imidaclopridu klesa k téméft

nulovym hodnotam.
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