Utjecaj dobi i spola na biokemijske znacajke
hemolimfe medonosne pcele (Apis mellifera L.)

Horvatinec, Jelena

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:588441

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-02

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:588441
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:1434
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:1434
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:1434

’ Sveudihste u Zagrebu University of Zavreb
., - \gronomski fakultet Faculty of Agriculture

Utjecaj dobi i spola na biokemijske znacajke
hemolimfe medonosne pcele (Apis mellifera L.)

DIPLOMSKI RAD

Jelena Horvatinec

Zagreb, rujan, 2019.



: Sveudiliste u Zagrebu I Iniversity of Zagreb
-," \eronomski fakultet Faculty of Agriculiure
\, -
Diplomski studij:

Biljne znanosti

Utjecaj dobi i spola na biokemijske znacajke
hemolimfe medonosne pcele (Apis mellifera L.)

DIPLOMSKI RAD

Jelena Horvatinec

Mentor:

doc. dr. sc. Lidija Svecnjak

Zagreb, rujan, 2019.



' % Sveuciliste u Zagrebu Umiversity of Zagreb
. -' < \eronomski fakultet Faculty of Agriculture
t WP & ) ‘

1ZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Jelena Horvatinec, JMBAG 00581993710, roden/a 18.12.1991. u Zagrebu,

izjavljujem da sam samostalno izradila/izradio diplomski rad pod naslovom:

Utjecaj dobi i spola na biokemijske zna¢ajke hemolimfe medonosne pcele (Apis mellifera
L)
Svojim potpisom jam¢im:

— dasam jedina autorica/jedini autor ovoga diplomskog rada;

— dasu svi koriSteni izvori literature, kako objavljeni tako 1 neobjavljeni, adekvatno citirani
ili parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— daovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrSetka sveuciliSnog ili stru¢nog studija;

— daje elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio
mentor;

—  da sam upoznata/upoznat s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveuéilista u Zagrebu (CL. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studenta / studentice



T Sveuciliste u Zagrebu Umiversity ol Zagreb
y: . 1
. -, : \gronomski fakultet Faculty of Agriculture
B E_Q 3

1ZVJESCE
O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studenta/ice Jelena Horvatinec, IMBAG 00581993710, naslova

Utjecaj dobi i spola na biokemijske zna¢ajke hemolimfe medonosne péele (Apis mellifera

L.).
obranjen je i ocijenjen ocjenom , dana
Povjerenstvo: potpisi:
1. doc. dr. sc. Lidija Sve¢njak mentor
2. prof. dr. sc. Dragan Bubalo ¢lan

3. izv. prof. dr. sc. Marko Vincekovi¢ ¢lan




Zahvala

Ovime zahvaljujem mentorici doc. dr. sc. Lidiji Sve¢njak na pomoé¢i tijekom
istrazivanja i pisanja ovog rada. Hvala puno na strpljenju, konstruktivnim Kkritikama,
otvorenosti i susretljivosti.

Naravno hvala roditeljima na razumijevanju koji su s veseljem docekali ovaj dan.
Najvecéu zahvalu ipak dugujem bratu Marku, koji je bio velika potpora tokom $kolovanja, no i

uvelike doprinio tome kako sam se izgradila kao osoba.



Sadrzaj

L UVOO oo et b et nbenreas 1
| OO 1 I T -4 V7 L0 - SRS PS 2

2. RAzrada [IErature ..o 3
2.1, PCeliNja ZAJEANICA ....c.vviuviiiieiieieiiee et 3

2.2, KIVOLOK PCLA ....vviiiiie ettt et et e bna e 4

2.3 HEMOIMTA. ... 4
2.3.1. Stani¢na i humoralna Imunost PEela..........coooveiiiiiieiiiiiici e 5
2.3.2. Istrazivanja kemijskog sastava hemolimfe............ccovieiiiiiiniiiiicie 7

2.3.3. Metode ekstrakcije hemolimfe ..o 10

2.5. Infracrvena (IR) SPEKLOIrSKOPIJA ......ccvevveiiieieiiesie e 11
2.5.1. FTIR-ATR- SPEKLrOSKOPIJa .....ocviviviiiiieiiiiiiiiieiiecse s 12

3. Materijali I MELOUE ......ccvveiie e 13
3.1. Odabir pokusnih pcelinjih zajednica...........cocovvriiiiiiiiii e 13

3.2. Inkubacija pokIoplJenog 1egIa ...........covv i 13

3.3. Markiranje 1 uzorkovanje peela..........coiviiiiiiiiiiiie e 14

3.4. Ekstrakcija hemolimfe peela ... 15

3.5. Analiza uzoraka hemolimfe metodom FTIR - ATR spektroskopije.........ccccceeveuenen. 17

4. REZUNALT 1 FASPIAVA.....eeiteiiieiiieieiieee st e ettt sne et esreeneenneas 20
4.1. Rezultati analize hemolimfe metodom FTIR - ATR spektroskopije ..........cccccvenenn 20
4.1.1. Karakteristi¢an IR spektar hemolimfe pcela ...........coooiiiiiiiiiies 20
4.2.2. Spektralna analiza hemolimfe dobnih skupina pcela ............ccooeiiiiiiiininnnn 23

4.2.2. Spektralna analiza hemolimfe pcela iste dobi iz razli¢itih zajednica................. 27

4.2.3. Komparativne spektralne varijacije izmedu hemolimfe trutova i radilica.......... 31

4.2.4. Spektralne znacajke atipi¢nih uzoraka hemolimfe.............ccccooviiiiiiiiiniinnns 36



5. ZAKIJUCAK ...

6. POPIS HIEBIALUIE.......cviieieeee e

Zivotopis



Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Jelena Horvatinec, naslova

Utjecaj dobi i spola na biokemijske znacajke hemolimfe

medonosne pcele (Apis mellifera 1.)

Hemolimfa je tekucina otvorenog sustava cirkulacije medonosne pcele (Apis mellifera
L.) koja predstavlja funkcionalni ekvivalent krvi i limfe sisavaca. Slozenog je kemijskog
sastava te uz Secere 1 lipidne komponente, sadrzi preko 300 razli¢itih proteina. Dosadas$njim
su istrazivanjima utvrdene odredene razlike u sastavu hemolimfe izmedu kasti pcela, razli¢itih
razvojnih stadija te dobnih skupina pcela. Medutim, detaljna kemijska karakterizacija sastava
hemolimfe nije provedena. Stoga je cilj ovog rada bio utvrditi biokemijske znacajke i razlike
u sastavu hemolimfe péela u ovisnosti o dobi i spolu temeljem kemijskog fingerprintinga
hemolimfe. Istrazivanje je provedeno na 3 pokusne pcelinje zajednice. Ekstrakcijom iz
podrucja prsiSta iz svake su pokusne zajednice prikupljeni uzorci hemolimfe pet dobnih
skupina radilica (1, 7, 14, 24 i 42 dana; n=338) i trutova (n=8) te su analizirani metodom
FTIR-ATR spektroskopije. Rezultati istrazivanja pokazali su kako hemolimfa pcela daje
karakteristican IR spektar, a temeljem spektralnih varijacija utvrdeno je kako se hemolimfa
pcela ovisno o dobi i spolu ne razlikuje kvalitativno, ve¢ postoje razlike u udjelu pojedinih

komponenata sastava.

Kljuéne rije¢i: medonosna pcela, hemolimfa, FTIR-ATR spektroskopija, kemijska

karakterizacija, dobne i spolne razlike



Summary

Of the master’s thesis — student Jelena Horvatinec, entitled

Influence of age and gender on the biochemical properties of the

honey bee hemolymph (Apis mellifera L.)

Hemolymph is a liquid of the open circulation system of the honey bee (Apis mellifera L.),
which representes a functional equivalent of mammalian blood and lymph. It has a complex
chemical composition and contains over 300 different proteins along with sugars and lipid
components. Previous studies have revealed certain differences in the hemolymph
composition between the honey bee castes, different developmental stages and age groups of
bees. However, a detailed chemical characterization of the hemolymph composition has not
been performed. Therefore, the aim of this study was to determine the biochemical
characteristics and differences in honey bee hemolymph composition depending on the age
and gender based on the hemolymph chemical fingerprinting. The study was conducted on 3
experimental honey bee colonies. Hemolymph samples of five age groups of workers (1, 7,
14, 24 and 42 days old; n = 338) and drones (n=8) were collected by thorax extraction from
each experimental colony, and analysed by FTIR-ATR spectroscopy. The results showed that
honey bee hemolymph provides a characteristic IR spectrum, and based on spectral variations
it was determined that the hemolymph of the honey bee does not differ qualitatively
depending on age and gender, but there are differences in the proportion of individual

compositional components.

Key words: honey bee, hemolymph, FTIR- ATR spectroscopy, chemical characterization,

age and gender differences



1. Uvod

Jednu od vaznijih uloga u ekosustavu imaju pcele, a sve veéi gubici pcelinjih zajednica
posljednjeg destljeca potaknuli su brojne rasprave o njihovoj ckoloskoj i ekonomskoj
vaznosti, doprinosu u poljoprivrednoj proizvodnji i vaznosti za ekosustav. Na normalno
funkcioniranje pcelinje zajednice i posljedicne obrambene mehanizme posebice u vidu
imunoloskog odgovora pcela utjeCu razliCiti abioticki i bioticki ¢imbenici, kao Sto su
promjena klime, varijabilnost u izvorima hrane za pcele, dodatan stres u pcelinjoj zajednici
nastao migracijskim pcelarenjem koji doprinosi Sirenju bolesti, razli¢iti nametnici kao §to je
Varroa destructor (ektoparazit), vrste roda Nosema (crijevni paraziti), patogeni
mikroorganizmi (virusi, bakterije, gljivice) primjena ksenobiotika u zastiti poljoprivrednih
kultura (herbicidi, fungicidi, insekticidi - neonikotionidi) (Evans i sur., 2006.). Spomenuti
Stetni ucinci su jedan od brojnih uzroka CCD sindroma (engl. Colony Collapse Disorder) —
poremecaja propadanja pcelinjih zajednica, koji ukazuje na naruSavanje imuniteta pcela, te se
zasigurno odrazavaju i na ,.krvnu sliku“ péela, koja je kao i u drugih organizama, pokazatelj
opéeg stanja organizma (van Engelsdorp i Pettis 2014.). Stoga je razumijevanje biokemijskih
znacajki hemolimfe medonosne pcele (Apis mellifera L.) od izuzetnog znacaja, posebice
danas kada zbog spomenutih Stetnih ¢imbenika te sve veceg zagadenja okolisa, dolazi do
smanjenja broja pcelinjih zajednica diljem svijeta.

Hemolimfa je bezbojna tekucina otvorenog sustava cirkulacije pcela koja predstavlja
funkcionalni ekvivalent krvi i limfi sisavaca, a sastoji se od vodene plazme (~90%) i hemocita
(~10%). Hemolimfa ima i zastitnu ulogu, odnosno sudjeluje u mehanizmima obrane putem
urodene stani¢ne i humoralne imunosti, koja je posredovana stanicama i antimikrobnim
peptidima (AMP) koji sudjeluju u mehanizmima imunoloskog odgovora péela na razli¢ite
unutarnje i vanjske faktore, te u obrani organizma od patogenih mikroorganizama. Hemolimfa
takoder sudjeluje u transportu i skladiStenju hranjivih tvari i koagulaciji. Dosadasnjim su
istrazivanjima utvrdene odredene razlike u sastavu hemolimfe (uglavnom proteina) izmedu
kasti pcela (matica, radilica, trutova), razlicitih razvojnih stadija te dobnih skupina pcela
obzirom da je mehanizam metaboli¢kih procesa vezan za dob pcela radilica i pripadnost
pojedinoj kasti (Cremonez i sur., 1998.; Blatt, 2001.; Chan i sur., 2006.; Zakaria, 2007.; Kezi¢
1 sur., 2011.). Medutim, detaljna kemijska karakterizacija sastava hemolimfe u ovisnosti o
dobi i spolu nije provedena, a definiranje grani¢nih fizioloskih vrijednosti hemolimfe koje,

kao i u visih organizama, opisuju normalnu ,krvnu sliku®“ péela, moglo bi posluziti za



pracenje fizioloskih, patoloskih i metaboli¢kih stanja pcelinjih zajednica i doprinijeti boljem

razumijevanju pozadinskih mehanizama imunog odgovora pcela na razlicite Stetne ¢imbenike.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj je ovog rada utvrditi biokemijske znacajke i razlike u sastavu hemolimfe pcela u
ovisnosti o dobi i spolu temeljem kemijskog fingerprintinga hemolimfe primjenom
infracrvene (IR) spektroskopije.



2. Razrada literature

2.1. Pcelinja zajednica

Medonosna je pcela prema svom nacinu zivota socijalni kukac koji Zivi u velikim
zajednicama gdje svaka jedinka ima odrednu ulogu ovisno o dobi i spolu. Pcelinja se
zajednica prema strukturi sastoji od jedne matice, nekoliko desetaka tisucéa radilica i nekoliko
stotina trutova. Na slici 1. prikazane su morfoloske odlike ¢lanova pcelinje zajednice.
Zajednicom upravlja matica koja je jedino spolno razvijena Zenska jedinka. Njezina uloga je
reproduktivna-odrzavanje zajednice brojnom. Radilice su zenske jedinke sa zakrzljalim
jajnicima (nisu spolno zrele), najbrojniji su ¢lanovi zajednice te obavljaju sve poslove. Ovisno
o0 dobi, razlikuju se u podjeli posla, pa tako razlikujemo:

Cistacice (0-3 dana starosti) - ¢iste koSnicu;

hraniteljice (3-10 dana starosti) - hrane leglo i maticu;

graditeljice (10-18 dana starosti) - izluCuju vosak i grade sace te obavljaju i druge poslove u
kosnici (spremanje rezervne hrane, ¢iséenje kosnice);

strazarice (18-21 dana starosti) - nalaze se na ulazu u ko$nicu i sprijeCavaju ulaz
neprijateljima;

skuplja¢ice (0d 21 dan starosti do kraja zivota) - skupljaju propolis, nektar, pelud, vodu i
donose u koSnicu.

Trutovi su muski ¢lanovi zajednice, spolno razvijeni i njihova je uloga oplodnja matice.
Takoder, griju leglo te pozitivno utjeCu na radno raspolozenje (radnu euforiju) radilica.
Haploidne su jedinke koje se razvijaju iz neoplodenih jajaSca, odnosno nasljeduju samo

majcinske kromosome (Kezi¢ 1 sur., 2011.).

RADILICA

Slika 1. Clanovi péelinje zajednice

(https://pcelinaskolica.wordpress.com/ucionica/strucna-predavanja)



2.2. Krvotok pcela

Kretanje krvi u tijelu pcela nije strogo ograni¢eno na krvozilni sustav, ve¢ ona
slobodno oplakuje organe, odnosno pcéele imaju otvoreni krvotok. Ekstrakcija ¢iste hemolimfe
iz pCele nije jednostavna kao kod sisavaca, s obzirom da se sustav sastoji od jedne dorzalne ili
ledne zile koja se sastoji od prednjeg dijela koji nazivamo aortom i straznjeg dijela - srca.

Srce se nalazi u zatku pcele, oblika je duge cilindri¢ne cijevi koja je podjeljena u pet komorica
1 straga zavrSava slijepo. Na srce nastavlja se aorta koja prolazi kroz Supljinu prsiSta prema
glavi i zavrSava slobodno u glavi u visini mozga, gdje slobodno oplakuje organe donoseci
hranjive tvari (Locke, 1997; Kezi¢ i sur., 2011.). Prolaze¢i kroz prsiste snabdjeva hranjivim
tvarima miSi¢e lokomotornog sustava te odnosi produkte metabolizma. Cirkulira kroz noge,
krila i antene, zatim prelazi u zadak gdje se pomocu donje i gornje dijafragme omoguéava tok
cirkulacije. Hemolimfa se tako obogacuje hranjivim tvarima, a oslobada otpadne produkte, te
obogacena novom koli¢inom hranjivih tvari ulazi kroz zaliske u srce, kontrakcijama se
potiskuje prema glavi i time se pokrece novi krug (Svecnjak, 2016.). Na slici 2. prikazani su

dijelovi krvotoka medonosne pcele.

gornja
mozak dijafragma

¥ srce

donja
dijafragma

Slika 2. Krvotok péele
(Izvor: Sveénjak, 2016.).

2.3. Hemolimfa

Hemolimfa je bezbojna do blago Zuckasta tekucina otvorenog sustava cirkulacije
najbrojnije skupine beskraljesnjaka - c¢lankonozaca (Arthropoda) u koju se svrstava i
medonosna pcela (Svecnjak, 2016.). Vecinski sadrzaj hemolimfe ¢ini voda (~90%) u kojoj su
otopljene razne tvari: proteini, lipidi, ugljikohidrati, hormoni, enzimi, mokra¢na kiselina i

anorganski ioni (K, Ca, Na) (Locke, 1997.). Vazne sastavnice hemolimfe su hemociti, krvne
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stanice, koje ¢ine ~10%, a morfoloski i funkcionalno su podijeljene na prohemocite,
plazmatocite, granuliocite, koagulocite, i enocite (EI Mohandes i sur., 2010.). Hemolimfa je
slozenog kemijskog sastava te sadrzi preko 300 razlicitih sastojaka od kojih su najznacajnije
komponente sastava proteini (Zillikens, 1985.; Trenczek i sur., 1989.; Wheeler i Kawooya,
1990.; Michelette i Engels, 1995.; Herbert, 1992.), 18 aminokiselina (Wang and Moeller,
1970; Crailsheimi Leonhard, 1997.), lipidne komponentne (masne Kkiseline, fosfolipidi,
diacilgliceroli i triacilgliceroli) (Bounias, 1986.) i ugljikohidrati (glukoza, fruktoza, trehaloza,
saharoza) (Bounias and Morgan, 1984.; Arslan i sur. 1986.; Abou-Seif i sur., 1993.; Bozic and
Woodring, 1997.; Fell, 1990.; Leta i sur. 1996.). Uloga hemolimfe je raznoSenje hranjivih i
hormonalnih tvari, odnoSenje otpadnih produkata metabolizma do organa za izlucivanje,
zacjeljivanje oSte¢enog tkiva (rana) zgrusavanjem hemolimfe, fagocitoza te termoregulacija
(Evans i sur., 2006.). U hemolimfi pcela za prijenos kisika ne nalazimo transportne molekule
(metaloproteine) kao §to je to slucaj u visih zivotinja, s obzirom da pcele imaju izravni oblik
disanja gdje se kisikom opskrbljuju sve stanice i tkiva u tijelu neposredno preko sustava
dusnika. Hemolimfa, ,krv* pcele, ustvari predstavlja funkcionalni ekvivalent krvi i limfi
sisavaca (viSih Zivotinja i Covjeka); sudjeluje u mehanizmima imunog odgovora organizma na
razli¢ite vanjske 1 unutarnje Stetne ¢imbenike, a njezin sastav odrazava opce stanje organizma

(Sveénjak, 2016.).

2.3.1. Stani¢na 1 humoralna imunost pcela

Stani¢na imunost je imunost koja obuhvaca djelovanje krvnih stanica, hemocita koji
obavljaju inkapsulaciju, melanizaciju, nodulaciju i fagocitozu patogenih mikroorganizama
(Marringa i sur., 2014; Schmidt, 2008; Evans i sur., 2006.). Javlja se prilikom ulaska unutar
stani¢nih virusa, bakterija ili razvoja tvorbi (Locke, 1997; Bulet i Stocklin, 2005.). U
hemolimfi pcela prisutna su tjeleSca, odnosno krvne stanice — hemociti, koji sudjeluju u
obrambenom sustavu, odnosno stvaranju stani¢ne imunosti, a imaju slicnu funkciju kao
leukociti i1 trombociti kraljeznjaka (Marringa i sur., 2014.). Nastaju u hematopoetskim
organima, odnosno u limfnim Zzlijezdama (Locke, 1997.). Postoji nekoliko vrsta hemocita
(plazmatociti, granulociti enociti, koagulociti, proehemociti) koji se razlikuju morfoloski i
funkcionalno, odnosno obavljaju razlicite funkcije: fagocitoza patogenih mikroorganizama,
inkapsulacija, nodulacija, melanizacija (Marringa i sur., 2014; Schmidt, 2008; Evans i sur.,
2006.).



Vrste hemocita i njihova uloga:

Hemociti pcela medusobno se razlikuju po svojoj morfologiji 1 funkciji. S obzirom na to

postoje:

Plazmatociti su stanice velikog promjenjivog oblika koje sadrze puno citoplazme.
Inkapsuliranjem i fagocitiranjem stranih Cestica u tijelu pcele izravno sudjeluju u
obrani organizma od patogenih mikroorganizama (slika 3a).

Granulociti jednako kao plazmatociti sudjeluju u obrani organizma od patogenih
mikroorganizama procesom fagocitoze i inkapsulacije stranih Cestica u tijelu pcele.
Sadrze granule po kojima ih plazmociti prepoznaju (slika 3b).

Enociti su stanice u kojima se sintetiziraju kemijski spojevi i biokemijski prekursori
vazni za imunosni odgovor pcela (slika 3c).

Koagulociti sudjeluju u procesima zgrusavanja krvi i zacjeljivanju rana. Funkcionalno
su sli¢ni trombocitima u ¢ovjeka (slika 3d).

Prohemociti su male stanice okruglog oblika a nekada mogu biti i ovalne iz kojih
nastaju sve predhodno navedene krvne stanice. Sadrze jezgru koju pozicioniranu u
centru okruzuje citoplazma, male granule i vakuola (slika 3e) (Marringa i sur., 2014;

Papadopoulou-Karabela i sur., 1993.).

Slika 3. Hemociti p¢ela: plazmatociti (3a), granulociti (3b), enociti (3¢), koagulociti
(3d), prohemociti (3e)

(Izvor: modificirano prema Mohandes i sur., 2010.).



Humoralna imunost poznata je kod kukaca ve¢ duze vrijeme kao humorlani antibakterijski
imunitet koji je posredovan antitijelima. Istrazivanjima je utvrdeno da nakon ulaska bakterije
ili drugog antigena u organizam pcele, isti bude unisten, a razlog tomu su molekule proteina
(Locke, 1997.). Isto je daljnim istrazivanjima i potvrdeno (Marringa i sur., 2014.; Mohandes i
sur., 2010). Nositelji humoralne imunosti pcela su skupine molekula tzv. antimikrobni peptidi
(AMP). To su cirkulirajué¢i proteini koji mogu blokirati razmnozavanje patogenih
mikroorganizama (bakterija, virusa i gljivica), no uglavnom bakterija (Casteels i sur., 1993;
Bulet i Stocklin, 2005.). Razlikujemo Cetiri vrste (tipa) AMP-a: abaecin, apidaecin, defenzin i
himenoptecin. Princip sprjeCavanja razmnozavanja bakterija djeluje na nacin da AMP
razgraduju peptidoglikan, koji je vazan sastavni dio stani¢ne stijenke, te na taj nacin

sprjecavaju njezinu sintezu (Casteels i sur., 1993.).

2.3.2. Istrazivanja kemijskog sastava hemolimfe

Istrazivanja hemolimfe medonosne pcele obuhvacena su sa 40-ak relevantnih
znanstvenih publikacija, a dosadasnja su istrazivanja bila usmjerena uglavnom na analizu
pojedina¢nih skupina organskih spojeva ili molekulskih blokova iz hemolimfe - sadrzaj
jednostavnih $ecera, masti, proteina, AMP-a i drugih sastavnica (Svecnjak, 2016.).
Ugljikohidrati su glavni izvor energije u pcele koje koriste isklju¢ivo kao ,,gorivo* za let. U
hemolimfi su opisana tri Secera: glukoza, fruktoza i trehaloza (Leta i sur., 1996; Blatt, 2001.),
a neki autori navode 1 saharozu, no nije jasno je li ona stvarno vezana za metabolicku
aktivnost ili je uzrokovana kontaminacijom prilikom ekstrakcije hemolimfe (Abou-Seif i sur.,
1993; Bounias i Morgan 1984; Geisler i Steche 1963; Leta i sur., 1996; Maurizio 1965.).
Trehaloza je glavni Secer u hemolimfi pcele, prirodni je alfa vezani disaharid formiran putem
a,0-1,1 - glikozidne veze izmedu dvije a - glukozne jedinice (Higashiyama 2002.). Prednosti
trehaloze u odnosu na glukozu su $to je osmotski efekt upola manji, te ne reagira s nekim
proteinima i1 aminokiselinama kao glukoza (Blatt, 2001.). Glukoza i fruktoza ulaze u
hemolimfu cijepanjem saharoze, a nadalje se glukoza transformira u trehalozu, a fruktoza
najprije u glukozu pa zatim u trehalozu. Koncentracija trehaloze varira od 2 mg/mL (Bounias
i Morgan, 1984.) do 40mg/mL (Bozic i Woodring, 1997.), a glukoze i fruktoze od 2 mg/mL
(Abou-Seif i sur., 1993.) do 15 mg/mL (Fell, 1990; Leta i sur., 1996.). Prosjecna razina Secera
u hemolimfi radilica je oko 2%, a skupljacica 2,6%. Koncentracije glukoze i fruktoze se

povecéavaju s pove¢anjem brzine metabolizma, a koncentracija trehaloze smanjuje, §to dovodi



do stabilne ukupne koncentracije Sec¢era u hemolimfi (Blatt, 2001.). Takoder, utvrdeno je da je
sastav hemolimfe odnosno Secera u njoj ovisan o prehrani (Blatt, 2001.).
U hemolimfi pcela utvrdeno je preko 300 razli¢itih proteina koji imaju vaznu ulogu u
metabolizmu i tijekom razvoja pcela. Proteini su zasluzni za otpornost péela na bolesti,
dugovjecnost, proizvodnju meda i veli¢inu legla (Herbert 1992.). Péele proteine unose u
organizam u obliku ,,pcelinjeg kruha“ §to predstavlja fermentirani oblik peludi pomjeSan s
medom, izluCevinama Zlijezdi pcela te enzimima (Cremonez i sur., 1998.). U hemolimfi
kukaca razlikujemo transportne proteine (lipoforin), antibakterijske i antifunginalne proteine,
zenski specifini protein (vitelogenin), enzime, inhibitore proteaze i lecitine (Cremonez i sur.,
1998.).
Sastav proteina izmedu razvojnih stadija pcela, posebice li¢inki i odraslih péela se znacajno
razlikuje. Utvrdene su razlike izmedu muskih i Zenskih ¢lanova zajednice, ali i unutar zenskih
¢lanova tj. matice i radilica (Chan i sur., 2006.). Preklapanja izmedu proteina u matica,
radilica i trutova je 42% (Cremonez i sur., 1998.). Takoder, utvrdeno je da razlicita ishrana
utjeCe na razinu proteina u hemolimfi (Cremonez i sur., 1998; EI Mohandes i sur., 2010;
Zakaria 2007.).
Kljuéni proteini koji su utvrdeni u hemolimfi odraslih pcela su:

apolipoforin - jedan od glavnih vrsta lipoproteina u hemolimfi, prenosi lipide i
vitelogenin (Chan i sur., 2006.) ;

vitelogenin - zenski specifi¢ni protein (Wyatt i Davey, 1996.) - rezerva hranjivih tvari i
ukljucen u transport lipida, Secera, vitamina, hormona i fosfata (Piulachs i sur., 2003.).

transferin - veze zeljezo (Chan i sur., 2006.).
Prema Engels 1 sur. (1990.), ovisno o dobi pcele 1 njezinoj ulozi u zajednici, kao 1 ishrani,
mijenja se razina vitelogenina u hemolimfi. U ranijim fazama zivota ga ima vise, a starenjem
se smanjuje. Aminokiseline ¢ine bitnu sastavnicu hemolimfe pcela. Utvrdeno ih je 18, a one
su: prolin, serin, treonin, triptofan, triozin, valin, metionin, lizin, leucin, izoleucin, asparagin,
arginin, alanin, histidin, fenilalanin, glutamin, glicin, cistin. Prolin je najzastupljenija
aminokiselina (50 - 80% od ukupne koli¢ine) (Wyatt, 1961; Chen, 1985.), koja postize
maksimum od tre¢eg do petog dana starosti pcele, dok su niZe koncentracije utvrdene kod
starijih pCela (Crailsheim i Leonhard, 1997.). Utvrdeno je da pcele nakon letenja imaju nizu
koncentraciju prolina, te da postoji velika razlika u koncentraciji aminokiselina izmedu
razliCitih zajednica, no razlog zasto je tome tako, odnosno povezanost, nije razjasnjena
(Crailsheim 1 Leonhard, 1997.). Rosch (1925.) iznosi pretpostavku da razlika u

konentracijama aminokiselina, njihovoj zastupljenosti ne ovisi samo o dobi pcela ve¢ i o
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njihovoj fukciji u zajednici. Treba istaknuti da su istraZivanja povezana s koncentracijom
slobodnih kiselina u hemolimifi u ovisnosti o dobi pcela razli¢ita, a nekad i kontradiktorna.
Primjerice, prema podacima Wang i Moller (1970.), sadrzaj prolina u hemolimfi je 50% od
ukupnih aminokiselina, dok Sinitzky i Lewtschenko (1971.) navode 6% od ukupnih
aminokiselina. Odredene aminokiseline kao $to je su alanin, fenilalanin i metionin, nisu
pokazale ovisnost koncentracije o dobi, dok je kod ostalih aminokiselina to uoceno
(Crailsheim 1 Leonhard, 1997.). Razlika u sadrzaju aminokiselina u hemolimfi pcela iz
razli¢itih zajednica je velika, no bilo kakva povezanost nije utvrdena (Crailsheim i Leonhard,
1997.).

Utvrdene su i znacajne razlike u razinama svih aminokiselina, osim triptofana i tirozina
usporedbom sadrzaja aminokiselina u hemolimfii pet dana starih trutova i pet dana starih
radilica (Crailsheim i Leonhard, 1999.).

Trutovi su, kao muski ¢lanovi zajednice s obzirom na fiziologiju i ulogu u zajednici, daleko
manje istrazivani u odnosu na radilice. Znacajne razlike izmedu trutova i radilica pronadene
su u iskoriStavanju glukoze tijekom leta (Gmeinbauer i Crailsheim, 1993.), u sadrzaju
glikogena (Panzebock i Crailsheim, 1997.) te potrosnji peludi i probavi (Szolderits i
Crailsheim, 1993.).



2.3.3. Metode ekstrakcije hemolimfe

Kako bi pratili razli¢ita fizioloska, metabolicka i patoloSka stanja jedinki unutar

pcelinje zajednice, primjenjuju se razli¢ite metode ekstrakcije hemolimfe pcela.

Ekstrakcija Ciste hemolimfe iz péela nije jednostavna zbog otvorenog sustava cirkulacije pri
¢emu je moguca kontaminacija hemolimfe sadrzajem iz zatka (sadrzaj iz crijeva) ili jednjaka
(nektar). Takoder, iz jedne se pcele moze prikupiti vrlo mala koli¢ina hemolimfe prosje¢no 4-
5 ul (Svecnjak i sur., 2012.; Sveénjak, 2016.), stoga je vazno odabrati adekvatno mjesto iz
kojeg ¢e se hemolimfa ekstrahirati.

U literaturi su opisane sljedece metode ekstrakcije hemolimfe medonosne péele:

1. Ekstrahiranje iz aorte dekapitacijom, odnosno predhodnim uklanjanjem glave pcele.

Postupak ekstrakcije se provodi na nacin da se pcela fiksira pomoc¢u mikroporozne kiruske
trake okrenuta na trbusnu stranu. Pincetom se pcela drzi okrenuta na trbusnu stranu na tvrdoj
podlozi na koju se fiksira pomocu mikroporozne kiruSke trake na nacin da se zalijepi zadak.
Zatim se pincetom otkine glava pcele te se na to mjesto prisloni staklena mikrokapilara
kapaciteta Sul ili 10ul i na taj naéin se prikupi hemolimfa. Kod ovog je nacina ekstrakcije
hemolimfe mogu¢a kontaminacija nektarom iz jednjaka. Postupak se izvodi bez predhodne
narkoze ili usmréivanja pcela, a koli¢ina prikupljene hemolimfe je manja u odnosu na neke

druge metode (Svecnjak, 2016.).

2. Ekstrakcija hemolimfe izravno iz srca.

Pcela okrenuta na trbusnu stranu fiksira se na tvrdu podlogu pomocu mikroporozne kiruske
trake. Zalijepi se glava te se staklena mikrokapila kapaciteta 5 ul ili 10 pl prisloni i lagano
probode izmedu treéeg i Cetvrtog koluti¢a zatka, s ledne strane u podrucju srca. Nedostatak
ove metode je $to postoji moguénost kontaminacije hemolimfe sadrZzajem iz mednog mjehura
(nektarom) ili crijeva pcele. Postupak se izvodi bez predhodne narkoze ili usmréivanja péela

(Leta i sur.,1996.; Cremonez i sur.,1998.; Chan i sur.,2006.; De Jong i sur.,2009.).
3. Ekstrakcija hemolimfe iz narkotiziranih pcela izmedu 3. i 4. segmenta.

Pcele se podlijezu narkozi s CO; U vremenu od jedne minute i drze na ledu najvise 1,5 sati.

Slijedi rez s parom kiruskih Skara izmedu treceg i1 Cetvrtog trbusnog segmenta. Na mjestu reza
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prisloni se staklena mikrokapilara kapaciteta 5 ul pomocu koje se ekstrahira hemolimfa
(Crailsheim i Leonhard 1999.).

4. Ekstrakcija iz prsista uklanjanjem nogu

Pcela se fiksira na tvrdu podlogu mikroporoznom kiruSkom trakom na nacin da se zalijepi
glava i zadak kako bi se omogucio nesmetan pristup prsistu. Pincetom se noge izvuku, ukloni
se straznja noga, a zatim se staklena mikrokapilara kapaciteta 5 pl ili 10 pl prisloni na mjesto
uklonjene noge i prikupi se hemolimfa. U slucaju da se iz prve uklonjene noge ne uspije
ekstrahirati hemolimfa, otkidaju se redom i ostale noge dok se ne prikupi dostatna koli¢ina
hemolimfe za daljnju analizu. Treba naglasiti kako na navedenom mjestu ne postoji
mogucnost kontaminacije hemolimfe nektarom jer u tom dijelu cirkulacije (ekstremiteti pcele)
prolazi samo hemolimfa. Postupak se izvodi bez predhodne narkoze ili usmréivanja péela
(Sveénjak, 2016.).

2.5. Infracrvena (IR) spektorskopija

Interakciju elektormagnetskog zraenja 1 materije proucava znanost koju nazivamo
spektroskopija. Daje informaciju o sastavu i gradi tvari te se koristi u mnogim granama

prirodnih znanosti, a najrasirenija je njena primjena u analiticke svrhe (Pavia i sur., 2009.).

Infracrvena spektroskopija (IR) temeljena je na raznovrsnim moguénostima mjerenja uzoraka,
pruza informacije o ukupnom kemijskom sastavu uzorka i koristi infracrveno zracenje valne
duljine od 0.8 do 1000 pm, frekvencije 375 THZ do 300 GHz (Giinzler i Gremlich, 2006.).

Molekule apsorbiraju razlicite frekvencije elektromagnetskog zrafenja i pokazuju razli€iti
elektormagentski spektar u infracrvenom podru¢ju (Pavia i sur., 2009.). Sve molekule
vibriraju to¢no odredenim amplitudama koje odgovaraju vibracijskim energetskim razinama,
a IR spektorskopija detektira molekulske vibracije i spada u takozvanu vibracijsku, odnosno
molekulsku spektroskopiju (Svecnjak, 2015.). Molekule pocinju vibrirati pobudene
apsorbcijom infracrvenog zracenja, te ako dode do promjene dipolnog momenta molekule,
do¢i ¢e do emisije ili apsorbcije IR zraCenja, a vibracija ¢e biti vidljiva u infracrvenom
spektru (IR aktivna molekula). Vibracije ovise 0 ¢vrstoci veza izmedu atoma molekule i masi
atoma molekula koje vibriraju. Postoje razli¢iti oblici vibracija: torzija molekula,

deformacijske vibracije, istezne vibracije, njihajne vibracije, zibanje i disanje molekula i
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mnoge druge. S obzirom da funkcionalne skupine molekula pokazuju to¢no odredene
vibracije koje se pojavljuju u podru¢jima IR spektra, detaljnom analizom intenziteta i polozaja
aposorpcijskih vrpci moguéa je asignacija promatrane funkcionalne skupine molekula
(Giinzler i Gremlich, 2006.).

2.5.1. FTIR-ATR- spektroskopija

FTIR-ATR spektroskopija je spektroskopija u infracrvenom dijelu spektra s
Fouruerovom transformacijom (racunska pretvorba interferograma izvedena na racunalu) i
ATR tehnikom snimanja (engl. Attenuated Total Reflectance - prigusena totalna refleksija),
koja omogucuje snimanje spektara uzorka bez razaranja tvari te daje IR spektar gornje
povrsine tvari. Dubina prodora IR zracenja u uzorak je 0,5 um. Uzorak se dovodi u dodir s
internim refleksijskim elementom (dijamant, silicij i drugi materijali s visokim indeksom
loma svjetlosti) pri ¢emu ¢e na svakoj refleksijskoj tocki apsorbirati IR zracenje. U odnosu na
konvencionalnu disperzijsku spektroskopiju prednosti Fouruerove transformacije su:
preciznost tehnike snimanja, jednostavnost i brzina: frekvencije koje dolaze od izvora
zracenja istovremeno padaju na detektor, ¢ime se vrijeme mjerenja znatno skracuje (Giinzler 1
Gremlich, 2006.).

Navedena metoda je jednostavna, brza i nedestruktivna, te se primjenjuje za prepoznavanje
kemijskih spojeva. Razvojem naprednih  spektroskopskih tehnika i suvremenom
kemometrijom, FTIR je primijenjen u slozenim sustavima, a podrucje primjene FTIR
spektroskopije sve je sire $to ukazuje i na mogucnost njene primjene za identifikaciju

sastavnica i detaljnu kemijsku karakterizaciju hemolimfe péela (Wu i sur., 2008.).
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3. Materijali i metode

3.1. Odabir pokusnih pcelinjih zajednica

Istrazivanje je provedeno u razdoblju lipanj - srpanj 2019. godine na tri pokusne pcelinje
zajednice smjesStene na Pcelinjaku nadbiskupa Haulika (SveuciliSte u Zagrebu Agronomski
fakultet). U istrazivanju su koriStene tri péelinje zajednice sive pcele (Apis mellifera carnica
Pollman, 1879.). Snaga pokusnih pcelinjih zajednica je procijenjena standardiziranom
Liebefeld metodom (Delaplane i sur., 2013.) a zajednice su prije pokusa uniformirane prema
snazi. Zajednice su bile smjesStene u Langstroth-Roothove (LR) kos$nice na dva nastavka

(okrenute prema jugu).
3.2. Inkubacija poklopljenog legla

Iz svake pokusne pcelinje zajednice uzet je jedan okvir poklopljenog starijeg pcelinjeg legla
(slika 4.) koji je u vertikalnom polozaju tijekom noc¢i postavljen u inkubator (Heratherm
Thermo Scientific) pri temperaturi od 34.5°C. Narednog su dana u inkubatoru izasle mlade 24
sata stare pCele radilice markirane bojom za kukce te su koriStene za istrazivanje hemolimfe
kako je opisano u daljnjem tekstu. Okvir s leglom iz svake pcelinje zajednice inkubiran je
zasebno tijekom tri uzastopna dana. Na slici 5. prikazan je inkubator Heratherm, Thermo

Scientific (lijevo) i okvir poklopljenog starijeg pcelinjeg legla u inkubatoru (desno).

Slika 4. Odabir poklopljenog pcelinjeg legla spremnog za inkubaciju na 24 sata
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Slika 5. Inkubator Heratherm, Thermo Scientific (lijevo), okvir poklopljenog starijeg

pcelinjeg legla u inkubatoru (desno)

3.3. Markiranje i uzorkovanje pcela

Iz svake pokusne pcelinje zajednice markirano je 260 mladih pcela radilica netom izaslih iz
stanica saca kako bi se omogucilo daljnje uzorkovanje péela definirane dobi za ekstrakciju
hemolimfe. Ukupno je markirano 780 pcela. Na slici 6. prikazano je markiranje pcela netom
izaSlih iz stanica saca. PCele su markirane na podrucju prsisa bojom za kukce, a pcele iz svake
pokusne pcelinje zajednice markirane su razli¢itim bojom (bijela, zuta, zelena) kako ne bi
doslo do pogresnog uzorkovanja tijekom eventualnog zalijetanja pcela u druge kosnice. Dijelu
mladih péela (n=30) iz svake pokusne pcelinje zajednice odmah je ekstrahirana hemolimfa, a
preostale markirane pcele vracene su u kosSnicu (slika 7.), te je ekstrakcija hemolimfe
provedena nakon 7, 14, 24 i 42 dana, odnosno prikupljeni su uzorci hemolimfe ukupno pet
dobnih skupina pcela (1, 7, 14, 24 i 42 dana starosti). Ukupno je prikupljeno 24 do 31 uzoraka
hemolimfe po svakoj dobnoj skupini iz svake pokusne zajednice. Na slici 8. prikazano je

prikupljanje pcela starije dobi iz pokusnih zajednica.
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Slika 6. Markiranje pcela

Slika 8. Prikupljanje pcela iz pokusnih zajednica (lijevo — prikupljanje s okvira; desno —

polaganje pcela u kutiju

3.4. Ekstrakcija hemolimfe pcela

Uzorci hemolimfe prikupljeni su staklenim mikrokapilarama metodom ekstrakcije iz
podrucja prsista uklanjanjem nogu kod kuka (slika 9.) kako bi se izbjegla kontaminacija
nektarom. Pcela se fiksirala na tvrdu podlogu mikroporoznom kirur§kom trakom (Micropore)
na nacin da se zalijepila zasebno glava i zadak pcele kako bi se omoguéio nesmetan pristup
prsiStu. Opisana metoda je ovdje modificirana na nacin da je izostavljena fiksacija pcela

pomoc¢u mikroporozne kiruske trake, ve¢ je jednom rukom na podrucju prsista ziva pcela
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prihvacena za krila, a drugom rukom pomocu pincete joj je otkinuta noga u podrucju kuka.
Pincetom se prvo uklonila straznja noga, a zatim se staklena mikrokapilara kapaciteta 10 pl
prislonila na mjesto uklonjene noge, te se prikupila hemolimfa (slika 10.) Prosje¢na koli¢ina
prikupljene hemolimfe iznosila je 3 - 4 ul. U slucaju da se iz prve uklonjene noge ne uspije
ekstrahirati hemolimfa, otkidaju se redom 1 ostale noge dok se ne prikupi dostatna koli€ina
hemolimfe za daljnju analizu. Navedena metoda ekstrakcije je odabrana jer u podrucja prsista

nakon uklanjanja nogu ne postoji mogucnost kontaminacije hemolimfe nektarom.

Slika 9. Otkidanje noge pincetom

Slika 10. Ekstrakcija hemolimfe iz prsista pcele staklenom mikrokapilarom kapaciteta 10 pl
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Prikupljeni uzorci hemolimfe (slika 11.) pet dobnih skupina pcela (1, 7, 14, 24 i 42 dana
starosti) nisu arhivirani niti pohranjeni prije daljnje analize, ve¢ su analizirani su u izvornom
stanju, neposredno nakon prikupljanja.

— p— - e NE RN o 3
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Slika 11. Prosje¢na koli¢ina hemolimfe (3 - 4 ul) prikupljene iz pcele staklenom
mikrokapilarom

3.5. Analiza uzoraka hemolimfe metodom FTIR - ATR spektroskopije

Uzorci hemolimfe analizirani su metodom FTIR-ATR spektroskopije; spektroskopije
u srednjem infracrvenom dijelu spektra (spektralno podrugje: 4000 - 600 cm™) s Fourierovom
transformacijom (eng. Fourier tranform infrared spectroscopy) i ATR (engl. Attenuated total
reflectance; priguSena totalna refleksija) tehnikom snimanja (slika 12. i 13.). Infracrveni (IR)
spektri prikupljenih uzoraka hemolimfe snimljeni su u izvornom stanju pomocu infracrvenog
spektrometra Cary 660 (Agilent Technologies) s DTGS (deuterirani triglicin sulfat)
detektorom i Csl (cezijev jodid) optikom, spektralnog raspona od 5000 do 200 cm™. Za
snimanje spektara koriStena je tehnika jednorefleksijske prigusene totalne refleksije (ATR), a
u tu svrhu upotrijebljen je Golden Gate ATR instrumentalni dodatak (Specac) s dijamantom
kao internim refleksijskim elementom i ZnSe (cinkov selenid) optickim komponentama. ATR
tehnika snimanja ili priguSena unutarnja refleksijska spektroskopija je tehnika mjerenja bez
razaranja uzorka koja daje IR spektar gornje povrSine tvari (dubina prodora IR zracenja u

uzorak = 0,5 um) u kontaktu s internim refleksijskim elementom.

Uzorak hemolimfe je prije snimanja spektra postavljen na dijamant ATR ploce (slika 14.). te
pokriven ATR dodatkom koji prijeci potencijalno isparavanje uzorka. Apsorpcijski spektri
uzoraka hemolimfe snimljeni su na sobnoj temperaturi (24 + 2°C) pri spektralnoj rezoluciji od
4 cm™. Svaki spektar snimljen je kao razlika spektra uzorka i ATR elementa bez uzorka.

Nakon analize svakog uzorka ATR kristal temeljito je ocis¢en etilnim alkoholom (96%) 1
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osuSen mekim papirnatim materijalom. Kako bi se iskljucili nepotrebni (bezsignalni i/ili
sumni) dijelovi spektra, samo je spektralni raspon izmedu 4000 i 600 cm™ uzet u obzir za
daljnju analizu i obradu podataka. IR spektri analiziranih uzoraka hemolimfe pohranjeni su u
spektrometarsko racunalo u BSC formatu, te konvertirani u SPC format pomoc¢u softverskog

paketa Resolutions Pro (Agilent Technologies) u svrhu daljnje obrade podataka.

Slika 12. 1 13. FTIR spektrometar (lijevo) s ATR instrumentalnim dodatkom (desno)

Slika 14. Uzorak hemolimfe postavljen na dijamant ATR ploc¢e
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3.5. Obrada i analiza spektralnih podataka

Kvalitativna interpretacija IR spektara hemolimfe provedena je s ciljem
kemijske karakterizacije ispitivanih uzoraka hemolimfe (asignacije apsorpcijskih vrpci
odgovarajucih funkcionalnih skupina molekula u uzorku) pomocéu softverskog paketa za
kvalitativhu analizu spektralnih podataka Spekwin32 (Spekwin32: optical spectroscopy
software, version 1.72.0.). Nakon kvalitativne obrade podataka i identifikacije signala
(asignacije apsorpcijskih vrpci) prisutnih u IR spektrima hemolimfe, spektri su podvrgnuti
kemometrijskoj obradi koja je provedena pomocu programskog paketa za analizu,

manipulaciju 1 graficki prikaz spektralnih podataka Origin 8.1. (OriginLab, version 8.1.).
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4. Rezultati i rasprava

Metodom FTIR-ATR spektroskopije analizirano je 338 uzoraka hemolimfe radilica

razli¢itih dobnih skuipina iz 3 pokusne péelinje zajednice kako je prikazano u tablici 1.

Tablica 1. Broj analiziranih uzoraka hemolimfe prema dobnoj skupini i pokusnoj zajednici

Dobna skupina pcela Pokusna zajednica
(dan) K1 (n) K2 (n) K3 (n)

1 25 25 31

7 25 24 30

14 24 26 31

24 28 26 25

42 0 0 18

Ukupno 102 101 135

Dodatno su analizirani uzorci hemolimfe trutova (n=8) kako bi se utvrdile spektralne

varijacije u ovisnosti o spolu pcela.

4.1. Rezultati analize hemolimfe metodom FTIR - ATR spektroskopije

Rezultati prikazani na grafikonu 1. prikazuju karakteristicni FTIR-ATR spektar
hemolimfe medonosne pcele i pripadajuce temeljne molekulske vibracije, koje su dobivene
kao srednji spektar 338 spektara hemolimfe péela radilica prikupljenih iz pokusnih zajednica.
Veéinski sadrzaj hemolimfe ¢ini voda (90%) u kojoj su otopljene i najzastupljenije sljedece
sastavnice: proteini, lipidi, ugljikohidrati (glukoza, fruktoza, trehaloza), hormoni i enzimi.
Tako u karakteristicnom IR spektru hemolimfe dominiraju molekulske vibracije spomenutih

komponenata sastava hemolimfe (grafikon 1., tablica 2.).

4.1.1. Karakteristi¢an IR spektar hemolimfe pcela

U karakteristicnom IR spektru hemolimfe istie se jaka vrpca S aposrpcijskim
maksimumom na 3320 cm™ koja je ujedno i najintenzivnija vrpca u spektru hemolimfe, a
javlja se zbog isteznih vibracija O—H hidroksilnih skupina vode i ugljikohidrata. Apsorpcijske
vrpee tipiéne za glukoza javljaju se u podrugju 3123-3410 cm™ (Max i Chapados, 2001.).
Obzirom na veliku zastupljenost proteinskih komponenti u hemolimfi pcela, ove se

apsorpcijske vrpce vjerojatno preklapaju s N—-H isteznim vibracijama u spektralnom podrucju
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3500-3300 cm™ (amid A) i na 3100 cm™ (amid B bend) (Kong i Yu, 2007.) koje se mogu
pripisati proteinima, enzimima i AMP molekulama. Molekulske vibracije ugljikohidrata i
proteina ogituju se i u vidu slabih apsorpcijskih vrpci na 2927 i 2856 cm™ (C—H asimetri¢ne
istezne vibracije). Siroka slaba vrpca koja se nalazi na 2120 cm™ pripada C—H isteznim

vibracijama koje se mogu pripisati slobodnim aminokiselinama (Socrates, 2001.).

Podrugje ,,otiska prsta IR spektra (eng. fingerprint region), od 1800-900 cm™ je podrugje od
posebnog znacaja u spektroskopskoj analizi hemolimfe jer su u njemu smjestene apsorpcijske
vrpce lipida, nukleinskih kiselina, masnih kiselina i ugljikohidrata, za koje su vezane
najznacajnije spektralne varijacije analiziranih uzoraka hemolimfe. Vibracija srednjeg
intenziteta na 1636 cm™ dodjeljena je isteznim C=0 i C—N vibracijama (amid | bend) peptida
i enzima (globularni proteini). C—N istezne vibracije i deformacijske vibracije N-H skupina
(amid 1l bend) peptida, enzima (globularni proteini) i drugih proteinskin komponenti
hemolimfe nalaze se u spektralnom podrugju 1510-1570 cm™. Prolin kao najzastupljenija
aminokiselina u hemolimifi medonosne pcele (Wyatt, 1961; Chen,1985.), u IR spektru
hemolimfe zastupljen je s C—N isteznom vibracijom (amid 111 bend) vibracijom na 1408 cm™.
Spektralno podrudje vibracija slobodnih masnih kiselina na 1340 cm™ pripada C-H
deformacijskim vibracijama, koja se preklapa s C—N isteznim vibracijama (amid 111 bend). Na
podrugju od 1220 do 965 cm™ vidljiva je Siroka vrpca s apsorpcijskim maksimumom na 1088
cm™ koja se moZe pripisati P=0 isteznim vibracijama nukleinskih kiselina i fosfolipida
(Socrates, 2001.). Spektralno podruéje ugljikohidrata (a-D-glukoza i D- fruktoze) s isteznim
C-O i C-C vibracijama nalazi se na 1500 do 600 cm™ (lbrahim i sur. 2006.) i bendovi
hidroksilnih skupina i alkil esterskih veza trehaloze na 1050 cm™ (Kuroiwa, 2015.), koje se
preklapa s isteznim vibracijama C—O veza fruktoze na 1051 cm™ i glukoze na 1027 cm™
(Svecnjak, 2015.).
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Grafikon 1. Karakteristi¢an infracrveni (IR) spektar hemolimfe s op¢om asignacijom

pripadajuéih temeljnih molekulskih vibracija (spektralno podrugje 4000-600 cm™)




istezne vibracije C=0i C—N
1636 < ; 2
g P=0 istezne vibracije
1 \ 1083
0,14 C—N istezne vibracije i N-H i
deformacijske vibracije
0,12 1 1‘545 istezne vibracije C—0 i C~C
= 1050 - 985
o 0,10 4
; | istezne C-0, C-0—C
S C—O—P i P—O~P vibracij '
2 0,08 "
© 1149
£ 4
(o]
2 0,06
<
0,04 -
1408
0,02 4 C—N istezne vibracije (amid II1),
1 prolin
0,00 - : . : v T . Y
1800 1600 1400 1200 1000
Valni broj / cm'”

Grafikon 2. Karakteristi¢an infracrveni (IR) spektar hemolimfe s op¢om asignacijom

pripadajuéih temeljnih molekulskih vibracija (podrugje ,,otiska prsta: 1800-900 cm™)

4.2.2. Spektralna analiza hemolimfe dobnih skupina pcela

Analizirani su srednji spektri hemolimfe istrazivanih dobnih skupina pcela (1, 7, 14,
24 i 42 dana starosti) iz svih pokusnih zajednica kako bi se utvrdilo postoje li razlike u
kemijskom sastavu hemolimfe u ovisnosti o dobi pcele. Po dobnoj skupini (osim 42 dana
starosti) uzorkovano je od 79 do 81 uzorak hemolimfe. Hemolimfa pcela u dobi 42 dana
ekstrahirana je iz jedne pcelinje zajednice (n=18) jer u preostale dvije pokusne zajednice nisu
pronadene pcele te dobi. Na grafikonu 3. prikazane su spektralne varijacije izmedu dobnih
skupina pcela koje se ocituju u vidu razli¢itog intenzitea apsorbancije kemijskih komponenata

hemolimfe, ali i prisutnosti, odnosno odsutnosti pojedinih kemijskih sastavnica.
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Grafikon 3. Spektralne razlike izmedu srednjih spektara hemolimfe razli¢itih dobnih skupina

péela (cijelo spektralno podrugje: 4000-600 cm™)

Analizirajuéi srednje spektre uzoraka hemolimfe istrazivanih dobnih skupina pcela uocene su

neznatne razlike u spektralnim znacajkama, a iste su prikazane u tablici 2.
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Tablica 2. Asignacija apsorpcijskih vrpci vibracijama funkcionalnih skupina molekula (sastavnica hemolimfe) i spektralne razlike izmedu

hemolimfe razlic¢itih dobnih skupina pcela

Apsorpcijski | Polozaj Polozaj Polozaj Polozaj Polozaj Asignacija apsorpcijskih Sastavnica
maksimum | apsorpcijske | apsorpcijske | apsorpcijske apsorpcijske apsorpcijske vrpci vibracijama hemolimfe
srednjih vrpce —valni | vrpce —valni | vrpce — valni vrpce — valni vrpce — valni funkcionalnih skupina
spektara broj (cm-1) broj (cm-1) broj (cm-1) broj (cm-1) broj (cm-1)
dobne dobne dobne skupine | dobne skupine | dobne skupine
skupine pcela | skupine péela | pcela od 14 pcela od 24 pcela od 42
od 1 dan od 7 dana dana dana dana
3320 3326 3327 3320 3330 3330 Istezne vibracije OH skupine, | Voda, ugljikohidrati,
N — H istezne vibracije (amid | proteini, enzimi i
Aiamid B) AMP moekule
2930 2927 2925 2926 2927 / C — H asimetri¢ne istezne Ugljikohidrati,
vibracije proteini
2856 / 2854 2856 2854 / C — H vibracije Ugljikohidrati, masne
kiseline, fosfolipidi,
lipoproteini
2120 2120 2120 2120 2120 2120 C — H istezne vibracije Slobodne
aminokiseline
1636 1636 1635 1635 1636 1637 C=0i C — N istezne vibracije | Peptidi i enzimi
(amid I bend) (globularni proteini)
1545 1560 1560 1516 1570 1561 Istezne vibracije C— N i N — | Peptidi i enzimi
1545 1545 1546 1560 1543 H (amid Il bend) (globularni proteini)
1510 1530-1510 1510 1510 1510
1543
1535
1475 1472 1472 1473 1475 1491 C — N istezne vibracije i N — | Peptidi, enzimi, lipidi
1476 H deformacijske vibracije
(amid IT), CH3 asimetricne
vibracije
1460 1459 1460 1459 1460 / C=0 istezna vibracija Prolin, aminokiseline
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1408 1409 1409 1408 1407 1405
1340 1342 1340 1340 1339 1340 C — N istezna vibracija (amid | Slobodne masne
1) kiseline
1230 1220 1230 1230 1232 1238 C — N istezna vibracija (amid | Lipidne komponente
1)
1149 1149 1150 1150 1148 / C-0iC-0O-Cistezne Ugljikohidrati
1102 1101 1100 1110 / vibracije ; (glukoza i fruktoza);
C-O-PiP-O-P fosfolipidi
vibracije
1083 1082 1082 1083 1084 1088 P=0 istezne vibracije Fosfolipidi
1050 1051 1052 1050 1050 1049 C-0iC-Cistezne Ugljikohidrati
1035 1036 1036 1035 / vibracije (glukoza fruktoza i
trehaloza)
985 991 989 986 983,6 983 C — C istezna vibracija , Riboza fosfat

riboza
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Na grafikonu 4. prikazano je spektralno podrugje od 4000 do 2700 cm™ u kojem se uocavaju
spektralne varijacije u intenzitetu apsorbancije srednjih spektara razli¢itih dobnih skupina
pcela. Razlike se ocituju u isteznim vibracijama hidroksilnih skupina vode, ugljikohidrata i
amida A s aposrpcijskim maksimumom na 3320 cm™; utvrdeno je kako srednji spektar p&ela
starosti 1 i 7 dana ima jednak intenzitet apsorbancije (0,278 a.u.) koji je ujedno najnizi u
odnosu na srednje spektre ostalih dobnih skupina pcela. Najvisi intenzit absorbancije utvrden
je u spektrima hemolimfe pcela starosne dobi 42 i 24 dana (0,288), a zatim pcela u dobi od 14
dana (0,267). Takoder, uocene su razlike u apsorbanciji C—H isteznih vibracija ugljikohidrata,
proteina i slobodnih masnih Kiselina ¢iji je intenzitet najvisi kod srednjeg spektra hemolimfe
pcela starosne dobi 7 dana (0,038), a dok je najniza vrijednost uo¢ena kod pcela starosne dobi
42 dana (0,031). Kvalitativna interpretacija srednjih spektara hemolimfe razli¢itih dobnih
skupina pcela, kao i integralne spektralne znacajke i varijacije istih, ukazuju na to kako mlade
pcele sadrze visi udio isteznih C—H vibracija ugljikohidrata, proteina i slobodnih masnih
kiselina, dok hemolimfa starijih sadrzi visi udio isteznih vibracija hidroksilnih skupina vode i

ugljikohidrata.
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Grafikon 4. Spektralne razlike izmedu srednjih spektara hemolimfe razlicitih dobnih skupina

pcela u spektralnom podrué¢ju 4000 do 2700 cm*
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Na podrugju spektra hemolimfe izmedu 1800 i 900 cm™ (podrugje ,,otiska prsta)* moZemo
uociti spektralne razlike u intenzitetu apsorbancije srednjih spektara hemolimfe izmedu
dobnih skupina pcela (grafikon 5.). Razlike koje se o€ituju su u isteznim vibracijama C=0 i
C—N (amid I bend) peptida i enzima (globularni proteini). Najvisu vrijednost postizu pcele
starosne dobi 14 dana (0,154), a najnizu pcele od 1 dan (0,145). U spektralnom podrucju C-N
isteznih vibracija i N—H deformacijske vibracije (amid Il bend) (peptidi, lipidi) situacija je
nesto drugacija. Najvisi intenzitet srednjeg spektra je kod hemolimfa pcela starosne dobi 14
dana (0,065), dok najnizi intenzitet imaju pcele starosne dobi 42 dana (0,057). Na
spektralnom podruéju od 1200 do 900 cm™, uotavaju se spektralne razlike u C-N isteznim
vibracija (amid 11l), C-O i C-O-C isteznim vibracijama (ugljikohidrati) C-O-P , P-O-P
vibracije i P=0O (fosfolipidi), isteznim C-O i C-C vibracijama (ugljikohidrati). Najvisi
intenzitet apsorbancije utvrden je u spektrima hemolimfe pcela starosne dobi 7 dana (0,071).
Zatim slijede spektri hemolimfe péela starosnih dobi 14, 24 i 1 dan, dok najnizi intenzitet
apsorbancije je u pcela u dobi od 42 dana (0,056).

Iz navedenog mozemo zakljuciti kako najstarije (42 dana) i najmlade (1 dan) pcele sadrze nizi

udio peptida, enzima (globularni proteini), lipida, ugljikohidrata i fosfolipida.
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Grafikon 5.
Spektralne razlike izmedu srednjih spektara hemolimfe razli¢itih dobnih skupina pcela u

spektralnom podrugju ,,otiska prsta® (1800 do 900 cm™)

4.2.2. Spektralna analiza hemolimfe pcela iste dobi iz razliCitih

zajednica

Temeljem analize srednjih spektara uzoraka hemolimfe iste dobi iz razli¢itih pokusnih
pcelinjih zajednica (K1, K2 i K3) (n=79-81) utvrdeno je da ne postoje znacajne razlike u
kemijskom sastavu hemolimfe izmedu pcela iste dobi iz razli¢itih zajednica. Uocene su samo
minimalne varijacije u spektralnom intenzitetu apsorbancije apsorpcijskih vrpci, koje su
prikazane na grafikonu 6. (1 dan), grafikonu 7. (7 dana), grafikonu 8. (14 dana) i grafikonu 9.
(24 dana). 1z grafikona se moze vidjeti da pcele koje imaju najvisi intenzitet apsorbancije u
podrucju peptida, enzima i lipida, imaju najnizi intenzitet apsorbancije u podrucju Secera i

fosfolipida, izuzev pcela dobi 7 dana. Takoder utvrdeno je da pcele starosne dobi 14 dana iz
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K1, K2 i K3 imaju najmanju spektralnu varijaciju u intenzitetu apsorbancije na citavom

podru&ju mjerenja (4000 do 600 cm™).

Grafikon 6. prikazuje srednje spektre hemolimfe starosne dobi 1 dan, iz tri pokusne pcelinje
zajednice. Vidljivo je da se razlike ocCituju u intenzitetu apsorbcijskih vrpci na spektralnom
podrucju isteznih vibracija OH skupina (vode, ugljikohidrata i amida A), zatim na

spektralnom podru&ju ,,otiska prsta (1800 i 900 cm™).
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Grafikon 6. Srednji spektri uzoraka hemolimfe pcela starosti 1 dan

Grafikon 7. prikazuje srednje spektre hemolimfe pcela starosne dobi 7 dana, iz tri pokusne
pcelinje zajednice. Iz spektra su vidljive razlike u intenzitetu apsorbcijskih vrpci na
spektralnom podrucju isteznih vibracija OH skupina (vode ugljikohidrata i amida A), zatim na
spektralnom podrudju ,,otiska prsta* (1800 i 900 cm™).

Zanimljivo je vidjeti da se najizrazenija varijacija u intenzitetu apsorbcijskih vrpci nalazi na

podru&ju od 1150 do 966 cm™, odnosno na podruéju $eéera i fosfolipida.
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Grafikon 7. Srednji spektri uzoraka hemolimfe péela starosti 7 dana
Pcele starosne dobi 14 dana pokazuju spektralne varijacije u intenzitetu apsorbancije na

podrugju od 1800 do 900 cm™ (,podrudje otiska prsta), no ona nije jako izraZena, §to

mozemo vidjeti na grafikonu 8.
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Grafikon 8. Srednji spektri uzoraka hemolimfe péela starosti 14 dana

Grafikon 9. prikazuje srednje spektre hemolimfe pcela starosne dobi 24 dana, iz tri pokusne
péelinje zajednice. Iz spektra mozemo vidjeti minimalne razlike koje se o€ituju u nizem
integralnom intenzitetu apsorbancije na spektralnom podru¢ju isteznih vibracija OH skupina,
vode, ugljikohidrata i amida A (od 3300-3320 cm™), zatim na spektralnom podru&ju od 1800 i
900 cm™ na kojem se nalaze istezne C=0O i C-N vibracije. Najizrazenija varijacija u
intenzitetu apsorpcijskih vrpci nalazi se na 1635 cm™ (amid | bend) te na 1543 cm™ (amid 11
bend). Takoder izrazenije varijacije u intenzitetu apsorbcijskih vrpci su od 1150 do

965 cm™, tj. na podrugju ugljikohidrata i fosfolipida.
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Grafikon 9. Srednji spektri uzoraka hemolimfe péela starosti 24 dana

4.2.3. Komparativne spektralne varijacije izmedu hemolimfe trutova 1

radilica

Analizirano je nekoliko uzoraka hemolimfe trutova razli¢ite starosne dobi iz razlicitih
pokusnih péelinjih zajednica. Na grafikonu 10. prikazani su spektri hemolimfe trutova dobi od
1 dan (n=2), 24 dana (n=5) i 42 dana (n=1); razvidno je kako su intergralne spektralne

znacajke analiziranih uzoraka hemolimfe podjedanke.
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Grafikon 10. Spektri uzoraka hemolimfe trutova u dobi od 1 dan (n=2), 24 dana (n=5) i 42
dana (n=1)

Grafikon 11. prikazuje spektralne varijacije spektara hemolimfe trutova izmedu 1800 i

900 cm™ (podrugje ,,otiska prsta®). Spektralne razlike u intenzitetu apsorpcijskih vrpci mogu

se uociti na ¢itavom podrucju ,,otiska prsta®, ali Su nezntne.
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Grafikon 11. Spektri hemolimfe trutova trutova u dobi od 1 dan (n=2), 24 dana (n=5) i 42
dana (n=1) na podrugju ,,otiska prsta* (1800-900 cm™)

Spektralne varijacije (grafikon 12.) u uzorcima hemolimfe truta starosne dobi 1 dan (n=2) i
srednji spektar hemolimfe pcela radilica iste starosne dobi (n=25) iz iste pcelinje zajednice, ne
o€ituju se u razlicitoj kemijskoj sastavnici hemolimfe ve¢ u intenzitetu apsorpcijskih vrpci. Na
grafikonu 12. moze se uociti kako je intenzitet apsorpcijskih vrpci u podrucju isteznih
vibracija molekula vode, ugljikohidrata i amida A (3300-3320 cm™) niza kod p&ela radilica u
odnosu na trutove. Podrugje isteznih C=0 i C-N vibracija, amid I (peptidi, enzimi (globularni
proteini)) je izrazenije kod trutova, dok je podrué¢je ugljikohidrata i fosfolipida od 1150 do
966 cm™ izrazenije kod p&ela radilica. Mozemo zakljugiti da péele radilice iste starosne dobi

od 1 dan imaju visi udio ugljikohidrata i fosfolipida u hemolimfi od trutova.
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Grafikon 12. Srednji spektri uzoraka hemolimfe trutova u dobi od 1 dan (n=2) i p¢ela radilica

iste dobi iz iste pcelinje zajednice (n=81)

Na grafikonu 13. prikazane su razlike u intenzitetu apsorbcijskih vrpci trutova starosne dobi
24 dana (n=5) 1 srednjeg spektra hemolimfe pcele radilice iste starosne dobi iz iste zajednice
(n=30). Moze se uociti kako na podrucju Secera i fosfolipida pcele radilice imaju izrazeniju
spektralnu apsorbanciju, odnosno veéi udio navedenih sastavnica hemolimfe

Ova bi se opazanja mogla opravdati ¢injenicom $to pcele skupljacice u Zivotnoj dobi od 24
dana skupljaju nektar.

Zbog znantno manjeg broja uzoraka hemolimfe trutova (n=8) u odnosu na broj analiziranih
uzoraka hemolimfu pcela radilica iste dobi (n=~80), dobivene bi rezultate trebalo nadograditi

dodatnim istraZivanjima hemolimfe trutova.
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Grafikon 13. Srednji spektri uzoraka hemolimfe trutova starosne dobi od 24 dana (n=5) i i

pcela radilica iste dobi iz iste pcelinje zajednice (N=79)
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4.2.4. Spektralne znacajke atipi¢nih uzoraka hemolimfe

Tijekom istrazivanja analizirano je i nekoliko spektara hemolimfe razli¢itih dobnih
skupina pcela koje su se od normalne hemolimfe razlikovale prvenstveno u vizualnom
opazanju atipi¢nih boja hemolimfe. Vizualnim opazanjem uocena je i hemolimfa mlije¢no
bijele boje (n=1) kod pcela starih 7 dana, hemolimfa intenzivno zute boje (n=2) kod pcela
starosne dobi 14 dana, zatim hemolimfa crvene boje (n=1) kod pcela starosne dobi 24 dana i
hemolimfa smede boje (n=3) u pcela starosne dobi 42 dana (n=2) (grafikon 14.). Takoder,
ekstrahirana je hemolimfa pcela sa zakrzljalim krillima (n=2) $to je tipi¢an simptom istoimene
virusne bolesti péela (virus deformiranih krila; engl. Deformed Wing Virus - DWV). Uz
navedeno, snimljen i spektar hemolimfe pcela starosne dobi 42 dana smede boje koji je stajao
7 minuta prije analize na ATR plo¢i FTIR spektrometra (time je ispraila suviSna voda, a

istaknule su se molekulske vibracije drugih sastavnica hemolimfe).
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Grafikon 14. Spektri atipi¢nih uzoraka hemolimfe
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Na grafikonu 15. prikazani su spektri atipi¢nih uzoraka hemolimfe u podruéju ,,otiska prsta“
(1800-900 cm-1 ). Uocene se spektralne varijacije u intenzitetu apsorpcije duz Ccitavog
spektra. U spektralnom podru&ju od 1200 do 900 cm™, uo&avaju se spektralne razlike u C-O i
C-O-C isteznim vibracijama (ugljikohidrati) C-O-P , P-O-P vibracije i P=0O (fosfolipidi),

isteznim vibracijama C-O i C-C isteznim vibracijama (ugljikohidrati).
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Grafikon 15. Spektar ,,otiska prsta® (1800-900 cm™) atipi¢nih uzoraka hemolimfe

Na grafikonu 16. zanimljivo je vidjeti usporedbu uzoraka hemolimfa smede boje (n=1)
starosne dobi 42 dana koji je stajao 7 minuta prije analize na IR spektrometru s dva uzorka
hemolimfe smede boje koji su analizirani odmah nakon ekstrahiranja hemolimfe i srednje
vrijednosti hemolimfe iste starosti. 1z spektra je vidljivo da su vrpce kemijskih sastavnica
puno izrazenije, 0dnosno visi je integralni intenzitet apsorbancije. Takoder, utvrdena je nova
kemijska sastavnica na valnom broju 2959 cm™ koja nije nadena kod karakteristi¢nog spektra
hemolimfe péela iste ili razlicite starosne dobi. Navedeni valni broj pripada C—H asimetri¢noj

isteznoj vibraciji CH3 skupine (Socrates, 2001.), $to bi u hemolimfi pcele moglo predstavljati
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funkcionalnu skupinu amina. Ovom su komparativnom analizom potvrdene molekulske
vibracije koje u spektru hemolimfe pripadaju vodi obzirom da je nakon isparavanja vode u
spektru hemolimfe uogeni znantno niZi intenzitet apsorbancije vrpce na 3320 cm™ koja
pripada isteznim vibracijama O—H skupina vode. Takoder, potvrdeno je i kako spomenuta

vrpca preklapa molekulske vibracije proteina koje nakon isparavanja vode dolaze do izrazaja.
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Grafikon 16. Komparativne spektralne razlike izmedu hemolimfe smede boje, srednjeg

spektra hemolimfe radilica starosti 42 dana i spektra hemolimfe iste dobi nakon isparavanja
Znanstvena literatura s kojom bi se dobiveni rezultati svih prikazanih IR spektara hemolimfe

medonose pcele mogli usporediti nije dostupna, jer kemijska karakterizacija sastavnica

,»pcelinje krvi“ dobivena FTIR-ATR spektroskopijom nije provedena.
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5. Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako hemolimfa péela daje karakteristican IR
spektar u kojem dominiraju apsorpcijske vrpce proteina, lipida, ugljikohidrata (glukoza,
fruktoza, trehaloza), enzima.

Temeljem spektralnih varijacija utvrdenih izmedu hemolimfe razli¢itih dobnih skupina
radilica i trutova utvrdeno je kako se hemolimfa pcela ovisno o dobi i spolu ne razlikuje
kvalitativno, ve¢ postoje razlike u udjelu pojedinih komponenata sastava.

Kvalitativna interpretacija srednjih spektara hemolimfe razli¢itih dobnih skupina pcela, kao i
integralne spektralne znacajke i varijacije istih, ukazuju na to kako mlade radilice (1 i 7 dana
starosti) sadrze visi udio proteina i slobodnih masnih kiselina, dok hemolimfa starijih pcela

radilica (24 i 42 dana starosti) sadrzi vise vode i ugljikohidrata.

Spektralnom analizom hemolimfe péela iste dobi iz razli¢itih zajednica nisu utvrdene
znacajne spektralne razlike koje bi se mogle povezati s razlikama u sastavu hemolimfe na

razini zajednice.

Komparativnom analizom spektralnih varijacija izmedu hemolimfe trutova i radilica utvrdeno
je kako hemolimfa pcela radilica iste starosne dobi (1 dan, 24 dana) ima visi udio
ugljikohidrata i fosfolipida u odnosu na hemolimfu trutova. Ovim su opazanjem spolne
razlike potvrdene, a visi udio navedenih sastavnica moze se povezati s poslovima za koje su

radilice zaduzene u péelinjoj zajednici, odnosno aktivnos$éu pojedinih Zlijezdi.

Ovim je istrazivanjem po prvi puta analizirana hemolimfa péela metodom infracrvene (IR)
spektroskopije, a rezultati istraZivanja ukazuju na moguénost njene primjene za daljnja
istrazivanja, kao i mogucnost formiranja spektralne zbirke hemolimfe péela razlic¢ite dobi i
spola (kemijskog “otiska prsta”) i1 postavljanja temeljnjih parametara koji karakteriziraju
specificnu “krvnu sliku” pcela razli¢ite dobi i spola. Navedena bi istrazivanja trebala biti

nadogradena spektralnom analizom hemolimfe matica.
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Zivotopis

Jelena Horvatinec rodena je 18. 12. 1991. u Zagrebu. Pohadala je Glazbenu skolu
Jastrebarsko, zavrSila XV. matematicku gimnaziju u Zagrebu, zavrSila prediplomski studij
Biljnih znanosti.

Govori i razumije izvrsno engleski i dobro Spanjolski jezik. Zastupnica je Zagrebackog
orkestra ZET- a, ¢lanica predsjedniStva i voditeljica svih projekata orkestra na drzavnoj i
medunarodnoj razni. U 2016. g. Zagrebacki orkestar ZET-a dodjelio joj je prizanje za izniman
doprinos, podrsku u radi i ostvarenju ciljeva orkestra, a 2018. g. Hrvatski sabor kulture ju je
odlikovao s bron¢anom diplomom za 10-godi$nji uspjeSan rad na §irenju i razvijanju hrvatske
kulture. Posjeduje prakticno znanje iz poljoprivredne djelatnosti pcelarstvo s kojom se i
privatno bavi. Svira orkestralnu flautu, piccolo flautu i saksofon. Bavi se pisanjem aranzmana
i izvodenjem tradicijske glazbe Balkana, s daskom Arabije, koja je ritmic¢ki i harmonijski
obogacena primjesama modernog svijeta. Suradivala je i sudjelovala kao ¢lanica u
aktivnostima folklornog ansambla hrvatske vojske ,,Petar Zrinski“, Limene glazbe ,,Sija¢*

Lucko, KUD-a sv. Jana, Primavara kvarteta i Etno udruge Vuge.
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