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1. UVOD

Vcela medonosnd, latinsky Apis mellifera, je vedle mravenci nebo vos
zastupcem socidlniho hmyzu. Kromé toho, Zze nam poskytuje med a vosk, je
zodpovédna za opyleni hospodéiskych plodin a rozmnozovani rostlin. Hmyzosnubnost,
tedy opyleni rostliny zastupcem hmyzu, muize probihat prostiednictvim motyld,
¢melakll nebo broukli. Opylovat mohou ale i ptaci jako je kolibtik ¢i savci — napf.
netopyr. Nicméné skutecnosti zlistava, ze vcela je predni opylovac na celé Zemi. Jen ve
Spojenych statech se hodnota jejiho pfinosu do zeméd¢€lstvi poskytovanim opylovani
vice nez 90 druhim plodin odhaduje na 14 miliard USD rocné, tedy zhruba
298 biliont K¢ [1]. Mimo jiné hraje véela medonosné také dulezitou roli v zachovani

ptirozené¢ho kolob¢hu v piirodé.

Po celé¢ Zemi se vyskytuji hromadné thyny vcelstev z nejriznéjSich divoda.
S touto skutecnosti se stale vice diskutuje vliv riznych bézné pouzivanych chemikalii
na vcelu medonosnou. Chemikélie se pouzivaji zcela bézné¢ v zemédélstvi pro lepsi
produkci. Chemické slozky pouzivaji ale také samotni vcelafi, a to sice k ochrané

vcelstev napt. pred klestikem vcelim.

Prace se zabyva vlivem riznych chemickych latek, které budou diskutovany
a ovéfovany v této bakalarské praci. V literarni ¢asti budou uvedeny soucasné poznatky
jak obecné o vcele medonosné, tak i o tom, jakym zpisobem se vcela vypotradava
s xenobiotiky. Budou uvedeny nékteré potencidlné nebezpecné chemické latky a diraz

bude kladen zejména na amitraz a tau-fluvalinat.

Ziskané poznatky o vlivu amitrazu a tau-fluvalinatu na vcelu medonosnou pak
budou ovéfovany méfenim zmény expresi nékterych genti za pomoci metody real-time
PCR, konkrétné¢ geny katalasy a vybranych cytochromi P450. Bude také vyvinuta

a zkoumana metoda pro monitoring vlivu pesticidi na véelu medonosnou.



2. CILE PRACE
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Vypracovani literarni reSerSe k zadanému tématu z dostupnych védeckych
zdroju.

Ozkouseni védecké metody pro monitoring vlivu xenobiotik (amitrazu,
tau-fluvalinatu, zemédélskych pesticidi) na véelu medonosnou analyzou exprese
vybranych genti cytochroma P450 metodou real-time PCR.

Ovéfeni a diskutovani vlivu xenobiotik na véelu medonosnou.

Zhotoveni pracovniho listu pro didaktické ucely stfednich skol.



3. SOUCAS’NY’ STAV RESENE  PROBLEMATIKY
(LITERARNI CAST)

3.1 Vcéela medonosna

Vcely jsou clovéku znamé jiz od praddvna. Poskytuji med a vosk a jsou
ipro celou fadu rostlin, které nazyvame hmyzosnubné. V mirném podnebném pasu,
tedy v nasem prostiedi, je asi 80 % rostlin hmyzosnubnych. Véely hraji dilezitou roli
v zachovani pfirozeného kolob¢hu v ptirod¢. Podili se pifimo i nepiimo na jedné tfetiné

lidské vyzivy.

Obr. 1: Vcela medonosna. Zdroj: http://i.pinimg.com/originals/a2/a3/d3/a2a3d326709a42¢560
a91a843ef9d3f7.jpg.

Véela medonosna (viz Obr. 1) patii do fadu blanokiidlych a fadime ji mezi
socialni hmyz vedle mravenci nebo vos. Pro jeji hospodarsky vyznam se v nasem
prostiedi jedna o nejznamé;jsi druh vcely. Zaroven jde o evolu¢né nejdokonalejsi druh,
nebot’ je nejlépe prizpisobend k opylovani. Pivodné se vyskytovala v oblasti Evropy,
Afriky a Jihozapadni Asie. V 17. stoleti vSak byla vlivem kolonizace rozsifena i do
Ameriky, Australie a do celého Nového Svéta [2]. Dnes se vyskytuje po celé zemékouli
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(viz Obr. 2) [3]. Idedlni misto pro jejich vyskyt, by mélo mit dostatek rostlin

poskytujicich nektar, vody, stinu a nejlépe prodéravénych prostorti napt. ve stromu

slouzicich jako ukryt [4].

Obr. 2: Rozsiteni vcely medonosné na Zemi. Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons/thumb/b/b4/Apis_mellifera_distribution_map.svg/2000px-Apis_mellifera
_distribution_map.svg.png

Obcas se vcelstvo povazuje za jakysi superorganismus, tento pojem poprvé

formuloval americky biolog William Morton Wheeler. Znamend to, Ze mnoho vcel

dohromady, tedy véelstvo, se chové jako zdanlivé vyvinut&jsi organismus. Casto se

sklofiuje podobnost vcelstva se savci z hlediska evoluc¢nich vlastnosti [5]. Tyto analogie

jsou piedevsim nasledujici:

Savci se vyznacuji nizkou intenzitou rozmnozovani jako vcely.

Samice savcl vytvareji matetské mléko ve specialnich zldzach pro krmeni
potomkii, samicky vcel produkuji tzv. sesterské mléko.

Savei zajistuji vyvijejicim se potomkim odd€lené prostiedi od vnéjsiho svéta
poskytovanim ochrany v déloze matky. Véely podobné izoluji své potomky
v jakési socidlni déloze vceliho ulu.

Co se tyce termoregulace, télesna teplota savci se pohybuje okolo 36 °C, vcely
udrzuji larvy ve zminéné socidlni déloze pii teploté 35 °C.

Savei maji nejvyssi schopnost ucit se novym vécem a rozvijet kognitivni
vlastnosti  diky velkému mozku. Vcely maji taktéz dobfe vyvinuté vlohy
k uceni i kognitivnim vlastnostem. Mnohdy jsou na vys$$i urovni nez néktefi

obratlovci. Mezi bezobratlymi zivocichy se fadi k nejchytfej$im tvortim.
4



3.1.1 Taxonomie

Latinské pojmenovani Apis mellifera vzniklo vroce 1758 zpodnétu Carla
Linného, zakladatele moderni taxonomie. V nékteré literatuie se vSak Ilze setkat
i s oznaCenim Apis mellifica, které také vyslovil Carl Linné. Par let po ptvodnim
oznaceni, si totiz uvédomil neptesnost, ponévadz véela sbird nektar, nikoliv med. Proto
puvodni oznaceni pozmeénil. Apis mellifera v doslovném piekladu znamena véela med
nosici, zatimco Apis mellifica véela med vyrabéjici. Obé pojmenovani jsou spravné, do

cestiny vSak prekladame pouze jako vcela medonosna [3, 6].

Systematické zatazeni véely medonosné je nasledujici:

e Rige: zivocichové (Animalia)

e Kmen: ¢lenovci (Arthropoda)

e Trida: hmyz (Insecta)

e Rad: blanoktidli (Hymenoptera)
e Podrad: Stihlopasi (Apocrita)

o Celed: vceloviti (4pidae)

e Rod: vcela (Apis)

e Druh: medonosna (Mellifera)

Krom¢ vcely medonosné existuji také dal$i druhy, a to vcela vychodni (A4pis

cerana), vcela obrovska (Apis dorsata), véela skalni (Apis laboriosa) nebo vcela kvétna

(Apis florea).

3.1.2 Morfologie

T¢lo veely je sloZeno ze tii Casti, a to sice z hlavy, hrudi a zadec¢ku (viz Obr. 3).
Literatura se na popisu a charakteristice obecn¢ shoduje [3, 6-9], nebot’ morfologie
véely je jiz zcela prozkoumand. Pivodné byla kazda ¢ast clankovana, nyni je vSak
¢lankovany pouze zadecek. Na povrchu téla je pevna kutikula tvofena prevazné
dusikatym polysacharidem chitinem. Jedna se de facto o vné&jsi kostru (exoscelet), kdy
jsou na ni zevniti upevnény svaly a uvnitf ukryty a pravé kutikulou chranény orgénové

soustavy. Chitinovy plast’ je velmi pevny a umoznuje piipevnénému svalstvu vyvijet



zna¢nou silu. Dikazem je, zZe vcela dokaze letét rychlosti az 18 m/s. Pro porovnani,

moucha 1€t rychlosti zhruba 2 m/s [7].

Jednotlivé Clanky, zvané sklerity, jsou propojeny pruznou chitinovou blanou,
tzv. intersegmentalni membranou. Larva ma téchto segmentt 13, dospé€la délnice nebo
matka jen 11, protoze 2 ¢lanky jsou pfeménény na zihadlovy aparat. Celé télo je také
pokryto chloupky, které maji funkci ochrannou pro dilezité smyslové orgéany, tieba oci.
Ochlupeni navic umoznuje pro véelu snadngjsi Cisténi téla vykartaovanim pomoci
nohou. Véeli télo obsahuje primémé 69,3 % vody. Zivé véela vazi v praméru 96,68 mg,

vysusend 29,68 mg. SuSina obsahuje 13,8 % dusikatych latek [7].

Obr. 3: T¢lo vcéely medonosné. A — hlava, B - télo, C - =zadecek. Zdroj:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/4/4b/HoneyBeeAnatomy.svg/2000px-
HoneyBeeAnatomy.svg.png



Hlava

Kompaktni jednolitd vnéjsi kostra hlavy (cranium) je tvotena chitinem. Podle [8]
vazi hlava (caput) 8,34 az 9,85 mg. Deska hlavy je diky chitinu pevnd a silnd. Vcele
jsou umoznény snadné pohyby hlavou vSemi sméry. Vnitini kostra (tentorium) slouzi

jako opora svalstva.

Ocelli

Délnice

Obr. 4: Hlava jednotlivych kast v¢ely medonosné. Vlevo délnice, uprostied trubec, napravo
matka. Upraveno z: https://i.pinimg.com/originals/f4/67/2¢/f4672cd42d03fbcel 154e12c83 1aba

0f .jpg

Po bocich temene (vertex) jsou 2 slozené oci (oculi compositi). Slozené oci jsou
tvofeny mnoha stejné konstruovanymi jehlancovit¢ do Spice protdhlymi utvary tzv.
ommatidii. Na vrchu temene se nachazeji 3 jednoduché oci (ocelli). Buttel-Reepen [8]
zjistil, Ze v¢ely maji 4 az 9,5 tisice ommatidii v jednom oku v zavislosti na tom, zdali se
jednd o matku, d€lnici nebo trubce. Jednoduché a slozené oci se pravdépodobné
dopliiuji. Vcela je schopnd rozeznavat barvy [8], proto pfiroda obohatila kvéty

nejriiznéjsimi barvami.

Asi uprostied Cela ty¢i ¢lankovita ustroji nazyvana tykadla (antennae). U dé€lnic

a matek jsou tykadla tvofena 12 Clanky, zatimco u trubct 13. Tykadla jsou centrem



mnoha smyslovych organt, zejména téch ¢ichovych a hmatovych, ale pravdépodobné

se tam nalézaji i sluchové buiiky.

Na spodu hlavy jsou Ustni organy (trophi). Okolo nich jsou situovéany kusadla
a sosak. Kusadla slouzi ke kousani a lisi se tvarem dle kasty (viz Obr. 4). Jsou zde také

umistény chutové [8] i ¢ichové organy. Sosdk ma naséavaci a lizaci funkei.
Hrud

Hrud’ (thorax) je tvotena 3 embryondlnimi ¢lanky — ptedohrudi (prothorax),
sttedohrudi (mesothorax) a zadohrudi (metathorax). Stopkovité zuzeni mezi hrudi
a zadeCkem tvofi bedra, ktera vznikla z prvniho embryonalniho ¢lanku zadecku. Témer
cely prostor hrudi je vyplnén svalovinou, kterd ovlada dva pohybové organy umisténé
pravé na hrudi. Témito organy jsou kiidla (alae) a nohy (pedes). Podle [8] vazi hrud’
36,65 - 39,74 mg.

Nohou mé vcela 3 pary a slouzi ji nejen k pohybu, ale i sbéru nebo cisténi. Na
tietim paru nohou se nachazi kosicky, do kterych véely sbiraji pyl. Nohy dale nesou

chemické a mechanické receptory.

Mimo nohou zajist'uji pohyb 2 pary blanitych kiidel. Pfedni kiidla jsou vétsi nez
zadni, navzdjem jsou propojena hacky. Jedna se vlastné o vychlipeniny pokozky.
Neslouzi pouze k lokomoci, ale také k provétravani ulu. Jsou pfipojena na sttedohrud’
a zadohrud’. Kazdé¢ kiidlo je vyztuzeno zilkami. Ktidly tedy prochazi vzdusnice, nervy
i hemolymfa. Pohyb kiidel zajistuji létaci svaly v hrudi. Vcela je schopna mavnout

ktidly asi 190krat za sekundu [8]. Pti zatizeni vcela nezvysi frekvenci mavani, ale thel.

Zadecek

Posledni ¢asti véely je zadecek (abdomen). Ukyva v sobé zazivaci organy,
medovy vacek, jedovou zlazu, vzdusné vaky, zihadlo, voskotvorné zldzy a vonnou
7lazu. Zihadlo je napojené na jedovou zlazu a na konci je duté. Zihadlem miize véela
zautoCit a diky propojeni s jedovou zldzou vnést do obéti jed. Na zihadle jsou hacky,

kvili nimz po utoku vcela umira, nebot’ tyto hacky zptsobi odtrhnuti zihadla a jedové



zlazy od zadeCku vcely. Na zihadle se také vyskytuji smyslové organy pomahajici vcele
urcit, kam ma své zihadlo zapichnout. Voskotvorné zlazy, stejn¢ jako vonné (zvané také
Nassanovy), maji pouze délnice. Diky vonné zlaze jsou vcely schopny oznacit vlastni ul
nebo zdroj nektaru. Kazdé vcelstvo mé svou typickou vini. To vyrazn€¢ napoméha

navratu dé€lnic ze sbéru nebo matky ze snubniho letu do tlu.

3.2 Hierarchie véelstva

Jak jiz bylo feceno, véela je zastupce socidlniho hmyzu. To vlastné znamena, ze
zadny Clen vcelstva nema v silach ptezit jako samostatny jedinec [3, 6]. Dal$im znakem
socidlniho hmyzu je rozd€leni jeho populace do urcitych kast liSicich se nejen
vzhledem, ale piedevsim schopnostmi, ukoly a vlastné jejich i¢elem. U vcel jsou znamy

t1 kasty: matka, délnice a trubec. Jednotlivé kasty jsou zndzornény na Obr. 5.

Délnice

Délnice Trubec

Obr. 5: Porovnani  vzhledu  jednotlivych  kast  vcelstva. Upraveno  z:
https://lh3.googleusercontent.com/proxy/StwxJZw8nQEUyX9dDDsPETXASiRhfyLWOqwhslf
thgj6_S pBsxJqrfAilbCJ-UPWkCrZBbclOEp86JPjLp9rgS1as9s2XHXrbYQ2CyloioP3-
lasHuiBA=w1200-h630-p-k-no-nu



3.2.1 Matka

Matka, nekdy také nazyvana jako kralovna, je ve vcelstvu vétSinou pouze jedna.
Existuji ale vyjimecné situace, kdy v jeden moment koexistuji matky dvé. Tyto situace
zahrnuji tzv. tichou vyménu, kdy ve vcelstvu je jedna matka stard a jedna mlada,
arojeni. Matka se doziva véku 3 — 7 let [3, 6, 8, 10]. Pokud zemfe nebo neni schopna
klast vajicka, véelstvo si vychova kralovnu novou. Zpravidla neni schopna se sama

zivit, musi ji zivit délnice vymeésky hltanovych zlaz.

Hlava a hrud’ jsou podobné velké, zadecek je protahly a na konci zaSpicatély.
Pohlavni ustroji se nachazi v zade¢ku. Hlava ma srdcovity tvar. Na rozdil od délnic ji
chybi voskotvorné a hltanové zldzy. Dokonaly vyvoj matky probiha ve specialnich
podlouhlych buiikach, tzv. mate¢nicich, asi 15 — 16 dni [10], to je nejkratsi larvalni
vyvoj ze vSech kast. Lihne se z oplozenych vajicek stejné jako délnice, avSak na rozdil
od délnic, které jsou po prvnich 3 dnech dale krmeny pylem a medem, jsou matky stale
krmeny matefi kaSickou. Thned po vylihnuti zabije ostatni nevylihnuté matky svym
zihadlem. Po 5 — 10 dnech od vylihnuti se matka vydava na snubni let na trubci
shromazdisté, kde probéhne patfeni s nc¢kolika trubci. Spermie si ulozi do semenného

vacku na cely zivot a dale se jiz nepafi.

Je to jedind plodna samice ve vcelstvu a kladeni vajicek je jeji jediny ucel. Je
schopnd jich naklast 1 500 az 2 000 denné. Klade dva druhy vajicek. Z oplozenych

vajic¢ek se lihnou matky a délnice, zatimco z neoplozenych trubci.

3.2.2 Délnice

Dé¢lnice jsou nejpocetnéjsi kastou. V zimnim obdobi jich je ve vcelstvu asi
20 000, zatimco v 1ét€¢ dokonce az 100 000 [10]. Dé¢lnice je samicka vylihnuta
z oplozeného vaji¢ka. V letnich a jarnich mésicich ziji 4 — 5 tydnt, pokud se vylihnou

cey

mimo sniskové obdobi, ziji po dobu 6 — 8 mésict.

Nohy jsou ptizptisobené k praci, dlouhy sosdk zase k sani nektaru, medovice
nebo vody. Hlava ma trojuhelnikovy tvar, zadecek je kratky. Mohou produkovat vosk
voskotvornymi zlazami a mateii kaSicku hltanovymi Zlazami. Maji také vonnou Zlazu,

tzv. Nassanovu, pomoci niz vylucuji feromon, kterym poté oznacuji potravu a ul.
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Pomoci tohoto feromonu jsou schopny rozeznat véely vlastniho ulu od véel z ulu jiného.
Do svého ulu pusti z ciziho tlu pouze mladé délnice nebo d€lnice nasaté medem, ostatni
vyzenou ¢i ubodaji. Maji nedokonale vyvinuté pohlavni Ustroji a nemaji semenny
vacek. Jsou tedy schopny klast vajicka, ale pouze neoplozend. Mize vsak nastat situace,
kdy vcelstvo osifi, neni si tedy schopno odchovat v¢eli matku a dojde ke vzajemnému
krmeni délnic matefi kasi¢kou. Tim se u délnic aktivuji jejich vajecniky a stava se z ni
tzv. trubCice. Trublice se vsSak nejsou schopny spafit strubcem, kladou tedy

neoplodnéna vajicka, ze kterych se lihnou pouze trubci.

Jejich vyvoj trva 21 dni a strava je rozdilnd nez u matky. Létavka se z plodu
délnice stane ale az po 40 dnech. Po vylihnuti totiz délnice délaji nékolik Cinnosti, nez
se z nich stanou létavky. Nejprve Cisti builky, tehdy jsou to tzv. Cisticky. Pozdéji se
znich stanou krmicky, kdy krmi plody medem a pylem. Poté krmi larvy matefi
kasickou, v tomto stadiu to jsou tzv. kojicky. Nasledné stavi plasty pomoci vosku,
mluvime o stavitelkach. A nakonec po stadiu strazkyné se z nich stavaji 1étavky, jejichz

ukolem je nosit vodu, pyl, medovici, propolis a nektar.

3.2.3 Trubci

Trubec je pohlavni jedinec vcelstva, jedna se o samce vylihnutého
z neoplozeného vajicka. Ziji pouze v letnich mésicich (kvéten az Gerven) a v ulu jich
jsou asi 2 - 3 tisice. Mohou zit az 3 mésice. Jejich vyvoj trva 24 dni. Na konci léta jsou

délnicemi vytlaceni na kraj ulu, kde vyhladovi a umfou.

Maji zavalité télo, velké oci a mohutny Siroky zadecek. Hlava ma kruhovity tvar.
Nemaji zihadlo. Pohlavné dospivaji 13. den po vylihnuti, do t¢ doby jsou krmeni

délnicemi. Jejich jedinym tikolem je oplodnit matky. Po pafeni umiraji.

3.3 Vceli produkty

3.3.1 Med

Med je hustd lepkava kapalina vyrdbénd vcelami ze sesbiranych a nasledné
zahusténych sladkych §t'av nektaru ¢i medovice. V zavislosti na kvétinach, ze kterych

byl nektar sbirdn, se 1isi barva i viing. Podle Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi [11]
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bylo vroce 2016 vyprodukovano 1 786 996 tun medu na celém svéte. Mezi
nejvyraznéj$i producenty patii Cina, USA, Turecko, Rusko nebo Ukrajina. Jejich

produkce je uvedena v

Tab. 1. Produkce v Ceské republice za rok 2016 byla 10 113 tun a v poslednich
dvou dekadach kolisa mezi 6 a 10 tisici tun za rok (viz Obr. 6).

Tab. 1: Vyrobené mnozstvi medu nejvyznamnéjSich producentii v roce 2016 [11].

Zemé MnoZstvi (t)
Rusko 69 764
Turecko 105 532
Ukrajina 59294
USA 73 428
Cina 502 614
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Obr. 6: Graf znazorfiujici mnoZstvi vyprodukovaného medu v Ceské republice od roku
2000 [11].

Med se clovékem pouziva za riznymi Gcely jiz od praddvna. Prvni zminky se
datuji do roku 3 000 let pfed nasSim letopoctem [12]. Jeho hlavni vyuziti je jako
potravina nebo dopln€k potravy. Miize za to jeho sladka chut. Pouziva se do ¢ajl, jako
pfisada na peceni, jako sladidlo a mnoho dal§iho. Medem se nezivi pouze ¢lovek, ale

také napt. medvéd nebo Simpanz. Divodem, proc jej véely vyrabi je vsak skutecnost, ze
12



je to hlavné jejich potrava a hlavni zdroj energie. Z medu Ize vyrobit také alkoholické
napoje, jako napt. medovina. Med z nékterych rostlin, napt. z rododendronu, miize byt
toxicky. Je vyuzivan i v kosmetickém primyslu jako soucast mydel, Samponi, krémi,

kondicionérti apod.

Slozeni medu je rizné v zavislosti na pocasi [12] a lokalité, respektive nektaru
kvétl, znichz vcely sbiraji. Med je smés cukrd, vody a dalSich slozek. Fruktosa
a glukosa tvoifi hlavni podil medu (70 — 80 %), sacharosa tvoii dalsi ¢ast slozeni
(2-10 %). Dalsimi latkami jsou voda (asi 18 %), dextrin, proteiny, vosk, prach,
minerdly, kyseliny, vitaminy (B1, B2, C), nikotinova kyselina, kyselina mravenci,
laktony, dusik, polyfenoly, aminokyseliny a dalsi [12, 13]. Med n¢kdy krystalizuje
(nebo také granuluje) pii teploté mezi 10a 18 °C [14]. Latka za to zodpovédna je
glukosa monohydrat. Med je rozpustny ve vodé a hygroskopicky, vodu ze vzduchu
muze absorbovat pii relativni vlhkosti vzduchu nad 60 %. pH medu je 3,2 — 4,5; tedy
kyselé.

Za jeho Castym uzivanim nejen dnes, ale vlastné uz od pocatkt lidstva, stoji jeho
1écebné Ucinky. Uz Pythagoras, jenz zil okolo roku 530 pted Kristem, hojné uzival med
s domnénkou, ze mu prodlouzi zivot [12]. Pfisuzuji se mu antibakterialni a antiseptické
uCinky. Za antibakteridlnim u¢inkem stoji zejména nizka aktivita vody medu.
Diusledkem toho je, Ze bakterie ani kvasinky nejsou schopny v medu riist a mnozit se.
Dalsim divodem, pro¢ bakterie v medu nepfteziji, je vysoka koncentrace sacharidi, coz
zpusobuje osmosu. Z téchto pri¢in se med prakticky nekazi. Proti E. coli a S. aerus
pusobi velice u¢inné, zatimco proti S. pyogenes nebo S. typhimurium je G€inek slabsi
[13]. Zaroven se antibakteridlni G¢inek snizuje s casem skladovani [15]. Rizikem je
C. botulinum, jejiz spory mohou v medu pftezit a Sifit botulotoxin, to je riziko hlavné pro
kojence [13]. Za antiseptick¢ Ucinky je zodpovédny peroxid vodiku, ktery vznika
chemickou reakci: glukosa + H>O + O2 — kys. glukonovd + H20.. Tuto reakci
katalyzuje enzym glukosa oxidasa, kterou produkuji praveé vcely. Diky antiseptickému
ucinku se med pouzivd na obvazy, na rdny nebo popdleniny nejen v Cinské ci
indické tradicni mediciné [12, 13]. Polyfenoly v medu obsazené jsou antioxidanty.
Dalsim pozitivnim ucinkem je zvySovani populace probiotickych bakterii ve stfevech,
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coz zvySuje obranyschopnost, zlepSuje traveni, snizuje cholesterol nebo pulsobi proti
rakoviné tlustého stfeva [13]. Spekulace o protialergickému uc¢inku se zatim

neprokazaly.

Chemickych déju stojicich za preménou nektaru na med je nékolik. Prvni reakci
katalyzuje enzym produkovany hypofaryngedlnimi zlazami invertasa, ktera rozdéluje
disacharid sacharosu z nektaru na dva monosacharidy glukosu a fruktosu. Diky této
reakci je med vlastné pro ¢loveka sladsi, nebot” lidské chut'ové buiiky vnimaji fruktézu
mnohem sladéeji nez sachar6zu. Po této fazi neni med pfilié koncentrovany a za jeho
glukéza oxiddza preménuje glukozu na glukonovou kyselinu a peroxid vodiku. Peroxid
vodiku je vSak zaroven velice t€kavy a vétSina ho rychle vyprchd. Tato reakce se mize
ale lehce opakovat po zfedéni medu vodou. Cely tento biochemicky proces je znazornén

na Obr. 7.
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N

Véely Lo Qw@%

‘o” z iva se prl letu OH
g;f |“ kéza . . fru ktéza
( 0
g glukézo- 2
oxidaza \
f OHOHO
r me HO/O "
o eroxid
glukonova P

v kyse$| - v vodiku | V
Med <o

Obr. 7: Schéma znazornujici chemické reakce stojici za pfeménou nektaru v med [12].
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3.3.2 Materi kasicka

Dalsim vyrobkem vcel je mateii kaSicka (viz Obr. 8). Jednd se o produkt
hltanovych zldz mladych dé€lnic, které pravé mateti kasickou krmi larvy. Larvy délnic
a trubcil jsou mateti kasickou krmeny pouze prvni 3 dny, zatimco matka po celou dobu
jejiho zivota [6, 10, 13]. Pravé potrava v podobé matefi kaSicky je pficinou jiné
morfologie i fyziologickych schopnosti matky. Matefi kaSicka je hustd bild az lehce

nazloutld vyzivna substance s fenolovym zapachem.

Obr. 8: Larvy matek v mateii kaSi¢ce [16].

Fratini [16] uvadi, ze jeji vyuzivani Clovékem saha az do dob starovéku. Jiz
Aristoteles se zminioval o mateti kaSicce, kdyz studoval jeji vliv na véeli matku, a hojné
ji uzival jako potravinu nejen pro sebe, ale 1 pro své zaky. Matefi kasicku pouzivala ve
své kosmetice 1 Kleopatra. Stejné tak si jejich G€inkl cenili faraonové nebo staré ¢inské

dynastie.

Mateii kaSicka obsahuje hlavné vodu a bilkovinné slozky, proto se jedna

o dobrou potravu pro vcely. Slozeni se muize meénit s klimatickymi zménami [16].

Kromé vody a bilkovin je slozena jesté ze sacharida, lipidii, mineralnich latek, vitamint

(nejvice BS, B6, C), hormoni atd. Za hlavni latku zodpovédnou za mimotadné 1é¢ivé

ale 1 jiné ucinky je povazovana kyselina 10-hydroxy-trans-2-decenova (10-HDA) [13].

Je to jednoducha nenasycena mastna kyselina, kterd ovliviiuje diferenciaci kmenovych
15



bun¢k [17], ma estrogenni aktivitu [18] a jedna se o potencidlni antidepresivum [19].
Jeji pHje 3,6 — 4,2 [16]. Hlavni skupinou proteinti jsou MRJPs (Major Royal Jelly

Proteins), bliz§i informace o slozeni jsou na Obr. 9.

Vitaminy,
mineraly,
ostatni

Apismin
Royalactina

Royalisin
Jelleines

Glukosa
oxidasa

Apoliphorin III

like
Slozka %o Slozka %
Voda 64,32 MRJPs 11,09
Sacharidy 16,32 Apismin 0,13
Lipidy 5,32 Royalactina 0,25
Vitaminy, mineraly, ostatni 1,22 Royalisin 0,83
Proteiny 12,82 Jelleines 0,37

\ Glukosa oxidasa 0,08
Apoliphorin Il like 0,08

Obr. 9: Primérné slozeni mateii kasicky [16].

Dodnes se mateti kasicka uziva v tradi¢nich medicinach zejména v Asii, ale také
v kosmetice, farmacii nebo jako dopln€k stravy. Ptisuzuji se ji totiz 1é¢ivé schopnosti
posilujici imunitu, pasobici proti astmatu ¢i jaternim nemocim. Jeji omlazujici G¢inky
vSak dodnes nebyly prokazany [20]. Co vSak bylo Casto studovéano a dobie dokdzano, je
antibakteridlni ucinek matefi kaSicky [16, 21]. Efektivni je uc¢inek hlavné proti
grampozitivnim bakteriim, proti gramnegativnim bakteriim je ucinek slabsi. Za
antibakterialni u¢inek jsou zodpovédné peptidy a proteiny Royalisin, Jelleines a také
glukosa oxidasa. Matefi kaSicka je dokonce ucinna i proti resistentnim bakteriim, jako

je napi. MRSA (methilicin resistentni S. Aureus) [16].
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3.3.3 Propolis

Propolis (viz Obr. 10), n¢kdy také zvany smoluiika nebo vceli tmel, je
pryskyfi¢na latka aromatického zapachu. Je to produkt vcéel vznikly smichanim
nasbirané¢ hmoty z pryskyficnych rostlin a vyméska hlavovych zlaz vcel. Propolis
v feCtin€é znamena pro ochranu mésta [22, 23] a presné pro takovy ucel jej pouzivaji
i v€ely. V ulu totiz zastdva roli stavebniho a ochranné¢ho materialu, véely nim vystylaji
buiiky plastt, zad€lavaji diry, de facto funguje jako jakési véeli lepidlo. VEely nim
mohou také pokryt téla vetfelcii, ktera nejsou schopna z Glu vynést (napf. mys nebo
rejsek), ¢imz zabrani jejich rozkladu [22]. Barva muze byt zelenozluta, hnéda se
zabarvenim do Cervena, az temn¢ hnédd, zalezi na slozeni a stafi. Pii tlové teploté je
propolis mékky a tvarny. Bod tani mé v rozmezi 70 — 100 °C. Ve vod¢ je Spatné
rozpustny, lépe rozpustny v chloroformu a etheru a velice dobie rozpustny v ethanolu

a glycerinu. Je hustéjsi nez voda.

Obr. 10: Ztvrdly propolis. Zdroj: http://mountpelion.gr/wp-content/uploads/bfi_thumb/propol-
ncpnn2s3t3pabv74gxuy6b23awinq6uorlkgaa82nk.png

Jeho slozenti je riizné v zavislosti na rostlinstvu a klimatickych podminkéch [23].
Proto je pomérné problematicky pro farmaceutické uzivani z divodu standardizace.
Biologicka aktivita se vSak se slozenim neméni [22]. Z vétSiny je slozen
z pryskyticnych latek (50 %) a vosku (30 %). Dale obsahuje balzamy a etherické oleje
(< 10 %), pyl (5%) vitaminy hlavné skupiny B (1 ppm), fenolové slouceniny
(flavonoidy, aromatické kyseliny, benzopyrany) a di- a triterpeny [22, 23].

Hojné se vyuziva pro jeho 1é¢ivé ucinky v podobé tinktury (smes nadrobeného

propolisu a ethanolu) nebo masti (smés propolisu s Iékatskou vazelinou nebo sadlem).
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Propolis vSak neni zddnym novym objevem, jeho objev se datuje az k roku 300 pted
Kristem, uZivali jej jiz stafi Egyptané, Rekové a Rimané [22]. Mezi jeho 16¢ivé uéinky
Plsobi také protinddorové, mechanismus toho ucinku vSak zatim nebyl dostate¢né
vyjasnén [22]. Dal$i nemoci, na které pomaha, je cukrovka nebo srde¢ni choroby [23].
V koznim Iékafstvi se pouzivd na houbové onemocnéni a ve stomatologii zase jako
povrchové anestetikum [22]. Diky jeho biologické aktivité je ul dobfe chranén proti
nemocim. Propolis mize zplsobovat alergie. Obcas je analyzovéan jakozto indikator

zivotniho prostfedi, napf. pro zjisténi radioaktivnich prvki v okoli [22].

3.4 Cytochrom P450

Enzymy jsou katalyzatory bilkovinné povahy. Jejich ukolem je ovliviiovat
aktivacni energii reakci, pfi¢emz do reakce vstupuji i z ni vystupuji nezmeénéné. Pokud
se vlivem katalytické aktivity snizi aktivacni energie, reakce probéhne rychleji, pokud
se aktivacni energie zvysi, reakce naopak probéhne pomaleji. Enzymy vSak neovliviluji

smér reakce.

Cytochrom P450 (oznacovany jako CYP) je enzym patiici do 1. enzymové
tiidy - oxidoreduktas. Strukturu cytochromu P450 vcely medonosné, konkrétné
vychézejici z genu CYP6ASS, lze vidét na Obr. 11. Oxidoreduktasy katalyzuji
intermolekularni oxida¢né-redukéni reakce [24]. Podskupinou této tfidy jsou
oxygenasy, které vyuzivaji jako oxida¢ni ¢inidlo molekulovy kyslik, monooxygenasy
potom do substratu zaclefiuji pouze jeden atom kysliku. Cytochrom P450 je
monooxygenasa z rodiny cytochromu. Je jich znamo pies 50 tisic druhti. Cytochromy
P450 byly objeveny v celé Zivocisné fisi. Obecna rovnice katalyzované oxidoreduktasou

vypadé nasledovné, kdy donor je redukéni ¢inidlo a akceptor oxidac¢ni ¢inidlo:
donor + akceptor — oxidovany donor + redukovany akceptor.

Nejobvyklejsi reakci katalyzovanou cytochromem P450 je vsunuti atomu
kysliku do alifatické pozice organického substratu (RH), zatimco druhy atom kysliku je
redukovan za vzniku vody, kdy jako zdroj elektronii zde ptsobi kofaktor NADPH

zprostfedkovany pomoci cytochrom P450 reduktasy:
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RH + 0, + NADPH + H* —» ROH + H,0 + NADP™.

Obr. 11: Struktura cytochromu P450 vcely medonosné. Nalezeno podle genu CYP6ASS na
UniProtu [25]. Model vypocitan spolecnosti ModBase.

Cytochromy byly ptivodné nalezeny jako bunééné pigmenty, odtud pochazi také
jejich nazev. Jsou lokalizovany na membranach a obsahuji hemové skupiny, jejichz
prostfednictvim se pfenasi elektrony. Hem, struktura je vyobrazend na Obr. 12, je
prostetickd skupina obsahujici tetrapyrrolové jadro, v jehoz stiedu je navdzan atom
zeleza. Atom zeleza jakozto centralni atom ma koordinaéni ¢islo 6. Tyto molekuly jsou
nazyvany taktéz porfyriny. Atom Zeleza se stfidavé redukuje a oxiduje z Fe*" na Fe**
a naopak. Prave timto zplisobem se piendsi elektrony. Redukovand forma cytochromi
v komplexu s oxidem uhelnatym vykazuje silné absorpéni maximum v UV-VIS spektru

pti vlnové délce 450 nm, jedna se o tzv. Soretlv pik, proto P450 v ndzvu.

19



HO,C CO-H
Obr. 12: Struktura hemu. Vzato z [26], vytvofeno v ChemDraw [27].

Cytochromy se Gc¢astni metabolismu nekterych endogennich metaboliti (rodiny
4 - 51), ale hlavné vétSiny xenobiotik (rodiny 1, 2 a 3). Pomoci oxidace pfeménuji
lipofilni xenobiotika na hydrofilni, ¢imZ se méni jejich rozpustnost. Ugastni se tedy

rozkladani cizorodych latek, jako jsou napft. pesticidy.

3.5 Katalasa

Katalasa je enzym fadici se do prvni enzymové tfidy oxidoreduktas. Zkracené se
oznacuje jako Cat. Tento enzym se vyskytuje témét ve vSech aerobné respirujicich
organismech. Peroxid vodiku je Skodlivy meziprodukt mnoha béznych metabolickych
procesti a je potieba jej rychle pfeménit na jinou méné Skodlivou latku. Pravé k ochrané
bun¢k pted toxickymi vlivy peroxidu vodiky slouzi katalasa tim, ze katalyzuje

disproporcionaci peroxidu vodiku na vodu a kyslik:

Katalyticka ¢innost katalasy je mimotadna. Uvadi se, Ze jedna molekula enzymu
mize za minutu pfeménit 5 miliontt molekul peroxidu vodiku [24]. Struktura katalasy

vcely medonosné je znazornéna na Obr. 13.

20



Obr. 13: Struktura katalasy vcely medonosné. Nalezeno na UniProtu [25], model vypocitan
spolecnosti ModBase.

3.6 Ekologické faktory ovliviiujici Zivot a rozvoj vcelstev

V poslednich letech se objevuji ndhlé¢ thyny véelstev. Tento jev byl oc€ividny
zejména v USA, kde se mu zacala také vénovat pomérné¢ velka pozornost. Syndrom
velkych ztrat v populacich vcel byl pojmenovan jako Colony Collapse Disorder (CCD)

[28]. Za touto negativni skuteCnosti mize stat nékolik vlivi. Véely musi cCelit stale
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Obr. 14: Plasty s nedostatecnym pokrytim bunék dokazujicim nahly thyn vcel [28].

Mezi tyto podminky muzeme fadit rozristajici se urbanisaci, kdy vcelam je
brano jejich piirozené a hostinné prostfedi. Vystavba dopravnich siti ma stejny efekt,
a navic mnoho vcel zahyne srazkami s auty, obzvlasté pak tehdy, kdyz se u cest buduji
okrasné plochy s kvétinac¢i. Klimatické zmény samoziejmé véelam taktéz neprospivaji

stejn¢ jako soutézeni divokych vcel s t¢émi domdacimi. Negativni vliv mlze mit také
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dopravni stres zpusobeny transportem vcel. Véely jsou pii pfevozu vystavovany
vysokym teplotdm, ¢astym vibracim nebo vysokym koncentracim CO> [29]. To vse

muze napomoci virdlnim ¢i bakterialnim onemocnénim.

Pravé mikrobialni nebezpeci je dalsi nezanedbatelnou polozkou, ktera ovlivituje
zdravi véel [29]. Mnoho parasiti je Sifeno nechténé clovékem. Mezi hlavni parasity
a patogeny pusobici na véely patti [30]:

e Prvoci: Crithidia mellificae, Malpighamoeba mellificae,
e Bakterie: Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius, Spiroplasma apis,

Spiroplasma melliferum,

o Viry: Iflaviridae, Dicistroviridae, Deformed Wing Virus (DWV),
e Houby: Nosema ceranae,

e RoztoCi: Varroa destructor.

DalSim problémem je snizend hojnost, a hlavné rtznorodost kvétin [29]. Na
zemédélei osetych polich roste pouze jeden druh rostliny, jelikoZ je to pro farmaie
pfiznivé. Ti se snazi vyhubit plevel a mit tak pole pouze s jedinou rostlinou. Potrava
vcel je poté pfiliS monotonni, coz pro né¢ neni dobré. Navic, pokud se takto péstuje
plodina, kterd ma v sob& obsazené ptirozené toxiny jako napt. mandloné (obsahuji toxin
glykosid amygdalin), vcely této latky spotfebovavaji vice nez by bylo vhodné a mize se

to pak projevit na jejich zdravi.

3.7 Xenobiotika prichazejici do styku se véelou medonosnou

Se zemédelskym vlivem souvisi i asi nejkontroverzngjsi slozka negativnich
efektl na vcelstva, a to sice pouzivani pesticidl, herbicidll a jinych agrochemikalii. Jak
jiz bylo fe€eno, herbicidy jsou zodpovédné za monokulturni prostfedi, které je pro
farmare ptiznivé, avSak pro vcely se stava nehostinnym z toho diivodu, ze mnozstvi
kvétin, které by mohly byt potencidlné opylovany, je zredukovano. Ve vcelach bylo
nalezeno vice nez 150 pesticidnich residui [29]. Predpoklada se, Ze nejrizikovéjsi
chemikalie pro vcely jsou neonikotinoidy thiamethoxam, imidacloprid a clothianidin

a organofosfaty phosmet a chlorpyrifos [29].
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Dulezité¢ je uvédomit si, Zze tyto vlivy nepfichazi izolované, plsobi vSechny
dohromady. Expozice pesticidim muze napiiklad narusit detoxifikaéni mechanismy
a celkovou obranyschopnost, ¢imz jsou pak vcely nachylnéjsi k parasitim. Ptikladem
muize byt fungicid EBI (ergosterol biosynthesis inhibitor), ktery nema vyznamny

toxicky vliv, ale zvySuje toxicitu neonikotinoidd, a to az 1 000krat [29].

3.7.1 Amitraz

Parasitem, proti kterému vcelafi chrani své roje, je klestik vceli, latinsky Varroa
destructor. Preventivni opatieni proti varroaze, jak se jmenuje onemocnéni zpisobené
klestikem, je dano legislativné a je tedy povinné pro vSechny véelatfe vyjma biovcelafi,
kteti v§ak musi mit patfi€né povoleni pro 1é€bu kyselinou mravenc¢i. Varrodza oslabuje
véeli organismus, coz muze vést az k tmrti celého vcelstva. Apis mellifera ma proti
tomuto rozto¢i malou resistenci. Krom¢ jiz zminéného oslabeni imunitniho systému
a vlastn¢ celého organismu, pusobi klestik jako vektor pro patogeny, napt. DWV
(Deformed Wings Virus). Ve vysledku tedy rozto¢ zpiisobuje dvojnasobnou skodu, sdm
oslabuje imunitu, a navic napomaha Sifeni dalSich patogentli, které pak maji dalsi

negativni vlivy. Jednou z latek, kterd se pouziva proti tomuto parasitovi je amitraz,

dalsimi latkami  jsou coumaphos, tau-fluvalinat nebo flumethrin.
(I:H3 CH,
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Obr. 15: Struktura amitrazu. Pfevzato z [26].

Amitraz (viz Obr. 15), sumarné¢ Ci9H23N3, nomenklaturné spravné 1,5-di-(2,4-
dimethylphenyl)-3-methyl-1,3,5-triaza-penta-1,4-dien, akaricid, tedy insekticid urceny
vyhradné k hubeni roztoc¢ti. Poprvé byl syntetisovan v Anglii v roce 1969. Jeho molarni
hmotnost je 293,412 g-mol! [26]. Bod tani je 81 — 82 °C [31]. Hustota pfi teploté

20,85 °C je 1,131 g-cm™ [31]. Amitraz je nerozpustny ve vodé.
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Tato latka ma mnoho vlastnosti, plisobi antiparasiticky, akaricidn¢ [32] nebo
také toxicky [33, 34]. Nebylo u néj prokdzano, ze by se podilel na snizeni imunity nebo
ze by se v jeho pritomnosti zvySovalo mnozstvi patogeni [35]. Na rozdil od jinych
akaricidl v8ak amitraz neziistdva v prostfedi lu, nebot se pomérné rychle metabolis

uje na jiné latky. Jeho metabolit N-(2,4-dimethylphenyl)-N'-methylformamidin
(DPMF, viz Obr. 16) se vSak akumuluje ve vosku a véelach samotnych [35]. Zaroven
ma DPMF stejné vlivy jako amitraz. Amitraz i DPMF maji na v¢ely negativni vlivy. Po
vystaveni organismi témto latkdm byla zaznamenana zrychlena srde¢ni frekvence
a celkové vyznamna vys$§i amrtnost [35]. Ze je tieba hledét na viechny vlivy zaroven,
nikoliv pouze na jeden, plati i zde. Prokazalo se totiz, ze vcely nakazené virem
a zaroven vystavené¢ amitrazu nebo DPMF vykazovaly vyssi mortalitu nez véely, které

s témito latkami do styku nepfisly [35].

N g
H

Obr. 16: Struktura N-(2,4-dimethylphenyl)-N'-methylformamidinu (DPMF). Vytvofeno
v ChemDraw [27].

3.7.2 Tau-fluvalinat

Dalsi akaricidni latkou uzivanou v boji proti klestikovi je tau-fluvalinat (Obr.
17). Sumarni vzorec této latky je CysH22CIF3N2O3 a molarni hmotnost je
502,913 g-mol! [26]. Jednd se o toxickou [36], antiparasitickou [37], viskozni
a netékavou latku, jejiz bod tani je vice nez 450 °C [38]. Je rozpustnd pouze
v organickych rozpoustédlech. Pouziva se ve smési isomert [39]. Z hlediska toxicity je

jeho efekt mensi nez u amitrazu [40].

Lipofilni charakter ma za nasledek snadné uklddani do vosku [41], kde mize

zustat po dlouhé roky a po opétovném pouziti tau-fluvalindtu mize dojit k nartistu této
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koncentrace [39]. Problémem v posledni dob¢ je skutecnost, ze klestik si vybudoval na
tau-fluvalinat resistenci [39, 42]. Mutace zodpovédné za tuto resistenci se dokonce
vyskytovaly i u 45 % populace klestikt, ktefi s latkou nepfisli viibec do styku [42]. Tau-
fluvalinat navic miize reagovat s dalSimi akaricidy nebo fungicidy a zvySovat jejich
toxicitu, proto se nedoporucuje 1éCit zaroven vice latkami, které jsou detoxifikovany
cytochromy P450, tj. tau-fluvalinat v kombinaci s coumaphosem ¢i fenpyroximatem
[39]. Vcely jsou vsak pravdépodobné na tau-fluvalinat (resp. na vSechny pyrethroidy)
adaptované, jelikoz rostliny, které vcely opylovavaji, vytvareji pfirozen¢ strukturné

podobné pyrethriny [43].

NH

Cl

F

Obr. 17: Struktura tau-fluvalinatu. Vytvofeno v ChemDraw [27].

3.8 Vyporadani véely medonosné s cizorodymi latkami

Vcela béhem svého zivota ptijde do styku s mnoha cizorodymi latkami. Muaze se
jednat o pesticidy uzivané zemédélci na polich, jako jsou neonikotinoidy, syntetické
akaricidy uzivané proti v¢éelimu sktidci Varroa destructor nebo fytochemikalie. Klestik
vceli napadajici véelu medonosnou je na Obr. 18. Fytochemikalie jsou bioaktivni latky
prirozené se vyskytujici v rostlinach. Jsou barevné, proto se o nich né¢kdy hovoii jako o
barevnych pigmentech rostlin a slouzi pro ochranu rostlin. Jejich uc€inek je pro ¢lovéka
obvykle pfiznivy, podobny vliv ma i na véely. Udava se, ze v jednom kuse ovoce se jich
vyskytuji desitky az stovky. Bylo jich doposud identifikovano na 12 tisic. Nachazeji
v nektaru, medu, propolisu a pylu [44, 45]. Vcely se dale museji potykat s mykotoxiny
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produkovanymi houbami Aspergillus, které napadaji véeli uly, hlavné pyl a med, nebot’

se jednd o pro né idedlni prostiedi [46, 47].

Obr. 18: Larvy vcely medonosné napadené klestikem vcelim (nahote). Dospélé vcely napadené
klestikem véelim (dole). Prevzato z [48].

Jako vétSina hmyzu i vCely pii metabolismu xenobiotik a pesticidii spoléhaji na
sadu detoxifika¢nich enzymu. Hlavnimi detoxifikaénimi enzymy jsou cytochromy P450
monooxygenasy [49]. Pfestoze jsou cytochromy P450 dulezité pro toleranci a odolnost
vuci xenobiotikiim u mnoha jinych druht hmyzu [50], genom vcely medonosné koduje
46 cytochromt P450, coz je mnohem méné nez u ostatnich hmyzich genomua [51].
Obdobn¢ jsou u vcel zredukované 1 detoxifikaéni genové rodiny kodujici
karboxylesterasy a glutathion-S-transferasy [52]. Jsou to také divody, pro¢ se lze
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domnivat, ze regulace téchto detoxifika¢nich enzymii probihd u vcel odlisné nez

u jiného hmyzu.

At uz musi véela zpracovat aflatoxin B1, tedy mykotoxin produkovany houbami
Aspergillus, akaricidy (zejména coumaphos), insekticidy uzivané proti klestikovi nebo
dalsi pesticidy, jako jsou tau-fluvalinat, pyrethroidy (hlavné lambda-cyhalothrin) ¢i
ruzné organofosfaty, vzdy stoji v centru této detoxikace cytochrom P450 [53-57]. Vici
akaricidim jsou vcely docela tolerantni, coz je ptisuzovano rychlé detoxifikaci
cytochromy P450. Mohou byt tedy pouzity proti rozto¢i Varroa. Ostatni organofosfaty
a pyrethroidy jsou pro véely vysoce toxické, avsak toxicita danych latek vzdy zavisi na

konkrétni sloucening [58].

Indukce, jev kdy se produkce detoxifika¢nich enzyml zvétSuje po vystaveni
toxinlim [59], je Siroce spjat s transkripci genli pro tyto enzymy, ponévadz se
minimalizuji ndklady na metabolickou aktivitu a zaroven se tak chrani organismus pred
oxida¢nim poskozenim, které miize doprovazet aktivitu cytochromti P450 [51]. OvSem
pouze malo studii prokazalo indukci cytochromt P450 u vcel. V [60] bylo
demonstrovano, ze benzo(a)pyren monooxidasova aktivita byla indukovana po
vystaveni benzo(a)pyrenu samotnému, jakozto i akaricidim tau-fluvalinatu a cymiazol

hydrochloridu.

Po vystaveni fenobarbitalu se prokazala zvySend enzymaticka aktivita
1 transkripce cytochromt P450 u Diptera [61-64], Lepidoptera [65-69] i1 Blattodea [70].
Dalo by se tedy ptedpokladat, ze podobny vliv bude mit fenobarbital i na v¢ely. Opak je
vSak pravdou, nebot’ fenobarbital zvysuje toxicitu tau-fluvalinatu i lambda-cyhalothrinu
[51], z cehoz se da usuzovat, ze neprobehla indukce cytochromti P450. Pravdépodobné
totiz fenobarbital soupefi s pesticidy o detoxifikaci zprostifedkovdvanou cytochromy
P450 [71, 72]. Indol-3-carbinol a kyselina salicylova vliv na aktivitu cytochromti P450
nemély, jediny kvercetin bézné se vyskytujici v pylu a medu vyrazné snizil toxicitu

tau-fluvalinatu [51].

Med je pomérné efektivni induktor cytochromt P450 u lidi [73], ackoliv se

neprokazalo, které konkrétni slouceniny jsou za tuto skute¢nost zodpoveédné.
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Predpoklada se vliv prirodnich fotochemikalii obsazenych v pylu, nektaru a medu. Tyto
slozky jsou prokézanymi induktory cytochromti P450. Jedna se o flavonoidy, mezi které
patfi jiz zminény kvercetin, ktery indukuje cytochromy P450 i u motylich larev [74]
a ktery je obsazen v listech. Také propolis, pryskyficnd hmota slouzici véelam jako
konstrukéni materidl a antibiotikum [75], je bohaty na flavonoidy a fenolové slouc¢eniny

a indukuje cytochromy P450.

Ve vcelafstvi neni vyjimecnosti vyuzivani ndhradni potraviny pro vcelstvo. Med
se v€elam bere a nektaru muze byt pro véely nedostatek. V téchto ptipadech se uchyluji
vcelafi k davani sacharosy nebo vysokofruktosového kukutiéného sirupu (HFCS,
z anglického high fructose corn sirup) jakozto ndhradnim cukriim v potravé vcel [76,
77]. Tyto umélé ndhrady neobsahuji fytochemikalie obsazené v medu, pylu, nektaru

nebo propolisu a maji schopnost regulovat cytochromy P450.

V [51] byl zkoumén vliv diety na vcely. Ukazalo se, Ze toxicitu tau-fluvalinatu
nebo imidaclopridu vyziva vcel neovlivnila, stejné tak se nezménila jejich Zivotnost.
Ovsem v piitomnosti aflatoxinu Bl Zzily véely krmené medem podstatné déle nez ty
zivené HFCS nebo sacharosou. To podporuje tvrzeni, ze fytochemikalie obsazené
v medu indukuji cytochromy P450 a tim padem i napomahaji toleranci k mykotoxiniim.
Fruktosa v HFCS mitize byt navic pfevracena na toxicky S5-hydroxymethylfurfural
zpusobujici symptomy podobné uplavici a zvySenou umrtnost [78]. Struktura

5-hydroxymethylfurfuralu je znazornéna na Obr. 19.
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Obr. 19: Toxicky 5-hydroxymethylfurfural (vlevo) a D-fruktofuranéza (vpravo). Vzato z [26].
Zajimavé je, Ze se v zavislosti na diet¢ zménila i morfologie vnitinosti vcel. Pfi
pitvé vnitinosti se ukazaly viditelné odliSnosti. Vnitinosti v€el Zivicich se sacharosou
byly oproti t¢tm krmenym medem kiehké, zvadlé a celkové mensi. Vnitinosti A na Obr.
20 patii vcele Zivené pouze sacharosou, vnitinosti B vcele krmené smési 3 ml medu

a 5 g sacharosy a vnitinosti C jsou vcely, jez byla krmena pouze medem.

Obr. 20: Vnitinosti v¢el podle diety. Prevzato z [51].
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Vysledky naznacuji, Ze regulace vcelich cytochromi P450 je pfizplsobena
chemikaliim pfirozené se vyskytujicim v prostfedi vcel a také ze, alesponn co se
toxikologické kapacity tyce, neni strava cukrem ekvivalentni stravé medem [51].
Metabolismus pesticidi u vcel je pravdépodobné disledkem nidhodné podobnosti
molekul pesticidi s fytochemikaliemi, spiSe nez dikazem evoluce Vv pri¢innosti
vystavovani témto latkdm. Vcely jsou moznd jiz odedavna adaptované na pyrethroidy
(napt. tau-fluvalinat), protoze pravé piirodni obranné latky rostlin maji podobnou

strukturu.
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4. MATERIALY A METODY

4.1 Lokality odbéru vcel

Vzorky véely medonosné byly odebirany celkem ze tif lokalit, Jivové, Sternberk

a Lou¢na nad Desnou.

Jivova

V této oblasti, jejiz nadmoiska vyska je zhruba 600 m n. m., se vCelstva nachézi

hlavné v okoli luk a lesii (viz Obr. 21).

Obr. 21: Okoli mista odbéru vzorkil véely medonosné v lokalité Jivova. Zlutou kruznici je
oznacena vzdalenost 3 km od ulti. Vzato z Google Maps.
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Sternberk

Tato lokalita s nadmotskou vySkou okolo 248 m n. m. se nachazi na upati
Nizkého Jeseniku. Okolo mista odchytu vcel se rozléha zejména zeméd¢lci intenzivné

vyuzivana orna puda, dolet v¢el zasahuje i do intravilanu nékolika obci (viz Obr. 22).

Obr. 22: Okoli mist odbéru vzorki véely medonosné v lokalité Sternberk. Zlutou kruZnici je
oznacena vzdalenost 3 km od ulti. Vzato z Google Maps.
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Loucna nad Desnou

Tato oblast se nachazi vudoli horniho toku Desné, pod Cervenohorskym
sedlem. Nadmoiska vyska oblasti je cca 450 m n. m. V této lokalit¢ se nachazi hlavné
lesy a louky, jedna se tedy opé€t o oblast bez zemédélsky obdélavané pudy, v doletu vcel

je také intravilan obce Lou¢na nad Desnou (viz Obr. 23).

Obr. 23: Okoli mista odbéru vzorki véely medonosné v lokalité Lou¢na nad Desnou. Zlutou
kruznici je oznacena vzdalenost 3 km od ld. Vzato z Google Maps.

4.2 Biologicky material
Zivogi$ny material Apis mellifera z oblasti Lou¢na nad Desnou byl dodan panem

doc. RNDr. Vladanem Ondiejem Ph.D. Materiél z ostatnich lokalit (Jivova a Sternberk),

byl zajiStén autorem bakalaiské prace.

4.3 Vybaveni laboratofie

Automatické pipety (Eppendorf), centrifuga (Eppendorf), elektroforéza (Major
Science), Eppendorf™ Mastercycler™ pro PCR systém (Eppendorf), nanodrop
(ThermoScientific), termoblok Mixing BlockMB- 102 (Bioer), Light Cycler Nano
(Roshe), digestot (Merci ®), digitalni predvazky (KERN), mikrovinna trouba MS023.
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4.4 Seznam pouzitych chemikalii

Ethanol, HypperLadder™ 100bp (Bioline), 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich),

agarosa molecular grade (Bioline), GelRed™ Nucleid Acid Stain (Biotium), primery.

4.5 Seznam pouzitych Kiti

Fast start PCR Master (Roche), LightCycler® Fast Star DNA Master’"USSYBR
Green I (Roche), RQ1 RNase — Free DNase (Promega), Spectrum Plant Total RNA kit
(Sigma-Aldrich), Transcriptor Hight Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche).

4.6 Izolace RNA

K izolaci RNA byl zvolen kit Spectrum™ Plant Total RNA, izolace byla
provedena dle pfilozen¢ho navodu. Pouzit byl protokol A. Jako vzorky pro izolaci RNA
slouzily usmrcené vcely medonosné, které byly skladovany pii teploté¢ (-80 °C).
K homogenizaci zivoc¢isné tkdn¢ byl pouzit homogenizator FastPrep 24 a Program 1

(délka programu 60 s, rychlost 6,5 m-s™).

Do kazdé mikrozkumavky byla vloZena jedna vcela medonosna a k ni bylo
pfidano 500 pl lyza¢niho roztoku s 2-merkaptoethanolem. Na 1 ml lyza¢niho roztoku

ptipadlo 10 pl 2-merkaptoethanolu.

Po homogenizaci byla provedena inkubace homogenatu pii teplot¢ 56 °C po
dobu 3 - 5 minut. Po inkubaci nasledovalo pfefiltrovani ziskaného homogenatu a poté
byla RNA navazana na binding kolonu a dale promyta pomoci Washl a Wash2 (2x). Na
zavér byla vyizolovand RNA eluovana. VSechny centrifugacni kroky probihaly pfi
13000 rpm a teploté 4° C. Ziskana koncentrace RNA byla zméfena na pfistroji
NanoDrop a skladovéna pfi - 70 °C.

4.7 Tvorba smésnych vzorki

Z vyizolované RNA byly vytvofeny tzv. smésné vzorky v zavislosti na daném
roénim obdobi, coZ se tykalo piedeviim oblasti Jivova a Sternberk. Z oblasti Louéna

nad Desnou byly smésné vzorky ptipraveny, z odebranych vcel pred a po aplikaci latek
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amitraz a tau-fluvalinat. Smésny vzorek vznikl smichanim vyizolované RNA ze vcel

z daného obdobi.

4.8 PreciSténi RNA za pomoci DNasy

Po izolaci RNA a pfipraveni smésnych vzorkl bylo provedeno odstranéni DNA
ze vzorku pomoci kitu RNase Free-DNase (Promega). K 8 pl vyizolované RNA bylo
pfidano 1 pul RQ1 10x reakéniho pufru a 1 pul RQ1 DNasy. Smés byla pfenesena na
termoblok, kde byla inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci byl do
smési priddn 1 pl RQ1 STOP Solution, ¢imZ doslo k inaktivaci DNasy. Na zavér byla

provedena 10minutovd inkubace pfi 65 °C.

4.9 Prepis RNA do cDNA

K piepisu RNA do cDNA byl pouzit Transcriptor Hight Fidelity cDNA

Synthesis Kit a pfepis byl uskute¢nén podle navodu vyrobce.

K reakci bylo pouzito 8 pl precisténého smésného vzorku, ke kterému bylo
pfidano 1 pl Anchored-oligo (DT)is primeru. Néasledné byla provedena 10minutova
inkubace pii teplot¢ 65 °C. Dale byl predpiipraven premix, ktery na jeden vzorek
obsahoval 4 pl reakéniho pufru, 0,5 pl inhibitoru RNasy, 2 pl mix deoxynukleotidu, 1ul
DDT a 1,1 pl reverzni transkriptasy. Premix byl lehce promichan pomoci vortexu. Poté
byl vznikly premix rozpipetovan po 8,6 pl do jednotlivych smésnych vzorkt a nasledné
1 hodinu inkubovan pfi 45 °C. K inaktivaci reverzni transkriptasy byla pouzita inkubace
pti 85 °C po dobu 5 minut. Koncentrace cDNA byla zmétena na NanoDropu a nésledné

byly vzorky ulozeny do — 20°C.

4.10 Real-time PCR

Pro real-time PCR byl pouzit kit LightCycler Fast Start DNA Master’-VS SYBR
Green I, postup byl proveden podle navodu ptidaného vyrobcem. K reakci bylo pouzito
200 ng cDNA. Reakce probéhla za podminek uvedenych v Tab. 2. Pouzité primery lze
vidét v Tab. 3.
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Ziskana data byla zpracovana programem Light Cycler Nano Software, ktery
vyhodnotil Cr hodnoty jednotlivych vzorkli. Cr hodnoty byly dale zpracovany pomoci
metody AA Cr. Jako kontroly slouzily exprese nové vylihnutych veel tzv. mladuSek.

K relativni kvantifikaci byl pouzit referen¢ni gen (tzv. housekeeping gen) eiF'3SS.

Vypocet relativni exprese metodou AA Cr:

relativni exprese = 278ACr
AA CT =A CT,vzorek —A CT,kontrola

A CT = CT,studovan)'/ gen — CT,referenénigen

Tab. 2: Program real-time PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 10 45
Annealing 55 30 45
Elongace 72 20 45
Finalni extenze 72 300 1
Analyza teploty tani 65 az 97 (0,05 °C/s) 60 1
Chlazeni 40 30 1

Tab. 3: Seznam pouzitych primerd.

Sledovany Primery Sekvence Citace

gen

CYPIOI F 5"TCGAGAAGTTTTTCCACCG-3 [79]
R 5-CTCTTTCCTCCTCGATTG -3'
CYPIQ2 F 5'-GATTATCGCCTATTATTACTG-3 [79]
R 5-GTTCTCCTTCCCTCTGAT-3'
CYP9O3 F 5-GTTCCGGGAAAATGACTAC-3 [79]
R 5'-GGTCAAAATGGTGGTGAC-3'
CYPAGI] F 5'-GGAAGTCCTGATGCCATGTT-3 [79]
R 5-CATTCGCATTGAACAGATCG-3'
eIF3S8 F 5'"TGAGTGTCTGCTATGGATTGCAA-3' %
R 5'-TCGCGGCTCGTGGTAAA-3'
CAT F 5'-CTGGAAGTGGAACACCGATT-3' %
R 5'-TGACAGTATCTGCGGAACCA-3'

* Navrzeno Mgr. Michaelou Svécarovou, Ph.D. v programu Primer3.
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4.11 Elektroforeticka separace

K vyhodnoceni produktli PCR reakci byla pouzita elektroforetickd separace na
1,7% agarosovém gelu v 0,5x TBE pufru. Do vzorku bylo pfidano barvivo 2 ul EurX
SimlySafe™ pro vizualizaci PCR produktu. K zjis§téni molekulové hmotnosti byl pouzit
marker HyperLadder™ 100 bp Plus s rozsahem 100 — 3 000 bp. Separace probihala
35 - 40 minut pii napéti 100 V.
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5. VYSLEDKY

Dosazené vysledky jsou uvedeny a diskutovany v nasledujicich podkapitolach.
Vysledky jsou utfidény do formy sloupcovych grafii a rozdé€leny dle lokality, popiipadé

podle toho, zdali se tykaji exprese katalasy nebo cytochromti.

Dusledek po vystaveni tau-fluvalinatu anebo amitrazu v lokalit¢ Louc¢nd nad
Desnou reflektuji udaje pro expresi genu u véely sedici na plastech tzv. ,,nelétavky*. Jak
nazev napovida, jedna se o véelu, ktera jesté nedosahla ve svém vyvinu stadia létavky,
tudiz v alu zaujima funkci véely krmicky nebo cisticky. V kapitole 5.1.3 je navic
ukazan rozdil v expresi katalasy a cytochrom po vystaveni tau-fluvalindtu nebo

amitrazu u matky a trubce.

V lokalité Jivova a Sternberk jsou udaje rozdéleny podle ro¢niho obdobi, kdy
byly vzorky odebrany. Tato vcelstva nebyla meéfena na vliv amitrazu nebo tau-
fluvalinatu, ale na vliv pesticidd. Pii zjistovani vystaveni vcel v lokalitdich Jivova
a Sternberk jednotlivym pesticidim se pracuje se skute¢nosti, ze véela medonosna
obvykle 1éta pro potravu do vzdalenosti 3 km od ulu. Okolo kazdého stanovisté byla
tedy zkoumana zemédélskd pida v poloméru 3 km. Majitelé jednotlivych ornych pad
byli poté kontaktovani a dotdzani na informaci ohledné vysazeného rostlinstva,
a hlavné pouzitych pesticidii. Bézn¢ se béhem roku pouzije nckolik desitek rtznych

herbicidd, insekticidd, fungicidli, pomocnych latek aj.

Uvedené vysledky byly stanoveny jako relativni exprese, ktera byla provedena
pomoci real-time PCR na pfistroji Light Cycler Nano. Bylo naméfeno nckolik sérii
vzorki, které vzdy obsahovaly negativni vzorky, a to ve dvou kopiich. Ziskané hodnoty
byly zprimérovany a zaneseny do grafii. Specifita produktu byla ovéfena za pomoci
analyzy kiivek teploty tani. Nakonec byla provedena elektroforeticka separace produktt
real-time PCR. Zmény v relativni expresi jednotlivych gent se liSily, nebot’ vzorky
z oblasti Lou¢na nad Desnou byly studovany na vliv akaricidii, zatimco véely z oblasti

Jivova a Sternberk na vliv pesticidiL.
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5.1 Relativni exprese katalasy a cytochromii po vystaveni amitrazu
a tau-fluvalinatu v lokalité Louc¢na nad Desnou

5.1.1 Relativni exprese katalasy

Na Obr. 24 lze vidét, Ze po vystaveni vcel ptipravku obsahujicimu tau-fluvalinat
byla v ptipadech ult 1, 2 a 4 exprese katalasy zvySena v rozmezi 11 — 17,8x, nejvyssi
nartist byl zaznamendn u ulu 1, kde exprese dosahovala zvyseni az 60,1x. Pouze u ulu
¢. 3 se tento jev zvySeni exprese neprokazal. Po aplikaci latky amitraz byl sledovan
nartist exprese u ultt 2,3. U ulu ¢. 2 exprese Cinila zvySeni 26,6x a u ulu ¢. 3 22,6x.

Hodnoty exprese u zbylych dvou uli (1,4) se pohybovaly na urovni kontroly.
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Kontrola TF-L-0 TF-L-1 A-L-0 A-L-1

mULl mUL2 mUL3 = UL4

Obr. 24: Relativni exprese katalasy ve vcele medonosné z lokality Loucna nad Desnou.
Kontrola - kontrolni vzorek, TF-L-0 - pfed vystavenim tau-fluvalinatu, TF-L-1 - po vystaveni
tau-fluvalinatu, A-L-0 - pfed vystavenim amitrazu, A-L-1 - po vystaveni amitraz
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5.1.2 Relativni exprese genti CYP4G11, CYP9QI, CYPI9Q2, CYPIQ3

Relativni exprese genu CYP4G11 je zvySena ve vSech ulech po vystaveni tau-
fluvalinatu, respektive amitrazu (viz Obr. 25). Nejvyrazn€j$i zvysSeni je patrné po
aplikaci latky tau-fluvalinat, kde hodnota exprese u ulu 1 dosahuje zvyseni 98,1x od
hodnoty kontroly. U 1ulu 2 je exprese zvySend 51,2x, u zbylych uli 3 a 4 exprese
nedosahovala takovych vysokych hodnot, ale i tak bylo mirné zvySeni exprese
zaznamenano, a to u ulu ¢.3 7,7x a u ulu ¢. 4 6,6x. Po vystaveni ult latkou amitraz,
vykazoval gen nejvétsi zvySeni u ult ¢. 2 18,9x a u ulu ¢.3 18,7x. Pro ul ¢. 1
dosahovala hodnota exprese zvySeni 8,2x. Ziskand hodnota exprese u ulu ¢. 4 méla

mirny narast od hodnoty kontroly 3,1x.
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Relativni exprese

Obr. 25: Relativni exprese genu CYP4G11 ve véele medonosné z lokality Loucnd nad Desnou.
Kontrola - kontrolni vzorek, TF-L-0 - pfed vystavenim tau-fluvalinatu, TF-L-1 - po vystaveni
tau-fluvalinatu, A-L-0 - pfed vystavenim amitrazu, A-L-1 - po vystaveni amitrazu.
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Zvysena exprese genu CYPY9QI, jak je patrné z Obr. 26, je nejzietelngjsi u ulu
¢. 2, a to jak po vystaveni tau-fluvalinatu, kde hodnota dosahovala zvyseni 122,1x, tak
byla namétena viibec nejvetsi zmeéna v expresi. ZvySena pak byla exprese i u dalSich uli
po vystaveni latky tau-fluvalitnat. U ulu €. 1 exprese vzrostla 19,3x. Nejmensi zména
byla zaznamendana u ulu ¢.3, kdy hodnota exprese Cinila 9nasobek od hodnoty kontroly.
Dalsi vyrazna zmeéna v expresi prob¢hla u tlu €. 3 po vystaveni amitrazu, exprese se zde

zvysila 45,3x.
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Obr. 26: Relativni exprese genu CYP9Q! ve vcele medonosné z lokality Lou¢na nad Desnou.
Kontrola - kontrolni vzorek, TF-L-0 - pfed vystavenim tau-fluvalinatu, TF-L-1 - po vystaveni
tau-fluvalinatu, A-L-0 - pfed vystavenim amitrazu, A-L-1 - po vystaveni amitrazu.
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Po vystaveni amitrazu byla exprese genu CYP9Q2 (viz Obr. 27) zvySena ve
vSech pripadech. Nejvyssi expresi vykazoval 1l €. 1, kde exprese dosahovala zvySeni
13,8x, zatimco u ulu €. 2 byla exprese po aplikaci amitrazu nejmensi, tedy mirné nad
urovenn kontroly (2,1x), u tlu ¢. 3 bylo sledovano zvyseni 7,9x a ul ¢. 4 5,1x. Po
vystaveni latky tau-fluvalinat byla situace u tlu ¢. 1 obdobnd jako u amitrazu, tedy, ze
ul ¢. 1 dosahoval nejvyssi zvysené exprese a to 6,6x. U ulu ¢. 2 byla zaznamenana
zvysena hodnota exprese 5,6x. Uly &. 3 a 4 vykazovaly nejmensi nariist exprese, a to

v rozmezi 2 — 2,5x.
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Obr. 27: Relativni exprese genu CYP9Q?2 ve vcele medonosné z lokality Loucna
nad Desnou. Kontrola - kontrolni vzorek, TF-L-0 - pfed vystavenim tau-fluvalinatu,
TF-L-1 - po vystaveni tau-fluvalindtu, A-L-0 - pfed vystavenim amitrazu, A-L-1 - po

vystaveni amitrazu.

42



Exprese genu CYP9Q3 byla zvySena témét ve vSech piipadech kromé jednoho
(viz Obr. 28). U 1ulu ¢. 2 a 3 po vystaveni amitrazu byla exprese genu zvySena
markantné, u ulu €. 2 byla exprese zvysSena 33,7x a u ulu ¢. 3 dokonce 48x. Zbylé dva
uly nedosahovaly tak extrémniho zvySeni. U ulu ¢. 1 byl zaznamenan narQst exprese
pouze 4,8x a u ulu ¢. 4 13,5x. Po aplikaci latky tau-fluvalinatu se u ala ¢. 1, 2 a 4

namétené exprese pohybovaly v rozmezi 8,2 — 11,8x.
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Obr. 28: Relativni exprese genu CYP9Q3 ve veele medonosné z lokality Lou¢na nad Desnou.
Kontrola - kontrolni vzorek, TF-L-0 - pfed vystavenim tau-fluvalinatu, TF-L-1 - po vystaveni
tau-fluvalinatu, A-L-0 - pfed vystavenim amitrazu, A-L-1 - po vystaveni amitrazu.
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Jak lze vidét na Obr. 29, negativni kontroly nevykazuji zadny pik, nebot
studovany gen byl nahrazen vodou, zatimco studované geny maji vzdy pik pouze jeden,
¢imz se potvrzuje spravnost provedeni metody real-time PCR. Piky genu CYP4G11 se
pohybuji okolo teploty 83 °C, piky genu eiF3S8 okolo teploty 81 °C, piky genu CAT
okolo 83 °C, piky genu CYP9Q! okolo 85 °C, piky genu CYP9Q?2 okolo 84 °C a piky

genu CYP9Q3 okolo teploty 85 °C.
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Obr. 29: Vysledky analyzy kiivek teplot tani produkt real-time PCR z lokality Lou¢na nad
Desnou. Modra kiivka charakterizuje ul 1, Zluta ul 2, ¢ervena ul 3 a zelena ul 4. Kontrolni

vzorky jsou znazornény Sedou a Cernou barvou.
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Na Obr. 30 jsou studované geny CYP9QI, CYP9Q2, CYP9Q3 a eiF3S8, které
dosahovaly molekulové hmotnosti 100 bp, zatimco geny CAT a CYP4G11 mély velikost
500 bp.

Siada ™
- o
- e - -

~

Obr. 30: Vysledek elektroforetické separace produktli real-time PCR lokality Louc¢na nad
Desnou. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit HyperLadder™ 100 bp Plus. Oznaceni je
vysvétleno v Tab. 4
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Tab. 4: Tabulka vysvétlujici oznaceni v Obr. 30.

vl le
Oznaceni c&TLO Vyznam  Gen Oznaceni C!Tuo Vyznam Gen
M - Marker - 19 3 TF-L-1
1 4 TFL-1 20 3 Q_L_lt'  cveas
2 4 AL0  CYPQ3 21 L sl
kontrola
3 4 ALl 22 3 TFL1
4 4 TFL-1 23 3 Q_L_lt' vz
5 4 ALO  CYPQ2 24 . vesativil
kontrola
6 4 ALl 25 3 TFL1
7 4 TFL-1 26 3 Q_L_lt' v
8 4 TF-LO cvPQl 27 . esan
kontrola
9 4 ALl 28 3 TF-L-1
10 4 TFL-1 29 3 Q_L_lt' an
11 3 TRLO CAT2 30 - 8oV
kontrola
12 4 ALl 31 3 TF-L-1
13 4 TFL-1 32 3 Q_L_lt' ' cvpaca
14 2 ALO  CYP4G1I 33 . esatvnl
kontrola
15 4 ALl 34 3 TF-L-1
16 4 TFL-1 35 3 Q_L_lt' J—
17 4 ALO  eiF3s8 36 . esativnl
kontrola
18 4 ALl
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5.1.3 Relativni exprese cytochromi a katalasy v matce a trubci

Na Obr. 31 byla nejvyssi dosazend exprese u matky pozorovana u genu
CYP9Q3, kde jeji hodnota Cinila 4,9nasobku hodnoty kontroly. Dale byla zvySena
exprese zaznamendna u genu CYP4G1 1, kde narust ¢inil 3,9x. U genu CAT byla exprese
zvySena 3x a u genu CYP9Q! 2,2x. Pouze u genu CYP90Q2 se hodnota exprese
pohybovala na urovni kontroly. U trubce nebyl nartist exprese genu tak vyrazny jak
u matky. Relativni exprese byla zvySena pouze dvakrat, a to u genu CYP9QI, kde
naméiend hodnota exprese dosahovala zvyseni 1,5x a u genu CYP9Q3 byla exprese
zvySena pouze 1,1x. Matka s trubcem byli odebirani béhem rojivosti vcel tudiz béhem

meésice kvétna.
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Obr. 31: Porovnani relativnich expresi katalasy a cytochromi CYP4Gl1, CYP9QI, CYPY9Q?2
a CYP9Q3 v matce a trubci z lokality Lou¢na nad Desnou.

47



5.2 Relativni exprese katalasy a cytochromii v lokalité Jivova
a Sternberk

Jak lze vidét na Obr. 32, vcelstva v lokalité¢ Jivova nevykazuji zadné zvysSené
exprese jak katalasy, tak i cytochromt nebyly pozorovany, respektive byly tak nizké, ze

je zapocitdvame na uroven kontroly.
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Obr. 32: Relativni exprese katalasy a cytochromit CYP4G11, CYPI9QI, CYP9Q2 a CYPI9Q3 ve
vcelstvu z lokality Jivova.

Relativni exprese

Obdobné jako v ptipadé lokality Jivova i v lokalité Sternberk (Obr. 33) prakticky
nebylo pozorovdno zvySeni exprese. Ve vSech ostatnich piipadech, vcetné katalasy,

nebyly zvySené exprese ani zaznamendany.
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Obr. 33: Relativni exprese katalasy a cytochromit CYP4G11, CYP9QI, CYP9Q2 a CYP9Q3 ve
vcelstvu z lokality Sternberk.

Relativni exprese
'_l.
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Shrneme-li vSechny vysledky tykajici se cytochrom dohromady, zda se, Ze
zvySeni exprese probéhlo témét pokazdé. U nékterych cytochromi byla vSak
zaznamenana vyznamné zvysena exprese po vystaveni tau-fluvalinatu, zatimco u jinych
zase naopak po amitrazu. U genu CYP4G11 (Obr. 25) byla exprese vyrazné zvysena ve
dvou ptipadech po vystaveni tau-fluvalinatem, naopak u geni CYP9Q2 (Obr. 27)
a CYP9Q3 (Obr. 28) bylo nejvyssi zvySeni exprese zaznamenano po vystaveni amitrazu.
U genu CYP9Q1 (Obr. 26) probéhlo vyznamné zvyseni u tlu €. 2 po obou akaricidech,

po amitrazu lehce vyrazngji.
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6. DISKUZE

Cilem této bakalaiské prace byla optimalizace metody pro monitoring vlivu
xenobiotik, konkrétné akaricidii a pesticidli, na organismus véely medonosné. Vely
byly odebirdny ze tif oblasti, a to Louéna nad Desnou, Jivova a Sternberk. Z Louéné
nad Desnou byly vcely testovany na vliv akaricidt tau-fluvalinatu a amitrazu, z oblasti

Jivova a Sternberk na vliv pesticidiL.

Exprese stresového enzymu katalasy je vyrazné ovliviiovana vystavenim vcely
medonosné tau-fluvalindtu i amitrazu. Dokladaji to ziskané vysledky z lokality Lou¢na
nad Desnou (viz Obr. 24). Potvrzuji se tak tedy vysledky, které ve své praci publikuje
Schmehl [80]. Co se tyce exprese zkoumanych cytochromi P450 (CYP4G11, CYPY9QI,
CYP9Q2 a CYPY90Q3) zodpoveédnych za detoxifikaci organismu po vystaveni akaricidi
tau-fluvalinatu a amitrazu, z dosazenych vysledki vyplyva, ze v pripad¢ kazdého genu
byla jeho exprese zvysena (viz Obr. 25, Obr. 26, Obr. 27 a Obr. 28). Johnson [40] pak
tvrdi, Ze cytochromy P450 jsou zodpovédné za detoxifikaci pouze po vystaveni
organismu tau-fluvalinatu, nikoliv v8ak amitrazu. Tento jev vSak vysledky ziskané touto
praci nepotrvzuji. Boncristiani [81] zkoumal expresi gentt CYP4Gl1, CYP6ASI4,
CYP306 nebo CYP6a514 po vystaveni vcely tau-fluvalinatu a amitrazu. Vysledkem
jeho préace je tvrzeni, Ze vystaveni organismu témto akaricidim nevede k vyznamné
zméng v expresi zminénych genil. Vysledky této prace vSak jeho studii nepotvrzuji,
jelikoz po vystaveni v€ely zminénym akaricidim byla zvysena exprese genu CYP4G11
(viz Obr. 25). Obecné lze fici, ze se potvrdil predpoklad, Ze oba zminéné akaricidy maji

vliv na v€elu medonosnou a plisobi zat€z na jeji organismus.

Vcely mohou byt vyuzivany pro uc¢ely monitoringu Cistoty zivotniho prostiedi,
mohou tedy slouzit jako bioindikatory. Primérny radius doletu v¢el je 1,5 km a celkova
plocha doletu tedy cca 7 km? [82]. V¢ely se tak daji pouzit jako indikatory znecisténi
pesticidy jak v méstskych, tak v zemédélskych ekosystémech [83]. Kazdé vcelstvo ma
de facto tisice detektord [84]. DalSimi divody, pro¢ jsou véely dobrymi bioindikatory,
jsou jejich relativné snadny chov a vSudypfitomnost [82]. Intenzita zneCiSténi se

stanovuje nejen chemickou analyzou pochytanych véel ze zachytnych stanic, ale také
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rozborem medu, vosku nebo pylu. Vcely jsou tedy ucinnou a levnou alternativou
k posuzovani vlivu ¢lovéka na ekosystém [84]. Druhda cast této studie byla vénovéana
pravé moznosti metodiky monitoringu na vlivu pesticidii organismu véely medonosné.
Byly odebirany véely ze dvou lokalit, z lokality Jivova a Sternberk. Jak lze vidét na
Obr. 32 a Obr. 33, nebyly v téchto mistech zaznamenany z&dné vyznamné zvySeni
v expresich vybranych jiz zminénych cytochromt P450. Vyvijejici metodika nemohla
pfinést vyznamngjsi vysledky, nebot’ obsahovala n€kolik nedokonalosti. V prvé fadé se
jednalo o metodu in natura, kde nebylo mozné se ani pfiblizit laboratornim podminkam.
Nelze tedy s jistotou tvrdit, Ze véely navstivily porost plodin po chemickém oSetfeni.
DalSim problémem byla samotnd komunikace se zemédélci, kdy nebylo mozné zjistit
presné chemikalie, které byly pouzity. Také nebylo mozné stanovit pfesna pravidla pro
odbér vcel, jelikoz nebyla znamé data aplikovani postiikti. Proto se vcely odebiraly
nahodné ve Ctyfech riznych obdobich. V neposledni fadé pak byla metoda testovana
pouze jednu vcelafskou sezonu. Lze tedy fici, ze se jednalo pouze o jakousi pilotni
zkousku této metodiky bez ptikladani velké vahy dosazenym vysledklim, ale s dirazem
na optimalizaci zédkladnich metod molekularni biologie a ovétovani pouzitych primert.
Nabizi se tedy ziskat vysledky obdobnou metodikou, ovSem s lepsi komunikaci se
zemédélei, v delsim casovém horizontu a s ovéfenim v laboratornich podminkach.
Metodiku pro zkoumani vlivu pesticidi na vc€elu medonosnou v laboratornich
podminkach opublikoval Erban [85]. Pfi této metod¢ je klicovym typem vzorki larva
zavickovana v buiice plastu, kterd jiz nepfijimaji potravu s piipadnym xenobiotikem,
kterou jim dodavaji vcely krmicky. Po vylihnuti byly vcely vystaveny piimému styku
s pesticidy [85]. Pravé takto je proteomickym piistupem mozno nejlépe kvantifikovat

negativni vlivy xenobiotik.
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7. DIDAKTICKA CAST

Pro didaktickou ¢ast jsem se rozhodla vytvoftit pracovni list s modernimi prvky,
ktery by mél studenty vtdhnout do tématu hravou formou. Pracovni list je zaméfen na
zakladni pojmy tykajici se vc€el a jejich okoli. Prvni ¢asti pracovniho listu je tajenka, na
kterou navazuje popis obrazku, kdy se ptitazuji popisky jednotlivym ¢astem vcely. Dale
se pfifazuji k jednotlivym obrazkim ptislusné pojmy. Dalsi casti je dopliovani pojmu
do volnych buné¢k tabulky dle logického uskupeni. Posledni ¢asti pracovniho listu je

dopliiovani pojmi do textu.

Samostatny pracovni list ve verzi pro studenty i ucitele se je pfiloZen

v kapitole 10.
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8. ZAVER
V této praci byly zkoumdny skrze meéfeni expresi detoxifika¢nich gend dva
rizné faktory na organismus vcely medonosné, a to sice vliv pesticidii a vliv akaricidi

tau-fluvalinatu a amitrazu pouZzivanych vcelaii k oSetieni velstev proti varroase.

V obou lokalitach, ve kterych byla vcelstva testovana na vliv pesticidd, se
neprojevily zadné vyznamné zvySené exprese sledovanych cytochromi P450, ani
katalasy. Vyzkum probihal vSak spiSe jako vyvoj nové metody monitoringu vlivu
pesticidi na véelu medonosnou. Lze vSak usoudit, ze takto provadény monitoring by
v delSim casovém tseku mohl pfinést presné a spravné vysledky. Metodu monitoringu
by mohla dale vylepsit znalost fenologie rostlin a komunikace se zemédélci v dané

oblasti, v€etné znalosti aktudlnich agrochemickych postupti a aplikaci.

Co se tyCe vystaveni amitrazu nebo tau-fluvalinatu, zde byly dosazeny
jednoznacné vysledky. Obé tyto latky maji vyrazny vliv na expresi cytochromi P450
i katalasy, kdy ve vétSiné ptipadii byla exprese téchto geni zvysSena, v nékterych
pfipadech byla relativni exprese genu zvySena az 170nésobné. Existuje mnoho faktord,
které mohou ohrozit Zivoty v€el medonosnych a neni pochyb, Ze oba zminéné akaricidy

mezi tyto vlivy patii také.
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9. SEZNAM ZKRATEK

10-HDA
Apod.

C. botulinum
CAT

CCD

cDNA

CYP

DNA

DPMF

DWV
E. coli
EBI

HFCS

Kys.
MRIJPs
MRSA
NADPH
Napt.

PCR

Resp.

RNA

S. Aureus
S. pyogenes
S. typhimurium
Tzv.

USD

uv

VIS

10-hydroxy-trans-2-decenova kyselina

A podobné¢

Clostridium botulinum

Katalasa

Syndron zhrouceni vcelstev z angl. Colony Collapse Disorder
Komplementarni DNA z angl. Complementary DNA
Cytochrom

Deoxyribonukleova kyselina
N-(2,4-dimethylfenyl)-N'-methylformamid z angl. N-(2,4-
dimethylphenyl)-N'-methylformamidine

Virus deformovanych kiidel z angl. Deformed Wings Virus
Escherichia coli

Inhibitor biosyntézy ergosterolt z angl. Ergosterol Biosynthesis
Inhibitor
Vysoce fruktézovy kukufi¢ny sirup z angl. High Fructose Corn Sirup

Kyselina

Major Royal Jelly proteiny z angl. Major Royal Jelly Proteins
Metilicin-rezistentni zlaty stafylokok
nikotinamidadenindinukleotid

Napftiklad

Polymerazova fetézova reakce z angl. Polymerase Chain Reaction
Respektive

Ribonukleova kyselina

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes

Salmonella typhimurium

Takzvany

Americky dolar

Ultrafialové z angl. Ultraviolet

Barevné spektrum z angl. Visible Spectrum
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10.PRILOHY

10.1 Pracovni list k didaktické casti

Pracovni list na téma vcela medonosna (Apis mellifera) pro studenty
vSeobecného gymnazia

CviCeni 1:  Vyplnte tajenku.

.V Zihadle vcely se nachazi...

. Délnice, ktera se stara o potravu pouze larev.
. VCeli parazit.

. VCelafi v ném chovaiji vcely.

. Délnice obstaravaijici potravu pro celé vcelstvo.

U D WN =

6. Matka se lihne v...

7. Chemikalie pouzivané v zemédélstvi, které véelam skodi.

8. Vymések msic, ktery zaroven slouzi véelam jako potrava.

9. Lepkava pryskyfi¢na substance, které vcely sbiraji na pupenech kefl a stromd.

10. Projev, kterym se vcely mezi sebou dorozumivaiji.

11. Chemické substance, které mohou vcely vylu€ovat a i se pomoci nich dorozumivat.

12. "Povolani," kterym se vcela stava okolo 12. dnu Zivota.

13. Prirozeny zpdsob, kdy stard matka spolu s nékterymi véelami opusti vCelstvo, aby zalozila nové sidlo.
14. Po bodnuti vcela...
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CviCeni 2:  Prifadte jednotlivym pismentim spravny nazev.

A B

C

Cistici noha
Hlava

Hrud'

Par kridel
Sbéraci nohy
SloZené oko
Tykadla
Zadecek

Zihadlo
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CviCeni 3:  Prifadte k obrazkim spravné pojmy.

Matka

Propolis
Varroa destructor
Vceli plod

Trubec



Cvi¢eni 4:  Doplni chybéjici idaje v tabulce.

Stari Povolani |Pracovni napli
2 - 4 hod. Cisti buriky a pfipravuje je matce pro kladeni larev.
4 dny krmicka
6 dni Krmi matku materi kasickou.
12 dni Stavi vceli dilo.
18 dni strazkyné
Zajist'uje potravu pro celé vcelstvo.

Cvi¢eni 5:  Dopln chybéjici idaje v textu.

Vcela medonosna patfi Mezi ........ccccceeeveeueeneenenee. hmyz. Télo vcely se sklada
ze ... Casti: ............ [ e, A e, VCely Ziji ve spoleCenstvu, které
nazyvame vcelstvo. Kazdé vcelstvo ma urcitou hierarchii. Zpravidla byva slozeno
zjedné .............. , kterda ma za Ukol ... e DalsSim clenem
vCelstva jsou .................. , jejichz tlohou je oplodnit matku nebo zahrivat vceli
plod. Posledni kastou jsou ........................
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Pracovni list na téma vcela medonosna (Apis mellifera) pro ucitele

za

kt X. ro¢niku vSeobecného gymnazia

CviCeni 1:  Vyplnte tajenku.

uabhWN -

uhwn =

N

10.
12,

13.
14.

. V Zihadle vcely se nachazi...

. Délnice, ktera se stara o potravu pouze larev.

. Véeli parazit.

. V€elafi v ném chovaji véely.

. Délnice obstaravajici potravu pro celé vcelstvo.

. Matka se lihne v...

. Chemikalie pouZivané v zemédélstvi, které vcelam skodi.

. Vymések msic, ktery zaroven slouzi véelam jako potrava.

. Lepkava pryskyFicna substance, které vcely sbiraji na pupenech kefl a stromd.

. Projev, kterym se vCely mezi sebou dorozumivaiji.
. Chemické substance, které mohou vcely vyluCovat a i se pomoci nich dorozumivat.
. "Povolani," kterym se vCela stava okolo 12. dnu Zivota.

. Pfirozeny zpisob, kdy stard matka spolu s nékterymi véelami opusti véelstvo, aby zaloZila nové sidlo.

. Po bodnuti vcela...
VICIE[L ]I | [ [E D]
[K IR [M]1 ]JC |k [A
KILJE[S [T 1T [k ]| [vICI[E L [T |
UL
L JE [T]a]v [K]A ]
Mla T [E [CIN T [c [T |cH]
PIE]s [T |1 [c]1 [D]y
MIE|D o v |1 [c [E
PIRJo]p [o]|L [T [s
v ICIE [L ]I T AN |[E |C
FIE [R]oIm]o [N [y
st (Alv |T[E]L [K]A]
RIo[1 [EIn]I
ulMmll [R]A
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CviCeni 2:  Prifadte jednotlivym pismentim spravny nazev.

A B

Cistici noha - H
Hlava - A
Hrud - B

Par kridel - D
Sbéraci nohy - I
Slozené oko - E
Tykadla - G
ZadecCek - C

Zihadlo - F
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CviCeni 3:  Prifadte k obrazkim spravné pojmy.

Vceli plod

Propolis

Varroa destructor




Cvi¢eni 4:  Doplni chybéjici idaje v tabulce.

Stari Povolani |Pracovni napli

2 - 4 hod. |disticka Cisti buriky a pripravuje je matce pro kladeni larev.
4 dny krmicka Zasobuje larvy potravou.

6 dni kojicka Krmi matku materi kasickou.

12 dni stavitelka |Stavi vceli dilo.

18 dni strazkyné | StreZi vchod do dlu, tzv. cesno.

21 dni létavka Zajist'uje potravu pro celé vcelstvo.

Cvi¢eni 5:  Dopln chybéjici idaje v textu.

Véela medonosna patfi mezi ........ hlanokridly........ hmyz. Télo véely se sklada
ze 3. &sti: hlavy =~ hrudi 5 zadecku vgely %iji ve spolecenstvu, které
nazyvame vcelstvo. Kazdé vcelstvo ma urcitou hierarchii. Zpravidla byva slozeno
zjedné ...matky..., kterd ma za dkol .. Kast .. .. vejce. ... Dal$im ¢lenem
vCelstva jsou trUbC' ..... , jejichz ulohou je oplodnit matku nebo zahfivat vceli

plod. Posledni kastou jsou .....d€lnice........
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