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Abstrakt

Véela medonosnad (Apis mellifera), hlavni komer¢ni opylovac¢, ma nezastupitelnou roli v ze-
medelské produkci. U 4. mellifera bylo do dnes objeveno velké mnozstvi virii, o fadé z nich
zatim neni zndmo, zda jsou pro tento druh opylovact patogenni. U jinych se ukazuje, Ze koin-
fekce s jinymi patogeny, jako je Varroa destructor, mohou mit pro tento druh fatalni nésledky.
Cilem této studie bylo jednak ovéfit robustnost metody vypracované v laboratofi pro detekci
viromu véel a charakterizovat slozeni viromu u riznych skupin zdravych véelstev v Ceské re-
publice. V neposledni fad¢ i analyzovat parazitaci v¢el dalsimi patogeny a korelovat jejich pfi-

tomnost s detekovanymi viry.

V této studii bylo identifikovano velké mnozstvi virovych sekvenci pochézejicich z nejriz-
néjSich Celedi. Celkové slozeni viromu bylo nejvice podminéno vcelstvem, ze kterého byly
véely ziskany. Velkou vahu na tomto vztahu hraly pfitomné bakteriofagy. Oproti tomu analyza
jednotlivych virt, u kterych je zndmo ze infikuji véelu, naznacila, Ze u jednotlivet ve veelstvu
bude prevalence a virové néloz rGznych virit odliSna. To vyvratilo pfedpoklad, ze pfi pfitom-
nosti virové nakazy je infikovana vétsina jedinct v tle. Byla také nalezena velka diverzita Lake
Sinai virt. Mezi nékterymi viry bylo mozné pozorovat zavislosti, bud’ na ptitomnost jiného
viru, nebo jiného nevirového patogena. Tyto identifikované interakce je nutné dale prozkoumat

a ovétit metodami umoziujici kvantifikaci patogent.
Kli¢ova slova:

Véela medonosnd, Apis mellifera, virom, Deformed wing virus, Lake Sinai virus, NGS,

Varroa destructor, Nosema ceranae, Ceska republika
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Abstract

European honey bee (Apis mellifera) is major pollinator for agriculture and vital for food
production. Large number of viruses infecting A. mellifera have been discovered over the years,
but it isn’t yet known if they are pathogenic for their host. However, presence of non-viral
pathogens like Varroa destructor can greatly increase their virulence and have fatal conse-
quences for the colony. The aim of this study was to test and verify robustness of the method
for virome detection on healthy honey bees from the Czech Republic. Last but not least we

aimed to detect non-viral parasites and correlate their presence with detected viruses.

We have successfully identified large number of viral sequences from different viral fami-
lies. Viral composition was found to be influenced mainly by colony from where the honey
bees were collected. That was mainly given by a large amount of bacteriophages in the samples.
However, analysis of individual viruses, known to infect honey bee, indicated that viral preva-
lence and viral loads of specific viruses is quite different among individual honey bees from the
same colony. Interestingly we were able to find highly diverse Lake Sinai viruses. We were
able to observe correlations either between individual viruses or viral other non-viral pathogens.
Further analysis is needed to confirm and explore these correlations by methods which allows

for quantitative analyses of detected pathogens.
Key words:

Honey bee, Apis mellifera, virome, Deformed wing virus, Lake Sinai virus, NGS, Varroa

destructor, Nosema ceranae, Czech Republic
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Seznam pouZzitych zkratek

ABPV
AKI komplex
ALPV
AmFV
BeeMLV
BQCV
BRV
CBPV
DwWV
IAPV
IRES
KBV
LSV
NGS

NK

ORF
RdRp
SBV
UTR

VDV

v

Acute bee paralysis virus
ABPV-KBV-IAPV

Aphid lethal paralysis virus
Apis mellifera filamentous virus
Bee Macula-like virus

Black queen cell virus

Bee/Apis Rhabdovirus

Chronic bee paralysis virus
Deformed wing virus

Israeli acute bee paralysis virus
Internal ribosomal entry site
Kashmir bee virus

Lake Sinai virus

Next generation sequencing
Nucleic acid

Open reading frame

RNA- dependent RNA-polymerase
Sacbrood virus

Untranslated region

Varroa destructor virus

Virus akutni paralyzy vcel

Virus letalni paralyzy mSic

Filamentarni virus Apis mellifera

Virus ¢ernani mate¢nika

Virus chronické paralyzy vcel

Virus deformovanych kiidel
Izraelsky virus akutni paralyzy
Vnitini misto pro nasednuti ribozomu

Kas$mirsky vceli virus

Sekvenovani nové generace
Nukleova kyselina

Otevieny Cteci ramec

RNA- dependentni RNA-polymeraza
Virus pytlickovitého plodu
Nepiekladana oblast

Virus Varroa destructor



Uvod

Opylovaci jsou nezbytni pro produkci zemédé€lskych plodin. Vcela medonosna (Apis melli-
fera), je hlavnim komer¢né¢ chovanym opylovacem. Ale pouze tento opylova¢ nemuize pokryt
narust poptavky. Navic pro urcité plodiny mtizou byt vhodni jini opylovaci, a tedy komercni
chovani jednoho druhu neni dostatecné. Ukazuje se také, ze jak volné Zijici opylovaci, tak cho-

vané veely sdili fadu patogenti a jejich zdravi bude Gzce propojeno.

Velkym problémem jsou zejména ztraty vcelstev. Tyto ztraty byly pozorované jiz v minu-
losti, piicemz v ne€kterych ptipadech byl diivod zndmy, v jinych nikoliv. V tomto stoleti byl
popsan ve Spojenych statech syndrom zhrouceni véelstev (z ang. Colony colapse disorder), kdy
zahadn¢ z kolonie zmizi délnice (vanEngelsdorp et al., 2009). Zejména v Evropé jsou sledo-
vany ptredevsim ztraty vcel pfes zimu, kdy kolonie neptezije toto kritické obdobi, kdy jsou vcely

nejzranitelnéjsi (Gray et al., 2019).

I kdyz byla identifikovéana fada faktord podilejicich se na ztratach, jejich vycet se lisi dle
metod pouZitych v dané studii nebo dle geografické polohy. Jednim z hlavnich faktorti je rozto¢
Varroa a jeho interakce s virovymi onemocnénimi, nebezpe¢na kombinace, ktera muize byt
jesté znasobena pritomnosti jinych faktorti (pesticidy, jiné patogeny, dieta, aj.). Pravé rizné
kombinace stresorti a jejich synergeticky nebo aditivni vztah mohou byt zodpovédné za aktudlni
ztraty veelstev. Mira téchto ztrat je Casto odli$na podle statu, chovatele nebo daného roku v za-

vislosti na specifické kombinaci stresort, kterym byla vcelstva vystavena.

Studium virt je tedy diilezité pro charakterizaci zdravotniho stavu vcelstev a jejich ptipadné
spojitosti se ztratami, protoZe fada téchto virt infikujicich vcely miiZze stat za thynem vcel,
zejména v kombinaci s parazitaci a jinymi enviromentalnimi vlivy. Ale n€které viry napadajici
A. mellifera nemusi byt nutné spojeny s patologii a mohly by pomoci komplexnich sitich v ce-

1ém mikrobiomu byt dokonce prospésné.

Vzhledem ke komplexnosti a obsdhlosti tématu neni moZné vSechny zakladni informace o
A. mellifera vlozit do této diplomové préce, ale je mozné je dohledat v mé bakaléaiské praci

(Kadleckova, 2018).



1. Piehled literatury

1.1.Véely

Druh Apis mellifera prosel zna¢nou ekologickou a geologickou diverzifikaci, ktera byla pro-
vazena 1 morfologickymi zménami. Dnes zname fadu poddruhti 4. mellifera liSicich se nejen
morfologii, ale i distribuci a chovanim (Ruttner, 1988). Miizeme rozlisit pfinejmensim 27 mor-
fologicky a geograficky odlisSnych poddruht, které 1ze rozd€lit do né€kolika linii; Evropské (linie
C, M), Asijské (O, Y) a Africké (A). U téchto poddruhii doslo k adaptaci na dané podminky
(teplota, vlhkost, zimovani, obdobi kvétu aj.), ale dnes dochézi k preferencnimu chovu pouze
n¢kterych poddruht diky jejich vlastnostem (4. mellifera carnica a A. mellifera ligustica) a to
vede k vymizeni pivodnich populaci (Ruttner, 1988). Pfesny dopad tohoto trendu neni jasny,

ale existuji snahy 1 o zachovani ptivodnich populaci v¢el (Requier et al., 2019).

Jeden z poddruht, ktery je velmi popularni, diky jejich mirnému charakteru a schopnosti se
adaptovat na riizné klimatické podminky, je A. mellifera ligustica (Spinola 1806). Toto plemeno
linie C, pfezdivané také vcela italska nebo "vlaska’, je plivodem z Apeninského poloostrova a
je dnes nejvice rozsifenym poddruhem (Ruttner, 1988). Podobnym dnes popularnim poddru-
hem je A. mellifera carnica (Pollmann 1879). Stejn¢ jako vcela italska je vcela kranska fazena
do C linie a pochdzi ze severozdpadni ¢asti Slovinska (Kranisko). Vysledkem rozséhlého slech-
téni téchto poddruht je fada ekotypii. Casto jsou udrzovany a rozlisovany jejich riizné chovné
linie (napt. Singr a Vigor). Pro podminky stfedni Evropy je vhodny hlavné karpatsky a alpsky
ekotyp (Ruttner, 1988).

A. mellifera mellifera (Linnaeus 1758), piezdivana také vcela tmava (Cernd, severska nebo
"Nigra") nalezi do M linie, a ptivodné obyvala velkou ¢ast Evropy az po Rusko a Velkou Brité-
nii. Dnes je tento poddruh velmi proktizen s jinymi poddruhy kviili vyraznému obranému cho-
vani a nachylnosti k parazitaci, a v n€kterych zemich centralni Evropy témét Uipln€é vymizel
(Ruttner, 1988). Existuji vSak snahy o zachovani tohoto, vii¢i chladu odolného, poddruhu (,,The
B4 project® ve Velké Britanii nebo mezinarodni ,,SICAMM* Societas internationalis pro con-
servatione Apis melliferae mellifetrae) a jsou chovani kiizenci s jinymi poddruhy (v Ceské re-
publice prezdivané zemské véely). Dalsi popularni poddruh véely je ‘Buckfast” véela pochaze-
jict z Velké Britanie. Tento poddruh mé ptivod v A. mellifera ligustica, ktera byla nasledné
ktizena s fadou jinych poddruhti (4. mellifera mellifera, A. mellifera cecropia, A. mellifera ana-

toliaca, A. mellifera sahariensis a A. mellifera monticola) (Okuyama et al., 2018).



Je jiz dlouho znamo, ze nékteré poddruhy véel maji rtizny stupen rezistence k riznym para-
zitacim. Neni dosud jisté, ze se tato vlastnost vztahuje i na patogeny virové, i kdyz takové oje-
dinélé pozorovani bylo jiz publikované (Ravoet ef al., 2015a). Vzhledem k tomu, ze Varroa
destructor ovliviiuje viry ptitomné u vcel, je zajimavé, Zze Varroa obsahuje fadu virt patogen-
nich pro A. mellifera, 1 pokud parazituje na 4. cerana, ale k infekci t€mito viry nedochazi
(Wang et al., 2019). Zajimavé je, ze lze identifikovat viry pfitomné u Varroa v zavislosti na
tom, na kterém druhu véel rozto€ parazituje. Vztahy virt pfitomnych ve Varroa by mohly ovliv-

nit 1 to, které viry se na vc¢elu prenesou a které nikoliv (Levin et al., 2019).

1.1.1. Parazité

Vcely "hosti” fadu jinych organism, které na nich parazituji. Jedny z patogennich a dlouho
znamych organismu jsou bakterie, které zptsobujici mor a hnilobu vceliho plodu (Paeni-
bacillus larvae a Melissocccus plutonius) (Forsgren et al., 2018). Mikrosporidie (Houby:
Microsporidia: Nosema) jsou také zndmé a celosvétové rozsifené patogenni organismy, pro
A. mellifera. Nosema ceranae, jejimz puvodnim hostitelem je A. cerana (Pasca et al., 2019).
Piivodné prevladala parazitace A. mellifera mikrosporidii Nosema apis. Je také znamo nékolik
organismu ze tfidy Kinetoplastida jako Crithidia mellificae a Lotmaria passim, které jsou glo-
baln¢ rozsifené, ale jejichZ dopad na hostitele neni dosud objasnény (Schwarz et al., 2015; Liu

et al.,2020).

vvvvvv

Arachnida: Mesostigmata: Varroa), piivodni parazit A. cerana, ktery se rozsitil na 4. mellifera.
Zatimco u A. cerana nepusobi velké Skody, u 4. mellifera miZze byt parazitace vcelstev bez
1é¢ebného zasahu devastujici (Nazzi & Le Conte, 2016; Lin ef al., 2018). Dnes je tento parazit
témet celosvétove rozsifen, s vyjimkou né€kolika izolovanych Gizemich jako Australie nebo Ne-

wfoundland (Wilfert et al., 2016).



1.2.Virové infekce

Ukazuje se, ze diverzita vCelich virti je obrovska. O fad¢ téchto viri mame pouze informace
o sekvenci jejich genomu. Néekteré z téchto vird nalezené u véel vykazuji podobnost s viry na-
lezenymi u jinych druhd zivocichl, napt. dsRNA Partiti-like virus ¢eledi Partitiviridae pti-
buzny jiného viru stejné Celedi, ktery byl neddvno identifikovany ve ¢lenovci, nebo dva ssDNA
Circo-like viry podobné Circovirim netopyrt a vazek (Galbraith et al., 2018). Byly také nale-
zeny viry patiici do Celedi Rhabdoviridae jak v A. mellifera tak ve Varroa, Bunyaviridae
v A. mellifera a fada novych Picornavirales a jim ptibuznych vird (Remnant et al., 2017; Ro-
berts et al., 2018). Vzhledem k velkému mnozstvi objevenych virti jsou dale podrobnéji

popsany pouze nékteré viry.

Rada virti popsanych u 4. mellifera, které byly povazovany za striktné véeli viry, byly nale-
zeny posléze 1 v fad€ jinych hmyzich hostitell (viz. Piehledova tabulka 1). Pojem vceli viry
tedy zahrnuje viry, o kterych je znamo ze infikuji A. mellifera, 1 kdyZ zatim nemusi byt spojeny
s patologii, a nejsou vyhradné viry A. mellifera. Tento fenomén znesnadiuje urceni piivodniho
hostitele daného viru. Zaroven byla prokazana schopnost mnoha téchto virti se replikovat v bu-
kach jinych druht hostitelti. Infekce téchto hostiteld mize mit odlisny prabéh (Levitt ef al.,
2013; Tapia-Gonzdlez et al., 2019; Alger et al., 2019a). Pravé diky sdileni patogenti mezi cho-
vanymi v€elami a volné zijicimi druhy je pravdépodobné, ze tiroven parazitace chovanych
druhti miize ovlivnit slozeni a pfitomnost patogenti u jinych hmyzich druhti v dané oblasti (Lo-

ope et al., 2019).

Ukazuje se téz, ze sdilené zdroje potravy jsou jednim z hlavnich mechanismd, jak jsou viry
mezi opylovaci prenaSeny. Nejenom Ze jsme schopni veeli viry detekovat na rostlinach (Alger
et al., 2019b), ale mlizeme pozorovat i zvySenou prevalenci virit v populacich volné zijicich
opylovaci v oblastech infikovanych vcelich chovii (Alger et al., 2019a). Krom¢ ptfitomnosti
infikovanych vcel ma vliv na prevalenci virt i slozeni fléry v dané oblasti. Flora mize mit
odli$ny vliv na rGzné viry, at’ uz v disledku antivirotického efektu metaboliti, ¢i jen z ditvodu
rizné ochoty vird ulpivani na rostlinach (Aurori et al., 2016; Alger et al., 2019b). Péstovani
jednoho druhu plodin a ztrata diverzity flory v okoli 0li tedy nemusi mit jen dopad na dietu
opylovacii, ale mohla by pfimo ovlivnit slozeni jejich virové populace. (Alger ef al., 2019a;

Alger et al., 2019b).



1.2.1. Specifita pienosu

Diky mnozstvi kontaktli a velké hustoté jedincti ve vcelstvu je horizontalni pfimy pienos
velmi Casty, jedna se o pienos kontaktem, vzduchem, veneralné (sexualn¢) a potravou (obrazek
1). Pravé potrava je jedna z velmi dilezitych a Castych forem pienosu. Vedle sdileni potravy
mezi jedinci se jednd i o krmeni larev a kralovny. Infikovani jedinci mohou zpracovavat pyl
a nektar a infikovat tak zasoby potravy. Pokud se na ptenosu podili vektor, jedna se o pfenos
horizontalni nepiimy. Pravé proto rozsiteni Varroa, vektoru pro mnoho vcelich virii, piisobi
problémy, protoze vedle pfenosu viru se pienosem viru parazitem meni i patogenita viru a cha-
rakter infekce (Gisder ef al., 2018). Zatimco horizontalni pienos zhorSuje patogenitu i pribéh,
vyhradné vertikalni pfenos z matky na potomky vede ke sniZeni virulence. I kdyZ je obtizné
nesporné prokazat jeho existenci, predpoklada se, Ze fada virli vyuziva i této cesty pro prenos.
Moznost vice zplsobll pfenosu by mohla byt pro virus vyhodnd. Napiiklad by v zavislosti
na podminkach mohl byt preferovan vzdy jiny zptisob ptenosu (Chen et al., 2006; Hails et al.,
2008).

Ovaria =
Kralovna

. Sexudlni

erma

B Trubec
Krmeni . Vaarroa

1 Dospélec
Varroa Kontakt
Vzduch
Kanibalismus

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Obrazek 1- Prehled moznych cest prenosu viru ve véelstvech. Oradlni cesta ndakazy je jedna z nejcastéjsich a
véely se mohou nakazit bud’ krmenim nebo diky hygienickému chovani. Modre je zvyraznénd cesta vertikalniho
prenosu na potomky. Roli pri prenosu nékterych virii hraje i Varroa a byl pozorovan prenos vzduchem nebo kon-
taktem. Oranzove oznacend moznost ziskat virus ze zdroje mimo vcelstvo, napriklad p7i sbéru potravy nebo diky
vykradanim jejich zasob. Ukdzano na vyvojovém stadiu délnic. Upraveno podle (Traynor et al., 2020).



1.2.2. Charakteristika priibéhu virové infekce
U virovych infekei veel je obtizné je zaradit do tradi¢nich kategorii uzivanych pro humanni
viry, jako lytickd, latentni nebo perzistentni infekce. Pro zkoumani téchto virovych infekci
hmyzu existuje jen malo in vivo a in vitro systému, a neni tedy ani mnoho vystupt pokust
z téchto modelovych systému. Tradicné jsou tedy u vcelich virGi uzivany terminy oteviena

a skrytd infekce (de Miranda & Genersch, 2010).

Oteviena infekce je charakterizovana vysokou produkcei virovych €astic a pritomnosti pii-
znaku infekce. Lze ji rozdélit na dvé kategorie. Oteviena akutni infekce je charakterizovana
kratkym produktivnim prabéhem koncici vyc€isténim viru nebo smrti hostitele Chronicka in-
fekce ma podobné charakteristiky, ale pfetrvava v hostiteli po dobu jeho urcitého vyvojového
stadia nebo po cely zivot. Pti skryté infekci nejsou oproti oteviené infekei, nejsou pozorovany
zjevné symptomy onemocnéni, ale i tyto infekce mohou mit dopad na hostitele. Virus je i pii
této forme infekce stale ptitomny, ma schopnost zptsobit otevienou infekci, pretrvava skrz vy-
vojova stadia a je ¢asto prenasen vertikaln€. Definice pfiznakt pfi infekei danym virem ale neni
jednoducha a urceni presnych hranic mezi témito typy infekei neni snadné (Hails et al., 2008;

de Miranda & Genersch, 2010).

I kdyZ nepozorujeme zadné zjevné piiznaky virové infekce, je mozné, ze tato infekce muize
mit vliv na mortalitu jedinct a zhrouceni kolonie. Jeden z malo objasnénych dusledkt je vliv
skryté infekce na kognici véel. Byly pozorovany naptiklad zmény hygienického chovani jak
infikovaného jedince, tak ostatnich jedinci k nému, nebo sniZend schopnost se ucit, coz lze
vysvétlit pritomnosti n€kterych virlh v nervovém systému (Igbal & Mueller, 2007; Li ef al.,
2013; Natsopoulou et al., 2016). Nezavisle na replikaci viru v nervovém systému byl pozorovan
efekt zrychleného priichodu behavioralnim vyvojem v reakci na stres vyvolany parazitaci jak
virového, tak nevirového plivodu. Toto by mohla byt adaptivni strategie vcel, kdy infikovany
jedinec stravi vice ¢asu mimo ul, ale zarovenl by mohla skytat vyhodu pro virus ve form¢ jeho
rozsifeni mimo napadeny ul (Natsopoulou ef al., 2016; Benaets et al., 2017). Tyto vlivy mohou
byt zavazné, protoze ovlivituji nejenom jedince, ale celou kolonii. Miize dojit k rozruseni rov-
novahy mezi jednotlivymi kastami vcel a infikovani jedinci, kromé jejich snizené¢ho vykonu,
dale $ifi virus. Tato nestabilita mtize ovlivnit celkovy zdravotni stav kolonie a jeji schopnost

odolavat dal§im stresovym faktorim (Benaets et al., 2017).

Velmi zajimava je i pozorovand skutecnost, Ze vysoka koncentrace virovych castic ve téle

véel nemusi vyustit v otevienou infekci, ale probihd inaparentni nebo mezi jedinci se stejnym



titrem vird mohou byt velké rozdily co do zavaznosti ptiznaka (Remnant et al., 2019). To vse

nasveédCuje tomu, ze pfechod do oteviené infekce ovliviiuje fada faktord.

Jednim z téchto faktort mohou byt pesticidy, které mohou jesté zhorSovat efekt jiné parazi-
tace a podpofit namnozeni virt do vysokych titri (DeGrandi-Hoffman et al., 2013; Coulon
et al., 2018). Vysledek a prubéh infekce ovlivituje i cesta prenosu (Yue & Genersch, 2005), ale
dopad stejnych cest pfenosu je u riznych viri také odlisny (Bailey et al., 1983). Ukazuje se, Ze
1 kvalitni dieta miize zabranit vysoké mortalité zptisobené virovou infekci (Dolezal et al., 2019).
Existuji i naznaky, ze prubéh infekce ovliviuje i1 tkdnovy tropismus viru (Gisder et al., 2018),
a varianta infikujiciho viru (napt. DWV komplex kapitola 1.2.3.1). Je tedy ziejmé, Ze existuje
velky pocet faktort, které ovlivituji priitbéh virové infekce a na vysledku se podili i1 interakce
téchto faktorti. Pravé infekce Varroa je ndzornym piikladem rizikového faktoru s vicendsob-
nym mechanismem vlivu: parazit funguje nejen jako vektor pro fadu virti, ale ¢asto 1 zptsobi

prechod infekce skryté do oteviené (viz piehledova tabulka 1.)



Tabulka 1- Prehledova tabulka vyznamnych virii vcely medonosné. Interakce virii s patogeny jsou oznacovany jako P pozitivni a N negativni vztah, v pripadé Varroa je za interakci urceno,

Jjestli dochadzi k oteviené infekci v diisledku parazitace (P/O). Nekolik virii bylo nalezeno ve velkém mnozstvi u dalsich hostitelit mimo A. mellifera a jsou proto oznacovany ++. Prenos vertikalni

cestou je obtizné prokdzat a byly oznaceny + pokud byl nalezen virus v kralovné i vajicku. Nepriikazné nebo rozporuplné informace jsou oznaceny ~. Citovand verze v priloze (kap. 8).

P-pozitivni

N-negativni

Ptenos Interakce Infekce Mimo 4.
Virus (zkratka) Taxonomie Genom | Oralni | Kontakt | Varroa | Vertikalni| Varroa| Nosema Jiné Larva | Kukla Dospél. | mellifera
Deformed wing Picornavirales
virus (DWV) kom- - +ssRNA + - + + P/O N ? +/- +/+ +/+ ++
Iflaviridae
plex
Sacbrood virus Picornavirales
+ - ~ ~- - ? - -
(SBV) Hlaviridae ssRNA + + / / +/+ +/ +/ +
Black queen cell Picornavirales
: + - - -/- ? - :
virus (BQCV) Dicistroviridae SSRNA * * / P * HE * i
Acute bee paralysis | Picornavirales
; + - ? ? -
virus (ABPV) Dicistroviridae sSRNA * * * P/O ) ) * HE HE i
Israeli acute bee pa- | Picornavirales +ssRNA + i + + P/O o o e v v it
ralysis virus (IAPV) | Dicistroviridae ) )
Kashmir bee virus | Picornavirales
+ - ? ? -
(KBV) Dicistroviridae sSRNA + + + P/O ! ? +/ +/+ +/+ ++
Bee Macula-like Tymovirales
: + ? 9 ? ? ? ? ? ?
virus (BeeMLV) Nezatazené sSRNA ) ) * * ) ) ’ ) ) ! *
Chronic bee paraly- . . +ssRNA N
sis virus (CBPV) Nezatazené segment. + + ~ + -/- P ? +/~ +/~ +/+ +
Lake Sinai virus
fazené + ? ~ /- ? ? ? ? ?
(LSV) komplex Nezafazené ssRNA + ? + / ? ? ? ? +/9 +
Apis mellifera Kinetonl
filamentous virus Nezafazené dsDNA + - - + -/- - fnetopras- |-y +/- +/+ +
tida N
(AmFV)
. o , Interakce/Oteviena infekce " .
?7- neznamé ~-neprikazné Pritomnost/projev




1.2.3. Picornavirales

Rad Picornavirales je obsahly a zahrnuje Sest eledi. Viry véel se v tomto fadu nachazi
hlavné v celedich Iflaviridae a Dicistroviridae. Ob¢ ¢eledi obsahujici hlavné viry ¢lenovceu.
Zatimco Iflaviridae ma pouze jeden rod Iflavirus, ¢eled’ Dicistroviridae ma rody tfi: Aparavi-

rus, Cripavirus, a Triatovirus (Valles et al., 2017a; Valles et al., 2017b).

Krom¢ nize zminovanych, dobfe znamych a patogennich vird, je zndma tada dalSich. Napii-
klad jiz dlouho znamy ¢len rodu Iflavirus, Slow bee paralysis virus (Bailey & Woods, 1974),
nebo novéji popsany Moku virus (Mordecai ef al., 2016b). U Dicistroviridae je to napt. Aphid
lethal paralysis virus (ALPV), ktery byl piivodné nalezen v msicich (Runckel et al., 2011). Re-
centné bylo také v Australii u v¢el popsano ne€kolik novych virt patici do tadu Picornavirales
(napf. Victoria bee virus, Renmark bee virus, Darwin bee virus a fada jejich variant) (Roberts

et al., 2018).

1.2.3.1.  Iflaviridae
Viry z ¢eledi Iflaviridae jsou malé neobalené viry s kapsidou ikosahedralni symetrie. Jejich
genom (obrazek 2) se sklada z jednotetézcové RNA pozitivni polarity o velikosti 9-11 kb. Tyto
viry maji jeden ORF (z ang. Open Reading Frame), ktery je ptelozen do polyproteinu a ten je
poté Stépeny za vzniku strukturnich a nestrukturnich proteinii. Na 5" konci genomu je pfipojen

VPg protein dilezity pro replikaci a 3" konec je polyadenylovan (Valles et al., 2017a).

Translace za¢ind u fady téchto virti z IRES (z ang. Internal Ribosomal Entry Site) loka-
lizovaného v 5"UTR (z ang. Untranslated Region). Pfed kapsidovymi proteiny je ¢asto kodovan
kratky L protein neznamé funkce, ktery je odstranén od kapsidovych proteini pied formovanim
virionu. Genom kdéduje tfi nestrukturni proteiny: RNA helikazu, 3C-like cysteinovou proteazu

a RdRp (z ang. RNA- dependent RNA-polymerase) (Valles et al., 2017a).

infectious flacherie virus (9,650 nt)

VP4
5 UTR |L [VP2| |VP3| VP1 Hel Pro RdRp |3 UTR
@ A(n) 3'OH
Kapsidové proteiny Nestrukturni proteiny

Obrazek 2- Struktura genomu modelového viru celedi Iflaviridae
UTR — Neprekladana oblast, L — Leader protein, VP — Kapsidoveé proteiny, Hel — Helikdaza, Pro — Pro-
tedza, RARp — RNA dependentni RNA polymeraza. Prevzato z (Valles et al., 2017a).



DWYV (Deformed wing virus) komplex

Deformed wing virus (DWV) komplex je celosvétove rozsiteny, casto se vyskytujici virus.
Vyznamna je jeho vazba na parazita vcel Varroa (Chen et al., 2005; Wilfert et al., 2016), s nimz
ma témet symbioticky vztah (Di Prisco et al., 2016). Tento virus se vyskytuje v fadé prechod-
nych variant, které momentaln¢ délime na tfi genotypy, DWV-A (pivodné popsany DWV),
DWV-B (Varroa destructor virus-1) a naposledy popsany DWV-C (Mordecai et al., 2016c¢).
I kdyZ je DWV komplex povazovan za hrozbu zdravi opylovaciim, tento virus sam o sob¢ je
malo patogenni a Casto vyvolava skrytou nebo inaparentni infekci (Chen et al., 2005). V labo-
ratornich podminkach, bez jiné vyznamné parazitace, je u infikovanych vcel pozorovana hlavné
zkracena doba Zivota nebo se véely vyviji s deformovanymi kiidly (Dubois ef al., 2020). 1 kdyz
je tento specificky znak infekce DWV (obrazek 3) dlouho znamy, patogeneze viru je dosud
neobjasnéna. Pfedpoklada se, ze viditelny projev infekce zavisi na dostate¢ném titru viru v or-

ganismu vcel (Brettell et al., 2017).

Obrazek 3- Vievo zdrava véela parazitovana Varroa a vpravo véela s deformovanymi kiidly. Prevzato z (Mar-
tin & Brettell, 2019).

Vztah genotypli DWV a typu a rozsahu ztrat vcelstev neni objasnény a vysledky studii jsou
1 do jisté miry protichlidné. Mordecai a kol. navrhli, Ze DWV-B by mohl mit ochranny efekt,
a to zabranénim superinfekce (z ang. Superinfection exclusion). To by znamenalo, ze infekce
DWYV-B zabraiiuje replikaci vice virulentnich forem viru (Mordecai ef al., 2016a). McMahon
vSak ukazal, ze DWV-B forma by mohla v dospélych vEelach naopak byt vice virulentni nez
DWV-A (McMahon et al., 2016). Vysledky dalsich studii ukazuji, ze u vyvijejicich se véel jsou
oba genotypy, DWV-B a DWV-A, stejn¢ virulentni, coz by mohlo souviset s faktem, ze smrt
vcely v bunice je pro reprodukci viru slepou ulickou (Tehel ef al., 2019; Dubois et al., 2020).
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Také je mozné ze rizné genotypy, nezavisle na stupni virulence pro jednotlivce, ovlivni zdravi
kolonie v jiné mife, DWV-A by mohla vést k vétSim Skoddm na urovni kolonie ve srovnani
s DWV-B (Kevill et al., 2019). Ale i varianty viru jednotlivych genotypti by mohli mit odlisnou
virulenci, coz by mohlo vysvétlit rozporuplné vysledky zminovanych studii (Posada-Florez

etal.,2019).

vvvvvv

kombinant i mezi variantami jednotlivych genotypi, jejichz virulence neni dobte prozkoumana.
Jakou roli hraji jednotlivé geny a mutace v nich, neni znamo. Je mozné, ze nékteré rekombi-
nantni formy by mohly mit niz§i virulenci, nez jejich ‘matefské” varianty. To by mohlo vést
k jejich castéjSimu zastoupeni v populaci, nebot’ infikovany jedinec by piezival déle a virus by
se mohl jednak vice pomnozit, ale i rozsifit (Dalmon ef al., 2017). Pfenos viru pomoci parazita
Varroa by do jisté miry eliminoval vyhodu rekombinant s niz$i virulenci a mohl by naopak vést
k selekci virulentniho typu, ktery dale po infekei hostitele diverzifikuje, aby unikl imunitnim
mechanismtm, napf. RNA interferenci. Schopnost semi-stabilni koexistence téchto diverznich
variant byla prokdzana (Ryabov ef al., 2019). I ptesto, Ze se v n¢kterych testech se DWV-B
ukazuje jako vice virulentni, vysokeé titry rekombinant DWV-A a DWV-B byly prokazané jako
marker lepsiho pteziti kolonie (Barroso-Arévalo et al., 2019). Tedy vliv jednotlivych genotypt

DWYV, variant genotypu, a jejich rekombinant je sloZity a neni dosud zcela objasnény.

SBV (Sacbrood virus)

Dodnes bylo identifikovano ptes 50 variant SBV, celosvétové rozsifeného viru, fada z nich
v A. cerana, ktera je k této virové infekci citlivéjsi nez A. mellifera (Li et al., 2019). 1 kdyzZ je
mozny prenos viru mezi druhy Apis, varianta viru z A. cerana (AcSBV) mé v A. mellifera nizsi
prevalenci a virulenci, a nejspise pottebuje vyssi davku viru pro infekei (Jin et al., 2020). Mira
virulence variant z 4. mellifera (AmSBV) u 4. cerana zatim nebyla studovana. I pfes nizkou
prevalenci AcSBV mezi A. mellifera by tento druh mohl slouzit jako rezervoar viru a v bu-
doucnu bychom mohli upravit chov téchto druhti tak, abychom zabrénili devastujicimu efektu

tohoto viru na populace 4. cerana (Gong et al., 2016).

Klinicky projev infekce timto virem je viditelny u larev. Pfi svém vyvoji se nesvléknou a
ekdysoidalni tekutina s miliony virovych ¢astic se hromadi mezi umirajicim jedincem a jeho
pokozkou (Bailey ef al., 1964). Zpoc¢atku larva zméni barvu z perletové bilé na bled¢ Zlutou a
po smrti larva uschne a zhnédne. Tento virus vyuziva pro pienos, krom¢ jinych mechanismi,

aspekt chovani kolonialnich vcel, kdy dospéli jedinci mrtvé larvy z ulu odstraiuji. K viru jsou

11



nejcitlivéjsi nejmladsi jedinci, ktefi se praveé o larvy staraji (Bailey, 1969) Dospéli jedinci jsou
k viru pomérn¢ rezistentni. Virus u nich mizeme najit hlavné ve zlazach, které jsou dilezité

pro zpracovani potravy, coz umoziuje nakazeni larev pfi krmeni (Bailey, 1969).

1.2.3.2.  Dicistroviridae
Celed Dicistroviridae obsahuje tfi rody, Aparavirus, Cripavirus, a Triatovirus, pfi¢emz véeli
viry se vyskytuji ve vSech tiech rodech. Zatimco Black queen cell virus (BQCV) patii do rodu
Triatovirus, jiné jako AKI komplex (ABPV-KBV-IAPV; ABPV- Acute bee paralysis virus,
KBV-Kashmir bee virus, IAPV- Israeli acute bee paralysis virus) patii do rodu Aparavirus, do

rodu Cripavirus je zatfazen Aphid lethal paralysis virus (Valles et al., 2017b).

Dicistroviridae jsou viry s malou kapsidou ikosahedralni symetrie (BQCV na obrazku 6).
Jsou neobalené a jejich genom tvofi jednotetézcova RNA pozitivni polarity dlouha 8-10 kb
(obrazek 4). Na 5" konci genomu maji pfipojeny VPg a 3" konec polyadenylovany. Samotny
genom neni segmentovany, ale obsahuje dva ORF (z ang. Open reading frame) oddélené krat-
kou mezigenovou oblasti. Translace jednotlivych ORF probihd pomoci IRES lokalizované v
5" UTR a v mezigenové oblasti. Del$i ORF koduje nestrukturni proteiny: RNA helikazu, cystei-
novou protedzu, RdRp a dle viru jednu nebo nékolik kopii VPg. Zatimco ORF blize 3" konci
kéduje kapsidové proteiny (Valles et al., 2017b).

cricket paralysis virus (9,185 nt)

VPg VP4
5-UTR Hel {[|| Pro RdRP |IGR VP2| [VP3|VP1|3-UTR
@ IRES ORF1 IRES ORF2 A(n) 3-OH
Nestruktruni proteiny Kapsidové proteiny

Obrdazek 4- Struktura genomu modelového viru celedi Dicistroviridae
UTR — Neprekladana oblast, VP — Kapsidové proteiny, Hel — Helikdza, Pro — Protedza, RdARp — RNA
dependentni RNA polymerdaza, IGR — Mezigenova oblast. Prevzato z (Valles et al., 2017b).

BQCYV (Black queen cell virus)

Tento celosvetove rozsifeny a velmi Casto se vyskytujici virus (Tentcheva et al., 2004; Ellis
& Munn, 2005) zptasobuje u dospélych jedinct asymptomatickou infekci. V larvach a kuklach
vyvolava skrytou infekci (Leat et al., 2000; Benjeddou et al., 2002). Pti koinfekci s parazitem
N. apis dochazi ke zvySené mortalité vcel (Bailey ef al., 1983). Jako oteviend infekce se tento
virus projevuje u vyvojovych stadiich kraloven. U infikovanych jedincl nejprve dochéazi ke
zméné textury pokozky a jeji barvy na bled¢ Zlutou. Kukla poté zhnédne nebo z¢erna, stejné

jako stény komiirky (Bailey & Woods, 1977).
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ABPV-KBV-IAPV neboli AKI komplex

Acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir bee virus (KBV) a Israeli acute bee paralysis
virus (IAPV) jsou pfibuzné viry ¢eledi Dicistroviridae, rodu Apavirus, se slozitym fylogenetic-
kym vztahem (de Miranda et al., 2010). Kromé jejich genetické ptibuznosti sdili i fadu jinych
charakteristik. Vyskytuji se celosvétove, ale prevalence jednotlivy virt patiicich do tohoto
komplexu je v riznych geografickych oblastech rozdilna (Ellis & Munn, 2005; de Miranda et
al., 2010). Pti oralnim pienosu u zdravych vcel Casto vyvolavaji skrytou infekei, ale po vstupu
viru do hemolymfy v¢el mohou byt velmi virulentni (Bailey et al., 1963; Shen et al., 2005).
Z tohoto diivodu pienos mize pomoci Varroa, kdy dochazi k injekci viru do hemolymfy, vy-
ustit v otevienou infekci (Ball & Allen, 1988; Chen et al., 2004; Di Prisco et al., 2011). Zatimco
ABPYV a IAPV se projevi progresivni paralyzou spolu s tmavnutim a ztratou ochlupeni u do-
spélych jedinct a mortalitou u mladsich vyvojovych stadii (L. Bailey, 1991; Maori et al., 2007),
oteviend infekce KBV nevyvolava specifické ptiznaky, ale je vysoce letdlni (Bailey et al.,

1979).

1.2.4. Tymovirales
Rad Tymovirales obsahuje pét Eeledi: Alpha-, Beta-, Delta-, Gamma- flexiviridae a Tymovi-
dirae. Tyto viry obvykle infikuji rostliny, ale byly nalezeny i hmyzi viry jako BeeMLV (Bee
Macula-like virus) infikujici véely a Bombyx mori Macula-like virus infikujici bource moruso-
vého (King et al., 2012). Momentaln¢ je BeeMLV fazen do celedi Tymoviridae, ale dale je

nezatazen, i prestoze sdili fadu charakteristik s viry rodu Maculavirus (de Miranda et al., 2015).

1.2.4.1.  Tymoviridae

BeeMLYV (Bee Macula-like virus)

Bee Macula-like virus (BeeMLV; také Varroa destructor Macula-like virus VAMLV), virus
bez zatim znamé patologie, ma jednotetézcovy RNA genom pozitivni polarity s polyA koncem
o velikosti 6500 nt. Obsahuje tii piekryvajici se ORF, prvni z nich kdduje nestrukturni proteiny:
methyl-transferazu, endo-peptidazu, helikdzu a RdRp, druhy ORF kéduje kapsidovy protein. Z
ORF umisténych na 3 konci genomu jsou proteiny prekladany pomoci sub-geonomového pro-
motoru umisténého pied kapsidovym proteinem. ORF3 kdduje protein zatim neznamé funkce,
ale homologni s proteiny nachéazejicimi se u jinych virtt hmyzu ¢eledi Tymoviridae (de Miranda

etal.,2015).
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BeeMLV
s | MT PRR P-Pro | Helikaza RdRp

- pA 3’
— KP

Sub-genomovy promotor

th
1

Obrazek 5- Organizace genomu Bee Macula-like viru
MT — Methyl- transferdaza, PRR — oblast bohata na prolin, P-pro — Endo- peptidiza, RARp — RNA de-
pendentni RNA polymerdza, KP — Kapsidovy protein. Upraveno podle (de Miranda et al., 2015).

1.2.5. Nezarazené

Apis Mellifera filamentous virus (AmFV)

Dlouho znamy Apis mellifera filamentous virus (AmFV) je velky DNA virus. Jeho kapsida
(3150 % 40 nm) je slozena do tvaru pfipominajiciho nékolik osmicek a obaleny virion (450 x
170 nm) ma tvar kratké tyCinky (Sitaropoulou et al., 1989) (obrazek 6). Cirkularni dvoutetéz-
covy genom délky priblizné 498,5 kb ma nepiekryvajici se ORF rovnomé&rné rozprostfené na
obou vlaknech, a predpokladané kodujici sekvence zabiraji ~65 % genomu. U té€chto virh jsou
ptitomné orthology se zastupci celedi Baculoviridae, 1ze u nich identifikovat sekvence podobné
jinym velkym DNA virtim, jako jsou Poxviridae nebo Herpesviridae, ale neni mozné je zatadit
do zadné zndmé skupiny vir. Byly u nich nalezeny i1 geny homologni k proteinlim hostitele,
coz naznacuje dlouhodobou koexistenci téchto virti se svym hostitelem a horizontdlni genovy

ptenos (Gauthier ef al., 2015).

Tento virus je celosvétove rozsifeny a ma vysokou prevalenci (Ellis & Munn, 2005), ale neni
spojen s vaznou patologii u svého hostitele. Specifickym ptiznakem vzacné oteviené infekce je
zakalend a do bila zbarvena hemolymfa dospélcil, ktera je zplsobena pfitomnosti velkého
mnozstvi virionl a lyzi bunék. Obcas je mozné pozorovat oslabené veely lezouci okolo ulu
(Clark, 1978). Vcely nejspise projdou kratkodobou akutni infekci, ale poté se produkce virioni
ustali, infekce ptejde do chronicity, kterd nema pro hostitele Zadny viditelny dopad (Hartmann

etal.,2015).

Chronic bee paralysis virus (CBPV)

Chronic bee paralysis virus je celosvétove rozsiteny (Ellis & Munn, 2005) neobaleny RNA
virus s genomem pozitivni polarity, ale oproti jinym RNA viriim v¢el ma segmentovany genom.
Kapsida je asymetrickd a ovalna (obrazek 6), ¢asto jsou jednotlivé viriony odlisné velikosti

(Bailey et al., 1968). Genom se sklada z RNA1 (~3,67 kb) a RNA2 (~2,31 kb), oba segmenty
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nesou 5 ¢epicku, 3" konec neni polyadenylovan, ale ptredpoklada se, Ze je chranén vlasenkou
(Olivier et al., 2008). Z ptedpokladanych sedmi Ctecich ramct byla nalezena homologie s geny
RdRp, methyltransferazy-guanyltransferazy, a dvou strukturdlnich proteinti (Olivier et al.,
2008; Kuchibhatla ef al., 2014; Chevin ef al., 2015). Tento virus je stale nezatazeny, sdili vSak
fadu charakteristik s ¢eledi Nodaviridae a Tombusviridae (Olivier et al., 2008), jistou ptibuz-

nost vykazuje i s jinymi nezatfazenymi viry (Lake Sinai viry a Anopheline-associated C virus).

Infekce timto virem se u dospélych jedinct projevuje jako paralyza, kdy kiidla vcel a i celé
vcely samotné vykazuji neobvykly tfes. Tito jedinci nejsou schopni letu a ¢asto je mozné je
nalézt ve velkém mnozstvi lezouci okolo ulu. Tito jedinci umiraji nékolik dni po prvnim projevu
priznakd. Druhy syndrom se nejdiive projevuje ztratou ochlupeni a tmavnutim. I kdyz jsou tito
leskli jedinci zpo€atku schopni letu, jsou ¢asto napadéani ostatnimi ¢leny kolonie. Béhem néko-
lika dni dojde 1 u nich k rozvoji tfesu, ztraceji schopnost letu a fadové béhem dni umiraji. Oba

syndromy se obvykle nevyskytuji u véel ve stejném ulu. (L. Bailey, 1991).

Obrdazek 6- Zobrazeni jednotlivych viri v elektronovém mikroskopu. A a B zobrazuji Apis mellifera filamentous
virus. Obrazek A ukazuje stocent jeho nukleokapsidy uvnitr virionii B (Gauthier et al., 2015). Obrazek C obsahuje
kapsidu Black queen cell viru (Spurny et al., 2017), s niz sdili podobnost kapsidy vcelich virii Fadu Picornavirales.
Virion Chronic bee paralysis viru je zobrazen na D (Bailey et al., 1963).
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Lake Sinai virus (LSV)

Po objeveni Lake Sinai viru-1 a 2 (Runckel et al., 2011) byla nalezena fada dalSich variant
tohoto neobaleného RNA viru s pozitivni polaritou a ukazuje se, ze i on ma vysokou prevalenci
a celosvétovy vyskyt (Daughenbaugh et al., 2015; Roberts et al., 2017). Zatim s nim nebyla

spojena patologie u vcel.

Nesegmentovany genom koduje tii proteiny; Orfl, protein ktery obsahuje doménu methyl-
transferazy-guanyltransferazy, RdRp a kapsidovy protein (Runckel ef al., 2011; Ravoet et al.,
2015b). I kdyz je tento virus stale taxonomicky nezatrazeny, vykazuje homologii s RNA1 CBPV
a tyto dva viry by spolu s Anopheline-associated C virem mohly tvofit novou rodinu blizkou
celedim Nodaviridae a Tombusviridae. Avsak kapsidovy protein LSV je nejblizsi nékolika vi-
ram z Celedi Alphatetraviridae a mosinoviru (MoNV). I kdyz je mosinovirus fazen do celedi
Nodaviridae, ma unikatni kapsidovy protein stejné jako LSV (Runckel et al., 2011; Schuster et
al., 2014).

Vysoka heterogenita LSV virti je problematické a nejspiSe je mozné je rozdélit do 4 fyloge-
netickych linii. Mizeme nalézt 1 zastupce riznych linii v jednom jedinci. Fylogenetické vztahy
LSV nekoresponduji s geografii hostiteld, v jednotlivych vétvich fylogenetického stromu se na-
chézeji 1 izolaty z riznych kontinentd (Ravoet et al., 2015b; Bigot et al., 2017). Tyto viry maji,
ve srovnani s jinymi viry vcel, ve svém genomu neobvyklé sloZeni a preferenci kodond, coz
naznacuje, ze jejich genom byl v blizké minulosti ovliviiovan jinym hostitelem (Cornman,

2019).
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1.3.Interakce

1.3.1. Virus-virus
Diky vysoké prevalenci fady vcelich viri a moznosti jejich vyskytu formou skryté infekce
neni piekvapivé, ze je vcela Casto infikovana vice druhy virtt (D’Alvise et al., 2019). I kdyz
neni koinfekce nékolika viry vzacna, o jejich interakcich a disledcich téchto interakei vime jen
velmi malo, a to ¢astecné i z divodu nedostupnosti kultur véelich bun€k pro in vitro experi-

menty (Guo et al., 2020).

Diky vysoké ptibuznosti RNA viri je pravdépodobné, ze mezi nimi bude probihat kompe-
tice. Ta byla ukazana na jediné studii interakce virti ve véeli bunécné linii AmE- 711. Bylo
mozné pozorovat kompetici mezi IAPV a SBV; i kdyZ plivodni inokulum pouZité pro infekci
bunécné linie obsahovalo vice SBV, IAPV doséhl pfi kultivaci vyssi koncentrace. Podobny
efekt mél i KBV, v jehoz ptitomnosti v kultufe nedoslo ke zvyseni hladiny ani SBV, ani [APV
(Carrillo-Tripp et al., 2016). V prubéhu studie se ukazalo, ze pouzitd bunécna linie je perzis-
tentn¢ infikovdna DWV-A, ktery byl schopen replikace do vysokych titrii pouze v negativnich
kontrolach, tedy v nepfitomnosti jinych virt. Jestli tato perzistentni infekce ovlivnila vyse uve-
dené vysledky, neni zfejmé, v prirod¢ je vSak vysoka prevalence vira DWV komplexu a jejich

perzistentni infekce by neméla byt vzicnym jevem i mimo in vitro systém (Wilfert ez al., 2016).

V redlném svété mohou mit vysSe uvedené interakce virli rozdilny efekt v zavislosti na vyvo-
jovém stadiu hostitele. Zatimco mezi nekterymi viry nebyla kompetice v larvach pozorovana
(BQCV a SBV; CBPV a BQCV), pii ustalené chronické infekci BQCV nebo SBV, nebylo
mozné larvu nakazit dalsSim virem (ABPV) (Bailey ef al., 1981). Naopak je mozné, Ze by né-
které viry mohly mit pozitivni efekt na infekci jinym virem. Takové naznaky pfinesly studie
Bailey a Hartmana, které ukazuji na pozitivni korelaci mezi vyskytem AmFV a fadou RNA
vird. Poprvé byla pozorovana pozitivni korelace s BQCV (Bailey et al., 1983) a pozdéjiis SBV
a DWV-A (Hartmann et al., 2015). Tato pozorovani mohou vSak byt vysvétlena i zménami ve

vyskytu studovanych viri v zavislosti na obdobi, nebo i zatim neznamymi faktory.

Chronic bee paralysis satelitni virus (CBPSV) byl prvni popsany satelitni virus hmyzu. Jeho
genom se sklada ze tfi RNA molekul stejné délky (~1100 nt). Kromé pfitomnosti RNA molekul
v jejich ikosahedralni kapsidé je mozné je nalézt i v kapsidach CBPV a vykazuji jistou homo-
logii s RNA2 CBPV. V nékterych piipadech mohou byt dokonce dominantni slozZkou CBPV
virionu (Overton et al., 1982).
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I kdyz je Varroa schopen pfenosu virt a je spojen s otevienou infekci u fady virt, zda se, ze
hraje dilezitou roli hlavné pro viry DWV komplexu. Navzdory vysoké prevalenci DWV kom-
plexu v koloniich a oblastech infikovanych Varroa (Mondet et al., 2014) se ukazuje, ze fada
virh inhibuje jeho replikaci, napt. BQCV a SBV (Carrillo-Tripp et al., 2016; Remnant ef al.,
2019). Vyhoda DWV by mohla byt zpiisobena zvySenou virulenci jinych vira pfi pfenosu vek-
torem. Zatimco BQCV a SBV zptisobi smrt larvy v komdrce a tvoii tak slepou ulicku pro pa-
razita i virus, méné patogenni virus, ktery nezpisobi smrt larvy, by mohl byt selektovan timto
pienosem. Tato selekce by vysvétlovala DWV predominanci v pfitomnosti Varroa, a to i pies
jejich pomérné nizkou uspésnost pti kompetici s ostatnimi viry (Remnant et al., 2019). Pro tuto
selekci méné patogenniho viru sveédci i fakt, ze v oblastech bez Varroa se DWV nevyskytuje
viibec, nebo s velmi malou Cetnosti, napt. v Australii nebyly viry DWV komplexu ve véelach

dosud nalezeny (Roberts et al., 2017).

1.3.2. Varroa-virus

Varroa je vektor pro fadu vird, ale jestli dochazi k replikaci téchto vir v roztoci, je stale
diskutované téma. Vztah mezi viry DWV komplexu a Varroa jsou nejvice prozkoumané diky
jejich blizkému vztahu, ale predpoklada se, ze alespon nékteré nalezené aspekty jejich interakei

budou podobné i pro dalsi viry.

Neéktere vysledky ukazuji, Ze dochazi k replikact DWV diky nalezeni jejich replikaénich in-
termediatt ve Varroa, ty ale ty mohou pochazet ze vcel, na kterych se Varroa krmi (Ongus
et al., 2004; Gisder et al., 2009). To je podporovano faktem, Ze miZzeme ve Varroa nalézt jak,
viry, které se replikuji jen na vcelich buiikach, tak vceli DNA (Posada-Florez et al., 2019).
SpisSe pro absenci replikace virti v buitkkach Varroa svédci vysledky proteomické analyzy roz-
tocCe (Erban et al., 2015). Negativni vlakna (replikacni intermediaty) DWV-B (ale ne DWV-A,
1 kdyZ byl ve Varroa detekovan), vSak byla nalezena v syngangliu Varroa. Neda se tedy vylou-
Cit, Ze odlisné varianty DWYV budou mit odli$ny vztah k vektoru (Campbell et al., 2016). Zaro-
ven by replikace DWV v nervovém systému vektoru mohla vést ke zméné jeho chovani. Tako-
vyto efekt byl pozorovan u jinych hmyzich vektord, ale jasné prokazan pro Varroa dosud neni

(Giuffre et al., 2019).

Krom¢ toho, Ze tento rozto¢ prenasi fadu virl, je dulezity jeho vliv na pribeh infekce. Ko-
infekce Varroa a virt DWV komplexu ¢asto vede k pfechodu ze skryté¢ do oteviené infekce
(viz ptehledova tabulka 1). Jakym mechanismem dochazi k tomuto piechodu, je stile nejasné,

ale existuje n€kolik teorii, které se vzajemné nevylucuji.
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Podstatou jedné teorie je hypotéza, ze samotny pienos pomoci Varroa zvysuje virulenci
viru. Nékteti autofi pozorovaly, Ze parazit ma vliv na samotnou diverzitu virat DWV komplexu,
diverzita je zachovana ve Varroa, ale po pfenosu do hemolymfy jista varianta ziska vyhodu
a prevladne oproti ostatnim variantdm. Stejnou dynamiku bylo mozné pozorovat, i pokud byl
virus vstiiknut do hemolymfy injekci, misto Varroa, a opét svéd¢i proti replikaci viru ve Varroa
(Moore et al., 2011; Ryabov et al., 2014). Jini autoti vSak poukazuji na moznost, ze diky testo-
vani v ur¢itém case byla pozorovéana kratkodoba expanze jedné varianty, diky jeji vyhodé
vici RNA interferenci a varianty DWV virl se poté opét diverzifikovaly (Ryabov et al., 2019).
Tedy nezavisle na presné dynamice jednotlivych variant v Case, dojde pfi pfenosu pomoci
Varroa k efektu hrdla lahve DWYV populace a selekci uréitych variant, at’ uz zavislé na mecha-
nickém pienosu, replikaci nebo pouze stabilité viru ve vektoru. Pravé adaptace na pienos
Varroa by mohla byt provazena zvySenou virulenci a/nebo zménou tropismu virti (Gisder et al.,

2018; Ryabov et al., 2019).

Imunitni systém je dilezitym faktorem ovlivitujicim vyvoj virové infekce, ale informace
o zménach a reakcich imunitniho systému na virové infekce jsou mezi riznymi studiemi roz-
poruplné, nejspiSe diky tomu, Ze se 1i8i vyvojova stadia véel studovand v jednotlivych pracich.
(Yang & Cox-Foster, 2005; Kuster et al., 2014). Z dosud publikovanych dat se zda, ze efekt
viru a Varroa na imunitni systém je do jisté miry protichtidny. Jeden z hlavnich aktérti imunit-
niho systému u vcel je transkripéni faktor NF- xB. Nazzi a kol navrhovali, Ze pfi koinfekci
Varroa spolu s DWV dojde k supresi NF-xB v buiikach vcely (Nazzi ef al., 2012). Jini autofi
naopak ukazali, Ze Varroa zpusobi aktivaci NF-«kB, ktera prevladne 1 v pfitomnosti DWV-A,
ktery ma opacny efekt na NF-kB (Erban et al., 2019). I kdyz existuji studie, které podporuji
model imunosuprese skrze sniZzeni exprese NF-kB, jsou zaloZeny hlavn€ na analyzach tran-
skriptomu a nezkoumaly vliv napf. na Girovni proteomu (Zhao et al., 2019). Je vSak mozné, Ze
jak né€ktefi autofi navrhuji, Ze k supresi imunitniho systému dojde pti pfekroCeni urcité prahové

hodnoty virové naloze (Di Prisco et al., 2016; Wu et al., 2017).

Ptizptsobeni Varroa svému pivodnimu hostiteli 4. cerana by mohl byt dalsi divod pro
rozsahlou replikaci viru pii parazitaci A. mellifera. V koloniich A. cerana toxicky protein slin
Varroa zplsobi smrt larev délnic a smrt Varroa s nimi. Tato strategie vzajemného sebezniceni
vyusti v preferencni parazitaci trubcil a nevede tak k vaznym poskozeni kolonii A. cerana.
Tento protein u A. mellifera larvy nezabiji, ale dojde k rozséhlé replikaci DWV-A, ktera neni

zpusobena pouze injekci viru poranénim (Zhang & Han, 2018).
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Existuje tedy vice teorii, Casto 1 diky protichidnym vysledktim, jak Varroa spolu s DWV
zpuisobuji vysoké u Skody vcel. Byla vytvofena i teorie na zaklad¢ ekologického modelu, kdy,
pokud jsou kofist (virus) a predator (slozky imunitniho systému vcely) neustale odebirany ze
systému tak kofist prosperuje. Pti parazitaci Varroa dojde krmenim k odbéru jak samotného
viru, tak imunitnich slozek, coz destabilizuje rovnovahu mezi nimi. Je tedy mozné, ze prechod
do oteviené infekce a replikace viru do vysokych titrti nemusi zaviset na specifickych vlastnos-
tech castnikil, ale pouze na chovani jednotlivych slozek systému v podminkach, které virus-

parazit vytvofi (Annoscia et al., 2019).

1.3.3. Ostatni patogeny— virus

Diky tzkému vztahu mezi fadou virti a parazitaci Varroa neni piekvapivé, ze snaha porozu-
mét této interakci je prioritou. Na ztratach vcel se ale podili celd fada patogenti a komplexni
sité¢ mezi nimi jsou dosud malo prozkoumané. Dalsi ze zkoumanych interakci jsou vztahy né-
kterych virh a patogeny N. apis a ceranae. Kromé vztahil virit s Nosema spp a Varroa byl po-
zorovan 1 negativni vztah AmFV s C. mellificae a L. passim. V jejich pfitomnosti byly zazna-

menany nizsi titry téchto virti u véel (Hartmann et al., 2015).

Ptitomnost N. ceranae ma vliv na pribéh infekce CBPV a zvySuje mortalitu vcéel, ale mira
této interakce je ziejmée zavisla i na zplisobu ptenosu CBPV (Toplak et al., 2013). Krom& CBPV
bylo ukédzéano, Ze ptitomnost N. apis, spolu s BQCV, zpiisobuje zvySenou mortalitu vcel diky
replikaci viru do vysokych titri pti koinfekci (Bailey et al., 1983). Stejny efekt byl pozorovan
pii koinfekci s V. ceranae (Doublet et al., 2015a). Koinfekce DWV-A spolu s N. ceranae nema
synergeticky efekt na mortalitu vcel a nejspiSe mezi nimi existuje negativni interakce. Po usta-
leni infekce N. ceranae nedosahoval DWV-A tak vysokych titri jako bez koinfekce, ale naopak
virus N. ceranae neovlivnil (Doublet et al., 2015b). Dalsi z moznych interakci je vztah Nosema
a AmFV. I kdyz bylo pozorovano, Ze infekce N. apis zvySovala infektivitu viru pro jedince
(Bailey et al., 1983), pozdé&ji nebyl pozorovan zadny vztah mezi AmFV a N. spp (Hartmann et
al., 2015).

1.3.4. Viry paraziti
Dalsi dilezitou slozkou této sité interakci budou pravdépodobné i viry parazitii. V posled-
nich né€kolika letech byly provedeny studie, které cilily na objeveni virii, jez se nachazely pouze
ve Varroa. Rada takto objevenych virii byla pozdéji nalezena i v neparazitovanych véelach a

jejich hostitele tedy nebylo mozné jednoznaéné urcit.
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Existuje fada virti, o kterych se predpoklada, ze Varroa je jejich hostitel. VDV-2 (z ang.
Varroa destructor virus- 2) z rodu Iflavirus a VDV-3, nejvice podobny zatim nezatfazenym vi-
ram jako Ixodes scapularis associated virus 1,2 a nékterym virdm Drosophila (Levin et al.,
2016). Velkou ptibuznost s VDV-3 ma VDV-5, recentné objeveny také vyhradné ve Varroa
(Herrero et al., 2019).

Dalsi z moznych virt Varroa je Varroa Tymo-like virus pattici do Tymoviridae a ptibuzny
BeeMLYV (de Miranda et al., 2015). Nedavno objeveny Rhabdovirus BRV-1 (Bee Rhabdovirus
1, také Apis Rhabdovirus 1) se nachazi jak ve Varroa, tak ve véelach (Remnant et al., 2017).
Stejné tak novy virus Varroa Orthomyxovirus-1, nejvice homologni s Orthomyxoviry Thogoto

a Dhori, je mozné najit jak ve Varroa, tak ve v€elach (Levin et al., 2019).

Oproti Varroa, nebyly viry ostatnich paraziti dodnes prozkoumany. Jeden z kandidatnich
virQl je Apis mellifera bunyavirus 1, ktery by mohl infikovat kinetoplastida, které infikuji Apis
mellifera. Remnant a kol. tak usuzuji na zéklad¢ jeho podobnosti s virem infikujicim kineto-
plastida, ktera také parazituji v hmyzim hostiteli (Remnant et al., 2017). Piehled téchto virt je
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2- Prehled znamych a mozZnych virii parazitii A. mellifera. Taxonomie uvddi 7ad a celed,
v pripadé nezarazeni jsou oznaceny ?.

Virus

Zkratka Genom Taxonomie Hostitel
Varroa destructor virus-2 VDV-2 +ssRNA Plcm'”navzrldae; Varroa
Iflavirus
Varroa destructor virus-3 VDV-3 +ssRNA ? Varroa
Varroa destructor virus-5 VDV-5 +ssRNA Plcm'”navzrldae; Varroa
Iflavirus
Varroa Thymo-like virus VTVL +ssRNA Zy moviridae; Varroa
. . Rhabdoviridae; Varroa?;
Bee (4pis) Rhabdovirus-1 BRV-1 -ssRNA 9 A. mellifera
st . 2.
Varroa Orthomyxovirus-1 VOV-1 -ssRNA Orthomyxoviridae, Varroa: .
? A. mellifera?
P : 5.
Apis mellifera bunyavirus 1 | ABV-1 -ssRNA Bunyaviridae, ¢ mellz.ﬁcae. ’
? L. passim?
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit robustnost pouzité metodiky pro charakterizaci vi-
romu. Nasledn¢ charakterizovat virom, s diirazem na viry infikujici Apis mellifera, pochazejici
z ruznych druhi veelstev ziskanych v Ceské republice. Urcit ptipadné zmény ve viromu v za-

vislosti na pfitomnosti dalSich patogend.
Dil¢i cile préace jsou nasledujici:

1. Ziskat co nejvice diverzni a obséhl¢ virové sekvence z riznych populaci A. mellifera.

2. Otestovat pfitomnost nevirovych patogenti, a urcit tedy stupen parazitace ve sledo-
vanych populacich.
Porovnat stalost a homogenitu viromu v jednotlivych biologickych triplikéatech.

4. Prozkoumat zavislosti viromu u A. mellifera na riznych faktorech (napft. lokalita a
1é¢ba proti Varroa).

5. Charakterizovat pfitomné viry infikujici vcely.

6. Identifikovat mozné vztahy mezi viry infikujicimi vcelu a jejich zévislost na parazi-

taci.
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3. Material a metody

3.1.Puvod vzorku

Véely byly ziskany oklepem z plodového plastu do plastového pytle, ktery byl umistén do

polyesterové krabice se suchym ledem. Vzorky byly poté uchovavany v -80 °C. Vcely, které

byly poskytnuty do studie, nevykazovaly ptiznaky zadného zndmého onemocnéni, a to ani vi-

rového, ani nevirového puvodu, a byly tedy povazovéany za zdravé. Spolu se vzorky véel ndm

byly poskytnuty informace o datu a lokalité sbéru, poddruhu vcel (v nékterych ptipadech urceny

nejenom k poddruhu ale az k chovné linii) a 1é¢bé proti Varroa, které jsou shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3- Strucné informace o puvodu vzorkii. U mista odberu a lécby jsou v zavorce uvedeny kategorie na
které byly rozdéleny pri zpracovani (viz.4.3.2.), stejné tak jaké poddruhy vcel byly povazovany za hybridy.

Y , Y Y Lécba proti Varroa
Vcelstvo | Datum Misto odbéru Poddruh vcel 2019/2018
1 |08.08.2018 :JSS)“ nad Labem Brnd | o) g, cyfast Varidol (Varidol)
(. < v Hybrid A. m. mellifera x | Kyselina $tavelova/ Kyselina
2 20.08.2018 | Prasily na Sumaveé (J2) A. m. carnica (hybrid) mravenéi (OK)
3 |20.08.2018 |Pragily na Sumavé (12) | A. m. carnica Kyselina Stavelova/ Kyselina
mravenci (OA)
(e < . Kyselina Stavelova/ Kyselina
4 20.08.2018 | Prasily na Sumaveé (JZ) | F1 Buckfast I
mravenci (OK)
5 20.08.2018 | Strakonice (JZ) F2 Buckfast Varidol (Varidol)
Petrusov u Moravské | A. m. carnica; Karpatsky N ,
26.08.201 N . . Kysel | K
6 6.08.2018 Trebové, ul 625 (SV) | ekotyp — Vigor yselina Stavelova (OK)
Petrusov u Moravské | A. m. carnica; Karpatsky N ,
7 26.08.201 Y . . Kysel | K
6.08.2018 Trebové, ul 656 (SV) | ekotyp — Vigor yselina Stavelova (OK)
8 27.08.2018 | Slezsko (SV) Hyb”.d A.m. mellifera Kyselina stavelova (OK)
(hybrid)
. A. m. carnica; Karpatsky iy iy
9 28.09.2018 | Brumov-Bylnice (JV) . Bez |éceni/ Bez léCeni (NL)
ekotyp — Vigor
A m. carnica: Alpsky Sublimace/ Izolator+ subli-
10 29.09.2018 | Poysdorf, al 117 (JV) . " psky mace kyselinou mravenci
ekotyp — Sklenar
(OK)
A m. carnica: Alosky Sublimace/ Izolator+ subli-
11 29.09.2018 | Poysdorf, al 108 (JV) . " psky mace kyselinou mravenci
ekotyp — Sklenar
(OK)
12 29.09.2018 | Ivancéice (JV) A. m. carnica; Alpsky Kyselina stavelova (OK)
ekotyp — Singr
13 29.09.2018 | Lhotka u Telée (JV) A.m. carn/ca;lAIpsky Kyselmawstavelova/ Kyselina
ekotyp — Havlin mravenci (OK)
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3.2.Studium viromu

Vzorky pro virom byly ptipravovany podle NetoVIR protokolu (Novel enrichment tech-
nique of VIRomes) (Conceig¢ao-Neto et al., 2015). Veskera prace byla provadéna v mistnostech
oddélenych pro praci s pre-PCR materidlem a post PCR. Reakce byly pfipraveny v UV boxech
a pro pipetovani byly pouzivany Spicky s filtry pro zabranéni kontaminace. Pro fedéni a michani
roztokl byla pouzivana voda bez nukledz (HyClone™), ktera je dale oznaCovana pouze jako

voda.

Pted ptipravou knihoven byly vcely spocitany na suchém ledu, byli odstranéni jedinci, ktefi
byli extrémné morfologicky odlisni od zbytku populace, a bylo ur¢eno mnozstvi odpadlych
Varroa. Z kazdého vcelstva byly ptipraveny tii knihovny, a tedy i izolace DNA a RNA (ozna-

covany jako série A-C).

3.2.1. Priprava vzorki pro NGS

3.2.1.1. Homogenizace
Véely jsem vyjmula z mrazaku a uchovavala po celou dobu na ledu, abych zabranila roz-
mrznuti. Devét celych veel jsem sterilni pinzetou vlozila po tfech do 2ml zkumavek (Bertin
Technologies) s 2,8mm keramickym kulickami (oxid zirkoni¢ity). Do kazdé zkumavky jsem
pfidala 1 ml 1x PBS a vzorky jsem homogenizovala v MINILY S homogenizéatoru (Bertin Tech-
nologies) po dobu 5 minut pfi rychlosti 3 000rpm (rychlost 1).

Zhomogenizované vzorky jsem centrifugovala po dobu 3 minut pti 17 000xg, ze vzorku
jsem odebrala 400 pl supernatantu pro filtraci. Na 0,8 PES (Sartorius Vivaclear Mini) filtry
jsem prtidala 400 pl supernatantu a zkumavky poté centrifugovala 3 minuty pti 17 000xg. Pte-
filtrovany supernatant ze tii zkumavek jsem spojila do jedné zkumavky a pouzila pro pifipravu

knihovny. Jeden vzorek pro pfipravu knihovny tedy pochazi z 9 vcel.

K peletu/v¢éelam po homogenizaci jsem ptidala 0,6 ml TRIzolu (pomér 1:1) a vzorek byl
znovu homogenizovan po dobu 4 minut pii rychlosti 5 000rpm (rychlost 3), aby doslo ke kom-
pletni homogenizaci v¢el. Z takto ptipraveného vzorku jsem izolovala RNA a DNA viz kapitola

3.3.1.

3.2.1.2.  Ofetieni nukledazami
Prefiltrovany supernatant z v¢el jsem promichala a 260 pl jsem pouzila pro oSetfeni nuklea-
zami. V tomto kroku byly odstranény nevirové NK, zatimco virové NK byly stale chranény

v kapsidé. Reakce se skladala z 14 pl 20x pufru (1M Tris, 100mM CaCl> a 30mM MgCl,,
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pH=8), 116 U benzonazy (BioLabs), 400 U mikrokokalni nukledzy (BioLabs) a 260 ul vzorku.
Reakci jsem dvé hodiny inkubovala ve vyhiivacim bloku pti 37 °C.
3.2.1.3. Extrakce NK

Virové NK byly izolovany pomoci QIAamp® Viral RNA Mini kitu (Qiagen). Cely objem
predchozi reakce (280 pl) jsem smichala s 1 120 ul AVL pufru, smés jsem promichala a inku-
bovala pfi pokojové teploté 10 minut. Po kratkém stoCeni na centrifuze jsem piidala 1 120 ul
etanolu a vzorek znovu promichala. Tento roztok jsem poté prenesla na kolonku po 630 pl
a centrifugovala 1 minutu pii 6 000xg. Ze sbérné zkumavky jsem odstranila tekutinu. Na ko-
lonku jsem ptidala dalSich 630 pl vzorku a kolonku centrifugovala. Tento krok jsem opakovala

do zpracovani celého objemu vzorku.

Na kolonku se zachycenymi NK jsem poté ptidala 500 ul AW pufru a kolonku centrifugo-
vala po dobu 1 minuty pii 6 000xg. Po vyméné sbérné zkumavky jsem ptidala 500 ul AW2
pufru. Nejdiive jsem kolonku centrifugovala 3 minuty pti 20 000xg, po vyméné zkumavky jsem
kolonku opét centrifugovala 1 minutu pti 20 000xg pro Uplné odstranéni AW?2 pufru. Kolonku
jsem poté umistila do 1,5ml zkumavky a pfimo na membranu ptidala 60 pul AVE pufru. Inku-
bace 1 minutu umoznila uvolnéni NK zachycenych na membrané a kolonku jsem centrifugo-

vala 1 minutu pfi 6 000xg.

3.2.1.4. Amplifikace

Amplifikace NK byla provedena pomoci upraveného protokolu WTA2 kitu (Complete
Whole Transcriptome Amplification kit od Sigma Aldrich). Smichala jsem 2,82 ul vzorku
z piedchoziho kroku a 0,5 pl roztoku Library Synthesis Solution a inkubovala po dobu 2 minut
pii1 95 °C a poté ochladila na 18 °C. Ke smési jsem pridala 0,78 ul vody, 0,5ul Library Synthesis
Solution a 0,4 pl Library Synthesis Enzyme. Reakce probihala v pfistroji GeneAmp® PCR sys-
tem 9700 (Thermo Fisher Scientific) za téchto podminek: 10 minut 18 °C, 10 minut 25 °C, 30
minut 37 °C, 10 minut 42 °C, 20 minut 70 °C, 4 °C do dalsiho kroku. Po stoceni jsem piidala
7,5 pl Amplification mix, 60,2 pl vody, 1,5 pl WTA dANTP mixu a 0,75 pl Amplification En-
zyme. Reakci jsem opét opatrn€ promichala a pokracovala v GeneAmp® PCR system 9700 za
téchto podminek: 2 minuty 94 °C, 30 sekund 94 °C, 5 minut 70 °C, krok 2. a 3. byl opakovéan
17x.

Amplifikované produkty jsem ptecistila pomoci MSB® SPIN PCRPACE (Stratec) podle
doporuceni vyrobce a jejich koncentraci zjistila pomoci Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Ther-
moFisher) na pfistroji Qubit Fluorometer 2.0 s nastavenim dsDNA High Sensitivity podle fi-
remniho protokolu.
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3.2.1.5. Piiprava amplikonit pro sekvenaci
Vzorky po WTA2 amplifikaci jsem natedila vodou na koncentraci 1,2 ng/ul. Z takto stan-
dardizovanych vzorkii DNA byly pfipraveny sekvenacni knihovny pomoci Nextera XT DNA
Library Preparation Kit (Illumina). Jako negativni kontrola byla pouzita voda, ktera prosla

WTA2 amplifikaci a byla ‘nafedéna‘ vodou, ktera byla pouzivana pro fedéni ostatnich vzorki.

Do 0,2ml zkumavky jsem smichala 5 pul Tagment Buffer, 2,5 ul Amplicon tagment mix
a 2,5 ul DNA. Smés jsem kratce stocila v mikrocentrifuze a inkubovala v termocykleru Gene-
Pro™ (Bioer Co.) po dobu 4 minut pti 55 °C. Fragmentovany vzorek jsem ochladila na 10 °C
a okamzité pridala 2,5 pl Neutralize Tagment Bufferu pro zastaveni tagmentace. Vzorek jsem
radné promichala, stocila mikrocentrifugou a inkubovala 5 minut pti pokojové teplot¢.

Ke kazdému vzorku jsem pfidala riznou sadu indext, ktera ho odliSovala od ostatnich (viz

tabulka 4).

Tabulka 4- Seznam pouzitych indexii

Série | Indexy Série |Indexy Série |Indexy Negat. |Indexy

A | N7xx S5xx B N7xx S5xx C N7xx |S5xx | kontrola | N7xx |S5xx
1 |N701 S504 1 |[N719 |S517 1 |N706 |S504 |NK N705 |S516
2 N705 S$502 2 N720 S$518 2 N704 |S517

3 |N706 |S502 3 |N703 |S502 3 |N505 |S517

4 N723 S$522 4 N721 $520 4 N722 |S521

5 N716 S515 5 N702 S517 5 N706 |S513

6 |N718 S516 6 |N706 |[S503 6 |N724 |S502

7 N702 S504 7 N704 $502 7 N726 |S503

8 |N703 S504 8 |N703 |S517 8 |N724 |S513

9 |N701 S502 9 |N701 |S503 9 |N728 |S515

10 |N705 S503 10 |N702 |S503 10 |N729 |S516

11 | N704 S504 11 | N703 S503 11 |N701 |S513

12 |N702 S502 12 |N704 |S503 12 |N706 |S157

13 |N701 S517 13 |N705 |S504 13 |N702 |S515

Reakce se tedy skladala z 12,5 pl pfedchozi smési s tagmentovanou DNA, 2,5 pl Primeru 1
(17, N7xx), 2,5 pl Primeru 2 (15, S5xx) a 7,5 pl Nextera PCR master mix. Po sto¢eni v mikro-
centrifuze reakce probihala v GenePro™ termocykleru za podminek: 3 minuty pii 72 °C,
30 sekund pti 95 °C, 10 sekund pti 95 °C, 30 sekund pii 55 °C, 45 sekund pti 72 °C, krok 3-5
byl opakovan 15x, po ukonceni amplifikace byla reakce ochlazena na 4 °C.

3.2.1.6.  Purifikace
K 25 ul PCR produktu po piipraveé knihovny jsem pfidala 15 pl AMPure XP magnetickych

kulicek (Beckman Coulter) a smés promichala pipetovanim. Inkubace po dobu 5 minut pfi
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pokojové teploté umoznila vazbu DNA na kuli¢ky a vzorek jsem poté umistila do magnetického
stojanku (NGS MagSlide™ Mini), kde se kulicky s navazanou DNA piesunuly na sténu zku-
mavky nejblize k magnetiim. Ciry supernatant jsem poté opatrné odebrala a do zkumavky jsem
pfidala 200 pl Cerstv€ namichané¢ho 80% etanolu. Po kratké inkubaci, se zkumavkou stéle
v magnetickém stojanku, jsem supernatant odstranila a postup promyti etanolem opakovala. Po
druhém promyti etanolem jsem opatrné odstranila v§echny zbytky etanolu a inkubovala vzorek

pfi pokojové teploté pro odstranéni zbytkového etanolu.

Po dostatecném vysuSeni jsem ptidala 26,25 ul 10mM Tris-HCI (pH=8) a po odstranéni zku-
mavky z magnetického stojanku jsem kuli¢ky resuspendovala pipetou. Inkubovala jsem vzorek
pti pokojové teploté 2 minuty pro uvolnéni DNA z kulicek. Po této inkubaci jsem zkumavku
op¢t vloZila do magnetického stojanku a inkubovala 2 minuty. Opatrné jsem odebrala 25 pl

supernatantu bez piimési kulicek do nové zkumavky.

3.2.1.7.  Kvantifikace a kontrola kvality knihovny
Pro kazdy vzorek jsem stanovila koncentraci pomoci Qubit™ dsDNA HS Assay Kit. Sa-
motnd kvalita jednotlivych knihoven byla zobrazena pomoci High Sensitivity DNA Assay
v 2100 Bioanalyzeru podle firemniho protokolu v Laboratofi sekvenace DNA na PfF UK (BI-
OCEV, Primyslova 595, Vestec). Ve stejné laboratofi byly vzorky kvantifikovany pomoci
qPCR. V pfipad¢ nedostatecné kvality knihovny jsem postup po WTA2 amplifikaci zopako-

vala.

3.2.1.8. Sekvenace nové generace
Vzhledem k tomu, Ze ne vSechny vzorky dosahovaly koncentrace alespoit 4nM, byly oproti
puvodnimu protokolu natedény na 2nM. Podle firemniho protokolu je moZné pouZzit polovicni
koncentraci bez ovlivnéni kvalitu vysledkl. Vzorky byly poté spojeny a sekvenace byla prove-

dena na pfistroji HiSeq2000 (Ilumina) v KU Leuven Genomics Core, Belgie.

3.2.2. Bioinformatické zpracovani

Kvalita dat pfed a po ofezu sekvenci (z angl. trimming) byla zkontrolovana pomoci FastQC
(Babraham bioinformatics, v0.11.9), ktery informuje o kvalité¢ samotnych dat. Pro odstranéni
adaptért po amplifikaci pomoci kitu Nextera a WTA2, byl pouzit program Trimmomatic v0.39
(Bolger et al., 2014), krom¢ adaptéra byly odstranény dalsi sekvence a baze (slidingwindow:
4, 20; leading: 19; tailing: 15; minlen: 50). Jednotlivé sekvence byly poté slozeny pomoci SPA-
des v3.14.1 s metagenomickym nastavenim a pouzitim n¢kolika délek k-merti: 21, 33, 55 a 77

(Bankevich et al., 2012; Nurk et al., 2017). DIAMOND v2.0.1 byl pouzit pro zarovnani (z angl.
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aligment) sloZenych sekvenci proti non-redundantni proteinové databazi (NCBI) (Buchfink et

al., 2015), které byly poté anotovany pomoci Kronatools v2.0 (Ondov et al., 2011).

Pomoci ClusterGenomes v3 (https://bitbucket.org/MAVERICLab/docker-clustergenomes/

src/ master/) byly slouceny sekvence vétsi nez 500pb s identitou minimalné 95 % a pokrytim
80 %. Tyto sekvence byly namapované zpét na virové sekvence pomoci BWA-MEM (Li, 2013)
a vyuzity pro BamM v3.0 (https://github.com/Ecogenomics/BamM), kde byly zarovnané sek-

vence filtrovany (95 % identity pfes 90 % délky) a z nich bylo poté urceno pokryti spolu
s tpmean, coz je korekce na extrémné nizké a vysoké pokryti oblasti daného segmentu sekve-
nacnimi ¢tenimi (z angl. read). Z non-redundantnich sekvenci byla také vytvorena virova kla-

sifikace.

NGS data byla paraleln¢ analyzovana metodou cilenou na znamé viry A. mellifera. Sekvence
reprezentativnich zastupcii vSech doposud popsanych skupin véelich virt (leden 2020) byly
stazeny z databaze Genbank a spojeny do jedné smésné referencni sekvence. Na tuto referencni
sekvenci byly mapovany sekvenacni ¢teni (mapovaci software Geneious, max. sekvencni di-
vergence 20 %). U virh s kompletnim pokrytim byly extrahovdny sloucené sekvence
(jedna/druh viru) a na ty znovu mapovany sekvenacni cteni stejnym zptisobem. Takto ziskané

sekvence jsem porovnala pomoci blastn proti nukleotidové databazi (NCBI).

Pokud bylo mozné z jednotlivych vzorkt ziskat kompletni virové sekvence a jejich mnozstvi
ptes celou sadu dat pfesahovalo 10 unikatnich sekvenci viru, ziskala jsem pro tyto viry sady
reprezentativnich sekvenci z databaze Genbank, zahrnujici jak nejblizsi ptibuzné, tak vzdale-
n¢j$i homologni sekvence. V BioEdit jsem vytvofila aligment pomoci Clustal W. Samotny fy-

logeneticky strom jsem vytvofila v MrBayes v3.2.7 (Ronquist ef al., 2012) (GTR+I+T, nst 6,

generace 10%, F igTree v1.4.4 (https:/github.com/rambaut/figtree/releases/tag/v1.4.4)
a MEGA-X metodou maximalni pravdépodobnosti (bootstrap 1 000) (Kumar ef al., 2018).

Statistické testovani korelace viromu s metadaty jsem zpracovala v R (R v4.0.2) pomoci adonis
testu (permutace 10 000) implementovaného ve vegan balicku (Oksanen et al., 2019) a shluko-
vani podle PCoA (Bray-Curtis) v ape balicku (Paradis & Schliep, 2019). Teplotni mapy (z ang].
heatmap) jsem vytvofila v R pomoci Heatmaply (Galili ez al., 2018), grafy v R, a vystup mnoz-

stvi pomé&rného mnozstvi ¢teni u Celedi byl vytvoren v programovém prostiedi Python.
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3.3. Pritomnost patogenii a charakterizace poddruhu vcel

3.3.1. Izolace totalni DNA/ RNA

Vzorek homogenizovanych vcel TRIzolem (viz kapitola 3.3.1.1) jsem centrifugovala 5 mi-
nut pti 12 000xg pro odstranéni zbytku kompletné nezhomogenizované tkan€, supernatant jsem
prenesla do nové zkumavky a inkubovala pfi pokojové teplot€¢ 5 minut pro rozruSeni nukleo-
proteinovych komplexu. K roztoku jsem ptidala 120 pl chloroformu a smés jsem fadn¢ promi-
chala a po 3minutové inkubaci centrifugovala 15 minut pfi 12 000xg. Vysledny vzorek mél

fadné oddélené faze

Izolace RNA

Vodnou fazi s RNA jsem pipetou odebrala a k ni pfidala 500 pl isopropanolu. Roztok jsem
promichala, inkubovala 10 minut pfi pokojové teploté a centrifugovala 10 minut pii 12 000xg.
Po odstranéni supernatantu jsem k peletu pridala 600 pl 75 % etanolu, vzorek promichala a cen-
trifugovala 5 minut pii 7 500xg. Supernatant jsem odstranila a pelet nechala schnout v oteviené
zkumavce do odpareni zbytku etanolu. Pelet jsem poté resuspendovala v 50 ul vody a inkubo-
vala 10 minut pii 55 °C pro uplné rozpuSténi RNA. Kvalitu a koncentraci izolované RNA jsem
urcila podle absorbance pii 260 nm, a pomérii absorbanci v riznych vlnovych délkach
(260/280, 260/230) zmétenych ptistrojem Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher

Scientific) dle navodu vyrobce.

Izolace DNA
Po odebrani poslednich zbytkli vodné faze jsem pro zabranéni kontaminace RNA pridala ke
zbyvajicim fazim 180 pul 100 % etanolu. Roztok jsem jemné promichala a po kratké inkubaci

(2-3 minuty) centrifugovala 5 minut pii 2 000xg. Supernatant jsem odstranila.

K peletu DNA jsem ptidala 600 pl 0,1M citratu sodného v 10 % etanolu a inkubovala 30 mi-
nut pfi pokojové teploté. Po centrifugaci 5 minut pii 2 000xg jsem supernatant odstranila a krok
proplachnuti peletu roztokem citratu sodného opakovala. Nasledné jsem k peletu ptidala
1000 pl 75 % etanolu a inkubovala 15 minut pti pokojové teplote, obfasné jemné promichala.
Vzorek jsem centrifugovala 5 minut pti 2 000xg a supernatant jsem odstranila, a pelet nechala
vysusit v oteviené zkumavce. Pelet jsem resuspendovala v 300 pl 8mM NaOH pomoci pipety
a centrifugovala 10 minut pfi 12 000xg pro odstranéni nerozpustného materidlu. Supernatant
jsem poté prenesla do nové zkumavky. Koncentraci a kvalitu DNA jsem urcila pomoci pfistroje

Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) podle navodu vyrobce.
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3.3.2. Detekce nevirovych patogent pomoci PCR

Ptitomnost patogenii jsem testovala pomoci PCR se specifickymi primery. Pro kontrolu izo-

lace byl pouzit B aktin Apis mellifera. Sledovala jsem ptitomnost bakterii Melissocccus pluto-

nius a Paenibacillus larvae; hub Nosema ceranae a apis; Kinetoplastid Crithidia mellificae

a Lotmaria passim; a roztoce Varroa destructor. Seznam pouzivanych primera spolu s jejich

cilovymi geny viz. tabulka 5.

Tabulka 5- Prehled primerii pouzitych pro detekci nevirovych patogenii a taxonomii. (COI-II — Cy-
tochrom oxiddza podjednotka I a II, COX- Cyklooxygendza, SL- spliced-leader, rRNA- ribozomalni
RNA; * velikost variabilni)

GGG GGG CGT TTA AAATGT GAA ACA ACT ATG

Velikost
Organismus | Cileny gen Sekvence 5 -> 3 [pb] Citace

Apis mellifera | g 1tin | CCT GGA ATC GCA GAT AGA ATG C 190 %‘gg;'e'd etal,

AAG AAT TGA CCC ACC AAT CCA TAC
Taxonomie

) COI-COIl | GGC AGA ATA AGT GCA TTG (Garnery et al,

A. mellifera * 1992; Garnery et

CAA TAT CAT TGA TGA CC

al., 1993)

Varroa COoxX1 GGR GGW GAY CCW ATT YTW TAT CAA C 458 (Anderson &
destructor CCT GTW AWA ATA GCA AAT AC Fuchs, 1998)
Kinetoplastida | g GGG AAG CTT CTG TAC TWT ATT GGT A . (Westenberger et

GGG AAT TCA ATA WAG TAC AGA AAC TG al., 2004)
Melissocccus | 16S rRNA | GAA GAG GAG TTA AAA GGC GC 331 (Govan et al.,
plutonius TTA TCT CTA AGG CGT TCA AAG G 1998)
Paenibacillus | 16SRNA | CTT GTG TTT CTT TCG GGA GAC GCC A 1106 |(Dobbelaere et
larvae TCT TAG AGT GCC CAC CTC TGC G al., 2001)
'CV:; i’Z: 16SRNA | CGG CGA CGA TGT GAT ATG AAA ATA TTA A 718.915

CCC GGT CAT TCT CAA ACA AAA AAC CG (Martin-Herndn-

. dez et al., 2007)

Nosema apis | 16SRNA | GGG GGC ATG TCT TTG ACG TAC TAT GTA 21

Reakce obsahovala 1 U Taq DNA polymerazy (BioLabs), 1x Taq pufr (BioLabs), 200uM

dNTPS (BioLabs) a 0,5uM primerti (kromé PCR pro Varroa, kde je pouzivana koncentrace

0,85uM). K reakci jsem ptidala 1 pl izolované DNA (~65 ng). Reakce jsem piipravovala v

objemu 25 pl (krom¢ PCR pro taxonomii, kterou jsem pfipravovala v objemu 50 pl) a probihaly

za podminek uvedenych v tabulce 6. Samotna amplifikace probihala v pfistroji PTC-200 Ther-

mal Cycler (MJ Research).
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Tabulka 6- Podminky PCR reakci (Cas u kroku 7 neni uveden a znamend do ukonceni programu)

Aktin COl-ll Kinetoplastida | Varroa | M. plutonius/ | N. ceranae/
[°C/t] [°C/t] [°C/t] [°C/t] P. larvae [°C/t] | N. apis [°C/t]

1. 95/5m 94/2m 95/30s 95/30s 95/30s 95/30s

2. 95/30s 94/2m 95/30s 95/30s 95/30s 95/30s

3. 55/30s 48/45s 50/1m 52/30s 55/1m 61.8/30s

4, 72/1m 68/2m 68/30s 68/1m 68/30s 68/1m

5. ->2./39%X |->2./30%X |->2./30X% ->2./30% |->2./30% ->2./35X%

6. 72/4m 68/5m 68/5m 68/5m 68/5m 68/7m

7. 10/- 10/- 10/- 10/- 10/- 10/-

Pozitivni kontrolu pro Varroa jsem ziskala izolaci tfi celych roztoct ze vzorka véel pomoci
TRIzolu (viz. vyse). DNA Melissococcus plutonius a Paenibacillus larvae ndm byly poskytnuty
RNDr. Tomasem Erbanem, Ph.D. Jako pozitivni kontrolu N. ceranae jsem pouzivala vzorek
vcel pozitivni po analyze NGS pfi testu metody ptipravy knihoven v nasi laboratofi které byly
pripravené v ramci spoluprace s KU Leuven (CELSA grant), ale nejsou zahrnuty v mé diplo-
mové praci. Vzhledem k nizké prevalenci N. apis nebylo mozné ziskat pozitivni kontrolu.
Nicméné€ pouzivané primery byly plivodné navrzené pro PCR detekci obou druhti Nosema se
stejnymi podminkami reakce, a proto predpokladame jejich funkénost pro detekci obou druhti.
Primery pouzivané pro kinetoplastida jsou schopné amplifikovat i jiné druhy kinetoplastid,
proto byly jako pozitivni kontroly pouZity dva blizké druhy Crithidia fasciculata, Leptomonas
pyrrhocoris které ndm poskytl doc. RNDr. Jan Votypka, Ph.D., a jejichZ DNA jsem izolovala
pomoci TRIzolu (viz. vySe). U veskerych PCR byly pouZivany negativni kontroly pro kontrolu

kontaminace a fale$né pozitivity.

3.3.3. Taxonomie pritomnych poddruha A. mellifera

Ze vzorku jsem amplifikovala mezigenovou oblast COI-COII pomoci PCR (viz. vyse). PCR
produkt jsem ptecistila pomoci MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) podle firemniho pro-
tokolu. Sekvenacni reakce byla pfipravena podle pravidel a doporuceni v Laboratoti sekvenace
DNA na PiF UK (BIOCEV, Primyslova 595, Vestec), kde bylo provedeno Sangerovo sekve-
novani. Mnozstvi DNA pouzité pro sekvenaci bylo ur¢eno podle velikosti fragmentu na elek-
troforéze (~500-800 pb). Pro kazdy vzorek byla provedena sekvenace z obou stran amplifiko-
van¢ho produktu a sekvence jsem poté slozila pomoci programu CAP3 (Huang & Madan,
1999). Ziskané sekvence byly proti sobé zarovnany a byl vytvotren fylogeneticky strom (viz.

3.2.2).
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4. Vysledky

4.1.Poddruhy Apis mellifera

Nejdiive jsem testovala, jak blizké jsou sekvence mezigenové oblasti COI-COII ziskané
z jednoho vcelstva v replikatnich vzorcich (vzorové dvojice 2A a 2C). Vzhledem k identité sek-
venci v replikatnich vzorkach (95-96%) bylo pokracovano v sekvenaci pouze jednoho vzorku

v sérii ze veelstva.

Ziskané sekvence netvorily fylogenetické klastry v souladu s informacemi o jejich poddruhu
(obrazek 7). Toto rozlozeni by mohlo byt dano historickym kiizenim mezi poddruhy, kterému
se neda pln¢ zabranit. Vzhledem k nepriikazné genotypizaci jsem pro analyzu vyuzila infor-

mace o poddruhu nam poskytnuté vcelafem pti odbéru vzorki (tabulka 3).

—— MG788257.1 Carnica

—— AP018434.1 Blackbee

——— AP018432.1_ Buckfast

—— MN250878.1_Carnica

——— MH341407.1_Ligustica
10B_Camnica

a2 11B_Camica

——— 8B _Blackbee_hybrid

—— 1A Buckfast

T —— 3B _Camica

base 2A_MelliferaxCamica
WC 2C_MelliferaxCamica

L MK287716.1_Apis_mellifera_haplotype_M4ql

——— 4B_Buckfast

—— 5B_Buckfast

185 12B Camnica

W: 13B _Camica

L 7B Camica

078- 17100

093/~

1/36

L 9B Camica

L 6B _Camica

——— MK140902.1 Carnica_Sklenar
L——— MK140903.1_Carnica_Singer
L—— MH670656.1_Apis cerana

04

Obrazek 7- Fylogeneticky strom poddruhii Apis mellifera nachazejici se v danych vzorcich (dvé sekvence
zvéelstva 2 byly ponechany pro potvrzeni blizké pribuznosti v replikatnich vzorkcih). Jednotlivé uzly maji
zobrazenou hodnotu podpory ziskané z bayesovskou metodou a bootstrap hodnotyziskané metodou maximalni
vérohodnosti. Jako vnéjsi sekvence (outgroup) byla pouzita sekvence Apis cerana.
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4.2. Uroven parazitace

Vzorky vcel, které jsme analyzovaly, byly minimaln¢ parazitované. Celkové bylo v celém
souboru vzork mozné detekovat pouze dva patogeny. Odpadli rozto¢i Varroa byli nalezeni u
4 vcelstev, ale pouze v malém mnozstvi (0,006 roztoc¢d na véelu). PCR detekce Varroa byla
pozitivni pro 6 z 39 vzorki (38 %), a 5 ze 13 vcelstev (39 %) mélo alesponi jeden vzorek v tripli-
katu pozitivni. S vyjimkou vzorkl z v¢elstva 9, pozitivni byly vzorky z vcelstva, kde jsem iden-
tifikovala odpadlé jedince. Ve vzorku 9A z veelstva 9, kde nebyl Varroa nalezeny makrosko-
picky, byla PCR detekce pozitivni. Vcely tedy nebyly masivné parazitovany a proto usuzuji, ze
by Varroa nemél mit vyrazny vliv na slozeni viromu v nasi studii. Kromé Varroa bylo mozné

nalézt N. ceranae. Celkem 18 % (7/39) vzorki bylo pozitivnich a v 39 % (5/13) vcelstev.

Tabulka 7 - PCR pozitivita danych vzorkii na nevirove patogeny (PCR pro aktin funguje jako kontrola pro
uspésnou izolaci DNA). Sloupec oznacen kinetoplastida zahrnuje Crithidia mellificae a Lotmaria passim.

[ ©
= =
S| g S| 3
gl |S|§|8 £ |2|§8|8
< 9| 2(8|e|T < @l 2 S|e|3
5 SIS 8|3 % S SIS 8|3 %
hy 3| 8| 5| 5| a =y 3| 8| 5| 5| =
o 2| 82|T|8| 5|8 o 2| 82|35 5|§|8
: 5IS15/2(8]8|8|2 v SIS18(2|8|8|8|s
Véelstvo | | g | S[S|e|=|=|g|Velstvo | R g | S|S|e|l=|=|¢
AL+ -1-1-1-1- Al +]| -|-1-1+]-]-
B | + | - B | + | -
1 |c |+ ]-]- 8 ¢ |+ -1-1-1-1-1]-
A+ - -1-1+]-]1- A+ |+ -1-1-1-1-
B |+ | -] -1|- - - B |+ | - |- - - -
2 e [+ -l-1-1-1-1- 9 Jc |+ |-]-]|- - | -
AL+ ---1-1-]1- AL+ -|-]-1-1-1-
B |+ |+ ]| -|-1-1-1- B [+ |+ |- |-1-1-1-
3 e |+l -l-1-1-1-1-1 120 Jc|+]|-1-1-1-1-1-
A+ |- --1-1-]1- A+ |- -]-1-1-1-
B |+ | -] -|-|-1|-]- B |+ | -|-|-|-1|-]-
4 e |+ -l-0-0-1-1-1 1 Jec |+ -]-1-1-1-1-
AL+ - -1-1-1=-1- Al + |+ -1-1-1-1-
B [+ -|-|-|-]-1]-+- B |+ | -|-1-|-1-1-
5 e |+ -1l -1-1-1 12 Jcl+l-1-1-1-1-1]-
AL+ - -1-1-1=-1- Al + ]|+ -1-1+]-]-
B [+ -|-|-|-1-1- B |+ -|-1-1-1-1-
6 |c |+ --1-1-1-1-1 13 Jc|+[+]-1-1-1-1]-*
AL+ -|-]-1+]-]1-
B |+ | -] -|-|-1|-]-
7 el +l-1-1-1-1-1-
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4.3.Virom

4.3.1. Globalni parametry sekvenaénich knihoven a dat

Veskeré knihovny, které¢ byly osekvenovany, mély optimalni velikostni rozlozeni ve vy-
sledku z High Sensitivity DNA Assay (obrazek 8). Jednotlivé velikosti fragmentl zacCinaly

okolo 100" pb a nejvétsi mnozstvi fragmentd mélo velikost okolo 300- 500 pb.

From To [bp] Corr. % of A ge Size Size distribution in Conc. Molarity From To [bp] Corr. % of A Size Size distribution in Conc. Molarity
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/1] [bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/I]
151 3421 27830 95 457 67.8 1,606.83  7,0633 121 3,564 20946 96 452 449 1,829.01  7,359.9
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I 140-] ‘
150 & 1204
| 100 ‘ a2
| ﬁé\ a
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From To [bp] Corr. % of ge Size  Size distribution in  Conc. Molarity From To [bp] Corr. % of Average Size Size distributionin Conc. Molarity
[bp] Area Total [bp] CV [%%] [pg/ui] [pmol/1] [bp] Area Total [bp] CV [%] [pa/ul] [pmol/1]
165 4,994 2,7563 93 555 57.5 2,338.26 82118 135 5206 19308 95 481 93.6 1,464.46 6,109.7
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Obrazek 8- Vybrané velikostni rozlozeni knihoven (9B, 8C, 114, 11C) se souhrnem informaci o parametrech
(nejmensi a nejvetsi velikost fragmentii, priumérna velikost fragmentii, koncentrace a molalita, rozlozeni velikosti,
plocha pod vrcholem a procento pokryti mezi markery).

Koncentrace knihoven se liSila mezi v§emi pouZitymi metodami pro kvantifikaci knihoven:
qPCR, Qubit a Agilent (High Sensitivity DNA Assay). NejniZsi ziskana hodnota byla 2,9nM a
nevyssi 23,3nM. Priimérné koncentrace knihoven byla 8,7nM. 1 kdyZ vzdy alespon 1 ze 3 metod
urcila koncentraci knihovny nad 4nM, byly pro sekvenaci vesSkerych knihoven pouzity koncen-

trace 2nM. Pro fedéni a spojeni knihoven pro sekvenaci byl pouZit udaj ziskany méfenim na
Qubitu.

34




Tabulka 8- Koncentrace jednotlivych knihoven podle metody méreni. Zvyraznéné jsou nizké koncentrace pod
4nM. NK — negativni kontrola

Série/
Vcelstvo A B C
[nM] gPCR Agilent Qubit gPCR Agilent Qubit gPCR Agilent Qubit
1 7.9 8.2 10.6 8.5 10.6 9.2 6.0 5.3 6.1
2 8.0 8.1 9.2 2.9 7.4 3.9 10.0 16.2 12.7
3 6.8 10.0 8.9 6.6 5.3 5.6 20.9 15.7 11.7
4 8.0 11.1 8.6 3.2 5.3 4.7 7.1 8.1 9.8
5 3.5 4.5 5.1 6.6 8.8 9.1 4.1 3.8 5.1
6 9.4 8.0 7.5 7.7 11.0 8.4 4.9 4.8 8.0
7 8.1 12.0 9.0 11.8 11.6 10.0 19.2 17.8 23.3
8 13.8 11.3 13.5 7.8 9.5 8.0 4.9 7.4 7.0
9 6.2 5.1 8.1 4.6 7.1 5.5 6.3 6.8 10.8
10 9.9 11.2 11.7 6.0 8.1 6.3 4.6 4.3 7.9
11 6.4 8.2 7.6 13.8 15.6 17.8 5.0 6.1 7.6
12 5.0 53 8.2 14.6 10.9 14.7 7.7 10.5 13.3
13 7.4 11.6 10.0 7.1 8.8 6.8 7.3 6.1 8.2
NK 1.1 0.3 1.1

Procentualni zastoupeni virovych sekvenci v jednotlivych vzorcich je zobrazeno v tabulce

9. Uz v tomto hrubém parametru je patrna znacnd variabilita replikatnich vzorki, viz dale. Po

zpracovani bylo celkem ziskdno 47 999 non-redundantnich sekvenci vétSich nez 500 pb, 3925

z nich bylo virovych, tedy 8,2 %. Nebylo mozZné identifikovat Zadné sekvence v negativni kon-

trole.

Tabulka 9- Procentudlni zastoupeni virovych sekvenci v knihovndch (urceny z Krona vystupii).

Série/
vcelstvo A B C
1 4.0 27.0 3.0
2 4.0 1.0 12.0
3 2.0 8.0 61.0
4 3.0 24.0 0.6
5 16.0 3.0 15.0
6 12.0 0.2 0.2
7 68.0 67.0 0.8
8 57.0 4.0 2.0
9 97.0 96.0 99.0
10 5.0 8.0 23.0
11 59.0 40.0 57.0
12 6.0 92.0 99.0
13 88.0 4.0 9.0
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Jeden vzorek se skladal z deviti jedincii, ale ze stejného vcelstva byly pfipraveny vzdy 3
izolace (3x9 jedinct, biologické replikaty). VEétsi mnozstvi jedincii mélo teoreticky zabranit
jedinci s vysokou/abnormalni virovou nalozi ovlivnit vystupni data. Pfesto se vSak vyskytly
piipady, kde jeden konkrétni vCeli virus zabiral velkou ¢ast veskerych virovych Cteni (extrémni
ptipad obrazek 9). Jeden virus zaobiral alespoii 80,0 % veSkerych virovych ¢teni u 30,8 %

(12/39) vzorkd.

vevr

oproti tomu 24 a 2B obsahovaly 0,002 a 0,1 % SBV sekvenci. Krona vystupy v plné velikosti jako prilohy (kapitola
8).

V sekvenacnich datech bylo mozno identifikovat fadu riiznych €eledi (obrazek 10). Nejvice
zastoupené byly celedi bakteriofagové, Myoviridae a Podoviridae, spolu s rostlinnymi viry,
Bromoviridae a Comoviridae, a s neklasifikovanymi viry, kam spadaji i nékteré viry infikujici
veely. Kromé ocekavanych (,,tradi¢nich*) ¢eledi v¢elich vira (Iflaviridae, Dicistroviridae a Ty-
moviridae) pochéazely sekvence 1 z fady dalSich Celedi, v nichz byly také recentné identifiko-

vany ‘veeli” viry, jako Partivridae, Orthomyxoviridae a Rhabdoviridae.
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4.3.2. Shlukovani dat

Vzhledem k praci v triplikatech jsou jednotlivé série zpracovani oznacovany A, B aC, a jed-
notliva vcelstva jsou oznacovany 1-13. Dvojice vCelstev 6/7 a 10/11 pochazeji z jedné kolonie,
pouze se lisi ul, ze kterého byly veelstva odebrany. Jednotlivd metadata (tabulka 3) byla rozd¢-
lena do podskupin: misto odbéru, plemeno véel a 1éCba. Lécba proti Varroa byla rozdélena do
kategorii: organické kyseliny OK (kyselina stavelova, kyselina mravenci), Varidol a neléceny
(NL). Plemena v¢el byla zredukovana na tfi hlavni poddruhy Kranska, Buckfast a hybrid. Lo-
kality pivodu jednotlivych vzorkl byly rozdélené na Ctyfi oblasti: sever S, severovychod SV,

jihozapad JZ a jihovychod JV.

Ze zastoupeni (abundance) veskerych detekovanych virovych sekvenci byla vytvotena tep-
lotni mapa (obrazek 11). Shlukovani dat odpovidalo zvolenému metodologickému pfistupu.
Nebyla patrna zavislost na sérii zpracovani (A/B/C). Naopak dochazelo ke shlukovani tripli-
katnich vzorki ze stejného vcelstva (7/13) a u ostatnich vcelstev (5/6) se shlukovaly alespoii
dvojice opakovanych vzorkill, coz mize byt zpiisobeno nestandardnim zastoupenim virovych
sekvenci u n¢kterych vzorkt (viz. vyse). Vzorky ze dvojic véelstev 6/7 a 10/11 se podle oceka-

vani shlukovaly spolu.

Pro ovéfeni zévislosti viromu na jednotlivych kategoriich metadat byl proveden adonis test.
Zatimco nebylo mozné pozorovat signifikantni zavislost na 1écbé (p= 0,11425), byla nalezena
zéavislost na vcelstvu (p=0.00009999), a lokalité¢ (p= 0.00009999). Slabsi zavislost byla i na
poddruhu v¢el (p= 0,0002). Shlukovani vzorki ve vztahu k lokalité, 1é€be€, poddruhu a vcelstvu

jsou zobrazeny na obrazku 12.
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Obrazek 11- Teplotni mapa vzorku, konstruovand na podkladé veskerych ziskanych virovych sekvenci. Je pa-
trné rizné silné shlukovani na zaklade vetsiny kategorii metadat a absence shlukovani podle série zpracovani
vzorkii. Hodnoty relativnich zastoupent jednotlivych viru byly zlogaritmovany a normalizovany, aby spadaly do
Skaly 0-1 od nejnizsich hodnot po nejvyssi hodnoty zastoupeni viru. Hvézdickou jsou oznaceny shluky, které tvorily
véelstva ziskané ze stejné kolonie.
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Obrazek 12- Shlukovani jednotlivych vzorkii podle PCoA (Bray-Curtis), barevné oznaceno podle metadat —

lokalita, lécba, poddruh a véelstvo.

4.4.Viry Apis mellifera

Nejvice zastoupené veeli viry a jejich pomérné zastoupeni jsou zobrazeny na teplotni mapg,

obrazek 13. Oproti teplotni mapé veskerych virovych sekvenci vzorky netvoftily shluky na za-

kladé pivodu/vcelstvu. Vzhledem k tomu, ze vzorky sestavaly vzdy z 9 jedinct, miizeme z to-

hoto pozorovani vyvodit, ze pfitomnost a zastoupeni jednotlivych vcelich virti jsou mezi jedinci

vyrazné odlisné. Napftiklad viry Apis rhabdovirus 1 a 2 se nachazeji v péti vcelstvech, ale vzdy

pouze v jednom vzorku ze tfi. V datech nalezené varianty DWV viru jsou oznacovany jako

DWV-1 a 2, Lake Sinai viry (LSV) jako Sinai-like virus A-E.

40



Véelstvo
13
12
i ari 11
Lééba Lokalita Poddruh Série 15

: sv c
Varidol < Hybrid
0K L B
iz Krafiska
NL A
Buckfast

RNWROS~N®©E

,—l
—
I lr
LéEba - [§|
Lokalita |
Poddruh .
Série |
Véelstvo _
ABPV---
SBV _I—
DWV-1-

Sinai-like virus A.
Sinai-like virus B+
Sinai-like virus C-
Sinai-like virus D~
Sinai-like virus E*

Apis rhabdovirus 2 -

Apis rhabdovirus 1 |
A. m. orthomyxovirus -
ALPV"

BQCV |

DWvV-2°

=~ 1A 1B 1C2C 5 4ABA7C
B b

vy

hodnot po nejvyssi hodnoty zastoupent viru.

Zatimco nékteré viry byly sekvencné nejpodobnéjsi izolatim z evropskych zemi (ABPV,
ALPV, BQCV, DWYV a Sinai-like virus A), u ostatnich podobny trend nebyl pozorovan. DWV
viry a Sinai-like viry byly podrobnéji analyzovany dale (kapitola 4.4.1). Tento fakt mize byt
zpusoben nerovnomérnym zastoupenim sekvenci v databazi virli z riznych oblasti, a to hlavné
u noveéji objevenych vira. Kromé sekvenci pochazejicich z A. mellifera bylo mozné najit po-
dobnost izolatim z jinych hostiteld, jako ze sr$né€ Vespa velutina (ABPV). V ptipadé¢ ALPV
pochéazely homologni sekvence z nékolika hostiteld, mSice, ale i rostliny kladivniku (lat. Ce-
strum). NejbliZ§i nalezené sekvence v databazi jsou spolu se zédkladnimi informacemi uvedené
v tabulce 10 a 11. Vzhledem k nizké shod¢ segmentovaného Apis mellifera orthomyxoviru, byl

jeho genom porovnan proti proteinové databazi (tabulka 11).
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Tabulka 10- Nejblizsi sekvence nalezené v databazi pro sloucené sekvence nejvice zastoupenych véelich virii.

Slouc¢ené sek-

¢ Pokryti | Identita | Identifikace
WG Wik [%] [%] v databazi Nazev Rok Zemé Hostitel
Acute bee paralysis virus isolate ABPV/1441, complete ge- F . % Tuti
99.0 97.9 | MN565031.1 | nome 2014 rance “ipa veiutina
Acute bee paralysis virus isolate Hungary 1, complete ge- | 1996- . . .
ABPY 99.0| 963 | AF486072.2 | nome 2000 | Madarsko | Apis mellijera
Acute bee paralysis virus isolate Poland 1, complete ge- 1996- Polsk
99.0 95.3 | AF486073.2 | nome 2000 o1sko Apis mellifera
Aphid lethal paralysis virus isolate ALPV-CE, complete Turecko Cestrum ele-
98.0 83.9 | MK704471.1 | genome 2016 gans
ALPV Aphid lethal paralysis virus isolate ALPV-An, complete . ..
98.0 83.8 | JX480861.1 | genome 2011 [zracl Aphis nerii
98.0 83.7 | LN907588.1 | Aphid lethal paralysis virus, isolate KE-P7 2014 Kefia Aphis fabae
Apis thabdovirus 1 strain Bombus/USA/A, complete ge- USA Bombus impa-
. 100.0 99.4 | MF114350.1 | nome 2013 tiens
Apis thabdovi- S . .
rus-1 100.0 994 | MH267692.1 | 455 thabdovirus 1 isolate ARV-1 MS, complete genome | 2009 Svédsko Apis mellifera
100.0 99.3 | MH267691.1 | Apis thabdovirus 1 isolate ARV-1 MR, complete genome | 2010 Svédsko Apis mellifera
Apis thabdovi- 99.0 98.8 | K'Y354234.1 | Apis thabdovirus 2 isolate T-12 N protein, complete cds | 2015 | Tonga Apis mellifera
rus-2 Jihoafrickd Apis mellifera
99.0 98.7 | KY354233.1 | Apis rhabdovirus 2 isolate RI-49, complete cds 2013 republika P -
Black queen cell virus isolate BQCV/1441, complete ge- Franci v Iuti
99.0 96.6 | MN565034.1 | nome 2014 ancie spa vetutina
BOCV Black queen cell virus isolate BQCV-IT1, complete ge- . .
Q 99.0 95.8 | MT416539.1 | nome 2018 | Maly Apis mellifera
98.0 93.6 | EF517515.1 | Black queen cell virus strain HUNGARY-10, complete cds | 2007 | Madarsko | Apis mellifera
Deformed wing virus isolate Austria 1414, complete ge- . .
100.0 98.4 | KU847397.1 | nome 2014 | Rakousko | Apis mellifera
DWV-1 99.0 98.3 | MH267695.1 | Deformed wing virus isolate DWV MR, complete genome | 2009 Svédsko Apis mellifera
99.0 98.1 | MH267696.1 | Deformed wing virus isolate DWV_MS, complete genome | 2009 Svédsko Apis mellifera
99.0 99.3 | MIN565037.1 | Deformed wing virus isolate DWV/1441, complete genome | 2014 Francie Vespa velutina
DWV-2 99.0 99.2 | AY251269.2 | Varroa destructor vitus 1, complete genome 2001 Nizozemsko | Varroa rozto¢
99.0 99.1 | MN538209.1 | Deformed wing virus isolate DWV_B , complete genome | 2014 Nizozemsko | Apis mellifera
100.0 97.1 | MH267698.1 | Sacbrood virus isolate SBV_MS, complete genome 2009 Svédsko Apis mellifera
SBV 100.0 96.9 | MH267697.1 | gachrood virus isolate SBV_ MR, complete genome 2010 Svédsko Apis mellifera
100.0 96.6 | MG545287.1 | Sacbrood virus isolate MD2, complete genome 2017 UsA Apis mellifera
98.0 95.5 | MG918125.1 | Lake Sinai virus strain M92/2010, complete genome 2010 | Slovinsko | Apis mellifera
S. .-l.k . & r . »
AREVIS ) 100.0|  90.7 | MH267700.1 | Lake Sinai virus 3 isolate LSV-3 MS, complete genome | 2009 | Svédsko | Apis mellifera
Papua Novd Apis mellifera
99.0 85.9 | MT482469.1 | Lake Sinai virus isolate LSV1/PNG, complete genome 2014 Guinea P
100.0 94.5 | KY465710.1 | Lake Sinai virus 2 strain VN3 ORF1, complete cds 2014 | Austrilie | Apis mellifera
Sinai-like virus Australi Api Jli
B 100.0 94.4 | KY465711.1 | Lake Sinai virus 2 strain QLD, complete cds 2014 ustralie pis mellifera
100.0 94.3 | KY465709.1 | Lake Sinai virus 2 strain VN2, complete cds 2015 | Awustrilie | Apis mellifera
o ) Jihoafricka i Jiif
Sinai-like virus | 100.0 93.7 | KY354243.1 | Lake Sinai Virus SA1, complete cds 2013 republika pis medtijera
C . . .
88.0 93.2 | KM886904.1 | Lake Sinai virus strain VBP256, complete cds 2012 Belgie Apis mellifera
Sinai-like virus Nizozemsko | Apis mellife
D 100.0 92.9 | KY354242.1 | Lake Sinai Virus NE, complete cds 2014 i pis menyjera
Sinai-like virus 99.0 91.0 | KX883223.1 | Lake Sinai virus strain WHCC111282, complete cds 2013 Cina Hmyz
86.0 89.8 | KM886903.1 | Lake Sinai virus strain VBP166, complete cds 2012 | Belgie Apis mellifera

42



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN565031.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXTVPJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF486072.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXTVPJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF486073.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDXTVPJ0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK704471.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXUK4AR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX480861.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXUK4AR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LN907588.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDXUK4AR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF114350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXVPCWZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267692.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXVPCWZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDXVPCWZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY354234.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXW6H9W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY354233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXW6H9W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN565034.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXWS1B6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT416539.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXWS1B6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF517515.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDXWS1B6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU847397.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXXDXCV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267695.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXXDXCV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDXXDXCV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN565037.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDXY5A1Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY251269.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDXY5A1Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN538209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDXY5A1Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267698.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDZAHMXE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267697.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDZAHMXE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG545287.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDZAHMXE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG918125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDZB4WMM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH267700.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDZB4WMM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT482469.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDZB4WMM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY465710.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDZBJJTA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY465711.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDZBJJTA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY465709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JDZBJJTA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY354243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDZC36RT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM886904.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDZC36RT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY354242.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDZCG9J4016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX883223.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JDZD3FCK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM886903.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JDZD3FCK014

Tabulka 11- Nejblizsi shody proteinii pro sloucené sekvence Apis mellifera orthomyxoviru a Apis rhabdoviru- 2.
U Apis mellifera orthomyxoviru jsou uvedené segmenty kodujici dany protein. Shody pro glykoproteiny téchto virii
jsou oznaceny cCervené.

Pokryti |Identita |Identifikacev |,., . .
[%] [%] databézi Nazev Rok |Zemé Hostitel
Apis mellifera orthomyxovirus
(seg. 3) polymerase subunit PA [Varroa orthomy- Izrael
& 17.0 9221 QGA69819.1 | xovirus-1] 2016 Apis mellifera
(seg. 5) 13.0 93.5 | QGA69821.1 | nucleoprotein [Varroa orthomyxovirus-1] | 2016 | Izrael Apis mellifera
(seg. 4) 13.0 35.6 | AMN92169.1 | envelope glycoprotein [Bourbon virus] 2014 | USA Homo sapiens
13.0 36.9| QFR36191.1 | glycoprotein [Thailand tick thogotovirus] | 2012 | Thajsko Boophilus sp.
(seg. 1) polymerase subunit PB2 [ Varroa ortho- Izracl
& 18.0 92.2 | QGA69817.1 | myxovirus-1] 2016 Apis mellifera
(seg. 6) 8.0 93.4 | OGA69822.1 | M protein [Varroa orthomyxovirus-1] 2016 | Izrael Apis mellifera
(sez. 2) PB1 polymerase [ Varroa orthomyxovi- Izrael
& 14.0 94.2 | QGA69818.1 |rus-1] 2016 Apis mellifera
Apis rhabdovirus-2
Jihoafricka
46.0 94.6 | ARO50039.1 | L protein [Apis rhabdovirus 2] 2013 | republika | Apis mellifera
11.0 95.8 | QGA69820.1 | glycoprotein [Varroa orthomyxovirus-1] | 2016 | Izrael Apis mellifera
11.0 95.6 | ARO50043.1 | G protein [A4pis rhabdovirus 2] 2015 | Tonga Apis mellifera
9.0 95.9 | ARO50040.1 | N protein [A4pis rthabdovirus 2] 2015 | Tonga Apis mellifera
5.0 92.6 | ARO50042.1 | M protein [Apis rthabdovirus 2] 2015 | Tonga Apis mellifera
Jihoafricka
7.0 93.5 | ARO50036.1 | P protein [4pis rhabdovirus 2] 2013 | republika | Apis mellifera
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QGA69819.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QGA69821.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AMN92169.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QFR36191.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=37&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QGA69817.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QGA69822.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QGA69818.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=E785PX5T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARO50039.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E7CKPRV0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/QGA69820.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=E7CKPRV0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARO50043.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=E7CKPRV0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARO50040.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=E7CKPRV0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARO50042.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=E7CKPRV0014

U Apis mellifera orthomyxoviru nebylo mozné nalézt blizkou shodu v databazi pro glyko-
protein (tabulka 11), i nejblizsi sekvence mély pouze nizkou podobnost. V dané studii a publi-
kované sekvenci byl nejspiSe zaménén 4 segment orthomyxoviru za glykoprotein 4Apis rhabdo-
viru 2. Z tohoto divodu byla brana jako referencni sekvence zatim nepublikovaného Apis melli-

fera orthomyxoviru ziskaného od Warda Deboutte (KU Leuven Genomics Core, Belgie).

Vzhledem k metodickému piistupu spojovani 9 jedincti a prace v triplikatech je posouzeni
skutec¢né prevalence obtizné. Tabulka 12 zobrazuje relativni pozitivitu velmi zastoupenych vir
mezi vzorky (¢teni daného viru zabiraly alespoii 2 promile celkovych Cteni pro pozitivitu). Za-
timco cast ,,vzorky* porovnava pozitivitu mezi jednotlivymi vzorky, ¢ast ,,v¢elstvo* porovnava
pozitivitu pro virus mezi jednotlivymi vcelstvy, kdy i pokud byl jeden vzorek ze tii pozitivni,
je to povazovéno za pozitivitu pro celé véelstvo. Mezi nejvice vyskytujici se viry pattil DWV,

BQCV a SBV.

Tabulka 12- Pocet vzorkii/vielstev, kdy byl identifikovan dany virus

Vzorky Vcelstvo

Virus x/39 | [%] x/13 | [%]

A. m. orthomyxovirus 11| 28.2 6 46.2
ABPV 12| 30.8 8 61.5
ALPV 11| 28.2 7 53.8
Apis rhabdovirus-1 5| 12.8 5 38.5
Apis rhabdovirus-2 5| 12.8 5 38.5
BQCV 22| 56.4 11 84.6
DWV-1 15| 35.9 5 38.5
DWV-2 38| 94.9 13| 100.0
SBV 23| 59.0 8 61.5
Sinai-like virus A 14| 35.9 7 53.8
Sinai-like virus B 8| 20.5 5 38.5
Sinai-like virus C 10| 25.6 6 46.2
Sinai-like virus D 5| 12.8 3 23.1
Sinai-like virus E 3 7.7 2 15.4

Prekvapivé bylo mozné nalézt absolutni korelaci ve vyskytu dvou veelich rhabdovirt. I kdyz
je bylo mozné nalézt pouze pospolu (A4, A6, A10, C7), zastoupeni Apis rhabdoviru 1 byla vzdy
nasobné vyssi nez Apis thabdoviru 2. Silna pozitivita byla vzdy omezena pouze na jeden vzorek

z triplikatu, coZ implikuje, Ze prevalence mezi v€elami ve v€elstvu je velmi nerovnomérna.

Zastoupeni virt, které s jistotou nalezi pouze hostiteli Varroa (Varroa destructor virus -2,3),
byly nizké oproti viriim, které by mohly patfit jak Varroa, tak vcele (Apis mellifera orthomy-

xovirus a Apis rhabdovirus- 1,2). Viz kapitola 1.3.4. Tim neni vylouceno, Ze by tyto viry mohly
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mit jako hostitele jak vcely, tak Varroa, ale je pravdépodobné, ze A. mellifera je jejich hostite-
lem nezavisle na jejich vztahu k Varroa. Pro prukaz vztahu mezi Varroa a Apis mellifera ort-
homyxovirus, svéd¢i vyssi zastoupeni viru ve vcelstvu, pokud v ném bylo mozné identifikovat
Varroa jakoukoliv metodou (obrazek 14). Ale vzhledem k charakteru NGS dat je nutné vztahy

ovefit plné kvantitativni metodou.

1e+01- ‘

1e-01-

Am orthomyxovirus zastoupeni

Megative Positive
Varroa

Obrazek 14- Zastoupeni Apis mellifera orthomyxoviru v pritomnosti a absenci Varroa ve véelstvu. Zastoupeni
je zobrazené na logaritmickeé Skale.

4.4.1. LSV

Ve vzorcich bylo moZzné nalézt 5 riiznych sekvencnich klastri virt patficich mezi LSV
(oznaceny Sinai-like virus A-E) a jejich detekce je zobrazena v tabulce 13. Bylo moZzné ziskat
16 rtiznych unikatnich sekvenci s kompletnim pokrytim (obrazek 16). I v jednom vzorku bylo
mozné nalézt nékolik variant, napt. vCelstvo 7 v sérii B, z n€jz bylo mozné sestavit kompletni
sekvenci Sinai-like viru B 1 C a zaroveil obsahoval detekovatelné mnozstvi Sinai-like vird A
a D. Tato variabilita byla jesté vyssi v ramci jednoho vcelstva. Situace je tedy komplexni z dii-
vodl velmi pravdépodobné ptitomnosti nékolika typi Sinai-like virti v jednom jedinci a/nebo

variabilité v ptitomnosti jednotlivych typl Sinai-like virti u jedinct ze stejného véelstva.
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Tabulka 13- Pritomnost Sinai-like viru v pozitivnich vzorcich (Cervené oznaceny pozitivni, definované jako
vzorky, u nichz cteni daného viru zabiralo minimalné 2 promile celkovych cteni). Vzorky negativni pro vsechny
Sinai-like viry nejsou zobrazeny.

Vcelstvo 1C 2A 2C 3A 3C 4B 5B 7A 7B 7C

Sinai-like virus A + - i + + - - + -
Sinai-like virus B - - - + + - + + _
Sinai-like virus C - + + - - + _ + -
Sinai-like virus D - - - + - - - - + -
Sinai-like virus E - - - - - - - - - -
Vcelstvo 8A 8B 8C 9A 9B 9C 11A 12A 12B 13B
Sinai-like virus A + + + + + + + - - +
Sinai-like virus B + - + - - - R . _
Sinai-like virus C - - - - - + - + ¥
Sinai-like virus D - - - - + - - _ .
Sinai-like virus E - - - - + - - R R

Bylo mozné pozorovat vétsi zastoupeni virovych sekvenci pii koinfekci Sinai-like viru A

a N. ceranae a niz$i pii koinfekci s Varroa (obrazek 15).

1ee03- 1003~

1e-01=

Varroa Nosema

LSV-A zastoupenl
LSV-A zastoupeni

Obrazek 15- Zastoupeni viru Sinai-like viru A (LSV-A) v pritomnosti a absenci parazita Nosema ceranae.
Zastoupeni zobrazené na logaritmické skdle.

Jednotlivé identifikované varianty podskupiny Sinai-like vird B byly nejblizsi nékolika izo-
latim pochazejicim z Australie, Sinai-like viru D izolatu z Nizozemska, Sinai-like viru C izo-

latu z Jihoafrické republiky a Sinai-like viru E byl nejbliZzii izolatu z Ciny. Sekvence Sinai-like

kolika studii, a tedy 1 pouze z nékolika zemi (obrazek 16).
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KY354243.1_Lake_Sinai_Virus_SAl__Jihoafricka republika
Sinai_like_wvirus CA12
100 1100 s _
Sinai_like_virus_CB13
L sinai_like_virus C.B7
1 Sinai_like_virus_C.C7

KMB86902.1_Lake_Sinai_virus_strain_VBP022__ Belgie
KYA65708.1_Lake_Sinai_wirus_2 strain_WN1__Australie

— 99100 _|: K¥465711.1 Lake Sinai_wirus_2 strain_QLD_ Austrédlie
p901%8 KY465712.1_Lake_Sinal_virus_2_strain_TAS_ Austrélie

193 —|: Sinai_l iloe_virus_B.A?
pa9im Sinai_like virus B.BS

1

110

Sinai_like virus B.A12
Sinai_like virus B.B7
KY354242.1_Lake_Sinai_Virus_NE__Nizozemsko

Lad Sinai_like_virus_D.A3
Sinai_like_virus_D.C9

—— KY455704.1_Lake_Sinai_wvirus_1_strain_TAS_ Australie
UTT) I— KY465705.1 Lake Sinai_wirus_1 strain NT__ Austrilie

17100

0.93-

KX883223.1 Lake Sinai_wirus_strain_ WHCC111282_ (ina
WE Sinal_like_virus_E.C3
MGI18125.1 Lake Sinai_virus_strain_M392_ 2010 Slovinsko
{ Sinai_like_virus_ABS9

109

Sinai_like virus A.CB
Sinai_like wvirus AAB
11100 W: Sinai_like virus AB8
L—— Sinai_like virus A.C3
MH267699.1_Lake_Sinal_wvirus_3_ Svédsko
W|: MT482469.1 Lake Sinai_wirus__ Papua Nova Guinea

NC_033707.1_Wuhan_insect_virus_8_strain_WHCCII 10272

0.72/55

L1100

Obrazek 16- Fylogeneticky strom LSV-like sekvenci spolu s reprezentativnimi sekvencemi z Genbank. Tucné
vyznacené mnou ziskané sekvence. Jednotlivé uzly maji zobrazenou hodnotu podpory ziskané bayesovskou meto-
dou a bootstrap hodnoty (ziskané metodou maximalni vérohodnosti).

4.4.2. DWV
Z dat bylo mozné kromé jinych ziskat 13 unikétnich sekvenci DWV virli s kompletnim po-
krytim,4 DWV-1 (DWV-A) a9 DWV-2 (DWV-B) (obrazek 18). Pravé DWV-2 patfil v nasich
datech mezi nejCastéji pritomné viry (obrazek 13). Ve vétSin¢€ piipadt byly jak u DWV- 1, tak
DWV-2 pozitivni vSechny vzorky z triplikatu, nebo naopak Zadny. I kdyz v datech pfevazoval
DWV-2, bylo mozné oba viry nalézt pohromadé (15 vzorkil); pii souasném vyskytu bylo

mozné pozorovat oba viry bud’ s podobnym zastoupenim, nebo bylo zastoupeni DWV-2
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nekolikrat vétsi. Zaroven bylo zastoupeni obou DWV virt primérné vyssi, pokud byl deteko-

van Varroa ve véelstvu jak pomoci PCR nebo makroskopicky (obrazek 17).

fe+02~- ‘

Te+00=

1e=00-

DWA-1 zastoupeni
DWA-2 zastoupeni

1e-02~

1e-02=

Megatve Pasitive Megatve Pasitive
Varroa Varroa

Obrazek 10- Ukazuje zastoupeni DWV-1 a DWV-2 v pritomnosti a absenci roztoce Varroa ve véelstvu. Zastou-
peni jsou zobrazené na logaritmické Skdle.

Sekvence virt DWV izolované ze stejné¢ho veelstva byly velmi blizké, napt. 9A a 9C jak pro
DWV-1, tak DWV-2. Sekvence DWV-1 a DWV-2 tvorily skupiny vzdy s DWV-A (ozna¢ovan
jako pouze Deformed wing virus) a DWV-B (oznacovany jako Deformed wing virus B). Ve
vétsing pripadi pochazely nejblizsi izolaty s nejpodobnéjsimi sekvencemi z evropskych zemi

(obrazek 17).
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Obrazek 11- Fylogeneticky strom sekvenci DWV virii spolu s reprezentativnimi sekvencemi z Genbank. Tucné
vyznacene mnou ziskané sekvence. Jednotlivé uzly maji zobrazenou hodnotu podpory ziskané bayesovskou meto-

dou a bootstrap hodnoty (ziskané metodou maximalni vérohodnosti).
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5. Diskuze

I kdyZ nejsou zimni ztraty vcel nebo zhrouceni kolonii novym fenoménem, v poslednich
letech jsou ztraty vCelstev vétsi, zejména lokaln€ zvySeny thyn vcelstev. Se zvySenou potiebou

Vv

tifikaci faktord, které by za ztraty mohly byt zodpovédné.

Jednim z mnoha faktori jsou pravé virové infekce, fada z nichz ma u vcel dlouhou historii,
piedevsim ty skupiny, které vyvolavaji pouhym okem napadné projevy. Pravé v poslednich le-
tech, hlavné diky sekvenovani nové generace, se podafilo objevit velké mnozstvi novych vira
infikujici véelu. Rada infekci témito novymi viry probiha bezpiiznakové, nebo presnéji nebyly
zatim spojeny s zadnou patologii. Je tedy pravdépodobné, ze ve vétSing ptipadl probihaji in-

fekce témito viry pouze mirn€ nebo bezptiznakove.

Krom¢ virti samotnych je mozné u vcel €asto pozorovat koinfekce fady virt, ale i koinfekce
vird s jinymi patogeny jako je Varroa nebo Nosema spp., které €asto zhorsuji pritbéh virové
infekce, nebo v ptipad¢ Varroa slouzi jako vektor pro virus. Oproti silnému vztahu s neviro-
vymi patogeny, o interakcich mezi jednotlivymi viry neni mnoho zndmo. Zatim byly objeveny
nckteré vztahy jako kompetice s jinym virem nebo zavislost na jiném viru, a patrné budou ob-
jeveny dalsi formy vzajemnych interakci. Jejich studium by vyrazné& posunula vpied existence

vhodnych bunéénych kultur pro studium téchto virt.

Studium virti u v¢el je tedy zaméfovano hlavné na objev novych virQ, které mohou mit zatim
neznamy efekt na vcelstva, vztahy mezi viry a patogeny ve zdravych a kolabujicich veelstvech,

interakci mezi viry, a také na dynamiku a faktory virulence u znamych virti.

Tato studie byla zamétend na zdrava vcelstva a sloZeni jejich viromu, ovéfeni pouzité meto-
dického pfistupu pro analyzu viromu a jeji robustnosti, zavislosti sloZeni viromu na riznych
faktorech (lokalita, 1écba proti Varroa, poddruh véel). Virom byl prozkouman pomoci sekve-
novani nové generace. Pro izolaci NK byl pouZit protokol, ktery umoziuje zachytit celé spek-
trum virll liSicich se v mnoha parametrech (velikost, obal, genom). Vzorky pochazely ze 13
véelstev a byly zpracovavany v biologickych triplikatech. Kazdy replikat pochazel z 9 jedinci.
Byla zjisténa ptibuznost velstev na zaklad¢ jejich COI-COII sekvence. Pomoci PCR byla zjis-
téna pfitomnost nevirovych patogenti, hlavné ptitomnost Varroa a Nosema spp., které maji silné

vztahy s nékterymi viry.
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Je obtizné urcit piesny divod pro odlisné vysledky provedené taxonomie poddruhti vcel,
a informaci které nam byly poskytnuty od v¢elait. Jednim z téchto diivodi mtze byt nespoleh-
livost COI-COII jako markeru. MiiZze naptiklad dochazet k mutacim v misté nasedani primert
a dojit k preferencni amplifikaci sekvence ktera neni nejvice zastoupena (Deagle ef al., 2014).
Coz by v ptipad¢ nasi analyzy, kdy vzorek pochazel z nékolika jedincii mohlo byt problema-
tické. I kdyz je tento variabilni segment spolehlivy pro zafazeni do vys$sich taxonomickych
skupin (Kono & Kohn, 2015), pro podrobné&jsi zatazeni by byla vhodné rozsahla databaze
vSech vcelich poddruhti, kterd zatim neexistuje. Dal$i ditvod miize byt vysoka troven hybridi-
zace vcelstev. Hlavné diky jejich dlouhé historii v urcitych tzemich mohlo dojit ke kiizeni mezi
poddruhy, a dnes se sekvencné lisi od své pivodni linie (Jensen et al., 2005). Nejspise jsou tedy
véelstva do jité miry hybridizovana a/nebo metodika neni pIn¢ spolehliva. Moje vysledky uka-
zuji na potiebu kvalitni a spolehlivé metodiky, kterd by byla schopna piesné urcit jejich ptibuz-

nost. Pro dal$i analyzu byly tedy pouzity informace o poddruhu ziskané od vcelaia.

Protokol, podle kterého byly knihovny pfipravovany, byl upraven témeét v kazdém kroku
(v€etné firemnich protokol u kitll) a optimalizovan pro zachyceni co nejvyssi virové diverzity
(Conceicao-Neto et al., 2015). Protokol byl uspésné€ pouzit na fadu organismil od bezobratlych
po vlky (Conceicao-Neto et al., 2016; Shi et al., 2019; Deboutte et al., 2020). Pti jeho optima-
lizaci byly sledovany viry co nejvétsi diverzity v uméle vytvofeném vzorku, ktery obsahoval
fadu virt; ssDNA (Circoviridae, Parvoviridae) dsDNA (Polyomaviridae, Herpesvirus,
Myoviridae, Mimiviridae), ssSRNA (Alphaflexiviridae, Coronaviridae) dsSRNA (Reoviridae),
s genomy o velikosti genomu 1,8- 1 181 kb a virionu 17 az ~500-700 nm, obalené 1 neobalené.
V jednotlivych krocich byl sledovéan titr téchto viri pomoci qPCR, jednotlivé kroky byly upra-
vovany, aby byla danym postupem vnesena co nejmensi chyba, zachovéana diversita virt a od-
stranéno co nejvice sekvenci nevirového charakteru. Timto protokolem by tedy mély byt iden-
tifikovatelné odlisné viry nezavisle na jejich vlastnostech, jako jsou velikost genomu, piitom-
nost obalu ¢i druh genomu (Conceigao-Neto et al., 2015). I v nami ziskanych datech bylo
mozné nalézt fadu riznych typt virt. Nejvét§im problémem pii pouziti metody NGS je detekce
velkych DNA viril. V naSich materidlech jsem ale velké DNA viry detekovala, v¢etné virti pat-
tici do Celedi Mimiviridae a jediného vceliho velkého DNA viru AmFV. Potvrdila jsme tedy,
ze tento protokol i1 v naSi laboratofi poskytuje moznost identifikace velmi rozdilnych virt u

veel.

VétsSina virti objevenych u Apis mellifera jsou RNA viry, ptesnéji +ssRNA. I kdyz byla ob-

jevena tada dalsi jako Rhabdoviridae nebo Partitiviridae (Remnant et al., 2017; Roberts et al.,
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2018; Galbraith et al., 2018), +ssRNA viry jsou stale nejvice zastoupenou skupinou virti u to-
hoto hostitele. Z ¢asti by to mohlo byt dano metodikou, nebot’ fada publikovanych studii se
zamétovala pouze na RNA viry. Nicméné i studie, které byly cilené na objeveni novych virti
odlisného charakteru sice nové viry identifikovaly, ale pfevazné opét nalezely mezi ssSRNA viry
(Galbraith et al., 2018). Také nase data potvrzuji moznost identifikace odlisnych virt. I kdyz
se tedy zd4 slozeni viromu vcel téméf vyhradné ze ssSRNA virti neobvyklé, je mozné, ze slozeni
viromu mezi riznymi druhy bezobratlych bude odlisné. Byly naptiklad pozorovany rozdily ve
slozeni viromu u dvou bezobratlych, kdy vzorky Aedes aegypti obsahovaly vice eukaryotickych
virt oproti Culex quinquefasciatus ktery mél bohatsi a vice diverzni populace bakteriofagti (Shi
et al., 2019). Je tedy mozné ze virom A. mellifera se bude skladat z velmi diverznich populaci
eukaryotickych RNA virt a stejné tak diverznich populaci bakteriofagti (Bonilla-Rosso ef al.,

2020; Deboutte et al., 2020), a nemusi to byt mezi bezobratlymi ojedinély ptipad.

V nasich vzorcich jsme nasli i fadu virt infikujici rostliny. I kdyZ se obecné predpoklada, ze
tyto sekvence jsou kontaminace z potravy véel, neni mozné vyloucit, ze by mezi nimi mohl byt
virus v€eli, ne rostlinny. Existuji studie, které¢ zkoumaly hostitelské vztahy véelich a rostlinnych
vird v rostling a vcele. Studie provedend Li a kol. nalezla replikaci viru rostlin ve vcele, ale byla
pozdéji kritizovéana (Li et al., 2014; Miller et al., 2014; Cornman, 2017). Pozorovéani replikace
vceliho viru v rostliné pochazi ze starSiho ¢lanku, ktery je nedostupny v archivech (Cole &
Morris, 1979 citovano podle Lommel et al., 1985). Ale Siroké hostitelské spektrum nekterych
virl nemusi byt vzacny nebo unikétni jev (Jiwaji et al., 2019). I kdyZ jsou ve vétsiné ptipada
rostlinné viry povazovany za kontaminaci diky pylu, nelze vyloucit, Ze by tyto viry mohly mit
hostitelsky vztah se v€elou. Pravdépodobné;ji ale existuji viry, o nichz se pouze predpoklada,
ze infikuji rostliny na zaklad¢ jejich sekvenéni podobnosti s viry v €eledich, o kterych je znamo,
ze infikuji pouze rostliny. Ale jejich podobnost nemusi jist¢ znamenat, Ze maji stejného hosti-
tele. Naptiklad sekvence BeeMLV byly zpocatku pokladany za rostlinny virus diky jejich po-
dobnosti s rostlinnymi viry fadu Tymovirales, a to az do popsani dal§iho viru bezobratlych

v tomto faddu (de Miranda et al., 2015).

V nasi studii je velmi dilezitym vystupem statisticky signifikantni zavislost slozeni viromu
na vcelstvu, ze kterého pochazely. V ptipad¢ analyzy veSkerych virovych sekvenci bylo mozné
pozorovat shlukovani vzorkil podle veelstva. Toto shlukovani se z velké ¢asti rozpadlo v pfi-

pad¢, kdy byly do analyzy zatazené pouze vceli virové sekvence.

To by mohlo byt dano nékolika faktory. Prvnim a velmi dulezitym je ptfitomnost fady bak-
teriofagl, skupiny viril, kterd zatim nebyla u vcel piili§ studovana. Ukazuje se, ze diverzita
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bakteriofagl je obrovska, ma rychlou dynamiku a jeji sloZzeni nejspise bude reagovat na fadu
faktorti. Dosud byl tento vztah popsan pro lokaci a rok sbéru (Deboutte et al., 2020). Zatim
nebylo mozné nalézt bakteriofagy ubikvitérné pfitomné a nalezené sekvence bakteriofagl se
pouze ziidka opakuji mezi riiznymi vzorky plosného sbéru (Bonilla-Rosso et al., 2020; De-
boutte et al., 2020). Pravé v nasich vysledcich bylo mozné nalézt velké mnozstvi bakteriofaga,
jejichz ptitomnost mohla vyznamné ovlivnit podobnost vzorki. S bakteriofagy souvisi i slozeni
bakteridlniho mikrobiomu. Diky jeho specializovanému charakteru je mozné nalézt néjaké
druhy témét vzdy (Zheng et al., 2019), ale ukazuje se, Ze jejich kmeny budou diverzni, a na této
urovni do jisté miry specifické pro jednotlivce ve vcelstvu (Ellegaard & Engel, 2019). V pii-
padé takto vysoké diverzity v jedincich budou spolec¢né rysy bakteridlni komunity a jejich bak-
teriofagll vyznamnéjsi, ve srovnani s podobnosti nalezenych sekvenci mezi jedinci. A budou
tedy zvySovat vysi nalezené podobnosti mezi vzorky pochdzejici ze stejného vcelstva, a tedy 1

prostiedi.

Nejpodobnéjsi byl virom u vcelstev, které pochéazely ze stejné kolonie, lisil se pouze 1l, ze
kterého byly odebrany. Jejich podobnost 1ze vysvétlit diky velmi podobnym enviromentalnim
faktoriim a jejich odliSnost bude dana hlavn€ minoritnimi rozdily v podminkéch kterym byly
vcelstva vystavena, napt. zavleCenim viru z potravy. Kromé zavislosti slozeni viromu na véel-
stvu byla pozorovana zavislost na lokalité a slaba zavislost na poddruhu v¢el. Tyto udaje vy-
svétlily pouze malé procento variability mezi vzorky. Navic byl z hlediska lokality a poddruhu
nas soubor vzorkl zna¢né nevyrovnany, napi. z nejvice zastoupené oblasti jsem méla vzorky

jen z jednoho poddruhu (JV/Kraniska, tabulka 3).

V piipadé€ pouze virl infikujici 4. mellifera nebylo moZné pozorovat stejné zavislosti jako
v pfipadé vSech virovych sekvenci (viz vySe). Predpokladame, Ze pficinou je rozptyl poziti-
vit/Cetnosti pro dany virus mezi jednotlivymi triplikaty (kromé¢ DWV), a tudiz 1 rozdily mezi
jedinci pochazejicimi ze stejného vcelstva. I spojovani 9 veel, v nékterych piipadech, nezabra-
nilo tomu, aby zastoupeni jednoho viru v knihovné bylo majoritni. Zda se tedy, ze virova néloz
a diverzita vird, jsou velmi odli$né u jedincii v jednom vcelstvu. Toto je zdsadni pozorovani pro
dalsi studie, kdy bude nutné sledovat viry u izolovanych jedinct nebo spojit pro analyzu viromu
NK z velkého mnozstvi jedinci. V kazdém ptipadé€ bude pro ptiblizeni skute¢ného stavu viro-
cenodzy ve vcelstvu nutné studovat soubor vyssich desitek jedincii. Momentéaln€ se pouzivaji
analyzy pochazejici z nékolika stupnit slu¢ovani jedinct: par jedinct (2) nebo individualné, ~10
vcel a nebo velké mnozstvi (25+), napt. (Roberts et al., 2018; Galbraith et al., 2018; Deboutte

et al., 2020). Zaroven se také ukazuje, Ze slouceni stredniho mnozstvi jedincti nemusi mit vliv

53



na pocet sekvenci ziskanych pomoci NGS, napft. v praci Shi et al. Autofi nepozorovali zménu
v poctu ¢teni ziskanych z jednoho jedince nebo slouc¢enim péti jedinci (Shi et al., 2019). Vzhle-
dem k tomu, Ze zatim nebyly nalezeny vzdy pfitomné viry, alespon co se tyce véelich eukary-
otickych virt, tak sekvenace pochazejici z minimalniho mnozstvi v€el by mohla byt vyhodné;jsi

pro tyto studie, ale jedna se o financn¢ velmi naro¢né feseni.

Oproti ostatnim véelim virtim se v nasi studii DWV nachazel, ve vétSing ptipadi, ve vSech
ttech, nebo alespoil ve dvou replikatech z jednoho vcelstva (80 % DWV-A, 85 % DWV-B; pro
dva ze tti 20 % DWV-A a 15% DWV-B) V ptipadé DWV-B ptedpokladame, Ze konzistentni
nalez mezi triplikaty je dan jeho vysokou prevalenci v ramci Ceské republiky. Vyskyt obou
typti u vSech jedinct, kde DVW byl identifikovany je mozné pficist vysoké mife promoteni
jedincii v populaci veelstva. Vysoka prevalence DWV-B, oproti DWV-A je, v souladu se své-
tovym trendem (Norton ef al., 2020). Také bylo nalezeno vyssi zastoupeni DWV virti, vice pro
DWYV-B, pokud byl ve vzorcich/ilu simultdnné detekovan i rozto¢ Varroa. To odpovida jiz
diskutovanému vztahu téchto dvou patogent (1.3.2). Ale metoda NGS neudéva kvantitu vird,
a proto bude nutné jakékoliv vztahy nalezené mezi viry a patogeny ovéfit qPCR, idedlné na

velkém mnozstvi jedinct z jednotlivych vcelstev.

Ptekvapivé, Apis rhabdovirus- 1 a 2 (BRV- 1,2) bylo mozné najit ve vzorcich vyluéné spo-
lecné (100 %), pficemZz BRV- 1 byl vZdy cetnéji zastoupeny. Podobny trend byl pozorovan i
doviry. Nachazely se spolecné u 67 % lokalit a zastoupeni sekvenci pro BRV-1 byl vzdy vyssi
oproti BRV-2, ktery bylo také mozné nalézt pouze spolu s BRV-1 (Remnant ef al., 2017). Tyto
koinfekce by mohly byt ddny napf. spoleénym mechanismem pienosu nebo sezonnim vysky-
tem, ale vzhledem k zéavislosti BRV-2 na BRV-1, by mohla existovat interakce mezi témito
viry. Zatimco detekované zastoupeni BRV-1 neni BRV-2 ovlivnéno (Remnant et al., 2017),
mnozstvi detekovanych sekvenci BRV-2 je zavisi na vyskytu BRV-1. Tato zavislost by mohla
byt zpiisobena fadou mechanismi, jednim z nich by mohla byt nepfima interakce (napt. ovliv-
néni genové exprese/imunitniho systému), pti niz by infekce BRV-1 predisponovala jedince
k infekci BRV-2. Dals§i moznost je ,,defekt” v néjakém produktu viru BRV-2, ktery tak neni
schopen reprodukce, a chybéjici funkce je nahrazena produktem z BRV-1. Tento hypoteticky
protein by mohl byt zodpovédny za jakoukoliv ¢ast virového cyklu od replikace po pienos mezi
jedinci, a opét z jakéhokoliv diivodu byt neschopny naplnit jeho funkci v hostiteli. Opét by bylo
vhodné provést komplexni kvantitativni analyzu v jedincich, a ptipadné dal$i analyzu napt. je-

jich genomt a genovych produktil za ucelem odhaleni diivodu této zavislosti.
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I kdyz neni neobvyklé nalézt fadu riznych variant LSV virti v jednom jedinci (Ravoet et al.,
2015b), byla jejich diverzita v nasich vzorcich piekvapive vysoka. Bylo mozné nalézt i 4 rizné
varianty v jednom vzorku. To ovS§em muze byt i zplisobeno spojovanim materidlu pro analyzu
viromu z n¢kolika jedinct. I kdyZ bylo dodnes nalezeno velké mnozstvi variant LSV (Ravoet
et al., 2015b; Daughenbaugh et al., 2015; Roberts et al., 2017), nékteré ze Sinai-like vira nale-
zenych v naSich vzorcich mély pouze malo velmi blizkych sekvenci v databazi (viz tabulka 10
a fylogram 16). Diverzita LSV viri je tedy obrovska a je pravdépodobné, ze budou popsany
dalsi varianty, a pravdépodobné tedy ptijde o celosvétové rozsifeny a prevalentni virus s vyso-
kou mirou diverzifikace (Daughenbaugh et al., 2015; Roberts et al., 2017). Ve vzorcich bylo
nalezeno 5 riznych hlavnich sekvenénich typti LSV, které byly nejpodobnéjsi sekvencim z né-
kolika kontinenttl, a jedna se o prvni kompletni genomy LSV virti pochazejici z Ceské repub-
liky. Stejné tak byly ziskany prvni sekvence Apis rhabdoviru 1 a 2, a Apis mellifera orthomy-

xoviru v Ceské republice.

Bylo také mozné nalézt vyss$i zastoupeni LSV viru (Sinai-like virus A, nejpodobnéjsi
LSV- 3) v ptitomnosti N. ceranae a niz$i pii koinfekcei s Varroa. Pozitivni vztah mezi LSV-2 a
Nosema byl pozorovan jiz diive spolu s negativnim vztahem s Varroa (Traynor et al., 2016).
Negativni vztah s Varroa by mohl byt zpiisoben i kompetici LSV viru s virem, ktery je asocio-
van s Varroa. Asociace LSV s N. ceranae by mohla souviset s moZnosti, ze LSV viry byly
popsany jiz diive jako Bee virus Y a Bee virus X (de Miranda et al., 2013). Infekce obéma
témito viry probihaji jako bezptiznakova infekce, ale u Bee viru Y byl pozorovan vétsi dopad
na zdravi v¢el pii koinfekcei s V. apis, zatimco Bee virus X byl asociovan s parazitickou amébou
vcel Malpighamoeba mellificae (Bailey & Woods, 1974; Bailey et al., 1983). Informace o
téchto virech jsou historické a v zékladnich rysech neliplné, nicméné vime, Ze tyto RNA viry
vyvolavaji bezptiznakovou infekcei, a také maji s LSV viry podobnou morfologii a sezonni vy-
skyt. Vzhledem k prevalenci a rozsifeni LSV virtl je nepravdépodobné, Ze by tyto viry nebyly

identifikovany jiz dfive, potencialné jako Bee virus X/Y.

V nasich vzorcich bylo mozné nalézt BRV-1 a 2, spolu s Apis mellifera orthomyxovirus.
Tyto viry byly dfive identifikovany ve Varroa (Levin et al., 2017; Levin et al., 2019) a pied-
poklada se, ze mezi nimi existuje vztah, bud’ hostitelsky, nebo Varroa slouZi pro tyto viry jako
vektor. Tyto viry byly nalezené ve vétSich mnozstvich nez viry, u kterych se predpoklada, ze je

Varroa hostitel (viz kap.1.3.4), a pravdépodobné je tedy jejich hostitelem spiSe A. mellifera.

I kdyz bylo navrzeno, ze Varroa by mohl fungovat jako vektor pro BRV (Remnant et al.,
2017), virus bylo v mych vzorcich mozné pozorovat s vysokou cetnosti i v nepfitomnosti
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roztoCe. Potvrzeni existence vztahu BRV a Varroa neni z nasich dat mozné, jednak diky niz-
kému vyskytu tohoto viru mezi v naSich materialech a z ditvodu limitace NGS metody, ktera
poskytuje jen semikvantitativni odhad zastoupeni virti. Limitovanou zavislost na Varroa pod-
poruje i nalez tohoto viru ve ¢meléacich (Bombus impatiens), kteti nejsou parazitovani Varroa
(Levin et al., 2017). Apis mellifera orthomyxovirus byl, oproti BRV, pozorovan ¢astéji a s veétsi
cetnosti v pfitomnosti Varroa, coz miize naznacovat, ze tento virus muze mit vztah s timto pa-
razitem. Ve studii Levina byl také pozorovan vztah s Apis mellifera orthomyxoviru s Varroa,
ale jednalo o Castéjsi vyskyt viru u roztoc¢e nez u vcel (Levin et al., 2019). Opét je nutné zminit,

ze pozorované vztahy je nutné potvrdit metodou umoznujici kvantifikaci patogenti.

Sekvenacni data budou vlozeny do SRA (NCBI), a ziskané kompletni sekvence jednotlivych
virt do Genbank (NCBI).

56



6. Souhrn

Ve studii jsem pouzila citlivou metagenomickou metodu, kterd umoznuje zachyt Sirokého
spektra virt rozdilnych charakteristik. Analyza viromu byla provedena na skupinach zdravych
vcel, u nichz bylo déle provedeno taxonomické zafazeni a oveéfena mira parazitace dalSimi vy-
znamnymi patogeny. Bylo zji§téno Ze virom, v némz jsou nejcetnéji zastoupené bakteriofagy,
je do jisté miry specificky pro vcelstvo. Zastoupeni eukaryotickych vira infikujici ptimo véelu
ma ale velmi odlisné zastoupeni a naloz mezi jedinci ve véelstvu. Hlavné odlisné slozeni vcelich
virt u jednotlivet je dilezité pro dalsi studie, protoze Casto pouzivana metodika slucovani ~10
jedincti pro jeden vzorek nemusi odhalit vS§echny mozné vlastnosti virti a ptipadné interakce
s jinymi viry nebo nevirovymi patogeny. Ve studii samotné byla objevena velka diverzita n¢-
kterych skupin viri a byly identifikovany viry, které zatim v Ceské republice nebyly objeveny.
Vysledky naznacily, Ze mohou mezi viry a patogeny existovat vztahy, které dosud nebyly po-
zorovany. Pro dalsi ovétfeni a upfesnéni pozorovaného vyskytu véelich vird a vztaht vyskytu
téchto virt k lokalité, k jinym virGim a patogeni je tfeba pouzit kvantitativni metody, cilené na
jednotlivé patogeny. Vyraznym posunem v poznani by byla i moZznost in vitro pokust na bu-

néénych kulturéch.

57



7. Seznam pouZité literatury

Alger, S.A., Burnham, P.A., Boncristiani, H.F., Brody, A.K., 2019a. RNA virus spillover from managed honey-
bees (Apis mellifera) to wild bumblebees (Bombus spp.). PLoS One 14.

Alger, S.A., Burnham, P.A., & Brody, A.K. (2019b) Flowers as viral hot spots: Honey bees (4pis mellifera) une-
venly deposit viruses across plant species. PLoS One 14

Anderson, D.L., & Fuchs, S. (1998) Two genetically distinct populations of Varroa jacobsoni with contrasting
reproductive abilities on Apis mellifera. Journal of Apicultural Research 37: 69—78.

Annoscia, D., Brown, S.P., Di Prisco, G., De Paoli, E., Del Fabbro, S., Frizzera, D., et al. (2019) Haemolymph
removal by Varroa mite destabilizes the dynamical interaction between immune effectors and virus in bees, as
predicted by Volterra’s model. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 286: 20190331.

Aurori, A.C., Bobis, O., Dezmirean, D.S., Marghitas, L.A., & Erler, S. (2016) Bay laurel (Laurus nobilis) as po-
tential antiviral treatment in naturally BQCV infected honeybees. Virus Res 222: 29-33.

Bailey, L. (1969) The multiplication and spread of Sacbrood virus of bees. Ann Applied Biology 63: 483—491.
Bailey, L., Ball, B.V., & Perry, J.N. (1981) The prevalence of viruses of honey bees in Britain. Annals of Applied
Biology 97: 109-118.

Bailey, L., Ball, B.V., & Perry, J.N. (1983) Association of viruses with two protozoal pathogens of the honey bee.
Annals of Applied Biology 103: 13-20.

Bailey, L., Carpenter, J.M., & Woods, R.D. (1979) Egypt Bee Virus and Australian Isolates of Kashmir Bee Virus.
Journal of General Virology, 43: 641-647.

Bailey, L., Gibbs, A.J., & Woods, R.D. (1963) Two viruses from adult honey bees (Apis mellifera Linnaeus).
Virology 21: 390-395.

Bailey, L., Gibbs, A.J., & Woods, R.D. (1964) Sacbrood virus of the larval honey bee (Apis mellifera Linnaeus).
Virology 23: 425-429.

Bailey, L., Gibbs, A.J., & Woods, R.D. (1968) The Purification and Properties of Chronic Bee-paralysis Virus.
Journal of General Virology 2: 251-260.

Bailey, L., & Woods, R.D. (1974) Three previously undescribed viruses from the honey bee. J Gen Virol 25: 175—
186.

Bailey, L., & Woods, R.D. (1977) Two More Small RNA Viruses from Honey Bees and Further Observations on
Sacbrood and Acute Bee-Paralysis Viruses. Journal of General Virology, 37: 175-182.

Ball, B.V., & Allen, M.F. (1988) The prevalence of pathogens in honey bee (Apis mellifera) colonies infested with
the parasitic mite Varroa jacobsoni. Ann Applied Biology 113: 237-244.

Bankevich, A., Nurk, S., Antipov, D., Gurevich, A.A., Dvorkin, M., Kulikov, A.S., et al. (2012) SPAdes: A New
Genome Assembly Algorithm and Its Applications to Single-Cell Sequencing. J Comput Biol 19: 455—477.
Barroso-Arévalo, S., Vicente-Rubiano, M., Molero, F., Puerta, F., & Sanchez-Vizcaino, J.M. (2019) Nucleotide
sequence variations may be associated with virulence of deformed wing virus. Apidologie 50: 482—496.

Benaets, K., Van Geystelen, A., Cardoen, D., De Smet, L., Graaf, D.C. de, Schoofs, L., ef al. (2017) Covert de-

formed wing virus infections have long-term deleterious effects on honeybee foraging and survival. Proc Biol Sci
284

Benjeddou, M., Leat, N., & Davison, S. (2002) Black queen-cell virus RNA is infectious in honey bee pupae.
Journal of Invertebrate Pathology 81: 205-206.

Bigot, D., Dalmon, A., Roy, B., Hou, C., Germain, M., Romary, M., et al. (2017) The discovery of Halictivirus
resolves the Sinaivirus phylogeny. Journal of General Virology, 98: 2864-2875.

Bolger, A.M., Lohse, M., & Usadel, B. (2014) Trimmomatic: a flexible trimmer for [llumina sequence data. Bio-
informatics 30: 2114-2120.

Bonilla-Rosso, G., Steiner, T., Wichmann, F., Bexkens, E., & Engel, P. (2020) Honey bees harbour a diverse gut
virome engaging in nested strain-level interactions with the microbiota. PNAS 117: 7355-7362.

Brettell, L.E., Mordecai, G.J., Schroeder, D.C., Jones, I.M., Silva, J.R. da, Vicente-Rubiano, M., & Martin, S.J.
(2017) A Comparison of Deformed Wing Virus in Deformed and Asymptomatic Honey Bees. Insects 8
Buchfink, B., Xie, C., & Huson, D.H. (2015) Fast and sensitive protein alignment using DIAMOND. Nat Methods
12: 59-60.

Campbell, E.M., Budge, G.E., Watkins, M., & Bowman, A.S. (2016) Transcriptome analysis of the synganglion
from the honey bee mite, Varroa destructor and RNAi1 knockdown of neural peptide targets. Insect Biochemistry
and Molecular Biology 70: 116—126.

58



Carrillo-Tripp, J., Dolezal, A.G., Goblirsch, M.J., Miller, W.A., Toth, A.L., & Bonning, B.C. (2016) Ir vivo and
in vitro infection dynamics of honey bee viruses. Sci Rep 6

Clark, T.B. (1978) A filamentous virus of the honey bee. Journal of Invertebrate Pathology 32: 332-340.

Cole, A., & Morris, T.J. (1979) Evidence for the replication of an invertebrate virus in plants. Phytopathology
69:914.

Conceicao-Neto, N., Mesquita, J.R., Zeller, M., Yinda, C.K., Alvares, F., Roque, S., ef al. (2016) Reassortment
among picobirnaviruses found in wolves. Arch Virol 161: 2859-2862.

Concei¢ao-Neto, N., Zeller, M., Lefrére, H., De Bruyn, P., Beller, L., Deboutte, W., et al. (2015) Modular approach
to customise sample preparation procedures for viral metagenomics: a reproducible protocol for virome analysis.
Scientific Reports 5: 16532.

Cornman, R.S. (2017) Available Genetic Data Do Not Support Adaptation of Tobacco Ringspot Virus to an Ar-
thropod Host. mBio 8

Cornman, R.S. (2019) Relative abundance and molecular evolution of Lake Sinai Virus (Sinaivirus) clades. Peer.J
7

Coulon, M., Schurr, F., Martel, A.-C., Cougoule, N., Bégaud, A., Mangoni, P., et al. (2018) Metabolisation of
thiamethoxam (a neonicotinoid pesticide) and interaction with the Chronic bee paralysis virus in honeybees.
Pesticide Biochemistry and Physiology 144: 10—18.

Dalmon, A., Desbiez, C., Coulon, M., Thomasson, M., Le Conte, Y., Alaux, C., et al. (2017) Evidence for positive
selection and recombination hotspots in Deformed wing virus (DWYV). Sci Rep 7

D’Alvise, P., Seeburger, V., Gihring, K., Kieboom, M., & Hasselmann, M. (2019) Seasonal dynamics and co-
occurrence patterns of honey bee pathogens revealed by high-throughput RT-qPCR analysis. Ecol Evol 9: 10241—
10252.

Daughenbaugh, K.F., Martin, M., Brutscher, L.M., Cavigli, 1., Garcia, E., Lavin, M., & Flenniken, M.L. (2015)
Honey Bee Infecting Lake Sinai Viruses. Viruses 7: 3285-3309.

Deagle, B.E., Jarman, S.N., Coissac, E., Pompanon, F., & Taberlet, P. (2014) DNA metabarcoding and the cyto-
chrome c oxidase subunit I marker: not a perfect match. Biology Letters 10: 20140562.

Deboutte, W., Beller, L., Yinda, C.K., Maes, P., Graaf, D.C. de, & Matthijnssens, J. (2020) Honey-bee—associated
prokaryotic viral communities reveal wide viral diversity and a profound metabolic coding potential. Proc Nat!
Acad Sci USA 117: 10511-10519.

DeGrandi-Hoffman, G., Chen, Y., & Simonds, R. (2013) The Effects of Pesticides on Queen Rearing and Virus
Titers in Honey Bees (Apis mellifera L.). Insects 4: 71-89.

Di Prisco, G., Annoscia, D., Margiotta, M., Ferrara, R., Varricchio, P., Zanni, V., ef al. (2016) A mutualistic
symbiosis between a parasitic mite and a pathogenic virus undermines honey bee immunity and health. Proc Natl
Acad Sci U S A 113: 3203-3208.

Di Prisco, G., Pennacchio, F., Caprio, E., Boncristiani, H.F., Evans, J.D., & Chen, Y. (2011) Varroa destructor is
an effective vector of Israeli acute paralysis virus in the honeybee, Apis mellifera. Journal of General Virology,
92: 151-155.

Dobbelaere, W., Graaf, D.C. de, & Peeters, J.E. (2001) Development of a fast and reliable diagnostic method for
American foulbrood disease (Paenibacillus larvae subsp. larvae) using a 16S rRNA gene based PCR. Apidologie
32:363-370.

Dolezal, A.G., Carrillo-Tripp, J., Judd, T.M., Allen Miller, W., Bonning, B.C., & Toth, A.L. (2019) Interacting
stressors matter: diet quality and virus infection in honeybee health. Royal Society Open Science 6: 181803.
Doublet, V., Labarussias, M., Miranda, J.R. de, Moritz, R.F.A., & Paxton, R.J. (2015a) Bees under stress: sublethal
doses of a neonicotinoid pesticide and pathogens interact to elevate honey bee mortality across the life cycle.
Environ Microbiol 17: 969-983.

Doublet, V., Natsopoulou, M.E., Zschiesche, L., & Paxton, R.J. (2015b) Within-host competition among the honey
bees pathogens Nosema ceranae and Deformed wing virus is asymmetric and to the disadvantage of the virus. J
Invertebr Pathol 124: 31-34.

Dubois, E., Dardouri, M., Schurr, F., Cougoule, N., Sircoulomb, F., & Thiéry, R. (2020) Outcomes of honeybee
pupae inoculated with deformed wing virus genotypes A and B. Apidologie 51: 18-34.

Ellegaard, K.M., & Engel, P. (2019) Genomic diversity landscape of the honey bee gut microbiota. Nature Com-
munications 10: 446.

Ellis, J.D., & Munn, P.A. (2005) The worldwide health status of honey bees. Bee World 86: 88—101.

Erban, T., Harant, K., Hubalek, M., Vitamvas, P., Kamler, M., Poltronieri, P., et al. (2015) In-depth proteomic
analysis of Varroa destructor: Detection of DWV-complex, ABPV, VAMLYV and honeybee proteins in the mite.
Scientific Reports 5: 13907.

59



Erban, T., Sopko, B., Kadlikova, K., Talacko, P., & Harant, K. (2019) Varroa destructor parasitism has a greater
effect on proteome changes than the deformed wing virus and activates TGF-f signaling pathways. Sci Rep 9: 1—
19.

Forsgren, E., Locke, B., Sircoulomb, F., & Schéfer, M.O. (2018) Bacterial Diseases in Honeybees. Curr Clin
Micro Rpt 5: 18-25.

Galbraith, D.A., Fuller, Z.L., Ray, A.M., Brockmann, A., Frazier, M., Gikungu, M.W., et al. (2018) Investigating
the viral ecology of global bee communities with high-throughput metagenomics. Sci Rep 8: 1-11.

Galili, T., O’Callaghan, A., Sidi, J., & Sievert, C. (2018) heatmaply: an R package for creating interactive cluster
heatmaps for online publishing. Bioinformatics 34: 1600—1602.

Garnery, L., Cornuet, J.-M., & Solignac, M. (1992) Evolutionary history of the honey bee Apis mellifera inferred
from mitochondrial DNA analysis. Molecular Ecology 1: 145-154.

Garnery, L., Solignac, M., Celebrano, G., & Cornuet, J.-M. (1993) A simple test using restricted PCR-amplified
mitochondrial DNA to study the genetic structure of Apis mellifera L. Experientia 49: 1016—1021.

Gauthier, L., Cornman, S., Hartmann, U., Cousserans, F., Evans, J.D., Miranda, J.R. de, & Neumann, P. (2015)
The Apis mellifera Filamentous Virus Genome. Viruses 7: 3798-3815.

Gisder, S., Aumeier, P., & Genersch, E. (2009) Deformed wing virus: replication and viral load in mites (Varroa
destructor). J Gen Virol 90: 463—467.

Gisder, S., Mockel, N., Eisenhardt, D., & Genersch, E. (2018) In vivo evolution of viral virulence: switching of
deformed wing virus between hosts results in virulence changes and sequence shifts. Environmental Microbiology
20: 4612-4628.

Giuffre, C., Lubkin, S.R., & Tarpy, D.R. (2019) Does viral load alter behaviour of the bee parasite Varroa de-
structor? PLoS One 14

Gong, H.-R., Chen, X.-X., Chen, Y.P., Hu, F.-L., Zhang, J.-L., Lin, Z.-G., et al. (2016) Evidence of Apis cerana
Sacbrood virus Infection in Apis mellifera. Appl Environ Microbiol 82: 2256-2262.

Govan, V.A., Brozel, V., Allsopp, M.H., & Davison, S. (1998) A PCR detection method for rapid identification
of Melissococcus pluton in honeybee larvae. App! Environ Microbiol 64: 1983—1985.

Gray, A., Brodschneider, R., Adjlane, N., Ballis, A., Brusbardis, V., Charriére, J.-D., et al. (2019) Loss rates of
honey bee colonies during winter 2017/18 in 36 countries participating in the COLOSS survey, including effects
of forage sources. Journal of Apicultural Research 58: 479-485.

Guo, Y., Goodman, C.L., Stanley, D.W., & Bonning, B.C. (2020) Cell Lines for Honey Bee Virus Research.
Viruses 12

Hails, R.S., Ball, B.V., & Genersch, E. (2008) Infection strategies of insect viruses. In Virology and the honey bee.
Aubert, M., Ball, B., Fries, 1., Moritz, R., Milani, N., & Bernardinelli, I. (eds). Office for Official Publications of
the European Communities, Luxembourg. pp. 255-276

Hartmann, U., Forsgren, E., Charriére, J.-D., Neumann, P., & Gauthier, L. (2015) Dynamics of Apis mellifera
Filamentous Virus (AmFV) Infections in Honey Bees and Relationships with Other Parasites. Viruses 7: 2654—
2667.

Highfield, A.C., El Nagar, A., Mackinder, L.C.M., Noél, L.M.-L.J., Hall, M.J., Martin, S.J., & Schroeder, D.C.
(2009) Deformed wing virus implicated in overwintering honeybee colony losses. Appl Environ Microbiol 75:
7212-7220.

Huang, X., & Madan, A. (1999) CAP3: A DNA Sequence Assembly Program. Genome Res 9: 868—877.

Chen, Y., Evans, J., & Feldlaufer, M. (2006) Horizontal and vertical transmission of viruses in the honey bee, Apis
mellifera. Journal of Invertebrate Pathology 92: 152—-159.

Chen, Y., Pettis, J.S., Evans, J.D., Kramer, M., & Feldlaufer, M.F. (2004) Transmission of Kashmir bee virus by
the ectoparasitic mite Varroa destructor. Apidologie 35: 441-448.

Chen, Y.P., Higgins, J.A., & Feldlaufer, M.F. (2005) Quantitative Real-Time Reverse Transcription-PCR Analysis
of Deformed Wing Virus Infection in the Honeybee (Apis mellifera L.). App! Environ Microbiol 71: 436-441.
Chevin, A., Coutard, B., Blanchard, P., Dabert-Gay, A.-S., Ribiére-Chabert, M., & Thiéry, R. (2015) Characteri-
sation of Structural Proteins from Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV) Using Mass Spectrometry. Viruses 7:
3329-3344.

Igbal, J., & Mueller, U. (2007) Virus infection causes specific learning deficits in honeybee foragers. Proc Biol
Sci 274: 1517-1521.

Jensen, A.B., Palmer, K.A., Boomsma, J.J., & Pedersen, B.V. (2005) Varying degrees of Apis mellifera ligustica
introgression in protected populations of the black honeybee, Apis mellifera mellifera, in northwest Europe. Mol
Ecol 14: 93-106.

60



Jin, L., Mehmood, S., Zhang, G., Song, Y., Su, S., Huang, S., ef al. (2020) Visualizing Sacbrood Virus of Honey
Bees via Transformation and Coupling with Enhanced Green Fluorescent Protein. Viruses 12

Jiwaji, M., Matcher, G.F., Bruyn, M.-M. de, Awando, J.A., Moodley, H., Waterworth, D., et al. (2019) Providence
virus: An animal virus that replicates in plants or a plant virus that infects and replicates in animal cells? PLoS
One 14

Kadleckova, D. (2018) Virom vcely medonosné (Apis mellifera).

Kevill, J.L., Souza, F.S. de, Sharples, C., Oliver, R., Schroeder, D.C., & Martin, S.J. (2019) DWV-A Lethal to
Honey Bees (4pis mellifera): A Colony Level Survey of DWV Variants (A, B, and C) in England, Wales, and 32
States across the US. Viruses 11.

King, A.M.Q., Adams, M.J., Carstens, E.B., & Letkowitz, E.J. (eds) (2012) Order - Tymovirales. In Virus Taxon-
omy. Elsevier, San Diego. pp. 901-903

Kono, Y., & Kohn, J.R. (2015) Range and Frequency of Africanized Honey Bees in California (USA). PLoS One
10

Kuchibhatla, D.B., Sherman, W.A., Chung, B.Y.W., Cook, S., Schneider, G., Eisenhaber, B., & Karlin, D.G.
(2014) Powerful Sequence Similarity Search Methods and In-Depth Manual Analyses Can Identify Remote Hom-
ologs in Many Apparently “Orphan” Viral Proteins. J Virol 88: 10-20.

Kumar, S., Stecher, G., Li, M., Knyaz, C., & Tamura, K. (2018) MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis across Computing Platforms. Mol Biol Evol 35: 1547—1549.

Kuster, R.D., Boncristiani, H.F., & Rueppell, O. (2014) Immunogene and viral transcript dynamics during parasitic
Varroa destructor mite infection of developing honey bee (4Apis mellifera) pupae. Journal of Experimental Biology
217: 1710-1718.

L. Bailey, B.V.B. (1991) Honey Bee Pathology. Elsevier.

Leat, N., Ball, B., Govan, V., & Davison, S. (2000) Analysis of the complete genome sequence of black queen-
cell virus, a picorna-like virus of honey bees. Journal of General Virology, 81: 2111-2119.

Levin, S., Galbraith, D., Sela, N., Erez, T., Grozinger, C.M., & Chejanovsky, N. (2017) Presence of Apis
Rhabdovirus-1 in Populations of Pollinators and Their Parasites from Two Continents. Front Microbiol 8

Levin, S., Sela, N., & Chejanovsky, N. (2016) Two novel viruses associated with the Apis mellifera pathogenic
mite Varroa destructor. Sci Rep 6

Levin, S., Sela, N., Erez, T., Nestel, D., Pettis, J., Neumann, P., & Chejanovsky, N. (2019) New Viruses from the
Ectoparasite Mite Varroa destructor Infesting Apis mellifera and Apis cerana. Viruses 11

Levitt, A.L., Singh, R., Cox-Foster, D.L., Rajotte, E., Hoover, K., Ostiguy, N., & Holmes, E.C. (2013) Cross-
species transmission of honey bee viruses in associated arthropods. Virus Research 176: 232-240.

Li, H. (2013) Aligning sequence reads, clone sequences and assembly contigs with BWA-MEM. arXiv:13033997
[q-bio]

Li, J., Wang, T., Evans, J.D., Rose, R., Zhao, Y., Li, Z., et al. (2019) The Phylogeny and Pathogenesis of Sacbrood
Virus (SBV) Infection in European Honey Bees, Apis mellifera. Viruses 11

Li, J.L., Cornman, R.S., Evans, J.D., Pettis, J.S., Zhao, Y., Murphy, C., et al. (2014) Systemic spread and propa-
gation of a plant-pathogenic virus in European honeybees, Apis mellifera. mBio 5: e00898-00813.

Li, Z., Chen, Y., Zhang, S., Chen, S., Li, W., Yan, L., ef al. (2013) Viral Infection Affects Sucrose Responsiveness
and Homing Ability of Forager Honey Bees, Apis mellifera L. PLoS One 8

Lin, Z.,Qin, Y., Page, P., Wang, S., Li, L., Wen, Z., et al. (2018) Reproduction of parasitic mites Varroa destructor
in original and new honeybee hosts. Ecol Evol 8: 2135-2145.

Liu, Q., Lei, J., Darby, A.C., & Kadowaki, T. (2020) Trypanosomatid parasite dynamically changes the transcrip-
tome during infection and modifies honey bee physiology. Communications Biology 3: 1-8.

Lommel, S.A., Morris, T.J., & Pinnock, D.E. (1985) Characterization of Nucleic Acids Associated with Arkansas
Bee Virus. INT 23: 199-207.

Loope, K.J., Baty, J.W., Lester, P.J., & Wilson Rankin, E.E. (2019) Pathogen shifts in a honeybee predator fol-
lowing the arrival of the Varroa mite. Proc Biol Sci 286

Maori, E., Lavi, S., Mozes-Koch, R., Gantman, Y., Peretz, Y., Edelbaum, O., ef al. (2007) Isolation and charac-
terization of Israeli acute paralysis virus, a dicistrovirus affecting honeybees in Israel: evidence for diversity due
to intra- and inter-species recombination. Journal of General Virology, 88: 3428-3438.

Martin, S.J., & Brettell, L.E. (2019) Deformed Wing Virus in Honeybees and Other Insects. Annual Review of
Virology 6: 49—69.

Martin-Hernandez, R., Meana, A., Prieto, L., Salvador, A.M., Garrido-Bailon, E., & Higes, M. (2007) Outcome
of colonization of Apis mellifera by Nosema ceranae. Appl Environ Microbiol 73: 6331-6338.

61



McMahon, D.P., Natsopoulou, M.E., Doublet, V., Fiirst, M., Weging, S., Brown, M.J.F., et al. (2016) Elevated
virulence of an emerging viral genotype as a driver of honeybee loss. Proc Biol Sci 283

Miller, W.A., Carrillo-Tripp, J., Bonning, B.C., Dolezal, A.G., & Toth, A.L. (2014) Conclusive Evidence of Rep-
lication of a Plant Virus in Honeybees Is Lacking. mBio 5

Miranda, J.R. de, Bailey, L., Ball, B.V., Blanchard, P., Budge, G.E., Chejanovsky, N., et al. (2013) Standard
methods for virus research in Apis mellifera. Journal of Apicultural Research 52: 1-56.

Miranda, J.R. de, Cordoni, G., & Budge, G. (2010) The Acute bee paralysis virus—Kashmir bee virus—Israeli acute
paralysis virus complex. Journal of Invertebrate Pathology 103: S30-S47.

Miranda, J.R. de, Cornman, R.S., Evans, J.D., Semberg, E., Haddad, N., Neumann, P., & Gauthier, L. (2015)
Genome Characterization, Prevalence and Distribution of a Macula-Like Virus from Apis mellifera and Varroa
destructor. Viruses T: 3586—-3602.

Miranda, J.R. de, & Genersch, E. (2010) Deformed wing virus. Journal of Invertebrate Pathology 103: S48-S61.
Mondet, F., Miranda, J.R. de, Kretzschmar, A., Le Conte, Y., & Mercer, A.R. (2014) On the Front Line:
Quantitative Virus Dynamics in Honeybee (4pis mellifera L.) Colonies along a New Expansion Front of the Par-
asite Varroa destructor. PLoS Pathog 10

Moore, J., Jironkin, A., Chandler, D., Burroughs, N., Evans, D.J., & Ryabov, E.V. (2011) Recombinants between
Deformed wing virus and Varroa destructor virus-1 may prevail in Varroa destructor-infested honeybee colonies.
J Gen Virol 92: 156-161.

Mordecai, G.J., Brettell, L.E., Martin, S.J., Dixon, D., Jones, .M., & Schroeder, D.C. (2016a) Superinfection
exclusion and the long-term survival of honey bees in Varroa-infested colonies. ISME J10: 1182—1191.
Mordecai, G.J., Brettell, L.E., Pachori, P., Villalobos, E.M., Martin, S.J., Jones, .M., & Schroeder, D.C. (2016b)
Moku virus; a new Iflavirus found in wasps, honey bees and Varroa. Sci Rep 6

Mordecai, G.J., Wilfert, L., Martin, S.J., Jones, .M., & Schroeder, D.C. (2016c) Diversity in a honey bee pathogen:
first report of a third master variant of the Deformed Wing Virus quasispecies. The ISME Journal 10: 1264—-1273.
Natsopoulou, M.E., McMahon, D.P., & Paxton, R.J. (2016) Parasites modulate within-colony activity and accel-
erate the temporal polyethism schedule of a social insect, the honey bee. Behav Ecol Sociobiol 70: 1019-1031.
Nazzi, F., Brown, S.P., Annoscia, D., Del Piccolo, F., Di Prisco, G., Varricchio, P., et al. (2012) Synergistic Par-
asite-Pathogen Interactions Mediated by Host Immunity Can Drive the Collapse of Honeybee Colonies. PLoS
Pathog 8

Nazzi, F., & Le Conte, Y. (2016) Ecology of Varroa destructor, the Major Ectoparasite of the Western Honey
Bee, Apis mellifera. Annu Rev Entomol 61: 417-432.

Norton, A.M., Remnant, E.J., Buchmann, G., & Beekman, M. (2020) Accumulation and Competition Amongst
Deformed Wing Virus Genotypes in Naive Australian Honeybees Provides Insight Into the Increasing Global
Prevalence of Genotype B. Front Microbiol 11

Nurk, S., Meleshko, D., Korobeynikov, A., & Pevzner, P.A. (2017) metaSPAdes: a new versatile metagenomic
assembler. Genome Res 27: 824-834.

Oksanen, J., Blanchet, F.G., Friendly, M., Kindt, R., Legendre, P., McGlinn, D., ef al. (2019) vegan: Community
Ecology Package. https://CRAN.R-project.org/package=vegan.

Okuyama, H., Hill, J., Martin, S.J., & Takahashi, J. (2018) The complete mitochondrial genome of a Buckfast bee,
Apis mellifera (Insecta: Hymenoptera: Apidae) in Northern Ireland. Mitochondrial DNA Part B 3: 338-339.
Olivier, V., Blanchard, P., Chaouch, S., Lallemand, P., Schurr, F., Celle, O., et al. (2008) Molecular characterisa-
tion and phylogenetic analysis of Chronic bee paralysis virus, a honey bee virus. Virus Research 132: 59—68.
Ondov, B.D., Bergman, N.H., & Phillippy, A.M. (2011) Interactive metagenomic visualization in a Web browser.
BMC Bioinformatics 12: 385.

Ongus, J.R., Peters, D., Bonmatin, J.-M., Bengsch, E., Vlak, J.M., & Oers, M.M. van (2004) Complete sequence
of a picorna-like virus of the genus Iflavirus replicating in the mite Varroa destructor. Journal of General Virology,
85:3747-3755.

Overton, H.A., Buck, K.W., Bailey, L., & Ball, B.V. (1982) Relationships between the RNA Components of
Chronic Bee-Paralysis Virus and those of Chronic Bee-Paralysis Virus Associate. Journal of General Virology,
63:171-179.

Paradis, E., & Schliep, K. (2019) ape 5.0: an environment for modern phylogenetics and evolutionary analyses in
R. Bioinformatics 35: 526-528.

Pasca, C., Marghitas, L., Sonea, C., Bobis, O., Matei, 1., & Dezmirean, D. (2019) A Review of Nosema cerane
and Nosema apis: Caracterization and Impact for Beekeeping. 1843-536.

62



Posada-Florez, F., Childers, A.K., Heerman, M.C., Egekwu, N.I., Cook, S.C., Chen, Y., ef al. (2019) Deformed
wing virus type A, a major honey bee pathogen, is vectored by the mite Varroa destructor in a non-propagative
manner. Sci Rep 9

Ravoet, J., De Smet, L., Wenseleers, T., & Graaf, D.C. de (2015a) Vertical transmission of honey bee viruses in a
Belgian queen breeding program. BMC Vet Res 11

Ravoet, J., De Smet, L., Wenseleers, T., & Graaf, D.C. de (2015b) Genome sequence heterogeneity of Lake Sinai
Virus found in honey bees and Orfl/RdRP-based polymorphisms in a single host. Virus Research 201: 67-72.
Remnant, E.J., Mather, N., Gillard, T.L., Yagound, B., & Beekman, M. (2019) Direct transmission by injection
affects competition among RNA viruses in honeybees. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences
286: 20182452.

Remnant, E.J., Shi, M., Buchmann, G., Blacquiére, T., Holmes, E.C., Beekman, M., & Ashe, A. (2017) A Diverse
Range of Novel RNA Viruses in Geographically Distinct Honey Bee Populations. J Virol 91

Requier, F., Garnery, L., Kohl, P.L., Njovu, H.K., Pirk, CW.W., Crewe, R.M., & Steffan-Dewenter, 1. (2019) The
Conservation of Native Honey Bees Is Crucial. Trends in Ecology & Evolution 34: 789-798.

Roberts, J.M.K., Anderson, D.L., & Durr, P.A. (2017) Absence of deformed wing virus and Varroa destructor in
Australia provides unique perspectives on honeybee viral landscapes and colony losses. Sci Rep 7: 1-11.
Roberts, J.M.K., Anderson, D.L., & Durr, P.A. (2018) Metagenomic analysis of Varroa-free Australian honey
bees (Apis mellifera) shows a diverse Picornavirales virome. Journal of General Virology, 99: 818—826.
Ronquist, F., Teslenko, M., Mark, P. van der, Ayres, D.L., Darling, A., Hohna, S., ef al. (2012) MrBayes 3.2:
Efficient Bayesian Phylogenetic Inference and Model Choice Across a Large Model Space. Syst Biol 61: 539-542.
Runckel, C., Flenniken, M.L., Engel, J.C., Ruby, J.G., Ganem, D., Andino, R., & DeRisi, J.L. (2011) Temporal
Analysis of the Honey Bee Microbiome Reveals Four Novel Viruses and Seasonal Prevalence of Known Viruses,
Nosema, and Crithidia. PLoS One 6

Ruttner, F. (1988) Biogeography and Taxonomy of Honeybees. Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Ryabov, E.V., Childers, A K., Lopez, D., Grubbs, K., Posada-Florez, F., Weaver, D., ef al. (2019) Dynamic evo-
lution in the key honey bee pathogen deformed wing virus: Novel insights into virulence and competition using
reverse genetics. PLoS Biol 17

Ryabov, E.V., Wood, G.R., Fannon, J.M., Moore, J.D., Bull, J.C., Chandler, D., et al. (2014) A Virulent Strain of
Deformed Wing Virus (DWV) of Honeybees (Apis mellifera) Prevails after Varroa destructor-Mediated, or In
Vitro, Transmission. PLOS Pathogens 10: ¢1004230.

Schuster, S., Zirkel, F., Kurth, A., Cleef, K.W.R. van, Drosten, C., Rij, R.P. van, & Junglen, S. (2014) A Unique
Nodavirus with Novel Features: Mosinovirus Expresses Two Subgenomic RNAs, a Capsid Gene of Unknown
Origin, and a Suppressor of the Antiviral RNA Interference Pathway. J Virol 88: 13447-13459.

Schwarz, R.S., Bauchan, G.R., Murphy, C.A., Ravoet, J., Graaf, D.C. de, & Evans, J.D. (2015) Characterization
of Two Species of Trypanosomatidae from the Honey Bee Apis mellifera: Crithidia mellificae Langridge and
McGhee, and Lotmaria passim n. gen., n. sp. J Eukaryot Microbiol 62: 567-583.

Shen, M., Cui, L., Ostiguy, N., & Cox-Foster, D. (2005) Intricate transmission routes and interactions between
picorna-like viruses (Kashmir bee virus and sacbrood virus) with the honeybee host and the parasitic Varroa mite.
Journal of General Virology, 86: 2281-2289.

Shi, C., Beller, L., Deboutte, W., Yinda, K.C., Delang, L., Vega-Rua, A., et al. (2019) Stable distinct core eukar-
yotic viromes in different mosquito species from Guadeloupe, using single mosquito viral metagenomics. Micro-
biome T: 121.

Sitaropoulou, N., Neophytou, E.P., & Thomopoulos, G.N. (1989) Structure of the nucleocapsid of a filamentous
virus of the honey bee (4pis mellifera). Journal of Invertebrate Pathology 53: 354-357.

Spurny, R., Ptidal, A., Palkova, L., Kiem, H.K.T., Miranda, J.R. de, & Plevka, P. (2017) Virion Structure of Black
Queen Cell Virus, a Common Honeybee Pathogen. Journal of Virology 91

Tapia-Gonzalez, J.M., Morfin, N., Macias-Macias, J.O., De la Mora, A., Tapia-Rivera, J.C., Ayala, R., et al. (2019)
Evidence of presence and replication of honey bee viruses among wild bee pollinators in subtropical environments.
Journal of Invertebrate Pathology 168: 107256.

Tehel, A., Vu, Q., Bigot, D., Gogol-Déring, A., Koch, P., Jenkins, C., ef al. (2019) The Two Prevalent Genotypes
of an Emerging Infectious Disease, Deformed Wing Virus, Cause Equally Low Pupal Mortality and Equally High
Wing Deformities in Host Honey Bees. Viruses 11

Tentcheva, D., Gauthier, L., Zappulla, N., Dainat, B., Cousserans, F., Colin, M.E., & Bergoin, M. (2004) Preva-
lence and Seasonal Variations of Six Bee Viruses in Apis mellifera L. and Varroa destructor Mite Populations in
France. Applied and Environmental Microbiology 70: 7185.

Toplak, I., Jamnikar Ciglenecki, U., Aronstein, K., & Gregorc, A. (2013) Chronic Bee Paralysis Virus and Nosema
ceranae Experimental Co-Infection of Winter Honey Bee Workers (Apis mellifera L.). Viruses 5: 2282-2297.

63



Traynor, K.S., Mondet, F., Miranda, J.R. de, Techer, M., Kowallik, V., Oddie, M.A.Y., et al. (2020) Varroa de-
structor: A Complex Parasite, Crippling Honey Bees Worldwide. Trends in Parasitology 36: 592—606.

Traynor, K.S., Rennich, K., Forsgren, E., Rose, R., Pettis, J., Kunkel, G., ef al. (2016) Multiyear survey targeting
disease incidence in US honey bees. Apidologie 47: 325-347.

Valles, S.M., Chen, Y., Firth, A.E., Guérin, D.M.A., Hashimoto, Y., Herrero, S., et al. (2017a) ICTV Virus Tax-
onomy Profile: Iflaviridae. Journal of General Virology, 98: 527-528.

Valles, S.M., Chen, Y., Firth, A.E., Guérin, D.M.A., Hashimoto, Y., Herrero, S., et al. (2017b) ICTV Virus Tax-
onomy Profile: Dicistroviridae. Journal of General Virology, 98: 355-356.

vanEngelsdorp, D., Evans, J.D., Saegerman, C., Mullin, C., Haubruge, E., Nguyen, B.K., et al. (2009) Colony
Collapse Disorder: A Descriptive Study. PLOS ONE 4: ¢6481.

Wang, S., Chen, G., Lin, Z., Wu, Y., Hu, F., & Zheng, H. (2019) Occurrence of multiple honeybee viruses in the
ectoparasitic mites Varroa spp. in Apis cerana colonies. J Invertebr Pathol 166: 107225.

Westenberger, S.J., Sturm, N.R., Yanega, D., Podlipaev, S.A., Zeledon, R., Campbell, D.A., & Maslov, D.A.
(2004) Trypanosomatid biodiversity in Costa Rica: genotyping of parasites from Heteroptera using the spliced
leader RNA gene. Parasitology 129: 537-547.

Wilfert, L., Long, G., Leggett, H.C., Schmid-Hempel, P., Butlin, R., Martin, S.J.M., & Boots, M. (2016) Deformed
wing virus is a recent global epidemic in honeybees driven by Varroa mites. Science 351: 594-597.

Wu, Y., Dong, X., & Kadowaki, T. (2017) Characterization of the Copy Number and Variants of Deformed Wing
Virus (DWV) in the Pairs of Honey Bee Pupa and Infesting Varroa destructor or Tropilaelaps mercedesae. Front
Microbiol 8

Yang, X., & Cox-Foster, D.L. (2005) Impact of an ectoparasite on the immunity and pathology of an invertebrate:
Evidence for host immunosuppression and viral amplification. Proc Natl Acad Sci U S 4 102: 7470-7475.

Yue, C., & Genersch, E. (2005) RT-PCR analysis of Deformed wing virus in honeybees (A4pis mellifera) and mites
(Varroa destructor). Journal of General Virology, 86: 3419-3424.

Zhang, Y., & Han, R. (2018) A Saliva Protein of Varroa Mites Contributes to the Toxicity toward Apis cerana and
the DWV Elevation in 4. mellifera. Sci Rep 8: 3387.

Zhao, Y., Heerman, M., Peng, W., Evans, J.D., Rose, R., DeGrandi-Hoffman, G., et al. (2019) The Dynamics of
Deformed Wing Virus Concentration and Host Defensive Gene Expression after Varroa Mite Parasitism in Honey
Bees, Apis mellifera. Insects 10

Zheng, H., Perreau, J., Powell, J.E., Han, B., Zhang, Z., Kwong, W.K., ef al. (2019) Division of labour in honey
bee gut microbiota for plant polysaccharide digestion. PNAS 116: 25909-25916.

64



8. Prilohy



0.2% .
0.02% .
0.4% .
Circoviri 0.02% .
iri 01% .

irus sp. 0.003% .
[other ] 0.05% .




Lactobacillus pha

oy deay et 8t

“Eempﬁs

'plic virus 1

0.08% .

01% .

0.05% .

0.03% .

0.007% .
sp. 0.002% .

[other

] 0.05% D



Microviridae 0.004% .

unculfured virug  0.002% .

IHUMI-LCCZ  0.0005% .

[other Vi ] 0.003% .



Prfenos

Interakce Infekce Mimo A.
Virus (zkratka) Taxonomie Genom Oralni | Kontakt | Varroa |Vertikalni | Varroa Nosema |lJiné Larva Kukla Dospél mellifera
Deformed wing vi- | Picornavirales
. +sSRNA +1 - +1 +2 p/0? N3 ? +/-4 +/+41 +/45 +467
rus (DWV) komplex | Iflaviridae / / / /
. Picornavirales
Sacbrood virus (SBV) L +ssRNA 48 - ~3 +10 ~IL) - ? +/+8 +/-8 +/-8 +12
Iflaviridae
Black queen cell vi- | Picornavirales
7 - +ssRNA +2 - - +10 - pis ? +/-14 | /415 | 404 ++712
rus (BQCV) Dicistroviridae / / /
Acute bee paralysis | Picornavirales
. o +ssRNA +16 - +17 +10 P/O8 ? ? +/~18 | 4/417 | /419 +47,20
virus (ABPV) Dicistroviridae / / / /
Israeli acute bee pa- | Picornavirales
o . o +ssRNA 421 - 422 421 P/0%2 ? ? +/~23 | 4/+23 | /423 ++7,20
ralysis virus (IAPV) | Dicistroviridae / / / /
Kashmir bee virus Picornavirales
A +ssRNA + - +24 +2 P/0% ? ? +/~ | +/+5 | 4+/+25 +47,20
(KBV) Dicistroviridae / / / /
Chronic bee paraly- Y , +ssRNA
o Paraly= | Nezatazené +26 +26 ~27 +10 - p26 ? +/~28 | g [~28 4420 +20
sis virus (CBPV) segment.
Lake Sinai virus Y .
Nezafazené +ssRNA +30 ? ~30 +10 - ? ? ? ? +31/? +32
(LSV) komplex
Apis mellifera fila- Kinetool
mentous virus Nezafazené dsDNA 433 - - 433 - - ';Zaoﬁ_js- +/-33 +/-33 +/+33 435
(AmFV)
Bee Macula-like vi- TymOVV|raIe§ +sSRNA ) > 436 410 2 2 > 2 2 #35/7 437
rus (BeeMLV) Nezarazené
_ . , Interakce/Oteviena infekce o .
?-nezndmé ~-neprlkazné / PFitomnost/projev

P-pozitivni

N-negativni
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