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ABSTRAKT

Oslabené vcelstva si nachylné na napadnutie parazitmi. Aj napriek tomu v sucasnej
dobe chybaju tudaje o vyskyte parazitickych prvokov vo véelstvach v CR. Cielom
diplomovej prace bola detekcia eukaryotickych parazitov (Nosema ceranae, Nosema apis,
Crithidia mellificae a Apicystis bombi) vo vybranych ¢eskych vcelstvach. Detekcia bola
vykonana v 9 lokalitach s roznym poctom véelstiev a celkovo bolo studovanych 53 véelstiev
v roku 2014 a 2015. Z kazdého v¢elstva boli odobrané vzorky dospelych v¢iel z krajného
ramu plodového hniezda a vytvorené 3 vzorky po 10 jednincoch véely. V roku 2014 bol
zisteny lieCebny spad rozto¢a Varroa destructor. Zo vzoriek véiel bola izolovana DNA.
Pritomnost’ parazitov bola overena pomocou polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) so
Specifickymi primermi. V pripade Crithidia mellificae bolo pouzitych 5 druhov detekénych
primerov (SEF, SER; SSU, SSU rRNA, Cyt b, Tryp cyt b) a ziskané amplikony boli
klonované a sekvenované. Porovnanim sekvencii v GenBanku pri zhode 98-100%
sekvenénej identity bolo zistené, ze sa jedna o druh Lotmaria passim, druh Crithidia
mellificae zisteny nebol. Druh Lotmaria passim bol prvykrat preukézany v Ceskej republike,
s prevalenciou 79,2%. Pre detekciu Lotmaria passim vo véelach mozno doporucit’ primer
Tryp cytb. Parazit Nosema ceranae bol detekovany v 47 v¢elstvach, s celkovou prevalenciou
86,8%. Pribuzny druh Nosema apis, ktory bol pdvodne znamy ako dominantnejs$i nez
predchadzajtci druh, bol zisteny iba v 4 vzorkach, s prevalenciou 5,7%, ¢o potvrdzuje trend
celosvetového ustupu. Vyskyt Apicystis bombi pomocou detekénych primerov
Vv sledovanych vzorkdch potvrdeny nebol. Testovand bola suvislost medzi napadnutim
Nosema ceranae, Nosema apis, Crithidia mellificae, Lotmaria passim medzi sebou
a neprezimovanim vcelstva, infestacia Varroa destructor a neprezimovanim vcelstva
a pritomnost’ parazitov s ko-infekciou V. destructor pomocou korelacie. Medzi jednotlivymi
druhmi parazitickych prvokov korelacia preukdzana nebola. Napadnutie vciel klieStikom
Varroa destructor, charakterizované, ako lieCebny spad, korelovalo s kolapsom kolonii
véelstiev v zime 2014/2015, a takisto korelovalo s vyskytom Nosema ceranae. Vysledky st

diskutované v stivislosti S moZnym vplyvom danych parazitov na ubytok vciel.

KPucové slova: véela medonosna, Apis mellifera, Nosema ceranae, Nosema apis, Crithidia
mellificae, Apicystis bombi, Lotmaria passim, Varroa destructor, PCR, mikrosporidia,

prevalencia, kolaps, ko-infekcia



ABSTRACT

Immunodeficient honey bee (Apis mellifera) colonies suffer from broad range of
parasites including eukaryotic protozoa. Despite this fact, the eukaryotic parasites are still
poorly documented in the Czech Republic. The presence of eukaryotic parasites (Nosema
ceranae, Nosema apis, Crithidia mellificae and Apicystis bombi) was observed in different
apiaries in the Czech Republic. The samples were taken in 9 apiaries in 53 beehives during
the 2014/2015 season. From each beehive, 10 adult of honey bees were taken from the
peripheral comb in triplicate. DNA was isolated from every sample of honey bees. The
parasites were detected by polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. The
treatment fall of parasitic mite Varroa destructor was obtained from beekeepers for season
of 2014. Crithidia mellificae was detected by 5 types of specific primers (SEF, SER; SSU,
SSU rRNA, Cyt b, Tryp cyt b) and positive amplicons were cloned and sequenced. The
obtained sequences were compared with GeneBank and showed similarity from 98-100% to
sequences of Lotmaria passim (Trypanosomatid). Crithidia mellificae was not detected. L.
passim had prevalence of 79,2% and is reported in the Czech Republic for the first time.
Primer Tryp-cyt b is recommended for the routine detection of L. passim. Nosema ceranae
was detected in 47 apiaries with the total prevalence of 86,8%, while Nosema apis was
detected in 4 samples with prevalence of 5,7% only. It correspond the global replacement of
N. apis by N. ceranae. Presence of Apicystis bombi was not confirmed using specific primers
in PCR. The interaction among the parasites, parasitic infection and colony collapse and
presence of parasites with co-infection of mite V. destrutor were analyzed by correlation
tests. The correlations among the occurrence of observed eukaryotic parasites were not
found. The treatment fall of V. destructor was correlated with colony losses in winter
2014/2015 and with the presence of Nosema ceranae. Results are discussed with possible

impact of eukaryotic parasites on honey bee colony losses in immunodeficient honey bees.

Keywords: honey bee, Apis mellifera, Nosema ceranae, Nosema apis, Crithidia
mellificae, Apicystis bombi, Lotmaria passim, Varroa destructor, PCR, Microsporidia,

prevalence, collapse, co-infection



UvVOD

1.1 VYZNAM VCIEL

V¢ela medonosna (Apis mellifera) je neodmyslite'nou sti¢ast'ou nasej prirody. Vytvara
pocetné spolocenstva fungujice ako superorganizmus, podiel’ajic sa na tvorbe rozmanitych
rastlinnych spoloCenstiev sveta (Bradbear, 2009). NajvyznamnejSou funkciou vcely je
opelovanie, ale takisto vyrazne ovplyviiuje ekologické vztahy v ekosystéme, jeho stabilitu,
geneticku variabilitu rastlin, diverzitu kvetov, Specializaciu a evoluciu (Potts et al., 2010).
Véely hraja dolezitu, ¢astokrat méalo uznavana ulohu vo vécsine terestrickych ekosystémov
S pritomnost’ou zelenej vegetacie v temperatnom pasme po dobu 3-4 mesiacov kazdy rok,
kde vznik semien, plodov a bobul’ je vysoko zavisly na opelovani véelou medonosnou
(Benjamin a McCallum, 2009).

Opelovanie patri ku kI'iCovym ekosystémovym sluzbam, ktoré vcely a dalSie
opelovace poskytuju (Tirado et al., 2013). Rastliny vyuzivaju véelu ako 3. sexualneho
partnera a celkovo priblizne 1/3 I'udskej obzivy priamo, alebo nepriamo suvisi s opel'ovanim
véely (Genersch, 2010). Podla tdajov Devillersa a Pham-Delegua (2002) opel'uja 16%
kultarnych rastlin sveta a zarovei je v¢ela povazovana za najviac ekonomicky hodnotného
opel'ovaca na svete. Najviac zavislymi plodinami stt mandle a iné orechy, zelenina a ovocie
(Genersch, 2010). Len v Eurodpe viac ako 4000 druhov zeleniny zavisi na opel’ovani (Tirado
et al., 2013). Z pol'nohospodarskych plodin je podl'a Johnsona (2010) az 80% zavislych
prave od v€ely medonosnej a nemens§i vyznam mé opelovanie divoko rastucich druhov.
Biotické opelenie zvySuje kvalitu plodov, semien a takisto kvantitu asi 70% z 1330
tropickych plodin a 85% z 264 plodin pestovanych v Eurdpe (Goulson et al., 2015). Bez
vciel by az 75% ¢lovekom vyuzivanych plodin trpelo nejakou formou zniZenia produktivity
a takisto by bola negativne ovplyvnena aj produkcia mlieka, nakol’ko mnoho plodin
opelovanych vcelou je vyuzivanych do kfmnych zmesi hospodarskych zvierat. Podla
viacerych zdrojov vcely prispievaju az k 22 bilibnom eur rone do eurdpskeho
pol'nohospodarstva (Tirado et al., 2013). VSeobecne je ale t'azké odhadnut’ celkovi hodnotu
vcelieho opelenia v rastlinnej vyrobe, ale vedci sa zhoduju, Ze prispevok vciel je nesmierny.

Vzhl'adom k celosvetovému hospodarskemu vyznamu, spravania socidlnej kolonie a
semi-domestikacie, je vcela medonosna takisto modelovy organizmus aplikovaného

vyskumu (Schwarz et al., 2015°). SIuZi napr. ako vyznamny indikator zneéistenia Zivotného



prostredia., kedy sa ako detektor chova 2 sposobmi, a to cez vysoku umrtnost’, alebo
pritomnost'ou toxickych molekal a rezidui v produktoch (Celli a Maccagnani,
2003).V ckotoxikoldgii sa pouziva, ako I'ahko dostupna a celosvetovo rozsirena vzorka pre
detekciu organickych a anorganickych latok v prostredi (Vesely et al., 2003). V¢ely je mozné
vyuzit napr. na urcenie miest s vysokym obsahom kovov (Pb, Mn, Zn, Cu), nakol’ko sa prave
tieto prvky ukladaju vo vcelich produktoch v danej oblasti (Pfidal, 2005). Stale viac sa
pouziva pri monitoringu radionuklidov a takisto pesticidov (Celli a Maccagnani, 2003).
Vseobecne st znecistujuce latky v organizme vcely akumulované prostrednictvom
viacerych ciest, a to najma pocas zberu pel'u, nektaru, zivice, medovice a cez prijimant vodu
(Vesely et al. 2003).

Okrem ekonomickej ulohy vcela ¢loveku poskytuje produkty, konkrétne med, propolis,
matersku kaSicku a vosk (Genersch, 2010). Prave tieto produkty st najvyznamnejSim
vystupom vcelarstva, ktoré je ako také jednym z najstarSich oborov l'udskej Cinnosti.
Hlavnym hospodarskym vyznamom tohto odvetvia, ktoré je zalubou a zaroven
profesiondlnym odborom realizovanym na vcelich farmach, je takisto opel'ovanie rastlin
(Prokes, 2008). V dosledku industrialnej a ekologickej zat'aze, takisto zavle¢enych parazitov
je Casto vcelarstvo jedinym nastrojom, ako chranit’ udrZanie vcely v prirode. Chov vcely
medonosnej ma okrem spominanych benefitov aj kultirny vyznam. V¢elarstvo sa stalo pre
mnoho l'udi pritazlivym a venuji mu svoj ¢as. Staraju sa o celkové zdravie véiel, aby sa ich
chov rozvijal a zarovei bol vyznamnym pomocnikom pol'nohospodarskej vyroby (Williams
etal., 1991).

Zhriyjic véela medonosné ovplyviiuje omnoho viac, ako len prostredie vyuzivané pre
svoj zivot. Opelovanie je nevyhnutné pre reprodukciu vacSiny druhov kvitnucich rastlin,
vratane pol'nohospodarskych plodin. Takisto zvySuje biodiverzitu divoko rastucich rastlin,
umoziuje osvetlit’ situaciu rizik pre zivotné prostredie, ktoré by inak ostali skryté a poskytuje
nam produkty. Nemenej vyznamné je aj prepojenie s dalSimi druhmi Zzivocichov
v ekosystéme.Vyskum vciel objasniuje faktory ovplyviiujuce vykon koldnie a podporuje
spravny vcelarsky manazment. Vzhl'adom na velkost’ organizmu v¢ely medonosnej je to
obrovsky impakt na prirodu a samotny zivot ¢loveka a preto je jej ochrana a zachovanie

V prirode nevyhnutné.



1.2 VYMIERANIE VCIEL

Ako hlavné faktory ustupu vciel sa podla stidii a clankov povazuje nicenie
a fragmentacia biotopov, sucho, znecistenie vzduchu, chemizicia pol'nohospodarstva,
pestovanie monokultir a pouzivanie chemikalii (insekticidy, fungicidy, herbicidy), ktoré
zabijaju Skodcov, ale aj uzito¢ny hmyz (Bradbear, 2009). Expozicia nicktorym fungicidom
moze navySe rapidne zvysit' toxicitu insekticidov a nasledna expozicia insekticidom
redukuje odolnost’ vo¢i chorobdm (Goulson et al., 2015). Choroby su d’alSou vyznamnou
kategoriou spdsobujucou pokles populacie a v stcasnosti vel'mi diskutovanou a zaroven
malo preskimanou kategoriou su parazity (Bradbear, 2009).

Je faktom, Ze vcely postupne stracaji potravinové zdroje. Nasledny nutricny stres
redukuje schopnost’ vyrovnavat’ sa s toxinmi a patogénmi (Goulson et al., 2015). Lesné
a ruralne pddy su Coraz viac premienané na zastavani plochu, ¢o sposobuje znizovanie
kvetinovych zdrojov a pre véely je omnoho naro¢nejsie dostat’ sa k nektaru a pel'u (Benjamin
a McCallum, 2009). Stresory navyS$e nepdsobia v izolacii a prave kvoli tomu, je extrémne
tazké predpovedat’ ich G¢inky a interakcie (Potts et al., 2010).

Problémom je aj nedostatocné poznanie alebo ignorancia k poziadavkam na opelenie
mnohych druhov plodin. V Eurdépe z 250 druhov pestovanych plodin, je 150 povazovanych
za opel'ované hmyzom, avSak pre vacSinu z nich nie je jasné, ktory druh je preferencny, a ¢i
je ich vynos ovplyvneny nedostatocnym opelenim. Spoliehat’ sa len na 1 druh opelovaca —
A. mellifera je riskantna stratégia, ¢o je viditelné napr. pri epidémii roztoca Varroa
destructor (Goulson, 2003).

V poslednych rokoch sa zdravotnému stavu v€iel a poznaniu patogénov venuje zvySena
pozornost’ aj v oblasti médii, hlavne po identifikacii fenoménu Ubytku v¢iel ako Colony
Collapse Disorder v rokoch 2006/2007 (VanEngelsdorp et al., 2009). Ceska republika patri
k najviac zavéelenym zemiam, kde na km? pripada asi 6,7 véelstva, pri¢om priemer EU ¢&ini
3,1, preto by sa rozhodne nemala zanedbavat’ prevencia a rieSenie uz pozorovaného ubytku

tohto vyznamného opelovacéa (Rychlik, 2015).



1.3 ZHORSUJUCI SA STAV ZIVOTNEHO PROSTREDIA
A VYMIERANIE VCIEL

Sucasna situacia vciel vo svete zacina byt kritickd. Postupne sa dostdvame do
opelovacej krizy, nakol’ko strata habitatov spdsobila mensiu dostupnost’ rastlinnych zdrojov
a takisto aj ich diverzitu.

Populécia vciel ¢eli mnohym chorobam a pocetnost’ vol'ne zijucich opelovacov sa
znizuje vo vacsine regionov sveta. Diverzita divokych vciel sa vyrazne znizila aj v Europe,
hlavne kvoli strate habitatov (Aizen et al., 2009). Dal§imi dolezitymi spustaémi si zmeny
vyuzivania pddy a jej fragmentacia, znecistenie, Sirenie nepdvodnych druhov a degradécia
zdrojov biodoverzity (Potts et al., 2010). Ubytku st vystavené jak manazované, tak volne
zijuce kolodnie, ktoré ¢elia sukcesii parazitov a patogénov, ktoré sa nahodne rozsirili po
celom svete, hlavne pri¢inenim c¢loveka. Intenzifikdcia pol'nohospodérstva a zvySené
pouzivanie pesticidov spOsobuje, Ze opelovaci su takisto chronicky vystaveni kokteilu
agrochemikalii (Goulson et al., 2015). Aj limitovana priama redukcia poI'nohospodarske;j
produkcie pri nedostatku opelovatov modze spdsobit’ neprimerany dopyt po
pol'nohospodarskej pdde s ciel'om uspokojit’ rastiicu globalnu spotrebu, ¢o urychli ni¢enie
prirodnych lokalit a m6ze spdsobit’ d’alSiu stratu opelovacov (Potts et al., 2010). Globalne
zmeny klimy predpovede do buducnosti takisto nezlepsuju (Goulson et al., 2015). Z vicsej
Casti su dosledky straty vciel negativne, pretoze hmyz je nevyhnutny na opelovanie
potravinarskych plodin a v&ely v su¢asnosti vyplnaju velka &ast’ tejto ulohy (Schmidt a
Buchmann, 1992). Produkény deficit, ktory by sa vyskytol v pripade neexistencie
opel'ovacov by predstavoval 3,5 — 8% Vv rozvinutom svete a zavislost’ na opelovacoch od
roku 1980 vzrastla az o 50-62% (Aizen et al., 2009).

Potencialne ekologické dopady tbytku véiel su mensie v porovnani s hlavnymi
globalnymi zmenami, ako je napr. odlesiiovanie, ale mézu byt’ nesmierne dolezité, nakol’ko
su v¢ely kozmopolitnym druhom a dokazu prebrat’ ulohu aj ostatnych opelovacov (hmyz,
vtaky, possum medosavy) a povazuju sa za kl'aicové druhy ekosystému (Matheson et al.,
1996). Nutri¢ny prinos opel'ovacov pokial ide o vitaminy, proteiny a mineralne latky moze
byt ovela dolezitejsi, ako celkova masa vyprodukovanych plodin (Aizen et al., 2009).

Napriklad v USA je divoka populécia véely medonosnej takmer nulova. Farmari, ktori
sa predtym spoliehali na opelovanie pomocou tychto vc€iel, si nuteni k prenjjmu

komerénych kolonii od vcelarov. Takisto vCely sa stali viac-menej zavislymi na véeldrovi,
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ktory v pripade objavenia novych hrozieb je schopny vykonat’ potrebné kroky. Problémom
vsak je, ze Casto vCelar dané opatrenia nepodnikne, pripadne danti prdvomoc nema (Schmidt
a Buchmann, 1992). Z tohto dévodu sa budu parazity aj nad’alej rozsirovat’, comu prispievaji
komeréné sposoby prepravy véiel, migra¢né aktivity vcelarov, roje schopné lietat’ na velké
vzdialenosti, takisto lodna a lietadlova doprava (Shimanuki, 1992). AvSak hlavnym
problémom vcelarstva je, ak st ceny medu vysoké, véelari sa sustred’'uji hlavne na produkt
a nie na opelenie a naopak pri nizkych cenach medu, pocet vcelarov klesa a tym takisto aj
pocet P'ahko dostupnych véiel (Schmidt a Buchmann, 1992).

Dal§im negativnym efektom na populaciu véiel je $irenie afrikanizovanych véiel, ktoré
vinou ¢loveka unikli z Juznej Ameriky pocas chybného vypustenia v priebehu vedeckého
experimentu. Tento druh je schopny vyplnit’ miesto eurdpskych véiel a ohrozit’ schopnost’
riadenia kolonii. Africké vcely vyhladaju koloniu eurdpskych véiel, zabiji kralovna
a nahradia ju vlastnou, ¢im sa meni genetika celého ul'a (Watanabe, 1994).

Clovek samozrejme nie je jediny tvor, ktorého sa ubytok véiel dotyka. Napriklad odhady
North Carolina State University popisuju, ze 15-20% potravy medved’a ¢ierneho pochadza
z medu a véelami opelovaného ovocia, orechov a bobul. Priblizne 20%-ny pokles
Vv preferovanych zdrojoch potravy by donttilo zmenit’ zlozenie potravy medveda (Nickens,
1996).

Nedostatok véiel méa impakt aj na druhy rastlin, ktoré vyzaduja urcity pocet tispesnych
navstev od vciel, aby bolo zabezpecené oplodnenie vSetkych vajicok. Ak je oplodnenie
nedostato¢né z dovodu nedostatku v¢iel, nie vSetky semena sa buda vyvijat' a plod bude
tvarovo aj vel'kostne ochudobneny (Bradbear, 2009). Je faktom, Ze r6zne druhy opelovacov
preferuju rozne druhy kvetov. V Colorade bol uskuto¢neny vyskum, kde bol z luky
odstraneny najpocetnejsi druh opel'ovaca — véela. Vo vysledku sa zostavajiice ¢meliaky stali
menej ,,vernymi‘ preferovanému druhu kvetov, ako tomu bolo predtym v pritomnosti vcely
(kvoli vzajomnému stladu medzi druhmi). Odstranenie v¢ely malo néasledok na konkrétny
druh rastliny (larkspur), ktora vyZaduje reprodukciu svojho vlastného pel’u t.z. ,,verného*
véelieho partnera. Pri jeho neexistencii nastal vyrazny Ubytok druhu, ¢o znamena uz
spominany efekt straty biodiverzity. Takisto pestované rastliny pri podobnom experimente
poskytovali az 0 30% menej osiva, nakol’ko bol naruseny symbioticky vzt'ah medzi rastlinou
a v¢elou (Benjamin a McCallum, 2009).

Aj napriek tomu, ze zakladné potraviny (pSenica, kukurica, ryza, zemiaky) st
samoopelovaci, alebo sa rozmnozuji vegetativne, na zdklade spominanych interakcii medzi

véelou medonosnou, prostredim a clovekom, by vyrazné vymiznutie tohto organizmu mohlo
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mat’ za nasledok znizeni schopnost’ rozmnoZovania rastlin a tym ohrozenie vSetkych
uvedenych funkcii (Goulson et al., 2012). Pre vyvazenu ludska vyzivu, takisto vyzivu
zvierat je opel'ovanie ovocia, zeleniny a stimulacnych plodin esencidlne.

Opel'ovanie hmyzu je vitalne dolezité pre terestrické ekosystémy a produkciu plodin.
Opel'ovacia kriza v poslednych dekadach vyvolala debaty a vyskum, avSak z mnohych
oblasti je stale nedostatok dat. Ak su k dispozicii, tak z manazovanych kolénii, o divokych
vcelach toho vieme vel'mi mélo (Goulson et al., 2015).

Rapidny pokles populacie véely medonosnej by pravdepodobne viedol k vy$sim cenam
jedla a jeho dostupnosti a takisto vy$s§im nakladom pre chovatelov véiel. Pochopenie
biologického pozadia strat kolonii véiel ndm umozni zlepsit manazment kolonie, a takisto
celkovy zdravotny stav v¢iel. NajvyznamnejSou Skodou je vSak znizenie zdravia prostredia,
nakol’ko su v€ely povazované za vyznamny bioindikator a ich stav priamo reflektuje zdravie
celého prostredia. Straty vo vcelstvach moZzu odrdzat’ doposial’ skryty, ovel'a zavaznejsi
environmentalny problém. Zat'azenie parazitmi sa Casto chape ako reakcia na znecistené
zivotné prostredie. S bytkom v¢iel uzko suvisi pritomnost’ a dopad parazitov na vcelstva,

a dana problematika je predmetom rieSenia tejto diplomovej prace.
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2  CIEL PRACE

Sucasny zdravotny stav véiel je ovplyvneny hlavne parazitmi tj. rozto¢mi,
parazitickymi prvokmi, hubami, baktériami a virusmi. Hlavnym cielom prace je porovnanie
napadnutia v¢iel eukaryotickymi parazitmi Nosema sp., Crithidia mellificae a Apicystis
bombi na réznych stanovistiach a v roznych vcelstvach a ich savis s napadnutim roztoca
Varroa destructor.V priebehu vyskumu bolo pri detekcii C. mellificae zistené, ze sa jedna
0 iny druh trypanozémy Lotmaria passim, ¢o vytvorilo d’al$i ciel’ overenia pritomnosti tohto

parazita a jeho zaradenie do porovnania napadnutia vciel.
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3 LITERARNY PREHI’AD

3.1 SYNDROM KOLAPSU VCELSTIEV (CCD)

V sucasnosti je zaznamenavany vyrazny ubytok vciel v celosvetovom meradle. Straty
vo vcelstvach boli pritomné aj v minulosti, existuje vSak viac rozdielov oproti priebehu
v predchadzajacich dekadach. Symptomy CCD (Colony Collapse Disorder = syndrém
kolapsu vcelstiev) st Specifické v tom, ze kolonie vciel sa Casto javia zdravé dokonca tyzdne
pred kolapsom (Johnson, 2010). V USA bol prvykrat reportovany v roku 2006 a tento
masivny ubytok v¢iel bol nazvany CCD. Na trovni apikultiry sa jedna o straty hlasené
véelarmi vo vyske 50-90% kolonii, ¢asto iba v priebehu niekol’kych tyzdnov (Ellis, 2013).
Dalsim znakom CCD je najvyssia prevalencia po zime, kedy prave kolonie s CCD indikuju
vyrazne znizent imunitni odpoved’ (Cornman et al., 2012).

Kolabujuce kolonie podl'a Ellisa (2013) obsahuji nedostatok vciel na zachovanie
potomstva, robotnice su vSetky mladych vekovych kategorii, kralovna je sice pritomna,
ale véely postupne odmietajii konzumovat potravu poskytnuti vcelarom. Kolonie po
kolapse sa vyznacuju absenciou dospelych jedincov, maximdlne je pritomnd mala skupina.
V 1li sa nachadzaji nevyuZzité zasoby potravy, ktoré dlhsiu dobu nie st vyuzivané ani inymi
organizmami s rovnakou nutricnou preferenciou (Cornman et al., 2012). Vcely po opusteni
ul’a nie su schopné navratu (vel'mi necharakteristické spravanie pre socidlny hmyz), straty
st masivnych rozmerov a dovod stale nie je uplne objasneny (Johnson, 2010). Omeskana je
inak bezna invazia roztocov, moli a kleptoparazitov z okolitych vcelich kolonii. VEelari
uvadzaji, ze kolonie takisto neobsahuju Ziadne (pripadne minimum) mftvych véiel
(VanEngelsdorp et al., 2009).

Aj napriek viacerym vyskumom nie je stdle mozné urcit’ priamu pri€inu, ¢i jeden
najzavaznejsi faktor spdsobujuci vyrazny uhyn vciel. Doposial’ ani jeden patogén nebol
najdeny s dostato¢nou frekvenciou, aby bolo mozné povedat, Ze je pri¢inou CCD.
NajpravdepodobnejSim scendrom sa zda byt synergické posobenie viacerych faktorov,
ktorymi su: parazity, patogény a virusové ochorenia, nesprdvny manazment v¢iel, geneticky
zdroj kralovnej, chemikalie pouzivané v koldnii, chemické toxiny v prostredi (hlavne

pesticidy), geneticky modifikované plodiny, vyziva, zatial neobjavené patogény,
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fragmentacia habitatov, polnohospodarske praktiky, geneticky modifikovany pel a
problémy v termoregulacii kolonie (Anonym 3 ,2012; Ellis, 2013).

Vel'mi kontroverznou a debatovanou pri¢nou st pesticidy (Celli a Maccagnani, 2003).
Popri poskytovanom ekonomickom benefite limituja rast kvetov popri pol'nohospodarskych
plodinéch a podporuju vznik monokultar. Najviac pozornosti je venovanej hlavne priamemu
toxickému ucinku na véely. V kolonii Apis mellifera bolo detekovanych 161 réznych
pesticidov, 3 neonikotinoidy (najnovsie a najsilnejSie neurotoxiny postihujice nervovy
systém) a 2 organofosfaty (Goulson et al., 2012). Problémom takisto je, ze koldnie su
vacsinou vystavené kokteilu roznych agrochemikalii (Potts et al., 2003).

Celkovy pokles je nepochybne vysledkom ndsobenia faktorov zndmych aj neznamych,
konajucich jednotlivo, alebo v kombinacii. Za najvyznamnejSie faktory ovplyviujuce
zdravie opelovacov sa povazuju choroby, parazity, pol'nohospodarske postupy a klima
(Tirado et al., 2013). Vyskumy ukazali, ze oslabené kolonie maji ovela vysSiu uroven
zamorenia patogénmi a pesticidovymi reziduami. Nezdvislé Stadie potvrdzuju Ccastl
pritomnost’ pesticidov, ¢i uz na priamu kontrolu patogénov, alebo pdvodom
Z pol'nohospodarstva. Vysoké davky pesticidov mdézu nasledne interagovat’ s dalSimi
polutantami, parazitmi a patogénmi sposobom, ktory rapidne zvySuje mortalitu. Jednym
z moznych spdsobov ako véely reaguji na patogény, je podl'a VanEngelsdorpa et al. (2009)
emigracia z Ula, a prave toto spravanie vysvetluje rychlu stratu dospelej populacie,
pri¢om infikovani jedinci umieraji d’aleko od tl'a. Vyvinuli si tymto spdsobom odpoved’ na
hrozbu vo forme samovrazedného odstranenia patogénu. VEely vd’aka tomuto mechanizmu
umieraju prili§ rychlo na to, aby bola kolonia schopna ich nahradit, a to sposobi nasledné
zlyhanie populacie (VanEngelsdorp et al. 2009).

Intenzivne pol'nohospodarske oblasti produkuji menej divoko rastucich kvetov, ktoré
st Casto plosne izolované vo formacii masovo pestovanych plodin. Farmarska pdda
spOsobuje viac monotonnu stravu, ako v evoluénej minulosti, ¢o moZe mat’ vyznamny vplyv
na fitnes vcely. Pre optimalny rast a vyvin je pre organizmus v¢ely potrebna variacia réznych
pelov (Goulson et al., 2015).

Zmena klimy v poslednych dekddach (Ubytok ladu, rozSirovanie pusti, extrémne
vykyvy pocasia) ma vyznamny vplyv na v€ely na rdéznych trovniach. Jedna sa priamo
0 spravanie a fyzildgiu, zmenu kvality rastlinného Zivotného prostredia, znizenie kapacity
na rozvoj kolonie, vznik novych vztahov medzi patogénmi, potreba zmeny vcelarskych
metdd, pricom sa hlavny impakt sa povazuje zmena rozlozenia druhov kvitntcich rastlin, na

ktorych su vcely zavislé. Pravdepodobnym nasledkom bude migrécia vciel, import kral'ovien
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inych haplotypov, vznik novych invaznych druhov, zvySenie distribu¢ného rozsahu
patogénov a celkovd zmena rovnovédhy medzi vcelou, zivotnym prostredim rastlin

a chorobami (Le Conte a Navajas, 2008).
Straty vciel vo svete

V USA predstavuje strata v komer¢nych koléniach od roku 2006 zhruba 30-40%.
V Severnej Amerike od roku 2004 pozorovali menej v¢iel ako kedykol'vek za poslednych
50 rokov. Takisto Cina, ktora ma cez 6 miliénov véelstiev, z &oho asi 200-tisic predstavuju
druhy Apis mellifera a Apis cerana, hlasi nevysvetlitelné straty v poslednych rokoch.
Priznaky CCD boli reportované aj z Egypta z oblasti pozdiz Nilu. V strednej Eurépe sa straty
vo veelstvach zvysili od roku 1985 az o 25%. Od roku 1998 je hlasend zvySena imrtnost’
a oslabenie kolonii z Franctizska, Belgicka, Svajéiarska, Nemecka, Holandska, Talianska,
Spanielska a Velkej Britanie, kde umrtnost’ v&iel dosahuje dokonca aZz 54% populécie
(Tirado et al., 2013). Umrtnost’ v Eurépe dosahuje v priemere 20% (Laurent et al., 2015).
Vysledky celosvetovej analyzy mortality po zime 2014/2015, ktorej sa zG€astnilo 31 zemi,
zahfnajuc 469 249 koldonii hodnotia priemernu stratu vcéelstiev na 17,4% s vysokou
variabilitou medzi krajinami a takisto aj regionmi v ramci krajin. Najvécsie straty boli
zaznamenané v Belgicku, az 36,5% a napr. v susednom Rakusku to bolo celkovo 24,7%
(Anonym 2, 2015)

Straty véiel v Ceskej republike

V Ceskej republike sa v poslednych rokoch takisto zaznamenava vyznamny pokles vo
vcelstvach, avSak nenazyva sa fenoménom CCD, pri ktorom pri¢iny nie su jasné, pretoze
hlavnym dévodom tibytku véiel v CR je varroéza sposobena kliestikom Varroa destructor
(Kamler et al., 2014). Za najkritickejSie sa povazuji sezéony 2001/2002, 2007/2008,
2011/2012 a v minulej sezoéne 2013/2014 zaznamenali straty 6,6%. V stcasnej sezone
2014/2015 podra vyskumu COLOSS poéas zimy v CR uhynulo 19,4% v¢iel. Miera uhynu
je porovnatel'na z Nemeckom, Pol'skom a Estonskom. V susednom Slovensku umrtnost’

dosiahla nizsie hodnoty okolo 8% (Van der Zee,2014; Anonym 2, 2015).
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V¢ely prirodzene trpia Sirokou $kalou parazitov a patogénov, zahffiajuc prvoky, huby,
baktérie a virusy. Prirodzené patogény hraju nepochybne vyznamnu, ale malo preskimanu
ulohu v ovplyviiovani populacnej dynamiky vcelich hostitel'ov. Pozornost je vSak
sustredend na neprirodzené parazity a patogény (Goulson et al., 2015). V temperatnom
klimatickom pasme je povazovany za hlavny dévod strat v¢elstiev rozto¢ Varroa destructor
(Cornman et al., 2010). V tejto praci sa zameriavam na d’al§i faktor, ktory moze straty
véelstiev sposobovat, t.j. eukaryotické parazity véiel. Zdravie v¢iel takisto odzrkadluje
environmentalnu kvalitu daného prostredia. VSeobecne plati ¢im je vcelstvo slabsie, tym je

parazitarne zat'azenie rozto¢mi, eukaryotickymi parazitmi, baktériami a virusmi vacsie.
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3.2 PARAZITY A IMUNITNY SYSTEM VCIEL

V¢ely trpia v dosledku svojich vlastnych chordb a parazitov. Parazity Casto byvaju
invazivne druhy, ktoré sa prebojovali cez prirodzené prisposobenie v¢iel. Choré vcely st
nasledne nachylnejSie na vSetky ostatné negativne vplyvy (Tirado et al., 2013). Medzi
najvyznamnejSie choroby vciel patri mor véeliecho plodu, noseméza a varrodza (Rychlik,
2015).

Parazity si univerzalnou hrozbou organizmov a takisto sa predpoklada, ze parazitarne
zat'azenie sa zvySuje s vekom hostitel'a, bud’ v dosledku nahromadenia parazitov v case,
alebo znizenim imunokompetencie vekom hostitel'a (Roberts a Hughes, 2014). Pritomnost’
parazitov ovplyviluje mnoho faktorov, ako vcelarske praktiky, hostitel'ska geneticka
variabilita, alebo klima (Mufioz et al., 2014). K pochopeniu dynamiky medzi parazitom
a hostitel'om, je potrebné poznat’ schopnost’ hostitel'a odolavat’ infekeii.

Schopnost’ véiel odolavat’ chorobam a parazitom je ovplyvnena viacerymi faktormi.
Medzi najddlezitejSie patria nutricny stav vcely, vystavenie toxickym chemikaliam,
diverzita prostredia a klima (Tirado et al., 2013).

V¢ely su proti parazitarnej infekcii chrdnené pomocou imunitného systému. VSeobecnu
imunitu v¢ely zabezpecuje hlavne imunitny enzym hmyzu fenoloxidaza (Roberts a Hughes,
2014). Takisto sa predpokladd aj urcity stuvis s vertikdlne prenasanymi mikrobidlnymi
symbiontami, ktoré pravdepodobne hraju tlohu v obrane hmyzu proti infekcii virusmi,
baktériami a parazitmi. U véiel sa prekvapivo ukazalo, Zze maji druhovo pomerne chudobné
spolocenstvo baktérii mikrobialnej flory v ¢reve, priCom sa prave jej tloha povazuje za
vyznamu pri interakcii s patogénmi (Koch a Schmid-Hempel, 2011). Zdravie v¢iel je nutné
posudzovat’ podla SirSieho systému, ktory zahfna vceli geném, ale takisto aj geném ich
benefitnych mikrobidlnych symbiontov. Gendm hostitel'a a mikroflory sa prispdsobuje
a vyvija ako 1 jednotka, a v zavislosti na reakciu na patogény a iné environmentalne faktory
uréujice fenotyp a kondiciu organizmu (Schwarz et al., 2015).

Parazity st schopné menit’ metabolizmus uhlika a dusika, a takisto kI'a€ove biologickeé
funkcie hostitel'a. Narusuju imunitnii obranu ¢reva a uprednostiiuji vyrobu metabolitov,
ktoré si vyzaduju pre svoj vlastny vyvoj (Mufioz et al., 2014). Vcely su Specifickym
objektom §tidia vzdjomnych G¢inkov na imunokompetenciu, pretoze ich imunitny systém
sa li81 v zavislosti na veku, socialnom kontexte a tlohe v kolonii. VSeobecne oslabuju zdravie

spoloCenstva a vytvaraju priestor pre sekundarne infekcie. Nakazené vcely nésledne
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podstupuji oxidativny stres, nakol'ko pritomnost’ parazita v c¢reve zvySuje hojnost’
antioxida¢nych proteinov (Vidau et al., 2014). V sucasnosti je vel'mi Casto diskutovany
parazit Nosema sp. Mikrosporididoza sposobena tymto druhom je jednym z hlavnych
faktorov suvisiacich so stratami véelstiev (Munoz et al., 2014).

K' rozSireniu vicSiny parazitov vciel dosSlo dosledkom ich prepravy na velké
vzdialenosti. Hlavny prenos prebehol viac-menej v historii, ale tento trend stale pokracuje,
aj napriek zlepSenému procesu karantény pri prevoze. NavySe preprava na velké
vzdialenosti spdsobuje stres, zvySeny prisun CO2, vibracie, zvySenu teplotu a tym vyssiu
nachylnost’ na choroby. K rozsireniu doslo takisto prostrednictvom komeréného obchodu
s ¢meliakmi, ktoré sa pouzivaju hlavne na opelenie sklenikovych plodin, ako su napr. rajciny
(Goulson et al., 2015).

Je zrejmé, Ze socidlne prostredie vciel a ¢meliakov ul'ah¢uje prenos baktérii z jedného
jedinca na druhého. Jedn4 sa najma o vertikalny prenos a ndslednu koevoluciu $pecialnych
¢revnych baktérii vo vcelach. Kym vertikalny prenos sa ukazal ako zvySujici imrtnost,
horizontalny sposobuje znizenu hostitel'ski plodnost’ (Koch a Schmid-Hempel, 2011).
Velkd populacnd hustota vciel vytvara idedlne podmienky pre rapidnu multiplikaciu
a nasledny prenos do divokych populécii. Predpoved’ indikuje, Ze viny infekcie sa Siria
rychlostou 2km za tyzden, pri tomto zébere sa infikuje 100% vciel (Goulson et al., 2015).
Stadia Graystocka et al. (2015) poskytuje novy nahlad na disperziu parazitov. Vysledky
ukazuju, Ze rastliny sa moézu spravat’ ako disperzné platformy pre varidciu parazitov
opelovacov, kedy po kontaminacii infekciou prispievaju k rozsirovaniu parazitov pomocou
vciel, ktoré sliZia ako vektory. Dokdzany bol dokonca prenos parazitov medzi véelami
a ¢meliakmi, kedy parazity schopné infikovat’ iba 1 druh boli tym druhym iba prenasané.
V¢ela teda dokaze hrat’ aj ulohu rezervoarového hostitel'a. Mnoho parazitov je vdaka tomu
schopnych benefitovat’ zo zdiel'anych potravnych zdrojov (Graystock et al., 2015). Celkovo
je vSak znamych malo informécii o rozpéti hostitel'ov, geografickom rozpiti, prevalencii
a virulencii vacSiny patogénov vciel.

Ziadny zo stresorov nepdsobi v izolacii, napr. niektoré pesticidy maji vyznamny
synergicky ¢i aditivny uc¢inok k vyskytu parazitarnej infekcie. Expozicia pesticidom
a nutriény stres zhorSujii imunitn odpoved’ a véely sa tak stavaji 'ahSie dosiahnutelnymi
pre parazity (Le Conte a Navajas, 2008). Takisto ko-infekcia viacerymi druhmi parazitov
moze vyustit’ vo facilitaciu, alebo kompeticiu, ¢o dokaze vyrazne zmenit’ priebeh a povahu
infekcie, ako zvySena virulencia a nachylnost’ k infekcii d’al§imi druhmi (Schwarz et al.,

2015P). Chronicka expozicia viacerych interagujiicich stresorov sposobuje straty véelich
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kolonii a tbytok divokych opelovacov. Urcitd kombinacia stresorov sa vSak miesto od

miesta li$i (Goulson et al., 2015).
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3.3 EUKARYOTICKE PARAZITY VCIEL

V mojej praci sa sustred’ujem na pritomnost’ eukaryotickych parazitov v organizme
véiel, ktoré ako ukazuju viaceré §tadie, patria medzi najvyznamnejSich povodcov kolapsu
kolonii. Konkrétne sa zameriavam na detekciu parazitov Nosema apis a Nosema ceranae
Vv Ceskych vcelach, ktoré su v sucasnosti podl'a mnozstva odbornej literatiry povazované za
vysoko suvisiace s kolapsom kolonii, pricom sa vyskytuju viacmenej po celom svete
a potvrdeny je ich vyskyt vo vacsine eurépskych krajin, vratane Ceskej republiky (Vesely et
al., 2003; Kamler et al., 2011).

Najvacsi pocet zistenych parazitov socidlneho hmyzu bol doposial’ zisteny u vcely
medonosnej, s viac ako 70-timi druhmi v databaze. Eurdpska véela medonosna je komercne
chovanym druhom takmer vSade na svete, vd’aka vzajomnej vymene dochédza k rozsireniu
chordb a prenosu parazitov. Vo vicSine pripadov parazity do tela véely vnikaju cez stenu
Creva, pretoze ostatné Casti alimentdrneho traktu su povodne ektodermdlne a poskytuju
efektivnu bariéru proti infekciam. Dolezita ulohu hra takisto pH intestinalneho traktu, pri
nepriaznivych hodnotach st viriony degradované (Schmid-Hempel, 1998).

Medzi najvyznamnejsie parazity v¢iel patri klieStik Varroa destructor, sposobujuci tzv.
varrodzu, rozmnozujuci sa v kuklach vciel, pricom im saje hemolymfu, ¢im potlaca
proteinovy metabolizmus a takisto prenaSa radu dalSich vir6z, ako napr. virus
deformovanych kridel (Kamler et al., 2014). Tento $kodca ni¢i vcelstva po celom svete
a takisto je aktivnym vektorom v prenose virusov a baktérii, navyse sa stava rezistentnym
vodi akaricidom pouzivanych véelarmi (Le Conte a Navajas, 2008). Dalou parazitdrnou
chorobou je menavkovita nakaza vc¢iel sposobena prvokom Malpighamoeba mellificae,
ktora sa vyskytuje vo vegetativnej forme a parazituje vo vystelkovych bunkéch Malpighiho
zliaz a vo forme cyst , ktoré Ziji mimo organizmu vciel. Ndkazu mozno pozorovat’ na
zaklade pomaly leztcich v¢iel, ktoré si neschopné letu, s trasticimi sa kridelkami s plochou
zadnou Cast'ou tela (Schmid- Hempel, 1998).

Akariaza je choroba vciel spdsobena parazitarnym roztocom Acarapis woodi.
Roztoc¢iky odoberaju vcele vela hemolymfy, pri postupnom prepliiovani vzduSnic
rozto¢ikmi, vajickami a larvami dochadza v dosledku nedostato¢ného zasobovania kyslikom
k odumretiu hrudnych svalov. Parazitarnu choroba plodu a v¢iel vyvolanu rozto¢om
Tropilaelaps clareae je d’alsim ohrozujucim faktorom véely medonosne;j. Kladie vajicka do

buniek vcelieho plodového pléastu tesne pred zavieCkovanim plodu, vajicka uklada Casto
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priamo na telo larvy a rozmnozuje sa velmi rychlo. Takisto saje hemolymfu a na
vyliahnutych vcelach su viditelné morfologické zmeny napr. deformované kridla a takéto
véely st z ul'ov vynasané (Anonym 1, 2013)

Hlavné kamané patogény rodu Nosema sp. zaradujeme medzi mikrosporidialne
parazity, ktoré patria k najmensim eukaryotom. Su obligatne intracelularne a sposobuju
poskodenie ekonomicky doélezitého hmyzu (Szumowski a Troemel, 2015). Néjdené boli
takmer u vSetkych rodov bezstavovcov. Vyznacuju sa senzitivitou voci teplote, pricom tento
aspekt nabera vyssi vyznam pre socidlne vcely, ktoré su schopné udrzovat’ vysoku teplotu
tela pomocou svojich lietacich svalov (Schmid-Hempel, 1998).

Nosema apis bola v minulosti ¢asto pritomna vo vaésine veelstiev, avsak svetovy trend
V sucasnosti popisuje jej ustup a je postupne nahradzovana pribuznym invaznym druhom
Nosema ceranae (Huang et al., 2014; Yang et al., 2013). Potvrdenie tejto skuto¢nosti v ramci
lokalit v Ceskej republike bude taktiez predmetom diplomovej prace.

Zvysena pozornost’ sa podla poslednych stadii takisto priklada parazitom Apicystis
bombi a Crithidia mellificae, ktorych pritomnost’ vo v¢elach a Ginky stale nie su tplne
objasnené. Pritomnost’ obidvoch parazitov je bezny u viacerych druhov ¢meliakov Bombus
sp. (Morimoto et al., 2013; Meeus et al., 2010; Plischuk et al., 2011) a z dévodu ich blizke;j
pribuznosti a moznosti prenosu zarad’ujem do mojej prace aj detekciu tychto druhov.

Ocakavam, ze v skumanych vzorkach potvrdim vo viacerych pripadoch pritomnost
eukaryotov druhov Nosema ceranae a Nosema apis. Ak sa zvolenymi metédami podari
detekovat’ aj d’alie parazity rodov Crithidia a Apicistys poukazalo by to na dolezitost’

venovania pozornosti aj novym druhom parazitov.
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3.4 NOSEMOZA

Nakaza vciel zvana nosemoéza, sposobend parazitmi rodu Nosema, je po varrodze
druhym najviac rozSirenym zdravotnym problémom vcely medonosnej. Patogénnymi pre
véely st dva druhy, a to Nosema apis a Nosema ceranae.

Taxonomické zaradenie Nosema sp.:

Risa: Eukaryota

Kmen: Fungi

Trieda: Microsporidia
Podtrieda: Nosematidae
Rod: Nosema

Zdroj: Cornman et al. (2009)

AZ na zaklade $tudie DNA je od roku 2006 trieda Microsporidia ktora obsahuje viac
ako 160 rodov a takmer 1300 druhov, radeny medzi vysoko $pecializované huby (Schwarz
et al., 2015?). Charakteristicky st to obligatne intracelularne hubové parazity, ktoré mimo
hostitel'skej bunky existujii iba ako metabolicky inaktivne vytrusy. Casto sa vyznaluju
rezistenciou k imunitnej odpovedi svojich hostitel'ov (Genersch, 2010). Infekcia Nosema sp.
podl'a Chena et al. (2009) spdsobuje tiplavicu véiel, skratenie dizky Zivota, potrebu vymeny
infikovanej kralovnej a pokles vel’kosti kolonie. Stiidia Mussena (2011) spomina taktieZ, e
robotnice nakazené spdrami nedokazu spravne travit potravu a takisto nie su schopné
v dosledku poskodenia Zliaz a naruSenia premeny bielkovin produkovat’ potravové sekréty
potrebné pre vyvoj potomstva. Dalej uvadza, ze dizka Zivota moze byt skratena az o 78%.

V minulosti prevladal viac parazit Nosema apis, avSak v poslednej dekade sa priklada
vys$$i vyznam N. ceranae, parazitovi, ktory bol pdvodne povazovany za schopného infikovat’
iba azijsky druh v¢iel Apis cerana (Genersch, 2010).

Rozdiel medzi druhmi apis a ceranae bol zisteny na zaklade 16S malej podjednotky
rRNA génovej sekvencie a ultrastrukturalnych rysov, vel’kosti spor a takisto v symptémoch
ochorenia (Klee et al., 2007). Oba druhy st schopné reprodukcie iba v epitelarnych bunkach
¢reva, avSak ich vytrusy boli podl'a najnovsieho vyskumu detekované aj v inych orgénoch,
a to: vcelie ovaria, sliny, mandibuldrne a hypofaryngidlne zl'azy, med, pel’, vosk a vcelarsky
material. Ako najpravdepodobnejSou cestou prenosu vytrusov aj do t'azko dostupnych tkaniv

sa zda byt hemolymfa, v ktorej boli najdené stopy patogénu (Glavini¢, 2014).
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Vyvojovy cyklus

Mechanizmus mikrosporididlnych parazitov (rovnaky pre obidva druhy) zacina pozitim
spor véelou, ktoré su pritomné v potrave, vzduchu, vode a pel'i (Genersch, 2010). Vo vnutri
spory Nosema sp. sa nachadza dvojjadrovy sporont. Tesne pod stenou spory je ulozené v
dvoch vrstvach zavitu polové vlakno, ktoré je duté a dlhé az 400um (Rejni¢ et al., 1987).
Infekcia hostitel'skej bunky zahiha klicenie spér a naslednej mechanickej injekcii
extrudovanej trubice polarneho vy€nievajuceho zo spor. Fyzickou silou vlakno prenika cez
membranu hostitel'skej bunky a cez neho je potom vnasany infekény sporoplazmus priamo
do cytoplazmy bunky, alebo aspon do blizkosti jej stien (Roberts a Hughes, 2014).
V epitelarnej bunke zalidka sa parazit nasledne replikuje a priblizne po 3 az 4 dioch od
infekcie sa vo vel'kom mnozstve zacinaji vyvijat’ nové vytrusy, ktoré¢ potom odchadzaju
s vykalmi z tela von (Anonym 1, 2013).

Nosematicka infekcia sa vyskytuje samostatne, teda bud’ N. apis, alebo N. ceranae, ale

aj ako zmieSand infekcia obidvoma druhmi.

Obrazok ¢.1: Schéma Zivotného cyklu Nosema sp.

b. germination ) -
;\~ T . ' P
a. infective environmen

spore

Zdroj: Internet (1)
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Vznik a priebeh infekcie

Nékaza Nosema sp. narastd v obdobiach utlmu v¢ciel, a to najmé v skoru jar, jesen
a Vv zime, pripadne po dlhotrvajicom nepriaznivom pocasi, nevhodnom umiestneni ul’a,
alebo skorom a prili§ vel'kom rozsireni Gl'a véelarom (Botias et al., 2013). N. apis ma viac
sezonny charakter, s typickym vrcholom vyskytu aj dopadu na véelstva v zimnom obdobi,
nakol’ko t'azko znasa vysoké teploty a infekcia behom leta je vyrazne obmedzena. Naopak
N. ceranae zaznamenava vyssi vyskyt v letnych mesiacoch (Gémez-Moracho et al., 2015).
Vysoka virulencia bola zistena najma v Spanielsku, prave v dosledku teplej klimy (Higes et
al., 2006).

Nékaza vcely najcastejSie nastdva prostrednictvom potravy obsahujucej vytrusy. Do
vcelstva moézu byt vSak spory prindSané aj nakazenymi zalietavajicimi, ¢i lipeznymi
vcelami. Pri¢inou moze byt aj samotny vcelar pri vymene matky za nakazenu, alebo pri
spajani ¢i doplnovani ul'ov (Rejni¢ et al., 1987). Zrejme najvyznamnejsi sposob prenosu
nakazy medzi vcelami je koprofagia, tj. pozieranim vykalov (Kamler et al., 2011).
Do6vodom je prirodzeny inStinkt Cistoty vciel a zaroven pri nosemoéze je chut' vykalov
vyrazne slad$ia (Fries et al., 2012). Pocas prvych 5 dni od invazie dochédza v dosledku
poruSenia C¢revnej bariéry k prestupu saprofytickych baktérii z traviacich ustrojov do
hemolymfy v¢iel a ich hynutie na septikémiu. Napadnuté bunky ¢revného epitelu stracaju
plazmu a v neskorSom obdobi sa prestava tvorit’ peritrofickd membrana a teda dochadza
k poruseniu c¢innosti zaludka a k nedokonalému traveniu a trofalaxii (Vesely et al.,
2003).V¢ely nasledne vo vnttornom prostredi kontaminuju zdroje potravy, teda vodu aj pel’
a tym sa infekcia Sir1 d’alej (Kamler et al., 2011). Infikované vcely konzumuju vicsie
mnozstvo cukru a maju vysSie energetické naroky a stres (Huang et al., 2014). Podla
vyskumu Vidaua et al. (2014) je parazit schopny menit’ metabolizmus uhlika a dusika a tym
ma schopnost’ menit’ kI'i¢ove biologické funkcie hostitel'a. Vyvolava uvol'nenie reaktivneho
kyslika a dusika, ¢o st zakladné zlozky imunitnej odpovede hmyzu (Vidau et al., 2014).
Svojou pritomnost'ou narusuje imunitni obranu ¢reva, pretoze vcela uprednostiiuje vyrobu
hostitel'skych metabolitov poZzadovanych pre vyvoj samotného parazita (Fries et al., 2012).

U napadnutej v€ely ma na intenzitu mnoZenia Nosema sp. vplyv rada cinitel'ov.
Najvyznamnej$imi su teplota a pritomnost’ bielkovin v potrave. Optimalnou teplotou pre
parazita je 30-35°C, ¢o je bezna teplota vo vnutri ul'a (Vesely et al., 2003). Vo vcelach
chovanych pri teplote 30°C dochadza k formovaniu novych spor do 5 dni od zaciatku

infekcie. Dozreté spory opustaja telo s vykalmi, ako vol'né spory, alebo stale napojené na
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tukovl bunku tela hostitel'a. Infikovana vcela pritom moéze obsahovat’ 30-50 mil spor
(Schmid-Hempel, 1998).

Experimentalne vySetrovanie nosematickej infekcie na fitness hostitel'skej kolonie
podla Tripodi et al. (2014) prinieslo protichodné zavery. Nakazené kralovné vytvaraji
mensSie kolonie a produkuju menej reprodukéného materialu, ¢o nasledne vedie k poklesu
populacie. Samci z infikovanych kolonii produkuju malo Zivotaschopné spermie a takisto
vykazuju nafiknuté bruchd, nechctl sa parit’ a tym G€inne znizuju zdravie a rast kolonie.
Naopak v studii na Novom Zélande boli kolonie aj napriek noseméze rovnako produktivne,

ako nosemanegativne (Tripodi et al., 2014).

Nosema apis vs. Nosema ceranae

Parazity Nosema sp. st stale do zna¢nej miery zahadné, popisané priznaky sa liSia medzi
jednotlivymi parazitmi rovnako, ako ich sezonny vyskyt. Vysledky ukazuju, ze hlavny
sposob prenosu medzi véelami sa medzi druhmi N. apis a N. ceranae moze lisit’ (Milbrath
et al., 2014). U druhu N. ceranae je potrebné lepsie objasnit’ celti epidemioldgiu, doplnit’
nedostatok tdajov o rozdielnej citlivosti oboch parazitov medzi r6znymi véelimi kmenmi.
Rozdielna citlivost sa prejavuje takisto aj v hostitel'ovi a izolaty parazita sa pravdepodobne
lisia v infekénosti aj vo virulencii (Fries et al., 2012).

Délezitym vystupom je, Ze vacSina sicasnych udajov o Nosema sp. Bolo ziskanych
z experimentov s Nosema apis, preto je vyskum na rovnakej Grovni potrebny aj pre N.
ceranae za ucelom posudenia podobnosti a rozdielov medzi oboma druhmi, nakolko cela

infekcia ma uz preukézané odliSnosti.
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3.4.1 NOSEMA CERANAE

Nosema ceranae bola prvykrat popisana vo véele medonosnej v roku 2006, kedy sa
vyskyt parazita zhodoval s masivnymi stratami vcelstiev v Eurdope a Severnej Amerike
(Vidau et al., 2014). Vyznacuje sa spérovym dimorfizmom, pri¢om tenkostenné spory
vykli¢ia v hostitel'ovi a hrubostenné su uvol'ované do prostredia. Spory maju cylindricky

tvar a priemernu vel'kost’ 4,6 x 2,5 um (Williams et al., 2014).

Patogenita

V pripade Nosema ceranae véelstva zo zaciatku nevykazuju ziadne znamky nakazy,
okrem zvysenej mortality pocCas zimy. V §tiadii Nosemosis (Anonym 1, 2013) uvadzaju, ze
pri prepuknuti infekcie ¢revo vciel nabera z povodnej hnedej, bielu farbu a stava sa vel'mi
krehkym. Pri akutnom priebehu takisto méZeme zaznamenat' vykaly na plastoch, Gl'och,
silny spad uhynutych v¢iel a rapidne slabnutie véelstva.

Medzi hlavné poruchy popisané v infikovanych vcelach patri aktivny stres, behavioralna
horac¢ka, hormonalne poruchy, imunitné vycerpanie a nasledné znizenie zivotnosti (Vidau et
al., 2014). Nosema Vv tukovych bunkach v¢iel sposobuje expresiu génov v metabolickych
a nutricnych drédhach, ¢o pravdepodobne vedie k transkripénym a fyziologickym zmenam
asociovanym prave so zmenou spravania, zniZenou imunitnou odpoved’ou a skratenou
dizkou Zivota (Grozinger a Robinson, 2015). Kolonie s chronickym priebehom nosemézy su
slabé a vciel postupne ubuda, slabo lietaji a maju skrateny zivot (Botias et al.,2013).
Pritomnost’ parazita takisto zvySuje citlivost k chemickym stresorom a moéZe znizovat
ucinnost’ liecby akaricidmi proti Varroa destructor (Vidau et al.,, 2014). Postupna
depopulacia a vyssia jesennd a zimna umrtnost’ spdsobuje vznik modelu koldnie, kde ostava

kralovna obklopena mladymi v¢elami (Fries et al., 2012).

Prevalencia

Problematickym sa pri tomto druhu stdva najmé nedostatok symptomov, kedy su mftve
véely videné iba zriedkavo, aj to vd’aka synergii s chorobami a pesticidmi (Anonym 1, 2013).
Zavazné symptomy boli popisané hlavne na juhu, zriedkavo v miernom podnebi. Je vSak

mozné, ze priebeh infekcie sa liSi aj r6znymi poddruhmi vciel, potravnou ponukou,
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pol'nohospodarskymi postupmi v danej lokalite, v manazmente al'a, ¢i v dosledku inych
abiotickych a biotickych faktorov (Fries et al., 2012).

V pripade N.ceranae existuje malo dlhodobych studii zalozenych na ¢asovej dynamike
infekcie veelstiev. Ukazuje sa jasny sezonny vplyv na rozsSirenie choroby, vyssia prevalencia
sa vyskytuje v ranom obdobi. Problémom aj nad’alej ostava zna¢na variabilita v produktivite
a spravani medzi koloniami (Milbrath et al., 2014).

Celosvetovo sa obrovsky vyskyt Nosema ceranae zaznamenal najmid v USA
a Spanielsku (Ravoet et al., 2014). Dévod pre¢o sa prave v USA stala dominantnym
parazitom aj nad’alej ostava kontroverzny. V Ceskej republike bolo podla §tadie Kamlera et
al. (2011) vySetrenych 4010 vcelstiev zo vsetkych krajov od 113 chovatel'ov vciel. Parazit
Nosema ceranae bol pritomny v 1134 v¢elstvach, teda s prevalenciou 52,3%. U 8 chovatel'ov
bola dokonca zistena nakaza vo vsetkych véelstvach. Prevalencia Nosema apis bola nizsia,
celkovo 31,3% s pritomnostou v 678 vcelstvach. Celkovo bola nakaza Nosema sp.
Zaznamenana v 54% vsetkych vysetrovanych vzorkach.

V sucasnosti sa navySe zacina prejavovat synergicky efekt medzi ndkazou
a pouzivanymi pol'nohospodarskymi pesticidmi, nakolko parazit zvySuje citlivost
k chemickym stresorom. Takisto preukazatelne znizuje G¢innost’ liecby akaricidmi proti
patogénu Varroa destructor (Vidau et al. 2014). Vysledky zjavne ukazuju, Ze aj
v podmienkach Ceskej republiky sa postupne Nosema ceranae dostava do role

dominantného parazita a je potrebné jeho postup monitorovat’.
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3.4.2 NOSEMA APIS

Mikrosporidialny parazit véely medonosnej Nosema apis bol prvykrat spomenuty
v roku 1909, kedy Zander referoval o prvokovi vyvolavajucom uplavicu vciel.

N. apis sa zda byt neschopna infikovat’ larvy a juvenilné jedince (Schmid-Hempel,
1998). Spory druhu maja ovalny tvar a vacsiu vel'kost’, ako u N. ceranae, a to: 5,8 x 3,3 um.
V tele hostiela sa usadzuju v tukovych bunkach a hypofaryngidlnych zl'azach. V inych
organoch zatial’ vyskyt potvrdeny nebol (Kamler et al., 2011).

Teplota a podmienky hostitel'a vyrazne ovplyviluju cyklus N. apis. Sporonty
produkované v lete su rozdielne, ako tie ktoré¢ vznikaji v zimnom obdobi. Takisto podla
Weisera (1961) diapauza hostitel'ského hmyzu urychl'uje rozvoj mikrosporidii, ¢o mézeme

povazovat’ za relevantné pri vcele, ako socidlnom hmyze so sezonnymi cyklami.

Patogenita

Vcely infikované druhom N. apis nevykazuju najprv ziadne znamky nékazy, ale ich
dizka Zivota sa napadne skracuje a majui nedokonale vyvinuté vakuolovité hypofaryngialne
zlazy (Schmid-Hempel, 1998). Infekcia m6Ze nadobudnut’ az rozmery pandémie a sposobit’
znacné oslabenie celého veelstva. Znizena je aj aktivita zbierania pel'u (Klee et al., 2007).

Kralovné infikované druhom apis ¢asto prerusuju kladenie vajicok, hlavne v jarnom
obdobi a zarovenl hynu po par tyZdioch od zaciatku nékazy, va¢Sinou mimo priestoru ul’a.
Parazit sa k nim najCastejSie dostava pocas kimenia nakazenymi robotnicami (Schmid-
Hempel, 1998).

Dal§im zistenym efektom je neschopnost’ véely v pritomnosti parazita naplno vyuZit
bielkoviny z potravy a ich nedostatok spdsobuje atrofiu hltanovych zliaz a u robotnic nastava
neschopnost’ kfmenia plodu, matky a pred¢asné starnutie populacie (Vesely et al., 2003).

Akutna nakaza d’alej sposobuje chvenie tiel robotnic a rozsirenti oblast’ brucha (Fries et
al., 2012). Nakazené vcely postihuje dyzentéria, co enormne podporuje rozsirenie nakazy po
celej koldnii (pri Standardnych podmienkach véely defekuju pocas letu mimo al'a) a spoznat’
ju mozno podla uhynutych véiel a fekalnych znaciek okolo ul'a (Schmid-Hempel, 1998).
Pricinou je v dosledku pritomnosti parazita nedokonalé vstrebavanie glycidov, ktoré
predovsetkym v zimnom obdobi zatazuji vykalovy vak a tym spdsobuju uplavicu. Silne

nosematické v¢elstvo pravdepodobne uhynie este v zime (Vesely et al., 2003).
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Pri Standardnom priebehu infekcie sa kolonie dokazu zotavit’, pokial’ si infikované
zaCiatkom roka, naopak infikované na jesenn hynu pocas obdobia hibernacie (Schmid-
Hempel, 1998). Faktom je, Ze stracaju vel’ku cast’ populécie a jednym z dovodov je aj mala
zasoba medu vytvarana pocas pritomnosti parazita, pricom sa odhaduje zniZzenie o 20-30%
(Fries et al. ,1984).

Taktiez je pravdepodobné, Ze niektoré¢ pozorované priznaky st vysledkom virusov,
ktoré sa Casto objavuju spolu s parazitmi a ich u¢inky sa navzajom synergizuji (Schmid-
Hempel, 1998). Infekcia N. apis je ¢asto spojena s 3 nesuvisiacimi virusovymi infekciami
a to: virus s¢ernania mate¢nikov (BQCV), véeli virus Y (YV) a vlaknity virus (FV). Hlavne
kombinacia infekcie s parazita s BQCV je vyrazne $kodlivejsia, ako samostatné jednotlivé
infekcie. Virus je schopny pridat’ poddruhu apis virulenciu (Fries et al., 2012). Zisteny bol
aj Casty vyskyt v spolo¢nosti prvoka Malpighamoeba mellificae, ktory méze byt pévodcom

prave spominanej tplavice (Schmid-Hempel, 1998).

Prevalencia

Vyskyt N. apis koreluje s pozorovanou zimnou tmrtnost'ou, ale hlavnym problémom
je, ze choroba sa ¢asto objavuje aj bez toho, aby doslo k stratdm v infikovanych koldniach
(Fries et al., 2012).

V miernom podnebi vykazuje nakaza N. apis nizsiu prevalenciu v lete, maly vrchol na
jesen a pomaly vzostup infekcie pocas zimy. Na jar kedy zacina chov plodu sa infekcia
zvysuje rychlo aj v dosledku toho, Ze moZnosti lietania st v tomto obdobi zna¢ne obmedzené
(Fries et al., 2012). Dalsia $tadia naopak ukazuje absenciu teplotného gradientu, kedy sa
prevalencia v chladnejSej klime nejavila niz$ia, dosahovala velmi podobné hodnoty
(Schmid-Hempel, 1998). Mozno ustdit’, ze prevalencia parazita je variabilna v réznych
podmienkach a koloniach. Napr. Varis et al. (1992) vykonal screening vzoriek vcely
medonosnej vo Velkej Britanii a vo Finsku, kde zistil infekciu Nosema apis vo viac ako

v 1/3 veelstiev, ktoré vykazovali pritomnost’ spor.

Moznosti liecby a prevencie NosemoOzy

Infekcia Nosema sp. je zavisla na teplote. Prave teplota v 1li je potencialne vyznamny
faktor ovplyviiujlici rezistenciu hostitela voci parazitom. Pritomnost nosemoézy je

vSeobecne nizSia pocas leta, vysoké teploty v Uli dokaZu inhibovat’ multiplikaciu Nosema
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sp. (Holt et al., 2013). Avsak zistilo sa, ze teplota by mala dosiahnut’ asponi 35°C, ¢o je
hodnota zriedkavo dosiahnuta aj priamo v centre Gl'a. V pripade, Ze bolo pocasie chladnejsie
a vcely boli nutené¢ zdrzovat’ sa dlh$iu dobu vnutri ula, bude nékaza pravdepodobne
vyznamnejSia. Epidémia je podporovana takisto preplnenostou ul'a. Infekcia je schopna
dokonca sama vymiznut’ na zaciatku sezony, kedy su véely uvolnené z prezimovania a mézu
defekovat’ mimo priestoru Gl'a (Schmid-Hempel, 1998).

Pred cca 20 rokmi sa nosemoéza liecila pomocou antibiotik (fumagilin), av§ak dnes je
tato metdda zakazana kvoli moznému prieniku antibiotik do medu (Huang et al., 2013). Pri
prepuknuti choroby je nutné likvidovat' spéry na plastoch a stendch ulu dezinfekciou
pomocou tepla. Dalsou moznostou je volne dostupny prostriedok pouzitelny k timeniu
nosemozy, a to odparné dosky s kyselinou mravcou (formidol), primarne uréené k liecbe
varroozy. Pary tejto kyseliny vyvolavaju devitalizaciu spor (Navratil et al., 2012). Uhynuté
véely je potrebné spalit’ a ich zasoby vytoéit, zriedit’ s vodou a 15 min prevarit’ (Rejni¢ et
al., 1987).

Ako prevenciu je dolezité vykonavat’ doplilovanie zimnych zasob, hygienické kimenie
a napdjanie, pravidelni dezinfekciu ulov, lieCbu, spéalenie uhynutych jedincov, asanaciu

a celkovu spravnu starostlivost’ pocas celého roka (Navratil et al., 2012).
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3.5 CRITHIDIA MELLIFICAE

Crithidia mellificae, prvykrat popisana v roku 1967 (Landridge a McGhee)
v australskych véelach patri medzi jednobunkové parazity véely medonosnej, presnejsie
radena do rodiny Trypanosomatidae (Runckell et al., 2011). Trypanozémy st primitivne
eukaryoty s neobvyklou mitochondrialnou strukturou zvanou kinetoplast (Boulanger et al.,
2001). Tato Struktira obsahuje unikdtne mnozstvo kinetoplastovej DNA v ramci
elongovanych mitochondrii buniek a predstavuje alternativny zdroj genetického materidlu
(Schwarz et al., 2015?). Trypanozoémy sa vyznacuji lahkym prenosom, nizkou hostitel'skou
Specifitou a nie prili§ zavaznymi G¢inkami na hostitel'a (Schmid-Hempel, 1998).

Taxonomické zaradenie:

Risa: Eukaryota

Skupina: Excavata

Kmen: Euglenozoa

Trieda: Kinetoplastea

Podtrieda: Metakinetoplastina

Rad: Trypanosomatida

Cel'ad’: Trypanosomatidae

Podcelad: Leishmaniinae

Rod: Crithidia

Zdroj: Schwarz et al. (2015%)

Obrazok ¢.2: Spora Crithidia mellificae

Zdroj: Internet (2)
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Vyvojovy cyklus

Trypanozémy su obligatne parazity, ktoré vicSinou na dokoncenie svojho cyklu
potrebujui stavove aj bezstavovce. Napriek tomu, mnoho bezstavovcov je parazitovanych
monoxénnymi druhmi, ktoré vyZzaduju iba jedného hostitel'a (Schwarz et al., 2015%).

Vo svojom zivote Crithidie prechadzaji viacerymi cyklami, pricom vystriedaji aspon
2 rozne formy vyskytu (Boulanger et al., 2001). C. mellificae sa najCastejSie vyskytuje
v morfologickej forme mierne pretiahnutych choanomastigota so skratenym bic¢ikom

(Schwarz et al., 2015%).

Vznik a priebeh infekcie

Crithidia mellificae moze byt prenasana potravou vciel, avsak jej uspe$né prezimovanie
pozaduje interné prostredie tela vcely (Tripodi et al., 2014). K novej infekcii dochadza
prenosom pri kontakte s okolitymi v¢elami, materialom z Gl'a, alebo cez kvety navstivené
infikovanymi véelami. Typicky infikuje mladé kralovné, vytvorené na konci kolonialneho
cyklu a dosahuje d’alSie generacie hostitel'ov (Schmid-Hempel a Tognazzo, 2010). Parazit
infikuje véelu na Specifickom mieste — ¢revo, Malpighiho Zzl'azy, alebo peritroficka
membrana, pricom sa infekcia neobjavuje vo véelach mladsich, ako 6 dni (Schmid-Hempel,
1998). Podl'a najnovsich zisteni primarne kolonizuje ¢revo a to vo forme vySSich poctov

sféroidov, ktoré vytvaraju suvislu vrstvu (Schwarz et al., 2015%).

Patogenita

Za normalnych podmienok infekcia C. mellificae nebyva fatalna, ale nakazenie
kral'ovnej moze mat’ vyrazny impakt na vznik novej kolonie (Morimoto et al., 2013).
V dosledku pritomnosti Crithidie dochadza k strate fitnes v porovnani so zdravymi
jedincami (Koch et al., 2011). Infekcia znizuje celkovi telesnii hmotnost’ prezimovanej
kralovnej a tym znizuje jej schopnost’ zakladania kolonie (Tripodi et al., 2014). Kolonie
uspesne zaloZené takouto kralovnou boli preukdzate'ne o 40% menej fit, menej pocetné
s vyraznou redukciou samcov, ktori su schopny reprodukcie (Schmid-Hempel, 1998).
Virulencia parazita méze byt’ r6zna v désledku odlisSnych podmienok Zivotného prostredia.
Za podmienok hladovania utrpeli jedince infikované parazitom az 50% Umrtnost’,

Vv porovnani s 0% pri ziadnom strese z prostredia (Tripodi et al., 2014).
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Infikované koloénie takisto obsahuju mensi podiel robotnic, ktoré vykazuju vyssi
manipulaény ¢as potrebny na zaobstaranie potravy a menej navstevuju kvety (Tripodi et al.,
2014). Zaznamenana bola nizsia produkcia potomkov v porovnani so zdravymi jedincami
(Morimoto et al., 2013). Dalsia $tudia Boulangera et al. (2001) popisuje stratu schopnosti
vciel rozliSovat’ medzi kvetmi, ktoré obsahuju a neobsahuju nektar. Nasledne navstevuju
kvety, ktoré ich nie st schopné nasytit' a pomaly sa vyhladuju na smrt. C. mellificae bola
takisto pouzita v kontrolovanych studiach, kde bola zistena stimulacia komplexnej imunitnej
odpovede hostitel'a, takze je mozné predpokladat’ vplyv na celkové zdravie vcely
medonosnej (Schwarz a Evans, 2013).

Pribuzny parazit Crithidia bombi sa povazuje za doélezitého, globalne rozsireného
parazita ¢meliakov, priCom sa predpokladéd ¢asom prenos aj na zatial’ nepostihnuté populécie
inych druhov vplyvom koevolucie (Schmid-Hempel, 1998). Fylogeneticka analyza jasne
oddel'uje Crithidia mellificae od komplexu Crithidia bombi, ¢o sthlasi s experimentalnymi
vysledkami, ktoré ukazuja, ze Apis mellifera nie je nachylna na C. bombi. (Schmid-Hempel
a Tognazzo, 2010). Avsak blizko pribuzny parazit podl'a Schmid-Hempel (1998) vazne
Skodi ¢meliakom , spdsobuje redukciu velkosti vaje¢nikov, pomalsi rast koldnii na zaciatku
sezony, znizenu kondiciu a vyrazne znizuje prezitie kolonie a aj preto je dolezité¢ dosledne
objasnit’ impakt C. mellificae na v¢elu medonosnu.

Okrem spominanych negativnych efektov bola zistena vyznamna negativna synergia
medzi posobenim C. mellificae a Nosema ceranae na zimna tmrtnost’ véiel. Kombinacia
obidvoch patogénov ma sice nizsi celkovy U€inok, ako ich sti¢et jednotlivo, stale v§ak moZno
pozorovat’ jasny zvySujuci sa ucinok (Ravoet et al., 2014). Kolonie napadnuté parazitom st

nachylnejsie k r6znorodému stiboru d’alSich parazitov, ktoré mozu toto oslabenie vyuZit.

Prevalencia

Tento bezny bi¢ikovec sa nachadza takmer na celom svete a je prenaSany priamo, bez
akéhokol'vek vektora. Mimo tela hostitel'a dokaze prezit’ len kratku dobu (Schmid-Hempel
a Tognazzo, 2010). Analyza ukazala vel’ky vplyv vyskytu C.mellificae v lete, na neskorsie
zimné straty vciel. Kolonie napadnuté infekciou s nasledne nachylnejsie k réznorodému
stiboru parazitov, ktoré mézu vyuzit' toto oslabenie (Ravoet et al., 2014).

C. mellificae bol dlhsiu dobu ignorovany parazit, ale aktualne udaje ukazuju, ze by
teoreticky mohol byt’ aj jednym z kI"i¢ovych hra¢ov syndromu kolapsu véiel (Ravoet et al.,

2014). Kombinacia pol'nych pozorovani a modelovania napoveda, ze infekcia Crithidia
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bombi sa presunula zo sklenikov do komer¢nych koldonii (Goulson et al., 2015). Podl'a
roznych §tadii ma kozmopolitné rozsirenie, bola reportovany z Australie, Ciny, Japonska,
Belgicka, Francuzska, Spanielska a USA (Ravoet et al., 2014). V Eurdpe a Severnej Amerike
je potvrdeny vyskyt 2 rodovych linii (Schmid-Hempel a Tognazzo, 2010). V Ceskej

republike zatial’ podl'a dostupnych informacii tento parazit detekovany nebol.

Prevencia

Analyza ¢revnej mikroflory ¢meliakov ukazuje, ze by mohla posobit’ ako ochrana proti
trypanozome Crithidia bombi. Normalna mikroflora ochranuje ¢meliaky proti rozmanitej
a intenzivnej infekcii, a to prenos parazita do matiek a znizenie fitnes (Goulson et al, 2015).
Na zaklade vyskumu Koch a Schmid-Hempel (2011), ktori experimentalne pridavali ¢revnu
mikrofloru do tiel ¢meliakov a zaznamenali zniZenie zatazenia parazitom, mozno
predpokladat’ rovnaky scenar aj pri poddruhu Crithidia mellificae. AvSsak mechanizmus,
ktorym mikrofléra dokaze zmiernit’ parazitarne zat'azenie zatial’ nie je znamy. Zaujimavou
informaciou podl'a §tadie Koch et al. (2012) je zvySenie rozmanitosti mikroflory u jedincov
prirodzene infikovanych parazitom Crithidia mellificae (takisto Nosema bombi). Ekologické
faktory, ktoré maji vplyv na kvalitu a kvantitu mikroflory st nutricny stav hostitel’a
a aktivacia imunitného systému pri parazitarnych infekciach. Podl'a vyskumu bolo v ¢revach
hostitel'ov napadnutych Crithidia sp.zistenych viac taxonov baktérii (Koch et al., 2012).

Niektoré pozorovania naznacujii priamu interakciu medzi baktériami mikroflory
a parazitmi Crithidia v ¢reve, ¢o sa zda byt pravdepodobnejsie, ako len vSeobecny ucinok
na fitnes (Koch et al., 2012). Aj napriek tomu, Ze oslabenie ¢revnej mikroflory priamo
nesuviselo so zvySenou umrtnostou, bola dokdzana stimuldcia imunitného systému vciel
pozitim baktérie mikroflory. MoZnym mechanizmom tohto efektu je produkcia
antimikrobialnych latok, ¢i zvySené superenie o zdroje v ¢reve (Koch a Schmid-Hempel,
2011). K pochopeniu ulohy mikroflory a d’alS$ich moznosti prevencie pred parazitom je

potrebny d’alsi vyskum.
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3.6 LOTMARIA PASSIM

Trypanozémy infikujice véelu medonosnu boli do stcasnosti velmi mélo skiimané
pomocou molekularnych metod. Vaésina objavov trypanozoémy v ¢reve Apis mellifera bolo
automaticky povazovanych za druh Crithidia mellificae, az nedavny vyskum Schwarza
(2015) dokazal identifikovat’ a popisat’ nového parazita z radu Trypanosomatidae —
Lotmaria passim (Ravoet et al., 2015). Druhy su si zna¢ne geneticky podobné, rozdiel
predstavuje len niekol’ko nukleotidov, a preto je na ich rozliSenie nevyhnutna
metagenomickd sekvenacia (Schwarz et al.2015"). Konkrétne cytochromovy gén b
kodovany kDNA je dolezity lokus pre rozliSenie genotypov Vv ramci trypanozom (Schwarz
etal., 2015%).

Taxonomické zaradenie:

Risa: Eukaryota

Skupina: Excavata

Kmen: Euglenozoa

Trieda: Kinetoplastea

Podtrieda: Metakinetoplastina

Rad: Trypanosomatida

Cel'ad’: Trypanosomatidae

Podcel'ad’: Leishmaniinae

Rod: Lotmaria

Obrazok ¢. 3: Spora Lotmaria passim

Zdroj: Internet (3)
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Popis a patogenita

Dostupné informacie z dovodu nedavneho objavu su zna¢ne obmedzené. Promastigoty
parazita maja Kopijovity, az slzovity tvar s jednym volnym bi¢ikom, ktory postrada
membranu. DiZka spory je 7,44 Im (4.66-11.40 Im), irka 3,15 Im (1,50-4,65 Im). Lotmaria
passim takisto ako C. mellificae napada ¢revo hostitel'a a okolité rektalne papily. Sféroidy
Casto pokryvaju ¢revnt stenu hostitela v hustej vrstve (Schwarz et al., 2015%). Dopady
trypanozom na populaciu Apis mellifera st do zna¢nej miery neobjasnené, avSak davaju sa
do suvislosti s kolapsom kolonii. Predpokladanym impaktom na vc¢eli organizmus je hlavne

metabolické a behavioralne poskodenie (Schwarz et al., 2015P).

Prevalencia

Mnoho identifikovanych objavov trypanozém bolo reklasifikovanych ako L. passim
a vdaka tomu sa neocakavane stala predominantnym parazitom vcely medonosnej
v celosvetovom meradle, v kontraste ku skutoénej, taxonomicky platnej identifikovanej C.
mellificae. Takisto bola v pripade belgickych v¢iel objavena aj spolo¢na koinfekcia
obidvoch parazitov (Ravoet et al., 2015). V stadiach je oznacovana, ako vysoko prevalentna
vo veelich populaciach, a to nielen Apis mellifera, ale aj samotarskych v¢iel ako Osmia
bicornis (Groezinger a Robinson, 2015). Vyskyt bol doteraz potvrdeny v americkych
véelach, v Eurdpe v Belgicku (Schwarz et al., 2015) a takisto na Novom Zélande (Tipa,
2015).

V CR zatial’ vyskyt potvrdeny nebol, az vo vyskume tejto diplomovej prace sa podarilo
reklasifikovat’ povodny objav povazovany za C. mellificae pomocou sekvenovania DNA na

parazita Lotmaria passim.
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3.7 APICYSTIS BOMBI

Apicystis bombi je paraziticky prvok skupiny Apicomplexa, ktory je vSeobecne
taxonomicky malo objasneny. Aj z toho dovodu bol tento parazit v minulosti chybne
povazovany druh Mattesia bombi. Az nedavny fylogeneticky vyskum odhalil, Ze sa
vyskytuje vo forme oocysty so 4 sporozoitmi a na zaklade toho bol spravne zaradeny do
rodu Apicystis (Lipa, Triggiani, 1996). Konkrétne patri do radu Neogregarinorida, ktoré su
charakteristické hostiteI'skou Specifitou a schopnost’ou sposobit’ zavaznt infekciu (Schmid-
Hempel, 1998). Povodne bol prvok identifikovany, ako typicky parazit ¢meliakov
(detekovany v najmenej 10. druhoch), avsak jeho virulencia bola potvrdena aj u vcely
medonosnej (Morimoto et al. 2013).

Taxonomické zaradenie:

Risa: Eukaryota

Kmen: Alveolata

Skupina: Apicomplexa

Trieda: Conoidasida

Podtrieda: Gregarinasina

Rad: Neogregarinorida

Cel’ad’: Ophryocystidae;

Rod: Apicystis

Zdroj: Meeus et al. (2010)

Obrazok ¢. 4 : Spéra Apicystis bombi

Zdroj: Internet (4)
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Vyvojovy cyklus a priebeh infekcie

Zivotny cyklus neogregarin je znane komplexny. Rod Apicystis je charakteristicky
rozmnozovanim cez cykly mikro a makronuklearnej merogonie a gametogonie S vyslednou
formaciou dvoch spor (Schmid-Hempel, 1998).

Do vcely sa podobne, ako predoslé parazity dostava cez traviaci trakt z potravy, vody
a prostredia (Marrahamov et al., 2013). Infekcia zac¢ina pozitim dospelych oocyst, ktoré sa
usadia v ¢revnom epiteli, penetrujii cez Erevnu stenu a postupne infikuja bunky tela (Schmid-
Hempel, 1998). Multiplikdcia nastava produkciou sporozoitov oocystami. Zistena
pritomnost’ oocyst v§ak naznacuje aj moznost’ autoinfekcie. Oocysty s navikularneho tvaru
vV rozmere 21,6 x 5,4um, cCasto maju na sebe ¢iapocky a sposobuju sfarbenie infikovanych

tukovych buniek do biela (Marrahamov et al., 2013).

Patogenita

Apicystis bombi infikuje dospelé jedince v¢iel a pritomnost’ parazita je mozné detekovat’
na zéklade pritomnosti spér vo vykaloch. Efekt na hostitela-véelu je mozné nazvat
seridznym. Pozorovana bola dezintegracia tukovych buniek v telach nakazenych robotnic
a znizena schopnost’ reprodukcie kolonii (Schmid-Hempel, 1998).

U c¢meliakov spdsobuje vazne fyzické a behavioradlne zmeny, takisto problémy v
komunikacii medzi kralovnou a robotnicami (Plischuk et al., 2009). Jeho pritomnost’
koreluje s vysokou umrtnost'ou jarnych kralovien, o zabranuje zakladaniu novych kolonii
(Marrahamov et al., 2013). Kratko po objaveni parazita nastala masivna strata druhu Bombus
dahlbonii, ¢o sa spaja prave s prichodom tohto exotického parazita (Goulson et al., 2012).
Zatial’ nebolo vykonanych mnoho $tadii A. bombi, ale uskutoénené analyzy ukazuja, ze
parazit je schopny dokoncit’ svoj Zivotny cyklus aj vo vcele, nakol’ko bola zaznamenana
emergencia zrelych sporozoitov z oocyst (Plischuk et al., 2011). Predpokladanym t¢inkom
na Apis mellifera si zmeny v spravani, zvy$ena mortalita robotnic a spomalené zakladanie

novych kolonii (Goulson et al., 2012).

Prevalencia

Vseobecne sa predpoklada, ze ma Apicystis bombi kozmopolitné rozsirenie u cmeliakov

a u vciel je potvrdeny vyskyt viacmenej sporadicky (King, 2012). Hlasené ndlezy

39



pochadzaji z Kanady, Francuzska, Svajéiarska a Talianska v prezimovanych kralovnach
a samcoch réznych druhov Bombus. V roku 1990 bol prvok prvykrat objaveny vo vcele
medonosnej vo Finsku a neskor aj v Taliansku (Plischuk et al., 2011). V roku 2012 bol
takisto potvrdeny jeho vyskyt z Patagonie v druhoch Apis mellifera a Bombus terrestris
(Goulson et al., 2012).

Podrla stidie Marrahamova et al. (2013) bol pri screeningu vybranych ul'ov v Europe
zisteny az 40,8% pozitivny nalez Apicystis bombi, ¢o len zdoraznuje potrebu monitoringu
tohto malo preskimaného parazita.

Nakol’ko su ¢meliaky aj véely infikované rovnakym haplotypom A. bombi a u¢inky na
¢meliaky st preukdzatel'ne negativne, je potrebné objasnit’, aké dosledky ma na kolonie véiel

a v akej miere prispieva ku kolapsu vcelstiev.
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3.8 MOZNOSTI DETEKCIE PARAZITOV

Na identifikdciu parazitickych druhov eukaryotickych organizmov vo vcelach boli
vyvinuté 2 hlavné metddy detekcie, a to mikroskopické a molekuldrne. Mikroskopické
zahfnaju transmisna elektronovi mikroskopiu (TEM), histologické metody a priamu
detekciu pomocou vitalnych preparatov. VSobecne sa povazuju za viac pracné, ¢asovo
naro¢né a nie celkom spolahlivé z hladiska druhovej diferenciacie napr medzi druhmi
Nosema apis a Nosema ceranae (Erler et al., 2012). Molekularne nastroje st zalozené na
polymerazovej retazovej reakcii (PCR) (Traver a Fell, 2012). PCR amplifikacia na baze
DNA je casto pouzivanou metdédou na detekciu eukaryotickych parazitov (Meeus et al.
2010). Hlavné 2 vyuzivané typy su konven¢na PCR a real-time quantitative PCR (qPCR),
pricom obidve metddy vyuzivaju tepelné cyklovanie, ale odliSuju sa v sposobe amplifikacie
DNA produktov, kedy je pri konvenénej metdde nutné post-spracovanie, Standardne gélovou
elektroforézou (Traver a Fell, 2012). qPCR naopak umoziiuje hodnotenie DNA produktov
priamo po kazdom cykle amplifikdcie a je povazovana za jednu z najsenzitivnej$ich
génovych analyz (Internet, 5). Vyhodou oproti mikroskopickym metodam je vyssia Specifita
a senzitivita. Nevyhodou je potreba Specidlnych zariadeni a nizka G¢innost’, ktord mdze byt’
spOsobend nizkou primerovou Specifitou, a takisto vyskyt falosnych pozitivnych a

negativnych vysledkov (Erler et al., 2012).
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Parazit

Nosema

ceranae

Nosema

apis

Crithidia
mellificae*
Crithidia
mellificae*
Crithidia
mellificae*
Crithidia
mellificae*
Crithidia
mellificae*
Apicystis
bombi

Lokus

16S
rRNA

16S
rRNA

18S
rDNA

18S
rRNA

18S
rRNA

18S
kDNA

18S
kDNA

18S
rDNA

Tabulka €.1: Detek¢né primery pre jednotlivé parazity

Nazov

218
MITOC

321
APIS

SEF
SER

SSuU

SSU
rRNA

Cytb

Tryp-
cytb

ApUF1
ApUR1

Sekvencia primeru (5°-3’)

CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA
CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG

GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA
GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG

CTTTTGGTCGGTGGAGTGAT
GGACGTAATCGGCACAGTTT

GGCGTCTTTTGACGAACAAC
TACGTTCTCCCCCGAACTAC

TGCCATGGCGTTGACGGGAG
CCAACAAAAGCCGAAACGGTAGCCT

GTWTTRTTTTTRTGRGATTTT
CATAAACGYTCACAATAAAATGC

TGTGGWGTKTGTTTAGC
CRTCWGAACTCATAAAATAATG

TCAATTGGAGGGCAAGTCTG
CACGCAAAGTCCCTCTAAGAA

Teplota
(W9

61,8

61

60

60

50

50

55

Velkost’
produkt
u (bp)

218-219

321

417

763-775

544

413

490

850

Referencia

Martin-
Hernandéz et
al. (2007)
Martin-
Hernandéz et
al. (2007)
Meeus et
al.(2010)
Yang et al.
(2013)
Yang et al.
(2013)
Schwarz et al.
(2015%)
Schwarz et al.
(2015%)
Meeus et al.
(2010)

*primery v tejto praci vybrané pre C.mellificae, avsak detekovali Lotmariu passim

Spory Nosema ceranae st mierne ohnuté narozdiel od N. apis a takisto maju menej

jednotny tvar a velkost’. AvSak aj napriek rozdielom je tazké urcit’ rozdiel pri diagnostike

svetelnou mikroskopiou a to aj hlavne kvoli ¢astému vyskytu zmieSanej infekcie obidvoch

druhov (Fries et al.,, 2012). Za najspolahlivejSiu metéodu je povazovana molekularna

detekcia, vd’aka ktorej je mozné spory Nosema detekovat’ aj pri minimalnej pritomnosti

parazita, ktory moze mat’ zanedbatelny, aZ Ziadny vplyv na hostitela. Vyznacuje sa

extrémnou citlivostou a je schopna detekovat’ aj vegetativne formy Nosema, nakol’ko patria

medzi organizmy na baze DNA a prave extrakcia genomickej DNA je prekurzorom na

uskuto¢nenie PCR (Traver a Fell, 2012). Z toho dovodu sa pouzivaju techniky prevazne na

baze PCR (Uniplex, Multiplex, gPCR), pricom existuje cely rad Specifickych primerov pre
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Nosema sp.(Fries et al., 2012). Detekcia N. ceranae a N. apis bola zvolena samostatne
s vyuzitim uniplex PCR, pomocou detekénych primerov uvedenych v Tabulke ¢.1.
Pre parazity Crithidia mellificae a Apicystis bombi bola takisto zvolena metdda uniplex

PCR, s vyuzitim detekénych primerov zobrazenych v Tabulke ¢.1.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 PREHLAD LOKALIT

K odberu vzoriek v¢ely medonosnej (Apis mellifera carnica) a naslednému vyuzitiu
detekénych metdd boli vybrané nasledovné lokality (9) zobrazené v Tabulke ¢.2. V ramci
kazdej lokality bol k dispozicii rozdielny pocet véelstiev a z kazdého vcelstva vytvorené 3
vzorky pocas sezény 2014/2015. Vybrané véelstva boli skimané v ramcie rieSenia
vyskumného projektu KUS QJ1310085 riesenym VURV, v.v.i (Vyzkumny Gstav rostlinné
vyroby) a VaVC Dol (Vyzkumny ustav véelaisky v Dole, www.beedol.cz).

Obrazok ¢.5: Mapa lokalit

' Strelec
Svikyné ' Postfizin
' Prelovice

Rataje
Zdislavice

Horni:lhota ' epud C
3 ' Zvonéjov
' Kyvalka
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Tabul’ka ¢.2: Sledované lokality

Horni Lhota | 49°35'43" | 14°57'25" | 26.9.2014 2 0 1 2 Gabon PA92
Kyvalka 49°11'24" | 16°26'57" | 14.9.2014 1 0 0 Formidol 40mL
Postfizin 50°13'59" | 14°23"12" | 29.10.2014 5 2 0 1 2 Formidol 40mL
11.5.2015 2 0 0 Formidol 40mL
Prelovice | 50°04'22" | 15°36'53" @ 14.9.2014 6 1 0 Formidol 40mL
3 2 Gabon PA92
Rataje 49°42'15" 14°58'14" 10.2.2014 2 0 1 2 Gabon PA92
Svrkyné 50°10'53" 14°15'49" | 29.10.2014 3 1 0 1 Formidol 40mL
3.6.2014 2 1 0 2 Formidol 40mL
4.2.2015 3 0 0 Formidol 40mL
11.5.2015 2 0 0 Formidol 40mL
Strele¢ 50°29'03" 15°15'14" 10.2.2014 5 0 1 4 Formidol 40mL
Zvongjov 49°30'09" 15°35'19" 7.8.2014 18 5 0 5 9 4/ Gabon PA92
Zdislavice 49°41'12" 14°58'28" 10.2.2014 2 0 1 2 Gabon PA92

*Lokality Horni Lhota, Rataje a Zdislavice boli napadnuté morom véelicho plodu

(Paenibacillus larvae). Nakazené vcelstva boli spalené, preto oznaujeme neprezimovanie
ako 0. (Odber a transport vzoriek vciel prebichal s vedomim a stthlasom Statni veterinarni

spravy CR za dodrzania bezpeénostnych podmienok proti moznej kontaminacii prostredia).

O véelstvach boli sledované a poskytnuté idaje VUVE Dol o pritomnosti roztoa Varroa
destructor, charakterizované podla liecebného spadu v podleti roku 2014. Kategorie
napadnutia roztoCom V. destructor zobrazuje Tabulka ¢.3. Spadova podlozka bola
umiestnena na dno ul’a a pritomnost’ roztoc¢ov bola zhodnotena po 7 dnoch od akaricidneho
lieenia. Pouzité pripravky pre jednotlivé véelstva su zobrazené v Tabulke ¢.2. V roku 2015
bolo takisto zistené, ¢i dané véelstvo prezilo, alebo neprezilo do leta. Nakol'’ko bol odber
zabezpeceny veelarmi, okrem prezimovania vcelstva neboli poskytnuté, pripadne nie st

zname udaje o veku matky.
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Tabul’ka ¢.3: Kategorizacia napadnutia Varroa destructor z lie¢ebného spadu

Kategoria Pocet v ks ‘
0 0
1 1-50
2 51-100
3 101-1000
4 1001 a viac
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4.2 ODBER MATERIALU

Odber vzoriek bol vykonany v spolupraci s VaVC Dol podas sezény 2014/2015.
Dospelé robotnice boli odoberané z ul'a z okraja plodiska pomocou zmetacika. V pripade
zimnych odberov boli vely odobrané z okraja zimného chumaca. Zmetenych bolo cca 50-
100 jedincov vcely medonosnej. &nasledne boli umiestnené do igelitu a vzorky
transportované na lade do laboratoria. Véely boli premiestnené do hlbokomraziacej
mrazni¢ky (Thermo, USA) o teplote -40°C, kde boli uskladnené az do analyzy DNA.
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4.3.PRIPRAVA VZORIEK

Z kazdej odobranej vzorky vciel bolo vybranych 10 jedincov vcely medonosnej
z prislusného véelstva, t.j. z kazdej vzorky boli vytvorené a analyzované 3 paralelné vzorky.
Celkovo bolo vytvorenych 159 vzoriek z 9 lokalit. Tie nésledne presli povrchovou
sterilizdciou za uUCelom odstranenia povrchovej mikroflory s vyuzitim 96% etanolu
(absolutny ethanol a dd H20). Vzorky boli ¢istené 2x, a nasledne pomocou fosfatového
pufru PBST (3.2 mM Na2HPO4, 0.5 mM KH2PO4, 1.3 mM KCI, 135 mM NaCl s 0.05%
w/w detergent Tween® 20) ( vSetky Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) takisto 2x .
Vcely boli po sterilizacii premiestnené do sterilného skleneného homogenizatoru (Potter-
Elvehjem homogenizer, Kavalier, Sazava, CR), kde bolo pridanych 6ml sterilného PBST.
Mechanickd homogenizacia pomocou sklenenej drticky (Radnoti tissue grinder, cat No.
440613, Monrovia, CA, USA) prebiehala cca 2 mintty pre kazdt vzorku a homogenat (cca
6ml) bol premiestneny do 25ml plastovych (PP) skiimaviek (Cat No. D1003; KRD, Praha,
CR). Homogenat bol nasledne stodeny pomocou centrifagy (Thermo Scientific Multispeed
Centrifuge CL31R, Thermo Fisher Scientific Inc.) 5min/3000rpm a vzniknuty supernatant
bol prepipetovany do sterilnych PP skiimaviek.
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4.3 1ZOLACIA DNA

Na izolaciu DNA bola vyuzita Fenol-Chloroformova extrakcia podla protokolu Hubert

et al. (2015) , ktory bol modifikovany podl’a nasledovného postupu:

1.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

Zo sto¢eného homogenatu, vyuzijeme supernatant 0 objeme 6ml a zmieSame s 6ml
fenolového ¢inidla fenol/chloroform/izopropanol (Roti-Phenol®, Cat No: A156.2,
Carl Roth, Karlsruhe, Nemecko)
Zmes premieSame otocenim skumavky a umiestnime do centrifigy na
5min/6000rpm

Supernatant prepipetujeme do novej skimavky a znova pridame 6 ml fenolového
¢inidla a zmes centrifugujeme po dobu 5min/6000rpm
Pripravime zmes chloroformu a propanolu v pomere 24:1
Supernatant prepipetujeme do novych skiimaviek a pridame zmes chloroform-
propanol o objeme 6ml
Centrifugujeme opét’ po dobu Smin/6000rpm a krok 5. a 6. znovu zopakujeme
Supernatant prepipetujeme do sterilnych eppendorfiek (Sterile Microcentrifuge
Tube 1.5 ml, Eppendorf® Safe-Lock™) 0 objeme vzorky 700ul

Do kazdej vzorky priddme pomocou pipety 70ul octanu sodného (Sodium acetate
trihydrate, Cat. No. 6131-90-4, Sigma-Aldrich)

Zmes premie$same a pridame 500ul propanolu a skimavky ulozime na 20min do
mraznicky (-40°C)

Vzorky centrifugujeme po dobu 15min/12 000rpm

Z0o vzniknutého produktu odpipetujeme celi kvapalnu fazu, pricom ndm musi
ostat’ tuha faza na dne eppendorfky, s ktorou je d’alej pracované
Tuht fazu rozpustime pridanim 500ul 70% etanolu (absolutny ethanol a ddH20)
Vzorky z rovnakého véelstva pomocou pipety zlu¢ime do jednej eppendorfky
a centrifugujeme po dobu 15min/12 000rpm
Odlejeme etanol a do vzoriek pridame 1000ul 70% etanolu a zopakujeme
centrifugdciu pri rovnakych podmienkach

Po opidtovnom odliati etanolu eppendorfky umiestnime do evaporizatora (Speed
Vac, Thermo Scientific), az kym sa lich neodpari a ostane nam sucha tuha faza
Rozpustanie vzorky prebieha pomocou napipetovania destilovanej (dd) H.O o
teplote 60°C a objeme 100ul
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K d’alSiemu kroku Cistenia DNA bol zvoleny Geneclean® Turbo kit (Cat No. 1102-600,
MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA), pouzity presne podl'a protokolu. Po preéisteni
kitom boli vzorky centrifugované po dobu 5min/12000rpm. Do kolonky do stredu
membrany bola napipetovana dd H>O (60°C) v objeme 100ul.Vzorky sa nechali odstat’ Smin
a naposledy boli centrifugované 5min/12000rpm.

Po ziskani DNA sa jej pritomnost vo vzorkach overovala pomocou nanodropu
(NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific.). Po otestovani boli vzorky

skladované v hlbokomraziacej mraznicke (-40°C) az do ich d’alSieho spracovania.
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44 MOLEKULARNA IDENTIFIKACIA EUKARYOTICKYCH
PARAZITOV VO VZORKACH

Na detekciu eukaryotickych parazitov bola zvolend metéoda uniplex PCR a kazdy
Z parazitov bol detekovany jednotlivo. Reakéna zmes (pre vSetky skimané parazity) pre 1
vzorku s objemom 25 ul obsahovala 18,875ul H20, 2,5ul pufru, 0,5ul dNTPs, 1ul Forward
primeru, 1ul Reverse primeru, 0,125 pl polymerazy Taq a 1ul DNA (vSetky Promega,
Madison, W1, USA).

Amplifikacné podmienky PCR reakcie su uvedené pre kazdého parazita zvIast.

Kazda vzorka bola analyzovana 1x v sete s pozitivnou a negativnou kontrolou. Pozitivna
kontrola bola ziskana z extraktov DNA poskytnutych VUV¢ Dol. Negativna kontrola bola
vytvorena z reak¢nej zmesi PCR bez DNA.

Z kazdého vcelstva boli analyzované 3 nezavislé vzorky (celkovo 159), preto bol pre
pritomnost’ parazita pre kazdé veelstvo ziskany nasledujuci vysledok: 0 — nevyskytuje sa, 1
— vyskytuje sa v jednej vzorke, 2 — vyskytuje sa v dvoch vzorkach, 3 — vyskytuje sa vo

vSetkych vzorkach vcelstva.

Nosema ceranae

K detekcii Nosema ceranae pomocou metody PCR bol pouzity protokol pre
amplifikaciu Casti génu kodujtiiceho 16S rRNA podl'a Mufioz et al. (2014). Detekéné primery
a amplifikaéné podmienky boli zvolené podl'a Martin-Hernandéz et al. (2007). Pouzité boli
detekéné primery 218 MITOC, pri velkosti produktu 218-219bp. PCR reakcia
v thermocyclery (C1000 Touch™ Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Inc.) prebiehala
Vv 35 cykloch pri amplifikacnych podmienkach zobrazenych v Tabulke ¢.4.

Tabul’ka ¢.4: Amplifikacné podmienky PCR pre Nosema ceranae

1. 94°C 10min

2. 94°C 30s

3. 61,8°C 30s (35x)
4. 72°C 45s

5. 72°C 7min
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Nosema apis

K detekcii Nosema apis bol pouzity protokol pre amplifikaciu ¢asti génu kodujuceho

16S r RNA (Muiioz et al., 2014). Detek¢éné primery boli zvolené podl'a Martin-Hernandéz
et al. (2007) 321 APIS, pri velkosti produktu 321bp. Amplifikacné podmienky zobrazuje

Tabulka ¢&.5.

Tabul’ka ¢.5: Amplifika¢né podmienky PCR pre Nosema apis

1. 94°C 10min
2. 94°C 30s

3. 58°C 30s (35X)
4. 72°C 45s

5. 72°C 7min

Crithidia mellificae/ Lotmaria passim

K detekcii Crithidia mellificae bol pouzity protokol pre amplifikaciu Casti génu

kodujuceho 18S rDNA (Morimoto et al., 2013) . Detekéné primery boli zvolené podla
Meeus et al.(2010) - SEF/SER, pri velkosti produktu 417bp. Vzhl'adom k prvému nalezu

patogénu v CR a vSeobecnej nejasnosti taxonomie trypanozém a nedavnemu objavu

pribuzného druhu Lotmaria passim vo svete boli pouzité d’alsie 4 druhy primerov podla

literatiry pri rozdielnych amplifikaénych podmienkach: SSU, SSU-rRNA (Yang et
al.,2013), Cyt b a Tryp-cytb (Schwarz et al.,2015") vid' Tabulka ¢&.1. Amplifikaéné

podmienky pre vSetky druhy primerov st zobrazené v Tabul’ke €.6.

Tabul’ka ¢.6: Amplifika¢né podmienky PCR pre Crithidia mellificae/ Lotmaria passim

Teplota a ¢as
1.
2.
3.

Nazov primeru

94°C - 3min 94°C3min  94°C-3min 94°C-3min 94°C - 3min
94°C — 45s 94°C —45s  94°C —45s  94°C —45s  94°C —45s
61°C — 45s 60°C —45s  60°C —45s  50°C—-45s  50°C —45s
(35x) (35x) (35x) (30x) (30x)
72°C —45s 72°C —45s  72°C—-45s  72°C—-45s  72°C —45s
72°C—-5min  72°C—-5min 72°C—-5min 72°C —5min 72°C —5min
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Apicystis bombi

K detekcii Apicystis bombi bol pouzity protokol pre amplifikaciu 18S rDNA podla
Meeus et al. (2010) a zvolené detek¢éné primery ApUF1/ApURL1, pri velkosti produktu 850
bp. Amplifikaéné podmienky podl'a Morimoto et al. (2013) st zobrazené v Tabul'ke ¢.7.

Tabul’ka ¢.7: Amplifika¢né podmienky PCR pre Apicystis bombi

1. 94°C 10min
2. 94°C 30s

3. 58°C 30s (35X)
4. 72°C 45s

5. 72°C 7min
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4.5 VIZUALIZACIA PCR PRODUKTU POMOCOU GELU

Pritomnost’ aplikonu z PCR reakcie bola overovana pomocou gélu. G¢él bol pripraveny
z agar6zy (SeaKem® LE Agarose, Lonza, Rockland, ME, USA) 1% v pufri (Tris Acetate-
EDTA buffer, T9650, SIGMA). Vizualizacia prebehla pomocou farbiva Sybr (SYBR® Safe
DNA Gel Stain, Cat No. S33102, Invitrogen, Oregon, USA). Po stuhnuti gélu boli do jamiek
vytvorenych hrebienkom napipetovana prislusnda DNA, zmieSana s vkladacim farebnym
pufrom Zipruler (DNA Loading Dye, ZipRuler™ Express DNA Ladder Set, Cat No.
SM1373, Thermo Fisher Scientific) v objeme 4ul. Do poslednej jamky gélu bol naneseny
velkostny marker (50ul ZipRuler™ Express DNA Ladder 1, SM1373, Thermo Fisher
Scientific) v objeme takisto 4ul. Gél bol presunuty do elektroforetickej vane (ENDURO™
300V Power Supply, E0303, Labnet International) a elektroforéza spustena pri konstantnom
napdti 100V po dobu cca 30min. Od¢itanie vysledkov z gélu prebehlo pomocou UV-
transluminatora (SYNGENE, USA) a pocitacového programu GeneSnap (GeneSnap from
SynGene 7.12.1, Syngene).

Obrazok €.6: Detekcia Nosema ceranae z gélu

50 bp DNA ladder

Z1B Z1C Z29A 7298 729C Z33A Z33B Z33C Z40A 7Z40C 741B 741(

Z49B Z49C 7Z74B Z74C Z707A Z7078B Z707C Z708C Z712A Z713C Z714C
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Pri vyhodonocovani gélu boli za pozitivne vzorky povazované amplikony prislusnej
velkosti v PCR reakciach, ak bol pritomny amplikén v pozitivnej kontrole. Za negativne
vzorky boli povazované vzorky bez amplikénu, v reakcii kde bol pritomny amplikon
V pozitivnej kontrole. Vo vSetkych pripadoch bola negativna kontrola bez amplikonu, ¢o
indikuje, Ze PCR nebola kontaminovana. V pripade parazita Lotmaria passim bola pozitivna

kontrola vytvorena z pozitivneho amplikoénu overeného sekvenaciou.
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46 OVERENIE SELEKTIVITY DETEKCNYCH PRIMEROV
POMOCOU KLONOVANIA PCR PRODUKTU

Pre Nosema sp. bola selektivita overena uz pred zacatim vyskumu tejto diplomove;j
prace. V pripade Lotmaria passim bolo potrebné overit’ selektivitu nasledovnym postupom.
Purifikdcia DNA

K purifikacii pozitivnych vzoriek z PCR bol pouzity MinElute PCR Purification Kit
(Cat No. 28004, QIAGEN) presne podl’a protokolu.

Ligicia DNA

Purifikované vzorky boli nésledne zaligované pomocou pGEM — T Vector System |
(a,b) ( Cat No. A3600, Promega Corporation, Madison, WI, USA)

Klonovanie DNA

Klonovanie DNA pozitivnych zaligovanych vzoriek prebehlo podla podla protokolu
PCR Cloning Handbook (QIAGEN, 04/2001) modifikovaného podl'a nasledovného
postupu:

1. Pripravime si vodny kapel’ v termostatickej vodnej vani (Waterbath, Memmert)
na teplotu 42°C

2. SOC médium ( Krypton 20g, yeastextrakt 5,59, NaCl 10ml, KCI 2,5ml na 1l dd
H20) ulozime do trepacky (Shaking Incubator NB-205, N-BIOTEK Co., Ltd) pri teplote
37°C a 230rpm na cca 30min

3. Nechame rozpustit’ bunky (JM 109 Competent Cells)

4. 25ul buniek priddme do liganej zmesi, premieSame pipetou a cely objem
premiestnime do 15ml sterilnych plastovych skimaviek (PP)

5. Zmes nechame 30min inkubovat’ na l'ade

6 Sktiimavky na 1min ponorime do vodného ktipel'a (42°C)

7 2 min opat’ inkubujeme na l'ade

8. Pridame 950ul SOC média izbovej teploty do kazdej skimavky

9 2 hod trepeme v trepacke pri podmienkach 37°C/230rpm

Priprava agarovvch misiek

Priprava bola zvolend podla PCR Cloning Handbook protokolu (QIAGEN, 2001)

modifikovaného podla nasledovného postupu:
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Zmes na vyrobu misiek pripravime z 20g LB agaru (Luria Bertani Agar, Miller, M1151,
HIMEDIA) na 0,51 dd H20. Rozpuastame v sterilnej sklenenej fl'asi pomocou miesadla
(MSH-300, Magnetic Stirrer with hot plate, Biosan). Po rozpusteni umiestnime do autoklavy
(PS 20A, CHIRANA) (30min, 120°C). Po sklavovani ponorime do vodného kupela
a schladime na 55°C. Opit’ premieSame na mieSadle a pridame 1ml Ampicilinu, 2ml X-
Galu a 0,5ml IPTG (vSetky QIAGEN). PremieSame a obsah rozlejeme do sterilnych
sklenenych misiek a nechame 2-3 hodiny stuhnut’.

11.  Na pripravené misky napipetujeme 100ul zmesi s DNA

12. Pomocou zahnutej sterilnej sklenenej tyCinky rozprestrieme zmes po celej

ploche misky

13.  Misky nechame po dobu 15-18hod v inkubatore pri teplote 37°C

Amplifikacia DNA klonov pomocou PCR

Pripravime mastermix (vid’ kapitola 4.4.) pomocou primerov pUCM 13F, pUCM 13R
(F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3* , R 5-CACAGGAAACAGCTATGAC-3’) a do
kazdej mikroskimavky vlozime pomocou sterilného Sparatka 1 biely klon z prislusnej
misky. PCR prebieha pri nasledovnych amplifikaénych podmienkach zobrazenych
v Tabulke ¢.8:

Tabul’ka ¢.8: Amplifika¢né podmienky PCR klonov

1. 94°C 5min
2. 94°C 1min
3. 54°C 50s (35x)
4. 72°C 1min 30s
5. 72°C 5min

K vizualizacii vysledkov bola pouzita gélova elektroforéza za rovnakych podmienok
ako pri PCR. Vysledky boli od¢itané v programe GeneSnap a k zobrazenej velkosti
fragmentu v bp bolo potrebné pripocitat velkost' vektoru (+240bp). Amplikony
zodpovedajuce velkosti bp pouzitého detekéného primeru sme povazovali za pozitivne.
Klony, ktoré boli identifikované ako pozitivne boli napipetované do sterilnej PCR dosticky

(96 Well PCR Plate, Cat No. 4zi-0750,4titude, Wotton, UK). Vybranych bolo 2x96 klonov
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Z roznych lokalit (v 1. pripade z 24 v¢elstiev, V 2. pripade zo 16) vzniknutych s pouzitim 5
r6znych detekénych primerov (vid’ Tabulka €.2). Nasledne boli odoslané do laboratoria
Macrogenu (Macrogen Korea, Seoul, Rep.of Korea) na analyzu.

Sekvencie z fylogenetickej analyzy boli vyhodnotené pomocou CodonCode
(CodonCode Aligner, version 1.5.2). Ziskané sekvencie boli jednostranné vzhladom
k velkosti produktu. Sekvencie boli nasledne porovnavané s GenBank pomocou programu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Vysledky porovnania st zobrazené
v Tabulke ¢.9. Vybrané boli sekvencie, ktoré demonstruju detekciu prvou sadou (SEF,SER)

a d’al§imi sadami zvolenych primerov pri rozdielnom vysledku podl'a databazy.
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4.7 STATISTICKA ANALYZA DAT

Korelacna analyza

Data obsahovali nezavislé premenné udaje o vcelstvach, t.j. lokalita, datum odberu,
prezimovanie veelstva, stupenl varroozy a pritomnost’ véelieho moru. Zavislé premenné boli
semikvantitativne data popisujice pritomnost’ jednotlivych eukaryotickych parazitov vo
véelstve (0-3). Z celkového poctu 53 véelstiev spliiovalo kritéria tejto analyzy 48 véelstiev.
Vzorky zo 7 vcelstiev boli odobrané az v roku 2015, a teda nie je k dispozicii udaj o
prezimovani/neprezimovani vcelstva. Tieto vzorky vSak boli pouzité pri hodnoteni PCR
detekcie. Vztah medzi nezavislymi a zavislymi premennymi bol na zaklade nespojitosti dat

vyhodnoteny pomocou Spearmanovho korela¢ného koeficientu.

Faktorova analyza

Na dalSie spracovanie dat bola zvolena faktorovéd analyza, ktora umoziuje analyzu
vacsieho mnozstva meratel'nych premennych a na zéklade toho urcit’ skupiny premennych,
ktoré Statisticky spolu savisia (Skaloudova, 2012). Jednim zo zakladnych ciel'ov faktorove;
analyzy je posudit’ Struktiru vzt'ahov sledovanych premennych a zistit’ tak, ¢i dovol'uje ich
rozdelenie do skupin, v ktorych by Studované premenné z rovnakych skupin spolu
nekorelovali, nez premenné z r6znych skupin. Tieto skupiny sa nazyvaja faktory, ktoré by
mali umoznit’ lepsie pochopenie vstupnych premennych (Hebak, 2005).

Ako premenné boli pouzité: neprezimovanie vcelstva, mor véelicho plodu, napadnutie
Varroa destructor (char. liecebnym spadom), pritomnost’ Nosema ceranae, Nosema apis
a Lotmaria passim.

Najprv bola vytvorena matica korelacii pomocou Spermanovho korelaéného koeficientu
medzi vSetkymi premennymi v sade a identifikacia nekorelovanych premennych. Na
posudenie vhodnosti faktorovej analyzy bola pouzita Kaiser-Meyer-Olkinova miera (KMO).
Dalsim krokom bola extrakcia faktorov pomocou metody hlavnych komponentov, pri ktorej
sa sformovalo tol'ko faktorov, kol'ko existuje premennych a urcil sa pocet faktorov, pre
d’al’'Siu pracu, na zdklade hodnoty vlastného ¢isla (Eigenvalue) a sutinového grafu (Scree
plot). Nasledne bola pouzita ortogonalna rotacia pomocou metody Varimax, kedy sa pre

kazdy faktor minimalizoval po¢et premennych s vysokymi zatazami. Uéelom rotacie bolo
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ziskat’ navzajom nekorelované faktory a umoznit’ ¢o najlepsiu interpretaciu (Hebak,2005;
Skaloudova, 2012). Po rotacii, boli faktory interpretované Analyzy boli vykonané
v programe XLSTAT (Addinsoft, NY, USA).
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5 VYSLEDKY

5.1 PCR DETEKCIA PARAZITOV

Za pozitivhu detekciu N. ceranae boli povazované PCR amplikony o vel'kosti 218-
219bp ziskané z reakcie so Specifickymi detek¢nymi primermi (218 MITOC). Za pozitivnu
detekciu N.apis boli povazované PCR amplikony o velkosti 321bp ziskané z reakcie so
Specifickymi detekénymi primermi (321 APIS). Prvé pouzité primery (SEF, SER) ukazovali
Vv klonovanych sekvenciach podobnost’ s parazitom Crithidia mellificae. Aby bolo mozné
potvrdit’, ktory druh trypanozémy bol skutocne detekovany boli pouzité d’alSie primery
podl'a najnovsej literattry. Pri ndslednych 4 setoch detekénych primerov (SSU, SSU r RNA,
Cytb, Tryp-cytb) pouzitych na tie isté vzorky, boli pozitivne v celkovom pocte 192 klonov,
odoslanych na analyzu. Ziskané sekvencie pri porovnani so sekvenciami z GeneBanku
ukazali 98-100% sekvencénej identity s parazitom Lotmaria passim. Porovnanie vybranych
sekvencii zobrazuje Tabulka ¢.9. Pouzitymi detekénymi primerami (ApUF1, ApUR1),
pomocou zvolenej metdédy PCR nebol ndjdeny v ziadnej z testovanych vzoriek amplikon

parazita Apicystis bombi.
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Tabul’ka ¢.9: Porovnanie ziskanych sekvencii so sekvenciami z GeneBank

Lokalita Vcelstvo Primer Dizka . Taxon Acces No. Similarity  Query
sekvencie cover
Zvonéjov Z1 SEF,SER 414 Crithidia mellificae  KF607064.1 100% 99%
Zvonéjov Z1 SSuU 794 Lotmaria passim KM980188.1 100% 98%
Zvonéjov 7708 SSuU 791 Lotmaria passim KJ713371.1 99% 98%
Zvonéjov Z1 SSU rRNA 569 Lotmaria passim KM980188.1 100% 99%
Zvonéjov 7708 SSU rRNA 572 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Zvonéjov 72708 Tryp cytb 453 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Svrkyné SVR7 SEF,SER 414 Crithidia mellificae  KF607064.1 100% 99%
Svrkyné SVR8 SEF,SER 415 Crithidia mellificae  KF607064.1 100% 98%
Svrkyné SVR8 SSuU 792 Lotmaria passim KM980188.1 99% 98%
Svrkyné SVR7 SSU rRNA 568 Lotmaria passim KM980188.1 100% 100%
Svrkyné SVR8 SSU rRNA 560 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Svrkyné SVR7 Cytb 402 Lotmaria passim KM980181.1 99% 100%
Svrkyné SVR7 Tryp cytb 452 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Postfizin P2 SEF,SER 415 Crithidia mellificae  KF607064.1 99% 98%
PostfiZin P201 SEF,SER 415 Crithidia mellificae  KF607064.1 100% 98%
Postfizin P2 SSuU 794 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 98%
Postfizin P201 SSuU 794 Lotmaria passim  KM980188.1 99% 98%
Postfizin P2 SSU rRNA 570 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Postfizin P201 SSU rRNA 572 Lotmaria passim  KM980188.1 99% 99%
Postfizin P201 Cytb 402 Lotmaria passim  KM980188.1 99% 98%
Postfizin P2 Tryp cytb 452 Lotmaria passim  KM980188.1 98% 99%
Strelec S17 SEF,SER 414 Crithidia mellificae  KF607064.1 100% 99%
Stielec S19 SSuU 798 Lotmaria passim KJ713376.1 98% 99%
Strelec S17 SSU rRNA 572 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Stielec S19 SSU rRNA 572 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Zdislavice ZD45 SSuU 791 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%
Zdislavice ZD45 SSU rRNA 571 Lotmaria passim KM980188.1 99% 100%
Zdislavice ZD45 Tryp cytb 452 Lotmaria passim  KM980188.1 100% 99%

Nosema ceranae bola pritomna vo vSetkych skimanych lokalitdch (9) a 46 vcelstvach

S najvysSou prevalenciou v lokalite Zvonéjov, kde bola pritomnd vo vsetkych (18)

vcelstvach. Celkovo bola detekovana v 95 vzorkach (zo 153) s celkovou prevalenciou
86,8%.

Nosema apis bola najdena iba v 4 testovanych vcelstvach. Dve pozitivne vzorky

pochadzali z lokality Zvong&jov, po jednej z lokality Rataje a Zdislavice. V kazdom z tychto

pripadov bola detekovana iba v 1 z 3 vzoriek daného véelstva s nizkou prevalenciou iba

5,7%. V porovnani 2 druhov rodu Nosema je N. ceranae v skimanych lokalitach vyrazne

dominantnejsia.
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Parazit Lotmaria passim bol pritomny prekvapujico vo v§etkych skiimanych lokalitach,
42 veelstvach a celkovo v 97 vzorkach s prevalenciou 79,2%. Vo vsetkych véelstvach bol
detekovany v lokalitach Stiele¢, Postfizin, Kyvalka a Rataje. Vyskyt jednotlivych parazitov
v skumanych vcelstvach, spolu s tdajmi o pritomnosti roztoca Varroa destructor

a prezimovani vcelstva zobrazuje Tabulka ¢.10.

Tabul’ka ¢€.10: Napadnuté véelstva jednotlivymi parazitmi

Neprezimované Varroa Nosema Nosema Lotmaria

Lokalita

Vcelstvo
Z1 Zvonéjov 0 3 3 0 3
Z29 Zvonéjov 0 3 3 0 2
Z33 Zvongéjov 0 2 1 0 0
7240 Zvonéjov 0 3 3 0 3
741 Zvongéjov 0 3 3 0 3
Z49 Zvongéjov 0 3 2 0 0
72704 Zvonéjov 0 3 2 0 0
7705 Zvonéjov 0 4 2 0 0
Z706 Zvonéjov 1 4 1 0 3
Z707 Zvongéjov 0 3 2 1 2
Z708 Zvonéjov 1 4 3 0 3
Z709 Zvonéjov 1 4 2 0 0
72712 Zvonéjov 0 2 1 0 0
Z713 Zvonéjov 1 3 3 0 1
7714 Zvonéjov 1 3 3 1 2
Z715 Zvonéjov 0 3 2 0 3
2717 Zvonéjov 0 2 2 0 2
Z74 Zvonéjov 0 2 3 0 3
SVR5 Svrkyné 1 4 3 0 0
SVR6 Svrkyné 0 1 0 0 0
SVR7 Svrkyné 0 1 0 0 3
SVR8 Svrkyné 1 4 2 0 3
SVR9 Svrkyné 0 1 1 0 3
SVR5' Svrkyné 0 0 3 0 1
SVR6' Svrkyné 0 0 3 0 1
SVR5F Svrkyné 0 0 1 0 1
SVR6F Svrkyné 0 0 0 0 1
SVR7F Svrkyné 0 0 0 0 1
S16 Stiele¢ 0 1 3 0 3
S17 Stiele¢ 0 1 0 0 3
S18 Strele¢ 0 0 3 0 2
S19 Stiele¢ 0 1 1 0 3
S20 Strele¢ 0 1 2 0 3
P1 Postrizin 0 2 1 0 3

()]
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P1' Postfizin 0 0 3 0 1
P11 Postfizin 0 3 3 0 3
P4 Postfizin 0 0 1 0 1
P2 Postrizin 1 2 0 0 3
P201 Postfizin 0 1 3 0 3
P3 Postfizin 1 3 1 0 2
PR1 Prelovice 0 2 1 0 0
PR11 Pielovice 1 1 1 0 3
PR18 Prelovice 1 1 1 0 0
PR2 Pielovice 1 2 1 0 3
PR20 Prelovice 1 1 1 0 2
PR4 Prelovice 1 3 3 0 3
K59 Kyvalka 0 4 3 0 1
R10 Rataje 1 0 0 0 3
R14 Rataje 0 0 1 1 3
ZDA5 Zdislavice 0 0 3 0 3
ZD51 Zdislavice 0 0 1 1 0
HLK Horni Lhota 0 0 2 0 1
HLM Horni Lhota 0 0 2 0 1
Graf &.1: Struktiira pozitivnych vzoriek
B Nosema ceranae Nosema apis ®m [otmaria passim

Prekvapujico najvysSiu pocetnost vo vzorkach dosiahol novoobjaveny parazit

Lotmaria passim. Strukturu pozitivnych vzoriek zo vietkych lokalit zobrazuje Graf ¢. 1.
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Graf ¢.2: Porovnanie parazitirneho zat’aZenia jednotlivych lokalit

Parazitarne zatazenie lokalit
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Pri porovnani parazitarneho zataZenia jednotlivych lokalit sa ukazuje, ze ziadne zo
véelstiev nebolo bez pritomnosti parazita (vid Graf ¢. 2). Nosema ceranae a Lotmaria
passim sa vyskytovali vo v§etkych lokalitach, mozno ich teda oznacit’ za vysoko prevalentné.
Vysledky takisto naznacuji vysokd schopnost prenosu parazitov medzi jednotlivymi
véelstvami, pri tak pocetnom vyskyte. Vo vSetkych lokalitich moZno pozorovat’ spoluvyskyt
N. ceranae a L. passim, ¢o naznacuje, ze tieto druhy si vzajomne nekonkuruju, avSak
vysledny ucinok ich ko-infekcie nie je jasny. V pripade Nosema apis sa potvrdzuje svetovy
trend Ustupu tohto druhu a vyrazna dominancia druhu N. ceranae. Takisto moZno usudzovat’
nizku schopnost’ prenosu medzi jednotlivymi lokalitami a véelstvami, pri pritomnosti v 2

vcelstvach Zvon&jov a po 1 véelstve v Ratajoch a Zdislavicich (vid’ Graf ¢.2).
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Graf ¢.3: Porovnanie parazitarneho zat’azenia lokality Zvonéjov.

Lokalita Zvonéjov

B Nosema ceranae Nosema apis W Lotmaria passim
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Vielstva

Pocet pozitivnych vzoriek

Lokalita Zvonéjov obsahovala najvyssi pocet sledovanych vcelstiev (18), pricom ani
jedno nebolo bez zisteného parazita (vid® Graf ¢.3). Detekované boli vSetky 3 druhy
parazitov, S najvyznamnej$imj vyskytom Nosema ceranae — vo vsetkych vcelstvach.
Nosema apis bola detekovana v 2 v¢elstvach, ktoré vsak nie st susedné, ¢o naznacuje nizku
schopnost’ prenosu, avSak vysledok mohol byt ovplyvneny vyraznou sezénnou dynamikou

parazita.
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5.2 KORELACNA A FAKTOROVA ANALYZA VYSLEDKOV

Do analyzy bolo zaradenych 48 vcelstiev z celkového poctu 53 veelstiev s poctom 144
vzoriek. Vzorky zo 7 v¢elstiev boli odobrané az v roku 2015, a teda nie je k dispozicii udaj
o prezimovani/neprezimovani vcelstva. Tieto vzorky vSak boli pouzité pri hodnoteni PCR
detekcie.

Na vyhodnotenie vztahu vyskytu eukaryotickych parazitov s vyhynutim vcelstiev
a parazitov so stavom varro6zy a vyskytom moru véeliecho plodu bola zvolend korelacia
pomocou Spearmanovho korelacného koeficientu. Vysledky su zobrazené v Tabulke ¢.11.

Pouzité premenné: neprezimovanie vcelstva = N, mor vceliecho plodu = AFB,
napadnutie Varroa destructor (char. liecebnym spadom)= VD, pritomnost’ Nosema ceranae

= NC, Nosema apis = NA a Lotmaria passim = LP

Tabulka ¢.11: Spearmanove korelaéné koeficienty pre jednotlivé ukazovatele

Premenné

N -0,243 0,349
At 0243 [ 0263
L s 0349  -0,263 0,305  -0,034 -0,111
0,061 -0,141 0,305 -0,048 0,035
0028 0342 -0034 -0,048 | -0.079

0,029 -0,012 -0,111 0,035 -0,079

-0,061 -0,028 0,029
-0,141 0,342 -0,012

Vysledok koreldcie medzi jednotlivymi parazitmi a neprezimovanim koldnii nebol
signifikantny, nepodarilo sa preukazat’ stuvislost. Korelacia sa podarila preukazat’ medzi
prezitim v¢iel a stupiiom napadnutia rozto¢om Varroa destructor, preto bolo pre nasledujice
hodnotenie zvoleny stav napadnutia V. destructor, kde sa podarilo preukéazat’ korelaciu
medzi vyskytom parazita Nosema ceranae a reportovanym vyskytom varro6zy. To znamena,
ze tento rozto€ znacne oslabuje kolonie, ich nadchylnost’ na napadnutie d’al§imi parazitmi a
ovpyviiuje ich prezimovanie. Nosema apis a Lotmaria passim s pritomnostou roztoca V.
destructor korelované neboli. Takisto mozno z tabulky vy¢itat’ stvislost medzi morom
véelieho plodu a N. apis, avsak tento parazit bol pritomny len v 4 vzorkach analyzy, preto

tento vysledok nemozno povazovat za signifikantny.
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Faktorova analyza

Faktorovd analyza bola zvolend za ucelom analyzy skrytych vztahov medzi
premennymi. Vytvorena bola na zaklade rovnakych dat, ktoré boli pouzité na vytvorenie
Spearmanovej korelaénej tabul’ky (N= neprezimovanie, AFB= mor véelicho plodu, VD=
napadnutie V. destructor, NC= pritomnost’ N. ceranae, NA= pritomnost’ N. apis, LP=
pritomnost’ L. passim), z ktorej sme zistili, ako medzi sebou jednotlivé premenné koreluju.
V. destructor koreloval s neprezimovanim v¢elstva a takisto aj s N. ceranae. N. ceranae vsak
S neprezimovanim nesuvisela, takisto bola zobrazena korelacia medzi N. apis a morom
vcelieho plodu, ¢o naznacuje pritomnost’ 3 faktorov v pozadi.

Dalej bol vykonany KMO test (Kaiserova - Meyerova — Olkinova $tatistika) vhodnosti
faktorovej analyzy, kde vys$la hodnota 0,498, ktor4 je blizka hrani¢nej doporucenej hodnote
x<0,5 takZe je potrebné vysledky interpretovat’ opatrne.

Extrakcia faktorov bola vykonand pomocou analyzy variancie hlavnych
komponentov.Tabul’ka ¢.12 zobrazuje mieru vysvetlenej variability. Prvé 3 faktory F1, F2,
F3 popisuju viac ako 66% celkovej variability povodnych premennych. Prvy komponent
vysvetluje 29 % , druhy 19% a treti 17% variability. Pocet faktorov stojacich v pozadi je

vybrany podl'a hodnoty vlastného ¢isla (Eigenvalue) danych komponentov (X>1).

Tabul’ka ¢.12: Analyza variancie hlavnych komponentov

Vlastné ¢gislo 1,733 1,174 1,065 0,965 0,582 0,482
Variabilita (%) 28,875 19,571 17,748 16,075 9,702 8,028

Kumulativha variabilita

(%) 28,875 48,446 66,195 82,270 91,972 100,000

Na objektivizaciu vol'by poctu faktorov bol este pouzity Sutinovy graf
(Obrazok ¢.8) ktory demonstruje pouzitie prvych 2 faktorov F1,F2 do d’al$ej analyzy.
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Graf ¢.4: Sutinovy graf faktorov (Scree plot)
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Po rotacii metddou Varimax vznikli navzdjom nekorelované faktory. Za vyznamnu
faktorovu vahu sa povazuje x>0,3. Zistené bolo, ze Faktor 1 je najviac syteny pritomnostou
roztoca V. destructor, neprezimovanim vcelstva a prezenciou N. ceranae. Faktor 2 je najviac
syteny pritomnostou N. apis a morom vcelieho plodu. (D1= Faktorl, D2=Faktor 2 po
Varimax rotacii) vid’ Tabul'ka ¢.13.

Tabul’ka ¢.13: Komponenty po Varimax rotacii

I!- 0,604 -0,028

F -0,546 0,571
0,846 0,130
0,451 -0,021
-0,112 0,809
-0,229 -0,512

>
o3}

<
O

NA

I—
U

Pomocou metddy hlavnych komponentov sa podarilo najst’ 2 v pozadi stojace spolocné
faktory vysvetlujuce 5 premennych. Celkovo sa pomocou modelu podarilo vysvetlit' 48%
variability. Vysledok preukazuje suvislost medzi  pritomnostou V. destructor,
neprezimovanim kolonie a N. ceranae. Faktor 2 zobrazuje suvis pritomnosti véelicho moru
a Nosema apis, avsak parazit N. apis sa vyskytoval iba v 4 vzorkach suboru, takZze nemozno
pokladat’ tento vysledok za signifikantny (vid® Graf ¢. 5). Stvislost’ medzi jednotlivymi

parazitmi medzi sebou, a neprezimovanim preukazana nebola.
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Graf ¢.5: Zobrazenie faktorov po Varimax rotacii
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Graf ¢.6: Rozmiestnenie pozorovani po Varimax rotacii
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V Grafe €. 6 st zobrazené jednotlivé lokality odobranych vzoriek (kazda lokalita inou
farbou). Z obrazka mozno usudzovat, Ze distribucia jednotlivych lokalit je variabilna,
viditel'ny rozdiel medzi nimi nie je pozorovatelny, a teda na mieste distribucie

a pritomnost’ou parazitov nezalezi.
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6 DISKUSIA

Ulohou tejto diplomovej prace bola detekcia eukaryotickych parazitov Nosema ceranae,
Nosema apis, Crithidia mellificae a Apicystis bombi vo vybranych ¢eskych véelstvach.
Detekcia bola vykonana na 9 lokalitich s réznym poctom vcelstiev a celkovo bolo
skimanych 159 vzoriek. O parazitovi Apicystis bombi nie je zname, ¢i sa na tzemi CR
nachadza a tato praca takisto jeho vyskyt nepotvrdila. Dal§im cielom bolo overit’ stvis
medzi napadnutim jednotlivych parazitov medzi sebou, parazitarnym zat'azenim a kolapsom
véelstva a pritomnost’ou parazitov s Ko-infekciou roztoca Varroa destructor. Predpokladom
bola detekcia N. ceranae a N.apis na zéklade uz reportovaného vyskytu v CR, &o sa vo
vysledkoch aj potvrdilo.

Na zaklade viacerych vedeckych ¢lankov sa predpokladal suvis parazita Nosema
ceranae so stratami v koloniach (Cepero et al., 2014).V stadii Higes et al. (2008) dokazali,
ze prirodzena infekcia N. ceranae moze spdsobit’ kolaps koléniii na zaklade priamej
korelacie medzi parazitdrnym zat'azenim a kolapsom vcelstva v prirodzenych podmienkach.
Metagenomicky vyskum Apis mellifera v USA (Cox-Foster et el., 2007) takisto predklada
N. ceranae ako dominantného parazita sposobujuceho kolaps kolonii. Stadia zo Spanielska
(Martin-Hernandéz et al., 2007) dokonca tvrdi, ze N. ceranae do 18 mesiacov od pociatku
infekcie sposobuje kolaps, avSak parazit je z Europy reportovany uz od roku 2005 s vysokou
prevalenciou, preto by v pripade tejto hypotézy bolo skolabovanych kolonii pravdepodobne
omnoho viac (Higes et al., 2006). Novsie §tadie sa viac priklanaji k ndzoru, Ze parazit nie je
pric¢inou kolapsu kolénii v Eurdope (Dainat et al., 2012). V §tudii tejto diplomovej prace sa
podarilo detekovat’ Nosemu ceranae takmer vo vSetkych vcelstvach bez ohladu na
prezimovanie ¢i neprezimovanie, nebola pritomna iba v 7 z 53 roznych vcelstiev (95
vzoriek), s celkovou prevalenciou 86,8%. K dominancii parazita sa priklana aj predosly
vyskum v CR (4010 véelstiev), podla ktorého sa N.ceranae vyskytovala s prevalenciou
52,3% (Kamler et al., 2011). Mozno teda predpokladat’ vyznamny vyskyt v Ceskej
republike, ktora vSak nie je priamym povodcom strat vcelstiev, ale iba prispievatelom.
Metagenomicka analyza (Huang et al., 2014) takisto podporuje tieto zistenia, kde preukézali
vysoku prevalenciu N. ceranae vo vcelich ul'och, ktoré vykazuju straty. Avsak pri porovnani
zdravych a skolabovanych vcelstiev nebola zistena Ziadna korelacia, pretoze parazit bol
pritomny vo vSetkych vcelstvach. Takisto moZno predpokladat, Ze N. ceranae bola pritomna

vo veelstvach uz pred objavenim fenoménu CCD (Higes et al., 2006).

71



V praci sa nepodarilo sa preukazat predpokladanu suvislost medzi napadnutim
parazitov a neprezimovanim v¢elstva, avsak bol potvrdeny stvis pritomnosti roztoc¢a Varroa
destructor s kolapsom vcelstva, a takisto najdena korelacia medzi jeho pritomnost'ou
a vyskytom nosemoézy. Znamena to, ak by varro6za nebola nijakym spdsobom liecena, vcely
by vymierali omnoho vyraznejSim sposobom. Na zaklade tohto faktu bolo pouzité
napadnutie V. destructor v korelacii s ostatnymi skiimanymi parazitmi, kedy sa podarilo
preukazat’ korelaciu vyskytu Nosema ceranae s vyskytom varro6zy v danych vcelstvach.
Mozno teda usudzovat’, ze s pribadajiucim zistenym liecebnym spadom V. destructor pribuda
takisto parazitarne zatazenie N. ceranae.

Existuje mnoho §tadii zaoberajicich sa spojenim medzi parazitizmom V. destructor
a rozvojom nosemozy. Viacero z nich napoveda, ze nedavne straty kolonii pozorované
v USA a Europe mdzu byt sposobené synergickym efektom medzi tymito 2 parazitmi
(Anderson a East, 2008; Cox-Foster et al., 2007; Higes et al., 2008; Ribiére et al., 2008).
Pravdepodobnou pri¢inou vyraznej synergie v napadnutom véelstve je efekt V. destructor,
ktory pri sani hemolymfy vcely spdsobuje destrukciu hemocytov, proteinov a lipidov, ktora
pohana reprodukciu mikrosporididlnych parazitov (Mariani et al., 2012). Takisto celkové
oslabenie spdsobené pritomnostou roztoov zvySuje nachylnost’ k napadnutiu d’alS$imi
parazitmi (Le Conte et al., 2010).

Naopak povodne dominantnejsi parazit Nosema apis bol detekovany iba v 4 vzorkach z
lokalit Rataje, Zdislavice a Zvonéjov. Zodpoveda to vSeobecnému trendu Ustupu tohto
parazita vo viacerych krajinach (Yang et al., 2014; VanEngelsdorp et al., 2009; Dainat et al.,
2012). Zistena prevalencia predstavovala iba 5,7%. V sezéne 2008/2009 bola v CR zistena
Vv 91,3% skumanych vcelstvach, avSak v nasledujucej sezone klesla hodnota na 28,4%
(Kamler et al., 2011) a tento trend ma podl'a zistenych tidajov pokra¢ujucu tendenciu.

Nosemoé6za N. apis bola povazovand za pri¢inu signifikantnych strat vcelstiev
v manazovanych koloniach v minulosti. Po objaveni N. ceranae bola vSak v dominancii
nahradena, pricom pravdepodobnym dévodom vyhody v kompetencnej dynamike
obsadzovania rovnakej niky je vy$sia produkcia spor a limitacia infekcie d’al$im parazitom
(Huang et al., 2014).Casto bola vo vyskume detekovana prave Nosema ceranae vo vietkych
véelstvach a Nosema apis nebola pritomna vobec (Yang et al., 2014). Pri¢inou méze byt
niz$ia preferencia teploty, ¢im by mohol byt vyskyt presunuty do krajin s chladnejSimi
klimatickymi podmienkami a zaroven reakcia na otepl'ovanie klimy (Dainat et al., 2012).

Dalsim cielom prace bola detekcia parazita Crithidia mellificae, pomocou vybranych

detekénych primerov, podl'a vedeckej literatiry. C. mellificae do sti¢asnosti v CR nebola
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detekovany. Vo vyskume tejto prace boli najdené pozitivne amplikony, avsak analyza
d’alsich detekénych primerov dokazala, ze sa jedna o pribuzného parazita Lotmaria passim,
pri¢om sa jedna o jeho prvy nalez v CR.

Trypanozomy boli dlhSie ignorované pri vyskume vciel molekuldrnymi metodami
a viacsina z nich bola detekovand pred dekadami, podl'a neaktualizovanej morfologie
a hostitel'sky Specifickych kritérii (Ravoet et al., 2015), ¢im sa vysvetl'uje vysoka Specificka
podobnost’ s Crithidia mellificae prvou sadou pouzitych primerov, na zéklade nespravne
zadanych sekvencii v GeneBanku pre dané primery. Novo rozpoznany taxoén Lotmaria
passim (Schwarz, 2015%) bol v minulosti z tychto dévodov ¢asto chybne povazovany za C.
mellificae a podl'a najnovsich odhadov sa javi, ako predominantny parazit, hlavne
v kontraste k taxonomicky platne detekovanou C. mellificae (Ravoet et al., 2015). Tato praca
tieZ podporuje tito skuto¢nost’, nakol’ko bola L. passim detekovana v 42 z 53 skimanych
veelstiev s celkovou prevalenciou 79,2% ¢o naznacuje vyznamny vyskyt parazita na danom
uzemi a prekvapujuco sa radi k dominantnym parazitom, ¢o len zdéraznuje potrebu d’alSieho
vyskumu.

Apicystis bombi je povodnym parazitom ¢émeliakov rodu Bombus, ale s vysokou
pravdepodobnostou je schopny dokoncit’ Zivotny cyklus aj v Apis mellifera (Morimoto et
al., 2013). Vyskyt A. bombi vo v¢ele bol zatial’ potvrdeny v Argentine, Japonsku a v jednej
vzorke vo Finsku (Plischuk et al., 2011). Naopak ani v rozsiahlych vyskumoch v USA
parazit identifikovany nebol (Ravoet et al., 2014). V tejto Stadii neboj ndjdeny Ziadny
amplikén, o mdze znamenat’, Ze zvolena metdda parazita nedetekuje, aj napriek tomu, ze
bola pouzita podla tudii, ktoré parazita detekovali. Dalsou moznostou je, Ze sa v Ceskej
republike nenachadza, alebo je jeho prevalencia nizka, ¢i agregovana. Na zéklade ziskanych
poznatkov nie je mozné rozhodnut’ jednoznacny zéver.

Parazitarne zat'azenie vV rovnakych vcelstvach poukazuje na vysoku prevalenciu N.
ceranae a C. mellificae, ktoré sa vyskytovali vo vSetkych lokalitach a takmer vSetkych
vcelstvach, ¢o naznacuje ich vysoka schopnost’ prenosu medzi vcelstvami.

Najnovsie vyskumy popisujt, ze aj rastlinné druhy podporuju disperziu parazitov. Ak
st prvykrat kontaminované, mozu sa stat’ disperznymi platformami na Sirenie infekcie,
pricom vcela zastdva ulohu vektorujuceho organizmu (Graystock et al., 2015). tato
skutoCnost’ by mohla vysvetlovat vysokt pritomnost parazitov takmer vo vsetkych
vcelstvach.

Takisto bola ¢asta ko-infekcia obidvoch parazitov (N.ceranae, L. passim) v rovnakych

vcelstvach, na zdklade ¢oho mozno predpokladat, Ze si vyrazne nekonkuruju. Povaha ich
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vzajomného uCinku, zatial’ nie je znama. V pripade N. apis bola jej pritomnost’ vzacna,
detekovana bola v 2 roznych lokalitach v 1 vzorke, v lokalite Zvoné&jov v 2 véelstvach, ktoré
vSak nie st susedné, z ¢oho mozno usudit, ze jej schopnost’ prenosu je nizka. Suvis
uvedenych parazitov s neprezimovanim vcelstva sa pomocou korelacie nepodarilo
preukazat’, nakol’ko ich vyskyt bol takmer vo vSetkych vcelstvach. Neznamena to vSak, Ze
nie su prispievatelom k stratdm vo vcelstvach, pretoze pomocou faktorovej analyzy sa
podarilo zistit’ suvis medzi infestaciou roztoca V. destructor, neprezimovanim vcelstva a N.
ceranae, takze tento parazit moze byt prispievatel'om k thynu vcelstiev v zimnom obdobi.
Vyznamny pokles opel'ovacov z poslednych dekad a zaroven paralelny pokles rastlin na
nich zavislych, sposobuje vyznamné ekologické a hospodarske dosledky, ktoré ovplyviuja
diverzitu divoko raticich aj kultarnych druhov, stabilitu ekosystémov, rastlinni vyrobu
a bezpecCnost’ potravin. Opelovanie je zavislé na domestikovanych aj volne Zijucich
druhoch, pricom oba st ovplyvnené radom environmentalnych zmien (Potts et al., 2010). Za
najdolezitejSie sa povazuji zmeny vyuzivania pddy, fragmentdcia biotopov, aplikacia
pesticidov a znelistenie zivotného prostredia a Sirenie nepdvodnych druhov (Celli
a Maccagnani, 2003). V globalnom meradle st populacie Apis mellifera najviac nakazené
roztoCom Varroa destructor, d’al§imi patogénmi s takmer rovnakou prevalenciou, hlavne
Nosema sp. a niekol’ko virusov (Potts et al., 2010), o sa ukdzalo v tejto praci aj
v podmienkach CR. Pozornost’ je potrebné venovat’ aj novym parazitom, ¢o len podporuje
objav Lotmarie passim na izemi CR, a to s vyznamnou prevalenciou. Viacnasobné infekcie
a interakcie medzi patogénmi s pridavkom environmentalnych stresorov su najvacsimi
prispievatelmi ubytku vcely medonosnej a preto je potrebné ich dalej skumat’

a monitorovat’.
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7 ZAVER

L V ramci vSetkych skumanych vcelstiev sa podarilo detekovat’ parazity Nosema

ceranae, Nosema apis a Lotmaria passim

] Z celkového pocétu 53 testovanych vcelstiev z 9 roznych lokalit bolo 46

napadnutych parazitom Nosema ceranae (95 vzoriek zo 159), s prevalenciou 86,8%

L Z celkového poctu vzoriek boli iba 4 napadnuté parazitom Nosema apis, pri¢om

jej celkova prevalencia predstavovala 5,7%

] Trypanozéma Crithidia mellificae vo vybranych vzorkach detekovana nebola.
Zvolenymi detekénymi primerami pre C. mellificae bol detekovany pribuzny parazit
Lotmaria passim objaveny v Ceskej republike prvykrat vo vyskume tejto diplomovej prace.
Lotmaria passim bola pritomna v 42 véelstvach (97 vzoriek zo 159), s prevalenciou 79,2%.
Doporucené detekéné primery pre detekciu L. passim su Tryp-cytb (vid’ Tabulka ¢.1), na
zaklade vysokej uspesnosti PCR detekcie vo vzorkdch a 100% sekvencnej identity

s parazitom v GeneBanku
° Vyskyt Apicystis bombi nebol v sledovanych véelstvach preukazany
° Pomocou korelacie bol preukazany vztah medzi napadnutim vcelstva rozto¢om

Varroa destructor a mikrosporidiom Nosema ceranae. Vcelstva s vyssou infestaciou V.
destructor, su viac parazitované aj N. ceranae

° Vztah medzi neprezimovanim vcelstva a pritomnostou parazitov Nosema
ceranae, Nosema apis a Lotmaria passim sa pomocou korelacie nepodarilo preukazat’

L Metodou faktorovej analyzy bola zistena suvislost medzi infestaciou V.
destructor, neprezimovanim vcelstva a N. ceranae. Suvis medzi d’al§imi parazitmi,
neprezimovanim a V. destructor zisteny nebol. Analyza takisto preukazala, ze na mieste

distribacie parazitov v jednotlivych lokalitach nezalezi.
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Priloha ¢.1: Fotodokumentacia lokality PostiiZin

Obrazok ¢.1: Véelstva lokality PostfiZin
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Obrazok ¢. V: Kontrola spadovej podloZKky rozto¢a Varroa destructor
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