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Uvedeni problému a cil metodiky

V&ela medonosna pfirozené opyluje velké mnozstvi rostlinnych druhl, a vceli
snuska je tak velmi riznoroda a nutricné vyvazena. Vyzivovy stav vcelstva je
zakladnim predpokladem pro produktivni v€elstvo, odolné vuci stresovym faktorim
(Brodschneider a Crailsheim 2010). Naproti tomu v podminkach intenzivniho
zemédélstvi se setkavame s ubytkem krajinnych prvkd bohatych na nektarodarné a
pylodarné rostliny a naopak s rozsahlymi plochami monokultur, které vcelam
neposkytuji potfebné ziviny v pribéhu celého vegetacniho obdobi. Rozmanitost
flory v dosahu vcelstev je tak jednim z predpokladu pro zdravé a produktivni
vCelstvo (Evans et al. 2018). Ve vyzivé v€el hraje podstatnou roli pfirodni strava vcel
a fytochemikalie v ni obsazené. Sacharidy z nektaru a medu jsou zakladnim
zdrojem energie, oproti tomu je pyl jedinym zdrojem bilkovin, lipidu, vitamina a
minerall, nezbytnych pro vyvoj plodu a dospélych v€el (Degrandi-Hoffman et al.
2008). Soucasné studie, porovnavajici vliv medu a cukerné stravy, potvrzuji vyznam
prirozené stravy pro spravnou funkci organismu vcel (Wheeler a Robinson 2014;
Mao et al. 2013) pravé s ohledem na obsah fytochemikalii. Ty jsou pfedstavovany
chemicky rozmanitymi organickymi slouCeninami, jako jsou napf. alkaloidy,
terpenoidy, fenoly, organické kyseliny a aminy. Fytochemikalie maji nezastupitelny
vyznam jako latky, které ovliviuji expresi gend spojenych s imunitou a rezistenci
vUci pesticidum a dalSim toxickym xenobiotikiim (Liao et al. 2017; Palmer-Young et
al. 2017). Schopnost téchto latek indukovat expresi genu kédujicich detoxikaéni a
imunitni enzymy zfejmé umoznuje v€elam rychle reagovat na toxicka xenobiotika a
dalSi stresory, s kterymi se setkava, a z€asti tak kompenzovat redukované mnozstvi
téchto genli v genomu. Pestra veeli strava, jeji riznorodost a nutriéni vyvazenost je
zakladnim predpokladem pro produktivni v€elstvo, odolné vici stresovym faktoram.
SoucCasné studie, porovnavajici vliv medu a cukerné stravy, potvrzuji vyznam
prirozené stravy pro spravnou funkci organismu véel a zdaraznuji pozitivni vliv
fytochemikalii na expresi genl koédujicich detoxikaéni enzymy. Pfidavani
fytochemikalii do cukerné stravy by tak mohl byt jednim ze zpUsobu, jak posilit
zdravotni stav vCelstev (Liao et al. 2017).

Cilem této metodiky je prestaveni metodického postupu pro
pripravu krmiva obohaceného o kyselinu p-kumarovou a dalSi
biologicky aktivni latky, jako induktoru prirozenych obrannych
mechanismu véely medonosné.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

VCela medonosna pfirozené opyluje velké mnozstvi rostlinnych druhd, a vceli
sniska je tak velmi riznoroda a nutricné vyvazena. VyZzivovy stav vCelstva je tak
zakladnim predpokladem pro produktivni v€elstvo, odolné vici stresovym faktoram.
V fadé studii je zdGraznovan vyznam pfirozené a pestré vceli potravy, jako faktoru,
ktery ma vyznamny vliv na vitalitu a fitness v€elstva (Brodschneider a Crailsheim
2010; Wheeler a Robinson 2014; Evans et al. 2018). Intenzivni zemédélska vyroba
vede k ubytku krajinnych prvkd bohatych na nektarodarné a pylodarné rostliny a
jejich nahrazeni rozsahlymi plochami monokultur, které vcelam nemusi poskytovat
veskeré potfebné ziviny.

Vyznamnou biologicky aktivni slozkou pfirozené vceli stravy jsou fytochemikalie
obsazené v pylu a nektaru. Vyznam fytochemikalii je ale SirSi a u vCely byl popsan
induk&ni efekt kyseliny p-kumarové obsazené v pylovych zrnech na geny pro
detoxikacni enzymy ¢i pfimy baktericidni efekt nékterych fytochemikalii. Flavonol
kvercetin, znamy pro sveé antioxidacni uc€inky, a kyselina p-kumarova zvySuji
toleranci v€el vici pesticidim. Podanim kyseliny p-kumarové ve stravé byla také
zvySena exprese genu pro antimikrobialni peptidy, jez maiji kliCovou funkci pfi
imunitni reakci na mikrobialni infekci (Johnson et al. 2012). Tolerance a
odbouravani chemickych latek jsou umoznény predevSim enzymy, které
zprostifedkovavaji inaktivaci nebo rychlou eliminaci xenobiotik (Wink 2018). Hlavni
skupiny enzymu, které zprostfedkovavaji odbouravani xenobiotik, jsou cytochromy
P450, karboxyl/cholinesterazy, glutathion-S-transferazy a transportni proteiny
(Gong a Diao 2017). V genomu vcely je ale oproti jinym druhium hmyzu silné
redukovany pocet detoxikaCnich genu. VCela Apis mellifera je vybavena pouze
46 geny pro P450, 10 pro GTS a 24 geny pro CCE. Navzdory redukovanému poctu
detoxikacnich genl neni ale v€ela medonosna vyrazné citlivéjSi k pesticidim
v porovnani s jinymi druhy hmyzu (Hardstone a Scott 2010).

Céasteéné nahrazovani pfirozené stravy véel cukernymi smésmi, pfipadné
bilkovinnym krmivem je béznou praxi fady vcelaru. Pfirozena strava v€el vSak neni
pouze zdrojem zakladnich zivin, ale také prospé&snych mikroorganismut (Dharampal
et al. 2019; Raymann a Moran 2018) a fytochemikalii, které znacné ovliviiuji expresi
genu spojenych s imunitou a rezistenci via&i pesticidim a dalSim toxickym
xenobiotikim (Liao et al. 2017; Palmer-Young et al. 2017). Schopnost téchto latek
indukovat expresi genu kédujicich detoxikacni a imunitni enzymy zfejmé umoznuje
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vCelam rychle reagovat na toxicka xenobiotika a dalSi stresory, s kterymi se setkava,
a zC€asti tak kompenzovat redukované mnozstvi téchto genli v genomu. Pfidavani
fytochemikalii do cukerné stravy by tak mohl byt jednim ze zplsobu, jak posilit
zdravotni stav v€elstev (Liao et al. 2017). Jak jiz bylo zminéno jednou z vyznamnych
fotochemikalii je kyselina p-kumarova (Mitton et al. 2019). Kyselina p-kumarova
(derivat kyseliny skoficové) je v pfirodé pomérné rozSifena. Nachazi se v arasidech,
rajCatech, mrkvi, bazalce a Cesneku ale i jinych potravinarsky vyuzivanych
rostlinach. Zaroven je tato kyselina soucasti pylu a stava se tak slozkou medu, a
tedy soucasti jak bilkovinné, tak sacharidové slozky vceli potravy. V pylu pak tato
kyselina hraje jednu z detoxifikacnich roli vedouci k regulaci imunitni odezvy a
detoxifikaCnich procesu (Mao et al. 2013; Mao et al. 2015). V nizkych koncentracich
je to nesSkodna latka, jeji zastoupeni je ovSem vyrazné ovlivnéno vyskytem
pylodarnych rostlin v okoli v€elnice. Pokud je vCeli pastva v dosahu v€el zastoupena
chudsSi druhovou zakladnou, dost ¢asto to muze vést k nizSimu titru této koncentrace
v plastovém pylu, coz muze negativné ovlivnit jak rozvoj v&eliho plodu v pribéhu
predjafi, jara, ale i |éta. Stejné tak jeji nizSi vyskyt v mednych zasobach, zejména v
zasobach podanych vcelafem, které jsou bud zalozené na rafinovaném fepném
cukru (sacharéza) anebo na invertnim sirupu (glukézo-fruktézovy sirup) pak muaze
negativné ovlivnit vitalitu a dlouhovékost zimni generace vcel. | pfes pozitiva
invertniho sirupu (jedna se o smés glukézy a fruktézy, tudiz véely nemusi
vynakladat energii na rozStépeni sachardézy z fepného cukru pomoci enzymu
invertaza), uméla krmiva neobsahuiji pyl.

Rada studii poukazuje i na vyznam stfevniho mikrobiomu a mikroorganismu
pritomnych v pfirozeném prostifedi vCel, potravé a vcelich produktech. Stfevni
mikrobiom hraje zfejmé& nejen zasadni roli v ochrané vcCely pfed patogennimi
mikroorganismy, ale také ovliviiuje expresi antimikrobialnich peptidl, které jsou
klicovou soucasti vrozené imunity v€el. Detailni studie provadéna na
bezzihadlovych v&elach druhu Scaptotrigona depilis ukazala na zavislost
regulérniho vyvoje vceliho plodu na pfitomnosti kvasinek rodu Zygosaccharomyces,
které jsou ziejmé zdrojem steroll, prekurzoru ekdysonu. Byl navrzen i model, na
jehoz zakladé Ize vysvétlit roli kvasinek a vlaknitych hub, které syntézou tékavych
latek stimuluji (Candida), nebo naopak inhibuji (Monascus) rast kvasinek rodu
Zygosaccharomyces tak, aby byla zajiSténa mikrobialni rovnovaha a udrzen
vzajemné prospésny vztah (Paludo et al. 2019). U v€ely medonosné, Apis mellifera,
neni doposud vztah mezi kvasinkami a vlaknitymi houbami objasnén.
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Na zakladé téchto poznatkd bylo pfipraveno krmivo pro v€ely na bazi invertniho
cukru obohacené o kyselinu p-kumarovou a egosterol (resp. suchou biomasu
kvasinek rodu Zygosaccharomyces). Vyznam pfirozené stravy moznosti
suplementace krmiva kyselinou p-kumarovou a vliv fytochemikalii na vitalitu v¢el
zmifnuje fada praci (VocCadlova et al. 2020; Mao et al. 2013; Mitton et al. 2019; Liao
et al. 2017; Mao et al. 2015, Hybl et al. 2021). Obdobné role ergosterolu a jejich
producentl (kvasinek) byla uvedena ve studii Paludo et al. (2018).
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Krmivo obohacené kyselinou p-kumarovou

Reseni, které jsme zvolili v této metodice je zaloZzeno na piimichavani nizké
(a pfedevsim bezpecné) koncentrace kyseliny p-kumarové a ergosterolu do krmiva.
Pfestoze se mize zdat, Ze se jedna o velmi malé mnozstvi, je nutné si uvédomit, ze
ani v pfirodé se nevyskytuje velké a koncentrované mnozstvi této kyseliny, ale jeji
obsah se liSi dle lokality a rostliny, ze které pyl pochazi. V prubéhu zZivota vceli
délnice pfijima potravu, ktera obsahuje davku kyseliny p-kumarové na urovni 400-
600 pM (hodnota se tyka medu - nizSi hodnoty a pylu - vySSi hodnoty).
Suplementace byla zaloZena na dodani kyseliny p-kumarové v titru, ktery odpovida
primérné koncentraci v plastovém pylu, tedy 600 uM

Suplementace by tedy byla zaloZena na dodani kyseliny p-kumarove v titru, ktery

odpovida primérné koncentraci v plastovém pylu, tedy 600 uM (jedna se pfiblizné
0 0,0984 g kyseliny p-kumarové na 1l sirupu).

Postup pripravy krmiva obohaceného kyselinou
p-kumarovou

Krmivo bylo pripraveno dle nasledujiciho postupu:

e smichat 4,9 ml 96% ethanolu a 19,7 ml demineralizové vody (vysledna
koncentrace ethanolu 20 %)

e roztok s ethanolem zahfat na 48°C

e poté za stalého michani pfidat 98,5 mg kyseliny p-kumarové, vypnout ohfev
a michat do uplného rozpusténi (do 5 minut)

e nasledné jesté vlazny roztok vmichat do 1 L invertniho sirupu

e michani v sirupu nechat béZet do doby, nez bude smés homogenni

e Celkové se k 1 L invertniho sirupu pfidava 24,6 ml roztoku 20% ethanolu
obsahujicim 98,5 mg kyseliny p-kumarové.

Vysledny roztok ma objem 1024,6 ml s koncentraci kyseliny 0,096 mg/ml, coz je
vyrazné meéné nez je maximalni rozpustnost ve vodé (1 mg/ml) a tudiz nemuze dojit
pfi nizkych teplotach k vykrystalizovani pfidané kyseliny p-kumarové z invertniho
sirupu.
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Metoda detekce a kvantifikace kyseliny p-kumarové

Metodicky postup detekce a kvantifikace kyseliny p-kumarové je uveden za ucelem
dostupnosti jednoduché metody pro hodnoceni mnozstvi kyseliny p-kumarové
v aditivovaném vcelim krmivu (invertnim cukru s pfidavkem kyseliny p-kumarove),
verifikace deklarovaného mnozstvi aditiva v krmivu, hodnoceni homogenity
pfipraveného krmiva a jeho stability. Je uveden i metodicky postup pro stanoveni
kyseliny p-kumarové v pfirozeném vcelim krmivu — pylu.

Stanoveni kyseliny p-kumarové ve vzorku aditivovaného vceliho krmiva -
extrakce:

Kyselina p-kumarova je stanovena z ethanolového extraktu. Pfiprava extrakta:
vzorky krmiva (invertniho cukru obohaceného kyselinou p-kumarovou (500 ml) jsou
napipetovany do 50 ml Erlenmeyerovy banky, ke vzorku je pfidano 5 ml 96 %
ethanolu, vzorky jsou dukladné protfepany na vortexu, inkubovany pfi 50°C a poté
pfi 4000g centrifugovany. Supernatant je pouzit pro HPLC analyzu

Stanoveni kyseliny p-kumarové ve vzorku pylu - extrakce:

Kyselina p-kumarova je stanovena z ethanolového extraktu pylu. PFiprava extraktd:
vzorky pylu (300 mg) jsou navazeny do 50 ml Erlenmeyerovy banky, jsou pfidany 3
ml 96 % ethanolu, vzorky jsou dukladné protfepany na vortexu, 60 min sonikovany
pfi 50°C a poté pfi 4000g centrifugovany. Supernatant je pouzit pro HPLC analyzu.

HPLC analyza kyseliny p-kumarové:

HPLC analyza je provadéna na kapalinovém chromatografu, detekce je pfi 326 nm
na UV-Vis detektoru. Pro separaci je pouzita kolona C18 (4,6 x 250 mm, 5-micron
particle size), nastfik 20 yl vzorku, izokraticka eluce, mobilni faze A : B = 85 : 15
(MP A: kyselina fosfore¢na, pH=3,2; MP B: acetonitril), pritok 1 ml/min s retenénimi
Casy cca 15,5 minut. Koncentrace kyseliny p-kumarové je vypoctena dle plochy piku
standardu (kys. p-kumarova 0,001 mg/ml).
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Ukazka chromatografického profilu po analyze vzork( na pfitomnost kyseliny
p-kumarove, retencni Cas je cca 15,5 minuty.
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Analyzy byly provadény z nepurifikovanych ethanolovych extraktl pylu a pouZita
metoda separace byla schopna jasné odliSit kyselinu p-kumarovou od ostatnich
metabolitd pfitomnych v analyzovaném extraktu. Metoda HPLC analyzy byla
vyvinuta pro analyzu hrubych extraktd, pouziva odliSné mobilni faze nez napf. prace
Bayram et al. (2021), Geetha et al. (2011) Ci Isidorov et al. (2009). Retencni Cas
kyseliny p-kumarové byl cca 15,5 minuty, tedy o néco delSi nez u vySe zmifiovanych
praci, ale delSi doba analyzy umoznila jasné rozdéleni latek a peak odpovidajici
kyseliné p-kumarové byl je zfetelné viditelny i u vzorkd pylu s jejim nizkym
zastoupenim. Z vysledkU je patrné, ze obsah kyseliny p-kumarové se ve vzorcich

v v

tuto fenolickou latku ve znaéném mnozstvi
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Krmivo obohacené o ergosterol

Vysledky analyz ukazuji, ze vyznamnym zdrojem kyseliny p-kumarové je fepka.
Z tohoto pohledu je ale nutno zohlednit vice faktorl, nejen obsah kyseliny
p-kumarové. DalSimi faktory mohou byt rezidua pesticidd ovliviujici mikrobialni
komunitu v ulovém prostfedi. Vzhledem vyznamu mikroorganismu jsme u vcelstev
z oblasti s vySSim podilem monokultury brukve fepky olejky a z oblasti bez fepky
izolovali z plastvového pylu mikroorganismy, které dle nasi hypotézy hraji kliCovou
roli v detoxikaCnich reakcich. Homogenizované vzorky plastvového pylu byly
rozetfeny na selektivni kultivaéni ptdy pro rast hub a kvasinek a vysledné spektrum
izolovanych kmenu mikroorganismu bylo zna¢né odliSné v zavislosti na habitatu.
Z plastvového pylu z oblasti z vySSi diverzitou a bez fepky olejky byly na rozdil od
ostatnich vzorkd izolovany i houby rodu Talaromyces a kvasinky rodu
Zygosaccharomyces u nichz byl zjistén vysoky obsah ergosterolu (Javurkova 2021).
Vysledky odpovidaji i zjisSténim ze studie (Paludo et al. 2019), kde byl potvrzen
vyskyt stejnych hub a kvasinek a kvasinky byly uvazovany jako kliCovy producent
ergosterolu jako prekursoru hormonu ekdysonu, ktery ovliviiuje sviékani larev, a
tedy pfeménu vceliho plodu v dospélé vcely.

Celkem bylo izolovano a charakterizovano 20 kmend kvasinek rodu
Zygosaccharomyces. U téchto kmenu byl stanoven obsah ergosterolu, tak, aby byla
ziskana vstupni data pro pfipravu aditivovanych krmiv. Produkce ergosterolu byla
stanovena pomoci metody HPLC. Koncentrace ergosterolu byla vyhodnocena v
prepocCtu na navazku suché biomasy. Produkce ergosterolu u kvasinek Z. mellis se
pohybovala vrozmezi 0,26-0,36 mg/g suché biomasy kvasinek, produkce
ergosterolu u kvasinek Z. rouxii byla v rozmezi 0,13-0,36 mg/g suché biomasy.

Postup pripravy krmiva obohaceného o ergosterol

Krmivo bylo pripraveno dle nasledujiciho postupu:

e Kvasinky byly naoCkovany do tekutych médii (30G, pH 6; 50
ml/Erlenmayerova banka) a inkubovany pfi 30°C 48 hodin za nepretrzitého
tfepani.

e Obsah banék byl nasledné centrifugovan a supernatant odstranén. Biomasa
kvasinek byla promyta fyziologickym roztokem a pfenesena na Petriho
misky.

e Kvasinky byly nasledné susSeny 6 hodin pfi 105°C a suchy produkt byl
rozmélnén na prasek.
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e Pro krmeni dospélych v€el byla pouZzita sucha smés kvasinek.

e Priprava invertniho cukru se suchou biomasou kvasinek — k 1L invertniho
cukru byly pfidany 4 g suché biomasy kvasinek.

Slozeni 30G média pro kultivaci kvasinek:

30% glukdza (30G); pH 6,0

Chemikalie

Mnozstvi [g/1000 ml H20]

Glukdza 300 g
Yeast extract 30g
Malt extract 3049
Agar 2049
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Metoda detekce a kvantifikace ergosterolu

Metodicky postup detekce a kvantifikace ergosterolu je uveden za ucCelem
dostupnosti  jednoduché metody pro hodnoceni mnoZstvi ergosterolu
v aditivovaném vc€elim krmivu (invertnim cukru s pfidavkem ergosterolu), verifikace
deklarovaného mnozstvi aditiva v krmivu, hodnoceni homogenity pfipraveného
krmiva a jeho stability.

Kromé ergosterolu byla metoda navrzena také pro dalSi metabolity, cholesterol a
24-methylencholesterol.

Stanoveni erqgosterolu ve vzorku biomasy kvasinek - extrakce:

Kvasinky byly naoCkovany do tekutych meédii (30G, pH 6; 50 ml/Erlenmayerova
banka) a inkubovany pfi 30°C 48 hodin za nepretrzitého tfepani. Obsah banék byl
nasledné centrifugovan a supernatant odstranén. Biomasa kvasinek byla promyta
fyziologickym roztokem a pfenesena na Petriho misky suSena 6 hodin pfi 105°C a
suchy produkt byl rozmélnén na prasek. Mokra i sucha biomasa byla zvazena.

Po vysusSeni byla sucha biomasa v€etné hlinikovych misek prenesena do vialek,
jemné rozmélnéna a prelita 10 ml metanolu. Vialky byly umistény do ultrazvukového
sonikatoru a sonikovany 20 minut. Nasledné byly vialky ponechany pfes noc pfi
pokojové teploté a nasledujici den byl extrakt pouzit pro analyzu.

HPLC analyza ergosterolu:

Priprava kalibracni kfivky: standardy sledovanych metaboliti — ergosterol,
cholesterol a 24-methylencholesterol byly pfipraveny v koncentracich 0,01; 0,05;
0,1 a 0,5 mg/ml v metanolu.

Hrubé extrakty a standardy byly analyzovany na HPLC chromatografu (Shimadzu,
Nexera series) za nasledujicich podminek: typ kolony C18, 250 x 4,6 mm, 5 uym,;
slozeni mobilni faze a) H3PO4, pH3 b) metanol, v poméru a:b = 1:99 izokraticky;
prutok 1 ml/min; nastfik 10 pl a celkovy €as analyzy 20 minut. Detekce vSech
metabolitl probihala pfi vinové délce 210 nm na UV-VIS detektoru. Vyhodnoceni
chromatogramu bylo provedeno pomoci programu LabSolutions (Shimadzu).
Koncentrace ergosterolu byla vypoctena dle plochy piku standardu.

17



Benes K. a kol. (2023): Metodika pfipravy krmiva pro véely s pfidavkem induktorti imunitni
reakce

Priklad vystupu HPLC analyzy:

Retenc¢ni ¢asy (RT) jednotlivych metabolitd byly cca 11,8 minut pro ergosterol, cca
12,5 minut pro 24-methylencholesterol a cca 14,2 minut pro cholesterol.
Chromatogram se standardy o koncentraci 0,1 mg/ml je na nasledujicim obrazku.

TR el T0nen I TS0 T Jod Dstecir AZT0m
otz Ergo. T imgmi_Ti0nm SSMeION_THIPOH, T Jod Detecior AZ10hm
1oy T 0SSO 3P0 Jot Deecior AZIOT
3000 J

25000 §

22500 §

20000 §

15000 4
12500 5

10000 3

00

Chromatogram analyzy HPLC standardd o koncentraci 0,1 mg/ml: rlzovy pik —
ergosterol, modry pik —24-methylencholesterol, ¢erny pik — cholesterol.

Na nasledujicim obrazku je chromatogram se standardy méfenych metabolit
v porovnani se zastupci nejlepSiho producenta Z. rouxii (hnéda kfivka) a producenta

Jak je z chromatogramu patrné, jedinym z analyzovanych metabolitli, ktery byl
v kvasinkach nalezen, byl ergosterol. Cholesterol ani 24-methylencholesterol
naméfeny nebyly. Ostatni piky naznacuji pfitomnost jinych metabolitd, které vSak
nebyly identifikovany.
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “ Metodika pfipravy krmiva pro vCely s pfidavkem
induktort imunitni reakce” Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot' v sou¢asné dobé
neni k dispozici ucelena metodika a dosud dostupné informace o vlivu fytosterold,
kyseliny p-kumarové Ci ergosterolu jsou jen dilCi a rozptylené ve védeckych
publikacich, které se zabyvaji problematikou vlivu biologicky aktivnich latek na
vCely, interakce téchto latek s xenobiotiky a problematiky zmén v genové expresi
genu pro detoxikacni enzymy vcel. Komplexni metodicky postup pfipravy
obohaceného krmiva k dispozici neni.

Rada fotochemikalii, v&etné kyseliny p-kumarové ovliviiuje expresi genti spojenych
s imunitou a rezistenci vici xenobiotikim. Schopnost téchto latek indukovat expresi
genu kodujicich detoxikaéni a imunitni enzymy zifejmé& umozfiuje v€elam rychle
reagovat na xenobiotika a dalSi stresory, s kterymi se setkava, a zCasti tak
kompenzovat redukované mnozstvi téchto gent v genomu. Pestra vceli strava, jeji
riznorodost a nutri¢ni vyvazenost je zakladnim predpokladem pro produktivni
vCelstvo, odolné vuci stresovym faktorim. PFidavani fytochemikalii do cukerné
stravy by tak mohl byt jednim ze zpusobd, jak posilit zdravotni stav vCelstev.

Predkladana metodika pak popisuje vyznam fotochemikalii, vyznam pestré
prirozené vceli stravy, davody vedouci k mySlence obohacovani v€eliho krmiva na
bazi invertniho cukru o tyto biologicky aktivni latky. Metodika uvadi i postup pfipravy
obohaceného krmiva a analytické metody pro detekci aditiv v krmivu, tak aby byla
mozna kontrola — verifikace deklarovaného mnozstvi aditiva v krmivu, hodnoceni
homogenity pfipraveného krmiva a jeho stability.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro pfipravu krmiva pro véely s pfidavkem induktord imunitni
reakce je mozné na pracovistich/provozech, které se zabyvaiji vyrobou a distribuci
cukernych krmiv v&etné invertniho cukru pro vcelafe. Metodika v prvni Casti
zahrnuje teoreticky uvod do problematiky. V praktické ¢asti jsou uvedeny postupy
pro pfipravu obohaceného krmiva a hodnoceni mnozstvi aditiv v krmivu véetné
ukazek vzorovych analyz.

Uzivatelé metodiky jsou vyrobci a distributofi krmiv pro v€ely a vcelafi. Metodika

bude uplatnéna prostfednictvim firmy LockBohemia, pfedniho vyrobce invertnich
cukru. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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Ekonomické aspekty

Postupy uvedené v této metodice maji znany ekonomicky vyznam z pohledu
vyznamu vcel jako opylovateld a producenta v€elich produktl. Nedokonala ci
absentujici schopnost detoxifikace xenobiotik se projevuje i jejich vysSi toxicitou
vedouci k oslabeni €i uhynu vcCelstva. Tato problematika je samoziejmé daleko
komplexnégjsi, vyznamnym faktorem je pestra vyziva vcel, stresory pusobici na
vCelstva, nenaruseny stfevni mikrobiom a pfitomnost prospésnych mikroorganismu
v pfirozeném prostfedi vCel a potravé. Nedostatky ve vyzivé vCel se snazi
suplementovat tato metodika, kdy krmivo obohacené o latky bézné se vyskytujici
v pfirozené potravé muize napomoci vyrovnat jejich absenci v uméle dodavaném
pouze cukerném krmivu.

Pomoci tohoto metodického postupu Ize dodat v€elam latky chybéjici ve vCelim
krmivu a latky pfitomné jako aditiva pozitivné ovliviiuji expresi genua pro detoxifikacni
enzymy a aktivitu detoxifikaCnich enzymd. Metodicky postup rovnéz obsahuje
navody a postupy pro analytiku a stanoveni mnozstvi aditiv v pfipraveném krmivu.
Cena obohaceného krmiva pfedstavuje navySeni ceny za 15 kg krmiva — davky na
jedno vcelstvo o cca 450 KC. V SirSim kontextu ale pouziti obohaceného krmiva
muze vést k stimulaci detoxifikaCnich enzymu, schopnosti v€el detoxifikovat
xenobiotika, omezeni jejich negativniho vlivu a vitalni vcCelstva pak mohou
poskytovat své nedocenitelné ekosystémové sluzby.
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