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Alkaloidy v nektaru: vliv na preferenci pastvy a toxicitu
vuci larvam véel in vitro

Sahrn

Vyskyt alkaloidov, z ktorych mnohé patria medzi jedovaté latky, v nektari by sa mohol javit
paradoxny. Jednou z tedrii ich vyskytu je, Ze tieto latky vytvaraju filter pre opel'ovace.
Existuju tiez tedrie nazerajuce na ich vyskyt ako na vyskyt latok poskytujucich vcéelam
antimiktobialnu ochranu proti patogénom, pretoze rada z nich vykazuje antimikrobialny
ucinok. Cielom prace je odhalit’ preferencie véiel voci nizkym koncentraciam alkaloidov
v modeli s pouzitim umelych kvetov. Bol sledovany vplyv preferencie alebo repelencie
roztokov vumelych kvetoch vroztoku umelého nektaru (roztok 20% sacharozy)
Vv koncentraénom rozmedzi 50,0; 16,7; 5,6; 1,9; 0,6; 0,2 pg/ml. Experiment bol uskuto¢neny
v desiatich nadvézujiacich opakovaniach. Design bol prevedeny podla Gegear a kol. (2007)
s miernymi modifikdciami a bol plne randomizovany po kazdom opakovani, aby sa
obmedzili pamitové efekty vciel. Zo Styroch testovanych alkaloidov bol najviac preferovany
kofein Vv koncentracii 0,2 az 1,9 pg/ml, ktory o 20 % presahoval preferenciu kontrolného
roztoku bez pridavku alkaloidov. Najvacsi repelentny ucinok vykazoval senecionin, ktory
vcely odpudzoval pri vSetkych testovanych koncentraciach.

K potvrdeniu moznych ucinkov alkaloidov v obrane véiel proti mikroorganizmom bol
uskutocneny iny experiment, v ktorom bola véelam podavana potrava s obsahom extraktu
zrastliny M. cordata. Tato rastlina je vyznacna vysokym mnozstvom sanguinarinu
a chelerythrinu a podl'a hypotézy by mierne davky alkaloidov mali znizit' zivotaschopnost
v¢elich lariev. Ich u¢inok bol porovnavany s kontrolou bez pridavku tychto latok a kontrolou,
v ktorej boli pouzité antibiotika. Bolo sledované prezitie normalnych lariev pod prirodzenym
infekénym tlakom, teda neboli umelo infikované Ziadnym ochorenim. Poddvanie zmesi
alkaloidov z M. cordata neviedlo k zvySeniu odolnosti jedincov, ale naopak k ich zniZeniu.
Rovnaké vysledky boli pozorované aj v kontrole s antibiotikami. Takyto rozpor sa ukazal ako
dosledok pouzitia dimethylsulfoxidu. Vysledky nasho vyskumu prispievaji k pochopeniu

vzt'ahov medzi rastlinami a opel'ovacmi.

Kli¢ova slova: Vcela medonosna, in vitro odchov lariev, alkaloidy, preferencia, kofein,

nikotin, senecionin, sangvinarin, M. cordata.



Nectar alkaloids: feeding preference and larval toxicity in
vitro

Summary

The presence of alkaloids, many of which belong to toxic substances in the nectar could
appear paradoxical. One theory of its occurrence claims that these substances create a filter to
pollinators. However, there are also theories, viewing them as the occurrence of the presence
of substances that provide the bee’s antimiktobial defence against pathogens. It is true that a
row of alkaloids exhibits antimicrobial activity. The goal of this work is to reveal preferences
of bees to the low concentrations of alkaloids in a model using artificial flowers. An impact of
preference or repellence solutions in artificial nectar in artificial flowers (20% sucrose
solution) in the concentration range of 50.0; 16.7, 5.6, 1.9, 0.6, 0.2 mg/ul was studied. The
experiment was conducted in ten gradual repetitions. Design of the experiment has been
derived under Gegear et al. (2007) with slight modifications and was always fully randomized
after each repetition order to limit memory effects of bees. Out of four tested alkaloids
caffeine in concentrations from 0.2 to 1.9 mg/ml was the most preferred, which exceeded the
preference control solution by 20 % without an addition of alkaloids. The greatest repellence
showed senecionin that was repelled by the bees at all concentrations which were tested.
Another experiment in which the bees were supplied with food consisting the plant extract of
M. cordata was performed to confirm the potential effect of alkaloids in bees’ defence against
microorganisms. This plant has an outstanding high amounts of sangvinarin and
chelerythrine, and, according to the hypothesis, mild doses of alkaloids should reduce the
viability of the bee larvae. The effect was compared with the control without addition of these
substances as well as with the control in which antibiotics were used. Survival of the normal
larvae under the natural infection pressure was observed too. Thus larvae were not artificially
infected with any disease. Administration of a mixture of alkaloids from M. cordata does not
increase the resistance of larvae, but rather decrease it, as well as antibiotics check. This
contradiction emerged as a result of the use of dimethylsulfoxide. The results of this research

contribute to understanding of the relationships between plants and pollinators.

Keywords: Honey bee, in vitro rearing of larvae, alkaloids, preference, caffeine, nicotine,

senecionin, sangvinarin, M. cordata
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1. Uvod

V¢elarstvo je jednym z najstarSich odborov I'udskej ¢innosti. VEelarili uz dokonca stari
Egyptania, vcelie produkty boli pre ¢loveka dolezitou zlozkou potravy od samého zaciatku
vyvoja a svoje miesto vo vyzive si udrziavaju dodnes. Rovnako dolezita je aj schopnost’ véiel
opelovat’ rastliny a tym zvySovat’ vynosy pri pestovani kultirnych plodin. Zivot véelieho
spolo¢enstva a chov vciel je vSak nesmierne zaujimavy aj sam o Sebe, atak aj dnes je
vcéelarstvo odborom, ktory okrem hospodarskeho tzitku prispieva aj prospe$nému traveniu
volI'ného Casu a rozvijaniu vzt'ahu k prirode.

Vo vyspelych Statoch je vcelarstvo vyznamnym odvetvim pol'nohospodarskej vyroby.
Chov v¢iel je totiz dolezity faktor intenzifikacie agroprodukcie a zohrava dolezit ulohu aj pri
udrzani biodiverzity zivotného prostredia. Okrem krajinotvorby maji vcely svoj vyznam aj z

hladiska vyroby a spracovania vcelich produktov vo forme potravin, farmaceutickych
vyrobkov a kozmetickych pripravkov.

Vciely patria medzi blanokridly hmyz a do kmena c¢lankonozcov. Medonosné a
spolocenské vcely sa delia na 4 druhy: vcela zlatd, vcela indickd, vcela kvetnd, vcela
medonosna. VEela medonosnd je rozsirend na celom svete. Jej povodna vlast’ je Eurdpa, India
a Afrika, kym do ostatnych cCasti sa dostala pomocou chovatelov. Podl'a farby, tvaru a
vnutornej povahy sa véela medonosna deli na druhy: véela severna, véela nordicka, vcela
talianska, vCela kaukazska.

Veéely v prirode nachddzaji mnoho hodnotnych zdrojov potravy a vSetky rastliny, ktoré
ju poskytuju tvoria tzv. v€eliu pastvu. Patria sem rastliny hmyzosnubné poskytujuce nektar a
pel, ¢i rastliny vetrosnubné poskytujuce predovsetkym pel, ale aj rastliny hostiace

producentov medovice. VSetky tieto tri zdroje su rovnako vyznamné. VSeobecne najlepSiu

vceliu pastvu poskytuje krajina s vysokou biodiverzitou a teda mnohymi druhmi rastlin.



2. Ciel’ prace

V nektari niektorych rastlin sa vyskytuju v malej miere alkaloidy. Vyskyt tychto
mnohokrat toxickych latok sa javi ako paradoxny. Cielom prace je odhalit’ preferencie véiel
vo¢i nizkym koncentraciam alkaloidov v modeli s pouzitim umelych kvetov. Model bude
optimalizovany a validovany. Tiez bude sledovany vplyv vybranych alkaloidov na
zivotaschopnost’ lariev. Metdda bude optimalizovana a zavedena do praxe.

Praca prispeje k pochopeniu Sirokych ekologickych stvislosti medzi rastlinami, vyzivou vciel

a ich zdravim.



3. Vceli traviaci trakt a jeho mikroflora

3.1 Traviaci trakt

Traviaci trakt slazi vcele k prijimaniu a spracovaniu potravy; tiez k odstranovaniu
nestravenych zvySkov potravy z tela, ako aj k hromadeniu v dobe, kedy véely nemézu z Gla
vylietat’ (Vesely a kol., 1985).

Traviaci trakt sa sklada z troch Casti: prednej — stomodeum, zaladku — mesenteron
a zadnej Casti — proctodeum. Z nich iba Zzaludok vznikol z vnitorného zarodo¢ného listu a ma
vlastny Zl'aznaty epitel, ktory umoziuje travenie. Ostatné dve casti vznikli vychlipenim
vonkajsieho zarodo¢ného listu a maji obdobnu stavbu ako pokozka (Vesely a kol., 1985).

Vchod do traviaceho traktu tvoria usta (0S) umiestnené medzi hornym a dolnym
vnutornym pyskom (epipharynx a hypopharynx). Dolny vnutorny pysk je sucastou hltanovej
dosticky, po bokoch ktorej vytst'uju hltanové zliazky. K prednej Casti traviaceho traktu patri
hltan (pharynx) a pazerak (aesophagus), ktory sa v zadoCku rozsiruje do medného vacku
(vole) (Vesely a kol., 1985).

Ustny otvor vedie priamo do hltanu, ktory je v oralnom konci rozsireny viac nez
v d’alSej Casti hltanovej rary; ma silnejSie vyvinuté svalstvo (Schonfeld, 1955). Téato trubica je
tvorena jednovrstvovym epitelom, ktory sa nachadza na podstavnej blanke (tunica propria)
a vylucuje chitinovy povlak obdobne ako bunky pokozky. Okolo hltanu sa nachadzaju
okruzné aj pozdizne svaly, ktoré spolu so svalmi upinajicimi sa k hltanu a vnutornej strane
Celného Stitka ovplyviuji rozSirovanie a zuzovanie hltanu, atym nasavanie potravy a jej
posun do d’alsich casti traviaceho traktu (Vesely a kol., 1985). Zadna stena (a CiastoCne aj
postranné steny) rozSirenej Casti hltanu v blizkosti tstneho otvoru je vystuzena zvlaStnou
dosti¢kou, nazyvanou hltanova, do ktorej vyustuje hltanova zl'aza. Priamo nad jej vyastenim
st umiestnené zmyslové organy. Hltanova rira sa nezicastiiuje travenia prijimanej potravy,
potrava nou iba prechadza do zaltidka (Schonfeld, 1955).

Pazerdk prechddza hrud’ou a mé rovnaka stavbu ako hltan, postvanie potravy je
ovladané okruznymi a pozdiznymi svalmi. V zadogku sa potom rozsiruje v medny vacok,
taktieZ rovnakej anatomickej stavby ako dve predchadzajice Casti. Ani v lom nedochadza
k traveniu, iba k chemickej premene tekutej potravy (nektar, medovica), vd’aka vylu¢kom
zliaz do traviaceho traktu a hlavovej Casti. V medovom vacku takisto vcely vyrabaji kfmnu

kasic¢ku z pel'u, medu a vyluckov hltanovych Zliaz, ktorou kimia starsie larvy.
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Prechod potravy z medného vacku do zaludka je regulovany tzv. hrablicou
(proventriculus), ktora je vklinena, do medného vacku, tak aj do zaludka. Okrem uvedenej
funkcie brani spatnému posunu natravenej potravy zo zaludka do medného vacku (Vesely a
kol., 1985).

Zaladok ma podobu pretiahnutého, v kI'u¢ku stodeného vaku; v prednej &asti je vak
uzsi, rozsiruje sa smerom dozadu (Schonfeld, 1955). Zaludok je napojeny k prednej a zadnej
Casti traviaceho traktu pomocou chlopne vpredu (valvula cardiaca) a vzadu (valvula
pylorica). Dizka Zaludka je 10 mm u robotnice, matka ma 13 mm a trad 19 mm dlhy Zzaltdok,
Siroky ho maju rovnako priblizne 1,5 — 2 mm (Vesely a kol., 1985). Epitel zaludka je zlozeny
Vv pocetné kruhové zahyby - riasy, ¢im sa podstatne zvySuje plocha zaludka. Uskutoéiiuje sa
tu sekrécia pri traveni a absorpcia latok (Schonfeld, 1955).

Pylorickou chlopiiou je napojené tenké ¢revo (ileum). Jeho epitelidlne bunky vylucuju
chitin. Je to tenka rarka dizky okolo 7 mm s drsnym vnatornym povrchom, ktory zaistuje
spolu s drobnymi chitinovymi zubkami pylorickej chlopne, rozdrobenie nestravenych
zvySkov potravy a ich d’alsi posun do konecnika (Vesely a kol., 1985).

Koneénik (rectum) je posledné ¢ast’ traviaceho traktu. Casto sa nazyva tiez vykalovy
vak. Sluzi ako rezervoar nestravenych zvyskov potravy v dobe, kedy sa ich nemézu véely
dlhu dobu zbavit. Stavba steny odpoveda epitelidlnym bunkam, ktoré su nizsie. Kone¢nik je
formovany do tvaru vaku. Naplneny vak moze tvorit’ az 57 % hmotnosti tela v¢ely. Rektalne
zl'azy v podobe Siestich pruzkov na povrchu prednej Casti vykalového vaku brania svojim
sekrétom kvaseniu a hnitiu nestravenych zvyskov potravy, ¢im ovplyviluju zrejme vodny
rezim veely (Vesely a kol., 1985). Vykalovy vak je pocetne pretkany tracheami. Podla
rozborov v jeho stenach prebieha travenie a zazivanie tukov z prijatého pel'u, avsak len u v¢iel

krmiciek a prezimujtcich vciel (Schonfeld, 1955).
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3.2 Mikroflora traviaceho traktu

Baktérie predstavuju hlavnt zlozku mikroflory véely medonosnej (Apis mellifera)
(Drobnikova, 1990). Pokial’ je vcelstvo zdravé, vyskytuji sa gramnegativne a grampozitivne
baktérie  vrovnakom  mnozstve. Dominantnymi  skupinami su  Alfa-, Beta-
a Grammaproteobacteria, Bacteroides a Firmicutes (Mohr a Tebbe, 2006). Z gramnegativnych
modzeme menovat’ zastupcov rodu Acinetobacter, Erwinia, Proteus, Morganella, Klebsiella
a Enterobacter (Drobnikova, 1990). Grampozitivne baktérie su zastGpené hlavne v rodoch
Bacillus, Micrococcus a Staphylococcus (Inglis et al., 1993). NezastupiteI'ni tlohu maja
druhy rodu Lactobacillus a Bifidobacterium svojimi blahodarnymi ucinkami, ktorymi sa
moézu podielat’ na ochrane hostitel'a pred infekciami (Ouwehand et al., 2002). Zo skupiny
gramvariabilnych baktérii nachadzame najéastejSie zastupcov rodu Achromobacter,
Lactobacillus a Corynebacterium (Drobnikova, 1990).

Baktériu su pritomne uz v larve a kokone, ktoré chrania pred invéaziou plesni a vyznamne
zvySuju Sance na prezitie (Kaltenpoth et al., 2005). Novo narodené véely ziskavaju ¢revnu
mikrofloru vymenou potravy so star§imi jedincami kolonie a konzumaciou pel'u (Gilliam,
1997). Véela medonosna (Apis mellifera), ma charakteristicki ¢revni mikrofloru zlozena
z mnohych druhov mikroorganizmov, ktoré sa zdaju byt Specifické pre socidlny hmyz.
Udrzovanie tejto stabilnej a odliSnej mikroflory sa odvija od socidlneho Stylu zivota tohto
hmyzu. Rovnako ako u ostatnych druhov zvierat, baktérie v ¢revach véiel zrejme riadia
funkcie dolezité pre zdravie hostitela (Engel a Moran 2013). Probiotické baktérie mozu
pomocou selektovanych proteinov spolupracovat’ s bunkami ¢reva hostitel’a a sprostredkovat’
tak komunikaciu baktéria — hostitel, anasledne sa moézu prostrednictvom proteinov
dorozumievat’ aj medzi sebou navzajom (Buck et al., 2005). Mikroskopické huby, s ktorymi
sa veela v prostredi stretne, su pre fiu podmienené patogény. Pokial’ je jedinec silny a zdravy,
nepredstavujii pre neho vicSie nebezpecenstvo (Drobnikova, 1983). Z obsahu criev boli
identifikované rody Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, Epicoccus,
Trichosporonoides a Mucor (Gilliam a Prest 1972, Kacaniova et al. 2009). Kvasinky sa
vyskytuju v Zaladku v¢iel len vynimocne. Ak su véely vystavené nepriaznivym podmienkam
prostredia, moZu sa kvasinky premnozit’ a narusit’ rovnovahu organizmu. Vo vykalovom vaku
véiel sa vyskytuju rody Candida, Pichia a Hansenula (Drobnikova 1983). Inglis et al. (1993)
sa zmienuje, ze d’aleko viac kvasiniek bolo izolovanych z nektaru, pel'u a zo zasob potravy,
nez z ¢reva a trusu hmyzu. Tato informdacia len potvrdzuje predchadzajuce zmienenie sa 0

vyskytu kvasiniek u chorych alebo oslabenych v¢iel.
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4. Poziadavky na vyZivu a zdroje potravy

Zdrojom energie pre vSetko zivé na Zemi je Slnko. Zelené rastliny tito energiu
slnecného svetla vyuzivaju pre biosyntézu zlozitych molekul, schopnych tuto energiu uchovat’
a predat’. Vsetky zivoc¢ichy vratane vciel su zavislé na rastlinach. Aby vcela mohla zit, musi
mat’ stale potrebnt potravu, z ktorej ziskava energiu a stavebné latky (Vesely a kol., 1985).

Podobne ako ostatné zivocichy potrebuju aj vcely dostatok potravy. Vyzaduju vyvazeny
pomer cukrov, bielkovin, tukov, vitaminov a minerdlov. Prirodzenymi zlozkami vcelej
potravy je nektar a pel’. Pri zbere a ukladani tychto surovin pridavaju vcely vylucky svojich
zliaz. Dodané enzymy zliaz Stepia zlozitejSie latky aj mimo telo vcely, v bunkach plastu.
Nepostradatelnou sucastou zivota vciel je samozrejme voda. Napomaha udrzovat’ teplotu
a vlhkost' v priestore obyvanom vcéelami, zaroven sa vyuziva pri spracovani a rozdeleni
potravy vratane zasob. Nektar (sladké §tavy rastlin) pripadne medovica obohatené o vylucky
zliaz predstavuju dolezity zdroj energie nevyhnutny pre spravny rast, rozmnozovanie, lietanie,
tvorbu tepla, glykogénu a d’alSie Cinnosti. V pripade dostato¢ného mnozstva ich vcely
ukladaji do buniek v podobe medu. Hlavnym zdrojom bielkovin, aminokyselin, tukov

pripadne mineralnych latok a vitaminov je bezpochyby pel’ (Rada V. a kol. 2009).

4.1 Pel

Pelové znd su samcie pohlavné bunky rastlin, ktoré sa vytvaraji Vv praSniciach
tyCiniek, tj. v samc¢ich pohlavnych organoch kvetu. Tvar, velkost a povrchova Struktira
pelového zrna je rézna, edicne ustalena pre kazdy rastlinny druh. Velkost' pelovych zfn sa
pohybuje od velmi drobnych zin nezabudky (2 — 3 mikrometre) az po vel'ké pelové zrna
tekvice (200 — 250 mikrometrov); utych je velkost pre véely uz zrejme prilisSna —
pravdepodobne sa im z nich zle vytvaraju pelové raska. Pelové zrna mozu byt gulovité,
elipsoidné, pozdizne, ovalne a pod. Mnozstvo pel'u, ktoré poskytuje jeden kvet & kvetenstvo
je vel'mi rozdielne. VSetky vSak vytvaraju ovela viac pel'u ako je ho treba pre dostatocné
opelenie kvetov (Kubisova S. 1988).

Viely dondsaja pel ako svoju zakladni potravu v raskach na zadnom pare noh.
Ruskuju pel’ z jedného druhu rastliny — monotropicky odber, a preto moézeme podl'a farby
ruska pel’ druhovo triedit. Ruskovany pel’ moze eSte aspon cCiastocne klicit’. Pri spracovani
pridavaju vcely k pel'u latku zabraiiujicu kliceniu. Vyzivné latky z pel'u prechadzaji z vacsej

Casti pormi v bunecnej blane bez vicSieho narusenia traviacimi enzymami. Nutricna hodnota
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pelu zavisi na mnohych faktoroch. Najviac st cenené pele z viby, d’ateliny, gaStanovnika
siateho, hor¢ice, maku a ovocnych stromov (Vesely a kol., 1985).

Pel’ je jedinym zdrojom dusikatych latok pre vcelstvo a ma rozhodujuci vyznam pre
rast vCelicho spoloCenstva. Vlastny rast véelstva je rast lariev a vcelicho plodu, kde je
sustredena najvacSia intenzita premeny latok, ateda aj spotreba pelu. Larvy dostavaju
Vv potrave pel sprostredkovany v podobe kfmnej kasicky. Iba v poslednych hodinach pred
zavieCkovanim dostavaju larvy v potrave priamo pel’. Vysoka kvalita potravy umoziuje, aby
vyvoj vcelej larvy prebehol vo vel'mi kratkej dobe. Vyznam pelu je zdsadny pre tvorbu
sekrétu hltanovych zliaz, materskej kasicky (KubiSova S. 1988).

Pel’ obsahuje do 30 % vody, raskovany pel’ je vlh¢i nez pel’ ziskany priamo z rastlin
bez vciel. Prevazni Cast’ suSiny tvoria spravidla cukry. Su to hlavne polysacharidy Skrob
a celuloza, ktora je pre pel typicka. Pel' obsahuje aj uréité mnozstvo glukozy, fruktozy
a sachardzy, ktoré mozu v sithrne dosahovat’ az 50 % vsetkych cukrov. Dalej obsahuje do
10 % lipidov, sterolov a mastnych kyselin. Bielkoviny tvoria asi tretinu susiny. Va¢§ina z nich
su enzymy, ktorych je niekolko tisic. Taktiez obsahuje aj vol'né aminokyseliny, tvoriace asi
6 % suSiny. Obsah vitaminov je omnoho vyssi neZ u ostatnych vcelich produktov s vynimkou

materskej kasicky (Vesely a kol., 1985).

Tab.1: Zakladné zloZenie pel’u

Voda 6-25
Celuloza 3-7
Sporopolenin 4-28
Cukry 13-37
Tuky 2-14
Bielkoviny 7-35
Popoloviny 2-10
Ostatné -

Zdroj: Kubisova S., 1988.
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4.2 Nektar

Nektar je sladky medovy sekrét kvetnych Zliazok, nazyvanych medniky ¢ize nektarie
(nectaria). Nektarie byvaju v kvetoch umiestnené najéastejSie vel'mi hlboko. Tvar a skladba
nektarii je pre kazdy druh rastliny individualne typicka. Takisto aj umiestnenie v kvete je vo
vztahu k postaveniu tyCiniek abliz Specifické. Vcelami prinaSany nektar je ukladany
neplanovane, docCasne do buniek plastu. Vcéely ho okamzite spracovavaju ustavicnym
prenasanim z provizorneho ulozenia v bunkach az do definitivneho uskladnenia. Tym sa vSak
zna&ne zmensuje rozloha plochy, ktori pdvodne zaberal prineseny nektar. Cim dlhsie sa véely
zaoberaju touto Upravou nektaru, tym viac, pokial’ ide o obsah vody, je vyrovnanejsi kone¢ny
vyrobok — med. Neustalim nasdvanim nektaru do medného vacku a opdtovnym vyvrhovanim
do buniek sa obohacuje o dalSie enzymy z hltanovych Zliaz atiez zivocisne bielkoviny.
Opakované prenaSanie nektaru z bunky do bunky, ma za ucel jeho zahustenie a obohatenie
enzymami (Schonfeld, 1955).

Nektar zbieraju lietavky vo veku 18 — 20 dni, vSak podl'a potreby ¢asto uz 11 dni staré
alebo niekedy naopak staré az 30 dni. Spracovanie nektaru na med zabezpecujii mladusky vo
veku 10 — 20 dni. Lietavka, ktora priniesla plny medovy vacok nektaru, sa nezaobera jeho
d’al§im spracovanim a vyprazdnuje nektar priamo do bunky, vynimku ¢ini iba v pripade
vel'kej znaSky. Zahustenie nektdru maju na starosti mladusky. Zahustenie prebieha rychlo az
do 60 %; daliie zahustenie je uz zdihavejsie; kone¢ni mieru hustoty odhaduje véela podla
odporu, aky sposobuje nasavanie kvapaliny (Schonfeld, 1955).

Obsah vody v nektaroch vel'mi zna¢ne koliSe, podl'a p6vodu obsahuje 30,98 — 93,76 %
vody a niekedy aj viac. Nektar je v podstate vodny roztok cukrov. Pocet roznych druhov
cukrov v nektaroch je pomerne maly a ich obsah v nektaroch réznych rastlin zna¢ne kolise.
Vo vicsine dodnes analyzovanych nektarov sa najcastejSie nachadza sachar6za, prevlada vSak
aj glukoza a fruktoza (Schonfeld, 1955). Dalej obsahuje bielkoviny, mineralne latky, kyseliny
a vitaminy. Farbiv a aromatickych latok obsahuje nektar len nepatrné mnozstvo (Lampeitl,
1996).

Zlozenie a mnozstvo vylu¢ovaného nektaru je zavislé, ak prihliadame k Specifickym
rozdielom medzi rastlinami, na mnohych faktoroch. Velka rolu zohra ¢asto druh pody,
mnozstvo zivin a klimatické podmienky. Vplyv ma taktiez denna doba. Takmer vSetky
rastliny poskytuji nektar v r6znu dennti dobu. VSeobecne vylucuju kvety viac nektaru rano
nez popoludni. Tvorbu podporuje dusno a juzny az juhozdpadny vietor. Suché vychodné vetry

naopak tvorbu nektaru skoro zastavuji (Lampeitl, 1996). Chemické zlozenie nektaru sa
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taktiez vel'mi 1i8§1 medzi druhmi rastlin, a dokonca aj medzi réznymi typmi nektarov v ramci

rovnakych druhov rastlin (Adler, 2001).

Tab. 2: Rozbory nektarov niektorych rastlin:

Gastan konsky 68,6 0,3 68,3 66,8
Zerucha 46,3 11,3 35,0 40,9
Hor¢ica poPna 46,2 36,2 10,0 32,1
Hluchavka 42,4 9,6 32,8 38,4
Ceresiia 35,1 16,2 18,9 33,6
Lipa 29,8 13,5 16,3 29,6
Jablon 21,3 12,8 8,5 19,7
Slivka 12,9 4,5 8,4 14,7

Zdroj: Schonfeld, 1955

5. Sekundarne metabolity v peli a nektari

Nektar je chemicky zlozita latka. Obsahuje primarne metabolity, ako st cukry a
aminokyseliny, u ktorych sa predpoklada, ze zvySuju rastlinna spdsobilost’ tym , Ze pritahujt
opel'ovace, obsahuje taktiez sekundarne metabolity, ako st fenoly, alkaloidy a neproteinové
aminokyseliny, ktoré st povazované za odpudzovacov ,zlodejov* nektaru (Kessler and
Baldwin, 2006).

Sekundarne metabolity (SC) nie st v kvetinovom nektari nezvycajné. Nektar niektorych
rastlin moéze byt odpudivy, alebo dokonca toxicky pre kvetinovych navstevnikov a rozsireny
"toxicky nektar" je zarazajici vzhl'adom k svojej atraktivnej Gilohu v opel'ovani (Singaravelan
et. al., 2005). Je potrebné mat’ na paméti niektoré vyslovené namietky a to:

- nektar, ktory obsahuje sekundarne zluceniny nie je vzdy toxicky

- nektar, ktory je odradzajaci alebo toxicky pre jeden druh kvetinovych navstevnikov,

nemusi mat’ vplyv na ostatné druhy

- jednotlivé sekundarne zliCeniny moézu slazit viacerym uUloham a mozu pdsobit

vzajomne synergicky (Adler, 2001).
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Toxicita nektaru, sama o sebe, nemusi byt vlastnost, ktord je udrziavana, ale skor
vlastnost’, ktord bola vybrand evoluciou, alebo vlastnost’, ktoré je dosledkom inych vlastnosti,
ktoré s v sucCasnosti na zaklade vyberu. Mdéze sa vyskytovat’ v rastlinach, ktoré obsahuju
vysoké mnozstvo sekundarnych metabolitov. V niekedy toxicita nektaru nesuvisi s obranou
rastlin. Napriklad nektar Lathraea clandestina je toxicky v dosledku pritomnosti amoniaku,
ktory je v nektari vytvoreny enzymatickou degradaciou aminokyselin. Nektar z Epipactis
orchidei je toxicky kvoli etanolu, ktory je vyrobeny mikroorganizmami zijucimi v nom. Zda
sa, ze V tychto pripadoch je toxicita nektaru nezavisld na produkcii sekundarnych zlucenin
(Adler, 2001).

Odpudzovanie a toxicita SC u nektaru moze byt aktivovand pomocou nepozivatelnosti
alebo svojim u¢inkom na centralny nervovy systém kvetinovych navstevnikov. V ddsledku
toho mozu SC v nektari sprostredkovat interakcie rastlina - opelovac ovplyviujice
spdsobilost’ tychto rastlin a opelovacov. Viaceré adaptacné hypotézy boli pripravované na
vysvetlenie ekologickej a evoluc¢nej tlohy SC v nektari (Singaravelan et. al., 2005).

Medzi najcastejSie tvrdenia patri, Ze SC odradzaju ,,zlodejov* nektaru a vSestranné, alebo
neefektivne opelovace. VicSina doteraz Studovanych SC (napr. alkaloidy, glykosidy,
fenolické latky) v skutocnosti odradza vcely (Apis mellifera) v Sirokom rozsahu vysokych
koncentracii. Uginky SC na véely st zavislé na davke a obdobi (Singaravelan et. al., 2005).

Cievnaté rastliny obsahuju obrovské mnozZstvo chemickych zlucenin, odliSuji sa od
medziproduktov a produktov z primarneho metabolizmu, ktoré sa liSia v zavislosti od rodu a
druhu. Obmedzena distriblcia z tychto zlucenin im umozZiuje pouzite'nost’ ako taxonomicky
symbol, atzv. "sekundarne metabolity" zasadnym sposobom prispievaju k Specifickému
zapachu, chuti a farbe rastlin. Pojem "sekundarny metabolit" je trochu neuspokojivy, pretoze
pokryva ndhodnt vel'mi Sirokt Skalu nepribuznych zlucenin a zahrnuje sekundarne neddleziti
ulohu. V minulosti boli tieto sekundarne metabolity zobrazené¢ ako odpadové produkty
vzniknuté z "chybovosti" primarneho metabolizmu, a teda malo doélezité pre rastlinny
metabolizmus a rast. Je zrejmé, Ze takéto nazory st vel'mi nepresné a zavadzajuce, a Ze
mnohé¢ vedlajSie produkty su kIi¢ovymi prvkami aktivneho a silného obranného mechanizmu

(Bennett et al., 1994).

17



Tab. 3. Nektar vybranych rastlin obsahujuci sekundarne metabolity

Lulkovec zlomocny Lilkovité (Solanaceae) Alkaloid
(Atropa belladonna)

Anjelska triba Lilkovité (Solanaceae) Alkaloid
(Brugmansia aurea)

Tabak Virginsky (Nicotiana | Lilkovité (Solanaceae) Alkaloid
tabacum)

Zvoncek repkovy Zvoncekovité Alkaloid
(Campanula rapunculoides) | (Campanulaceae)

Tekvica oby¢ajna Tekvicovité (Cucurbitaceae) | Alkaloid
(Cucurbita pepo)

Leknovec Stitnaty Horc¢ovité (Gentianaceae) Alkaloid
(Nymphoides peltata)

Kosatec ZIty (Iris Kosatcovité (Iridaceae) Alkaloid
pseudocorus)

Ladenec rozkaty (Lotus Bobovité (Fabaceae) Alkaloid
corniculatus)

Rododendron Vresovcovitych (Ericaceae) | Alkaloid

(Rhododendron ponticum)

Hadinec skorocelovy

(Echium plantagineum)

Boraginaceae

Pyrolyzidinové alkaloidy

Zdroj: Adler L. S., 2001.

5.1 Fenolické latky

Fenolickeé latky tvoria vel'mi rozsiahlu heterogénnu skupinu sekundarnych metabolitov.
V rastlinnej risi st vSadepritomné, lebo len rastliny a mikroorganizmy maju schopnost
syntetizovat’ aromatické jadro. Zivoéichy su preto zavislé na prijmu tychto latok vo vyzive,
pripadne na symbioze s mikrobidlnou populaciou, ktora vedie k produkcii nepostradate'nych
metabolitov. Fenolické latky su prirodné, bezdusikaté zluceniny, ktorych aromatické jadro
vzniklo principialne z metabolitov shikomovej kyseliny ¢i polyacetatu, resp. kombinaciou

oboch. V rastlinnych produktoch obecne, sa uplatiiujii ako latky vonné a chut'ové. Niektoré z

18




nich st primarnymi zlozkami silic, pripadne vznikaju sekundarne (hlavne pdsobenim
mikroorganizmov z fenolickych kyselin a ligninu). V pripade potravin vznikaja taktiez pri ich
spracovani, pri termickych procesoch ¢i ako vedlajSie produkty mlie¢neho a alkoholového
kvasenia. Kondenzované triesloviny (flavolany) st nosite'mi trpkej chuti, niektoré fenolické
latky s prirodnymi farbivami (niektoré chinony, lignany, flavonoidy aim pribuzenské
stilbety, xanthony a iné) a prirodnymi antioxidantmi (Mika a kol., 2001).

Vicsina prirodzene sa vyskytujucich fenolovych latok je pritomnéd ako konjugaty s
mono- a polysacharidmi, spojenych s jednou alebo viacerymi fenolovymi skupinami, a mézu
sa vyskytovat' aj ako funkcéné derivaty, ako estery a methyl estery. Hoci tato Strukturdlna
roznorodost’ vedie k celej rade 22 fenolovych zlucenin, ktoré sa vyskytuju v prirode, moézeme
ich v zasade rozdelit do niekolkych tried. Z nich st fenolové kyseliny, flavonoidy a
triesloviny povazané za hlavné diétne fenolové zli¢eniny (Balasundram et al., 2005).

Polyfenolické latky su sucastou prakticky vsSetkych potravin. Niektoré fenoly
vykazuju vyrazné biologické ucinky, a radia sa preto napr. medzi obranné latky rastlin zvané
fytoalexiny, prirodné antioxidanty alebo prirodzene toxické latky (Velisek J., 2009).

V rastlinach bolo identifikovanych niekol’ko tisic fenolickych latok s ohromnou
rozmanitost'ou Struktir. Spolo¢nym rysom je, ze obsahuju jedno alebo viac aromatickych
jadier substituovanych hydroxylovymi skupinami. Mnohé z tychto latok si zastipené
Vv beznych potravinach, hlavne v ovoci, zelenine a niektorych napojoch (Trna a Taborska).

NajcastejSie sa vyskytuji tri skupiny fenolickych latok. A to fenolické kyseliny,
flavonoidy a skupina stilbenov a lignanov, ktoré su menej Casté. Fenolické kyseliny st
pritomné v rade potravin. NajCastejSic je to Kyselina kavova ajej estery, d’alej kyselina

ferulova (Trna a Taborska).

0 q
HOQA/\OH CH3OK)/\/|LOH
HO HO

Kyseliny kdvova Kyselina ferulova

Najbeznej$im esterom kyseliny kavovej je kyselina chlorogenova, ktora je pritomna
v mnohych druhoch ovocia, zeleniny a kave. Bohatym zdrojom su zemiaky, jablka, hrusky,
marhule, broskyne, arti¢oky (Trna a Taborska).

Dominantny flavonoid V prirode je flavonol kvercitin. Kvercitin sa nachadza vo

vysokych koncentraciach v beznych potravinach ako je cibul’a, jablka, kel, ¢ervené hrozno,
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zeleny a Cierny caj. V tychto zdrojoch sa nachadza jednak vo forme volnej a viazany
s cukornymi jednotkami. Flavonoly st vyznamné ,,citrusové™ flavonoidy. Su to latky typicky
sa vyskytujuce v pomaranCoch a grepfruitoch. Zvlastnu skupinu flavonoidov tvoria
isoflavonoidy. Patri k nim predovSetkym daidzein a genistein. Nachadzaju sa hlavne

v strukovinach, vydatnym zdrojom je hlavne soja (Trna a Taborska).

5.2 Alkaloidy

Alkaloidy su prirodné latky obsahujtice jeden alebo viac atobmov dusika aminového
charakteru, ktoré mozu byt zabudované v kruhu (heterocyklické alkaloidy), alebo v
alifatickom retazci (alkaloidy s exocyklickym atémom dusika). Cely rad substratov
obsahujucich alkaloidy bol zndmy (aj zneuzivany) uz v stredoveku, ba i davno predtym.
Velmi dlho st zname aj G¢inky dpia a latok v iom obsiahnutych. Vyrazny fyziologicky
ucinok alkaloidov sposobil, ze uz v 19. storo¢i boli izolované typické alkaloidy ako st morfin,
strychnin, chinin, nikotin, kodein, papaverin. Ug&inok alkaloidov sa ¢asto prejavuje ich
extrémnou toxicitou, na druhej strane vS§ak mnohé maju v subletalnych davkach terapeuticky
velmi vyhodné farmakologické vlastnosti a pouzivaju sa ako dolezité lieciva (Korenova,
2008). Medzi zakladné vlastnosti alkaloidov patri ich bazicita, ktori vyvolava atom dusika
v molekule. Su malo rozpustné vo vode anaopak dobre rozpustné v slabo polarnych
a nepolarnych rozpustadlach (napr. diethylether, ethanol, chloroform) (Aniszewski, 2007).
Niektoré alkaloidy mézu mat’ tieZ antibakteridlny a antivirovy u¢inok alebo mdzu zabranovat
tvorbe plesni. Tieto vlastnosti potom mozu rastliny vyuzivat' ako ochranu pred zvieratami
(Macholan, 1998).

Objavuju sa domnienky, Ze by alkaloidy mohli sprostredkovavat’ tzv. allelopatiu
(Macholéan, 1998), medzidruhovu interakciu medzi dvoma a viacerymi organizmami, kde
jeden z organizmov (amenzal) je negativne ovplyviiovany chemickymi latkami druhého
organizmu (inhibitor). Inhibitor mdze vypustat’ aj viac druhov latok a nie je nijak ovplyvneny
amenzalom (Aniszewski, 2007).

Alkaloidy sa obyc¢ajne nachadzaji u vyssich druhov rastlin, ale nasli sa aj v niektorych
papradiach, praslickach i hubach (Claviseps purpurea, Psilocybe). Doposial’ sa alkaloidy nasli
priblizne v 4000 rastlinnych druhoch a odhaduje sa, ze asi 10 — 20 % vSetkych rastlin
obsahuje alkaloidy. Znamych je asi 10 000 a ich pocet sa neustale zvySuje (Korenova, 2008).
Alkaloidy mdézeme ndjst’ vo vSetkych castiach rastlin od korena az po plody (Aniszewski,
2007). V jednej rastline sa vicsinou vyskytuje zaroven niekol’ko réznych druhov. Napriklad

Vv kore chininovnika je viac nez 20 druhov alkaloidov. Na Madagaskare mo6zeme ndjst’ rastlinu
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Katarant razovi, z ktorého bolo izolovanych zhruba 70 réznych alkaloidov (Ferencik a kol.
2000).

Niektoré alkaloidy, najmé jednoduchsej Struktury, st rozsirenejSie. Napriklad nikotin sa
nachadza v rastlinach réznych c¢eladi. Vyznam alkaloidov pre rastliny nie je dosial
jednoznacne objasneny. Niektoré dohady vychadzaju z néazoru, ze ich silny fyziologicky
ucinok moéze poskytovat’ ochranu proti bylinozravcom a parazitom. Existuje vSak omnoho
viac rastlin, ktorym alkaloidy neposkytuji dostato¢nti ochranu (Korenova, 2008).

Pritomnost’ alkaloidov a d’alSich sekundarnych metabolitov v peli a nektari niekol’kych
druhov rastlin sa zdd paradoxny, pretoze su povazované za toxiny. Nektar z Citrus spp.
obsahuje malé mnoZstvo kofeinu, zatial' ¢o nikotin je pritomny v nektari rastlin tabaku. Dalsi
alkaloid tomatin sa vyskytuje v nektari niektorych druhov céel'ade Nightshade a vysoko
toxicky gelsemin sa vyskytuje v rastlinach, ako je Gelsemium sp. Rastliny z ¢el'ade
Boraginaceae st bohaté na pyrolizidinové alkaloidy, ako senecionin a st popularne medzi
véelami. Alkaloidy mozu byt dolezité v obrane proti véelim patogénom, pretoze niektoré z
nich st zname vykazovanim antimikrobialneho G¢inku (Singaravelan et. al., 2005).

Nikotin je prirodzene sa vyskytujuci alkaloid, ktory je Siroko distribuovany v rastlinnej
risi, ale najzname;jsi je v rodine Solanaceae, ktora zahffia mnoho pol'nohospodarskych plodin
ataktiez tabak. Je vysoko toxicky pre vacSinu bylinozravcov prostrednictvom svojho
pOsobenia na acetylcholinové receptory, a tym ovplyviiuje roézne biologické funkcie.
Opelovace sa mozu stretnut’ s nikotinom v nektari ale aj v peli. Okrem svojho vyskytu v
rastlinach, sa nikotin pouziva aj ako prirodny insekticid v ekologickom pol'nohospodarstve.
Syntetické analogy nikotinu, a to neonikotinoidy, st pouzivané po celom svete ako
insekticidy, vzhl'adom k ich vysokej afinite k hmyzu (Kohler et al., 2012).

Vysoké koncentracie glykosidov a alkaloidov gelseminu a skopuletinu boli preukazané
v peli amerického Jasminovca vzdyzeleného (Gelsemium sempervirens), ktory hojne rastie od
Virginie po Guatemalu (Haragsim, 2007). Kvitne od zaciatku marca do konca aprila,
produkuje niekol'ko stoviek zltych rirkovitych kvetov. Nektar Jasminovca (Gelsemium
sempervirens) obsahuje alkaloid, gelsemin, ktory sa pohybuje v koncentracii od 5,8 az 246,1
ppm (priemerne = 48 ppm) ale nachadza sa tiez v listoch (Elliott et al. 2008). Pésobi toxicky
predovsetkym na mladusky, Ktoré sa zivia jeho pelom. Véely hyni hromadne s priznakmi
paralyzy. Med zo zltého jasmina je jedovaty aj pre ¢loveka, ochromuje srde¢nt Cinnost’
(Haragsim, 2007).

Kofein je prirodna latka vyskytujtica sa v listoch, semenach alebo plodoch viac ako stovky

roznych druhov rastlin po celom svete. Z chemického hladiska patri do skupiny latok
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znamych ako xantiny. Cisty kofein je biely prasok horkej chuti, pomenovany z latinginy
podla rastliny Kavovnik arabsky (Coffea arabica) vyskytujucej sa v subtropickom a
tropickom podnebnom pasme. Tento xantinovy alkaloid sa okrem kavovnika a kakaovnika
nachadza aj v inych rastlinach, ako napr. ¢ajovych listoch a guaranovych plodoch (Armenta et

al. 2005).
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Pyrolizidinové alkaloidy (PA) st zluceniny, rastlinnej obrany, ktoré st pravidelne
nachddzané v Styroch rastlinnych rodinach v rdmci krytosemennych rastlin , tj, Asteraceae
(kmene Senecioneae a Eupatorieae), Boraginaceae, Apocynaceae, a rod Crotalaria. Existuje
asi 350 roznych znamych Struktir. 1,2 - nenasytené PA su toxické alebo pdsobia ako
odstrasujiici prostriedok proti hmyzu a bylinozravcom. Casty vyskyt velkého mnoZstva
v mede a peli ukazuje, ze v€ely st konfrontované PA pri pastve v prirodnych podmienkach.
7Zda sa pravdepodobné, ze nektar z rastlin obsahuje taktieZ tieto zli¢eniny, ale neexistuje o
tom ziadny priamy dokaz. Na druhej strane, existuji udaje o PA v peli. Tie naznacuja, ze pel’
z rastlin obsahuje ich vysoké koncentracie (Reinhard et al., 2009).

Alkaloidy sa nevyskytuji len v rastlinach ale aj u zvierat a to predovsetkym u mlokov,
ziab, ryb, stonoziek, obojzivelnikov a niektorych cicavcov. Niektoré z izolovanych
alkaloidov, ako su napriklad guanidinové alkaloidy, vykazuju antibakteridlnu a antivirovu
aktivitu. Tieto vlastnosti si vystavované Herpes virusu alebo virusu HIV a je sledovand ich
reakcia (Aniszewski, 2007). Vdaka velkym toxickym ucinkom alkaloidov méze byt ich
cielom aj DNA. Jedna sa napriklad o lipofilné alkaloidy ako je barberin, alebo sanguinarin.
Alkaloidy st schopné interakcie medzi nukleotidmi v DNA, kde mézu poskodit’ replikaciu.
Pyrolizidinové alkaloidy su schopné tvorit’ kovalentné viazby s bazami DNA (Fattorusso et al.
2008).
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5.3 Glykosidy

Glykosidy su vrade publikacii zmienované ako samostatnd skupina, hoci sa jedna
0 konjugaty vy$$ie zmienenych latok s cukrami. Cukorna zlozka vyznamne ovplyviiuje ich
biologicku dostupnost’ a vlastnosti. St rozsirené po celej rastlinnej risi, zvlast' v ¢eladiach
svlaccovité, bobovité, iskernikovité. V rastline mavaji ochrannu funkciu, niektoré maju
baktericidne a mykocidné ucinky (antibiotika, fytocidy), iné su farbiva (anthokyany).
Viacsinou su horkej chuti alebo Specifickej vone a preto nachadzaji uplatnenie
V potravinarstve. Niektoré st velmi jedovaté, ale vo fyziologickych davkach posobia
priaznivo na organizmus, a preto su Casto vyuzivané v lekarstve. Hydrolyzou glykosidov
vznikd cukornd zlozka (glycid) anecukornd (aglykon), ktord urCuje charakter uc€inku
jednotlivych glykosidov (Buldnkova, 2005).

Niektoré druhy su charakteristické pre dant celad’ rastlin, napr. thioglykosidy pre
Brassicaceae, ale CastejSia je pritomnost’ viacerych typov glykosidov. Pre rastlinu ma tvorba
glykosidov pravdepodobne vyznam detoxikacného mechanizmu, ktorym sa toxické
a lipofilné, vo vode nerozpustné latky, transformuji na zliceniny vo vode rozpustné, ktoré
mozu byt v tele rastliny transportované. Glykosidy mozu taktiez sluzit' k ukladaniu cukrov
alebo snad’ aj aglokonov, pretoze glykosidicka vézba sa vel'mi T'ahlo Stiepi (hydrolyzuje)
v mierne kyslom prostredi. Samozrejme sa tiez jednoducho Stepia enzymatickym pdsobenim
Specifickych glykosidaz, ktorych je v prirode vskutku vel'a (Moravcova, 2006).

Vybrané vcelarske rastliny obsahujuce glykosidy:

Routa vonna (Ruta graveolens L.) — Kvitne od juna do septembra. Pestovana na zahradach
ako rastlina lieCiva aj aromaticka. Obsahuje glykosid rutin (latka pribuznd vitaminu P),
triesloviny a hor¢iny. Patri medzi vynikajice nektarodarne uéinky. Najviac nektaru tvori
v rannych hodinach (Haragsim, 2013).

Svetlik lekarsky (Euphrasia rostkoviana Hayne) — Kvitne od polovice juna do polovice
oktobra. Je to predovSetkym rastlina li¢na, rastuca od nizin az po hory. Je rastlinou lie€ivou.
Obsahuje glykosid aukubin, trieslovinu gallotanin, silice, hor¢iny, vitamin C a provitamin A.
Je nenapadnou, vel'mi dobrou nektarodarnou rastlinou, véely ju ¢ulo vyhladavaju. Poskytuje
ale malo pel'u (Haragsim, 2013).

Senovka grécka (Trigonella foenum - graecum L.) — Kvitne v juni a jali. Patri medzi rastliny
lie¢ivé. Obsahuje flavonovi glykosid, slizové latky, bielkoviny, silice, saponiny a mnozstvo
organicky viazaného fosforu, zeleza a cholinu. Je velmi dobrou nektirodarnou bylinou

(Haragsim, 2013).
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Datelina laéna (Trifolium pratense L.) — je vynikajicou krmovinou a zarovefi aj lie¢ebnou
bylinou. Obsahuje glykosid tricholin, silice, triesloviny, organické kyseliny, flavonové farbiva
a zivicové latky. Povazuje sa za vynikajucu nektarodarnu rastlinu. Pel’ je v€elami zbierany po
celé leto (Haragsim, 2013).

Datelina plaziva (Trifolium repens L.) — Je lietivou rastlinou. Kvet obsahuje glykosid

tricholin, triesloviny, kyselinu oxalovu, kumarinova, salycilov(i, mnozstvo flavonovych farbiv

a zivicovych latok. Je dobrou nektdrodarnou a pel'odarnou rastlinou (Haragsim, 2013).

Tab. 4: U¢inok nektaru niektorych rastlin na véely

Cibula kuchynska | Laliovité (Liliaceae) | Vysokd koncentracia | Odpudzuje vcely
(Allium cepa) draslika
Aloe littoralis Laliovité (Liliaceae) | Fenoly Odpudzuje véely
Mandl’a Vama Ruzovité (Rosaceae) | Fenoly Riedi med,
(Prunus dulcis) odpudzuje véely
Tamariska Tamariskovité Fenoly Odpudzuje véely
(Tamarix (Tamaricaceae)
pentandra)
Asclepias spp. Apocynaceae Galitoxin Toxicky pre véely
Astragalus miser v. | Bobovité (Fabaceae) | Miserotoxin, Toxicky pre véely
serotinus nitropropanol,

glykosid
Rhododendron spp. | Vresovcovitych Acetylandromedol Toxicky pre véely

(Ericaceae)

Lipy (Tilia spp.) Lipovité (Tiliaceae) | Manosa Toxicky pre veely

Zdroj: Adler L. S., 2001.
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Tab. 5: Vplyv niektorych alkaloidov na kfmne spravanie vciel

Arecolin - - FH++
Berberin 0,003 0,01 ++++
Brucin 0,2 0,05 T+
Cinchonidin 0,04 4+
Cinchonine 0,007 ++
Efedrin 0,09 ++++
Gramin 0,2

Hyoscyamine 0,005 +
Kofein 0,03 +
Kolchicin 0,2 F++
Nicotine 0,2 0,03 e+
Quinidin 0,02 0,02 +
Spartein 0,05 0,03 ++
Tropin 0,2 +++
Yohimbine 0,008 F++

- - ziadny vplyv; EDsg — koncentracia alkaloidov v kfmnom roztoku, ktord sposobila 50 %
maximalnu moznu toxicitu, stanovena semikvantitativne: + 5 — 25 %, ++ 25 — 50 %; +++ 50
— 75 %; ++++ 75 - 100 % mortalita. LDsg — koncentracia alkaloidov v kfimnom roztoku,

ktora sposobila smrt’ 50 % vciel. Zdroj: Detzel a Wink, 1993.

6. Vplyv alkaloidov na mortalitu a zdravie kolénii

Reinhard a kol. (2009) testoval toxicky vplyv pyrolizidinovych alkaloidov zo Staréeka
jarného (Senecio vernalis) ato ¢isty monocrotalin a 1,2 — dihydromonocrotalin. V¢ely boli
izolované v klietkach, ktoré boli umiestnené v inkubatore pri teplote 25 + 2 °C, v tme pri
relativnej vlhkosti vzduchu 50 az 70 %. Roztoky boli véeldam podavané v koncentraciach
0,02; 0,2 a 2 % (w/w). PA boli izolované z prirodného zdroja (Senecio vernalis). Roztoky boli
ponukané hladnym véelam po dobu 2 hodin, nasledne bol roztok nahradeny 50 % roztokom
sachardzy ad libitum na d’alSich 46 hodin. Spolu s kazdou sériou testov PA boli vykonané aj
dve kontrolné skupiny. Prva dostala po dobu 2 hodin pred zaciatkom testu Cisty sachardzovy
roztok a druha nedostala pred testovanim ziadne kfmenie. Uhynuté vcely z kazdej klietky boli

odoberané a pocitane po 2, 4, 6, 24, 30 a 48 hodinach. Mitvi jedinci z kazdého Casového
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useku boli ulozeny zvlast’ k d’alSej chemickej analyze, aby mohla byt vykonand so zretel'om
na dobu smrti. Vysledky naslednej analyzy ukazali, Ze monocrotalin sposoboval vyrazne
vy$8iu umrtnost’ v¢iel pri koncentracii 2 %. Naproti tomu 1,2 — dihydromonocrotaline
nespOsobil vyrazny ndrast Umrtnosti oproti kontrole. V kontrolnych skupinach bola
preukdzana vysSia imrtnost’ v skupine druhej, ktorej pred zaciatkom testu nebol poskytnuty
cukorny roztok.

Vplyv nikotinu na v¢elie koldonie bol publikovany v $tadii Kohler a kol. (2012), kde bol
rozdeleny na dve casti. V prvej bol experiment prevedeny na Siestich koldniach vcely
medonosnej (Apis mellifera scutellata) vo vol'nej prirode. Kfmenie im bolo predkladané na
Petriho miskéach, ktoré umoznovali stcasné nakfmenie 50 jedincov. Tieto kimidla boli
umiestnené¢ 1m od vstupu do l'a a vSetky kolonie boli testované sucasne. Na kazdej kimnej
stanici bola v¢elam predloZzena v jednom krmitku voda a v ostatnych sachar6zovy roztok
s nikotinom. Ten bol podavany v koncentraciach 0, 3, 6, 15, 30, 60 a 300 uM. Sachar6zovy
roztok bol predkladany Vv troch koncentraciach (0,15; 0,32 a 0,63 M) v roznych dnoch.
V tomto experimente bolo zistené, Ze repelentny U€inok nikotinu zavisi na jeho koncentracii
v nektari. Tento ucinok bol silnej§i v nektari s nizSou koncentraciou cukornej zlozky.
V druhej ¢asti $tadie bol ucinok nikotinu testovany na 12 koldniach v¢iel, ktoré boli oddelené
v klietkach a kimené jednou zo Styroch koncentracii nikotinu 0 — 300 uM v roztoku 0,63 M
sachardzy po dobu 21 dni. Nizke koncentracie nikotinu nemali vyznamny negativny vplyv na
prezitie koldnie ale so zvySujicou sa koncentraciou nikotinu sa zvySovala aj imrtnost’.

V stadii spracovali Singaravelan a kol. (2005) preferenciu $tyroch vybranych alkaloidov u
vol'ne lietajucich v¢iel (Apis mellifera) v prirodzenych podmienkach. VEelam bol pontkany
20 % cukorny roztok ako kontrola a 20 % cukorny roztok s pridavkom alkaloidov. Vybrané
alkaloidy boli nikotin, anabasin, kofein a amygdalin. Studia bola rozdelena na dva
experimenty. V prvom experimente boli skimané koncentracie v SirSom rozsahu, ktoré
umoznili zistit' prahové Skodlivé koncentracie pre testované alkaloidy okrem anabazinu.
V druhom experimente boli testované koncentracie v prirodzene sa vyskytujuicom rozsahu.
Kazda z koncentracii bola testovand v 3-5 po sebe nasledujucich dioch, kedy v kazdy den
boli testované vSetky koncentracie. Medzi dvomi sledovanymi koncentraciami bol dodrzany
rozstup 5 dni, poCas ktorych bol vceldm podévany len kontrolny roztok. V prvom
experimente bolo sledované, ze Ziadna z testovanych koncentracii amygdalinu nevykazovala
odpudzujici u¢inok voci véelam. Naproti tomu nikotin a kofein vykazovali vo vysSich
koncentraciach vyssi odpudivy ucinok. V druhom experimente, kde boli koncentracie

alkaloidov vyrazne zniZzené na uroven prirodzene sa vyskytujucu v prirode, bolo preukézang,
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ze anabazin ako jediny vykazuje odpudzujici ucinok vo vSetkych koncentraciach. Vcely
davali vyraznll prednost’ niz§im koncentracidm nikotinu a kofeinu ako kontrolnému roztoku.
A spotrebovali taktieZ viac amygdalinu vo vSetkych koncentraciach.

Preferencia véiel (Apis cerana) voc¢i toxickému nektaru z kvetov Tripterygium
hypoglaucum bola publikovana v stadii Tan a kol. (2007). Z vybraného Gl'a bolo nahodne
odobranych 40 v¢iel do kazdej zo Siestich skupin. Tri skupiny dostavali ako potravu toxicky
med a ostatné tri skupiny boli prezentované ako kontrolna skupina, ktorej bol podavany
normalny med zmieSany s cukrom 1:1 aby vznikla kaSicka, ktora bola podavana vcelam.
Vcely boli udrziavané v inkubatore pri teplote 25 °C a 70 % relativnej vlhkosti. Mftve vcely
v kazdej z klietok sa pocitali trikrat denne po dobu 6 dni. V tejto Stadii bolo vytvorenych
niekol’ko sérii testovani. V preferencnom experimente bol véelam podavany toxicky med
z kvetov Tripterygium hypoglaucum v koncentracii 0,6 pg/g, ¢o je koncentracia, ktord je
vyssSia ako Vv zriedenom mede, a kontrolny 30 % sachar6zovy roztok. Boli zistené vyrazné
rozdiely vo frekvencii a casoch navstev v€iel medzi kontrolnym a toxickym roztokom.
Vysledky testov ukazali, Ze frekvencia navstev véiel na podavacoch s kontrolnym roztokom
bola podstatne vyssia U podavaca s toxickym. Podobne aj ¢asy nasavania roztoku z podavaca
boli dlhsie u kontrolnej skupiny.

Gegear a kol. (2007) otestovali preferenciu ¢meliakov (Bombus impatiens) voci alkaloidu
gelseminu, ktory sa nachadza v nektari Jasminovca (Gelsemium sempervirens).
V prirodzenych podmienkach sa gelsemin v nektari nachadza v rozmedzi 5,8 — 246,1 ng/uL.
Dizajn experimentu bol postaveny na vytvoreni umelych kvetov aliky za pomoci
mikroskumaviek a polyesterovych dosiek potiahnutych zelenym papierom pre lepSiu imitaciu.
Kvety boli vytvorené v dvoch farbach, ZIté a modré, kde zIté imitovali kvety Jasminovca
(Gelsemium sempervirens). Kvety v experimente boli rozdelené do piatich skupin podla
obsahu sacharézy a gelseminu. Skupiny: 1A (30 % sachar6za s 50 1 ng pL gelseminu), 1B
(50 % sachardza s 50 ng uL. gelseminu), 1C (30 % sacharéza s 5 ng uL gelseminu), 2 (30 %
sachardza s 50 ng/uL gelseminu) a skupina 3 (30 % sacharozy s 125 ng/ul gelseminu).
Koncentracie gelseminu boli vybrané na zaklade vyskytu v prirode. Kazda skupina s ur¢enou
koncentraciou bola ¢meliakom ponukana v 30 kvetoch, s kazdym opakovanim boli miesta
randomizované a taktiez boli obmenené farebné goliere, aby nedochadzalo k farebnej alebo
pamitovej preferencii. Kvetiny boli naplnené 3 pL nektaru a po odCerpani boli hned’
doplnené. Preferencia ¢meliakov bola vyrazne ovplyvnena koncentraciou gelseminu v nektari.

Nevykazovali preferenciu nektaru, kde bola koncentracia sachardzy s alkaloidom vyssia. Pri
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percentudlnom vypocte navstev jednotlivych skupin bolo zistené, Ze najnavsStevovanejSou
skupinou bola 1A, ktora obsahovala 30 % sacharozy s 50 ng/uL gelseminu.

V stadii Singaravelan a kol. (2006) boli testované tri rozne koncentracie nikotinu na
zivotaschopnost’ kolonie vciel. Experiment bol rozdeleny na viac sekcii. Hlavnymi
sledovanymi tdajmi bola zivotaschopnost’ lariev a dospelych vciel pri podavani 20 %
cukorného roztoku s pridavkom nikotinu v koncentraciach 0,5; 5 a 50 ppm. Experiment bol
realizovany v priebehu 26 dni a Styroch opakovaniach. Vo vysledkoch bolo zistené, ze vcely
zhromazd’ovali roztok s vynimkou roztoku s koncentraciu nikotinu 50 ppm. Pri tejto
koncentrécii podstatne znizili svoju aktivitu ako aj prijem potravy po 15 d. Pri podavani
vybranych koncentracii nikotinu tvorila prezite'nost’ u dospelych v¢iel v kazdej skupine viac
ako 80 %. Bolo taktiez zistené, ze podavanie roztoku s pridavkom nikotinu nemalo podstatny
vplyv na liahnutie lariev. Vo vSetkych koloniach bolo vyliahnutych priblizne 70 % lariev.
Mierne nesignifikantné znizenie liahnutia sa vyskytlo pri podavani roztoku s 50 ppm nikotinu.
Prirodzene sa vyskytujice koncentracie nikotinu (0,5 — 50 ppm) Vv nektari neovplyvnili
Zivotaschopnost’ lariev. Avsak roztok s koncentraciou nikotinu 50 ppm znizuje prezitel'nost
lariev 0 30 % viac ako ostatné koncentracie. K vysokej imrtnosti lariev dochadzalo hlavne
U 3 dni starych lariev.

V¢ely su dolezitym opel'ovacom avokada. AvsSak, vzhl'adom k nizkej atraktivite kvetov, je
opelenie Casto nedostato¢né. Aj preto vypracoval Afik a kol. (2006) studiu, ktora sa zaobera
mimo iné aj preferenciou vc¢iel k medu z avokada (Persea americana: Lauraceae) a vplyv
fenolovych latok na preferenciu medu. Kolonie vciel boli drZzané v izolatnom stane
0 rozmeroch 12 x 6 x 3m. Pre preferencny test medu boli pripravené kazdy den tri rézne
roztoky (avokadovy med, med nepochadzajuci z avokada a sachar6za riedena s destilovanou
vodou na 60% roztok). Roztok bol v¢elam predkladany v 200ml kfmidlach. Tieto kimidla
boli umiestnené v kruhu, 15 cm od seba, na kolotoci, ktory sa pomaly otacal aby sa dalo
zabranit' zaujatosti na jedno miesto. Experiment bol zastaveny v momente ked’ spotreba
jedného z roztokov dosiahla 130 ml alebo po uplynuti 4h od zaciatku testovania. Bolo zistené,
ze veely maju vicsiu preferenciu k cukornému roztoku, ale preferencie ostatnych testovanych
roztokov sa zvySuje so zvysujucou sa koncentraciou cukrov v roztoku. Pri zistovani vplyvu
fenolovych zlucenin v tejto $tadii boli véelam predkladané tri r6zne roztoky a to zriedeny
avokddovy med, sachar6zovy roztok s pridavkom koncentratu fenolovych zlacenin
z avokadového medu a roztok sachardzy s etanolom (rozpustadlo). V kazdom podévaci boli
predkladané roztoky v mnozstve 200 g. Tymto testom bolo zistené, Ze vcely uprednostiiuji

roztok sachar6zy obohatenej o fenolové zluCeniny nez ostatné roztoky. Medzi roztokom
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z avokadového medu a sachar6zovym roztokom neboli vyznamné rozdiely v preferencii
sledované, pravdepodobne v dosledku silnej pritazlivosti zo strany obohateného roztoku.

Ricin oby¢ajny (Ricinus communis) je tropicka rastlina, ktora je Siroko distribuovana po
celom svete. V Brazilii je z velkej Casti pouzivana na vyrobu oleja spracovavaného na
bionaftu. Toxické ucinky pelu z R. communis pre vcely (Apis mellifera) boli testované
v §tadii de Assis Juniour a kol. (2011). Na tento experiment boli pouzité vcely rovnakej
vekovej skupiny, ktoré boli odobraté z ul'a. Tri skupiny boli vytvorené po 20 vcelach, ktoré
boli umiestnené do dreveného boxu ( 11 cm x 11 cm X 7 cm ) atakto boli drzané
v aklimatizacnej komore pri 32 °C a 70 % relativnej vlhkosti. Bola im poddvana diéta
zmie$anim praskového cukru (83 %) s medom (17 %). Pel’ z R. communis bol pridavany do
diéty v mnozstve 0 %, 2,5 %, 5 % a 10 % (w/w). Kazda diéta bola podavana 60 vcelam, ktoré
boli nasledne sledované kazdy defi az do posledného tumrtia. Vo vysledkoch bolo
publikované, ze pridavok pelu z R. communis zvySoval mortalitu véiel v priebehu
experimentu. Bolo to zavisle aj na poddvanom mnozstve, kde pridavok 10 % pelu posobil
najtoxickejsie a 2,5 % najmenej oproti kontrole, kde nebol pridavany vobec.

Delphinium barbeyi (Ranunculaceae) je trvalka vyskytujuca sa na vlhkych subalpskych
lukach v skalnatych horach USA. V nektari obsahuje norditerpénové alkaloidy, ale
v koncentraciach, ktoré su podstatne nizsie ako tie, ktoré boli najdené v jej listoch a kvetoch.
V studii Manson a kol. (2013) skimal do akej miery majt alkaloidy z nektaru Delphinium
barbeyi vplyv na ¢meliakov. Bombus appositus bol podavany cukorny roztok obohateny
o alkaloidy v koncentraciach: 0 ug/uL (kontrola); 0,1 ug/uL; 1 pg/ul; 2 pg/ul a 4 ng/ul. Vo
vysledkoch bolo publikované, Ze uc¢inok nektaru s pridavkom alkaloidov je zavisly na
podavanej koncentracii. So zvySujicou sa koncentraciou alkaloidov v potrave sa znizovala
aktivita a sila ¢meliakov.

Cook akol. (2013) taktiez testoval vplyv norditerpenovych alkaloidov z rastlin rodu
Delphinium a ich u¢inok na ¢meliaky (Bombus impatiens). Cmeliakom bola podévana diéta
s pridavkom alkaloidov z D. barbeyi o s$tyroch koncentraciach (0,1; 1; 2 a4 mg/ml).
Alkaloidy boli pridavané do 45% roztoku sacharézy, ktory bez pridavku sluzil ako kontrola.
Cmeliaky boli pre experiment odobrané z troch kolonii aby neboli vysledky ovplyvnené
jednotlivou koloniou. Nasledne boly rozdeleny do skupin aumiestneny do fTastiCiek,
Vv ktorych boli po dobu 2h ponechany bez akejkol'vek potravy. Potom sa im podalo 500 ml
potravy s pridavkom kazdej z koncentracii alkaloidov. Bolo zistené, ze vcely, ktorym bol

podavany sachar6zovy roztok s pridavkom alkaloidov znizovali svoju aktivitu v zavislosti na
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podavanej koncentracii. K najvys$Siemu poklesu aktivity doslo v skupine, ktorej bola
podavana diéta s pridavkom alkaloidov o koncentracii 4 mg/ml.

V stadii Manson akol. (2010) bol testovany ucinok gelseminu z rastliny Gelsemium
sempervirens voc¢i prvoku Crithidia bombi. Boli pouzité koncentracie prirodzene sa
vyskytujuce v prirode ato vrozmedzi 5,8 az 246,1 ng/ul, ktoré boli aplikované¢ do 30%
sachar6zového roztoku. K pokusu boli pouzité skupiny po 20 ¢meliakoch z piatich réznych
Glov, ktoré boli infikované C. bombi. Cmeliaky boli chované v jednotlivych 15 ml flasiach,
kde im bola podévana diéta v mnozstve 5 ml bud’ ako kontrola (30 % roztok sachardzy) alebo
s pridavkom gelseminu v 30% roztoku sacharézy, spolu s pelom po dobu 10 dni. Tymto
experimentom bolo zistené, Zze strava bohatad na gelsemin u ¢meliakov zniZuje intenzitu
infekcie C. bombi. Po 7 dinoch od infekcie bolo u ¢meliakov, ktorym bola podavana diéta
s obsahom gelseminu, zistena 2,2krat zniZzena intenzita infekcie ako u kontrolnej skupiny.
Gelsemin zabranil tazkym infekénym priznakom v siedmych dioch. Bola taktiez zistena
zavislost’ velkosti a intenzity infekcie, kde sa u ¢meliakov vacsej konstiticie vyvinula I'ahsia

infekcia ako u mensich.

7. Ochorenia vciel suvisiace so stravou

Vcely nachadzaju v prirode jedovaté druhy pelu alebo nektaru. Pel =z iskernika
(Ranunculus auricornus) obsahuje jedovaty alkaloid anemonin, iny pel’ obsahuje toxické cukry,
hlavne galaktozu alebo D — mandzu a L — mandzu. Taktiez niektoré duhy lip (Pilia tomentosa,
T. argentea, T. platyphilla) maji jedovaty nektar nielen pre véely, ale aj pre rozne druhy
¢meliakov. V niektorych rokoch je toxicky nektar u jerlina (Sophora japonica) aj u pagastanu
konského (Aescitius hippocastanum). Pri¢inou su spravidla toxické cukry v nektari. Iné druhy
nektaru nie st toxické pre veely, ale st jedovaté pre cicavce. Z historie su zndme jedovaté medy
z rododendrénu (andromedotoxin) z Malej Azie, d’alej z Nového Zélandu obsahujiice rutin
a hyenanchin. Ak maju vcely pristup do potravinarskych zavodov, méZzu sa otravit’ napr.
prepalenym cukrom pri poZziari cukrovaru alebo pivovaru. Pri¢inou je rozklad cukru na karamel.
Pre véely si jedovaté aj saponiny obsiahnuté v nerafinovanom repnom cukri. Dalsie zdroje
toxickych latok v potrave st nevhodne vyrobené invertné cukry. Otravy vciel mdze sposobit’
v zimnom krmive aj kuchynska sol’ v koncentracii 1 %, celoro¢ne potom tiez t'azké kovy ako je
med’, kobalt, olovo ainé. Taktiez kyselina benzoova, pouzivana konzervarskom priemysle

a potravinarskych farbivach, tzv. bretoby, mozu spdsobit’ otravy vciel (Vesely a kol., 1985).
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7.1 Uhyn plodu hladom

K thynu plodu hladom s jeho naslednym pozieranim vcelami dochadza najcastejsSie ku
koncu zimy ana zaciatku jari, v dosledku nedostato¢ného zasobenia vcelstva kvalitnou
potravou. Na dne Gl'a v bunkach plastu nachadzame pokozky z vysatého nezavieCkovaného
plodu. U zavieCkovaného plodu byvaju porusené vieCka a vysaté makké casti kukiel.
V lethom obdobi sa mézeme stretnat’ u vciel, ktora maju trubcokladné matky alebo trubdice,
s uthynom trubc¢ieho plodu v désledku podvyzivy a zlého oSetrenia vcelami. Uhynuty plod
nebyva véelami vysaty. Ostava v bunkach arozklad4d sa s priznakmi podobnymi hnilobe
véelieho plodu. K odliseniu od hniloby je nutné mikroskopické a kultivaéné vysetrenie

(Vesely a kol., 1985).

7.2 Uplavica véiel (Laxatio apium)

Uplavicou oznaGujeme chorobny stav, pri ktorom dochadza ku kaleniu véiel v uli.
Vyskytuje sa ako samostatné ochorenie, ¢asto vSak byva sprievodnym priznakom inych
chordb. Priinou samostatného ochorenia byva nevhodné potrava, zvlast medovicové medy,
S vysokym mnozstvom nestravitenych latok, ¢asté vyruSovanie vcelstva zo zimného kl'udu,
vysoka vlhkost’ v uli, strata matky a pod. Chorobny stav prebicha tak, ze uvedené priciny
spdsobuju zvyseny prijem potravy bud’ malo stravitel'nej alebo k tihrade energie. Nestravena
potrava alebo jej zvysky sa v zvySenej miere hromadia vo vykalovom vaku. Ako nahle vaha
vaku prekro¢i 46,3 % celkovej vahy véely, povolia zvierace vykalového vaku a dochadza ku
kaleniu. Ak nemdze vcela pri nepriaznivom pocasi opustit’ Ul’, kali v nom. Postihnuté vcely
maju nafuknuty zadoCek, opustaju zimné hrozno a kalia v uli. Plast a steny ul'a su pokryté
vykalmi. Pri silnej Uplavici sa $iri z ul'a odporny zapach. NajcastejSie sa vyskytuje v oktobri,

decembri a januari (Lucky, 1972).

7.3 Pelova zapcha v¢iel (Obstipatio pollinaris apium)

Obycajne sa vyskytuje v maji umladych vc¢iel krmiciek a kojiciek. Je pre nu vzity
zastaraly nazov ,,mdjovka“. Pri¢inou ochorenia je pravdepodobne namrznuty pel, ktory je
v rannych hodiniach po chladnej noci, kedy teplota klesne k 0 °C alebo aj pod bod mrazu,
nazbierany a V pel'ovych vackoch prineseny do tl'a. Pri nedostatocnych pel'ovych zasobach je
krmickami alebo kojickami thned’ pozity. Chladné pocasie znemozZnuje mladuskam vyletiet,
takZe sa nemo6zu v pravy Cas vyprazdnit' a lietavky nemézu prinaSat’ vodu. Tym dochadza

k zahusteniu obsahu v traviacom trakte a naslednej zapche. Zapcha je d’alej vysvetl'ovana aj
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velkym prijmom cerstvého, doposial neskvasené¢ho pelu, ktory je tazko stravitelny.
Postihnuté mladusky vybiehaju z ula, maju nafiknuty zadocek a S nédmahou vytlacuja
nitkovité, nazltl¢, polotuhé vykaly. Pretoze nevedia eSte poriadne lietat’, padaji casto na zem,
kde sa zhlukuji v malé hrozienka a hyni chladom. Chorobny stav sa vyskytuje od aprila do

juna (Lucky, 1972).

7.4 Toxikozy véiel (Intoxicationes apium)

Otravy véiel byvaju najCastejSic vyvolané toxickymi latkami, Ktoré sa pouzivaju
k hubeniu rastlinnych skodcov alebo sa vyskytna v potrave vciel. Podla etiologie, priebehu
a patologickych zmien rozliSujeme otravy pelové, nektarové, medovicové a pod. (Lucky,

1972).

7.4.1 Pelové toxikozy

K intoxikacii pelom dochadza prevazne u v¢iel — krmiciek, ktoré prijimaja pel’ vo
velkych davkach. V nasich podmienkach je toxicky pel’ z iskernika (Ranunculus auricornus),
vyvolavajuci ochorenie podobné zapche. Postihnuté véely nachadzame na lietaku alebo na
zemi pod ulom. Jedna sa o uhynuté alebo hyniice véely s nafiknutym zado¢kom. Zaludok
acdreva su pri pitve zvacsené, naplnené pelovou masou, zltej farby a tuhej konzistencie.
Objavuje sa od maja do jula, obvykle nahle, trva niekol’ko dni, rychle ustupuje a sposobuje

vel'ké skody (Lucky, 1972).

7.4.2 Nektarové toxikézy

K intoxikacii niektorymi druhmi nektarov dochadza u véiel lietaviek a mladusiek.
U nas to byva nektar niektorych jedovatych rastlin ako je blen (Hyoscyamus niger), jesienka
(Colchicum autumnale), gastan konsky (Aesculus hippocastanum) a pod. Priotravené vcely je
mozné zastihnit’ priamo na kvete alebo hynu na ceste do Ul'a. Tato prudka intoxikécia ostane
vacSinou nepovSimnuta a taktieZ straty na vcelstve, ktoré nebyvaju obvykle velkeé, byvaju
nepatrné. Pri nektarovej intoxikacii nezistime na Zalidku a ¢revach Ziadne Specifické zmeny.

Vyskyt nie je Casty, straty na velstve sa rychle nahradia (Lucky, 1972).
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7.4.3 Medovicové toxikozy

Chorobny stav postihujuci véely je vyvolany toxickymi latkami, ktoré st obsiahnuté
v Cerstvej medovici a medovicovom mede. VacSina autorov sa zhoduje v nazore, Ze toxickymi
latkami si rézne mineralne latky. Toxicita medovic stipa s pribudajicim mnozstvom
usadeniny pri lichovej skuske. Pozorovanymi zmenami je tmavohnedy zadocek, ktory po case
ernie. Zaludo¢na sliznica byva porusend, epitel sa odlupuje a zaludoéna stena sa stiva
tenSou. Stenou zaltidka prestupuju baktérie a cudzopasiaci prvoci. Silne postihnuté vcely
opustaji zimné hrozno a rozliezaju sa po uli, padaju na dno, a tie ktoré maji vel'mi naplneny
vykalovy vak alebo hnacku vyliezaju z al'a. Hynutie vrcholi obvykle koncom zimy a potom

na jar. Nezriedka uhynie aj matka (Lucky, 1972).
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8. Experimentalna cast’

8.1 Experiment — Preferen¢ny test

8.1.1 Material

Roztoky a reagencie

e Glukodza e Kofein 98 % (Sigma - Aldrich)
e Fruktoza e Senecionin 95 % (Sigma)
e DMSO e Gelsemin
e Nikotin 98 % (Sigma) e ddH.0
Pristroje
e Scaltec

e Analytické vahy
e Pipety Eppendorf

Dalsi pouZity material
e Mikroskamavky Eppendorfky (1,5 ml)
e Farebny papier (zlty, zeleny)

e Polystyrénova doska

8.1.2 Priprava umelych kvetov a dosky

8.1.2.1 Umelé kvety

Na kazdé z opakovani preferenéného testu bolo pouzitych 75 kvetiniek, na ktorych
pripravu bolo pouzité: ZIty tvrdsi papier, mikroskimavky 1,5 ml, noZnice, pravitko, kruZzidlo,
analytické¢ vahy, farebne fixky. Najprv boli na papier predkreslené kruzidlom kolieska
0 priemere 3 cm, ktoré boli nasledne vystrihnuté a v prostriedku prestrinnuté. Do kazdého
papierika bola vlozena mikroskimavku, aby vznikli kvetinky (Obr. 2.). Takto pripravené
kvety boli popisané farebnymi fixkami, aby pri pozorovani testu bolo rozoznatelné o aky
alkaloid sa jedna. Kazda z kvetiniek bola samostatne predvazena a vaha zaznamenana do

tabuliek.
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8.1.2.2 Polyesterova doska

Dosku bola pripravena tak aby imitovala liku s kvetmi. Na pripravu bolo pouzité: dve
polystyrénové dosky o rozmeroch 0,5m x 1m, oblepent z oboch stran tvrd$im zelenym
papierom. Kvety boli v doske umiestnené do ststrednej $piraly so 75 poziciami. Pozicie boli
skalpelom vyrezané jamky umoziujice fixaciu kvetov (Obr. 3.). Jednotlivé pozicie na Spirale
boli o¢islované a poradie kvetiniek v experimente bolo vzdy randomizované podl'a generatoru

nahodnych cisel.
8.1.3 Priprava roztokov

Zasobny roztok — Na analytickej vahe sme si predvazili mikroskimavku do ktorej sme
nasledne navazili 1 mg vybraného alkaloidu, do ktorého bol pridany 1ml DMSO. Takto
pripraveny roztok sa mieSal do rozpustenia alkaloidu na Scaltecu.

Cukorny roztok — Do 200 ml sklenenej fl'ase so uzaverom sa navazilo 10 % fruktozy a 10 %
glukozy, ktoré bolo nasledne doliate do 200 ml dd H,O a miesané do rozpustenia cukrov
Vv roztoku.

Testované koncentracie roztokov — 50,0; 16,7; 5,6; 1,9; 0,6; 0,2 (ng/ml)

Tieto koncentracie sa pripravovali 3-nasobnou riediacou radou. Pripravila sa rada Siestich
mikrosktimaviek. Do prvej sa napipetovalo 105 ul cukorného roztoku a pridalo sa 105 pl
roztoku v DMSO, tym vznikla koncentracia 500 pl/ml (a celkom objem 210 pl), do ostatnych
5 mikroskamaviek sa napipetovalo po 140 pl cukorného roztoku. Z prvej mikroskimavky sa
odobrala 1/3, tj 70 ul a dala sa do druhej, pretrepala sa na Scaltecu a zase sa z nej odoberalo
70 ul d’alej (do tretej) atd. aZ po Siestu, z ktorej bolo tiez odobranych 70 pl ale toto mnozstvo
sa odstranilo. Na koniec sme dosiahli to, ze v kazdej mikroskiimavke bolo 140 pl roztoku
0 koncentracii 10x vySSej nez vysSie uvedene;j.

Roztok podavany véelam — Do predvazenych a popisanych mikroskimaviek sme
napipetovali 1080 ul cukorného roztoku a 120 pl sa pridavalo k roztoku s odpovedajicou
koncentraciou, tak aby nakoniec bolo v kazdej mikroskiimavke 1200 pl roztoku.

Kontrolny roztok podavany véelam — Do troch mikroskimaviek, ktoré boli vopred
oznacené ako kontrola sa napipetoval cukorny roztok v mnozstve 1200 ul bez pridavku

alkaloidov, len s odpovedajticimi koncentraciami DMSO.
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8.1.4 Postup preferencnych testov

Preferencia vciel bola testovand na Styroch vopred vybranych alkaloidoch: nikotin,
kofein, gelsemin a senecionin (Sigma — Aldrich). Zdrava kolonia Apis mellifera carnica bola
premiestnena do izola¢ného stanu (Obr. 4.) bez prirodného zdroja potravy, s vynimkou
ulozenej zasoby pel'u a medu. Na takto oddelenej kolonii bol vykonany preferen¢ny test.
Umelé kvety boli vyrobené z mikroskimavky Ependorf 1,5 ml s golierom zo zltého papiera
opriemere 3 cm. Takto pripravené kvety boli naplnené 20% cukrovym roztokom
a zodpovedajicim mnozstvom roztoku s alkaloidom, ktory bol pripraveny sériovym riedenim
a tri skaimavky boli neplnené len 20 % cukrovym roztokom, ktory sluzil ako kontrola. Kazdy
kvet bol zvlast’ navazeny a hodnoty boli zaznamenané do sumarizacnych tabuliek. Vsetkych
75 mikroskiimaviek bolo umiestenych na polystyrénovej doske, na ktorej mali vopred urcené
nahodne vybrané miesto. Tieto miesta pre skimavky boli nahodne vyberané pre kazdé
opakovanie znova atiez boli ukazdého opakovania vymienané ,kvety* aby bolo mozné
zabranit akémukol'vek feromonovému znaceniu alebo zapaméitaniu si miesta vcelami
ataktiez aby nedochadzalo k znecisteniu, ktoré mohlo ovplyvnit koneény vysledok.
Pripravena polystyrénova doska s umelymi kvetmi bola umiestnena vo vzdialenosti jedného
metra od vstupu do ul'a (obr. 1.). Kazdy z vybranych alkaloidov bol testovany v 5 riedeniach
a 3 opakovaniach na predkladanej doske a cely experiment bol vyhotovovany zvlast. Cely
preferencny pokus bol rozdeleny na dva sety, A a B. Set A zahriioval koncentracie alkaloidov
0,5—4 pg/ml. Bol vykonany v troch po sebe idticich diioch v Siestich opakovaniach, prvé rano
a druhé poobede. Set B zahrnoval koncentracie vybranych alkaloidov 0,2—50 pg/ml. Bol
vykonany v dvoch po sebe iducich dioch, takze v Styroch opakovaniach, kde prvé prebehlo
rano a druhé poobede. Jednotlivé opakovania boli ukonéené, ked v kvetoch s kontrolnym
roztokom kleslo mnozstvo na 0,5 ml. Nasledne bola celd doska odobrana, kvety vyzbierané
azvazené. Tieto navazky boli porovnané s vahou kvetov v prazdnom stave a s vahou

naplnenych pred testovanim. Data boli analyzované IBM SPPS Statistics pomocou t-testu.
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Obr. 1.: Nakres preferen¢ného testu
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8.2 Experiment — Umely odchov larviciek

8.2.1 Material

Roztoky a reagencie

e 15% roztok glycerolu e Glukoza (Sigma)

e NaCl e Fruktoza (Sigma)

o K3SO,4 e 96% etanol

e Materska kasicka e ddH)O

e Kvasnicovy extrakt e Oxytetracyklin (Sigma)
Pristroje

e Scaltec e Ohrevna platnicka

e Analytické vahy e Inkubator

e Pipety Eppendorf e Flow box

Dalsi pouZity material

e 48 - jamkové¢ kultivaéné dosticky e Spicky (rézne velkosti)

e Dentélne tampony e Lupa

e Materské misticky e Plastovy box

e Tenky Stetec (na prelarvovanie) e Chemické kadi¢ky

e Pinzeta e Skumavky s uzaverom 10 m

8.2.2 Priprava roztokov

dd H,0 — Voda bola zvolena ako ultra¢ista Millipore a bola pred testom autoklavovana.

15% glycerol — Ak bol pripravovanych 100 ml 15 % glycerolu tak bolo do sterilnej flase so
uzaverom naliatych 15 ml 100 % glycerolu a doliatych dd H,O do 100 ml. Frasu bola
uzatvorena a poriadne premiesana aby sa glycerol zmiesal s vodou.

Nasyteny roztok K,SO4 — Bol pripraveny v chemickej kadicke tak, ze sa v nej ohriala voda
Vv ktorej sa postupne nechal rozpustat’ krystalicky K,SO4. V bode kedy sa prestal rozptstat’ sa
do kadicky pridala lyzicka K,SO, a tento roztok sa pouzil v teste.

Nasyteny roztok NaCl — Bol pripraveny v chemickej kadicke tak, ze sa v nej ohriala voda
Vv ktorej sa postupne nechal rozpustat’ krystalicky NaCl. V bode kedy sa prestal rozpustat’ sa

do pridala lyzicka NaCl a tento roztok sa pouzil v teste.
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Zasobny roztok Oxytetracyklinu — Do prazdnej mikroskimavky sme navazili 2 mg
oxytetracyklinu, ktory sa dolial do 1 ml DMSO a nechal sa rozpustit’.
Zasobny roztok Sangvinarinu — Do dvoch prazdnych mikroskiimaviek sme navazili 1

a 0,5 mg sangvinrinu, ktoré sa doliali do 1 ml DMSO a nechal sa rozpustit’.

8.2.3 Priprava kultivacnej doSticky

S dostickami sme pracovali vo Flow boxe za maximalnej sterility. Najprv sme si
pripravili vedl'a Flow boxu vSetky potrebné nastroje a roztoky.
Na pripravu sme pouzili zabalené sterilné 48 - jamkové dosticky, dentalne tampony (narezané
na mensie kusy, tak aby sa nadm zmestili do jamky), materské misky (vysterilizované),
pinzetu, noZnice, pipetu so $pi¢kami, 15% glycerol, 96% etanol.
Pred tym nez sa zacali pripravovat’ dosticky vSetko sa muselo dokladne vydezinfikovat
dezinfekénym prostriedkom a pred tym nez sme ¢okol'vek vlozili do Flow boxu muselo sa to
ostrieknut’ 96 % etanolom.
Do kazdej jamky na mikrotitra¢nej dosticke sme vlozili kusok dentdlneho tamponu, ktory sa
zatlacil na dno dosti¢ky. Nasledne sa do kazdej jamky napipetovalo 500 pl 15% glycerolu. Na
takto pripravené jamky sa naskladali materské misky, do ktorych sa pred larvovanim

napipetovalo uréené mnozstvo diéty.

8.2.4 Priprava diéty

Boli pripravené tri rézne diéty, A, B a C, ktoré sa liSili zloZzenim a kazda bola
davkovana v urcitej faze vyvoja vcely. Do predvazenych skamaviek typu Falcon (15 ml) sme
navazili vopred ur¢ené mnozstvo fruktozy, glukozy a kvasnicového extraktu v suchom stave.
Takto pripravena diéta sa pred poddvanim larvam doplnila do objemu 10ml dd H,O

a nasledne sa zmieSala s materskou kasSickou v pomere 1:1.

Dieta (v suchom stave):

1,29 1,29 0,29
1,5¢ 1,59 0,39
1,89 1,89 0,49

F - fruktéza; G - glukdza; YE - kvasnicovy extrakt
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8.2.5 Postup pri larvovani a odchove larvi¢iek

Tento test bol vykonavany vo viacerych opakovaniach, kvoli potvrdeniu vysledkov.

Kazdy zaciatok opakovania predstavoval pripravu $tyroch dosti¢iek a odber larvi¢iek (Obr. 5).

Tri zo Styroch dostiiek obsahovali okrem urcenej diéty pridavok nejakej testovanej latky a

stvrta dosticka fungovala ako kontrola, kde bola larvickdm podavana potrava s pridavkom

DMSO. DMSO bol v predoslych testoch vyhodnoteny ako netoxicky a neznizujtci mortalitu

lariev pri danych koncentraciach (neskor vyslo najavo, Zze tomu tak byt nemusi).Vybrané

latky predstavovali antibiotika (oxytetracyklin) v koncentracii 20 pg/ml a sanguinarin, ktory

bol podavany v koncentracii 0,1 a 0,05 pg/ml. Tieto koncentracie boli pripravené v DMSO

apridavané do diéty v mnozstve 10ul na 1ml diéty. V kontrolnom roztoku bol pridavok
10 pg/ml DMSO.

1.

2.

Deii - Do kazdej jamky vopred pripravenej kultiva¢nej dosticky sme napipetovali
10pl diéty A (diéta A v suchom stave zmiesana s dd H,O do 10 ml), ktora je zmieSana
s materskou kaSi¢kou v pomere 1:1. Kfmenie muselo byt ohriate vo vodnom kupeli na
teplotu 37 °C. Po napipetovani diéty do kazdej jamky s ¢o najvacSou opatrnostou sme
prelarvovali larvi¢ky z vybraného plastu za pomoci $tetca. Po kazdej vybranej larvicke
sa musel Stetec oCistit’ 96% etanolom a nasledne dd H,O. Takto pripravent dosticku
s larvickami sme vlozili do plastového boxu, kde bola pripravena kadic¢ka s nasytenym
roztokom K,SOy, ktory udrzoval vlihkost 96 % po dobu 7 dni. Plastovy box sa uzavrel
a vlozil do inkubétora, ktory sa nechal vopred predhriat’ na teplotu 36°C a tato teplota
bola udrziavana po celt dobu odchovu.

Deii - V tento den sa larvicky nekfmili. Kontrolovala sa, len ich Zivotaschopnost’. Ak
bola najdend nejaka larvicka mftva, bola odstranena spolu s materskou miskou

a dentalnym tamponom.

3. Deii - Najprv bola skontrolovana zivotaschopnost’ larvi¢iek a nasledne boli nakimené

4.

uréenou diétou. V tento den im bolo podavanych 20 ul diéty B (diéta B v suchom
stave zmiesana s dd H,O do 10 ml), ktora je zmieSana s materskou kasi¢kou v pomere
1:1. Kfmenie muselo byt najprv predhriate vo vodnom kupeli na 37°C a nésledne
podané larvickdm. Po nakfmeni sa larvicky vratili do boxu v inkubatore.

Deri - Bola skontrolovana Zivotaschopnost' larviciek a nésledne boli nakfmené
urcenou diétou. V tento den im bolo podavanych 30 pl diéty C (diéta C v suchom

stave zmieSana s dd H,O do 10 ml), ktora je zmieSana s materskou kasi¢kou v pomere
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1:1. Kfmenie muselo byt najprv predhriate vo vodnom kupeli na 37°C a nasledne
podané larvickam. Po nakimeni sa larvic¢ky vratili do boxu v inkubatore.

. Dert - Najprv bola skontrolovana zivotaschopnost’ larvi¢iek a nasledne boli nakfmené
uréenou diétou. V tento defi im bolo podavanych 40 ul diéty C (diéta C v suchom
stave zmieSana s dd H,O do 10 ml), ktora je zmieSana s materskou kasi¢kou v pomere
1:1. Kfmenie muselo byt najprv predhriate vo vodnom kupeli na 37°C a nasledne
podané larvickdm. Po nakfmeni sa larvicky vratili do boxu v inkubétore.

. Dent - Bola skontrolovand zivotaschopnost’ larviiek a nasledne boli nakfmené
urcenou diétou. V tento den im bolo podavanych 60 ul diéty C (diéta C v suchom
stave zmieSana s dd H,O do 10 ml), ktora je zmieSana s materskou kasi¢kou v pomere
1:1. Kfmenie muselo byt najprv predhriate vo vodnom kupeli na 37°C a nésledne
podané larvickam. Po nakimeni sa larvi¢ky vratili do boxu v inkubatore.

. Deii - Larvicky sa tento den prestavali kimit. Pod lupou bola skontrolovana
zivotaschopnost’ larviciek a nasledne boli vratené do plastového boxu v inkubatore.

. Dent - Bola pod lupou skontrolovand zivotaschopnost’ larvic¢iek. Pocet prezivsich

larvi¢iek bola zapisana do tabuliek, ktoré boli nasledne vyhodnotené.
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9. Vysledky

9.1 Vysledky preferenéného testu

Z vysledkov vyplyva, Ze vSetky testované alkaloidy v umelom nektari vykazuju
Statisticky vyznamny (P<0,05) repelentny u¢inok voci véelam v koncentraciach vyssich ako
17 pg/ml. U senecioninu a kofeinu bol preukazany repelentny ucinok od koncentracii vyssich
ako 6 pug/ml. V koncentracii 1-3 pg/ml, bolo viditené preferen¢né spravanie na niektorych
kvetoch, ktoré obsahovali nepatrné mnozstvo kofeinu, gelseminu a nikotinu, ale nie
senecioninu (graf 1). Kofein, gelsemin a nikotin boli prijimané frekventovanejsie u v¢iel a to
0 20, 19 a 10 %, respektive viac ako kontrolny roztok. Tento ucinok nebol Statisticky
vyznamny oproti kontrole s vynimkou kofeinu v koncentracii 2 pg/ml, ktory bol prijimany
vyznamne viac (P<0,05). Nase vysledky ukazuju, Ze senecionin je pre véely repelentny, ale aj
ostatné¢ alkaloidy sa zdaji byt v nejakej oblasti pre vcely atraktivne. Oba nezavislé
experimenty ukazali podobny priebeh, s vynimkou gelseminu, kde oba nezavislé pokusy
vykazuju voci kontrole repelentny ¢i mierne preferenény vplyv.

Graf 1.: Vysledky dvoch nezavislych experimentov vykonanych v 6—7 opakovaniach. Zvislé

usecky znacia strednt chybu priemeru.
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Prvy experiment, sa zameriava na rozmedzie koncentracii 0,5—4 pg/ml za pouzitia
dvojnasobného riedenia. Druhy experiment ukazuje, preferen¢ny tcinok Styroch alkaloidov v

Sirokom rozsahu koncentracii 0,2 — 50 pg/ml pripravenych trojnasobnym riedenim.
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V kontrole bol zaznamenany 100% prijem. Zvislé usecky ukazuju, Statisticky vyznamny

rozdiel P<0,05 kontroly.

9.2 Vysledky — Umely odchov larviciek

Z vysledkov zobrazenych v grafe ¢. 2. vyplyva, Ze k poklesu zivotaschopnosti larviciek
dochadzalo uz v druhom dni odchovu. K najviésej timrtnosti larvi¢iek doSlo v Siestom dni
a to u vsetkych skupin okrem kontroly. V tejto skupine bol pokles menej vyrazny. V posledny
den testu je viditelna vyrazna umrtnost uskupiny S 0,05 (s pridavkom sanguinarinu
0,05 ug/ml), kde bol narast umrtnosti larvié¢iek oproti prvému diiu o 71,5 %. Tento trend bol
preukazany aj u ostatnych skupin ato 0 63,9 % u skupiny ATB (oxytetracyklin), o 55,6 %
u skupiny S 0,1 (sanguinarin) a 0 34 % u kontrolnej skupiny.

Graf 2.: Mortalita larvi¢iek v in vitro pokuse v priebehu prvych siedmich diioch (pri kimenti).

Zvislé tsecky znacia strednt chybu priemeru.

100 —esziz Fiseen. o

804

gt

&0~

Primérna mortalita

40

treatment

207 1 ATB 20 ug/mL
c

~ SAN 100 ug/mL
I SAMN 50 ug/mL

o T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

den

C: kontrolna skupina; ATB: skupina s pridavkom antibiotik (oxytetracyklin) v koncentracii 20
ug/ml. SAN 100 pg/mL: Skupina s pridavkom sanguinarinu v koncentracii 0,1 pg/ml.
SAN 50 pg/mL: Skupina s pridavkom sanguinarinu v koncentracii 0,05 pg/ml.
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10. Diskusia

Preferencia a repelencia prirodnych latok:

Kofein a nikotin ukazovali v nami zvolenom teste podstatne mensi repelentny ucinok na
véely nez d’alSie dve testované latky. Vyrazna preferencia bola sledovana najma u kvetov,
ktoré obsahovali nikotin a kofein v koncentracii 1-3 ug/ml.

Tymto boli potvrdené vysledky stadie Kohler a kol. (2012), kde boli testované rozne
koncentracie nikotinu taktiez v rdéznych koncentraciach sachar6zového roztoku. V ich
vysledkoch bolo preukdzané, Ze nektar s nikotinom ma odpudivé ucinky vo vysokych
koncentraciach, ale robotnice ho telerovali ak bola koncentracia cukru vyssia. Nikotin dodava
nektaru horka chut’, ale bolo preukazané ze véely maju slabé vnimanie chuti, pretoze maja len
desat’ chutovych receptorov, ¢o je v porovnani s viac nez Sest'desiatimi chutovymi receptormi
uvedenymi u inych druhov hmyzu malo (Robertson a Wanner, 2006). U v¢iel je taktiez menej
pravdepodobné, Ze budu prijimat’ sachar6zovy roztok s pridavkom chininu, ktory je pre ne
s rasticou koncentraciou toxicky (Wright akol., 2010). U chininu pridaného k roztoku
sacharozy bola zistend inhibicia odozvy sachar6zovych receptorov, ¢o naznacuje, ze horké
latky, akou je nikotin, mozu spOsobit’ prelinavost’ so sladkou chutou (de Brito, Sanchez
akol., 2005). V¢ely su tolerantné k nektaru s vy$sim pridavkom nikotinu (Kessler a kol.,
2010), ale len pri poziti pomerne velkého mnozstva cukorného roztoku. Tieto vysSie
koncentracie su zaznamenané v prirodzene sa vyskytujucom nektari (Tadmor - Melamed
akol., 2004). Tento fakt bol preukazany aj v stadii Kohler a kol. (2012), kde boli véelami
prijimané koncentracie vyssie nez vyskytujuce sa prirodzene v kvetoch, ale len v zavislosti na
koncentracii sachar6zy v roztoku. Singaravelan a kol. (2005) zistili, Ze nizke koncentracie
nikotinu a kofeinu vyvolali u v¢iel zna¢nt preferenciu potravy. Tento poznatok bol potvrdeny
aJ v nasom preferenénom teste, kde bol nikotin, kofein ale aj gelsemin preferovanejsi nez
kontrolny roztok, ale iba v nizkych koncentraciach (1-3 pg/ml) a to o viac ako 20, 19 a 10 %.
Ciastoéne repelentny ué¢inok sekundarnych metabolitov mdze mat’ dosledky na stav rastlin,
napr. mory akobylky (opelovaéi niektorych rastlin) st viac odpudzované nektarom
s obsahom nikotinu ako kontrolnym sachar6zovym roztokom obsahujucim tento alkaloid
(Kessler a Baldwin, 2006), o mdze suvisiet’ s koncentraciou cukrov v nektari. Moze to byt
nasledkom vysokej koncentracie sekundarnych metabolitov a nedostatkom alternativnych
zdrojov nektaru a to moze viest’ k znizenej produkcie medu (Liu a kol., 2004).

Nikotin v roztoku sacharozy je toxicky pre dospelé véely, po 48h od zaciatku peroralneho

podavania, v koncentracii 12 mM (Detzel a Wink, 1993), ¢o je ovela vyssia koncentracia
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k akej by sa mohli v¢ely dostat’ v prirodzenych podmienkach. V stadii Kohler a kol. (2012)
prirodzene sa vyskytujuce koncentracie nikotinu nemali vplyv na mortalitu robotnic zo
silnych skupin. V zavislosti na davke pdsobi taktiez na inhibiciu rastu réznych baktérii
a hubovych patogénov (Pavia a kol., 2000). Bolo tieZ preukazané, Ze zabija aj niektoré druhy
parazitov (Barbosa a kol., 1986) a ma tiez antivirové ucinky, ¢o bolo znazornené na viruse
hepatitidy C, kde tento alkaloid inhiboval replikaciu virusu (Yamashina a kol., 2008).

Nikotin posobi na endogénne nAChR prevladajuce v centralnej a periférnej nervovej
ststave takmer u vSetkych zivo¢isSnych druhov (Laviolette a van der Kooy, 2004). Ako
odpudzujuica latka sa nikotin méze ndjst’ v roznych cCastiach rastlin. Vo vysokej koncentracii
sa vyskytuje najme vo vegetativnych castiach rastliny (Ohnmeiss a Baldwin, 2000).
Opakovana expozicia nikotinu vyvolava nasledne neuronalne zmeny v mezolimbickom
systéme dopaminu v mozgu, ¢o nasledne vyvolava u cicavcov nutkanie k vyhladavaniu
spominaného sekundarneho alkaloidu (Laviolette avan der Kooy, 2004). Aj ked
mechanizmus Vv stvislosti s hmyzom nie je doteraz objasneny, existuju uréité naznaky, Ze
bezstavovce, ako st had’atka Caenorhabditis elegans (Schafer, 2004), a hmyz, ako je
Drosophila (Bainton et al., 2000) prejavuji navykové spravanie pokial’ st vystavené nizkej
koncentracii nikotinu. Vzhl'adom k tomu je dolezité otestovat, ¢i nikotin ukladany rastlinami
v nektari vyvolava zavislost' a aky je jeho vplyv na opel'ovacov. U cicavcov charakterizuje
doteraz vydana literatiira zavislost’ ako progresivny narast prijmu psychoaktivnych latok cez
ich toxicky ucinok a aj po odiati drogy po stanovent dobu (Heyne a Wolffgramm, 1998).
Avsak zavislost’ (ak existuje) u opelovacov na latky akou je nikotin Vv nektari, je potrebné aj
nad’alej testovat’. Je vSak potrebné poznamenat’, ze prirodzene sa vyskytujice koncentracie,
nemaju vplyv na aktivitu v¢iel v klietkach (Singaravelan a kol., 2006).

Kofein pdsobi ako mierna posila a psychostimulant na cicavce, ako st napr. potkany
(Vitiello a Woods, 1997). Naproti tomu mdze posobit’ ako pesticid (Bernays a kol., 2000), aj
ked’ nie je vel'mi ucinny proti hmyzim skodcom kavy (Guerreiro a Mazzafera, 2000). Kofein
je v relativne vysokych koncentraciach odpudivy a dokonca pre véely toxicky (Detzel a Wink,
1993), ¢o bolo preukdzané aj vo vysledkoch nasho testu, kde vykazoval repelentny efekt
v koncentracidch vyssich ako 6 pg/ml. Vyrazné preferencné vysledky oproti kontrolnému
roztoku vykazovali len nizke koncentracie ato konkrétne koncentracie 1-3 pg/ml. Vo
svojej Stadii Singaravelan a kol. (2005) publikoval, Ze véely preferovali kofein v 20% roztoku
sachar6zy v rozsahu koncentracii vyskytujlicich sa prirodzene V nektari rastlin.
V prirodzenych podmienkach zbieraju vcely nektar s obsahom kofeinu a dokonca davaji

prednost’ alternativnym zdrojom potravy (ISH - Am a Eisikowitch, 1998).
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Detzel a Wink (1993) zistili, ze vcely boli odpudzované mnohymi sekundarnymi
metabolitmi a to hlavne vo vyssich koncentraciach, ktoré testovali. Rovnako tomu bolo aj
Vv nasom teste, kde vSetky testované alkaloidy pdsobili repelentne v koncentraciach vyssich
ako 17 pg/ml. Detzel a Wink (1993) skiimali hlavne vysSie koncentracie vyskytujuce sa
v peli, oproti naSmu testu, kde boli skimane koncentracie vyskytujlice sa v nektari.
Pritomnost’ sacharidov (cukry a cukrové alkoholy), moze maskovat neprijemnt chut
niektorych SC pre hmyz (Glandinning, 2000) Tieto sacharidy inhibuju odozvu buniek
odpudzujiacou chutou (Shields a Mitchell, 1995). Zda sa, Ze sachardza v koncentracii 20 %,
by mohla maskovat’ neprijemnt chut’ nizkych koncentracii kofeinu a nikotinu (Singaravelan
a kol., 2005).

Nami pouzité koncentracie gelseminu v teste A vykazovali u vciel vyrazne repelentné
ucinky. Naproti tomu vteste B boli nizSie koncentricie gelseminu preferované a az
koncentracie vysSie ako 6 ug/mL vykazovali repelentny ucinok.

Gelsemium sempervirens vylucuje alkaloid gelsemin, ktory sa nachadza v nektari tejto
rastliny. Predchadzajuce prace ukazali, ze ¢meliaky (B. bimaculatus) stravili menej ¢asu na
kvetoch G. sempervirens a taktiez navstivili mensi pocet kvetov, kde bola koncentracia
alkaloidu v nektari zvysena (Adler a Irwin, 2005 a 2006), ¢o naznacuje, ze nektar s vyssim
obsahom gelseminu moéze posobit’ repelentne. Toto tvrdenie bolo taktiez potvrdené v studii
Gegear a kol. (2007), kde bolo zistené, ze nektar s pridavkom gelseminu posobi repelentne vo
vyssich koncentraciach. Taktiez bola zistena zavislost koncentracie sachardzy v roztoku na
prijme alkaloidov. V tejto §tadii bol najfrekventovanejSie prijimany roztok 30% sacharozy
s pridavkom gelseminu v mnozstve 50 ng/ul. Nas§ experiment toto tvrdenie podporil az na test
B, kde bol gelsemin preferovany Vv nizkych koncentraciach. Manson a kol. (2010) testovali
vplyv gelseminu voci ¢revnému parazitovi ¢meliakov C. bombi. Bolo zistené, ze ma priaznivé
ucinky na zdravie ¢meliakov. TaktieZ bolo preukazané, ze umely nektdr obsahujuci
prirodzene sa vyskytujuce koncentracie alkaloidu zniZzuje intenzitu crevnej infekcie
u opel'ovacov a to uz po niekolkych diloch podavania tejto diéty. Tieto vysledky naznacuju,
ze nektar bohaty na alkaloidy méze posobit’ ako mikrobicid proti patogénom opelovacov, ale
nema priamy vplyv na celkovii Zivotaschopnost' jedinca (Manson akol., 2010). Uginky
sekundarnych metabolitov rastlin voci interakcii hostitel’ — patogén nie su Uplne preStudované
apreto su mnohokrat zle pochopené (Cory a Hoover, 2006). TaktieZ sa zda, Ze niektoré
rastlinné alkaloidy maju antiprotozodlne vlastnosti, ktoré su U¢inné aj voc¢i l'udskym
parazitom, ako su napr. Tripanosoma brucei rhodesiense, ktora je pévodcom africkej spavej

choroby (Freiburghaus et al., 1996). Da sa povedat’, Zze u ¢meliakov ma gelsemin podobné
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ucinky na C. bombi. Hoci mechanizmus nie je doposial’ objasneny, predpokladom je, ze
znaéné koncentracie alkaloidu spdsobuji u C. bombi znizenie rastu a replikacie (Manson
a kol., 2010). Uzivanie alkaloidov moze tiez zvysit' ¢revné pH, ktoré by mohlo byt skodlivé
vocCi patogénnym bunkam (Stiles a Paschke 1980). TiezZ modze potrava bohatd na alkaloidy
zvysit’ rychlost’ vyluCovania patogénu. Je znadme, ze zvierata, ktoré prijimaji sekundéarne
metabolity v potrave sa cCasto vysporiadadaju S vlastnou toxicitou prostrednictvom
zrychleného vylucovania (Wink a Theile 2002).

Vicsina svetovych publikacii a vedeckych prac sa zameriava pri testoch na preferenciu
véiel, ato hlavne na vplyv nikotinu a kofeinu. My sme testovali eSte d’alSie dve latky
(gelsemin a senecionin). O tychto latkach existuje malo, respektive Ziadne publikacie, ktoré
by objasnili ich vplyv a preferenciu u dospelych v¢iel. K u¢inku senecioninu, ako k jedinému,
nebol doposial’ vydany ani jeden vedecky ¢lanok, ¢o ndm neposkytuje moznost’ naSe vysledky
porovnat’ s d’al$imi Stidiami a potvrdit’ alebo vyvratit' naSe tvrdenia. M6zZeme teda podla
nasho experimentu tvrdit’, Ze senecionin ma na vcely vyrazné repelentné ucinky. Tieto G¢inky

boli potvrdené ako Vv testoch A tak aj v testoch B.

Umely odchov larviciek:

Pri umelom odchove larviciek boly pouzit¢é dve koncentracie sanginarinu a jedna
koncentracia antibiotik (oxytetracyklin), vSetko testované v troch opakovaniach. U vsetkych
skupin v8ak doslo k rapidnemu poklesu zivotaschopnosti a to uz v 2. a 3. dni po prelarvovani.
Jednym z dovodov moéze byt pridavok DMSO ako rozpustadla v zasobnych roztokoch alebo
neopatrnostou pri praci. K najva¢Siemu tthynu doslo v skupine SAN 50 pg/ml, kde pokles
¢inil az 71,5 % v priebehu siedmych dni.

Sanguinarin je relativne netoxicky pre l'udi a Casto pouZzivany ako antibakteridlna latka
v zubnych pastach a Gstnych vodach. Komeréne je dostupny v mnohych doplnkoch pre rozne
druhy zvierat s vynimkou v¢iel (Zhang a kol., 2005). Flesar a kol. (2010) testovali u¢inky, 26
prirodnych latok a extraktov vcetne sanginarinu a jeho antimikrobialnej aktivity voci P.
larvae (povodca moru véeliecho plodu). V tomto teste vykazoval sanguinarin najsilnejsie
ucinkov. Bolo taktiez preukdzané, ze ma potencial k regulacii rastu P. larvae vin vitro
podmienkach. Naproti tymto zisteniam doSlo v nasom teste  Krapidnemu poklesu
zivotaschopnosti a tym padom sme neboli schopny potvrdit’ tvrdenie, Ze je sanginarin
netoxicky voci larvam vcéiel. Je mozné Ze doslo k toxickému pdsobeniu DMSO, ¢o mohlo byt
sposobené naviazanim vody, jeho oxidaciou, ¢i zlou Sarzou vyrobku. Je vhodné tento pokus

zopakovat’ bez pridavku DMSO, ale s pridavkom iného rozpustného roztoku.
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11. Zaver

V preferen¢nom teste boli testované rozne koncentracie vybranych alkaloidov (nikotin,
kofein, gelsemin, senecionin), ktoré boli predkladané vcelstvu za pomoci umelych kvetov.
Tieto v¢ely boly oddelené od ostatnych jedincov a tiez prirodzenej pastvy vd’aka izolaénému
stanu.

V takto prevedenom experimente bolo preukdzané, ze vcely preferuju viac 20% cukorny
roztok nez kofein a gelsemin. Kofein bol vcelami preferovany v oboch testoch, tak ako
v rozmedzi koncentracie setu A (0,5—4 pg/ml) tak aj v rozmedzi setu B (0,2—50 ug/ml).
Nikotin a senecionin neboli v ani jednom z testov preferovanejsie ako kontrolny 20% cukorny
roztok. Dalo by sa povedat, ze v teste A (0,54 ug/ml) nebol nijak vyrazne preferovany ani
gelsemin, ale v sete B (0,2—50 ug/ml) uz vykazoval skoro rovnako vysoku preferenciu u véiel
ako kofein. Tieto vysledky, aj ked” predtym niektoré uz opublikované boli nami potvrdené.
V budtcnosti pri d’al§ich testoch budeme pouzivat novii metédu a plne randomizované
experimentalne usporiadanie pre kazdé opakovanie, aby sa zabranilo znaceniu a moznosti

zapamadtania si urcitych miest véelami.

V druhom experimente pri umelom odchove larvi¢iek boli testované antibiotika
(oxytetracyklin) a sanguinarin v dvoch koncentraciach. Tieto latky boli podavané larvickdm
v diéte presne uréenej pre konkrétny den. Larvicky boli odchovavané v umelo vytvorenom
prostredi inkubatoru za maximalnej sterility. NaSim cielom bolo zistit, ¢i niektora
z podavanych latok bude na larvi¢ky pdsobit’ podporne.

V tomto experimente nebol preukdzany U ziadnej z testovanych latok antimikrobialny
ucinok na organizmus. Naopak bolo zistené, ze vSetky pridavané latky spdsobuja u umelo
odchovavanych larvi¢iek umrtnost. K najvdc¢sej umrtnosti doslo v skupine S 0,05
(sanguinarin) ato 0 71,5 %. Nasledovala skupina s pridavkom antibiotik, S 0,1 (sanguinarin)
a nakoniec kontrola, kde bola timrtnost’ 34,0 %.

Tieto vysledky ndm neumoznili potvrdit’ tedrie o antimikrobidlnom u¢inku sanguinarinu.
Mohlo to byt spdsobené rozpustanim pridavanych latok v roztoku DMSO, ktory bol taktiez
pridavany do diéty u kontrolnej skupiny. S ohladom na tieto vysledky navrhujeme
pokracovat’ v testovani vplyvu vybranych latok na Zivotaschopnost’ larviéiek, ale s pouzitim

iného rozpustadla.
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