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Abstrakt

Mikrobiom zahrnuje v§echny mikroorganismy (houby, bakterie, archea, prvoky, viry) Zijici
ve stejném prostoru ve stejném Case. Jeho soucasti je virom sklddajici se nejenom z virti infi-
kujici jejich hostitele, ale 1 virt dalSich organisml v hostiteli zijicich a od virG odvozenych
genetickych element. Mikrobiom je diilezitou soucasti daného organismu a hraje fadu roli
ve vyvoji a zivoté hostitele. Virom mize mit nejenom vliv na hostitele pfimo, ale i pies jiné

slozky mikrobiomu.

Tato prace se vénuje viromu Apis mellifera, celosvétové chovanému opylovaci. Viry jsou
jednim z faktori zodpovédnych za vysoké ztraty véelstev, a proto je tato prace zaméiena hlavné
na viry s prokazatelnou patologii a jejich interakce s jinymi patogeny vcel, které zpiisobuji

znacné Skody na téchto opylovacich.

Kli¢ova slova: virom, v€ela medonosna, Apis mellifera, v¢eli viry, ztraty véelstev

Abstract

Microbiome is composed of all microorganism (fungi, bacteria, archea, protozoa, virus)
sharing the same space at the same time. Virome which consists of viruses either of the host or
viruses of other microorganisms and of genetic elements derived from viruses, is part of the mi-
crobiome. Microbiome plays a role in a number of processes which are vital for development
and survival of the host. Virome can affect host either directly or indirectly by interaction with

other parts of microbiome.

This thesis is focused on virome of Apis mellifera, globally managed pollinator. Viral dis-
eases are one of the factors responsible for high colony losses of this pollinator and therefore
this work is mostly dedicated to those viruses which were confirmed as pathogens of Apis mel-
lifera. Also, their interaction with other pathogens of Apis mellifera, which leads to great losses

of these pollinators will be discussed.

Key words: virome, honey bee, Apis mellifera, honey bee viruses, colony losses
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1 Uvod

V poslednich letech dochéazi nejenom k ubytku opylovact, ale i vysokym ztratdm vcelstev.
To je zdvazné vzhledem k jejich vyznamu, jak pro potravinaiskou produkei, tak udrzeni di-
versity rostlin. Tyto ubytky a ztraty jsou ddny mnozstvim faktorti a patogenni organismy a in-

terakce mezi nimi jsou jednim z nich. Také patogeni nové zaneseni do dosud naivni populace

24

Vétsina virt identifikovanych v Apis mellifera byla studovana ve vztahu k onemocnénim,
ktera zptsobuji a kvtli studiu jejich podilu na ztratach vcelstev. Nékteré viry se vyskytuji v riz-
nych druzich opylovact a je dulezité zjistit, kdo je primarnim hostitelem. Studium téchto vira
je tedy dulezité nejenom pro ochranu chovanych vcel, ale 1 voln¢ se vyskytujicich opylovaci.
Recentné bylo objeveno nékolik novych vird, ale zatim neni mnoho znamo o jejich biologii,
vcetné toho, jaky vliv maji na svého hostitele. Avsak fada vcelich virti objevenych jiz diive

neni dosud asociovéana s zadnym onemocnénim hostitele.

Vzhledem k tomu Ze koinfekce vice virt, tak ptipadné koinfekce virti s jinymi patogeny jsou
u veel spiSe pravidlem nez vyjimkou, je dilezité studovat jejich vztahy. Zatimco nékteré inter-
akce mohou byt velmi Skodlivé a vést k velkym ztratdm vcelstev, u jinych neni znama interakce

nebo mohou dokonce poskytovat i ochranny efekt.

Cile prace:

Cilem této prace je podat ptehled o znamych virech v€ely medonosné vcetné cest Sifeni,
onemocnéni, které zplisobuji, taxonomicky je zaradit a porovnat jejich geografické rozsireni.
Zamg¢fit se 1 na zndmé interakce vird navzdjem nebo s riznymi dal§imi patogeny vcel a vliv

téchto interakci na hostitele. Struéné bude uveden i princip metod detekce viri u vcel.



2 Virom

Mikrobiom muzeme definovat jako veskeré mikroorganismy (bakterie, archea, jednobu-
nécnd eukaryota, viry, houby) nachazejici se ve stejném case na stejném misté. U hmyzu se vy-
raz mikrobiom nékdy pouziva nespravné pro oznaceni komunity bakterii. Virova slozka mikro-
biomu, také nazyvana virom, se skldda z virt, které mohou infikovat jak hostitelovy bunky, tak
ostatni slozky mikrobiomu (bakterialni virom, archeélni virom) a od virti odvozenych genetic-
kych elementil pfitomnych v hostitelském genomu. Pozndni obrovského vyznamu mikrobiomu
pfineslo zavedeni novych pojmu. Na organismus se nyni nepohlizi jako na samostatnou entitu,
ale byl zavedeny pojem holobiont, ktery oznacuje soubor interagujicich organismii fungujici
a podléhajici evoluci jako celek, zahrnujici jak hostitele, tak mikrobiom. Pojem hologenom pak

oznacuje genetickou informaci holobionta (Bordenstein & Theis, 2015).

Mikrobiom ma vliv na zna¢né mnoZstvi procesti v organismu. U n€kterych organisml miize
byt vitalni pro vyvoj orgdnu nebo rozmnozeni dané¢ho organismu (Koropatnick et al., 2004;
Pannebakker et al., 2007). Mikrobiom se podili na vyvoji stfeva a ovlivituje hematopoézu
(Khosravi et al., 2014; Stappenbeck et al., 2002), také hraje dlezitou roli pfi vyvoji a regulaci
imunitniho systému (Lee & Mazmanian, 2010). Mikroorganismy také ovlivituji chovéni hosti-
tele, bud’ pfimym propojenim s nervovym systémem, nebo pfes imunitni systém, ale jsou dule-
Zité 1 pro vyvoj nervoveho systému a socialniho chovani (Sampson & Mazmanian, 2015). Podili
se na obran¢ hostitele proti patogennim mikroorganismiim produkci antimikrobialnich latek,
kompetici o zdroje a zabranénim adheze na povrch (Buffie & Pamer, 2013). Mikroorganismy
ve stfevé produkuji mnozstvi latek, které mohou piestupovat do ob¢hu, ale podili se i na traveni
au nekterych zivocichti umoznuji dostatecny nutricni piijem z jinak chudé diety (Giindiiz

& Douglas, 2009).

Vsechny slozky mikrobiomu jsou dulezité a jsou propojeny komplexni siti interakci. Cely
systém je dynamicky a sloZzeni mikrobiomu se méni s fadou faktori. Nejenom, ze mikrobiom
ovliviiyje hostitele, ale i hostitel je schopny, do urc¢ité miry, ovlivnit slozeni svého mikrobiomu.
Na viry bylo po dlouhou dobu pohlizeno pfevazné jako na patogeny, i kdyZ né¢které mutualis-
tické vztahy s hostitelem byly znamy. Dnes se ukazuje, Ze virom hraje nezbytnou roli v Zivoté
holobionta. Jeden z nejznaméjSich piikladl jsou integrované polydnaviry u nékterych parazi-
tickych vosicek, které jim umoznuji potlacit imunitu larvy, do které kladou svoje vajicka a jsou
tak nezbytné pro jejich rozmnozeni a vyvoj. Nékteti hostitelé vosi¢ek vSak ziji v symbidze
s bakterii obsahujici bakteriofaga, jehoz toxin poskytuje ochranny efekt larvam pied vyvojem

vosicek (Oliver et al., 2009).



Chronické virové infekce stimuluji imunitni systém Zivocicha, ale jsou téz schopné ovlivnit
transkripci v infikovanych i neinfikovanych buiikach (Canny ef al., 2014). Nekteré viry jsou
schopné chranit hostitele proti jinému viru. Naptiklad GB — virus C (také znam jako hepatitis
G virus), bézna bezptiznakova infekce Cloveéka, zmiriiuje progres onemocnéni HIV- 1 (z angl.
Human immunodeficiency virus) nejspise tim, ze ovlivituje aktivaci T — lymfocyt (Bhattarai
& Stapleton, 2012). Virom je schopen brénit hostitele i proti nevirovym onemocnénim a ovliv-
nuje multifaktorialni onemocnéni jako je alergie, Crohnova nemoc nebo diabetes 1 typu (Fox-
man & Iwasaki, 2011). Virom ¢asto nema vliv pfimo na hostitele, ale na jinou ¢ast mikrobiomu.
Dulezitou c¢asti viromu jsou bakteriofagy schopné fidit slozeni a fungovani bakteriomu, také

tvofi na sliznici obranu proti invazi patogennich bakterii (Barr et al., 2013).

Diky schopnosti integrace do hostitelského genomu maji viry velmi tésny vztah k hostiteli.
Endogenni virové elementy, vétSinou retrovirového pivodu, mohou byt zdrojem regulac¢nich
elementll, nebo jsou jejich proteiny vyuzivany hostitelem (Feschotte & Gilbert, 2012),
napf. tvorba placenty u savcu je umoznéna diky syncytinu pavodné env genu retroviru (Dupres-
soir et al., 2009). Endogenni retrovirové elementy mohou navodit rezistenci proti infekci ob-
dobnym virem. Mysi produkt FVI genu odvozeny od gag genu, dnes jiz se nevyskytujiciho
viru, u€inné brani infekci vzdalené pfibuznym mysim lymfotropnim virem nejspiSe interakci

s jeho kapsidovym proteinem (Hilditch et al., 2011).

Véely maji pomérné jednoduchy bakteriom, s 8-10 symbiotickych druht tvoticich az 95 %
veskeré bakterialni populace v jedinci (Sabree et al., 2012). Rada tdchto bakterii je diileZita pro
vyzivu, zpracovavaji fadu substrati z pylu vcetné t€zko degradovatelnych slozek, jako je bu-
nécna sténa (Kesnerova et al., 2017). Také stimuluji produkci hormond, které poté ovlivni vy-
voj veely (Zheng et al., 2017). Jsou dileZité pro vyvoj a stimulaci imunitniho systému (Emery
et al., 2017) a mohou poskytovat ochranny efekt proti nékterym patogeniim (Kwong et al.,
2017; Schwarz et al., 2016). Slozeni bakteriomu mize byt ovlivnéno fadou faktora jako jsou
patogeni, pesticidy aj. (Hubert ef al., 2017; Kakumanu et al., 2016). Kromé¢ bakterii pfitomnych
v jedinci jsou bakterie které se nachazeji ¢asto v ulu, které by se mohly podilet na zachovani

skladované potravy (Anderson ef al., 2014).



3 Vcela medonosna a jini opylovaci

Vcely (4pis spp.) a ¢melaci (Bombus spp.) (Arthropoda: Insecta: Hymenoptera: Apidae)
spolu s dal$imi hmyzimi opylovaci hraji nezbytnou roli v ekosystému. Zhruba 75 % druht plo-
din téZi z interakci s opylovaci a tyto plodiny tvoii okolo 35 % z celkové potravinaiské produkce
(Klein et al., 2007). Tyto plodiny jsou vyznamné diky tomu, Ze jsou hlavnim zdrojem nékterych
vitamind, antioxidantl a jinych dulezitych latek (Eilers ef al., 2011). Kromé produkce véelich
produktt jako je med, pyl, jed aj., jsou velmi duleziti pro udrzeni biodiverzity rostlin (Biesmei-

jer et al., 2006; Klein et al., 2018).

Pocet veelstev se sice za poslednich 50 let celosvétoveé zvysil o 45 %, ale intenzifikace ze-
médélstvi vede k vétsim narokiim na pocet opylovact nebot’ doslo k zvyseni narokti o vice nez
300 % (Aizen & Harder, 2009). I kdyz voln¢ se vyskytujici opylovaci nejsou tak dobfe moni-
torovani, byl zaznamenan jejich tbytek. Ubytky volné se vyskytujicich opylovaéti jsou téZ vy-
znamné, nebot’ se ukazuje jejich dileZitost. Pravé oni mohou byt efektivnéjsimi opylovaci pro
urc¢ité druhy rostlin (Garibaldi et al., 2013; Mallinger & Gratton, 2015).V nékterych oblastech
Severni Ameriky se udava ubytek hojnosti ¢melakti béhem poslednich 20 let az 0 96% (Cam-
eron et al.,2011) a u volné se vyskytujicich vcel za poslednich 120 let aZ o 50 % (Burkle ef al.,
2013). V Evropé je az 80 % druhi ¢meldka ohrozenych alespon v jedné ze sledovanych zemi
a 30 % druhi ve vSech sledovanych zemich (Kosior et al., 2007). Obecné se soudi, Ze tyto
ubytky jsou zplsobeny fadou faktorti a jejich synergickymi a aditivnimi interakcemi (Goulson
et al.,2015). Jednim z t&chto faktorii je zavedeni chovného druhu opylovace, které miiZze nega-
tivn€ ovlivnit stavajici populaci kompetici o zdroje nebo piedstavenim nového patogenu (Goul-

son, 2003; Santamaria et al., 2018).

K velkym ztratam vcelstev dochézelo jiz v minulosti, nékteré z nich byly podobné ztratam,
které¢ vidime dnes. Velké ztraty vcelstev v Coloradu v letech 1891 a 1896 byly nazvany Kvét-
nova nemoc (z angl. May disease) a v pritbéhu dalSich let byly ztraty popsany i v jinych zemich
a nazvany ruzné napf. ,,disappearing syndrome* v Australii nebo ,,Isle of Wight disease*
ve Velké Britanii (Underwood & vanEngelsdorp, 2007). V roce 2006 byl poprvé v USA popsan
syndrom zhrouceni vcelstev (z angl. Colony colapse disorder (CCD)). Typickou charakteristi-
kou CCD je nahlé zmizeni délnic z kolonie, zatimco kralovna a vyvojova stadia pfezivaji. Mrtvi
jedinci pak nejsou k nalezeni v okoli ani uvnitf ulu (vanEngelsdorp et al., 2009). Kritickym
obdobim pro vcelstva je zima, kdy se spoléhaji na zdsoby a musi udrzet dostatek jedincii pro

pokracovani kolonie v dal§im obdobi. V nékterych zemich byly zaznamenany zvySené ztraty



béhem tohoto obdobi, které z¢asti zavisi na kompetenci véelare. Pokud tedy zazimovana vcel-
stva z riznych pfi¢in nepieziji zimu, je tento jev nazyvan ztraty zazimovanych vcelstev (z angl.
wintering losses (WL)) (Genersch ef al., 2010; van der Zee et al., 2012). Mezi lety 2012-2014
se zimni imrtnost ve sledovanych evropskych zemich pohybovala od 2 % do 32 % (Jacques et
al., 2017). Ve Spojenych statech americkych jsou primérné zimni ztraty za poslednich 10 let
24,6 % (Kulhanek et al., 2017). Ztraty veelstev jsou multifaktoridlni a bylo identifikovano pies
60 riznych faktort které na nich maji podil, v€etné virovych infekci, vyzivy a vlivu pesticidi
(vanEngelsdorp et al., 2009, 2010). Zda se vsak, ze Varroa destructor (Arthropoda: Arachnida:

vvvvvv

(Kielmanowicz et al., 2015).

3.1 Strucna anatomie a fyziologie véely medonosné

vey

V¢ely jsou socialni hmyz zijici v koloniich skladajici se obvykle z vice nez 20 000 jedincu.
Jsou haplodiploidnimi organismy, kdy se oplozena (diploidni) vajicka vyvijeji v kralovnu nebo
délnice, zatimco z neoplozenych (haploidni) vznikaji trubci. V kolonii jsou tedy tii kasty,
z nichz délnice jsou nejpocetnéjsi. Vylihnuti dospélého jedince ptedchdzi vyvojové stadium
vajicka, larvy a kukly a prochézeji tedy proménou dokonalou. Diploidni vajicka jsou zpocatku
schopné dat vznik jak kralovné, tak délnici, coz zalezi hlavné na kvalité potravy, kterou jsou
krmeny. Pokud jsou larvy krmeny po celou dobu matefi kaSi¢kou, daji vznik kralovné, ktera
ma rychlejsi vyvoj, dorlista vétSich rozméri a Zije déle. Pokud jsou larvy krmeny matefi kasic-

kou pouze zpocatku svého vyvoje, vyvijeji se z nich délnice (Haydak, 1970).

N¢kolik dni poté, co se kralovna prokouse z buriky, opousti ul a je oplodnéna, sperma poté
uchovava ve spermatéce. Zbytek jejiho Zivota klade vajicka a délnice se o ni staraji. Délnice
béhem roku Ziji okolo 30 dni a prochazeji behaviordlnim vyvojem. Znamena to, Ze se s vékem
méni jejich tloha v kolonii a ta je doprovazen i zménou v anatomii a fyziologii jedince. Nejprve
Cisti a uzaviraji komurky (uklizecka), poté se staraji o larvy a matku (krmicka a kojic¢ka), poz-
déji se podili na stavbé a udrzovani v¢eliho ulu (stavitelka). Okolo 3 tydne Zivota za¢nou plnit
ulohy, které vyzaduji opusténi ulu, jako je ventilace, stfezeni vchodu a sbér potravy (strazkyné
a létavka). Tento behaviordlni vyvoj je velmi plasticky, véely tak mohou ménit svoje ulohy
podle potteb kolonie, bez ohledu na jejich vék (Page & Peng, 2001). Pokud vcely v dané oblasti
zimuji vyvijeji se délnice Zijici az 8 mésich (zimni vcely), jejichZ fyziologie je v nékterych
aspektech podobna té kralovny (Erban et al., 2013). Maji vSak sniZenou expresi nékterych slo-
zek energeticky narocného imunitniho systému, coz by mohlo byt pfic¢inou zvySené nachylnosti

k virovym a dal§im infekcim (Steinmann et al., 2015).



Télo vcely podporované exoskeletem (kutikula) 1ze rozdé€lit na nékolik ¢asti: hlava, hrud’,
zadecek a t€lni ptivésky. VEely maji otevienou cévni soustavu, kde hibetni céva pumpuje he-
molymfu, ktera se rozléva do hemocoelu a voln€¢ omyva tkané. K dychani véely vyuZzivaji sys-
tém vzdusnic. Prvni ¢ast travici soustavy vcely se skldda z hltanu, jicnu a medového vacku,
jehoz obsah miize byt regurgitovan. Druhd ¢ast travici soustavy je v kontaktu s mnozstvim pa-
togent a jeji epitel je dilezitou anatomickou bariérou proti jejich priniku. Do posledni ¢asti
usti malpighické trubice zodpoveédné za vylucovani odpadnich latek a osmoregulaci. Véela ma
mnozstvi zlaz, které jsou dilezité jak pro fyziologii jedince, tak pro fungovani kolonie (vylu-
covani feromontll nebo zpracovani napt. vosku, medu). Tyto zlazy se li§i nejenom dle kast ale
i stafi jedinct. Napft. hltanova zlaza (z angl. hypopharyngeal glands (HPG)) velmi vyvinuta
u délnic, produkuje nejdiive mnozstvi proteini do mateti kaSicky, ale pozdé&ji v jejich Zivoté
se zmens$i a produkuje enzymy metabolismu cukr. Mandibulédrni zl4zy kralovny produkuji fe-
romon, ktery je zodpovédny za zabranéni vyvoje ovarii d¢lnic, zato u délnic mandibularni zlaza

produkuje lipidovou slozku matefi kasicky (Fujita ef al., 2013).

Tukové télisko je unikatni organ hmyzu, do kterého je skladovéna energie a probihaji v ném
nejriznéjsi metabolické drahy. Také zde probihd syntéza a sekrece proteini do hemolymfy
napft. lipophorinti zodpovédnych za transport lipidi. U véely se v tukovém télisku kromé adi-
pocytl nachazi eonocyty, které jsou dilezité pro syntézu nékterych proteint a lipida kutikuly,

ale hraji roli 1 v metabolismu lipidt (Arrese & Soulages, 2010).

Nervova soustava vcel se sklada z n€kolika propojenych ganglii. Nervovy systém vykazuje
jistou decentralizaci, tj. n€které chovani (napt. lokomoce) je do urcité miry fizeno télnimi gan-
glii. Mozek je poté tvofen nadjicnovym a podjicnovym ganglionem. Nadjicnovy ganglion
je mozné rozdelit na tii Césti: proto—, deuto— a tritocerebrum. Protocerebrum je dilezité
pro funkci zraku a obsahuje houbovita téliska a centralni komplex. Houbovita téliska, velké
u socialniho hmyzu, se podili na paméti (hlavné ¢ichové, ale ne vyhradné), rozhodovéani a inte-
graci senzorickych / motorickych signalti. Mnohem vétsi kontrolu nad fizenim chovani ma cen-
tralni komplex, ktery je zodpoveédny 1 za lokomoci, orientaci a je pokladan za diilezité integracni

centrum zrakovych a motorickych drah (Wessnitzer & Webb, 2006).

Imunitni systém vcely se sklada z bunécné a humoralni slozky. Bunécnéd imunita je zpro-
sttedkovavéana bunikami hemolymfy, hlavné hemocyty a zahrnuje fagocytozu, nodulaci a en-
kapsidaci. Dulezitou slozkou humoralni imunity je fenoloxiddzova kaskada a koagulace.
Kromé melaninu s jeho toxickymi meziprodukty, jsou dalsi slozky humoralni imunity lyso-

zymy, antimikrobidlni peptidy a cytokiny, sekretovany hemocyty a tukovym téliskem. Vcely



nemaji pouze imunitu na Urovni jedince, ale i socialni imunitu, kdy chovéni jedinct v kolonii
omezuje Sifeni patogena. Ptikladem je odstrafiovani mrtvych dospélct nebo larev / kukel para-

zitovanych ¢i vykazujicich pfiznaky onemocnéni (DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015).

Byla identifikovana tada drah, které hraji roli v antivirové obrané (Brutscher et al., 2015).
Zatimco nékteré drahy jsou aktivovany pfi obrané proti fad€ patogent, jiné jsou specificky ini-
ciované pouze ur¢itym patogenem, avsak iniciace zavisi i na dalSich faktorech (napf. Vyvojové
u véely je RNA interference (RNAi) (obrazek 1). Pokud se v buiice vyskytne dvoufetezcova
DNA je rozpoznana RNasou III (u v¢ely Dicer — like), ktera ji rozstiihd na 21-22 bp dlouhé
duplexy které se nazyvaji siRNA (z angl. small — interfering RNA). Ty jsou poté vazany Ar-
gonautem (AGO?2), endoribonukleazou a katalytickou slozkou RISC (z angl. RNA — induced
silencing complex). V komplexu poté zlstdva pouze jedno vlakno siRNA, které navede cely
komplex ke komplementarni virové sekvenci, ktera je poté rozstépena (Brutscher ef al., 2015).
Kromé RNAI, dvouretézcova RNA aktivuje dalsi drahy, které jsou pravdépodobné diilezité pro
obranu proti virové infekci, nebot’ Dicer — like by mohl fungovat jako receptor dvoutetézcové
RNA a vyvolat obdobnou obranu, jako je produkce interferonu u savci, tedy zvySeni exprese
gentl nékterych drah, ale i RNA helikaz a proteinti dalezitych pro transport dvoutretézcové RNA
(Brutscher et al., 2017).

RNAi @ non-specific
dsRNA-mediated
virus immunity

SRNA / Dicer-like

l AGO2/RISC / \
7% ‘

é%@
,uiml

Vago AMP
expression regulation

Obrazek 1. RNA interference (RNAi). Dvouretézcova RNA (dsRNA) viru je zpracovavana Dicer — like a vznikaji siRNA
(small — interfering RNA). Ty jsou vazany Argonautem (AGO2), slozkou RISC (RNA — induced silencing complex), ktery je
zodpovédny za degradaci virové RNA. Kromé vyvolani RNAi ma dsRNA viiv in a jiné drdahy. Napriklad zvySuje expresi antimi-
krobidalnich peptidii (AMP) nebo zahajuje expresi Vago, ktery ovliviiuje virovou replikaci. Prevzato z (Brutscher et al., 2015).



4 Nevirovi patogeni véely medonosné

Varroa je nejvyznamnéjsi ektoparazit véely medonosné vyskytujici se dnes téméi celosve-
toveé. Tento ektoparazit ptesel na populace véely medonosné béhem minulého stoleti (do Ev-
ropy v 70. letech) z asijské vcely Apis cerana, u které nezptisobuje velké Skody (Boecking
& Genersch, 2008; Wilfert et al., 2016). Vyskyt a ptiblizny ¢as rozsifeni znazornuje obrazek 2.
Samice Varroa stfida béhem Zivotniho cyklu dvé faze: foretickd, kdy saji hemolymfu na do-
spelych jedincich, a reprodukéni faze probihajici pii vyvoji véely v komtrce. Pro reprodukéni
fazi je do vCeli komiirky samice Varroa pienesena z dospélé veely pied zavickovanim (Boot ef
al., 1994). Samice poté klade nejprve haploidni vajicko, ze které se vyvine samec a poté n¢kolik
diploidnich samicich vajicek (Martin, 1994). Z komirky se poté vynoii dospéla vcela s oploze-
nymi samicemi Varroa. V foretickém stadiu ale Varroa preferuje infekci délnic, které se staraji
o larvy nez starSich nebo velmi mladych v¢el (Piccolo et al., 2010). Infekce Varroa méa zavazny

dopad jak na jedince, tak na celou kolonii (pro ptehled Rosenkranz et al., 2010).

1900's 1910's 1940’s 1950's 1960's 1970's 1980's 1990's 2000's present absent no data

Obrazek 2. Rozsirent Varroa destructor. Prevzato z (Wilfert et al., 2016).

Dvé mikrosporidie (Houby: Microsporidia: Nosema), Nosema apis a Nosema ceranae, jsou
globalné rozsifené a infikuji dospélé jedince. N. ceranae, piivodné parazit asijské veely 4. ce-
rana, byl ptenes na Apis mellifera (Klee et al., 2007). Mezi obéma mikrosporidiemi probiha
kompetice, nejspiSe diky stejnému tropismu nebo v disledku aktivace imunitniho systému,
a infekce jedné ma negativni efekt na prib¢eh infekce druhou mikrosporidii. Tento efekt je ale
asymetricky a infekce N. ceranae mé vétsi vliv na N. apis nez N. apis na N. ceranae. To by
mohlo vysvétlit, pro¢ na nékterych tzemich ptevazuje N. ceranae (Natsopoulou et al., 2015).

Recentné byla také popsana nova mikrosporidie, N. neumanni, ktera byla v Ugandé mnohem



Cast¢jsi nez N. ceranae nebo N. apis (Chemurot ef al., 2017). Poziené spory téchto patogent
napadaji bunky stievniho epitelu a destruuji je (Higes et al., 2007; Huang & Solter, 2013).
N. ceranae 1 N. apis jsou pro A. mellifera nejspise stejné virulentni, 1 kdyz nekteré studie na-
znacuji, ze N. ceranae muze byt virulentnéjs$i nez N. apis (Huang et al., 2015; Natsopoulou et

al., 2016).

Houby rodu Aspergillus jsou oportunni patogeni, ktefi jsou schopni zptisobovat chorobu
zkamenéni vceliho plodu. U larev vcel bylo identifikovano nékolik patogennich zastupct
(Aspergillus flavus, A. nomius, A. phoenicis), A. flavus byl nalezeny u dospélci (Foley et al.,
2014). Znam¢;jsi je ale choroba zvapenaténi véeliho plodu, zpisobovana houbou Ascosphaera
apis. Projevuje se u larev. 4. apis, je globalné rozsifend a propuknuti infekce je spojovano

s riznymi stresory (Evison, 2015).

Bakterie u vcelich larev vyvolavaji dvé zdvazna bakterialni onemocnéni. Pivodce jsou
gram — pozitivni bakterie Melissocccus plutonius a Paenibacillus larvae které zptisobuji hni-

lobu a mor véeliho plodu (Forsgren, 2010; Genersch, 2010).

Crithidia mellificae a Lotmaria passim jsou globalné rozsifené zastupci skupiny Kinetoplas-
tida, ale nové popsana L. passim, diive zaménovana za C. mellificae, ma vyssi prevalenci
(Schwarz et al., 2015). I kdyZz neni mnoho zndmo o jejich patologii, mohli by mit podil na CCD
a WL (Cornman et al., 2012; Ravoet et al., 2013).



5 Typy virovych infekci u véel

Virové infekce u vcel jsou né€kolika typl. Oteviend infekce je charakterizovana produkci
viru a viditelnymi ptiznaky onemocnéni. Oteviena infekce mize byt dale Clenéna na akutni
nebo chronickou. Akutni infekce je typicky kratkodoba, s produkci vysokého poctu virovych
Castic a pritomnosti jasné patrnych ptiznakli onemocnéni. Zvlastnim typem akutni infekce je in-
fekce inaparentni, kdy také dochazi ke kratkodobé vysoké produkci virovych cEastic, ale pii-
znaky onemocnéni nejsou pritomné. Pfi chronické infekci dochazi k dlouhodobé produkei vi-
rovych ¢astic, a to bud’ po cely Zivot hostitele nebo, Castéji, béhem urcitého vyvojového stadia,

a zaroven jsou i patrné piiznaky onemocnéni (de Miranda & Genersch, 2010).

Pti skryté infekci detekujeme virus, ale pfiznaky onemocnéni nejsou patrné. Ale i tento druh
infekce mize mit negativni dopad na hostitele. Virus pietrva v hostiteli skrz rizna vyvojova
stddia a je posléze schopen piejit do oteviené infekce. Pii latentni skryté infekci nedochazi
k produkci virovych ¢astic, virus je integrovan do hostitelského genomu nebo je udrzovan
v bunikach jako epizom, avSak tento druh infekce zatim nebyl u véelich virti popsan. U perzis-
tentni infekce dojde k ustanoveni rovnovahy mezi virem a hostitelem, produkuje se jen malé
mnozstvi virovych ¢astic (de Miranda & Genersch, 2010). Zatim neni pfesn€ objasnén mecha-
nismus a zfejmé ani vSechny faktory, diky kterym dojde k pfechodu ze skryté do oteviené in-
fekce, ale byly identifikovany nékteré faktory jako dieta, pesticidy a jini patogeni, které maji

vliv na replikaci a virulenci virti v€el (McMenamin et al., 2016).
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6 Pienos vira

Pfenos viru muze probihat dvéma zpisoby: horizontalné a vertikaln€ (shrnuto na obrazku
3). Horizontalni pfenos lze rozd¢lit na pfimy a nepiimy. Pti pfimém dochazi k Sifeni viru mezi
infikovanym a zdravym jedincem jedné generace. Diky socidlnimu uspotradani vcelstva a na-
hlou¢eni mnoha jedincti dochdzi mezi jedinci v kolonii, ale i mezi riiznymi koloniemi a dalSimi
opylovaci k intenzivnim kontaktlim, diky kterym se viry rychle §iii a to ordln€, vzduchem
a1 pfimym kontaktem. Oralni cesta je nejcastéjsi a potrava je dilezitym zdrojem viru pro je-
dince v kolonii. Larvy jsou krmeny dospélymi jedinci, kteti ale potravu sdili 1 mezi sebou. N¢é-
které viry jsou schopné se replikovat ve zlazach dilezitych pro zpracovani potravy (hlavné
HPG) a sekrety téchto zlaz mohou byt zdrojem vird v potrave. Dalsi zptisob piimého horizon-
talniho pfenosu je veneredlni (sexualni). Nékteré viry byly detekovany ve spermatu trubct, ale
neni znamo, jak velky podil ma tento pienos na Sifeni infekce v kolonii (Amiri et al., 2016;
Chen et al., 2006b). Pokud se na pienosu podili vektor, ktery pfenasi virus mezi jedinci, jednd
se o horizontéalni pfenos nepiimy. Nejvyznamnéjsi vektor veelich virt je Varroa, ktery saje na
hemolymf€ vcel. Virus mize ziistat na sacim ustroji Varroa po sani na nakazené vcele nebo je
regurgitovan ze stfeva a miize tak nakazit zdravého jedince. Pti vertikdlnim pfenosu je virus
pfenesen na potomky jedince, virus se nachazi bud’ na povrchu (transovum) nebo uvnitft (transo-
varian) vajicka. Je Casto obtizné prokazat tento zpusob ptrenosu, pravé i z divodu socialniho
chovani véel, které poskytuje mnozstvi cest, jak vyvojova stadia nakazit. Zptisob pfenosu viru
ovlivituje jeho virulenci. Zatimco dlisledkem horizontalniho pfenosu je oteviena infekce s vy-
sokou produkei viru, vertikalni pfenos obvykle vyusti v perzistentni infekci charakterizovanou

niz§i virulenci (Chen et al., 2006a).
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Obrazek 3. Mozné cesty prenosu virii u A. mellifera.

Mezi dospélymi jedinci miize byt virus prenesen kontaktem, sdilenim potravy nebo vektorem. Mohou se také nakazit cisténim
komiirek. Mladé vcely jsou nakazeny krmenim nebo diky vektoru. Mozna je také vertikalni cesta prenosu. Kralovna kromé
Jinych miiZe byt nakaZena pri sexualnim styku. Upraveno dle (de Miranda et al., 2011).
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7 Viry v€ely medonosné

Velké vétsina virl objevena u vcel jsou RNA viry, které diky vyssi chybovosti svych RNA
polymerdz maji vys$si mutacni rychlost a jejich populace jsou proto polymorfni, oznacované
jako quasi druhy. To znamena, ze populace sestava z velkého mnozstvi geneticky odlisSnych
variant. Diky tomu muaze dochazet k Castym zménam vlastnosti virt, jako je jejich tropismus
a hostitelska specifita (Domingo et al., 2012). Chov A. mellifera vytvéii dobré podminky pro
pomnozeni virt. Takové infikované chovy pak mohou byt zdrojem infekce pro dalsi chovy i pro
voln¢ se vyskytujici opylovace, ktefi s nimi pfichdzi do kontaktu a sdili zdroje potravy
(,,spill — over*). Pienos virt je vSak mozny 1 v opacném sméru, tedy od voln¢ zijicich druhti do
chovnych véelstev. Casto tedy maji tyto viry Siroké hostitelské spektrum coz znemoziuje jed-
noduché uréeni ptivodniho hostitele a jsou nebezpe¢im pro volné¢ se vyskytujici opylovace

(McMahon et al., 2015; Santamaria et al., 2018; Singh ef al., 2010).

Dalsi skupina viri, kterd by mohla mit vztah s 4. mellifera jsou viry rostlin. Casto je mozné
najit jejich sekvence ve vcelach, ty ale mohou pochazet pouze z pylu (Galbraith et al., 2018;
Granberg et al., 2013). Ale jeden z téchto rostlinnych vird je schopen replikace v A. mellifera
(Li et al., 2014). A 1 kdyz A. mellifera nemusi byt hostitelem, ale alespon pro nekteré z téchto

vird mize fungovat jako vektor a §ifit viry mezi rostlinami pti opylovani (Darzi et al., 2018).

7.1 Taxonomie

Do souc¢asné doby bylo v 4. mellifera identifikovano nejméné 31 virl. S nastupem novych
technologii bylo objeveno a stale je objevovana fada viri novych. Nedadvno byly nalezeny
v A. mellifera, kromé jinych, viry pattici do ¢eledi Rhabdoviridae (Apis mellifera rhabdovirus
1,2 (AMR- 1,2)), Bunyaviridae (Apis mellifera bunyavirus 1 (ABV- 1)) a Flaviviridae (Apis
mellifera flavivirus (AFV)) (Remnant et al., 2017). Taxonomické zatazeni dale zminiovanych

vird je shrnuto v tabulce 1.

Mnozstvi vir patii do fadu Picornavirales, ktery ma Sest Celedi. V 4. mellifera byly nale-
zeny viry pattici do ¢eledi Dicistroviridae a Iflaviridae. Krom¢ nich do tohoto fadu patii celedi
Marnaviridae, Picornaviridae, Polycipiviridae, Secoviridae a dva nezatazené rody Bacillar-
navirus a Labyrnavirus. Celed’ Dicistroviridae ma tii rody a 15 druht. Do rodu Aparavirus
se fadi ptibuzné viry Acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir bee virus (KBV) a Israeli
acute paralysis virus (IAPV). Black queen cell virus (BQCV), ptivodné ¢len rodu Cripavirus,
je fazen do rodu Triatovirus. Do rodu Cripavirus spadd Aphid lethal paralysis virus (ALPV)
(Runckel et al., 2011; Valles et al., 2017a). Celed’ Iflaviridae ma jediny rod Iflavirus a 15 druht.
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Jsou do n¢j fazeny Slow bee paralysis virus (SBPV), Sacbrood virus (SBV) a Moku virus (MK).
Do tohoto rodu patii také Deformed wing virus komplex skladajici se z n€kolika kment jako
Kakugo virus (KV), Egypt bee paralysis virus (EBV), Varroa destructor virus 1 (VDV-1) a De-
formed wing virus (DWV) (Valles et al., 2017b).

Rad Tymovirales ma pét &eledi, z nichz ve véelach byl nalezen virus fazeny do &eled’i Ty-
moviridae. Dosud ale Bee macula — like virus (BeeMLV) neni fazen do zadného z popsanych

rodil v této Celedi (de Miranda et al., 2011, 2015).

Celed Iridoviridae, nezatazena do zadného znamého fadu, obsahuje dvé podéeled’i Alphalri-
dovinae se ttemi rody a podc¢eled’ Betavirinae se dvémi rody: Chloriridovirus a Iridovirus. In-
vertebrate iridescent virus 6 (IIV- 6) je fazen do rodu Iridovirus zatimco IIV- 24 neni dosud
fazen do zadného rodu (Chinchar et al., 2017). Apis mellifera filamentous virus (AmFV) je dalsi
dosud nezatazeny virus. Nékteré jeho proteiny jsou podobné proteinim zéstupcii celedi Bacu-
laviridae a proteinim jinych velkych DNA virl jako Poxviridae / Herpesviridae a je mozné
ze nékteré geny ziskal tento virus horizontdlnim genovym ptenosem (Gauthier et al., 2015).
Chronic bee paralysis virus (CBPV), diky sdilenym charakteristikdm v organizaci genomu
s Alphanodaviridae a podobnosti polymerazy s Tombusviridae, by mohl tvofit novou skupinu
blizkou obéma celed’im (Olivier et al., 2008a). Také viry Lake Sinai virus (LSV) komplexu
jsou dosud nezatrazené. Diky piibuznosti nestrukturnich proteinti s CBPV by s nim mohli tvorit

novou skupinu, 1 kdyZ jsou v nékterych aspektech vyrazné odlisné (Runckel ef al., 2011).

Tabulka 1. Taxonomicky prehled vybranych viri Apis mellifera.

Rad Celed Rod Nazev Zkratka
Acute bee paralysis virus ABPV
Aparavirus Israeli acute paralysis virus IAPV
Dicistroviridae Kashmir bee virus KBV
Triatovirus Black queen cell virus BQCV
Picornavirales Cripavirus Aphid lethal paralysis virus ALPV
DWYV kom-
Deformed wing virus komplex plex
Iflaviridae Iflavirus Sacbrood virus SBV
Slow bee paralysis virus SBPV
Moku virus MK
Tymovirales Tymoviridae | Nezarazené Bee macula — like virus BeeMLV
S Iridovirus Invertebrate iridescent virus 6 IIV-6
Iridoviridae . -
Nezatazené | Invertebrate iridescent virus 24 1Iv-24
y , Apis mellifera filamentous virus AmFV
Nezatazené - .
. , y . Chronic bee paralysis virus CBPV
Nezatrazené Nezarazené —
Lake Sinai virus LSV
Cloudy wing virus CWV
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7.2 Picornavirales

7.2.1 Dicistroviridae

Genom Dicistroviridae je tvofen jednofetézcovou RNA pozitivni polarity o velikosti
8-10 kb, se dvémi otevienymi ¢tecimi ramci (z angl. open reading frame (ORF)), ¢imz se 1isi
od vétSiny zastupct Picornavirales, které maji pouze jeden ORF. Neobaleny virion, o velikosti
30 nm, ma icosahedralni pseudo T=3 symetrii (obrazek 5). Genom (obrazek 4) ma na 5" konci
kovalentné pfipojeny protein VPg, dilezity pro stabilitu genomu, replikaci a translaci, a na
3" konci polyA. 5" nepteklddana oblast (z angl. untranslated region (UTR)) obsahuje vnitini
misto pro nasednuti ribozomu (z angl. internal ribosomal entry site (IRES)), zodpovédné za
translaci nestrukturnich proteinti (helikdza, proteaza, RNA — dependentni RNA — polymeraza
(RdRp)). Druhy OREF je od n¢j oddélen mezigenovou oblasti (z angl. intergenic region (IGR)),
také obsahujici IRES. Tento ORF koduje strukturni proteiny (VP1-VP4). Oba ORF jsou transla-
tovany jako polyprotein a $t€peny virovou protedzou (Bonning & Miller, 2010; Gall et al.,

2008; Valles et al., 2017a).

cricket paralysis virus (9,185 nt)

VPg VP4
5UTR Hel |] Pro RdRp |IGR |VP2| |VP3|VP1|3'UTR
WPy A(n) 3'OH
IRES ORF1 IRES ORF2
Non-Structural Proteins Caspid Proteins

Obrazek 4. Struktura genomu Cricket paralysis viru (CPV) modelového viru rodu Cripavirus.

Hel — helikaza, Pro — protedza, RARp — RNA dependentni RNA polymeraza, VPI-VP4 — kapsidové proteiny, UTR — untranslated
region, IRES — internal ribosomal entry site, IGR — intergenic region. Prevzato z (Valles et al., 2017a).

Nekteré viry celedi Dicistroviridae koduji protein (Al), ktery tlumi RNAIi proti danému
viru. Napfiklad protein A1 Drosophila C viru vaze virovou dvoufetézcovou RNA a brani jejimu
zpracovani (van Rij et al., 2006), zatimco u ptibuzného Cricket paralysis viru, Al zabraiuje
RNAI1 vazbou AGO2 (Watanabe et al., 2017). Oba tyto viry maji konzervovany motiv pied
ORF Al proteinu. Tento motiv byl identifikovany i u IAPV, ABPV a KBV a pfedpoklada se,
Ze tyto viry kéduji proteiny stejné funkce (Chen et al., 2014).

Acute bee paralysis virus (ABPV)

ABPYV prtetrvava v dospélcich a vyvojovych stadiich jako perzistentni infekce. U dospélych
jedinct se akutni oteviena infekce projevi tfesem, paralyzou a ztratou schopnosti letu, postup-
nym tmavnuti a ztratou ochlupeni. Pfiznaky je mozné vidét u jednotlivych veel, avSak masivni
vyskyt postizenych jedincti v tlu neni obvykle zaznamenany, nebot’ postizeni jedinci rychle

umiraji (Bailey et al., 1963; Maori et al., 2007a). Pokud jsou larvy nakazeny vét§im mnozstvim
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viru, ¢asto umiraji ptred uzavienim komiirky, pokud ale jedinec infekci piezije a dokonéi vyvoj,
virus ho infikuje perzistentné (Bailey & Ball, 1991). Vyssi prevalence viru v kuklach / larvach
ve srovnani s dospélymi jedinci naznacuje moznost, ze jsou pro ABPV permisivnéjSim hostite-
lem (Sanpa & Chantawannakul, 2009). Replikace viru probiha v raznych tkénich, v¢etné ner-
vové a byl také nalezen v HPG (Bailey & Milne, 1969; Furgala & Lee, 1966). Virus se §iii se
mezi jedinci potravou (Chen et al., 2006a), vertikaln¢ (Ravoet et al., 2015a) a byl nalezen i ve
spermatu trubcii (Yue et al., 2006). Varroa také prenasi ABPV mezi jedinci a zhorSuje priabeh

infekce ktera se poté projevi jako oteviena ( Ball, (1989).

Obrazek 5. Snimek kapsidy Acute bee paralysis viru v elektronovém mikroskopu. Prevzato z (Bailey et al., 1963).

Israeli acute paralysis virus (IAPV)

Véely infikované IAPV vykazuji, kromé pfiznakil podobné tém, které vyvolava ABPV,
1 zmény chovani u chronicky infikovanych véel. Virus ma negativni vliv na orientaci, navigaci
a prostorovou pamét’ véel. To se projevuje jejich vylétavanim z Glu i v dobé neptiznivych po-
vétrnostnich podminek a také neschopnosti se do ulu vratit (Li ef al., 2013). U dospélych je-
dinct vyvolava virus jak otevienou, tak skrytou infekci. Virus je mozné najit i v larvach a ku-
klach. Vzhledem k charakteru ptiznakd neni prekvapivy nervovy tropismus viru (Chen et al.,
2014). Mezi jedinci je piendSen skrz potravu véetné sekretit HPG, ve kterych se virus vyskytuje
ve vysokych koncentracich. Kromé potravy je Sifen 1 transovaridlné (Chen et al., 2014) a je

efektivné pfenasSen diky Varroa, coz Casto vyusti v otevienou infekci (D1 Prisco et al., 2011).

Cast IAPV genomu byla nalezena v genomu nékterych jedincti a bylo zjiiténo, Ze ¢asti ge-
nomu hostitele, spolu s jinymi defektnimi formami IAPV genomu, mohou byt enkapsidovany
(Maori et al., 2007a). Pfesny zptsob vzniku téchto defektnich forem a jejich pfitomnosti v hos-
titelském genomu neni jasny, ale predpoklada se, ze pti¢inou je zména templatu v priabéhu
virové replikace. Jedna se tedy o rekombinace mezi virovou RNA a RNA hostitele, nebo RNA

retrotranspozonu. Rekombinace s retrotraspozonem umozni integraci do genomu véely v DNA
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formé, a je mozné nalézt ve vcele od IAPV odvozené sekvence a proteiny. Tato integrovana
forma omezuje replikaci IAPV, nejspiSe diky RNAI, a poskytuje tak jedinci rezistenci proti
dalsi infekci timto virem (Maori ef al., 2007b).

Kashmir bee virus (KBV)

KBYV pftetrvava v populaci jako skryta infekce ve vSech vyvojovych stadiich. Tato infekce
vSak miize ptejit do akutni infekce bez specifickych ptiznakd, véely v§ak umiraji béhem neko-
lika dni (Bailey & Woods, 1977; Dall, 1985). Virus se replikuje v tkani stieva, epidermis, tra-
chealnim epitelu, hemocytech a oenocytech, ale na rozdil od pfibuzného IAPV a ABPV nebyl
nalezen v nervové tkani (Dall, 1987). Tento virus je pfenaSen potravou (Shen et al., 2005a).
Varroa také slouzi jako vektor pro KBV a po pfenosu viru parazitem dochazi k projeviim ote-

viené infekce (Chen ef al., 2004; Todd et al., 2007).

Black queen cell virus (BOQCV)

Oteviena infekce BQCV probihd u larev a kukel kralovny, larvy méni barvu z pfirozené bilé
na svétle zlutou, jejich pokozka tuhne a po smrti larvy tmavnou (obrazek 10). Nazev ziskal
virus podle z€ernani komurky, ve které se nachazi nakazena larva (Bailey & Woods, 1977).
Virus mize zpisobovat inaparentni infekci u vyvojovych stadiich délnic a trubcii (Leat ef al.,
2000) a ¢astéji nez u larev, se vyskytuje u dospélcti, kde vyvolava perzistentni infekci, ktera je
dilezita pro kolobéh viru (Tentcheva et al., 2004). BQCV je pienasen potravou a transovari-

aln¢, ale byl nalezen i ve Varroa (Chen et al., 2006b; Mondet ef al., 2014).

Aphid Lethal Paralysis virus (ALPV) strain Brookings

ALPYV je virus msic, zptsobujici u nich nekontrolovatelné pohyby a paralyzu. Riizné kmeny
byly nalezeny 1 v jinych hostitelich, jako napt. kmen Brooking u v¢ely (Liu et al., 2014; Runckel
et al., 2011). Virus je schopny se ve vcelach replikovat, ale neni u nich dosud zndmy zadny
klinicky projev infekce timto virem (Ravoet et al., 2013). Mezi jedinci je pfenasen oralni cestou

a vertikaln¢ (Ravoet et al., 2013, 2015a).

7.2.2  Iflaviridae

Genom vira ¢eled’1 Iflaviridae je tvoten jednotetézcovou RNA pozitivni polarity o velikosti
9-11 kb. Neobalené viry maji velikost kapsidy 22-30 nm a icosahedralni pseudo T=3 symetrii
(obrazek 7). Genom (obrazek 6) ma 3" polyA a na 5" konci kovalentné pfipojeny VPg.
Translace polyproteinu je zahdjena z IRES na 5” UTR (Gall et al., 2008; Valles et al., 2017b).
Pred geny pro kapsidové proteiny se nachazi Leader (L) protein, ktery je velmi variabilni 1 v ji-

nak blizce ptibuznych virech (DWV komplex). Analyza DWV L proteinu odhalila podobnost
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katalytického mista s L proteiny Aphtopicornavirii (znamy zastupce virus slintavky a kulhavky;
z angl. Foot and mouth disease virus (FMDV)) (Lanzi et al., 2006). V nich je L protein zodpo-
4G) a brani tak translaci hostitelskych mRNA, zatimco translace virovych proteinii pokracuje
diky ptitomnosti IRES. U FMDV se zd4, ze je L protein dulezity i pro patogenitu viru, pisobi

proti interferonové obrané hostitele a zvySuje translaci z IRES (Hinton et al., 2002).

infectious flacherie virus (9,650 nt)

VP4
®5'UTR L|vP2[ VP3| VP1 Hel  Pro RdRp [3'UTR

Capsid Proteins  Non-Structural Proteins

A(n) 3'OH

Obrazek 6. Struktura genomu Infectious flacherie virus (IFV) modelového viru rodu Iflavirus.

Hel — helikdaza, Pro — protedza, RARp — RNA dependentni RNA polymeradza, L — leader protein, VP1-VP4 — kapsidové proteiny,
UTR — untranslated region, IRES — internal ribosomal entry site. Prevzato z (Valles et al., 2017b).

Deformed wing virus (DWYV) komplex

Pro DWV komplex jsou zatim popsany tfi hlavni skupiny variant, mezi nimiz mtize probihat
rekombinace. Piivodné popsany virus pojmenovany DWV tvofi spolu s EBV (Bailey ef al.,
1979) a KV (Rortais et al., 2006) jeden genotyp (DWV- A). Druhy genotyp (DWV- B) se diive
nazyval VDV-1 (Ongus et al., 2004) a byl popsan i tieti genotyp (DWV- C) (Mordecai et al.,
2016a).

DWV- A zptisobuje akutni infekci u larvalnich stadii, pro néZ miiZze byt smrtelna nebo se vy-
vijeji s deformovanymi kiidly (obrazek 10), rozsitenym zadeckem az na hrud’ a zménénou bar-
vou (Lanzi ef al., 2006). Virus ¢asto vyvolava inaparentni infekci charakterizovanou vysokymi
koncentracemi viru ¢i infekci chronickou. V kuklach délnic je mozné najit vétsi koncentraci
viru nez v dospélych jedincich s deformitami kiidel, zatimco v trubcich se nachézi jen nizké
koncentrace. Rlizna vyvojova stadia a kasty jsou tedy schopné branit se infekci s odlisnou ucin-
nosti (Chen et al., 2005). Chronicka infekce ovliviiuje chovani a nékteré formy uceni (Igbal
& Mueller, 2007). Infekce DWV- A také zkracuje délku Zivota zimnich v¢el, které jsou vitalni

pro piezimovani kolonie (Dainat et al., 2012).

Nekteré ptiznaky by se daly vysvétlit schopnosti viru se replikovat v nervové tkani, jako
jsou napt. houbovita téliska (Shah et al., 2009). Jak infekce zplisobuje poruchy ve vyvoji neni
objasnéno, ale v jedincich, kteti se vyvinuly s deformovanymi kfidly, byla pozorovana zména
exprese orthologli Drosophila homeobox gentl, které koduji transkripéni faktory dilezité pro

vyvoj (Ryabov et al., 2014). Mezi jedinci se virus §iii potravou, veneredlné a transovarialné
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(Amiri et al., 2016; Chen et al., 2006b; Yue et al., 2007). Virus je také ptenaSen diky Varroa
a miliZe vyustit v projevy oteviené infekce (Bowen-Walker et al., 1999; Shen et al., 2005b).

I kdyZ byl zpocatku DWV- A povazovan za nejvice virulentni z této skupiny viri a zodpo-
veédny za ztraty veelstev (Martin et al., 2012), v laboratornich podminkach infekce DWV- B
zkracovala zivot jedinct vice nez DWV- A (McMahon et al., 2016). Recentn¢ Brettell a kol.
(2017) ukazali, ze genotypy DWV- B a DWV- C jsou také schopny zptisobovat poruchy ve vy-
voji veel a to stejné Casto jako DWV- A a mohou se podilet i na ztratach vcelstev (Kevill et al.,

2017; Natsopoulou et al., 2017).

Genom DWYV virt lze rozdélit na nékolik funkénich jednotek: 5° UTR, oblast kddujici L
protein a strukturni proteiny a tieti obsahujici geny pro nestrukturni proteiny. Mezi témito ob-
lastmi probiha rekombinace a vzniklé kmeny je mozné najit v populaci (minimalni prevalence
85 %). Rekombinanti by pak mohli mit vyhodu oproti plivodnim kmeniim (Dalmon et al.,
2017). Nestrukturni proteiny DWV- A umozni lepsi replikaci v 4. mellifera zatimco kmeny
nesouci strukturni DWV- B by mohli byt 1épe pienaseni roztocem Varroa (Moore et al., 2011;
Zioni et al., 2011). Mohli by také ziskat vyhodu oproti pivodnim kmentim, pokud by rekombi-
nace prob¢hla v misté, na néz je mifena RNAi. Rekombinantni kmen s nizkou virulenci by mohl
byt selektovan diky Varroa ktery vyzaduje, aby ziva véela opustila komirku pro dokoncéeni
svého Zivotniho cyklu. Pokud by takovyto kmen ptevladl v kolonii, poskytoval by ji pak
ochranny efekt zabranénim superinfekce (z angl. superinfection exclusion) virulentnéjsi for-

mou viru (Dalmon et al., 2017; Mordecai et al., 2016b).

Sacbrood virus (SBV)

SBV zpisobuje u larev akutni otevienou infekcei, zatimco u dospélych jedincti zptisobuje
infekci perzistentni. Nakazené larvy se nesvléknou a hromadi tak mezi novou a pitvodni larvalni
pokozkou ekdysoidalni tekutinu s mnoZstvim virovych ¢astic. Larvy v disledku infekce
nejdiive zméni barvu na bled¢ Zlutou, po smrti zhnédnou a vyschnou (Bailey et al., 1964) (ob-
razek 10). Dospélci jsou nejspiSe nakazeni pii odstraiovani mrtvych larev z Ulu, ale k infekci
je nutna vysoka davka a virus po smrti hostitele nezlistava dlouho infek¢ni (Bailey, 1969) a to je
ziejmé divodem perzistentni infekce dospélct, ktera je dualezitd pro pienos viru na larvy.
Kromé vertikalniho pfenosu (Ravoet et al., 2015a) bylo mnozstvi viru nalezeno v HPG a larvy
jsou pak nakazeny vymésky té€chto zlaz pti krmeni (Bailey, 1969). I mezi dospélymi jedinci by

mohl byt pfenasSen potravou a pomoci Varroa (Shen et al., 2005a).
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Pti infekci dochazi ke zméné exprese nékterych genti: zvyseni antimikrobidlnich peptidii
a snizeni, krom¢ jinych, nékterych enzymu aktivujici fenoloxiddzovou kaskadu, které by mohli
vyustit v supresi melanizace. Antimikrobialnich peptidy, vedouci k redukci v bakterialnich po-
pulacich 1 po smrti jedince, a inhibice melanizace by mohli byt adaptaci na zptisob pfenosu pfi

odstranovani mrtvych jedinct (Ryabov et al., 2016).

Slow bee paralysis virus (SBPV)

SBPV vyvolava perzistentni infekci, kterd se miiZze ménit na akutni pii koinfekci vcel
s Varroa, ktery slouZzi jako vektor (Santillan-Galicia ef al., 2010). Pti akutni infekci vcely po
deseti dnech ochrnou véeldm dva ptedni pary koncetin a umiraji béhem dalsich dvou dnt1 (Bai-
ley & Woods, 1974). Tento virus byl detekovany ve ¢melacich Castéji nez ve veelach, coz na-
znacuje, ze by mohli byt piivodnim hostitelem tohoto viru (McMahon et al., 2015). SBPV zpt-
sobuje u ¢melaki skrytou infekci, ktera se pii stresu (napf. hladovéni) projevi jejich pfedasnym
umrtim (Manley et al., 2017). Pfedpoklada se §ifeni tohoto viru spole¢nym zdrojem potravy,

ale nevylucuje se i moznost pienosu vzduchem (Manley et al., 2017; McMahon et al., 2015).

Obrazek 7. Snimek Slow bee paralysis viru z elektronové mikroskopie. Prevzato z (Bailey & Woods, 1974).

Moku virus (MK)

MK je virus piibuzny SBPV. M4 §iroké hostitelské spektrum a byl detekovany ve vysokych
koncentracich v socidlni vosiCce Vespula pensylvanica, ktera by mohla byt ptivodni hostitelem
a rezervoarem viru. Pfenos na v¢ely se predpoklada ptes sdileni zdrojii potravy nebo krmenim
Varroa, ve kterém byl virus také nalezen. Tento virus existuje jako quasi druh lisici se hostitel-

skou specifitou a patogenitou (Mordecai et al., 2016c¢).
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7.3 Tymovirales

7.3.1 Tymoviridae

Bee macula — like virus (BeeMLYV)

BeeMLV (také Varroa destructor macula — like virus (VAMLV) (de Miranda et al., 2011)
ma 6,5 kb dlouhy jednofetézcovy RNA genom a obsahuje tfi prekryvajici se ORF. Prvni z nich
koéduje velky polyprotein nestrukturnich proteinti (methyl — transferaza, endo — peptidaza,
RdRp, helikdza). Z druhého ORF vznika kapsidovy protein, ktery je translatovan ze sub-geno-
mové RNA, a ze tfetiho vzniké protein neznamé funkce, ktery byl vSak identifikovany ve vSech
dosud charakterizovanych hmyzich virt celedi Tymoviridae. Kromé vertikdlniho pienosu
(Ravoet et al., 2015a) byl virus byl nalezen ve Varroa, véetné jeho sub-genomovych RNA, a je

tedy mozné, ze je jim pfenaSen (de Miranda et al., 2015).

7.4 Nezarazené

Invertebrate iridescent virus (IIV)

Viry Celedi Iroviridae maji linedrni dsDNA genom o délce 103—-220 kbp. Kapsida icosa-
hedralni symetrie, o rozmérech 150-200 nm na Sitku, mize byt v nékterych ptipadech obalend
membranou, ktera zvysSuje infektivitu viru. Rod Iridovirus obsahuje viry ¢lenovcet, které maji

Casto Siroké hostitelské spektrum (Chinchar et al., 2017).

IIV- 24 také znam jako Apis iridescent virus byl charakterizovany v 4. cerana, u které vy-
volava otevienou infekci, v jejimz disledku dochazi k velkym ztratam jedinct. V A. mellifera
se replikuje a vyvolava inaparentni infekci (Bailey & Ball, 1978; Bailey et al., 1976). Pomoci
proteomickych technik bylo identifikovano mnozstvi fragmentii proteinu patfici viru IIV- 6
(také znam jako Chilo iridescent virus) ve vSech testovanych koloniich trpicich CCD a autofi
ho oznacili za moznou pfi¢inu CCD (Bromenshenk et al., 2010). Jak se pozdé&ji ukézalo, tato
studie pouzila pti proteomickém vyhodnoceni Spatnou databazi a mohly tak byt v¢eli proteiny
identifikovany jako proteiny patogent (Foster, 2011). Chybné zavéry vySe zminéné studie pod-
poruje dalsi prace Tokarz a kol. (2011) ktefi neprokézali vyskyt [IV-24 a IIV- 6 ani ve zdravych

koloniich, ani u jedinct z kolonich se CCD.

Apis mellifera filamentous virus (AmFV)

AmFV ma cirkuldrni dvoutetézcovy DNA genom dlouhy 500 kbp a je podobny jinym vel-
kym DNA virim. ORF se nachazeji rovhomérné rozloZené na obou vladknech a zabiraji 65 %
genomu (Gauthier et al., 2015). Dlouha nukleokapsida 3 000 x 40 nm se posléze sklada a vy-
tvaii obaleny virion o velikosti 450 x 170 nm (Sitaropoulou et al., 1989) (obrazek 8). I kdyz je
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tento virus povazovan za malo patogenni, je schopny vzacné zplisobovat otevienou akutni in-
fekci. Pavodné bylo onemocnéni vyvolané timto virem popsano jako vceli riketsidsa. Onemoc-
néni se projevi celkovym oslabenim kolonie, kdy 1ze nalézt mrtvé a lezouci jedince a vyskytuji
se 1 tmavé€ zbarvené larvy. Charakteristickym pfiznakem je mlé¢né zbarvena hemolymfa. K je-
jimu zakaleni dochazi v disledku destrukce bunék a pritomnosti vysoké virové naloze (Clark,
1978). Béhem prvniho tydnu po vylihnuti véely z komlrky ma véela ve svém téle vysoké kon-
centrace viru. V¢ely jsou nakaZeny oralni cestou a virus se poté dostava ze stieva do hemocoelu
a infekce je inaparentni. Pozdéji se ustanovi rovnovaha a inaparentni infekce ptfechazi do in-

fekce perzistentni (Hartmann et al., 2015). Kromé dospé€lych jedinct je mozné perzistentni in-

fekci nalézt iu larev nebo kukel. AmFV se prenasi potravou, venerealné a transovarialné

(Gauthier et al., 2015).

Obrazek 8. Snimky Apis mellifera filamentous viru z elektronové mikroskopie. (4) nukleokapsida (np) (B) virion (v). Prevzato
z (Gauthier et al., 2015).

Chronic bee paralysis virus (CBPV)

CBPV je neobaleny virus se segmentovanym jednofetézcovym RNA genomem pozitivni
polarity a asymetrickou kapsidou o $ifce 20 nm a délce 30-65 nm (Bailey et al., 1968) (obrazek
9). Pivodné bylo identifikovano 5 segmentlti genomu, tfi z nich jsou identické se segmenty
Chronic bee paralysis satellite virus (CBPSV), prvniho objeveného satelitniho viru u hmyzu
(Bailey et al., 1980). Oba segmenty specifické pro CBPV maji ¢epickuna 5 konci a blokovany
3’ konec nejspise formou vlasenky, jako u ¢eled’i Alphanodaviridae (Olivier et al., 2008a).
Prvni segment RNA- 1 o délce 3,7 kb koduje nestrukturni proteiny jako RdRp, ktery vykazuje
podobnost s polymerazou Tombusviridae. Ma 1 shodné pteruseni sekvence stop kodonem, v dii-
sledku ¢ehoZ je polymeraza translatovdna pomoci zmény ¢teciho ramce (Olivier ef al., 2008a).
Dalsi ORF z RNA- 1 by mohl kédovat methyltransferazu — guanylyltransferazu (Kuchibhatla
et al., 2014). Z 2,3 kb dlouhé RNA- 2 jsou pfepisovany proteiny pSP a hSP tvofici kapsidu,

jejiz ptesnd struktura neni ale dosud znama (Chevin et al., 2015).
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Obrézek 9. Snimek z elektronové mikroskopie kapsidy Chronic bee paralysis viru. Prevzato z (Bailey et al., 1963).

U dospélych jedinct virus pretrvava jako perzistentni infekce (Ribiére et al., 2002). Pti ote-
viené akutni infekci vyvolava u dospélct dva symptomy; prvni zahrnuje ties téla, kiidel a dale
otekly zadecek s rozevienymi kiidly, druhym syndromem je ztrata ochlupeni a tmavnuti (obra-
zek 10), odlisSnost takto napadenych jedinct vyvolava Gitoky ostatnich ¢lenti kolonie. Kone¢nym
ptiznakem je ztrata schopnosti letu, tfes a umrti (Bailey, 1965; Rinderer & Rothenbuhler, 1976).
Virus je mozné detekovat i ve vajickach, larvach a kuklach, ale koncentrace jsou nizké a zadné
zmeény v dusledku této infekce nebyly zjistény (Blanchard ef al., 2007). Replikace viru v ner-
vové tkéni by mohl vysvétlit ptivod nékterych piiznakl. Virus byl, kromé& jinych mist, nalezen
v houbovitych téliskach a centralnim komplexu (Olivier ef al., 2008b). CBPV je pfenasen po-
travou, kontaktem, vertikalné a byl nalezen i ve Varroa (Bailey et al., 1983a; Blanchard et al.,

2007; Celle et al., 2008; Chen et al., 2006b; Ravoet et al., 2015a).

Lake Sinai virus (LSV) komplex

LSV je neobaleny virus, ktery ma jednofetézcovy RNA genom pozitivni polarity o délce
5,5 kb a kapsidu s ikosahedralni symetrii o velikosti 27 nm (Daughenbaugh et al., 2015;
Runckel et al., 2011). Na RNA byly identifikovany tfi ORF z nichZ je exprimovana RdRp,
kapsidovy protein a pravdépodobné i methyltransferdza — guanylyltransferaza (Kuchibhatla et
al., 2014; Runckel et al., 2011). Virus vykazuje velky polymorfismus, z jednoho jedince mize
byt izolovano aZ né€kolik riznych kment viru (Ravoet et al., 2015b). O jejich patogenité neni
mnoho znamo. Nékteré kmeny se nachdzeji €astéji v koloniich trpicich CCD (Cornman et al.,
2012), ale je mozné, Ze tento virus je pfitomny u vcel bez patologickych projevii. Nalezené
koncentrace tohoto viru u vcel jsou vyrazné nizsi nez koncentrace jinych vira (Roberts et al.,
2017). Mezi jedinci je pfenaSen potravou, vertikalné a moznd Varroa, ve kterém byl detekovan

(Daughenbaugh et al., 2015; Ravoet et al., 2015b, 2015a).
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Cloudy wing virus (CWV)

CWYV ma malou 17 nm icosahedralni kapsidu a jednotetézcovy RNA genom pozitivni pola-
rity. Virus se nejcastéji izoluje z hlavy a hrudi vcel. Infekce se projevuje predCasnym tmrtim
a zakalenim kiidel, ale vzhledem k tomu, ze tyto symptomy byly pozorované i u vcel, u kterych
virus detekovany nebyl, neni jisty vztah infekce timto virem a danych projevii. CWV se prenasi
kontaktem a do urcité miry i vzduchem na kratké vzdalenosti (Bailey et al., 1980). Virus byl
detekovan i v muskach (Braula coeca) kradouci véelam potravu a vcelich larvach uzavienych

v komtrce, ptredpoklada se tedy prenos i oralni cestou (Carreck et al., 2010).

-

Obrazek 10. Rozdilné priznaky oteviené akutni infekce riiznych viril.

Vlevo nahore véely napadené Chronic bee paralysis virem se symptomem druhého typu. Vpravo nahore je komiirka s vyvojovym
stadiem krdlovny napadené Black queen cell virem. Larva s otevienou infekci Sacbrood virem vievo dole a vpravo dole dospéld
véela s charakteristickym priznakem infekce Deformed wing viru. Prevzato z (fURLI1]; [URL2]; [URL3]).

7.5 Znamé interakce mezi viry

Kolonie, ale i v¢ela samotnd, mizZe byt infikovana nékolika viry zaroven. Interakce mezi
viry mohou probihat pfimo, pfimo mezi jejich geny nebo jejich genovymi produkty, nebo
na urovni kompetice o hostitelské faktory. Neptima interakce probihé vlivem prostiedi, ve kte-

rém 7iji (DaPalma et al., 2010).

CBPSYV je schopny mnoZeni v hostiteli pouze v pfitomnosti CBPV, ktery mu poskytuje pro-
tein nutny pro jeho replikaci. O tento protein pak nejspiSe probihd mezi nimi kompetice a pfi
koinfekci vznika méné CBPV castic (Ball ef al., 1985). Mezi viry DWV komplexu dochazi po

ustanoveni jednoho kmene v kolonii zdbran¢ dalsi infekci pfibuznym virem (Mordecai et al.,
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2016b). V tkanové kultute také perzistentni infekce DWV- A brani replikaci piibuzného SBV,
ale nema tento efekt na IAPV nebo KBV (Carrillo-Tripp et al., 2016). Také byly nalezeny pouze
mald mnozstvi nebo zadnd mnozstvi MK v jedincich, ve kterych byly vysoké koncentrace
DWV- A /B aje mozné ze ma podobny vztah i s jinymi viry Celed’i Iflaviridae (Mordecai et
al.,2016¢).

7.6  RozSiieni

Zatimco nékteré viry vcel jsou rozsifeny globaln¢, jiné byly detekovany jen na urcitych uze-
mich. Neni dosud jasné, zda tyto rozdily odrazi dosud neznamy faktor vdzany na danou lokali-
zaci, ktery ovlivituje distribuci urcitych druh virti, nebo se jedna o ,,chybu* danou metodou
¢i ¢asem testovani vyskytu vir (Allen & Ball, 1996; Ellis & Munn, 2005). Australie je jedina
zemé, kde se Varroa nevykytuje. To umoziiuje studium vlivu jeho rozsifeni na distribuci a pre-

valenci virti (Roberts et al., 2017).

ABPV — APV se vyskytuji globaln¢é. ABPV je nejvice rozsifeny v evropskych zemich, kde
se jeho prevalence pohybuje okolo 15-20 % (Blanchard et al., 2014; Porrini ef al., 2016; Ryba
et al.,2012). V Rakousku byla jeho prevalence az 68 % a byl zde druhym nejcastéji se vysky-
tujicim virem po DWV- A (Berényi ef al., 2006), oproti tomu v Belgii je jeho prevalence velmi
nizka (3,3 %) (Ravoet et al., 2013). ABPV je také Casty v Jizni Americe (Molineri et al., 2017;
Teixeira et al., 2008) a Spojenych statech americkych (Traynor ef al., 2016). IAPV se nachazi
Zast&ji nez ABPV v Kanadé (Desai et al., 2015), ale také v Ciné a Australii (Ai et al., 2012;
Roberts et al., 2017). V Japonsku je IAPV tietim nejcastéji se vyskytujicim virem s prevalenci
66 % (Morimoto et al., 2012). KBV byl pted rozsitenim Varroa, druhym nejcastéji se vysky-
tujicim virem na Novém Zélandu a jeho vyskyt byl zaznamenany i v dalSich zemich (Ellis
& Munn, 2005; Mondet et al., 2014). Ve Spojenych statech americkych byla jeho prevalence
v roce 2010 6,5 % a v roce 2014 vzrostla na 15,5 %. V jinych zemich ma ale nizkou prevalenci
napt. 1,7 % ve Spanélsku (Granberg et al., 2013; Nielsen et al., 2008) a v fadé stati nebyl
nalezeny viibec napt. v Rakousku, Ceska republice, Argenting, Cing, Japonsku (Gajger et al.,

2014; Molineri et al., 2017; Morimoto et al., 2012; Ryba et al., 2012; Yang et al., 2013).

BQCYV je globalné rozsitfeny virus, ¢asto s vysokou prevalenci. Naptiklad v Severni Ame-
rice, v nékterych zemich Jizni Ameriky, Evropy a Japonsku prevalence dosahuji 70 % a vice
procent (Antunez et al., 2006; Morimoto et al., 2012; Porrini et al., 2016; Traynor et al., 2016).
V Australii a na Novém Zélandu je BQCV nejcastéji se vyskytujicim virem s prevalenci 65 %

a 91 % (Mondet ef al., 2014; Roberts et al., 2017). Oproti tomu v nékterych zemich Evropy
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a Jizni Ameriky je jeho prevalence vyrazné nizsi (8 % v Argentiné, 13,5 % v Belgii a 11 %

v Ceské republice) (Molineri et al., 2017; Ravoet et al., 2013; Ryba et al., 2012).

U A. mellifera nejCastéji nalézané viry jsou ty patfici do DWV komplexu. Ve vétsing sledo-
vanych zemi virus DWV- A ma nejvyssi prevalenci (aZ 90 %) ze vSech virl (Ai ef al., 2012;
Berényi et al., 2006; Desai et al., 2015; Gajger et al., 2014; Traynor et al., 2016; Yang et al.,
2013). I kdyz je i v jinych zemich tento virus také nejprevalentnéjsi, je jeho vyskyt vyrazné
niz§i napt. v Argenting 35 % (Molineri et al., 2017) nebo v Ceské republice 31 % (Ryba et al.,
2012). Oproti tomu v Itélii je nejcastéji se vyskytujicim BQCV (Porrini et al., 2016), v Belgii
byl Castéji nez DWV- A nalezen BeeMLV (Ravoet et al., 2013). V Australii, kde neni rozsiten
Varroa, se DWV nevyskytuje viibec nebo velmi sporadicky a jen v urcitych oblastech (Roberts
et al., 2017). To, ze Varroa ovlivituje vyskyt a prevalenci virl, bylo mozné sledovat pfi jeho
rozsifeni na Novy Zéland. V koloniich, kde se Varroa vyskytoval nejdéle, byla prevalence
DWV- A 85-100 %, zatimco v oblastech bez vyskytu tohoto parazita se DWV- A témé&f nevy-
skytoval. Na Novém Zélandu téZ pozorovali snizeni vyskytu KBV jako dusledek $iteni Varroa
a DWV- A. K vytlacovani KBV doslo pravdépodobné diky selekci méné virulentniho viru.
KBV, ale i ABPV a APV, jsou velmi virulentni pfi pfenosu pomoci Varroa. Pokud vsak vcela
umird v komurce, ani Varroa nemize dokoncit sviij zivotni cyklus. Zaroven vysoka umrtnost
vyvijejicich se v¢el vede ke kolapsu celé kolonie. Dochazi tak k vytlaceni ABPV—IAPV- KBV
a jejich nahrazeni viry DWV komplexu (Mondet et al., 2014).

v

SBYV je globalné rozsiteny (Ellis & Munn, 2005). Jeho asijsky sérotyp je nejrozsitené;si virus
A. cerana a predpoklada se, Ze mize byt zodpovédny za jeji velké ztraty (Ai et al., 2012).
V Australii je jeho prevalence 35 % (Roberts et al., 2017) a podobna prevalence byla zazname-
nana i v jinych zemich (Berényi et al., 2006; Gajger et al., 2014; Morimoto et al., 2012; Porrini
et al., 2016). CBPV je globaln¢ rozsifeny, ale jeho prevalence je vétSinou nizka (Desai et al.,
2015; Ellis & Munn, 2005; Molineri et al., 2017; Ravoet et al., 2013). AvSak ve Spojenych
statech americkych, kde byl sledovan jeho vyskyt v priibéhu 4 let, se jeho prevalence mezirocné
zdvojnéasobovala z 0,7 % v roce 2010 na 16,4 % v roce 2014 (Traynor et al., 2016). O prevalenci
dalSich virt je jen malo informaci. CBPSV se vyskytuje pouze sporadicky a CWV, AmFV
a SBPV byly také nalezeny pouze v nékterych zemich (Ellis & Munn, 2005). Rozsifeni téchto

virt dokumentuje obrazek 11 a 12.
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Obrazek 11. Geografické rozsireni Apis Mellifera filamentous virus (vlevo) a Chronic bee paralysis satellite virus (vpravo).
Prevzato z (Ellis & Munn, 2005).

Obrazek 12. Geografické rozsireni Cloudy wing virus (vlevo) a Slow bee paralysis virus (vpravo). Prevzato z (Ellis & Munn,
2005).

Pro nové charakterizované viry zatim nejsou informace o jejich rozsifeni, ale naptiklad rizné
kmeny LSV komplexu, popsané poprvé ve Spojenych statech americkych v roce 2011,
(Runckel et al., 2011) byly nalezeny také v Belgii (Ravoet et al., 2013), Turecku (Tozkar et al.,
2015), Spanélsku (Granberg et al., 2013) a Australii (Roberts ef al., 2017).
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8 Interakce virt s patogeny vcely

Spolu s virovymi infekcemi mize byt hostitel infikovéan i jinym patogenem. Tito patogeni
poté mohou mit vliv na priubéh a vysledek virové infekce a také virova infekce mize mit vliv
na tohoto patogena. Interakce mohou byt synergetické, kdy je jejich spolecny dopad vétsi nez
pouze jejich soucet, nebo naopak antagonisticky. I kdyz je nejvice zndmo o interakcich vira
s Nosema spp. a Varroa, v¢ely hosti mnozstvi dalSich patogenti, které mohou mit s viry n&jaky
vztah. Naptiklad je mozné pozorovat vyssi koncentrace AmFV, pokud nejsou jedinci infikovani
kinetoplastidami C. mellificae nebo L. passim (Hartmann et al., 2015). Pravé studium dalSich
interakei v jejich komplexité, které umoznuje studium viromu a mikrobiomu, mize piinést

mnoho dalsich zajimavych a dulezitych poznatk.

Paraziti samotni maji také vlastni viry. I kdyz bylo ve Varroa nalezeno mnozstvi vcelich
vird, zatim nebyly spojené s Zddnym patologickym projevem u tohoto parazita. Nékteré viry
vSak byly nalezeny vyhradné u Varroa: VDV- 2, nejvice ptibuzny virim DWV komplexu z Ce-
led’i Iflaviridae, VDV- 3, podobny zatim nezafazenym virim s jednotetézcovy RNA genomem
pozitivni polarity, jako je Ixodes scapularis associated virus 1 a 2 (Levin et al., 2016) a Varroa
Thymo — like virus (VTLV) pattici do fadu Tymovirales bez dal$iho zatazeni (de Miranda et
al., 2015). VTLV byl ale recentné nalezen i v 4. mellifera a neni tedy jisté, jaka je jeho hosti-
telska specificita (Galbraith et al., 2018). V A. mellifera byl také nedavno objeveny ABV- 1,
ktery je podobny Leptomonas moramango leishbunyavirus 1, viru kinetoplastida, ktery také
Zije v hmyzim hostiteli. Predpoklada se tedy, Zze by ABV- 1 mohl napadat C. mellificae nebo
L. passim (Remnant et al., 2017).

8.1 Varroa destructor

Ve Varroa bylo nalezeno mnozstvi vcelich vird, ale jestli je virus schopny replikace ve vek-
toru je Casto obtizné urcit. Nalez replikacnich intermediata jako je vldkno negativni polarity pro
Picornavirales nebo sub-genomové RNA pro BeeMLV ve Varroa neni jednoznaénym prika-
zem, ze zde dochazi k replikaci, nebot’ tyto produkty mohou pochazet z hemolymfy vcely. Malé
mnozstvi nestrukturnich proteini ABPV, BeeMLV a DWV- A / B ve srovnani s mnozstvim
jejich kapsidovych proteintl, také nesvéd¢i o probihajici replikaci v parazitovi (Erban et al.,
2015). Neni tedy dosud jasné, zda jsou nékteré viry schopné se replikovat ve Varroa, avSak
zcela jist€¢ dochazi timto parazitem k jejich prenosu a tato forma pienosu Casto zhorSuje prib¢h
virové infekce. Jaky je pfesné mechanismus, kterym pienos pies Varroa iniciuje projevy ote-

viené infekce je Caste¢né objasnény pro viry DWV komplexu.
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Ptenos diky Varroa miiZze vyustit ve snizeni virové diversity a vybéru virulentniho kmene
viru DWV komplexu (Martin et al., 2012). Je mozné, ze za tento vybér je zodpovédna prefe-
rencni replikace jednoho kmene ve Varroa, ktery diky této vyhodé ptevladne po vstiiknuti
do hemolymfy vcely. Podobna ztrata diversity vSak byla pozorovana i po vstiiknuti viru injekci,
coz by argumentovalo opét proti replikaci viru ve Varroa (Ryabov et al., 2014). Navic byl
ve slinadch Varroa objeven protein (Varroa saliva toxic protein (VTP)), ktery pfi vstiiknuti
do d€lnic 4. cerana zpusobi jejich rychlé umrti, ale nema stejny vliv na jejich trubce. Pokud
tedy dojde k napadeni dé€lnice A. cerana, ta v komiirce zemie a Varroa spolu s ni (,,mutual
destruction®). Dochazi tedy k preferencni infekci trubct a nedojde ke kolapsu kolonie. VTP
u délnic 1 trubcl A. mellifera nevyvolava timrti, ale bylo prokézano, ze dochazi ke zvyseni kon-
centrace DWV- A, pokud je jim jedinec infikovany, a v disledku toho pak k projeviim oteviené
akutni infekce. Mechanismus u¢inku tohoto proteinu, ktery neobsahuje zatim zaddnou zndmou

doménu, neni znam (Zhang & Han, 2018).

Také vliv Varroa na imunitni systém hostitele, by mohl byt moznou pti¢inou prechodu do
oteviené infekce. Jaky efekt ma pfitomnost Varroa na imunitni systém vcely, ale neni jasny.
Zatimco nékteré studie naznacuji, Ze parazitace Varroa vyusti v imunosupresi (Yang & Cox-
Foster, 2005), jiné tento efekt na hostitele nepozorovali, nebo naopak nasli zvySenou expresi
genu nékterych drah imunitniho systému (Kuster et al., 2014). Tyto rozdilné vysledky lze vy-
svétlit tim, Ze rlizna vyvojova stadia vyuzivaji odliSné dréhy, které by ale mohly byt zavislé i na
dalSich faktorech. Zména exprese rliznych genti mize byt také reakci na zranéni nebo na pfi-

tomnost jinych patogeni, které jim byly zaneseny do hemolymfy (Koleoglu et al., 2017).

8.2 Nosema spp.

Jaky ma efekt infekce Nosemou spp. na infektivitu virti byl studovany u BQCV a AmFV
(Bailey et al., 1983b; Bailey L. et al., 2008). U viru AmFV prvn¢ pozorovany efekt N. ceranae
na infekci nebyl pozdéji potvrzen (Hartmann et al., 2015), ale koinfekce BQCV s N. ceranae
pusobi synergicky a zpusobuje vysokou mortalitu véel (Doublet et al., 2015a). Podobné
u CBPV bylo zjisténo, ze se pii koinfekci s N. ceranae zvysuje koncentrace viru a efekt na
mortalitu vcel je synergicky (Toplak ef al., 2013). Pti infekci jedince jiz nakazeného N. ceranae
virem DWV- A bylo mozné pozorovat nizsi koncentrace viru. Pokud vSak byl jedinec prvotné
infikovany DWV- A, neméla na jeho koncentrace infekce N. ceranae vliv a opaéné DWV- A
nem¢l vliv na mnoZzstvi spor, které N. ceranae vyprodukovala, a to nezavisle na potadi infekce.

Je tedy mozné, ze jde asymetrickou antagonistickou interakci (Doublet ef al., 2015b).
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Mechanismus, jakym zpiisobem Nosema spp. ovliviwyji pritbéh virové infekce neni znam,
ale jednim z moznych vysvétleni je usnadnéni pfistupu viru ze stieva do hemolymfy diky, po-
Skozeni stfevniho epitelu parazitem. Nosema spp. také ovliviiuje imunitni systém hostitele. Za-
timco Chaimanee a kol. (2012) pozoroval, Ze N. ceranae zplisobuje imunosupresi snizenim
exprese antimikrobialnich peptidii, Sinpoo a kol. (2018) pozoroval naopak, jejich zvySeni. An-
tagonistickd interakce mezi N. ceranae a DWV- A by se mohla odehravat diky aktivaci imunit-
niho systému nebo kompetici o zdroje. Naptiklad zména sttevniho epitelu diky infekci Nosema
spp. by mohla zptisobit, ze nejsou tyto builkky nadale permisivni pro danou virovou infekci

(Doublet ef al., 2015b).
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9 Metody studia viromu

Klinické ptiznaky virovych infekei u véel nejsou jednoznacné ve smyslu urceni pivodce
a viry mohou vyvolavat inaparentni nebo perzistentni infekce, a proto se pro detekci virti vyu-
zivaji metody molekularni biologie. Nej¢astéji se vyuziva metoda amplifikacni: polymerazova
fetézova reakce (PCR), ktera je pro detekci RNA virti pfedchazena reverzni transkripci (RT).
Omezenim PCR metody je nutnost pouziti specifickych primert, jejichz pomoci je ale obtizné
zachytit rekombinanty a varianty virti, které jsou v populaci veelich virt casté (Kevill ef al.,

2017; de Miranda et al., 2013).

Mnozstvi novych viri bylo objeveno se zavedenim metod sekvenovani nové generace
(z angl. next generation sequencing (NGS)) umoznujici analyzu velkého mnozstvi DNA / RNA
fragmentt ve vzorku. Tento metagenomicky ptistup, ktery nevyzaduje znalost cilové sekvence,
umoznuje identifikovat jak nové, tak jiz charakterizované viry, bez ohledu na typ jejich genomu
a variabilitu. Jeden z problém je, Ze pouze malé mnozstvi materialu v analyzovaném vzorku
je virového piivodu. Je proto nutné odstranit nevirové NK a / nebo obohatit vzorek o virové
NK, aby bylo mozné nalézt i viry, které se ve vzorku nachazeji v malych koncentracich (Kumar
et al., 2017). Béhem téchto krokd mize dochéazet ke ztraté nekterych virti nebo vnaseni chyb
ve smyslu zmén v poctech rliznych virovych sekvenci. Zcela zasadni je tedy optimalizace pfi-
pravy materialu pro NGS. Problém je obrovska jak sekvencni, tak morfologicka diverzita vird.
Neni tedy mozné pouzit konzervované sekvence pro jejich amplifikaci jako u bakterii. Metody,
které spoléhaji na fyzikélni vlastnosti virionu, mohou odstranit ur¢itou skupinu virt (velké viry
pfi filtraci, nebo pfi pouziti chloroformu, kdy ztrata membran u n¢kterych obalenych viri vede
k destabilizaci kapsidy). Casto jsou také vyuzivany nukleazy diky piitomnosti kapsidy, ktera
zabrani degradaci virové NK a pomiiZe odstranit nevirové NK. Tato metoda obohaceni ale ne-
musi byt dostatecné efektivni a neni mozné ji pouzit, pro virus jesté¢ neuzavieny do kapsidy
(Conceigao-Neto et al., 2015; Kumar et al., 2017). NGS techniky jsou také naro¢né na zpraco-
vani dat. ObtiZzné je téZ identifikovat novy virus, pokud jeho sekvence nema Zadnou homologii

s jiz existujicimi viry (Liu et al., 2011).

Pomoci NGS bylo objeveno mnozstvi novych véelich virt (Galbraith ef al., 2018; Remnant
et al., 2017), ale 1 nové varianty jiz popsanych vir (Mordecai et al., 2016a). Metoda NGS
studium viromt muiZze byt tedy vyuzita pro detailn€jsi studium interakci patogenti, objasnéni
primarniho hostitele, objasnéni cest pfenosu a vlivu interakci patogent na hostitele, jakozto

1 vlivu prostfedi na sloZzeni viromu. Také kratké RNA vznikajici pfi RNAi1 mohou poskytnou
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nové informace o virovych infekcich. Byly vyuzity naptiklad pro porovnani slozeni virové po-
pulace v koloniich s CCD oproti zdravym koloniim (Chejanovsky et al., 2014), nebo byl ze sek-
venci siRNA viru sestaven kompletni genom viru (Fung et al., 2018). Mohou také slouzit jako
prikaz pro vstup a replikaci viru v hostitelskych buitkach (Remnant et al., 2017) a i piesto,
ze jsou zavislé na odpovédi hostitele proti infekci, mohou byt citlivéjsi nez jiné pouzivané me-

tody (Fung et al., 2018).
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10 Zavér

Tato prace se vénuje znamym virim nachazejici se v 4. mellifera. Dosud byla vétsina téchto
znamych vir studovana ve vztahu k nemocem 4. mellifera. VétSina z nich vyvolava skrytou
infekci, kterd se ale za urcitych podminek muze projevit, Casto pti koinfekci s Varroa. Ten
muZe zpusobit projevy oteviené infekce, prendset viry v kolonii, ale ovliviiuje i prevalenci a ge-
ografické rozsifeni téchto virt. Na pribeh virové infekce mohou mit vliv i jini patogeni, i kdyz

mechanismy jakymi tyto interakce probihaji nejsou pln€ objasnény.

V poslednich letech byla objevena fada novych virti, diky novym technologiim, ale i1 diky
intenzivnéjSimu vyzkumu v této oblasti. Zatim ale neni znamo, jestli maji na svého hostitele,
A. mellifera, néjaky vliv. Nékteré z téchto virt by ale mohli infikovat spise nékterého patogena
A. mellifera, nez ptimo véelu samotnou. Také bylo ukazéano, Ze se v¢ela podili na pfenosu rost-

linnych virh a rozsifuje se tak seznam vird, které maji prokazatelny vztah se vcelou.

Kromé vlivu Varroa a Nosema, interakce virt s dal§imi objevenymi patogeny nebyly dosud
studované. Dilezitou slozkou je bakteriom, ktery ma fadu roli jak v zivoté, tak vyvoji jedince,
ale jaky efekt ma virom vcel na vceli bakteriom a bakteriom na virom neni znamo. Tyto inter-
akce by mohly probihat nepiimo stimulaci imunitniho systému nebo pfimo, napt. pomoci bak-
teriofagul. Interakce ve viromu samotném jsou také diileZitou soucasti pro pochopeni komplex-
nich vztahti v mikrobiomu a jeho vlivu na hostitele. Viry dalSich patogenti A. mellifera by také
mohly byt vyuZzity na biologickou kontrolu téchto infekci. Recentné také vystupuje do poptedi
studium imunitniho systému hostitele, jeho reakce na virovou infekci a zpiisoby tniku imunit-

nimu dohledu.
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