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Abstrakt

Cast imunitniho systému véely medonosné (Apis mellifera) je tvofena nespecifickymi
reakcemi humoralni imunity. Mezi latky zajist'ujici humordlni imunitu jsou fazeny mj.
antimikrobidlni peptidy. V posledni dobé roste zajem vcelaii o vhodnd krmiva pro
jejich véeli spole¢enstva. Zadouci je posilit socidlni imunitu véelstev.

Piedmétem sledovani byl vliv vyzivy srizné pozménénymi parametry na zménu
hladin exprese genti antimikrobidlnich peptidii abaecinu a apidaecinu, dale genu
vitellogeninu a esterasy juvenilniho hormonu (EC 3.1.1.59). V¢ely byly krmeny po
dobu osmi dni roztokem sacharosy a riznych medt, komeréné vyrobenymi
vyzivovymi roztoky APIVITAL®, Apiinvert a AgenaBee®. Druhou skupinu krmnych
smési tvorily stejné roztoky obohacené o esencialni aminokyseliny. Posledni den
krmeni byly v¢ely vystaveny antigenu v podobé lipopolysacharida (LPS), které byly
pfidany do sledovanych krmiv. Véely byly chovany in vitro. Pro méfeni hladin
relativnich expresi sledovanych geni bylo pouzito kvantifika¢ni metody Real-Time
PCR.

Vyssi umrtnost véel byla sledovana pii krmeni roztoky s ptidanymi esencialnimi
aminokyselinami o vysledné koncentraci 0,01 mol-dm® kazdé aminokyseliny
v krmivu. Po pfidani antigenu LPS ke sledovanym krminiim byl zpozorovan opaény
trend. Nejvyssi hladiny relativnich expresi sledovanych geni byly zméfeny po krmeni

roztoktli sacharosy a jarnich kvétovych medu.
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responses. Humoral immunity substances include, but are not limited to, antimicrobial
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1 UVOD

V¢ela medonosna (Apis mellifera) je hospodatsky vyznamny eusocialni hmyz. Studium
véeli imunity ma pro ¢lovéka ekonomicky vyznam. Spolecné se ¢melaky, mouchami a
plno dal$im hmyzem, jsou pro lidstvo dilezité¢ pro svoji schopnost opylovavat celou
fadu rostlin, predev§im pak zeméd¢€lské plodiny. Diky porozuméni reakcim imunitniho
systému mohou byt snaze kontrolovani vceli sktidci, a miize byt véeldm zajisténo preziti
v ekosystému. Clovék od véel ziskdva mnoho produktil jako je med, propolis &i véeli
vosk. Pro rovnovahu je tieba véelam za tyto produkty poskytovat Cisté prostiedi Glu a
zdravi nezdvadné okolni prostiedi. To vSe by nestaCilo bez piispéni vceli vyzivy.
V poslednich letech dochazi celosvétové k vyraznym ubytkim vcelstev nebo k jejich
oslabeni. Takové oslabeni miiZze byt ovliviiovano pfitomnosti fady parazitii ¢i patogeni.
Dochézi k oslabeni imunity jedinct a tim i k oslabeni celé socidlni imunity kolonii.
K nejobavanéjsim hrozbam patii napadeni vcel klestikem vcelim. Tento parazit oslabuje
imunitni systém vcel. Védci se domnivaji, Ze strava bohats$i na bilkoviny v podobé
pylové vyZivy ma za nasledek siln€j$i imunitni systém vcel. Studium vyZivy a jejiho

dopadu na humoralni imunitu véel mize byt vyuzito v praktickém vcelateni.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém hmyzu

Mezi zékladni homeostatické mechanismy organismu je fazen imunitni systém. SlouZzi
jako ochrana pted cizorodymi vlivy v podobé zmén vnéjsiho prostiedi nebo pii zasahu
Skodlivych latek, cizich organismii ¢i mikroorganismu, které se v ptirod¢ vyskytuji.
Zakladnimi funkcemi imunity jsou obranyschopnost, autotolerance (rozpoznéni
vlastnich tkani) a imunitni dohled (rozpoznani vlastnich tkani s pozménénou funkci)

(Hofejsi a Bartinkova, 2009).

Hmyz fadime do kmene ¢lenovct v ramci velké skupiny bezobratlych. Zakladem
imunitniho systému a jeho imunitnich odpovédi bezobratlych je nespecificka imunita,
oznacovana téz terminy neadaptivni ¢i vrozena imunita. Nespecifickd imunita
bezobratlych se vyznacuje rychlou imunitni odpovédi. Imunitni systém bezobratlych
nema tzv. imunologickou pamét’ na rozdil od obratlovei, ktefi disponuji specifickymi
imunitnimi mechanismy, pak mluvime o tzv. adaptivni imunité, tedy o ziskanych

imunitnich procesech béhem jejich zivotniho vyvoje (Linh et al., 2008).

Imunitni systém bezobratlych, a tedy i hmyzu, 1ze rozdélit na tii zdkladni ¢asti, a to

na fyzikdlni bariéru, bunéénou imunitu a humoralni imunitu (Turner, 1994).
2.1.1 Fyzikalni bariéra

Fyzikalni bariéra tvoti prvni vrstvu, kterd chrani télo pfed vstupem vnéjSich patogenti.
Mezi fyzikalni bariéry patii napt. kutikula, slizové vrstvy, rtizny typ schranek nebo
stfevni sténa, u ni hlavné peritrofickd membrana. Mezi prvky fyzikalni bariéry mizeme
také zaradit 1 zmény fyziologické, které jsou spojeny se zménami pH, napt. v travicim
traktu hmyzu nebo zmény biofilmu symbiotickych mikroorganismi, jez zabranuji
vnéjSimu cizorodému vniknuti. Pokud dojde k naruseni této fyzikalni bariéry, zaktivuji
se dalsi ochranné a obranné soucasti - humoralni a bunééna imunita (Turner, 1994;

Crailsheim a Riessberger-Galle, 2001; Olofsson a Vasquez, 2008).
2.1.2 Bunééna imunita

Imunitni reakce, které jsou zprostfedkovavany bunikami imunitniho systému, jsou
soucasti tzv. bunécné imunity. Imunitni odpovedi typu bunécného a humoralniho jsou

velice tizce spjaté. Mezi bunétné imunitni odpovédi jsou fazeny koagulace, hojeni
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zranéni, fagocytoza, cytotoxicita, nodulace a enkapsulace (Turner, 1994; Sinpoo et al.,
2018).

Specifické buiiky, které zajistuji vySe uvedené mechanismy, se nazyvaji hemocyty.
Nekteré hemocyty jsou uzce spojeny i s latkami, které jsou produkovany v ramci
humoralni imunitni odpovédi. Jde o lektiny, fenoloxidasovy systém, antimikrobidlni
peptidy (AMP) a lysozym. Nejvice zastoupenymi druhy hemocyti v hemolymf¢ hmyzu
jsou plasmocyty, granulocyty, prohemocyty a oenocyty (Metheniti et al., 2001; Cunha
et al., 2009). S vékem se zastoupeni hemocyti méni (Amaral et al., 2010).

Béhem procesu fagocytézy bunky nachazi, pohlcuji a zneSkodiluji patogenni
cytotoxickych latek dochazi k usmrcovani patogenti a paraziti. Proces imunitni
odpovédi hemocytd, pfi niz dochazi k agregaci bunék proti velkému mnoZstvi
patogenniho organismu, se nazyva nodulace. Pojmem enkapsulace oznacujeme obaleni
vétSich bunck cizorodych patogenti. Buiky jsou obaleny hemocyty, které nésledné
nekrotizuji cely bunéény agregat. Proces probiha v fadech nékolika dnd (Gillespie et
al.,1997; Hofejsi a Bartinkova, 2009).

2.1.3 Humoralni imunita

Humoralni imunitu lze oznacit spojenim latkova imunita. Patii sem nejen bunécné
produkty, ale 1 latky, které se vyskytuji v organismu a maji imunitni funkci. Slozky
humoralni nespecifické imunity vytvaieji celistvy systém, ktery reaguje tfadoveé
Vv minutach na ptfitomnost Skodlivych latek. Tyto slozky nejsou ovliviiovany predchozim
stykem s antigenem. Nemaji tedy tzv. imunologickou pamét. Mezi komponenty
humoralni imunity jsou fazeny antimikrobidlni peptidy, lysozym (EC 3.2.1.17),
fenoloxidasovy systém a aglutininy (lektiny) (Hofej$ia Bartiiikova, 2009; Turner
1994). Vétsina téchto latek je sekretovana v tukovém télese (biosynteticky organ,
analog jater u obratlovcll). Mohou byt produkovany a pfitomny i1 v hemolymf¢.
Mnozstvi téchto latek je zavislé také na fazi vyvoje a pohlavi (Laughton et al., 2011,
Leeetal., 2017; Sinpoo et al., 2018).

2.1.3.1 Antimikrobidlni peptidy

Antimikrobidlni peptidy (AMP) byly izolovany napfi¢ vSemi Zivymi organismy od
prokaryot az po ¢lovéka. AMP jsou geneticky kddovany a ribosomalné syntetizovany.

Spole¢nou charakteristikou je kratky fetézec obsahujici 9 — 60 aminokyselin, tepelna
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stabilita a vétSina z nich ma pozitivni naboj (Li et al., 2012). Antimikrobialni peptidy
funguji jako jedna ze soucasti prvnich obrannych mechanismi proti infekénim
mikroorganismiim. Je to jeden z dulezitych evolucnich mechanismt. Kazdy zivy
organismus je neustale podroben utoky riznych druhii patogent. Je tedy potieba, aby
organismus umél dostatecné rozeznat patogeny a mohl se proti nim branit. AMP mohou
byt v kratkém c¢asovém intervalu doruceny do mista infekce a zabranit tak Sifeni

patogenu (Hancock, 2001; Cooper a Alder, 2006).

Po napadeni hmyziho jedince jsou AMP syntetizovany predevsim tukovym télesem,
nékterymi druhy hemocyti, sttevnim epitelem a reprodukénim ustrojim. Nasledné jsou
aktivni AMP uvolnény do hemolymfy. U vysSich organisml se vyskytuji predevsim
Vv tkdnich, vystavenych vzduSnym patogenim. Mnoho AMP u vysSich organismi
funguje multifunkéné jako signalizaéni molekuly, imunitni modulatory ¢i mitogeny

(Vilmos a Kurucz, 1998; Hancock, 2001; Cooper a Alder, 2006; Shagaghi et al., 2018).

Mechanismus imunitni reakce zprostiedkované AMP spociva v jejich interakci
s povrchovymi molekulami zabudovanymi do vnéjSich membran patogena. Kladné
nabit¢ AMP tvoii elektrostatickou vazbu se zaporné nabitou membranou bakterie,
ptesnéji s lipopolysacharidy (LPS), které jsou na povrchu membrany Gram-negativnich
bakterii. Dale takovou vazbu tvoii s peptidoglykany, které se nachazi na povrchu
membran Gram-negativnich 1 Gram-pozitivnich bakterii, a s f-1,3-glukany, které jsou
zabudovany do bunééné stény hub. Po navazani AMP s kladnym nabojem dochazi ke
zméné¢ membranového potencidlu a vytvofeni membranovych kanalkl, skrz které
mohou prochdzet mensi proteiny nebo hydrofobni latky. Jejich prinik do bunky
napomaha lyze bakterialnich bun¢k (Hancock 1997; Randolt et al., 2008; Shen et al.,
2010).

Cilem AMP nemusi byt pouze membrany a naruseni jejich integrity. V poslednich 20
letech byl u desitek AMP nastinén dal§i typ mechanismu u¢inku, a to zésah do
intracelularnich procesti patogena. Tyto peptidy membrdnou pouze pronikaji bez jejiho
poskozeni a jsou translokovany do cytoplasmy bakterie. V cytoplasmé dochazi k jejich
hromadéni ¢i navazani na cilovou molekulu, coz mé4 za nasledek zdsah do rGznych
intracelularnich procesti. AMP tak mohou uvniti buiiky ptsobit na regulaci enzymové
aktivity, dale na inhibici replikace DNA, bunétného dé€leni, proteosyntézy ¢i syntézy

bunééné stény (Teixeira et al., 2012).
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Diky svému mechanismu plsobeni proti bakteridlnim agens skytaji AMP ve
farmakologické praxi vyhodu nad konvenéné uzivanymi antibiotiky. Zavedenim AMP
jako terapeutik pro 1écbu bakterialnich infekci by se dala obejit stale Castéji vznikajici
rezistence bakterii k naduzivanym antibiotikim. Farmakologicka aplikace AMP se
proto setkava se znacnym zajmem a v budoucnosti se predpoklada vyssi pouziti téchto

latek (Li et al., 2012).

K dnesku je znamo podle databaze antimikrobialnich peptidi (APD, Antimicrobial
Peptide Database) pies 280 AMP nachézejicich se u hmyzu. Lze je tadit do Ctyt skupin:
peptidy bohaté na prolin, peptidy bohaté na glycin, hmyzi defensiny a cecropiny (Li et
al., 2012).

2.1.3.1.1 Antimikrobidlni peptidy véely medonosné (Apis mellifera)

Po infikaci bakteriemi byly v hemolymfé véely medonosné detekovany AMP abaecin,
apidaeciny, defensiny a hymenoptaecin, v mateti kasicce jelleiny a royalisin, mellitin

byl pak zaznamenan ve véelim jedu (Klaudiny et al., 2009).

Abaecin i apidaeciny fadime mezi peptidy bohaté na prolin a patfi do skupiny
kationickych linedrnich peptidi. Obsah prolinu v fetézci je alespoit 25 % a jejich

aminokyselinové sekvence se navzajem podobaji (Li et al., 2012).

Abaecin byl poprvé charakterizovan v roce 1990. Jedna se o kationicky peptid
kodovany 34 aminokyselinami - YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY.
Jeho obsah v hemolymf€ je nizsi nez u apidaecinu. Vzhledem k tomu, ze se abaecin ve
svém antimikrobialnim ucinku lisi od apidaecinid a diptericind, je fazen mimo tyto dvé
skupiny peptidi. V hemolymf€ se jeho maximalni mnoZstvi nachazi cca 48 hodin od
zasahu infekce (Casteels et al., 1990). Dle prostiedi, ve kterém tento peptid ptisobi, se
1i8i jeho antimikrobidlni aktivita. Nevyssi G€¢inek byl zaznamenéan v prostiedi s nizkou
iontovou silou. Uginnost abaecinu je ovéfena jak proti G* tak i proti G™ bakteriim, u
nichZ vSak je jeho efekt pisobeni znacné nizsi a vyzaduje spolupraci s dalSim typem
AMP, jak bylo dokazano ve studii Rahnamaeiana et al. (2015). Abaecin izolovany z
¢melaka Bombus pascuorum Scopoli a Bombus terrestris v experimentech vykazoval
proti G bakteriim nizkou pisobnost pfi jeho velmi nizké koncentraci i po zvysené
koncentraci az na 200 uM. AvSak pifi spoleéném pisobeni s peptidem
hymenoptaecinem byla minimalni G¢inna koncentrace téchto antimikrobialnich peptida

1,25 uM. Hymenoptaecin je dal$i maly protein (tvofen 93 aminokyselinami) patfici ke
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véelim AMP, indukovanym po infekci. Hymenoptaecin se spoluti¢astni antimikrobialni
reakce s peptidem abaecinem. Jejich souinnost zajistuje vzajemné posileni jejich
ucinku. Hymenoptaecin vytvaii pory do membran bakterii. Témito pory pak miize
abaecin pronikat a navadzat se na vnitrobunécny cil, bakterialni chaperon DnaK (heat-
shock protein). Diky tomuto mechanismu muze abaecin inhibovat sklddani proteint a
zabranit bakteriim V riistu a mnozeni. Aminokyselinova sekvence obou spolupracujicich
peptida si je velice podobna. Abaecin a hymenoptaecin jsou exprimovany soucasn¢ a
uvoliiuji se do hemolymfy béhem obrannych reakci vrozené imunity (Rahnamaeian et

al., 2015).

Jednou z nejvyznamnéjsich soucasti humoralni imunity véel je peptid apidaecin a
jeho isofromy Ia, Ib, II a III. Prvné byly izolovany z hemolymfy véel medonosnych
(Apis mellifera) (Li et al., 2006). Jiné isoformy tohoto peptidu bohatého na prolin byly
izolovany 1 u jinych zastupct blanokfidlého hmyzu (Hymenoptera) napf. u vos
(Vespula) ¢i veelam ptibuznym ¢melakt (Bombus) (Casteels a Tempst, 1994). C-konec
obsahuje vysoce konzervovanou c¢ast osmi aminokyselin PRPPHPR(I/L). Zmény
provedené na C-konci maji za nasledek ztratu antimikrobialni aktivity a kratka
konzervovana aminokyselinova sekvence je proto klicovou casti molekuly peptidu.
Aminokyselinova ¢ast peptidu na jeho N-konci je volna. Pokud se uskutecni zména na
tomto konci, antimikrobidlni aktivita peptidu bude rozdilna, ale zcela se neztrati
(Lietal., 2006). Primarni sekvence apidaecinu vcely medonosné (Apis mellifera)
obsahuje 18 aminokyselin. Jeho isoformy se 1i§i zaménou na 6. nebo 9. aminokyseliné
(viz Tab. 1). Proti G bakteriim je apidaecin ucinnéj$i nez jemu podobny abaecin

(Casteels et al., 1989).

Tab. 1. Aminokyselinové sekvence isoforem apidaecinu (upraveno a prevzato z Li et al., 2006)

Isoforma Aminokyselinova sekvence
la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Ib GNNROVYIPQPRPPHPRL

I GNNRPIYIPQPRPPHPRL
i GNNRPIYISQPRPPHPRL

V hemolymf¢ plodu je pfitomen neaktivni prekurzor peptidu. Aby se peptid stal

aktivnim, musi dojit k odSt€peni 8 aminokyselin signalni sekvence z neaktivniho

16



prekurzoru. U dospélct se tvoii aktivni forma peptidu bez signalni sekvence. Apidaecin
se vyznacuje Vysokou antimikrobidlni odpovédi, jejich antimikrobialni uc¢inek se
projevuje v kratkém ¢asovém horizontu. Po infekci dochazi k nardstu jeho koncentrace
uz po cca 6 hodindch. Antimikrobiadlné tyto peptidy neplsobi proti houbam a
kvasinkdm. Pfi zasahu apidaecini jako imunitni odpovédi po napadeni
mikroorganismem nedochdzi k naruseni cytoplasmatické membrany bakterii, ale pisobi
intracelularné vazbou na bakterialni chaperon DnaK a chaperonin GroEL (Casteels a

Tempst, 1994; Otvos, 2000).

2.1.4 Lipopolysacharidy
Lipopolysacharidy (LPS) jsou soucasti vn&jSich membran G~ bakterii. Zajist'uji
funkénost a strukturalni integritu membran. Bakterialni LPS jsou v organismu
rozpoznavany pomoci monocytd a makrofagi, které reaguji rychlou vrozenou
protizanétlivou odezvou v imunitnim systému (Erridge et al.,2002).

LPS jsou bé&zné pouzivany pro stimulaci imunitniho systému nejenom vdéel, ale

obecné pro stimulaci imunitniho systému hmyzu. Pouziti LPS ma vyhodu v tom, Ze

wrvr

(Richard et al., 2008).
2.2 Socialni imunita

Hmyzi spole€enstvi, ve kterych zije velky pocet jedincti pohromadg¢, je oznacovan jako
eusocialni. Uvnitf spolecenstev eusocidlniho hmyzu Ziji stovky az tisice jedincl
stejného druhu, a kazdy ¢len plni svoji roli pfi vzajemné spolupraci. Dokazi pak
spolecné napt. zajiStovat vyzivu a vychovu plodu nebo se branit proti patogenim a
Sktidciim. Koordinované chovani jedinc zijicich v koloniich napomohlo k vyvinu
celkové obranyschopnosti jednotlivych spolecCenstvi. Takova obranyschopnost
eusocalniho hmyzu je nazyvana socialni imunita a vyvinula se mezi nékterymi
skupinami blanoktidlého hmyzu, jako jsou napf. vcely, ¢melaci, mravenci nebo vosy.
Soustavna spoluprace takovych jedinct zlepsuje jejich imunitni reakce (Cremer et al.,
2007). Socialni imunitni odpovéd’ na trovni celé kolonie pak odpovida obdobnym

vlastnostem jako komplexni imunitni systém mnohobunééného organismu. Jednotlivi

jedinci pracuji jako jednotlivé bunky imunitniho systému (Cremer a Sixt, 2009).
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2.2.1 Vybrané ¢asti socialni imunity véely medonosné (Apis mellifera)

K obrannym mechanismim v¢ely medonosné patii odstraiiovani cizorodych latek z téla,
jako jsou ¢astice pylu, prachu nebo parazitii. Jde o tzv. autogrooming (péce vcely o sebe
sama). Kolektivné pak dospélé véely Cisti nemocné a parazitované véely a plod. Toto
chovani je nazyvéno allo-grooming (vzajemna péce o druhou vcelu). Dal§im obrannym
mechanismem vcely je péce, pii které se veely staraji o ¢istotu hnizda (Jander, 1976;
Wilson-Rich et al., 2009). V¢ely zajist'uji i tzv. undertaking neboli ,,pohiebni sluzbu,*
v ramci které véely vynaseji ven z Gl mrtvé jedince, popi. larvy. Tim zajist'uji snizeni
kontaktu s potencionalnimi patogennimi organismy a zvySeni socialni imunity (Hart a
Ratnieks, 2001; Evans a Spivak, 2010). Diky socialni imunité je zaji$téna i straz ¢esna
pfed vnéj$imi Gtocniky €i pfirozené hynuti mimo lovy prostor (Danihlik a Petfivalsky,
2015). Urovné obrany v&ely medonosné jsou znazornény na Obr. 1 (Evans a Spivak,
2010).

er

Obr. 1 Urovné obrany véely medonosné (Apis mellifera) Zijicich v koloniich. (a) individudlni
imunita (fyzikalni bariéra, bunécna a humoralni imunita), (b) parova spoluprace s dalsi
véelou (napr. allo-grooming), (c) obrana na urovni kolonie (kastovani, rozdéleni uloh),
(d) minimalizace vstupu cizich mikroorganismii do hnizda, (e) vyuzivani jinych latek
Z okoli pro ochranu napv. vyuziti pryskyric pro cisténi hnizda (prevzato z Evans a
Spivak, 2010).
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2.3 Dlouhovékost véel

2.3.1 Vliv vitellogeninu na dlouhovékost véel

Béhem vyzkumi je stale vice ¢asu vénovano procesum starnuti vcel. Existuje korelujici
vztah mezi dlouhovékosti véely a hladinou exprese genu prekurzorového Zloutkového

proteinu, vitellogeninu (Seehuus et al., 2006).

Vitellogenin spadd do skupiny glykolipoproteind, coz jsou proteiny, které maji na
sob¢ navazané jednotky mastnych kyselin a sacharidii. Jedna se o samici prekurzorovy
zloutkovy glykolipoprotein, jehoz exprese je fizend hormonalné¢ a je produkovan
organismy samiciho pohlavi, které produkuji vajicka. Vitellogenin izolovany z véely
medonosné (Apis mellifera) ma molekulovou hmotnost 180 kDa (Wheeler a Kawooya,
1990). Jde o monomer vyskytujici se v genomu V jedné alele. Aminokyselinova
sekvence vitellogeninu je slabé konzervovana, jak vyplyva z porovnani jeho sekvence u
véely medonosné s jinymi 19 vitellogeniny z 16 druhi hmyzu. V¢elimu genu se nejvice
podoba aminokyselinova sekvence vitellogenini druhtt Pimpla nipponica a to z 58 % a
Athalia rosae z 54 % z fadu blanokiidlého hmyzu (Barchuk, et al., 2002; Piulachs et al.,
2003).

Veeli vitellogenin je produkovan tukovym télesem, nachéazici se v hemolymfg,
kterou je také pfenasen do cilovych tkani, kterymi jsou hltanové zlazy délnic — pro
vyrobu matefi kasicky, a ovaria - pro produkci vajicek kraloven (Amdam et al., 2003;

Seehuus et al., 2007).

Syntéza vitellogeninu se lisi napfi¢ kastami a casovym vyvojem jedince. U vcelich
matek zacina jiz ve stadiu kukly cca 60 hod pfed proménou v dospélce. Protein se zacne
hromadit v hemolymf¢ v¢eli matky béhem tfi dnti a mtze predstavovat az 70 % jejich
hemolymfovych proteint. Je produkovan i v obdobi, kdy v¢eli matky nekladou vajicka.
V nizsich koncentracich se vitellogenin vyskytuje pak u délnic, prekvapivé byly zjistény
1 velice nizké hladiny vitellogeninu u trubct. Hladina vitellogeninu je nejvyssi u
mladych dé€lnic, které krmi plod, a to konkrétné v dobé¢, kdy veely dozravaji v dospélce.
Béhem takového obdobi je produkce vitellogeninu schopna zajistit 30 — 100 vajicek
denn€. Béhem prvnich 7 dnl Zivota dosp€lé délnice mize hladina vitellogeninu
predstavovat az 40 % vSech proteini obsazenych v hemolymf€. Po dosazeni dosp€lého
véku dojde k fadé zmeén v chovani a fyziologii. Hladina exprese genu vitellogeninu

s vékem klesa, a to ma za nasledek opacny vzrist hladiny genové exprese juvenilniho
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hormonu (JH). JH u dospélych starych matek a délnic potlacuje produkci vitellogeninu
béhem krmeni. Mize dojit k Uplnému zastaveni syntézy vitellogeninu. Produkci
vitellogeninu v hypofaryngealnich Zlazach (hltanovych Zlazach slouzicich k produkci
matefi kaSiCky) ma za nasledek komplex mozku s pfilehlou Zlazou zvanou corpus
allatum. Hltanové zlazy jsou spojené ze zlazovymi aciny (Amdam et al., 2003). Aciny
jsou lalicky, navzajem propojeny kanalky (Sobotnik et al., 2008). Vitellogenin
V hltanovych Zlazach ovliviluyje samotnou tvorbu matefi kaSicky krmicek.
Pravdépodobné dodava mateti kasicce potiebné aminokyseliny a stava se tak nedilnou

soucasti vyzivy plodu (Amdam et al., 2003).

Hypotézu o korelujicim vztahu vySe popsaného vitellogeninu s dlouhovékosti vcel
formuloval Omholt (1988). Navrhl, ze Zivotnost véeli d€lnice je ovlivnéna jeji pééi o
plod. V nepiitomnosti plodu dochazi v hemolymf& k hromadéni vitellogeninu. Tato
akumulace pak ve fyziologii véely vede k delsimu doziti véel, za kterym stoji fakt, ze

vitellogenin nebyl upotieben pro produkci potravy plodu (Amdam a Omholt, 2002).

Veeli plod tvofi tzv. feromon véeliho plodu. Jedna se 0 smé&s 10 methyl- a ethyl-
esteri mastnych kyselin. Feromon vceliho plodu byl identifikovdn na larvéach.
Ovliviiuje hladinu exprese genu vitellogeninu pravé diky pravdépodobné spotiebé
vitellogeninu pro tvorbu krmné kase plodu (Amdam a Ombholt, 2002; Le Contee et al.,
2006).

Hladina vitellogeninu u dospélce mizZe byt negativné ovlivnéna i béhem jejich
larvalniho vyvoje, kdy na takovych jedincich parazitovaly cizorodé organismy. Mezi
takové parazity patii rozto¢ klestik vceli (Varroa destructor), ktery predstavuje jednu
z nejvétsich celosvétovych hrozeb veelstev. MnoZzi se na zavickovaném vcelim plodu,
ktery tak poskozuje a oslabuje (Egekwu et al., 2018). Hladina exprese genu
vitellogeninu u napadanych jedinci je Vv dospélosti mnohem niz$i nez u jedinct

nenapadenych (Amdam et al., 2004).

Na starnuti organismu se podepisuje 1 oxidativni poSkozeni intracelularnich proteinti
(Nystrom, 2005). Vitellogenin disponuje antioxida¢nimi vlastnostmi, na kterych se
podili také jeho vazba na zinek (Seehuus et al., 2006). Po sniZzeni mnozstvi bunécné
mRNA vitellogeninu metodou interference RNA bylo zjisténo, ze vigellogenin chrani
vcelu pred oxida¢nim poskozenim zplsobenym napt. herbicidem s obsazenou latkou

paraquat, ktery vyvolava tvorbu reaktivnich forem kysliku. Proto se vcely, které

20



dosahuji vyssi hladiny genové exprese vitellogeninu, dozivaji vyssiho véku, a to i pfes

vyS$$i miru vystaveni oxidativnim stresim (Seehuus et al., 2006).
2.3.2 Hormonalni regulace juvenilnim hormonem

Endokrinni soustava hmyzu je fazena mezi nejdokonaleji prozkoumané systémy. Sklada
se z n¢kolika center. Jednim z center je neurosekretoricky systému mozku se dvéma
ptilehlymi Zlazami — corpus cardiacum a corpus allatum. Endokrinni soustava vyluéuje
tfi zékladni skupiny hormoni, a to peptidické neurohormony, ekdysteroidy a juvenilni
hormony (JH). V corpora allata probiha biosyntéza JH, které jsou nasledné piimo
vylu¢ovany do hemolymfy, kterou jsou transportovany za pomoci bilkovinného nosice
JHBP (,,juvenile hormone binding protein*). JH patii do skupiny seskviterpenoidii a
jejich molekuly obsahuji methylesterovou skupinu na jednom konci a epoxidovou

skupinu na druhém konci molekulového fetézce (Kodrik et al., 2015).

Funkce JH spociva vudrzeni jedince v larvalnim stadiu. V ptitomnosti JH
V hemolymf€ dochazi k zabranéni néastupu metamorfézy zablokovanim exprese genil
pro jeji spusténi (Riddiford, 1996). Metamorfoza je pozastavena, dokud neni larva na
tento proces dostate¢né zrald, a nemé dostatek hmoty pro dosazeni stadia dospé€lého
jedince. Zaroven tak dochazi k navySeni hladiny prohormonu ekdysonu, ktery indukuje
kukleni larev a podnécuje svlékaci procesy larev. JH je zodpoveédny za rast larev a
zabezpecuje podrzeni stadia larvy pfi jejim svlékani. Béhem ristu larvy je sekrece JH
niZ8i, aZ nasledné prevazi pisobeni ekdysonu. Dojde tak ke stadiu, kdy se larva zakukli.
Ptisna regulace hladiny JH a ekdysonu je nutna pro normalni metamorfézu a vyvoj

hmyzu (Kodrik, 2004).

Druhé dtlezita funkce JH spociva v fizeni rozmnoZovani. U samic nizké hladiny JH
stimuluji pfislusné geny k produkci vitellogeninu. Tim je zajiSténa tvorba Zloutku pro
embryo. U samcii JH stimuluji ¢innost ptidatnych pohlavnich zlaz. V ptipadé stimulace
vitellogeneze JH mluvime o hormonalnég fizené genové expresi a vzajemném inhibi¢nim
ucinku JH a vitellogeninu. JH jsou dilezité i pro fadu jinych funkci, jako je napf.
syntéza bilkovin, metabolismus, diapauza ¢i hmyzi polymorfismus (Hartfelder, 2000).

U vysoce organizovaného eusocialniho hmyzu vcely vykazuje JH vysokou regulacni
roli ve vyvoji fenotypd, a tim napoméha Vv zatazeni vcel do pfisluSné kasty. Kasta
véelam neni urcena geneticky, ale rozdily v krmeni mladych larev. Pfislusné kasty maji

1 rozdilny endokrinni systém, ktery je ovlivnén téz produkci JH. Jednotlivi jedinci maji
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své ukoly ve spoleCenstvi. Rozdéleni neni vSak pevné stanoveno, jelikoz je tieba se
ptizptisobovat potfebam kolonie. Mezi takové faktory mutize patfit napt. potfeba zvySeni
dé€lnic — krmicek, které se staraji o piisun potravy malym larvam. V této kasté¢ se uméle
navysi titr JH, ktery potlaci syntézu vitellogeninu a na néjaky Cas se vcela stane délnici

starajici se 0 potomstvo (Mackert et al., 2008).

Do metabolismu JH zasahuji dva enzymy. Epoxidova skupina JH je odstépena
hydrolyticky za pomoci membranového epoxidasy juvenilniho hormonu (EC
1.14.13.203), aktivniho v tkanich. Methyl-esterova skupina je hydrolyzovana enzymem
esterasou juvenilniho hormonu (JHE), (EC 3.1.1.59) (Kamita a Hammock, 2010). Jedna
se o enzym ze skupiny karboxylesteras, ktery je syntetizovan tukovym télesem a
nasledné uvolnén do hemolymfy. Je schopny v malych mnozstvich rychle a dlouhodobé
regulovat hladinu JH jeho hydrolyzou, a to i za pfitomnosti JHBP (Mackert et al.,
2008).

JHE je klicova pro regulaci hladiny titru JH v hemolymf¢ béhem vyvoje a
reprodukce hmyzu (Mackert et al., 2008). Biochemicky se jedna enzym, ktery je
schopen hydrolyzovat JH. Tento enzym ma vysokou konstantu specifity (kcat/Km)
kvuli nizké hodnoté Michaelisovy konstanty (Km). JHE uptednostiiuje estery, tvoiené
malym alkoholem (methyl- ¢i ethylalkoholem) a kyselinou s dlouhym alkylovym
fetézcem o stejné délce, jako je patet JH (Campbell et al., 1998). Diky této preferenci
alkoholii dochézi ke stérickému omezeni na aktivnim misté JHE. Vyssi estery nemusi
byt hydrolyzovany za pomoci JHE vilibec nebo s vyrazné niz$i rychlosti. Studie
sekvenci genu JHE z riznych druhtt hmyzu umoznily pochopit regulaci aktivity JHE.
Kromé primarni role v katabolismu JH plni JHE pravdépodobné i tlohu enzymového
vychytavace. To je podpofeno faktem, Ze JHE ma pomérné nizkou Km a dosahuje
maximalni aktivity az po propadu koncentraci JH v hemolymfé (Kamita a Hammock,
2010).

2.4 VIiv vyZivy na imunitni systém, vitalitu a dlouhovékost vcely
medonosné (Apis mellifera)
2.4.1 Zakladni slozky véeli potravy

Zakladni vyzivu v€el tvofi med a pyl. Diky sbéru nektaru a pylu je vCelami zajiSténo
opylovani rostlin. Vcely také sbiraji na vétvich, jehlicich stromti a stéblech trav i

medovici. Vedle téchto slozek potravy zajistuji vcely i sbér rostlinnych pryskyfic
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(propolis), které uzivaji pro tmeleni spar v hnizdnich dutinach. Propolis vyuzivaji i pro

jeho antioxidac¢ni vlastnosti. Tenkou vrstvou jim pokryvaji povrch plasta (Tautz, 2009).
2.4.1.1 Med

Med vznika zahustovanim nektaru a medovice. Tuto smés si vzajemné vcéely predavaji
a soucasné zrajici tekutinu obohacuji o dalsi enzymy a mikroorganismy (Weil3, 2005).
Med také obsahuje aminokyseliny, minerdly, vitaminy a proteiny, které se do medu
dostavaji pomoci pylovych zrn ¢i enzymi Stépici sacharidy. Obohaceni medu 0 enzymy

zapricinuji pfedev§im mikroorganismy stifevni mikroflory véel (Ptaszynska et al., 2016).

Do medu se enzymy dostavaji pti jeho vyrobé prostiednictvim sekreci slinnych zlaz
délnic (Olaitan et al., 2007). U zdravych v¢el pievazuji az v 70% zastoupeni predevsim
G bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae (napt. rod Enterobacter, Escherichia), z ¢eledi
Pseudomonadaceae (rod Pseudomonas), ¢i ¢eledi Alcaligenaceae (Achromobacter). Ve
zbytku G* bakterii pfevazuje rod Bacillus a Streptococcus. Pouze 1 % pfipadd na
kvasinky a dalsi houby. V pylovych zrnech maji vyssi zastoupeni kvasinky rodu
Saccharomyces nebo houby rodu Candida, dale bakterie rodu Lactobacillus ¢i
Pseudomonas  (Ptaszynskaet al., 2016). Dalsimi  primarnimi  zdroji
mikroorganismt mohou byt prach, vzduch, nektar ¢i venkovni $pina. K naockovani
mikroorganismy dochazi i u larev. Pavodné mohou byt larvy sterilni, jsou ovsem
krmeny nesterilni smési pylu a nektaru. Pyl maze byt pavodnim zdrojem mikroba ve
stievech vcel. Nejcéastéji byly identifikovany spory aerobniho druhu Bacillus ve
strevech vcel a soucasné na povrchu rostlin. Sekundarnimi zdroji mikrobialni

kontaminace jsou lidé, kontejnery nebo vitr, ktery spory prenasi (Olaitan et al.,2007).

Podle plivodu medu je rozliSovan kvétovy a medovicovy med. Rozdilné je jejich
chemické slozeni i1 vlastnosti. Mezi nejvice zastoupené cukerné slozky v medu patii
monosacharidy glukosa a fruktosa, dale se v medu v mensi mife vyskytuji disacharidy
sacharosa, trehalosa, maltosa nebo turanosa. Oligosacharidy jsou obsazeny
V minoritnim mnozstvi od 2 do 10 % (m/m). Pomér jednotlivych sacharida zalezi na
druhu medu. Kvétové medy obsahuji vice monosacharidii, kdezto medovicové medy
vice oligosacharidii. Pod 1 % (m/m) se v medu nachazeji enzymy a mineralni latky
(Ahmad a Pardini, 1990; Belitz et al., 2009). V podob¢é enzymu $tépici sacharid je

vvvvv

zastoupeni ma glukosoxidasa, kterd katalyzuje pifeménu glukosy na kyselinu
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glukonovou za vzniku vedlej$iho produktu peroxidu vodiku. Ten ma antimikrobidlni
vlastnosti. Dalsi sloZeni zavisi na ptivodu medu. Je mozné analyzovat antimikrobialni a
antioxidac¢ni latky, jako jsou vitaminy, nukleové kyseliny ¢i fenolické latky (Olofsson a
Vasquez, 2008; Halouzka et al.,, 2016). Antioxida¢ni, antimikrobialni a nutriéni

hodnoty, vyuzivané v¢elami, se méni se slozenim medu (Molan, 2006).
2.4.1.1.1  5-hydroxymetylfurfural (HMF)

Cyklicky aldehyd 5-hydroxymetylfurfural (HMF) vznika piirozené v medu a
Vv komeréné vyrabénych roztocich kysele katalyzovanou dehydrataci hexos (hlavné
glukosy a fruktosy) nebo tzv. Maillardovou reakci (Fallico et al., 2008). Uz pii procesu
zrani medu v plastech vznika HMF v malém mnozstvi, a to 0,6 — 2 mg / kg Cerstvého

medu (Pfidal 2003).

Uroven HMF zavisi na pivodu a chemickych vlastnostech medu, dobé a teploté
skladovani krmiva. Mnozstvi této latky ptibyva rychleji pfi vysSich teplotach
ve skladovaném prostiedi. HMF se tak stava ukazatelem cerstvosti, staii a piehtati

medu (Fallico et al., 2008).

HMF je ve vysokych koncentracich toxicky pro dospé€lé véely i larvy. Byla testovana
krmiva s riizné vysokou koncentraci HMF. Cim vys§i byly jeho koncentrace, tim byla
vys$8i 1 Umrtnost experimentdlnich vcel. Studie uvadi se, ze koncentrace HMF do
0,75 mg/ml krmné smési nebyly pro krmené vcely ani larvy smrtici. Nejen po domacku
vyrabéné sirupy a krmné smési, ale i komeréné dostupné roztoky mohou obsahovat
rizné vysoké koncentrace HMF, které by pro v€ely mohly byt uz smrtici. Je tteba se

takovym roztokdm vyvarovat (Krainer et al., 2015).

Svazova norma CESKY MED dle § 10 vyhlasky & 76/2003 Sb., oddil 2 Med
stanovuje, ze ¢esky med musi obsahovat nejvyse do 20 mg/kg HMF u vsech druhd

medu.

ZjednoduSeny mechanismus vzniku HMF ze sacharosy je znazornén na Obr. 2

(Kowalski et al., 2013).
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Obr. 2 Zjednoduseny mechanismus vzniku HMF ze sacharosy: A — hlavni mechanismus
dehydratace fruktosy; B — inverze sacharosy; C - Lobry de Bruyn-Alberda van
Ekensteinova izomerizace; D — bocni drdaha transformace glukosy, E,F — dehydratace a
vznik dvojnych vazeb HMF (upraveno a prevzato z Kowalski et al., 2013).

2.4.1.2 Pyl

Pyl hraje zasadni roli v preziti v¢el. Jde o vyznamnou zasobni latku proteint, tukd,
vitamind a mineralt. V ulu je pyl spolecné s nektarem smichan a natlacen do bunék
urenych pro zrani produktu, kterému se fika perga neboli vceli chléb. Na procesu
fermentace se snejvétsi pravdépodobnosti podileji i mikroorganismy. Jimi je tzv.
naockovan pred samotnym uloZenim do bunék. Buiiky jsou pokryty tenkou vrstvickou
medu, ktery zabranuje znehodnoceni pergy. Diky probihajicim biochemickym procestim
se sloZeni pylu a vceliho chlebu lisi. Napt. veeli chléb obsahuje vice redukujicich cukri
nez pyl pochézejici ze stejnych rostlin. Biochemické premény béhem tvorby véeliho
chlebu jsou vysledkem mikrobialniho u¢inku. Pyl prochazi fermentaénim procesem
podobnym mléénému kvaSeni za pfispéni kvasinek a bakterii rodu Bifidobacterium a
Lactobacillus, které pochazeni zmedonosnych zlaz vcely. Bakterie mohou byt
odpovédny za zlepSeni nutri¢nich hodnot diky produkci vitamind. Pfesny mechanismus
kvaSeni oviem neni znam (Gilliam, 1979; Vasquez a Olofsson, 2009). Sevéik (1950)
provedl mikrobiologickou analyzu uloZzeného pylu v buiitkach a Cerstvého pylu. B€hem

tvorby pergy byly zjistény Ctyfi faze mikrobidlniho vyvoje, k nimz doslo béhem sedmi
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dnti od vyskytu kvasinek, sporulujicich aerobnich bakterii a bakterii mlééného kvaseni,
bakterii, které produkovaly indol. Po izolaci kvasinek z Cerstvého i fermentovaného

pylu bylo zjisténo, ze nezkvasily zadné cukry.

Pyl miize obsahovat ovSem také sacharidy toxické pro vcely. Takovymi sacharidy
jsou galaktosa, laktosa, arabinosa, xylosa, rafinosa, manosa, stachylosa a melibiosa.
Tyto cukry lze nalézt také v nektaru rostlin celedi cajovnikovitych (Theaceae) a
slézovitych (Tiliaceae) (Brodschneider a Crailsheim, 2010). V¢ely si neumi poradit

s jejich uplnym rozkladem a efektivné je vyuzit ve svilij prospéch.

Mladé délnice zkonzumuji vice nez 80 % skladovaného pylu pro dokonceni tiplného
vyvoje v dospélce. Dospéli jedinci vyzaduji velké mnozsvi pylu pro vyvin sekre¢nich
hltanovych 7Zlaz, diky kterym z pylovych rezerv pterozdéluji pyl larvam ve formé
sekreci, produkovanych hltanovymi zlazami. V¢elsva s nedostatkem pylu vykazovala
ke Spatnému vyvoji hltanovych zZlaz, a tim byla znemozZnéna dostate¢na produkce matefi

kasicky pro zajisténi krmeni larev (Carroll et al., 2017).

Pokud jsou pfi nedostatnu pylu ve vcelstvu pfitomny patogeny a praziticti roztoci,
muze dojit k vyraznym ztrdtdm na vcelstvu. Byl sledovan vliv viru deformovanych
ktidel v zéavislosti na skladbé krmiva a stafi vcel. Hladina titru viru deformovanych
ktidel s vékem vcel roste. OvSem u v¢el krmenych pylem nebo bilkovinnou nahrazkou
byly hladiny ve srovnani se skupinou krmenou kukufiénym sirupem s vysokym
obsahem fruktosy mnohem niz§i. V ptipadé skupiny, kterd konzumovala pyl, byla jeho
obtizné stravitelnou voskovou sténou, ktera pylové zrno obklopuje. Bé€Zzné je ve veelstvu
nejprve skladovan v bunikdch, kde na néj plisobi mikroby, a véely mohou pyl Iépe travit

(DeGrandi-Hoffman et al., 2010).

Mezi dal$i hrozby véelafeni patii rozto¢ klestik vceli (Varroa destructor), proti
kterému se imunitni systém vcel musi branit. Vcely zatiZzené dietou obsahujici pyl
dokézaly ve vét§im rozsahu zapojit svllj imunitni systém v piipadé napadeni kleStikem.
A to tak, Ze byla zvySena mira exprese gentl, klicovych aktivatorti imunitniho systému,
konkrétné gent pro apidaecin, defensin, hymenoptaecin a gen pro enzym lysozym (EC
3.2.1.17) (Alaux et al., 2011).
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Pyl mé evidentné i pfiznivy vliv na hladinu exprese genu vitellogeninu. Skupindm
afrikanizovanych véel byla podavana vyziva, ktera se lisila v mnozstvi pylu. Nejvyssi
hladiny exprese vitellogeninu vykazovala skupina krmena smési, ktera obsahovala
alespoil 50 % pylu. Skupiny, které byly krmeny smésmi obsahujici 0 % a 15 % pylu,
vykazovaly hladiny genu mnohem nizsi (Bitondi a Simoes, 1996). Pfiznivy vliv pylu na

vy$si hladinu exprese vitellogeninu potvrdili i Alaux et al. (2011).
2.4.2 DalSi krmiva pro véely

Zakladem pro rust a vyvoj véelstva je odpovidajici vyziva. Vlivem ¢lovéka se ptirodni
ekosystémy stale méni. Nemusi tedy byt zajiSténa dostatecna skéla zivin, které vcely
pro svilj vyvoj potiebuji. Defekty ve vyzivé v predchozich fazich maji dopad a
naslednou fazi dospélct, a Spatné vyzivovani jedinci zase naopak nedostate¢né zasobuji
mladé generace. Mezi plodem a v¢elami, a mezi véelami navzajem dochéazi k predavani
potravy, ¢imz si vytvafi socialni zaludek, ktery informuje vcelstvo o tom, jaky je jejich
aktualni stav potravy. Mohou tak piizpisobit své hledani za aktualné chybé&jici a
potfebnou potravou. Na zdravi vCelstva se odrazi praveé i dobrd potrava a piitomnost
vSech zivin v ni, které vcely potiebuji. Zdravi jedinci jsou schopni produkovat potomky,
ktefi jsou nasledn¢ schopni odolévat parazitim, infekcim a insekticidim i v obdobi

nedostatku potravy (Brodschneider a Crailsheim, 2010).

Na dvé véelstva, kazdé o deseti rdmcich, se mnozstvi spotiebovaného pylu odhaduje
na 13,4 — 17,8 kg za rok. Pyl z riznych rostlin obsahuje rozdilné nutriéni hodnoty. Pro
vyvoj kolonie jsou potiebné v potravé zejména aminokyseliny (AMK) Leu, lle a Val.
Pro zajisténi obsahu aminokyselin mohou byt podavany proteinové dopliky, které
budou spliiovat pozadavek na spravnou skladbu AMK (Brodschneider a Crailsheim,
2010). Bez zasobniho pylu nejsou schopny vcely dlouhodobé udrzet rozmnozovani a
péci o nasledujici generace. V zavislosti na nedostatku bilkovin v potravé vyvinuly
vcely mechanismus kanibalizace. Dochézi k poZzirani nejprve mladych larev, do kterych
bylo investovano méné Usili pfi krmeni, nasledné pfichazi fada i na starSi larvy

(Schmickl a Crailsheim, 2001).

Dospé€lé vcely jsou zavislé na sacharidech. Dosp€ld vcela spotiebuje 4 mg
vyuzitelnych cukri denné pro pteziti. Zhruba 40 % nalezenych sacharidii v soji, které
jsou toxické pro vcely, se pouziva jako ndhrazka pylu. Toxicita takovych sacharidl se

snizuje po podani dostatku nektaru nebo se mechanicky sacharidy ziedi na jejich
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vyslednou koncentraci 4 % roztokem 50% sacharosy. Nedostatek sacharidti diky
Spatnym zimnim zasobam se odrazi na snizeném poctu larev odchovanych na jate

(Brodschneider a Crailsheim, 2010).

V pribéhu roku, kdy vcelafi sklizi med, je tieba zajistit koloniim zdroje sacharidd, a
to predevSim béhem piezimovani vcelstev. Béhem zimniho krmeni mohou vcelafi
vCelstvim dodévat napt. sacharosu, cukrovy sirup (smés vody a Cisté sacharosy
z cukrové titiny nebo fepy), Skrobovy sirup, invertovany sirup nebo kukufi¢ny sirup
s vysokym obsahem fruktosy (z ang. ,,high-fructose corn syrup,” HFCS). Nevyhodou
pfi pouziti obycejné sacharosy je nutnost dodévat vysokd mnozstvi pfipraveného
sacharosoveho sirupu, a béhem dlouhodobého skladovani mtze dochazet ke kvaseni.
HFCS se zacal pouzivat pro svoji niz§i cenu a mikrobiologickou stabilitu vici

vysokému osmotickému tlaku (Semkiw a Skubida, 2016).

Skrobové sirupy (v Evropé oznaované té7 jako maltosové) jsou vyrabény z obilného
Skrobu, pfedevs§im z pSeni¢ného (Semkiw a Skubida, 2016). Enzymy o-amylasa, [-
amylasa, maltasa a invertasa, které se nachazi v hltanovych zlazach, jsou teoreticky
schopné rozstépit vSechny vazby mezi di- a polysacharidy v sirupu tak, ze pfechodné
vytvoii mald mnozstvi ndhodnych di- a trisacharidii. V Polsku béhem zimniho krmeni
byly testovany rizné druhy Skrobového sirupu, které se vyuzivaji v potravinaiském
primyslu. Béhem dlouhé a nepfiznivé zimni sezony 2005-2006 dochézelo k vyraznym
ubytkim kolonii ve vcelstvech. Vcely nebyly schopné vyuzit sirupy béhem zimy.
Dochazelo k vysoké krystalizaci sirupti diky vysokému obsahu glukosy (38 %)
v kombinaci s nizkym obsahem fruktosy (22,1 %). Enzym a-amylasu véely vyuzivaji
pro hydrolyzu dlouhych fetézcli amylosy a amylopektinu na glukosu. Navic dochazi
K hydrolyze disacharidi sacharosy a maltosy, ¢imz se zvySuji koncentrace glukosy, a
tim krystalizaci ve vcelich plastvich umocni. Dal§im nebezpecim pro piezimujici véely
je zatizeni konec¢niku vcely diky maltodextrinu. Ve vzorcich byl primérné jeho obsah 2
% (Rybak et al., 2006). Semkiw a Skubida (2016) testovali béhem zimniho krmeni ti
dostupné Skrobova krmiva na polském trhu ve srovnani s invertovanym sacharosovym
Apiinvertem z Némecka. Jako kontrola byl pouzit sacharosovy sirup, michany v poméru
5:3 (sacharosa : voda). Testovani probihalo po dobu dvou zimnich obdobi 2012-2013 a
2013-2014. Nebyly vykazany zadné zavazné obtize s krystalizaci roztoki. Béhem
krmeni nedochézelo k Zddnym vyznamnym statistickym rozdiliim mezi koloniemi, které

byly krmeny jednotlivymi roztoky. Analyzované Skrobové sirupy se ukazaly stejné

28



vhodné pro krmeni béhem zimy jako invertovany Apiinvert ¢i roztok sacharosy

(Semkiw a Skubida, 2016).

V laboratornich podminkach Barker a Lehner (1978) testovali vliv HFCS na pieziti
v¢elich dé€lnic. Tento sirup neprokazal oproti medu a roztoku sacharosy Zadnou vyhodu.
Vedle téchto krmiv byl testovan i hroznovy sirup, ktery zpiisoboval vcelam tuplavici a
byl vyhodnocen jako nevhodné krmivo. Chromatografie ovSem neukdzala na zadné
toxiny, pouze na vyskyt oxidu sifi¢itého. Rozdily v poctech ptezivsich vcel v zavislosti
na krmivech nebyly vyznamné. Signifikantni rozdil byl u kleci, které byly krmeny
sacharosovym sirupem. Po tomto krmivu vcely piezivaly nejdéle. Sacharosovy sirup byl

dodavan o koncentraci 50 % (w/v), ostatni krmiva o koncentraci 52 % (w/v)

Hlavnim zdrojem bilkovin pro mladé¢ larvy je matefi kaSicka, vylu€ovéana hltanovymi
zldzami. Produkce matefi kaSicky si klade pozadavek na dostatek esencidlni AMK
(Schmitzova et al., 1998). Ty jsou dilezité pro somatické, ristové a reprodukéni funkce
vcely. V laboratornich podminkach byly testovany riizné poméry koncentraci esencialni
AMK v 1 mol-I?  roztoku sacharosy pro dietni strategii vedouci ke zlepSeni zdravi
vcel. Pfi vy$§im zastoupeni AMK ve stravé veely trpély zkracenou Zivotnosti. Jednalo
se 0 zastoupeni AMK v sacharidovém roztoku v pomérech 1:50 a 1:75 (AMK :
sacharosa). Optimalni pro Zivotnost v¢el se ukazal pomér 1:250 (AMK : sacharosa). Pfi
prejidani AMK s dostatecnym piijmem sacharidil se i tak zkracuje délka zivota vcely

(Paoli et al., 2014).
2.5 Chov véel in vitro

Hmyz je v laboratofi chovan a sledovan pro riizna odvétvi vyzkumu. Sleduji se toxické,
parazitologické nebo fyziologické studie na hmyz pfi laboratornim chovu. V ptipadé
v¢el mohou byt zvoleny ruzné strategie sledovani. Mohou byt sledovani jedinci jednoho
vcelstva nebo jedinci rlznych vcelstev, ktefi jsou odebirani ve stejném obdobi. Pii
chovu in vitro musi byt striktné kontrolovany podminky pro pfeziti hmyzu v uméle
vytvofeném prostfedi. Mezi regulovatelné faktory patii napf. vybér experimentalniho
prostiedi, vhodny vybér sledovanych objektl, zajisténi tepelné regulace, svétla aj. Pro
veédecké ucely neni vyuzivan v laboratornich podminkéach pouze chov vcel, ale 1 chov

jiného blanokiidlého hmyzu napt. ¢melak.

Strategie chovu vcel in vitro se mize lisit v zavislosti na sledovanych faktorech a

parametrech v laboratofi. Mezi takové faktory a parametry miZe byt zafazeno napf.
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staddium vyvoje vcely — mlads$i vyvojova stadia dé€lnic, létavky, staii vcely nebo
pritomnost matky a trubct u sledovanych experimentalnich jedinct. Pro laboratorni
chov vcel neni tieba drzet v experimentalnich prostorech vceli matku. Z vybrané¢ho
vCelstva je doporuceno vyjmuti celého ramku i se zavickovanymi a nevylihnutymi
v¢elami, u kterych je o¢ekavano, ze se vylihnou do 3 dnli. Ramky je vhodné umistit do
laboratornich inkubatorti idedlné s teplotnim optimem 34,5 °C. Pro vcely je zajisténa
dostateéna vlhkost prostiednictvim nadoby Svodou, umisténé na dno inkubatoru

(Williams et al., 2013).

Cerstvé vylihnuté mladé véely jsou umistény do chovnych klicek, které by mély byt
idedln¢ pouzity jen jednorazoveé. Optimalni teplota pro laboratorni chov v klickach je 30
°C. V chovné klicce by mé¢lo byt zajiSteno dostateéné odvétravani umoznéno skrz
vzdusné materialy. Dale by mély umoznovat lehkou manipulaci s mrtvymi jedinci pii
jejich odstranovani z klicek. Laboratorni klicky jsou ¢asto vyrabéné z umélohmotnych
kelimkt. Velikost klicek by méla byt adekvatné uzptisobena dle poc¢tu vcel. Idedlni
velikost klicky je v poméru 1:3 (v&ela : cm® prostoru). Véely jsou chovany za predem
danych specifickych podminek nékolik dnl. Doba chovu v klickdch je zévisld na
konkrétnich parametrech sledovani dan¢ho experimentu. V¢elam jsou krmné roztoky
podavany otvorem v klickach plastovymi injekénimi stfikackami. Krmivy byva napft.
roztok sacharosy, medli nebo komeréné vyrdbénych cukernych tekutin. Nutné je tézZ

zajistit dostate¢ny ptisun kysliku (Williams et al., 2013).

Obr. 3 ukazuje klicky pouzité pro tuto diplomovou praci pii chovu véel in vitro.

Obr. 3 Chovné klicky se véelami a krmivem podavanym v injekcnich stiikackach, autor obrazku
Petra Wenzelova.
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2.6 Real-Time PCR (RT-PCR)

Jednou z variant polymerazové fetézové reakce (PCR) je Real-Time PCR (RT-PCR),
ktera slouzi pro pfimou kvantifikaci PCR produkti v redlném cCase. Tato metoda
kvantifikuje pfitomné mnozstvi DNA, coz je dilezité pifi detailnim studiu genové
expresi. Pro detekci mnozstvi DNA musi byt pfitomena fluorescenéni interkala¢ni latka,
ktera je navazana na pritomnou DNA. Detektorem je zachycena hladina fluorescence, a

tim je zaznamenano mnozstvi navazané DNA (Pfaffl, 2004).

Pro detekci vznikajicich produkti mohou byt pouzity rizné fluorescenéni sondy,
které nekovalentn¢ interaguji s dASDNA. V této praci pro RT-PCR bylo vyuzito techniky
SYBR® Green I. SYBR® Green 1 patii mezi nespecifickd cyaninova barviva. Dva
odlisné heterocyklické kruhy jsou spojeny metioninovou vazbou viz Obr. 4 (Zipper et
al., 2004). Signal se zvySuje s nartstajicim mnoZzstvim PCR produkti. SYBR® Green |
ma nejvetsi citlivost pro modré svétlo o vinové délce 522 nm. Tato barviva, kterd se
vazou nespecificky na DNA, nemohou byt pouzivana u mnohonasobnych reakci. U
pouziti téchto barviv je nevyhodou neodliSitelnost nespecifickych produktd, které

béhem amplifikace vznikaji.

N/
S

Obr. 1 Vzorec fluorescencniho barviva SYBR® Green I (upraveno a prevzato z Zipper et al.,
2004).

Jednou z moznych strategii kvantifikace metodou RT-PCR je relativni kvantifikace.
Jedna se o proces zalozeny na porovnani exprese mezi sledovanym vzorkem a
kontrolou. Jako kontrolni geny jsou pouzity provozni geny (tzv. ,,housekeeping genes,*
HKG), jejichz mira exprese se v case neméni. Nejcastéji je pouzito vyjadieni

kvantifikace, které udava do poméru exprese cilovych genti s expresi provoznich gent.
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Vhodné je pouzit pro kontrolu alespoit dvou HKG. Pouzivanymi byva napt. p-aktin,
elongacni faktor-la nebo tubulin (Pfaffl, 2001). Pro zjisténi vhodnosti HKG existuji

programy, jako jsou napt. NormFinder, BestKeeper ¢i geNorm.

Jednim z moznych vypocta relativni kvantifikace je ptistup bez korelace efektivity.
U tohoto pfistupu se predpoklada, ze efektivita RT-PCR HKG a sledovaného genu je
stejna nebo velmi podobnd. Pak je o ni uvazovano jako o 100%. Ve vypoctech se uvadi
Ct hodnoty (z anglického vyrazu cycle of treshold, cyklus prahu). Cyklem prahu je
myslena hodnota, kdy dojde k nahromadéni dostatecného mnozstvi produktu a signal je
rozlisitelny od pozadi, je v exponencidlni fazi amplifikace. Ct hodnota je hodnota cyklu
amplifikace, kdy je dosazen narust fluorescence nad prah pozadi vyskytujici se v reakci.
Dochazi k jejimu zachyceni detektorem. Cislo je zaznamenano jako hodnota Ct, se
kterou se dale pracuje. Jelikoz se jednd o exponencidlni zavislost, je tieba si stale
pfipominat, Ze ¢im jsou hodnoty Ct nizsi, tim mame daného amplifikovaného dsDNA
produktu vice a tim je jeho genova exprese vyssi. Naopak tedy, ¢im vétsi bude hodnota

Ct, tim bylo v reakci méné pfitomné dsDNA (Bustin a Nolan, 2004).

3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

Agarosa

Blue Loading Dye (6x, Promega)

LPS (Biocompare)

Magnetické kulicky Agencourt RNAclean XP (Beckman Coulter)

PCR Marker (BioRad)

Primery pro PCR reakce pro geny abaecin, apidaecin, JHE, vitellogenin, B-aktin a
elonga¢ni faktor a

TAE pufr (TRIS-acetatovy-EDTA pufr)

Sacharosa ( 1. Cukerni spole¢nost Praha, s.r.0.)

Sigma-Aldrich®: GelRed, Tyr, Phe, Leu, lle, His, Met, Val, Thr, Arg a Lys
3.1.2 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast byly ramky mladého zavickovaného plodu vcely medonosné

(Apis mellifera) poskytnuty ze v&elnic Mgr. Jitiho Danihlika, Ph.D. Ramky byly
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vybrany nahodné z riznych vcelstev. Rdmky byly dovezeny na katedru biochemie
UPOL v Olomouci, inkubovany po cca 3 dny do vylihnuti mladych v¢el. Po vylihnuti
doslo k hromadnému smiSeni vSech véel z ramku ve difevéném boxu k tomuto smiseni

uréenému.
3.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio Rad, USA)
Digitalni fotoaparat (SONY, Japonsko)

Digitalni predvazky (Radwag®, Ceska republika)
Elektroforeticky systtm Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Elektromagneticka micha¢ka IKA (Labicom, Ceské republika)
Flowbox Bioban (SterilSafe®, Italie)

Chlazena centrifuga Allegra 64R (Beckman Coulter Inc., USA)
Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Inkubator EN 120 (Niive, Turecko)

Magneticky stojanek

Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika)

PCR termocykler (Eppendorf, Némecko)

Refraktometr typ VBC4 (VSeProVcelatstvi)

Ruéni svafovacka (ABE. TEC, s.r.o., Ceska republika)
Spektrofotometr BioSpec-nano (Shimadzu, USA)

Vortex mixer (Stuart, UK)

Zdroj pro elektroforézu PowerPac ™ 300 (Bio-Rad, USA)
3.1.4 Pouzité roztoky

GITC pufr: 5,25 M guanidium thiokyanat, 50 mM Tris-HCI (pH 6,4), 20 mM EDTA,
1,3% Triton X-100, 1% 2-merkaptoethanol (Williams et al., 2013)

Sacharosa 50% (w/v) vodny roztok

Roztoky meda 50% (w/v) vodny roztok

APIVITAL® 50% (w/v) vodny roztok, komeréné¢ dostupny (firma Stech s.r.o,
Dobruska, Ceska republika)
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Apiinvert 50% (w/v) vodny roztok, komeréné dostupny (firma Siidzucker, Mannheim,

Némecko)

AgenaBee® 50% (w/v) vodny roztok, komeréné dostupny (firma AGRANA, Aschach
nad Dunajem, Rakousko)

1,1% agarosa v TAE pufru
3.1.5 Pouzité kity
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Sybr Select® Master Mix (Life Technologies)
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Sigma-Aldrich®)
TURBO DNA-free™ Kit (ThermoFisher SCIENTIFIC)
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3.2 Metody

3.2.1 Charakteristika krminych roztokd pouzitych pro laboratorni

experiment

V laboratornich podminkach byl pozorovan vliv sedmi krmiv, pficemz néktera z nich
byla obohacena o0 AMK podle Paoli et al., 2014. Pifidanymi AMK byly Tyr, Phe, Leu,
lle, His, Met, Val, Thr, Arg a Lys. Obsah sacharidii v komer¢né vyrabénych invertech a

poskytnutych medech byl zméten refraktometrem.
Seznam pouzitych krmiv:

1) Sacharosa — Vodny roztok sacharosy. Krmeno referen¢ni skuping.

2) APIVITAL® sirup — Slozeni dle vyrobce: 30 % glukosa, 40 % fruktosa, 30 %
sacharosa, oligosacharidy méné nez 1 %, HMF max 10 mg/kg, sacharidy 72,5 g
(ve 100 g roztoku). Refraktometrem bylo zjisténo 72,5 g sacharidi (ve 100 g
roztoku).

3) Apiinvert sirup — Slozeni dle vyrobce: 30 % glukosa, 39 % fruktosa, 31 %
sacharosa, sacharidy 73 g (ve 100 g roztoku) a obsah vody je max. 28 %, HMF
neuveden. Refraktometrem bylo zjisténo 73 g sacharidi (ve 100 g roztoku).

4) AgenaBee® sirup — krmny roztok vyabény ze Skrobu. Slozeni: 24 % glukosa,
17 % fruktosa, 42 % maltosa, 17 % maltotriosa a dalsi oligosacharidy. HMF
neuveden. Refraktometrem bylo zjisténo 75 g sacharida (ve 100 g roztoku).

5) ID_17 — Med jarni kvétovy, oblast Sviadnov, refraktometrem bylo zjisténo 81,5 g
sacharidu (ve 100 g roztoku).

6) ID_37 — Medovicovy med, oblast Konstantinovy Lazné, refraktometrem bylo
zjisténo 84,5 g sacharidu (ve 100 g roztoku).

7) ID_56 — Med jarni kvétovy + lipa + slunecnice, oblast Lednice, refraktometrem

bylo zjisténo 81 g sacharidt (ve 100 g roztoku).

Pozn.: V experimentu krmné medy jsou identifikovany c¢islem ID. V pfedlozené praci
byly pro pozorovani u¢inku krmeného medu na pieziti v¢el v laboratornich podminkach

vybrany medy ze tfi riznych lolalit CR.
3.2.2 Ptiprava zasobnich roztoki ke krmeni véel
Kromé roztokli medl byly ke vSem krmivim ptidany jiz zminéné AMK. Tyto roztoky

slouzily jako dal$i sada krmiv k porovnani. AMK byly pfidavany do roztoki sacharosy,
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APIVITALuU, Apiinvertu a AgenaBee®. Jednotlivé navazky AMK jsou zaznamendny
v Tab. 2. Vsechny roztoky byly natfedény tak, aby jejich vysledna koncentrace byla
50 % (w/v) ve vodném roztoku. Kazdého zasobniho roztoku bylo chystano 200 g.
Puvodni dodané komeréni roztoky a medy byly nejdiive zméfeny refraktometrem k
dopocditani mnozstvi piidané vody. Zjistény podil sacharosy ve 100 g se podélil
pozadovanou vyslednou koncentraci, a tak se zjistil faktor fedéni, tedy x (faktor fedéni)
= m (naméfena sacharosa) / ¢ (w/v). AMK byly navazeny tak, aby vysledna koncentrace
kazdé AMK V roztocich byla 0,01 mol-I®. Vsechny zasobni roztoky byly chystany
v autoklavovanych a sterilnich nadobach. Faktory fedéni jsou uvedny v Tab. 3.

Tab. 2 Navazky AMK pro sledované roztoky s relativni molekulovou hmotnosti a rozpustnosti
pri

20 °C.
Mr Rozpustnost Navazky AMK

AMK AMK pri 20 °C (g/) (9)
Tyr 181,19 0,38 0,362
Phe 165,19 27,00 0,330
Leu 131,18 24,00 0,262

I-Leu 131,17 32,10 0,262
His 155,16 38,20 0,310
Met 149,20 48,00 0,298
Val 117,15 85,00 0,234
Thr 119,12 90,00 0,238
Arg 174,20 148,70 0,348
Lys 164,21 1500,00 0,328

Tab. 3 Zmérené sacharidy krmiv refraktorem a vypocitané hodnoty faktorii redeni.

sacharidy (g)
na 100 g faktor
krmivo roztoku redéni
APIVITAL® 72,5 1,45
Apiinvert 73 1,46
AgenaBee® 75 15
ID_17 81,5 1,63
ID_37 84,5 1,69
ID_56 81 1,62

Po pfiddni AMK do smési byly roztoky ponechdny na automatické elektromichacce
za stdlého michani az do druhého dne pro lepsi rozpusténi AMK. Nékolik hodin se
nechaly michat i ostatni nafedéné roztoky kvili své vysoké viskozité. Roztoky medi
byly po nafedéni a fadném michani centrifugovany pti 4 °C 40 min pii 10 000 RPM,
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aby doslo k odstranéni pylovych zrn a necistot. Témito krmivy byly naplnény sterilni
plastové injekéni stiikacky o objemu 5 ml. Takto pfipravené roztoky byly zamrazeny pfi
- 60 °C. Nasledn¢ se piipravily jesté roztoky s LPS, kterymi byly véely krmeny posledni
den experimentu. Pro jejich pfipravu bylo 5 ml kazdého doposud ptipraveného roztoku
smichano s 1mg LPS tak, aby vysledna koncentrace LPS v roztocich byla 200 pug-ml,
Koncentrace byla ziskana a upravena podle Negri et al. (2017). Roztoky s LPS byly

podavany poslednich 24 hodin krmeni.

3.2.3 Rozvrzeni experimentilnich klicek se véelami a jejich krmeni

pripravenymi roztoky

Celkem bylo pfipraveno 33 experimentalnich klicek se véelami. Kazdé 3 klicky byly
krmeny stejnym druhem krmiva. Dohromady bylo testovano 11 krmiv. Poslednich 24
hodin byly vcely v klickach ¢. 2 a 3 vystaveny vystaveny antigenu (LPS), o ktery byly
obohaceny krmné smési. K roztokiim medii nebyly pfidavany ani AMK ani LPS.

Rozvrzeni krmiv v klickach je uvedeno v Tab. 4.

Tab. 4 Rozvrzeni krmiv pro véely v klickach.

1.-7. den krmeni 8. den krmeni
klicka ¢. 1,2,3 klicka ¢. 1 klicka ¢.2 a3

Sacharosa Sacharosa Sacharosa+LPS
Sacharosa + AMK Sacharosa + AMK Sacharosa + AMK+LPS
APIVITAL® APIVITAL® APIVITAL® + LPS
APIVITAL® +AMK APIVITAL® + AMK APIVITAL® + AMK + LPS
Apiinvert Apiinvert Apiinvert + LPS
Apiinvert + AMK Apiinvert + AMK Apiinvert + AMK + LPS
AgenaBee® AgenaBee® AgenaBee® + LPS
AgenaBee® + AMK AgenaBee® + AMK AgenaBee® + AMK + LPS
ID_17 ID_17 ID_17
ID_37 ID_37 ID_37
ID_56 ID_56 ID_56

3.2.4 Chov véely medonosné (Apis mellifera) in vitro

K laboratornimu chovu byly vyuzity pouze vceli délnice staré 1-2 dny po vylihnuti,
kterymi byly naplnény klicky uméle vytvofené Castecné podle Williams et al., 2013,
kde kazda obsahovala 70 — 100 cerstvé vylihnutych vcel. Klicka ptedstavovala jednu
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experimentalni skupinu. Kazda experimentalni skupina tvofila triplikat, tedy tii klicky,
které byly krmeny totoznym krmivem. Naplnéné klicky byly udrzovany v inkubétoru
pii 36 °C po dobu 7 dnti. Krmiva se mladym vcelam dodévala kazdy druhy den. Pii
podavani krmiv dochazelo k odbéru jiz mrtvych vcel pro zajisténi Cistoty v klice. Po
sedmém dni krmeni doslo K prvnimu odbéru vcel z klicek. Vzorky se pak uchovavaly
pii -80 °C. Zbytek vcel v prvnich klickdch byl krmen poslednich 24 hodin stejnymi
krmivy jako doposud, véely z klicek ¢. 2 a 3. byly imunizovany krmivy s LPS. Klicky
s medy byly nepozménény. Po poslednich 24 hodinadch byly mrtvé vcely vyjmuty
z kleci a zivé zamrazeny i s klecemi pti -60 °C. Vcely byly skladovéany - 80 °C. Presné
pocty véel v klickach byly zjistovany sectenim mrtvych vcel a véel pouzitych pro oba

odbéry. Se v¢elami bylo vzdy manipulovéno co nejSetrnéji a nejrychleji.

Obr. 5 Prdzdna experimentdlni klicka S pripravenym krmivem pro vcely, autor

obrazku Petra Wenzelova.
3.2.5 Izolace a precisténi RNA z celych tél véely medonosné

Pro izolaci RNA a nésledni ptepis do cDNA byla pouzita jiz pfipravena a zamrazena
téla vcel pii -80 °C. Kazdy vzorek tvotilo 5 veel, které byly tlouckem homogenizovany
s GITC pufrem v zataveném sterilnim sacku z pevného plastu. Mnozstvi pouzitého
pufru pro homogenizaci bylo 600 ul pufru/délnice, tedy ke kazdému vzorku péti véel
byly pouzity 3 ml GITC pufru. Z homogenatu byl odebiran 1 ml bez zbylych ¢asti t¢l
vcel. 100 ul pripraveného homogenatu bylo smichano s 360 ul RLT pufru obohaceného
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0 2-merkaptoethanol. Pro izolaci RNA byl pouzit kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagene).
Postup izolace byl proveden podle protokolu dodaného vyrobcem. Eluce RNA byla
provedena do 95 pl RNase-Free vody. Koncentrace a kvalita izolované RNA byly
stanoveny na mikroobjemovém spetrofotometru. Pro méteni byly pouzity vzdy 2 ul
vzorku. Pro odstranéni zneCist'ujici DNA byla puzita DNAasa Turbo DNAase. 1 pl
Turbo DNAasy s 10 pul reakéniho pufru byly ptidany ke vzorku RNA. Inkubace takto
piipravené¢ho vzorku probihala 30 min pii 37 °C a 1000 RPM. Potom byl pfidan opét
1 ul Turbo DNAasy a nechala se probéhnout dalsi inkubace za stejnych podminek.
Nasledné byla RNA piecisténa za pomoci suspenze magnetickych kuli¢ek Agencourt
RNAclean XP na magnetickém stojanku. K dosavadnimu celkovému objemu RNA bylo
pfiddno 50 pl suspenze magnetickych kulicek a 40 pl isopropanolu. Doslo
k diikladnému promichani pipetou a nasledné inkubaci za laboratorni teploty po dobu
10 min. Poté doslo k zachyceni magnetickych kulicek s navdzanou RNA na dné
mikrozkumavky pomoci magnetického stojanku. Kulicky byly tfikrat promyty ve 200 pl
70% v/v ethanolu. Po kazdém promyti byly kulicky s RNA v mikrozkumavkach
umistény a zachyceny opét magnetem. Mikrozkumavky s ethanolem byly vzdy
ponechaly 5 min na magnetickém stojanku. Po poslednim promyti se ethanol odsal
pipetou, a vzorky se nechaly 15-20 minut susit. RNA byla eluovana do objemu 32 pl
RNase-Free vody. Opét se dikladné promichaly kulicky s vodou pipetou a nechalo se
inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté se supernatant za pomoci magnetu ve
stojanku odsal pipetou. Hodnoty koncentrace a absorbance piecisténé RNA byly
zméfeny opét na mikroobjemovém spektrofotometru. Hodnoty poméru absorbanci pii
260 a 280 nm (Azeoi280) 1,8 — 2,3 znaéi, ze RNA je bez kontaminace. Pii kontaminaci
proteiny jsou hodnoty tohoto poméru absorbanci niz8i. Pokud jsou hodnoty poméru
absorbanci pii 260 a 280 nm (A2eo280) VySSi, znaéi tyto hodnoty kontaminace

fenolickymi latkami.
3.2.6 Kontrola integrity RNA

Za pomoci separace horizontdlni agarosové elektroforézy byla testovdna integrita
izolované RNA. 1,1% w/v agarosa byla rozehiata v TAE pufru (1x). Pro vizualizaci
RNA byl pouzit GelRed (4 pl do 100 pl rozpusténé agarosy). Vzdy bylo pouzito 10 pl
izolované a precisténé RNA, ke které byly pfidany 2 pl Loading Dye. Jako standard
velikosti produkti (50 bp) byl pouzit marker znacky BioRad. Elektroforéza byla
vyvijena 1 h pfi konstantnim napéti 70 V.
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3.2.7 Prepis izolované a preciSttné RNA do c¢DNA pomoci reverzni

transkriptasy

K ptepisu izolované a precisténé RNA do cDNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit (Sigma-Aldrich®). Pfepis je rozdélen do dvou fazi. Prvni faze trva
5 minut ve vysledném reak¢énim objemu 15 pl, kdy RNA je spole¢né s ostatnimi
komponenty zahtivana na 70 °C. Objemy reak¢nich slozek jsou uvedeny v Tab. 5.
Objem vyizolované RNA zalezi na hodnoté¢ koncentrace vzorku zmétené po izolaci a
kroku oSetieni DNAasou. Koncentrace pfiddvané RNA musela byt 150 ng/ul, tj. 2 pg
v reakénim roztoku a do zbylych 15 pl byla doddna PCR voda. Pokud byly namétené
hodnoty koncentraci nizké, pfidalo se do reakéni smési v prvni fazi maximalni objem
14 ul vyizolované RNA. Ve druhé f4zi piepisu se po reakci v prvni fazi ke smési ptidalo
25 pul hotového premixu slozeného z komponent v Tab. 6. Vysledna smés méla objem

40 pl. Slozeni reakce ve druhé fazi je zaznamenano v Tab. 6.

Tab. 5 Objemy jednotlivych slozek pro prvni fazi prepisu do cDNA za pomoci reakce reversni
transkriptasy.

Objem slozky (ul) /
Slozka reakce
dle koncentrace
izolovana RNA izolované RNA
oligo dT primery 1
do celkového objemu
PCR voda 15

Tab. 6 Objemy jednotlivych slozek pro druhou fizi prepisu do cDNA za pomoci reakce reversni
transkriptasy

Slozka Objem slozky (ul) / reakce
reakéni pufr M-MVLV
(5x) 5
dATP, 10 mM 1,25
dTTP, 10 mM 1,25
dCTP, 10 mM 1,25
dGTP, 10 mM 1,25
rekombinantni RNasin
inhibitory ribonukleas 0,6
reversni transkriptasa 1
PCR voda 13,4
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Tab. 7 Nastavené parametry PCR reakce pro prepis do cDNA za pomoci reversni transkriptasy.

Teplota (°C) Cas
42 60 min
65 20 min
4 0

3.2.8 Pouzité primery pro Real-Time PCR

B-aktin a elongacni faktor-loo (EF-l1a) byly pouzity jako provozni geny (tzv.
,housekeeping genes HKG). Primery pro pozorované geny byly syntetizovany firmou
Sigma-Aldrich® podle dostupné literatury, jejiz citace jsou uvedny v Tab. 8 ve sloupci

Reference.

Tab. 8: Sekvence PCR primeri zkoumanych genii.

Tm
Néazev peptidu Primer 5" --> 3’ (°C) Reference
Lourenco et al.,
Aktin F  TGCCAACACTGTCCTTTCTG 64,0 2008
Lourengo et al.,
EF-la F  GGAGATGCTGCCATCGTTAT 63,9 2008
Abaecin F CAGCATTCGCATACGTACCA 64.6 Evans, 2006
Simone et al.,
Apidaecin F  TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG 60,0 2009
AGTTCCGACCGACGACG A”Z‘Srl‘tlet al.,
Vitellogenin F 64
TTCTTTCTTCTCTTGTGACTTTTGGTT A”;grl‘tlet al,
JHE F 64,5

3.2.9 Kvantitativni Real-Time PCR (RT-PCR)

Za pomoci komeréniho kitu Sybr Select® Master Mix (Life Technologies) byla
provedena metoda kvantitativni RT-PCR pro zjisténi Ct hodnot HKG a GOI. Celkovy
objem pro jednu reakci ¢inil 5 pl. Objemy jednotlivych slozek reakce jsou zaznamenany
v Tab. 9, nastaveni reakce je zaznamenano v Tab. 10. Oboje bylo zachovano dle pokynt
vyrobce s vysSe pouzitymi primery pro HKG a pro zkoumané geny abaecin, apidaecin,

vitellogenin a esterasu juvenilniho hormonu.
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Tab. 9 Objemy jednotlivych slozek pro RT-PCR reakce.

Slozka Objem slozky (ul)
Sybr Select® Master Mix 2,5

F primer (3,3 mM) 0,45

R primer (3,3 mM) 0,45

cDNA templat 1,6

Tab. 10 Nastavené parametry pro RT-PCR reakce.

Teplota (°C) Cas Pocet cykla
95 10 min 1
95 15s 40
60 60 s 40
60 — 95 disociacni
interval 0,5 10s ktivka
4 0 0

Jako HKG slouzily geny B-aktinu a EF-1a. Byly nejprve zméteny hodnoty Ct vSech
vzorkl pro tyto geny. Nésledovalo fedéni vzorkil na stejnou hodnotu Ct, a to Ct = 20.
Z rozdilu ziskané¢ Ct hodnoty a pozadované Ct hodnoty se vypocital faktor fedéni,
kterym se vyd¢lil vysledny pozadovany objem nafedéného vzorku. Do pozadovaného

mnozstvi byl vzorek natedén sterilni PCR vodou.
3.2.10 Pouzité statistické programy

Grafy, znazoriujici poéty prezivsich vcel v procentech, byly sestrojeny v klasickém
tabulkovém procesoru Excel od firmy Microsoft. Vysledky pro porovnani trovni hladin
genovych expresi jednotlivych genli jsou znazornény v krabicovych grafech, tzv.
boxplotech. Sestaveny byly prostfednictvim internetového programu, ktery je dostupny
na: http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/. Ke statistickému zpracovani vysledki byl

pouzit program Statistica 13.1. Pro vyhodnocenti statistické vyznamnosti bylo vyuZito t-

testdl vyhodnocenych na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kontrola integrity RNA

Kontrola integrity RNA byla provedena stanovenim poméru absorbance 260 nm a 280
nm (Azeo/Az0). U izolované RNA se hodnoty poméru absorbance 260 a 280 nm
(A260/A2g80) pohybovaly v pruméru 2,287. Integrita izolované RNA byla potvrzena 1,1%
agarosovou elektroforézou. Na gelu byly detekovany dva fragmenty o velikostech
odpovidajicich 18S a 28 rRNA.

4.2 Uréeni krivek Zivotnosti

Béhem krmici faze byla sledovana umrtnost véel v zavislosti na podavani jednotlivych
druhii krmiv. Véely byly krmeny po dobu 7 dnil jedenacti krmivy, ktera jsou sepsana
v Tab. 4 (viz kapitola 3.2.3). Kazda experimentalni skupina byla krmena v triplikatech.
V den krmeni byly vzdy odebirany zklicek mrtvé vcely. Celkovy pocet vcel
Vv jednotlivych klickach byl zpétné dopocitavan souctem mrtvych a piezivsich vcel,
které byly vhodné pro jednotlivé odbéry. Grafy 1 — 6 znazornuji prezivsi veely, které
byly krmeny jednotlivymi krmivy po dobu 7 dnd. Vysledky jsou zobrazeny

Vv procentech i s pfislusnymi smérodatnymi odchylkami.

—+—Sacharosa
SacharosatAME

APIVITAL®
APIVITAL®+AME
’ig —— AgenaBee®
;; —— A genaBee®+AME
;E —— Apnnvert
2 —— Apunvert+AME
R ~—1ID 17
——ID 37
——ID 56
0
0 2 4 6 8

Cas / [dny]

Graf 1: Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 7 dnii do prvniho odbéru.
Porovnani vsech krmiv pouzitych v experimentu.
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Graf 2 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 7 dnit do prvniho odbéru.
Porovnani krmiv sacharosy a sacharosy + AMK.
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Graf 3 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 7 dnit do prvniho odbéru.
Porovnani krmiv APIVITAL® a APIVITAL® + AMK.

U experimentalni skupiny krmené komerénim roztokem APIVITALu byla
zaznamenana vyS$i umrtnost vcel nez v pfipadé uZiti roztokli ze sacharosy a
AgenaBee® (Graf 1), nicméné bylo zpozorovano, ze véely krmené timto krmivem byly
energi¢téjsi, a to jak v pripadé APIVITALu bez AMK tak i APIVITALu s AMK.

44



50 : —eo— AgenaBee®
30 AgenaBee®+AMK

PreZivsi [%0]
(o))
o
1

0 2 4 6 8
Cas [dny]

Graf 4 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 7 dnit do prvniho odbéru.
Porovnani krmiv AgenaBee® a AgenaBee + AMK.

V piipadé¢ AgenaBee® se jedna o krmivo vyrabéné ze Skrobu. Mortalita vcel pfi
krmeni timto roztokem bez AMK (Graf 1 a Graf 4) nebyla tak vysoka V porovnani
s ostatnimi krmivy. Smérodatné odchylky jsou niz$i nez u skupin krmenych jinymi
roztoky.
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Graf 5 Procentudlni zastoupeni piezivsich véel krmenych po dobu 7 dnii do prvniho odbéru.
Porovnani krmiv Apiinvert a Apiinvert + AMK.
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Némecké krmivo Apiinvert si ve sledovanych krmivech dobfe nevedl. U vcel
krmenych timto krmivem by poorovan trend k vyssi mortalité (Graf 1 a Graf 5). Dalel

bylo i zpozorovano, ze pii krmeni timto krmivem nebyly veely tak energické.

——ID_17
40 1 —e—ID 37
= 30 B —e—|D 56

0 2 4 6 8
Cas / [dny]

Graf 6 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 7 dnit do prvniho odbéru.
Porovnani krmnych medu ID 17, ID 37 a ID_56.

Z Grafi 2 — 6 je patrné, ze véely 1épe prezivaly na roztocich, které neobsahovaly
zadné pridavky AMK. Pivod medd nemél na mortalitu krmenych v¢el vliv. Referenéni

skupina krmena sacharosou vykazovala stejny trend v imrtnosti, jako ostatni krmiva.
4.3 Procentualni zastoupeni prezivSich vcel po pridani LPS

Poslednich 24 hodin byla v¢elam podavana krmiva obohacena o LPS. Typy krmiv jsou
uvedeny v Tab. 4 (viz kapitola 3.2.3). Z kazdého triplikatu klicek, jehoz véely byly poo
sedm dni syceny stejnym druhem krmiva, byla klicka ¢. 1 krmena pivodnim roztokem
krmiva stejné, jako piedeslé dny. Klicky ¢. 2 a 3 byly krmeny tymiz Kkrmivy
obohacenymi o LPS. Preziti v€el na téchto krmivech je zaznamenéano ve sloupcovych
Grafech 7 — 10. Grafy uvadgji procentualni zastoupeni piezivsich véel. Krmné roztoky

medu nebyly obohaceny o LPS.
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Graf 7 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 24 hodin od prvniho odbéru.
Porovnani krmiv Sacharosa a Sacharosa + AMK.
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Graf 8 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 24 hodin od prvniho odbéru.
Porovnant krmiv APIVITAL® a APIVITAL® + AMK.
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Graf 9 Procentudlni zastoupeni prezivsich véel krmenych po dobu 24 hodin od prvniho odbéru.
Porovnani krmiv AgenaBee® a AgenaBee® + AMK.
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Graf 10 Procentudlni zastoupeni prezivsich viel krmenych po dobu 24 hodin od prvniho
odbéru.

Porovnani krmiv Apiinvert a Apiinvert + AMK.
Nejvyssi mortalita véel za poslednich 24 hodin, kdy byly krmeny roztoky
obohacenymi o LPS, byla zaznamenana u krmiva Apiinvert (Graf 10). U krmiv

sacharosa, APIVITAL® a Apiinvert, ke kterym byly piidiny AMK, byla sledovana nizsi
mortalita neZ v pfipad¢ stejnych krmiv bez AMK (Graf 8, Graf 9 a Graf 10). Tento trend
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je protichiidny v porovnani s vysledky, které byly pozorovany béhem krmeni bez LPS v
predeslych sedmi dnech, kdy vcely vykazovaly vyssi imrtnost pii krmeni s pfidanymi
AMK.

4.4 Zavislost relativni genové exprese na uziti experimentalnich

krmiv

Pro zjisténi hodnot relativni genové exprese geni AMP, vitellogeninu a JHE byla
pouzita cDNA. cDNA pro jeden vzorek byla piepsana z celkové RNA izolované z péti
prezivsich vcel skladovanych pii -80 °C. Hodnoty relativni genové exprese sledovanych
genll byly zméfeny kvantifikaéni metodou RT-PCR. Naésledujici vysledky jsou
prezentovany v krabicovych grafech, které porovnéavaji pomér relativnich genovych
expresi HKG a relativnich genovych expresi sledovaného GOI (z anglického vyrazu
»gene of interest,” gen sledovaného zajmu) ve vzorcich. V grafech jsou zaznamenany

hodnoty pii krmeni béhem prvnich sedmi dni.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu Statistica 13.1 analytickymi
metodami t-test a one-way ANOVA, po které nasledovala Post-hoc analyza za pomoci

Tukey HSD testu. Vyhodnoceni je znazornéno pro hladinu vyznamnosti a = 0,05.

S vyuzitim t-testil byly statisticky porovnavany priméry hladin relativnich genovych
expresi pozorovanych genti. VSechna rmiva byla témito testy porovnavna navzajem.
P-hodnoty (pravdépodobnosti vysledkti) statisticky vyznamnych rozdila jsou
zaznamenany do krabicovych grafech 12, 14, 16, 18 a 19, a pro dana dvé krmiva jsou

vzdy spojeny svorkou.

V porovnani hladin relativni exprese sledovanych gent pro abaecin, apidaecin, JHE a
vitellogenin jsou znazornény v grafech 11, 13, 15 a 17 i hodnoty n, které udavaji pocty

vzorkl, ze kterych byly grafy sestaveny.
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Graf 11 Porovnani hladin relativni exprese genu abaecinu u Vvcel, které byly krmené
zkoumanymi
roztoky krmiv.

V Grafu 11 je zpozorovéan trend niz§i exprese abaecinu u vc€el krmenych vSemi

zkoumanymi krmivy oproti kontrolni skupin€ krmené sacharosou
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Graf 12 Porovndni hladin relativni exprese genu abaecinu se zndzornénymi p-hodnotami u
vzorkii
se statisticky vyznamnymi rozdily.

Pro cely soubor dat s relativnimi genovymi expresemi abaecinu byla spocitdna za
pomoci one-way ANOVA hodnota p = 0,074. Z této hodnoty ani z dil¢ich p-hodnot
vygenerovanych metodou ANOVA nevyplyvaji zadné statisticky vyznamné rozdily. U
hladin genovych expresi abaecinu na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 nebyly nalezeny

statisticky vyznamné rozdily.

Na zakladé parovych t-testi jsou statisticky vyznamné rozdily pozorovany
V porovnani krmiv sacharosa a sacharosa obohacena o AMK, sacharosa a medy ID 17 a
ID_56, a sacharosa a AgenaBee®. Mira exprese byla signifikantné nizs$i oproti
kontrolni skupin€. Srovnani sacharosy s medy vykazovaly po pouziti t-testii statisticky
vyznamné rozdily medy ID 17 a ID 56. Med ID 37 oproti sacharose nevykazoval
zadné statistické vyznamné rozdily (na hladin€ vyznamnosti a = 0,05).

Nejveétsi exprese abaecinu byla zaznamenana u vcel krmenych neobohacenym
roztokem sacharosy (Graf 11). U sacharosy byla zaroven pozorovana statisticky
signifikantni zména v expresi pfi porovndni s jeji variantou doplnénou o AMK (p =

0,019) (Graf 12), po které mira exprese abaecinu klesla. Ostatni krmiva nevykazovala
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statisticky vyznamné rozdily a nebyl tak pozorovan trend poklesu ¢i nariistu exprese

Vv zéavislosti na pfidavku AMK.
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Graf 13 Porovnani hladin relativni exprese genu apidaecinu u véel, které byly krmené
zkoumanymi roztoky krmiv.
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Graf 14 Porovnani hladin relativni exprese genu apidaecinu se zndzornénymi p-hodnotami u
vzorki se statisticky vyznamnymi rozdily.

Data byla porovnana opét pomoci statistické analyzy one-way ANOVA. Pro cely
soubor dat s relativnimi genovymi expresemi apidaecinu byla spocitana hodnota p =
0,192.

Z grafu 13 je patrné, Ze se exprese apidaecinu mezi jednotlivymi skupinami piili§
neliSila. Za pomoci parovych t-testi byl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil
v expresi genu pro apidaecin mezi skupinou krmenou APIVITALem a APIVITALem
s pfidavkem AMK (p = 0,020) (Graf 14). Byla pozorovéna signifikantné nizsi exprese
apidaecinu oproti skupiné vcel krmenych nepozménénym roztokem APIVITALu.

Jednotlivé typy krmiv byly opét porovnavany se sacharosou, jakozto referenéni
skupinou, t-testem. Vyznamné rozdily byly pozorovany pii srovnani krmnych smési
sacharosy s medy (Graf 14) (p <0,05). Signifikantné niz$i exprese apidaecinu byla u

vcel krmenych medy.
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Graf 15 Porovnani hladin relativni exprese genu juvenilniho hormonu esterasy u vcel, které

byly

krmené zkoumanymi roztoky krmiv.
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Graf 16 Porovnani hladin relativni exprese genu juvenilniho hormonu esterasa se zndzornénymi
p-hodnotami u vzorkii se statisticky vyznamnymi rozdily.

Dale byly zjistény hladiny relativni exprese JHE v zavilosti na krmeni zkoumanymi
smésmi. Zvysledki dle analyzu Post-hoc one-way ANOVY byl zpozorovan
signifikantni rozdil mezi krmivy APIVITAL® a APIVITAL® s AMK ( p = 0,018).
Nejvyssi hladiny relativni genové exprese pro JHE byly pozorovany po podani krmného
roztoku Apiinvertu s AMK a medu ID_56 (Graf 15).

Pro cely soubor dat s relativnimi genovymi expresemi JHE byla spocitana hodnoda p
= 0,056. Jako referenc¢ni skupina slouzily opét véely krmené sacharosou. V krabicovém
Grafu 16 jsou vyznaceny ty p-hodnoty parovych t-testti, u kterych byly pozorovany

statisticky rozdily na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05.
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Graf 17 Porovnani hladin relativni exprese genu vitellogeninu u véel, které byly krmené
zkoumanymi roztoky krmiv.

Vitellogenin
p=0,026
012 f | p=0,006
p=0,026 [ ]
0.10 r p=0,026 |
p=0,036 p=0,003 1 p=0,037
' T 1 [ ]
0.08 | : p=0.005 :
8 | p=0.026 ‘
5 0.06 - !
2 p=0.,036
T ————— p=0,002  p=0,000
[ 17 1
0.04 —
0.02 - : -
E = r—— :
0.00 - — —— (S—
I | 1 I | I 1
Q A N e < A &
N 5 \a 2 2 &
S A R A S &
i Q7 N & N /
M MR ¥ ¥ ¥

Graf 18 Porovnani hladin relativni exprese genu vitellogenin se zndazornenymi p-hodnotami u
vzorki se statisticky vyznamnymi rozdily pro krmiva bez AMK.
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Graf 19 Porovnani hladin relativni exprese genu vitellogenin se zndzornénymi p-hodnotami u
vzorkii se statisticky vyznamnymi rozdily pro medy a krmiva s pridavkem AMK.

Poslednim sledovanym genem je gen pro vitellogenin. Analyzou Post-hoc one-way
ANOVA a t-testy nebyly pozorovany statisticky prikkazné rozdily v mife relativni
exprese genu pii porovnani krmiv a jejich variant obohacenych o AMK. Statisticky
zpozorované vyznamné rozdily hladin relativnich genovych expresi vitellogeninu mezi
jednotlivymi krmivy jsou uvedeny v Grafech 18 a 19. Vysledky jsou porovnavany na
hladiné vyznamnosti o = 0,05.

Hladiny relativnich genovych expresi JHE byly nizsi nez u genu vitellogeninu, kdy
se hodnoty HKG/GOI blizily k hodnoté 0,12, zatimco u JHE hodnoty neptesdhly
¢islo 0,07.

4.5 Hladiny relativnich genovych expresi sledovanych gend po
pridavku LPS

Analyzovany byly hladiny relativnich genovych expresi sledovanych geni (pro abaecin,

apidaecin, vitellogenin a JHE) po ptidavku LPS. Nasledujici tabulky 11 — 14 znézornuji

zmény hladin relativnich expresi po prvnim odbéru bez LPS, po druhém odbéru bez

LPS a po druhém odbéru s LPS. Spocitany byly poméry relativnich genovych expresi
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HKG a sledovaného GOI kazdého vzorku. Do tabulek 11 — 14 jsou zaznamenany
aritmetické praméry poméru HKG/GOI pro jednotlivé odbéry daného krmiva.

Tab. 11 Zmeny relativnich genovych expresi genu abaecinu po prvanim odbéru, druhém
odbéru bez pridavku LPS a s pridavkem LPS.

HKG/GOI Abaecin

1.
Krmivo odbér 2.odbér/bez LPS 2.odbér/pridavek LPS
Sacharosa 0,74 0,17 0,24
SacharosatAMK 0,26 0,43 0,22
APIVITAL® 0,44 0,08 0,14
APIVITAL*+AMK 0,17 0,07 0,19
Apiinvert 0,41 0,63 0,95
Apiinvert+tAMK 0,86 0,34 1,23
AgenaBee® 0,55 0,48 0,36
AgenaBee®+AMK 0,34 0,19 0,30

Tab. 12 Zmeny relativnich genovych expresi genu apidaecinu po prvinim odbéru, druhém
odberu
bez pridavku LPS a s pridavkem LPS.

HKG/GOI Apidaecin

Krmivo 1. odbér 2.odbér/bez LPS 2.odbér/ptidavek LPS
Sacharosa 0,16 0,06 0,06
Sacharosa+AMK 0,20 0,24 0,28
APIVITAL® 0,23 0,08 0,11
APIVITAL®*+AMK 0,10 0,28 0,07
Apiinvert 0,27 2,18 3,02
Apiinvert+tAMK 0,29 0,11 0,27
AgenaBee® 0,39 0,38 0,24
AgenaBee®+AM

K 0,14 0,07 0,07

Tab. 13 Zmeny relativnich genovych expresi genu juvenilniho hormonu esterasy po prvnim
odberu, druhém odbéru bez pridavku LPS a s pridavkem LPS.

HKG/GOI JHE
Krmivo 1. odbér 2.odbér/bez LPS 2.odbér/piidavek LPS
Sacharosa 0,01 0,00 0,01
Sacharosa+AMK 0,01 0,01 0,00
APIVITAL® 0,01 0,01 0,01
APIVITAL®+AM 0,00 0,01 0,00

58



Apiinvert 0,01 0,01 0,06
Apiinvert+tAMK 0,02 0,01 0,01
AgenaBee® 0,00 0,00 0,00
AgenaBee®+AM

K 0,00 0,00 0,00

Pfi srovnani relativnich expresi genu pro JHE je ziejmé, Ze vétsina hodnot je vyssich

pii druhém odbéru po piidani LPS nez bez nich.

Tab. 14 Zmeny relativnich genovych expresi genu vitellogeninu po prvnim odbéru, druhém
odbéru bez pridavku LPS a s pridavkem LPS.

HKG/GOI Vitellogenin

Krmivo 1. odbér 2.0dbér/bez LPS 2.odbér/ptidavek LPS
Sacharosa 0,05 0,01 0,02
SacharosatAMK 0,06 0,02 0,00
APIVITAL® 0,01 0,07 0,12
APIVITAL®*+AMK 0,02 0,02 0,00
Apiinvert 0,05 0,04 0,10
Apiinvert+tAMK 0,05 0,03 0,07
AgenaBee® 0,00 0,00 0,02
AgenaBee®+AMK 0,01 0,03 0,02

Hladiny relativnich genovych expresi vitellogeninu po druhém odbéru byly vyssi nez

hladiny po druhém odbéru bez LPS (Tab. 14).

U vsech zkoumanych geni krmivo AgenaBee® vykazuje nizsi hodnoty relativnich
genovych expresi po pfidani LPS do této krmné smési. Dal§im takovym krmivem je
APIVITAL® s pridavkem AMK. Touto smési krmené vcely vykazaly pii druhém
odbéru s piidavkem LPS vyssi hodnotu pouze u abaecinu. Krmivo sacharosa + AMK

vykazalo vyss$i hodnotu pouze u genu apidaecinu.
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5 DISKUZE

SouCasnym celosvétovym problémem, se kterym se potykaji vcelafi, je zvySena
umrtnost véelstev vlivem infekei zapfi¢inénymi riznymi patogeny. To se odrdzi ve
vyssi poptavce véelaii po vhodnych krmivech, ktera by mohla napomoci ke zvySeni
obranyschopnosti a podpoie vitality i dlouhovékosti. Vhodna krmiva mohou rovnéz
podpoftit produkci antimikrobialnich peptida, které jsou soucasti humoralni imunitu vcel
(Brodschneider a Crailsheim, 2010; Semkiw a Skubida, 2016). Spravné fungujici
humoralni imunita jedinct pfispiva k posileni socidlni imunity vcelstva. V této praci
byla porovnana komeréné dostupna kmiva APIVITAL®, Apiinvert a AgenaBee®, dale
vodny roztok sacharosy a krmné roztoky tfi medt. Cést véel byla krmena roztoky
komer¢nich krmiv nebo sacharosy obohacenymi o esencialni AMK. Kazda AMK m¢éla
vyslednou koncentraci 0,01 mol-1°. Ty mohou nahradit v Glu nedostate¢nou zasobu
pylu, ktery je hlavnim pfirozenym zdrojem AMK.

Jednim ze sledovanych parametrii v experimentdlni casti byla uUmrtnost vcel
Vv zavislosti na typu podaného krmiva. Vy§8i mortalita byla sledovana u skupin
krmenych roztoky obohacenymi o esencialni AMK Vv porovnani s roztoky bez aditiv.
Pti¢inou by mohla byt neschopnost vcel prevadét tak vysoké koncentrace AMK na
energii pti glukoneogenezi. V tomto piipadé dochazelo k vyssi umrtnosti vcel s dietou
zatiZenou vysokymi koncentracemi AMK v disledku metabolického stresu. Podobny
trend pozorovali i Paoli et al. (2014). Krmili véely 1 mol-I® roztokem sacharosy
obohacené o rizn¢ vysoké koncentrace esencidlnich AMK. Zkracenou zivotnosti trpély
véeli skupiny krmené roztoky, které obsahovaly niz§i promér sacharidi k esencialnim
AMK. Jednalo se piedevsim o poméry 1:50 a 1:75 (AMK : sacharosa). Optimalni pro
prezivsi veely se ukazal pomér 1:250 (AMK : sacharosa). Pozorovani ovSem védecka
skupina provadéla 14 dni.

Véely krmené komeréné vyrabénym krmivem Apiinvert a Apiinvert s pfidavkem
aminokyselin vykazovaly vyssi imrtnost. Tento fakt miize byt zptsoben latkou HMF.
Ta vznika piirozené v medech a krmivech pii samotné vyrobé. Cim déle jsou krmiva
pro veely skladovéana v prostorech o vysoké teploté, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze se
bude tvofit vice mnozstvi HMF (Fallico et al., 2008). Piipravené roztoky pro ucel
diplomové prace byly nachystany do injekénich stfikatek a zamrazeny, nicméné

komer¢né vyrabéna krmiva a medy byly ptfed zpracovanim skladovany V teplém
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prostedi, coz mohlo umocnit rozklad redukujicich cukrti za vzniku HMF, a tim mohlo
byt jeho mnozstvi v krmnych smésich navyseno.

Svazova norma CESKY MED dle § 10 vyhlasky & 76/2003 Sb., oddil 2 Med
stanovuje mnozstvi HMF do 20 mg/kg ve vSech druzich ¢eského medu. Vliv
koncentraci HMF na Zivotnost v¢el zkoumali Krainer et al.(2015). Studie uvadi se, ze
koncentrace HMF do 0,75 mg/ml krmné smési nebyly smrtici ani pro dospélé véely ani

larvy.
Vyzkumny ustav véelaisky, s. r. 0. (VUVE) podrobil analyzam vedle Eeskych medt i
komercné vyrabéna krmiva. Zjistoval pfitomné mnozstvi HMF

(www.beedol.cz/2012/mije-stanovisko-ke-krmivu-apismix). Z komeréné vyrabénych

krmiv pro analyticky rozbor pouzil pravé APIVITAL® a Apiinvert, které jsou
zkoumany i v této praci. VUVE pii analyzach krmiva znacky Apiinvert zjistil hodnoty
vysoké az 65,4 mg HMF na kg krmiva. Pro tuto diplomovou praci nebyly medy ani
komeréné vyrabéna krmiva podrobeny analyzam, které by zjistovaly mnozstvi HMF.
Kiivky Zivotnosti v kapitole 4.2 ukazuji na vyssi Gmrtnost pii krmeni Apiinvertem
oproti ostatnim krmnym smésim. Jednim z aspekt na zvySenou mortalitu by mohlo byt

mnozstvi ptitomného HMF.

Semkiw a Skubida (2016) porovnavali krmeni némeckého Apiinvertu spolecné
s krmivy vyrobenymi ze $krobu, tedy ze stejné latky, jako je roztok AgenaBee®, ktery
patii ke komerén€ vyrabénym krmiviim. Skupina neodhalila zadné statisticky vyznamné
rozdily mezi Skrobovymi krmivy a invertovanymi sacharidovymi krmivy. Analyzované
Skrobové sirupy se ukazaly stejné¢ vhodné pro krmeni vcel jako ty invertované nebo
sirup z obyCejné sacharosy. V experimentalni Casti této prace si vedl l1épe roztok
expresi nebyly sledovany ani po krmeni roztokem AgenaBee®, i kdyZ je vyrabén ze
Skrobu. Jiz v minulosti podle Rybak et al. (2006) se ukazala Skrobova krmiva jako
nevhodnéd strava pro vcely kvili neefektivnimu rozkladu Skrobu a jeho spotiebé.
Testovali krmivo v zimé na prezimujicich véelach, kdezto Setfeni v ramci diplomové

préace probihalo za laboratornich podminek.

V praci byl sledovan vliv krmenych roztokii na expresi vybranych AMP — abaecinu a
apidaecinu, které se jako soucast humoralni imunity podileji na imunitni odpovédi véely
pfi napadeni patogeny (Klaudiny et al., 2009). Nejvyssi hladina relativni exprese genu

abaecinu byla zaznamenana pifi krmeni obycejné sacharosy. Relativni exprese genu
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apidaecinu byla zaznamenéna pti krmeni APIVITAL® a sacharosou. Pfekvapivé byly
zjistény statistické rozdily hodnot pro krmnou smés sacharosy a med.

Med navic obsahuje aminokyseliny, mineraly, vitaminy a proteiny (Ptaszynska et al.,
2016). Jedna se vlastn¢ 0 roztok sacharosy, glukosy a fruktosy, tudiz by mohlo byt
o¢ekavano, ze hodnoty relativni genové exprese pro medy a sirup z obycejné sacharosy
budou podobné nebo krmné roztoky medt budou vykazovat vys$si hladiny genovych
expresi véel pti krmeni diky jeho pfidané hodnoté v podobé latek, které med navic

obsahuje.

Pomér glykolipoproteinu vitellogenin a enzymu esterasa juvenilniho hormonu jsou
dilezitymi ukazateli vitality a spravného kastovniho zafazeni véely (Mackert et al.,
2008).

Me¢fteni hladiny genové exprese vitellogeninu u véel v zévislosti na pouziti komeréné
vyrabénych krmiv s AMK nebylo doposud publikovano. U hmyzu hnédé kobylky
(Nilaparvata lugens) byla prokazana zvySena exprese genu vitellogeninu pii podani
krmiva s piidavky AMK (Luet al., 2016). V ptedlozené diplomové praci byla
pozorovana dynamika navysSeni hladin relativni exprese genu vitellogeninu u
podavaného sacharidového roztoku Apiinvertu a medu ID 17. Dale hladina exprese
genu pro vitellogenin byla zaznamendna vyS$i v pfipadé vcel krmenych roztoky
obohacenymi o esencialni AMK, konkrtétné u krmiv sacharosa, APIVITAL® a
Apiinvert. Nicmén¢, stale se jedna o transkript, coZz nemusi plné odrazet piimou
skute€nost toho, zda se vice proteinu vitellogeninu nachazi v hemolymf€ vcel. Stejny
trend nardstu exprese genu pro vitellogenin sledovali ve svém vyzkumu Bitondi a
Simoes (1996). Ti ptikrmovali véely pylem. Vys$i hladiny exprese zaznamenali u
skupiny vcel, kterd byla krmena vys$Sim podilem pylu, ktery slouzi véelam jako zasobni
latka AMK. Pfi krmeni roztoky s AMK ukazuji vysledky této diplomové prace, Ze je
relativni exprese genu vitelogeninu hodne rtiznoroda. Jedno z moznych vysvétleni je, ze
na dodané esencialni AMK vcely reaguji velice individualng.

Hladina relativni genové exprese JHE nebyla naptic¢ v§emi druhy krmiv prokazatelné
ovlivéna pfidavkem AMK. Studie zabyvajici se vlivem krmiva na hladiny exprese genu
JHE vcely medonosné (Apis mellifera) nebyly doposud publikovany. V budoucich
vykumech by bylo zajimavé sledovat vliv krmiv nejen na vitellogenin a JHE, ale i JH,
jejichz hladiny titrd v hemolymf€ se vzajemné odrazi na dlouhovékosti a vitalité vcel

(Hartfelder, 2000; Amdam et al., 2003).
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V posledni ¢asti experimentalni prace byly véely vystaveny antigenu (LPS), jenz byl
ptidavan do vodnych roztokti krmiv. Takto byly vcely krmeny poslednich 24 hodin
experimentu. Byl sledovan vliv vystaveni antigenu (LPS) na hladiny vybranych gent
humoralni imunity vcel. LPS byly podavany v roztocich krmiv (s nebo bez AMK).
Zaznamenan byl opacny trend mortality nez u krmiv, ktera obsahovala pouze pridavky
AMK. Ptedbézné vysledky ukazuji, ze vcely krmené pridavky LPS vykazovaly nizsi
u nekterych krmiv souviset s narastem exprese AMP apidaecinu a abaecinu vlivem
imunizace. Konkrétné u skupiny krmené roztoky APIVITALu s AMK, Apiinvertu a
Apiinvertu s AMK dochazelo k narustd hladiny genové exprese abaecinu. Nartst
genové exprese apidaecinu po imunizaci LPS byl pak sledovan u krmnych smési
sacharosy s AMK a Apiinvertu. Po vystaveni antigenu by mohl byt zadouci vyssi
ptijem AMK z potravy, které by mohly byt efektivnéji zuzitkovany pii translaci AMP, a
tim aktivovat imunitni systém vcel. Studiu vlivu LPS na expresi AMP se diive vénovali
Choi et al., (2008). Experimenty neprovadéli na véele medonosné (Apis mellifera), ale
na ¢melacich Bombus ignitus. Vysledky vyzkumu odhalily zvySenou expresi gend 4
AMP, mezi kterymi byl i gen pro abaecin a apidaecin. Jejich studie se vSak nezabyvala
vyzivou. LPS nebyly podavany v krmivech, nybrz injekéné. Po injekénim podani LPS
doslo k nariistu genové exprese AMP.

Dulezitym stresujicim faktorem je 1 prostfedi a prostor, ve kterém se vcely
nachazely. Veely byly drZzeny v umélych klickach v laboratornich podminkach. Kazda
uméle vytvorena klicka, sestavena ¢astecné podle Williams et al. (2013), obsahovala 70
— 100 v¢el. Véely byly chovany in vitro v uzavieném prostoru o objemu 200 ml. Prostor
byl dostate¢né odvétravan. VSechny skupiny mély stejné podminky pro chov. Témito
podminkami byla teplota 36°C, vlhkost, stejny inkubator a vSechny v¢ely byly krmeny
ad libitum. Vysledky obsahuji i odlehlé hodnoty. Tyto odlehlé hodnoty mohou byt

Mrwe

vrwe

prostorem pro pohyb vcel. I tento prostorovy aspekt by mohl hrat roli v pfezivani vcel
za laboratornich podminek. Do budoucna by stdlo za zvadzeni, zda by nebylo pro vcely
komfortné&jsi pouzit klicky, které by byly prostorové objemnéjsi. Ptipadné zda klicky

neplnit mensim mnozstvim vcel.
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6 ZAVER
Piedlozena diplomova prace se zabyvala humoralnim imunutnmim systémem véely
medonosné (Apis mellifera) se zaméfenim na antimikrobialni pepitdy (AMP) abaecin,

apidaecin, dale na glykolipoprotein vitellogenin a enzym esterasu juvenilniho hormonu
(JHE).

V teoretické Casti byla zpracovana literarni reSese, ktera shrnuje nékteré poznatky o
zménach imunokompetence vceliho plodu a dospélych vcel v zavislosti na podavani

krmiv.

Hlavnim cilem prace bylo hodnoceni vybranych krmiv a jejich variaci obohacenych
0 esencialni aminokyseliny (AMK) nebo lipopolysacharidy (LPS) ve vztahu k amrtnosti
véel a krelativni expresi geni vybranych peptidi zapojenych do humoralni imunity
vcel, genu vitellogeninu a genu esterasy juvenilniho hormonu.

Krmiva s pfidanymi esencidlnimi AMK o vysledné koncentraci 0,01 mol-I® kazdé
AMK v krmivu vykazovala vys§i amrtnost véel nez krmiva bez pfidanych AMK. Po
pfidani antigenu LPS ke sledovanym krminim s a bez AMK byl zpozorovan opacny
trend. Vyssi amrtnost byla u skupin vcel, které¢ byly krmeny krmivy bez AMK. Po
vystaveni antigenu mohl byt zddouci vyssi pfijem esencidlnich AMK z potravy, které by
mohly byt efektivnéji zuZitkovany pfi translaci AMP. OvSem, jak bylo praci potvrzeno,
vysoké koncentrace esencialnich AMK ve vyzivé nemusi byt pro véely ptiznivym
feSenim ve zvyseni zivotnosti.

V dalsi ¢asti prace byly méfeny relativni exprese genti pro abaecin, apidaecin,
vitellogenin a JHE kvantifikaéni metodou Real-Time PCR. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny v programu Statistica 13.1 analytickymi metodami t-test a one-way
ANOVA, po které nasledovala Post-hoc analyza za pomoci Tukey HSD testu.
Vyhodnoceni je uskutecnéno na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05. Nejvyssi hladina
relativni exprese genu abaecinu byla po krmeni obycejnym sirupem sacharosy, u
apidaecinu byl nejvyssi narust u skupiny krmené Apiinvertem s AMK. ZvySené hladiny
relativni genové exprese vitellogeninu byly pozorovany po krmeni medem ID 17. V¢eli

jedinci krmeni medem ID 56 po tomto krmivu vykazovali nejvyssi genové exprese JHE.

Z prvotnich vysledkd nelze vyvodit striktni zavéry, které by jasn¢ poukazovaly na

krmivo s vyrazn€jsSimi ucinky na zvySeni obranyschopnosti, vitalitu a dlouhovékost
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véel. Experimenty krmeni vcel je zddouci v budoucnu zopakovat, poptipadé se zamyslet

nad jinym alternativnim mnozstvim pfidanych esencialnich AMK

65



7 LITERATURA

Ahmad S., Pardini R. S. (1990): Mechanisms for regulating oxygen toxicity in phytophagous
insects. Free Radical Biology and Medicine 8, 401-413.

Alaux C., Dantec C., Parrinello H., Le Conte Y. (2011): Nutrigenomics in honey bees: Digital
gene expression analysis of pollen's nutritive effects on healthy and varroa parasitized bees.
BMC Genomics 12: 496, https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-
216412-496.

Amaral I. M. R., Neto J. F. M., Pereira G. B., Franco M. B., Beletti M. E., Kerr W. E.,
Bonetti A. M., Ueira-Vieira C. (2010): Circulating hemocytes from larvae of Melipona
scutellaris  (Hymenoptera: Apidae, Meliponini): Cell types and their role in
phagocytosis. Micron 41, 123-129.

Amdam G. V., Omholt S. (2002): The Regulatory Anatomy of Honeybee Lifespan. Journal of
Theoretical Biology 216, 209-228.

Amdam G. V., Norberg K., Hagen A, Omholt S. W. (2003): Social exploitation of
vitellogenin. Proceedings of the National Academy of Sciences 100, 1799-1802.

Amdam G. V., Hartfelder K., Norberg K., Hagen A., Omholt S. W. (2004): Altered Physiology
in Worker Honey Bees (Hymenoptera: Apidae) Infested with the Mite Varroa destructor
(Acari: Varroidae): A Factor in Colony Loss During Overwintering? Journal of Economic
Entomology 97, 741-747.

Ament S. A., Chan Q. W., Wheeler M. M., Nixon S. E., Johnson S. P., Rodriguez-Zas
S. L., Foster L. J., Robinson, G. E. (2011): Mechanisms of stable lipid loss in a social
insect. Journal of Experimental Biology 214, 3808-3821.

Barker R. J., Lehner Y. (1978): Laboratory comparison of high fructose corn syrup, grape
syrup, honey, and sucrose syrup as maintenance food for caged honey bees. Apidologie 9,
111-116.

Barchuk A. R., Bitondi M. M. G., Simdes Z. L. P. (2002): Effects of juvenile hormone and
ecdysone on the timing of vitellogenin appearance in hemolymph of queen and worker pupae
of Apis mellifera. Journal of Insect Science 2, 1-8.

Belitz H. D., Grosch W., Schieberle P. (2009): Food chemistry. 4th ed., Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, Berlin, Germany, 1070 stran.

Beedol home page: http://www.beedol.cz/2012/mije-stanovisko-ke-krmivu-apismix (18. 4.

2018)

Bitondi M. M. G., Simdes Z. L. P. (1996): The relationship between level of pollen in the diet,
vitellogenin and juvenile hormone titres in Africanized Apis mellifera workers. Journal of
Apicultural Research 35, 27-36.

Brodschneider R., Crailsheim K. (2010): Nutrition and health in honey bees. Apidologie 41,
278-294.

Bustin S. A., Nolan T. (2004): Pitfalls of Quantitative Real-Time Reverse-Transcription
Polymerase Chain Reaction. Journal of Biomolecular Techniques : JBT 15, 155-166.

Campbell P. M., Oakeshott J. G., Healy M. J. (1998): Purification and kinetic characterisation
of juvenile hormone esterase from Drosophila melanogaster. Insect Biochemistry and
Molecular Biology 28, 501-515.

Casteels P., Ampe Ch., Jacobs F., Vaeck M., Tempst P. (1989): Apidaecins: antibacterial
peptides from honeybees. The EMBO Journal 8, 2387-2391.

Casteels P., Ampe Ch., Riviere L., van Damme J., Elicone Ch., Fleming M., Jacobs F., Tempst
P. (1990): Isolation and characterization of abaecin, a major antibacterial response peptide in
the honey bee (Apis mellifera). European Journal of Biochemistry 187, 381-386.

Casteels P., Tempst P. (1994): Apidaecin-type peptide antibiotics function through a
nonporeforming mechanism involving stereospecifity. Biochemical and Biophysical
Research Communications 199, 339-345.

Carroll M. J., Brown N., Goodall C., Downs A. M., Sheenan T. H., Anderson K. E., Pratt S. C.
(2017): Honey bees preferentially consume freshly-stored pollen. PLOS ONE 12, 1-21.

66


https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-216412-496
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-216412-496
http://www.beedol.cz/2012/mije-stanovisko-ke-krmivu-apismix%20(18

Cooper M. D., Alder M. N. (2006): The Evolution of Adaptive Immune Systems. Cell 124, 815-
822.

Crailsheim K., Riessberger-Galle U. (2001): Honey bee age-dependent resistence against
American foulbrood. Apidologie 32, 91-103.

Cremer S., Armitage S. A. O., Schmid-Hempel P. (2007): Social Immunity. Current Biology 17,
693-702.

Cremer S., Sixt M. (2009): Analogies in the evolution of individual and social
immunity. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences 364, 129-
142.

Cunha F. M., Wanderley-Teixeira V., Teixeira A. A., Albuquerque A. C., Alves L. C., Lima E.
A. (2009): Hemocyte characterization of Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) (Isoptera:
Termitidae) Workers and Hemocyte Evaluation after Parasitism by Metarhizium anisopliae.
Neotropical Entomology 38, 293-297.

Danihlik J., Petfivalky M., (2015): Aktualni védecké poznatky o imunit¢ a zdravi vcel.
Veterinarstvi 65, 431-433.

de Grandi-Hoffman G., Chen Y., Huang E., Huang M. H. (2010): The effect of diet on protein
concentration, hypopharyngeal gland development and virus load in worker honey bees
(Apis mellifera L.). Journal of Insect Physiology 56, 1184-1191.

Egekwu N. I., Posada F., Sonenshine D. E., Cook S. (2018): Using an in vitro system for
maintaining Varroa destructor mites on Apis mellifera pupae as hosts: studies of mite
longevity and feeding behavior. Experimental and Applied Acarology 74, 301-315.

Erridge C., Bennett-Guerrero E., Poxton I. R. (2002): Structure and function of
lipopolysaccharides. Microbes and Infection 4, 837-851.

Evans, J. D. (2006): Beepath: An ordered quantitative-PCR array for exploring honey bee
immunity and disease. Journal of Invertebrate Pathology 93, 135-139.

Evans J. D., Spivak M. (2010): Socialized medicine: Individual and communal disease barriers
in honey bees. Journal of Invertebrate Pathology 103, 62-72.

Fallico B., Arena E., Zappala M. (2008): Degradation of 5-Hydroxymethylfurfural in
Honey. Journal of Food Science 73, 625-631.

Gillespie J. P., Kanost M. R., Trenczek T. (1997): Biological mediators of insect immunity.
Annual Review of Entomology 42, 611-643.

Gilliam M. (1979): Microbiology of pollen and bee bread: the yeasts. Apidologie 10, 43-53.

Halouzka R., Tarkowski P., Zeljkovi¢ S. C. (2016): Characterisation of phenolics and other
quality parameters of different types of honey. Czech Journal of Food Sciences 34, 244-253.

Hancock R. E. W. (1997): Peptide antibiotics. Lancet, 349, 418-422.

Hancock R. E. W. (2001): Cationic peptides: effectors in innate immunity and novel
antimicrobials. The Lancet Infectious Diseases 1, 156-164.

Hart A. G., Ratnieks F. L. (2001): Erratum to: Why do honey-bee (Apis mellifera) foragers
transfer nectar to several receivers? Information improvement through multiple sampling in a
biological systém. Behavioral Ecology and Sociobiology 49, 330-330.

Hartfelder K. (2000): Insect juvenile hormone: from "status quo” to high society. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research 33, 157-177.

Hotejsi V., Bartinkova J (2009): Zakladni pojmy, funkce a slozky imunitniho systému.
Bunééné slozky nespecifické imunity. Humoralni slozky nespecifické imunity. In: Zaklady
imunologie. 4 th ed., (Britnicka R. ed.), TRITON, Praha, Ceska republika, 23-55.

Choi Y. S., Choo Y. M., Lee K. S, Yoon H. J., Kim I, Je Y. H., Sohn H. D., Jin B. R. (2008):
Cloning and expression profiling of four antibacterial peptide genes from the bumblebee
Bombus ignitus. Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and
Molecular Biology 150, 141-146.

Jander R. (1976): Grooming and pollen manipulation in bees (Apoidea): the nature and
evolution of movements involving the foreleg. Physiological Entomology 1, 179-194.

Kamita S. G., Hammock B. D. (2010): Juvenile hormone esterase: biochemistry and
structure. Journal of Pesticide Science 35, 265-274.

67



Klaudiny J., Bachanova K., Albert S., Halgasova L., Dzrova M., Kopernicky J. (2009):
Honeybee defensin: their characterization and studies of their expression in honeybee
colonies. Collection Symposium Series 11, 59-63.

Kodrik D. (2004): Fyziologie hmyzu. Ceské Budgjovice: Entomologicky ustav Akademie véd
Ceské republiky, Biologicka fakulta, Jiho¢eska Univerzita v Ceskych Budgjovicich, Ceska
republika, 220 stran.

Kodrik D., Bednaiova A., Zemanova M., Krishnan N. (2015): Hormonal Regulation of
Response to Oxidative Stress in Insects An-Update. International Journal of Molecular
Sciences 16, 25788-25791.

Kowalski S., Lukasiewicz M., Juszczak L., Kutyta-Kupidura E. M. (2013): Dynamics of 5-
hydroxymethylfurfural formation in shortbreads during thermal processing. Czech Journal of
Food Sciences 31, 33-42.

Krainer S., Brodschneider R., Vollmann J., Crailsheim K., Riessberger-Gallé U. (2015): Effect
of hydroxymethylfurfural (HMF) on mortality of artificially reared honey bee larvae (Apis
mellifera carnica). Ecotoxicology 25, 320-328.

Laughton A. M., Boots M., Siva-Jothy M. T. (2011): The ontogeny of immunity in the honey
bee, Apis mellifera L. following an immune challenge. Journal of Insect Physiology 57,
1023-1032.

Le Conte Y., Bécard J. M., Costagliola G., de Vaublanc, G., Maataoui M. E., Crauser D.,
Plettner E., Slessor K. N. (2006): Larval salivary glands are a source of primer and releaser
pheromone in honey bee (Apis mellifera L.). Naturwissenschaften 93, 237-241.

Lee S. A.,Jang S. H., Kim B. H., Shibata T., Yoo J., Jung Y., Kawabata S. I., Lee B. L. (2017):
Insecticidal activity of the metalloprotease AprA occurs through suppression of host cellular
and humoral immunity. Developmental and Comparative Immunology 81, 116-126.

Li W., Ma G., Zhou X. (2006): Apidaecin-type peptides: biodiversity, structure-function
relationships and mode of action. Peptides 27, 2350-2359.

Li Y., Xiang Q., Zhang Q., Huang Y., Su Z. (2012): Overview on the recent study of
antimicrobial peptides: Origins, functions, relative mechanisms and application. Peptides 37,
207-215.

Linh N., Schneider P., Schneider D. S. (2008): Evidence for specifity and memory in the insect
innate immune response. In: Insect Immunology. 1st ed., (Beckage N. E. ed.) Elsevier
Academic Press, Amsterdam, The Netherlands, 97 - 123.

Lourenco A. P., Mackert A., dos Santos Cristino A., Simdes Z. L. P. (2008): Validation
of reference genes for gene expression studies in the honey bee, Apis mellifera , by
quantitative real-time RT-PCR. Apidologie 39,372-385.

Lu K., Chen X., Liu W. T., Zhang X. Y., Chen M. X,, Zhou Q. (2016): Nutritional Signaling
Regulates Vitellogenin Synthesis and Egg Development through Juvenile Hormone in
Nilaparvata lugens (Stal). International Journal of Molecular Sciences 17: 2609.

Mackert A., do Nascimento A. M., Bitondi M. M. G., Hartfelder K., Simdes Z. L. P. (2008):
Identification of a juvenile hormone esterase-like gene in the honey bee, Apis mellifera L. -
Expression analysis and functional assays. Comparative Biochemistry and Physiology Part
B: Biochemistry and Molecular Biology 150, 33-44.

Metheniti A., Paraskevopoulou N., Lambropoulou M., Marmaras V. J. (2001): Involvement of
FAK/Src complex in the processes of Escherichia coli phagocytosis by insect
hemocytes. FEBS Letters 496, 55-59.

Molan P. C. (2006): The Antibacterial Activity of Honey. Bee World 73, 5-28.

Negri P., Ramirez L., Quintana S., Szawarski N., Maggi M., Le Conte Y., Lamattina L.,
Eguaras, M. (2017): Dietary Supplementation of Honey Bee Larvae with Arginine
and Abscisic Acid Enhances Nitric Oxide and Granulocyte Immune Responses after
Trauma. Insects 8: 85.

Nystrom T. (2005): Role of oxidative carbonylation in protein quality control and
senescence. The EMBO Journal 24, 1311-1317.

Olaitan P. B., Adeleke O. E., Ola, I. O. (2007): Honey: a reservoir for microorganisms and an
inhibitory agent for microbes. African Health Sciences 7, 159-165.

68



Olofsson T. C., Vasquez A. (2008): Detection and Identification of a Novel Lactic Acid
Bacterial Flora Within the Honey Stomach of the Honeybee Apis mellifera. Current
Microbiology 57, 356-363.

Ombholt S. W. (1988): Relationships between worker longevity and the intracolonial population
dynamics of the honeybee. Journal of Theoretical Biology 130, 275-284.

Otvos L., (2000): Interaction between heat-shock proteins and antimicrobial peptides.
Biochemistry 39, 14150-14159.

Paoli P. P., Donley D., Stabler D., Saseendranath A., Nicolson S. W., Simpson S. J., Wright G.
A. (2014): Nutritional balance of essential amino acids and carbohydrates of the adult
worker honeybee depends on age. Amino Acids 46, 1449-1458.

Paoli P. P., Wakeling L. A., Wright G. A. and Ford, D. (2014): The dietary proportion of
essential amino acids and Sir2 influence lifespan in the honeybee. AGE 36, 1239-1247.

Pfaffl M. W. (2001): A new mathematical model for relative quantification in real-time RT—
PCR. Nucleic Acids Research 29, 2002-2007.

Pfaffl M. (2004): Quantification strategies in real-time PCR In: A-Z of quantitative PCR.
(Bustin S.A. ed.), International University Line, USA, 87-112.

Piulachs M. D., Guidugli K. R., Barchuk A. R., Cruz J., Simdes Z. L. P., Bellés X. (2003): The
vitellogenin of the honey bee, Apis mellifera: structural analysis of the cDNA and expression
studies. Insect Biochemistry and Molecular Biology 33, 459-465.

Ptaszynska A. A., Paleolog J., Borsuk, G., (2016): Nosema ceranae Infection Promotes
Proliferation of Yeasts in Honey Bee Intestines. PLOS ONE 11, 726-740.

Ptidal A. (2003): Definice medu. In: Vceli produkty. Mendlova zeméd¢€lska a lesnicka univerzita
v Brng, Ceska Republika, 24-82.

Rahnamaeian M., Cytryska M., Zdybicka-Barabas A., Dobslaff K., Wiesner J., Twyman R. M.,
Zuchner T., Sadd B. M., Regoes R. R., Schmid-Hempel P., Vilcinskas, A. (2015): Insect
antimicrobial peptides show potentiating functional interactions against Gram-negative
bacteria. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, 282, 20150293.

Randolt K., Gimple O., Geissendorfer J., Reinders J., Prusko C., Mueller M. J., Albert S., Tautz
J., Hildburg B. (2008): Immune-Related Proteins Induced in the Hemolymph After Aseptic
and Septic Injury Differ in Honey Bee Worker Larvae and Adults. Archives of Insect
Biochemistry and Physiology 69, 155-167.

Riddiford L. M. (1996): Juvenile hormone: The status of its “status quo” action. Archives of
Insect Biochemistry and Physiology 32, 271-286.

Richard F. J., Aubert A., Grozinger C. M. (2008): Modulation of social interactions by immune
stimulation in honey bee, Apis mellifera, workers. BMC Biology 6:50.

Rybak-Chmielewska H., Szczgsna T., Wa$ E. (2006): Attempt to assay maltodextrins occurring
in starch syrup and in winter stores made by bees from that syrup. Journal of Apicultural
Science 50, 127-135.

Seehuus S. C., Norberg K., Gimsa U., Krekling T., Amdam G. V. (2006): Reproductive protein
protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress. Proceedings of the
National Academy of Sciences 103, 962-967.

Semkiw P., Skubida, P. (2016): Suitability of Starch Syrups for Winter Feeding of Honeybee
Colonies. Journal of Apicultural Science 60, 141-152.

Shagaghi N., Palombo E. A., Clayton A. H. A., Bhave M. (2018): Antimicrobial peptides:
biochemical determinants of activity and biophysical techniques of elucidating their
functionality. World Journal of Microbiology and Biotechnology 34, 62.

Shen X,, Ye G., Cheng X., Yu C., Altosaar I., Hu C. (2010): Characterization of an abaecin-like
antimicrobial peptide identified from a Pteromalus puparum cDNA clone. Journal of
Invertebrate Pathology 105, 24-29.

Schmitzova J., Klaudiny J., Albert S., Schroder W., Schreckengost W., Hanes J., Judova J.,
Simuth J. (1998): A family of major royal jelly proteins of the honeybee Apis mellifera
L. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS 54, 1020-1030.

Simone M., Evans J. D., Spivak, M. (2009): Resin collection and social immunity in
honey Bees. Evolution 63, 3016-3022.

69



Sinpoo C., Paxton R. J., Disayathanoowat T., Krongdang S., Chantawannakul P. (2018): Impact
of Nosema ceranae and Nosema apis on individual worker bees of the two host species (
Apis cerana and Apis mellifera ) and regulation of host immune response. Journal of Insect
Physiology 105, 1-8.

Sevéik V. (1950): Mikrobiologie pylového kvaseni. Piirodovédecka fakulta, Masarykova
univerzita, Brno, Ceska Republika, 130 stran.

Sobotnik J., Kalinova B., Cahlikova L., Weyda F., Ptacek V., Valterova I,. (2008): Age-
dependent changes in structure and function of the male labial gland in Bombus terrestris.
Journal of Insect Physiology 54, 204-214.

Tautz J. (2010): Fenomendlni véely. 2nd ed., Brazda, Praha, Ceska republika, 270 stran.

Schmickl T., Crailsheim K. (2001): Cannibalism and early capping: strategy of honeybee
colonies in times of experimental pollen shortages. Journal of Comparative Physiology A:
Sensory, Neural, and Behavioral Physiology 187, 541-547.

Teixeira V., Feio M. J., Bastos M. (2012): Role of lipids in their interaction of antimicrobial
peptides with membranes. Progress in Lipid Research 51, 149-177.

Turner R. J. 1994: Immunology - A Comparative Approach. John Wiley and Sons, Chichester,
New York, Brisbane, Toronto, Singapore, 236 stran.

Vasquez A., Olofsson T. C. (2009): The lactic acid bacteria involved in the production of bee
pollen and bee bread. Journal of Apicultural Research 48, 189-195.

Vilmos P., Kurucz E. (1998): Insect immunity: evolutionary roots of the mammalian innate
immune system. Immunology Letters 62, 59-66.

WeiB, K. (2005): Vikendovy véelai: Skola vcelareni s ndstavkovymi uily. Vikend, Libeznice,
Ceska republika, 247 stran.

Wheeler D. E., Kawooya J. K. (1990): Purification and characterization of honey bee
vitellogenin. Archives of insect biochemistry and physiology 14, 253-267.

Wilson-Rich N., Spivak M., Fefferman N. H., Starks P. T. (2009): Genetic, Individual, and
Group Facilitation of Disease Resistance in Insect Societies. Annual Review of Entomology
54, 405-423.

Zipper H., Brunner H., Bernhagen J., Vitzthum F. (2004): Investigations on DNA intercalation
and surface binding by SYBR Green |, its structure determination and methodological
implications. Nucleic Acids Research 32, 103-103.

70



8 Seznam pouzitych zkratek

AMP antimikrobialni peptidy

AMK aminokyseliny

GOl gene of interest (gen sledovaného zajmu)

HFCS high-fructose corn syrup HFCS (kukufi¢ny sirup s vysokym obsahem
fruktosy

HKG housekeeping genes (provozni geny)

HMF 5-hydroxymetylfurfural

JH juvenilni hormon

JHBP juvenile hormone binding protein (protein vazajici juvenilni hormon)

JHE esterasa juvenilniho hormonu

RT-PCR Real-Time PCR
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