Zmeny fyziologickych a imunitnich
parametru vcel v prubéhu roku

Jiz delSi dobu je znamo, Ze v mirném podnebném pasu se v zavislosti

na roénim obdobi v tlu vyskytuji dvé populace véel. Jedna je kratkovéka
(doba zivota cca 15-48 dni), vyskytuje se vletnich mésicich a ma za kol
shromazdit dostatec¢né zasoby. Druha populace je pak dlouhovéka (doba
Zivota az 8 mésicii) a diky nashromazdénym zasobam preziva nevlidné

zimni obdobi.

Rozdil mezi témito populacemi neni pouze
v tkolech, které zastavaji, ale také ve stav-
bé a funkcich tél veel, které je tvori. Napfi-
klad vcely z letni generace maji zvySenou
hladinu juvenilniho hormonu a zvétSené
hltanové (hypofaryngealni) zlazy, zatim-
co u zimni generace je zase zvyseny obsah
zasobniho a antioxidac¢niho proteinu vitel-
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logeninu. Stejné tak je zvétSené i tukové
téleso, které predstavuje zasobarnu Zivin
nutnych pro preZiti neptiznivého obdobi.
Navic se objevuji i rozdily v reakcich jed-
notlivych populaci na imunitni podnéty.
BliZze o imunité véel pojednavéa clanek
Imunitni reakce vcel (Veéelatstvi 9/2015,
str. 300-301).
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Kratkovéka populace vice spoléha
na bunécnou ¢ast imunitnich reaket, kte-
ra je zprostfedkovana bunkami zvanymi
hemocyty, kolujicimi uvnitf organis-
mu v hemolymfé, coz je tekutina podobna
krvi. Naopak dlouhovéka generace vice
vyuziva humoralni (latkovou) ¢ast, jez je
reprezentovana hlavné kratkymi bilkovi-
nami produkovanymi do hemolymfy z tu-
kového télesa, které jsou schopny zahubit
pronikajici patogeny a jsou nazyvany anti-
mikrobialni peptidy.

Informace, zda se v ulu vyskytuje letni,
nebo zimni generace vcel, je dilezita pro
spravnou péci o véelstvo. O tom, jestli
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Obr. 1: Sezonni zmény fyziologickych parametr( ve véeli hemolymfé. Zména koncentrace proteind (A), vitellogeninu (B), sacharidi (C)

a lipid (D) méfena v pribéhu dvou letnich sezon, znazornénych cervené Srafovanymi oblastmi, a jedné zimni sezony, znazornéné mod-
fe Srafovanou oblasti. Pravidelné mésicni odbéry byly provadény v letech 2017 a 2018. Kazdy bod zobrazuje primérnou hodnotu pro
dany mésic + smérodatnou odchylku. Teckovana ¢ara ukazuje roéni primérnou hodnotu daného parametru. Hvézdicky znaci statisticky
vyznamné rozdily pfi porovnani jednotlivych obdobi pomoci statistické metody one-way ANOVA za pouZiti Dunn’s srovnani jako post hoc
testu. Ns = nesignifikantni; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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véelstvo prezije zimni obdobi, se rozhoduje
jiz zacatkem podzimu, a proto jsou znalos-
ti 0 podilu zimni generace v kolonii velmi
dilezité a mohou pomoci branit ztratam
véel v zimé. BohuZel rozliSeni danych po-
pulaci na zaklade¢ vnéjsich znakd je témér
nemozné.

Pro rozliSeni jednotlivych populaci jsme
proto chtéli stanovit soubor fyziologic-
kych a imunitnich parametr métitelnych
v hemolymfg¢. Abychom toho dosahli, sle-
dovali jsme u vybraného vcelstva zmény
v riznych parametrech v pribéhu roku.
U tohoto vcelstva nebyly pozorovany kli-
nické priznaky nemoci (nosematdza, virus
deformovanych kridel atd.) ani parazitace
(Varroa destructor). Odbéry vzorkl byly
pokryty dvé letni a jedna zimni sezona (1éto
2017, zima 2017/2018 aléto 2018). V pri-
pad¢ stanoveni fyziologickych parametra
byly méteny celkové hladiny proteint, li-
pidd a sacharidd (bilkovin, tukt a cukr()
vyskytujicich se v hemolymfé, zaroven byla
sledovéna i hladina jiz zminéného vitello-
geninu (obr. 1). Z imunitnich reakci byly
jako mozné ukazatele rozliSujici od sebe
jednotlivé populace vytipovany antimik-
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robialni aktivita, aktivita fenoloxidazové
reakce a pocet hemocytd (obr. 2).

V pripadé fyziologickych parametrd
je ocividné zvySeni celkovych proteinii
a hladiny vitellogeninu v zimnim obdobi.
Ostatni ziviny (lipidy a sacharidy) méely
vyrovnané hladiny v pribéhu celého

Mohla by vzniknout spoluprace
mezi véelarskou verejnosti
a akreditovanymi
laboratoremi
provadéjicimi méreni
na vzorcich zaslanych
jednotlivymi véelafi

pozorovaného obdobi. Podobné bylo
u zimni populace vcel pozorovano zvyse-
ni antimikrobidlni aktivity. Tato aktivita
byla mérena pomoci radialni difuze, coz
je postupné pronikani antimikrobialnich
peptidd do gelu v kruhu kolem vyrazené
jamky naplnéné hemolymfou. Gel je za-
kalen bakteriemi a pronikajici antimikro-
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bialni peptidy vytvareji projasnéné zony
(inhibi¢ni zony), jejichz velikost je imérna
antimikrobialni aktivité¢ hemolymfy. Hod-
noty byly vztazeny na kalibraci vytvorenou
pomoci lysozymu (antimikrobialni enzym)
a vyjadreny jako jeho koncentrace potieb-
na pro vytvoreni stejné inhibi¢ni zony.
Fenoloxidazova aktivita (soubor procesu
vedouci k produkci melaninu), potiebna
pro spravnou funkei srazeni hemolymfy
(koagula¢ni kaskady), je velice variabilni
a vykazuje znacné rozdily mezi jednotlivy-
mi méfenimi. Z toho davodu byla shledana
jako nevhodny parametr, na jehoz zakladé
by se méla urcovat prislusnost k dané po-
pulaci véel. Pocet hemocytti se také neuka-
zal jako vhodny kandidat. I kdyz je mozné
pozorovat lehké navySeni poctu hemocytd
u letnich populaci, toto zvySeni neni dosta-
te¢né statisticky vyznamné (signifikantni)
oproti populaci zimni. Na zakladé statistic-
ké metody zvané ,analyza hlavnich kom-
ponent” tedy byly jako tfi nejvhodnéjsi pa-
rametry vyuzitelné pro rozliseni populaci
vcel zvoleny celkova hladina proteinti, ob-
sah vitellogeninu a antimikrobialni aktivita
hemolymfy. Také byla vytvorena rozmezi

PO aktivita (A49,*30 min)

Obr. 2: Sezonni zmény imunitnich parametru
ve vceli hemolymfé. Zmény antimikrobialni aktivity
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(A), fenoloxidazové aktivity (B) a poctu hemocytll
(C) méfené v pribéhu dvou letnich sezon, znazor-

nénych cervené srafovanymi oblastmi, a jedné
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zimni sezony, znazornéné modre Srafovanou
oblasti. Pravidelné mésicni odbéry byly provadé-
ny v letech 2017 a 2018. Kazdy bod zobrazuje
primérnou hodnotu pro dany mésic + sméro-
datnou odchylku. Teckovana c¢ara ukazuje rocni
pramérnou hodnotu daného parametru. Hvézdicky
znaci statisticky vyznamné rozdily pfi porovnani
jednotlivych obdobi pomoci statistické metody
one-way ANOVA za pouziti Dunn’s srovnani jako
post hoc testu. Ns = nesignifikantni; ** p < 0,01;
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pro jednotlivé parametry, ktera odpovidaji
letni, zimni, nebo smiSené populaci vcel
v ulu (obr. 3).

Jak jiz bylo feceno, ve véelim alu se vy-
skytuji dv¢ fyziologicky a imunitné odlisné
populace véel. Dosud byla za hlavni indi-
kator dlouhovékosti povazovana hladina
vitellogeninu v hemolymfé. NaSe studie
se snazila prohloubit znalosti i o ostatnich
fyziologickych a imunitnich parametrech
a jejich rozdilech u jednotlivych popula-
ci véel, jimz byla v minulosti vénovana
jen okrajova pozornost. Byla prokazana
zvySena hladina proteind a lipidd u zimni
populace v¢el. Hladina sacharidt v hemo-
lymfé¢ je stejné jako u vétSiny organismu
v priibéhu celého roku vyrovnana, jelikoz
predstavuji hlavni zdroj energie. Aby nedo-
$lo k jeho vycerpani, je nutné udrzovat sta-
lou koncentraci v hemolymfé a tim i stalé
prostiedi uvnitf téla véely. Na obrazku 1C
je mozné si vS§imnout velkého zvySeni hla-
diny cukrt v zari roku 2018. Tento odbér
byl ov8em provadén po podani cukerného
roztoku do véelstva jako ndhrady za vytoce-
ny med. Na tomto prikladu je vidét, Ze pro
stanoveni populace je nutné peclivé uvazit
¢as odbéru vzorkd z dlu.

Obr. 4: Odbér vcel z lu pro jednotlivé experimenty

124 - DUBEN 2020

Vcelarstvi4.indd 124

Obr. 3: Grafické
znazornéni na-
vrzenych fyziolo-
gickych hodnot
proteinq, vitello-
geninu a antimi-
krobialni aktivity
pro jednotlivé
populace vcel.
Cervené srafovani
znazornuje rozme-
zi hodnot typické
pro kratkovékou
populaci, modré
Srafovani pro dlou-
hovékou populaci
a Sedé teckovani
pro smésnou
populaci véel

\ Letni populace
iz Smésna populace
N Zimni populace

Zvysena hladina proteind u zimni po-
pulace neni zplisobena jen piipravou
energetickych zasob na zimu, ale také zvy-
Senou produkei antimikrobiélnich pepti-
dua. Tyto kratké bilkoviny, jako napriklad
apidaecin, abaecin ¢i hymenoptaecin, by
mély alespon zcasti nahradit oslabenou
bunéc¢nou ¢ast imunitniho systému. Zrani
(maturace) a nasledné udrzovani hemocy-
ta v hemolymfé je totiz energeticky vysoce
naro¢ny proces, a proto je v zimnim obdobi
omezen na minimum. Vyvoj hemocytd je
zastaven i kviili omezenému prisunu zivin,
kdy hlavnim zdrojem potravy je med, kte-
ry dostatecné nepokryva ziviny (nutrienty)
nutné k jejich vyvoji. Produkce antimikro-
bialnich peptida probiha beze zmén, pep-
tidy jsou energeticky mnohem tsporngjsi
nez tvorba hemocytd, a jejich produkce je
tedy v zimnim obdobi uptrednostiovana.

Vybrané parametry jsou relativné jedno-
duse méfitelné i u vétsich skupin vzorkd.
Proto by mohla naptiklad vzniknout spolu-
prace mezi veelarskou vefejnosti a akredito-
vanymi laboratoremi provadéjicimi méteni
na vzorcich zaslanych jednotlivymi véelafi.
Znalosti ziskané z vysledkd téchto testd by
nasledné mohla vcelarska verejnost vyuzit,
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aby prizptsobila péci o slabsi vcelstva
v pribéhu zimniho obdobi. Napriklad lze
spojit dve slabsi kolonie do jedné a vytvorit
tak véelstvo s mnohem vys§i §anci na preZiti
zimniho obdobi. Slabsi vcelstva by také
mohla byt pres zimu chranéna silngjsi
vrstvou izolace pro udrZeni stalych tepel-
nych podminek uvnitt alu. V nejzazsich
pripadech by mohlo byt véelstvo vcas zlik-
vidovano, aby se tak omezily finan¢ni pro-
stredky vyuZité na kolonii, kterd ma velmi
nizkou pravdépodobnost preziti. Samoziej-
mé, ze vSechny vysledky analyz a pouzita
opatreni budou v praxi muset byt vztazeny
k aktualnimu zdravotnimu stavu veelstva.

Sledovani parametr dlouhovekosti je
v tuto chvili stale ve fazi vyzkumu, nicmé-
né do budoucna bychom mohli vyvinout
metodiku ,,typickych® hodnot letni a zimni
generace véel, coz by se dalo vyuzit v pra-
xi. Méfeni navrzenych parametra v kont-
rolnich bodech roku, naptiklad v ¢ervnu
pro letni generaci a v fijnu pro tu zimni, by
mohla poskytnout odhad podilu dlouhové-
ké generace pritomné v alu. Tyto znalosti
spole¢né se spravnou vcelarskou praxi
a udrzovanim Cistoty véelnice a néstroju
mohou snizit ztraty vcelstev béhem zimni-
ho obdobi. Vysledky jiZ byly publikovany
v anglicky psaném odborném periodiku:
The Year of the Honey Bee (Apis mellifera
L.) with Respect to Its Physiology and Im-
munity: A Search for Biochemical Markers
of Longevity (Kunc M.; Dobe$ P;; Hurych-
ovéa J.; Vojtek L.; Poiani S.B.; Danihlik J.;
Havlik J.; Titéra D.; Hyrsl P. Insects 2019;
10:244; DOI: 10.3390/insects10080244).
Vyzkum byl podporen grantem Minister-
stva zemédélstvi Ceské republiky NAZV
QK1910286, ktery navazuje na znalosti
ziskané vyzkumem vlivu v¢elich nemoci
a parazit na imunitu vcel.

Mgr. Martin Kunc Ph.D.
Ustav experimentalni biologie,
Prirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity

Obr. 5: Zpracovani véelich vzorki v laboratofi
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