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Vysetieni véel na vybrané onemocnéni pomoci metody PCR

Abstrakt

Nosema ceranae je druh mikrosporidie, ktera plisobi negativné nejen na vcelu
medonosnou (Apis mellifera). Nejcastéji je pfenasena koprofagii neboli pojidanim vykala
pti naplnéni vykalovych vaku. Je to celosvétove rozsifeny patogen, ktery je povazovan
za jednu z pti¢in CCD (colony collaps disorder). Méné znama Crithidia mellificae patiici
do tfidy Trypanosomatidae ptisobi podobné¢ jako N. ceranae. Oba tyto patogeny napadaji

stieva véel medonosnych, nakazené vcely slabnou a veelstvo hyne.

Cilem této bakalaiské prace bylo praktické vySetieni vybranych vzorka vcel ze véelnice

Jihoceské univerzity fakulty zeméd¢lské a technologické pomoci metody PCR.

V teoretické ¢asti popisuji Nosemu ceranae a Crithidii mellificae a jejich vliv na vcely
medonosné. Dale je zminéna i cesta pfenosu téchto patogent a také potencialni 1é¢ba

nakazenych vcelstev.

V praktické casti, kterou jsem vykondvala v laboratoii na katedie rostlinné vyroby
Fakulty zemédélské a technologické, je detailné popsan postup izolace DNA, PCR a

gelova elektroforéza. V této Casti je také uvedeno vyhodnoceni vysledki.

Kli¢ova slova
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PCR testing for selected diseases of bees
Abstrakt

Nosema ceranae is a species of microsporidia that negatively affects Apis mellifera. It is
most commonly transmitted by coprophagy, or eating faeces when filling faecal sacs. It
is a worldwide pathogen that is considered to be one of the causes of CCD (colony
collapse disorder). The lesser known Crithidia mellificae belongs to the class
Trypanosomatidae, which acts similarly like N. ceranae. Both of these pathogens target

the guts of honey bees. As a result, infected bees weaken and the colony dies.

The aim of this bachelor thesis was the practical examination of selected Apis mellifera
samples from the beehive of the University of South Bohemia Faculty of Agriculture and
Technology using the PCR method.

In the theoretical part | describe Nosema ceranae and Crithidii mellificae and their effect
on honey bees. Furthermore, the route of transmission of these pathogens and the possible

treatment of infected honey bee colonies are mentioned.

In the practical part, which | did in the laboratory at the Department of Plant Production
of the Faculty of Agriculture and Technology, the procedure of DNA isolation, PCR and
gel electrophoresis is described in detail. The evaluation of the results is also presented
in this part.

Kli¢ova slova

Nosema ceranae; Crithidia mellificae; Apis mellifera; isolation of DNA; PCR
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1 Uvod

V¢elafstvi mizeme zatadit mezi nejstarsi obory lidské ¢innosti. Zajem clovéka o vcely
vzbudily v¢eli produkty, zejména med a vosk. Pozdé&ji se vSak ukazalo, ze veely maji
dilezitou roli i pfi opylovani rostlin. Tento proces je nezbytny k jejich reprodukeci, které
diky opylovaci Cinnosti vytvareji plody a semena a mnohé znich jsou zdklad pro
potravinovy fetézec. Opylovani také prispiva k vétsi rozmanitosti druhti rostlin, proto

maji v€ely pozitivni vliv na ekonomiku a zemed¢lstvi.

Vely se bohuzel setkavaji s mnoha hrozbami a dochazi k jejich celkovému tbytku. Mezi
hlavni pficiny patii biotické a abiotické faktory, ale zejména infekce a paraziti. Toto vSe

ma negativni vliv na opylovani rostlin a na celkovou ekosystémovou stabilitu.

Tento dillezity hmyz ma Siroké spektrum skidcil, prevazné bakterie, viry, houby nebo
parazity. Nosema ceranae je druh mikrosporidie (paraziticka houba) rozsifena po celém
svéte. Mén¢ znama Crithidia mellificae je jednobunéény parazit schopny infikovat nejen
véely. Oba tyto patogeny zpusobuji onemocnéni traviciho traktu. VEely se infikuji
pozitim kontaminované potravy nebo mohou byt tyto patogeny zavleeny do Ulu jiz

nakazenymi vcéelami.

V disledku téchto nemoci v€ely hynou a vcelstvo sldbne. K zabranéni ubytku vcel je
nutné provadét pravidelné kontroly vcelstev. Podle konkrétni ndkazové situace se zvySuje

vyznam dezinfekce ul nebo plasti, tedy znieni choroboplodnych zarodk.



2 Literarni reserse

2.1 Véela medonosnd

V¢éela medonosna (Apis mellifera) patii do skupiny blanok#idlého hmyzu. Jeji ptivod saha
az do Afriky, odkud se rozsifila na Blizky vychod a Evropu (Sef¢ik, 2014).

Nyni se ve stiedni Evropé vyskytuji stovky jinych druhti v¢éel. Medonosné véely jsou

vvvvvv

poustevniky a oznacovany jako divoké vcely (Liebig, 1998).
2.2 Stavba téla véely

V¢ela medonosna patii do skupiny ¢lenovet (Anthropoda), kteti maji télo slozené
z chitinovych ¢lankt, umoziujici pohyb. T¢lo se skladad ze 3 ¢asti — hlava, hrud’ a
zadeCek. Pivodni ¢lankovani mizeme nalézt pouze na zadecku, na hlavé neni viibec
rozliSitelné. Povrch téla tvoii chitinovy krunyt tzv. vnéjSi kostra. Vnitini kostra je

vyvinuta pouze ¢aste¢né (Vesely a kol., 1985).

Rez télem véely

dva pary kiidel
jednoduché oci

slozené oko

par Zihadlo
tykadel

jazycek

cisticich
nozitek

Obr. ¢. 1: Télo véely (Sefcik, 2014)
2.2.1 Hlava

S hrudi je spojena zaZzenim, které umoziuje pohyb (Seféik, 2014).



Hlava je zplostéla ve sméru podélné osy téla a jeji tvar je trojahelnikovy. Temeno (vertex)
je horni ¢ast hlavy, kde jsou ulozena tfi jednoducha ocka a po bocich dvé oci slozené.
Slozené oc¢i jsou ulozené do tvaru trojuhelniku smeéfujici vrcholem dolt k tenké
brazdicce, ktera se rozdéluje a konci u kotfene tykadel. Tykadla jsou umisténa v jamkach
na cele véely. Na nich se nachdzi mnoho smyslovych organt jako je ¢ich nebo hmat

(Vesely a kol., 1985).
2.2.2 Hrud’

Hrud’ je hlavnim nosi¢em pohybovych organd, tomu nasvédcuje i to, ze se hrudni ¢lanky

béhem vyvoje utvorili tak, aby se zajistil efektivni pohyb (Vesely a kol., 1985).

Vela ma tii pary nohou slouzici k pohybu, ¢isténi téla nebo ukladani pylu. Nohy jsou
stejné jako t&lo ¢lankované (Sef¢ik, 2014). Mezi drapky na kon&etinach maji polstarky,

umoznujici véele 1ézt 1 po skle (Hanousek, 1991).

Na bocich téla ma dva pary blanitych kiidel, které jsou pokryty jemnymi chloupky. Ktidla
obsahuji rizné velké Zilky, podle kterych se zjist'uje tzv. loketni index. Ten miize pomoci

pfi uréeni plemena véely (Seftik, 2014).

Za letu jsou kiidla spojena hacky, které zapadaji do zldbku na zadnim okraji pfedniho

ktidla (Vesely a kol., 1985).
2.2.3 Zadecek

V zadecku je uloZena vétSina organli — €ast traviciho ustroji, medny vacek, ¢ast cévni a
nervoveé soustavy, vymeSovaci a pohlavni Ustroji, vzduSné vaky a vzdu$nice, jedovy
vacek a zihadlo. Diky stdlému rozsifovani a smr$t'ovani zadeCku je umoznéno i dychani

(Vesely a kol., 1985).

Clankovany zadecek je rozdélen na dvé &asti — hibetni (tergit) a biisni (sternit). Mezi
témito Castmi se nachazi svaly, které ovladaji rozSifovani a smr§t'ovani zadeCku (Vesely

a kol., 1985).
2.3 Travici soustava

Travici Gstroji se sklada se tii Casti: pfedni (stomadeum), Zzaludku (mesenteron) a zadni

(proctoreum) (Vesely a kol., 1985).
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Ptedni Cast zacina usty (0S), které se nachazi mezi hornim a dolnim vnitinim pyskem
(epipharynx a hypopharynx). Dale pokracuje hitanem (pharynx) a jicnem (0esophagus)
(Vesely a kol., 1985). Trubicovity jicen se na konci rozsifuje na medny vacek, ve kterém

enzymatickym $t€penim vznikd med (Snodgrass et al., 1984, pp. 90-150).

Ceslo (proventriculus) zajistuje priichod potravy z medného vacku do Zaludku, stiedni
¢asti travici soustavy. To zaroven brani zpétnému posunuti potravy ze zaludku do
medného vacku. VSechny tfi ¢asti traviciho ustroji jsou k sob& napojeny pomoci chlopni.
Napojeni zaludku k pfedni ¢asti zajistuje chlopen valvula cardiaca a k zadni ¢asti

chlopen valvula pylorica (Vesely a kol., 1985).

Pylorickou chlopni je s zaludkem spojeno tenké stievo, které uz je soucasti proctodea.
Funkce tenkého stfeva je rozdroleni nestrdvenych zbytkl potravy, které se posouvaji do
kone¢niku (rectum). Konecnik, ¢asto nazyvany jako vykalovy vak, je posledni ¢ast
traviciho ustroji (Vesely a kol., 1985). Rectum slouzi jako rezervoar nestravenych zbytkt
v zimnich mésicich, kdy se v€ela nemiize vyprazditovat mimo tl. Konec¢nik se tedy miize
rozs§ifit a pojmout velké mnozstvi vykall. Vylucovani odpadnich latek z téla zajist'uji

Malpigické trubice (Snodgrass et al., 1984, pp. 90-150).
2.3.1 Prirozenda mikroflora travici soustavy

Stfevni mikroflora se podili na rlstu a vyvoji vcel a pfispiva ke zdravi hostitele. Jeji
funkce zahrnuji traveni potravy, modulaci imunitniho systému a obranu proti patogentiim.
Pokud jsou tyto funkce naruseny, muze to mit dopad na schopnosti véel vyrovnat se

s enviromentalnimi stresory, jako jsou paraziti (Jabal-Uriel et al., 2022).

Mikroorganismy jsou vSudypfitomné a nevyskytuji se jen v travicim traktu, ale mohou
byt ptitomny napiiklad i na povrchu téla nebo v ulu. Nejpocetnéjsi slozkou mikroflory
zazivaciho traktu jsou bakterie (Gilliam, 1997), z velké Casti omezené na zadni stievo.
Mensi pocet bakterii se vyskytuje v pfedzaludku a stfednim stievé (Reyman, Moran,
2018). U zdravych vcel se gramnegativni a grampozitivni bakterie vyskytuji ve stejném
mnozstvi (Gilliam, 1997). Za zakladni stfevni mikrobiom lze povazovat bakterie
Snodgrassella alvi a Gilliamella apicola. Druhy Lactobacillus a Bifidobacterium jsou
vSudypiitomné (Raymann, Moran, 2018). Zastupci gramnegativnich bakterii jsou rody
Acinetobacter nebo Erwinia (Drobnikova, 1983). Z grampozitivnich bakterii jsou
zastoupeny rody Bacilus, Micrococcus (Inglis et al. 1993). Mnoho vzacnéjsSich
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bakteridlnich druhti ve stfevech vcely medonosné piedstavuji oportunni organismy
schopné invaze. Zahrnuje to druhy Enterobacteriaceae, Enterobacter, Klebsiella a

Serratia (Raymann, Moran, 2018).

V travicim traktu vCel se mohou objevit i plisné a kvasinky. Nejcastéji se vyskytujici
plisné jsou rody Penicillium a Aspergillus. Z kvasinek jsou to pfedevsim rody Candida
nebo Hansenula (Gilliam, 1997).

Mnoho z téchto mikroorganismu jsou trvale pfitomny u dospélych délnic, zatimco jejich
mnozstvi se mize u jednotlivych vcel lisit. Hluboky vliv na stievni mikrofléru ma typ
a mnozstvi zivin (tj. pylu a nektaru), coz mize mit za nasledek zménu metabolické
aktivity. Stfevni mikrofléru mohou ovlivnit také Spatné stravovaci navyky nebo rozdily

v délce zivota vcel (Kesnerova et al., 2020).
2.4  Priciny ubytku vielstev

Mnoho v€elait se potyka s ubytky vcelstev. Ditvodem jsou predev§sim nemoci véel, které
se rozsifili v dusledku jejich oslabené imunity. Ubytky véel zdiivodu nemoci
zplsobenymi riznymi patogeny neni jeding, S ¢im se vcelafi potykaji. Vcela vsak muze

zemfit 1 pfirozenou smrti ve stafi nebo z jinych divodu (Titéra, 2020).

Kolaps veelstva je oznacovan jako CCD — colony collapse disorder. Potencionalni pticiny
kolapsu vcelstva jsou zplisobeny parazity a patogeny, zvySujicim se pouzivanim pesticidi
v zeméedélstvi, podvyZivou, ale i Spatnym hospodatenim se véelami (Titéra, 2020), avSak
podle Cornman et al., 2012 neexistuje zadny ptimy dikaz, ktery by spojoval kolaps vcel
S potravnimi zdroji, protoZe v¢ely ze zhroucenych veelstev vykazovaly typickou télesnou
hmotnost, proteinové komplementy i zasoby lipidid. Vcely také ovliviiuje globélni
oteplovani. ZvySujici se teplota zplisobuje aktivace opylovatell dfive, neZ jsou dostupné

zdroje potravy v podobé kvetoucich rostlin (Willmer, 2012).

Existuje mnoho mikroorganismi, které negativné ovliviiuji véely medonosné, od bakterii
po viry, houby, trypanosomy. Je proto dilezité dbat zvySené opatrnosti a v pripadé
sebemensiho naznaku podniknout prvni kroky k 1é¢bé (Cornman et al., 2012). Ke vzniku
nakazy (popft. rozsifeni) nestaci pouze nakazeni pfisluSnym ptivodcem onemocnéni. Musi
byt splnény urcité podminky, aby se mohl pivodce nemoci vyvinout a rozmnozit.

Uplatiiuji se razné faktory napt. teplota a vlhkost, chov a rozmnozovani a mnoho dal$ich
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(Lampeitl, 1996). I ptes splnéni urcitych podminek, se zda byt pravdépodobné, ze
patogeny hraji vyznamnou roli v CCD (Cornman et al., 2012).

2.4.1 Ubytky véelstev 7 ditvodu nemoci

Abychom pochopili, co je pfi¢inou ubytku vcelstev, je dllezité objasnit hlavni Sktidce
a nemoci s nimi spojené, které ovliviiuji zdravi véel. Vely jsou postizeny fadou skidci
a nemoci, vetné roztoCl, virt, bakterii, mikrosporidii a plisnovych onemocnéni.
V disledku zatéze infek¢nimi chorobami a jejich ptivodci mohou vcelstva vykazovat

vyrazné oslabeni a dokonce tthyn (Hristov et al., 2021).

V¢éelu medonosnou napadaji rozto¢i druhti Varroa destructor, Varroa jacobsoni nebo
Tropilae clareae. Ektoparaziticky rozto¢ Varroa destructor je rozsifeny po celém svété a
je povazovan za hlavni hrozbu véelaistvi (Rosenkranz et al., 2010). V soucasné dob¢ se
V. destructor vyskytuje po celém svété s vyjimkou Australie a nékterych severnich uzemi

a odlehlych ostrovt (Hristov et al., 2021).

wewvr

jednovldknovy RNA virus zptisobuje vyvojové deformace a pired¢asné starnuti, coz vede
k vysokym ztratam ptezimujicich v¢elstev (Ryabov et al., 2014). Dalsimi béznymi viry
véely medonosné jsou virus pomalé paralyzy vcel (SBPV), virus akutni paralyzy vcel
(ABPV), virus ¢erné kralovny (BQCYV), virus jezera Sinaj (LSV) atd. Jejich rostouci
rozSifeni je zpusobeno vSudypfitomnym roztocem V. destructor, ktery slouzi jako

prenase¢ (Mraz et al., 2021).

Pomérné Castou bakterii, ktera napada véeli plod, je Paenibacillus larvae. Je to pivodce
bakterialni ndkazy moru vceliho plodu (Hrabak, 2014). Spory této bakterie jsou velmi

odolné, proto jedinym opatfenim zlstava spaleni infikovanych ulti (Mraz et al., 2021).

Vyznamnymi parazity jsou mikrosporidie (parazitické houby) Nosema apis a Nosema
ceranae, které zplisobuji onemocnéni traviciho traktu dospélych vcel. Onemocnéni
nosemoza, zpuisobené témito mikrosporidiemi, je v soucasné dob& povazovano za jednu

Z hlavnich pti¢in CCD v zimnim obdobi (Mraz et al., 2021).

Crithidia mellificae a Lotmaria passim jsou nebezpecni parazitiéti prvoci ztadu

Trypanosomatida. Byly povazovany za neskodné, nyni se vSak ukazuje, ze mohou byt
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pficinou ztraty vcelstev, zejména pii koinfekci Nosema caranae. Trypanosomatidy

pusobi negativné na vceli stfevni mikrobiom (Mraz et al., 2021).
2.4.2 Nosema ceranae

Nosema ceranae patii do skupiny mikrosporidii. Je to intracelularni parazit a $iii se mezi
hostiteli ve formé spor (Fries, 2010). Rod Nosema infikuje hmyz, nejen véely medonosné,
ale 1 ¢meléky a bource morusové. Parazituji na dospélych vcelach a jejich mikrosporidie

napadaji epitelidlni bunky stfedniho stteva (Hristov et al., 2021).
2.4.2.1 Vyskyt N. ceranae

Byla objevena jako pfirozena infekce véelstev Apis mellifera v roce 2005 ve Spanélsku.
Do této doby byla popsana jen u véely vychodni (Apis carana) v Cing (Titéra, 2017).
Avsak podle Paxton et al. (2007) se N. ceranae vyskytovala v Evropé minimalné od roku
1998, a to ve Finsku. Nez byla objevena, byla N. apis povazovana za jediny faktor
nosemozy pozorovatelny u v€el medonosnych. V soucasné dobé je N. ceranae nalézana
v Evropé, Severni a Jizni Americe, severni Africe a Australii. V zédpadni Evropé a
Australii doslo k vyraznému poklesu N. apis, tudiz ma N. ceranae vyssi virulenci (Ozgor

et AL, 2015).

Zjistilo se, ze klimatické podminky ovliviiuji miru infekce druhd Nosemy. V horkém
podnebi Evropy i Severni Ameriky byla pozorovana dominantnéj$i mira infekce N.
ceranae. Piedpoklada se, ze v mirném podnebi dochézi k jejimu CastéjSimu Sifeni a
zvySuje se mira infekce s rostouci teplotou (Ozgor et al., 2015). Proto se infekce N.

ceranae objevuji pfedevsim v letnich mésicich (Runckel et al., 2011).

V CR je stav nosemdzy véel monitorovan. V roce 2011 bylo vysetieno 4010 véelstev
z riznych &asti Ceské republiky od riznych chovatelil. Celkovy vyskyt a prevalence

Nosema spp. je nasledujici:

Tabulka ¢. 1: Vyskyt nosemoézy v CR v roce 2011 (Kampler et al., 2011)
Nosema spp. | N. apis N. ceranae | N. apis + N. ceranae

N =4010 | 2167 678 1134 356

Prevalence | 54,0 % 31,3% 523 % 16,4 %
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2.4.2.2 Vliv infekce na véely medonosné

Infekce zaciné pozitim spor s jidlem nebo vodou. Spory do veelstva mohou byt zaneseny
infikovanymi cizimi v¢elami. Infekce se $ifi koprofagii neboli pojidanim vykalt, které
infikovana a svymi vykaly mtze ohrozit ostatni véely (Titéra, 2017). Po poziti se spory
zacnou vyvijet v misté primarni infekce a namnozeni parazité se mohou rozsifit do
ruznych tkani. Mimo stiedniho stfeva mtlize infekce zasahovat do malpighickych tubuli,
hypofaryngealnich Zlaz nebo tukovych télisek (Chen, Huang, 2010). Vysledky studie
Traver and Fell (2012) uvadi nizké hladiny N. ceranae i v bfiSe, hrudniku, hlavé a
vajecnicich. Nizké hladiny ve vajecnicich by mohli ukazovat na vertikalni pfenos N.
ceranae. Roberts et al. (2015) se zabyvali tim, zda muze byt N. ceranae pienaSena i
sexudlné. Vysledky ukazali pfitomnost spor ve spermatu samci a u kraloven uméle
inseminovanych spermatem samcil infikovanych Nosemou. Tato studie poskytuje dikaz,

ze N. ceranae se nemusi $ifit pouze koprofagii a ukazuje na dalsi cestu pfenosu.

NejcastéjSimi ptiznaky onemocnéni nosemoéza jsou Uplavice, plazeni nebo mlécné
zbarveni stieva (Chen, Huang, 2010). Pti onemocnéni byl u nékterych véel pozorovan i
zvétSeny zadeCek. Nakazené vcely maji 1 bélavy zvétSeny zaludek, ktery se trha. U
zdravych vcel nachazime Zluty a pevny zZaludek (Titéra, 217). U nakaZenych vcelstev

vSak nemoc muize probihat i bezptiznakové (Chen, Huang, 2010).

Sporogonie je disporoblastickd. Ziva zrala spora je ovocylindricka, rovnd az mirné
zakiivend a méfi cca 4,7 x 2,7 um (Fries et al., 1996). Na povrchu se nachdzi sténa
z exospor, endospor a plazmatické membrany (Cali et al., 2017). Dale obsahuji
dvojjadernou cytoplazmu a polové vldkno. Do nového hostitele se spory dostanou
s potravou. V zaludku nebo ve stieve se aktivuji a dochazi k vystteleni dutého vlakna. To
propichne bunécnou sténu a sporoplazma infikuje hostitelskou buiiku. Po pomnozeni spor
buiika praskd a uvolnéné spory infikuji dal$i buiiky v okoli nebo jsou vylucovany
s vykaly. Ve sténé spor se nachazi chitin, ktery podporuje odolnost ve vnéjSim prostredi

(Titéra, 2017).
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Obr. 2: Intraceluldrni Zivotni cyklus N. ceranae: a) sporoplazma v hostitelské burnce jako
kulovité télisko; b) vyvine se ve vietenovity meront; c) zacina se délit a vznikne parovy
meront; d) a e) pary meronti projdou nékolika koly bunécného déleni; f) oddeli se a
Vyvinou se Vv kulaté az ovalné sporonty, které jsou kondenzované a vyznacuji se zesilenou

plazmatickou membranou (Gisder et al., 2011)

V prvnich dnech napadeni dojde k poruseni stievni bariéry véely. Napadené epitelidlni
bunky stieva ztraceji plazmu a v zaludku se ptestava tvofit tzv. peritrofickd membrana
(Titéra, 2017), coZz ma za nésledek vznik dalSich infekci (Naree et al., 2021). N. ceranae
napadd také epitelidlni buiiky zaludku. To zplsobuje nespravnou funkci Zaludku a
poruchu traveni potravy. Je napadena i aktivita genli imunitniho systému, konkrétné je
snizena tvorba abaecinu a vitellogeninu, coZ mé vliv na dlouhové€kost délnic (Titéra,
2017). Zpusobuje také imunitni supresi, ktera usnadfiuje mnohocetné koinfekce u vcel
medonosnych. N. ceranae se vyviji v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské buiky,
coz naznacuje, Ze parazit mizZe vyzadovat externi davku energie k reprodukci (Martin-

Hernandez et al., 2011).

Nosema ceranae, jako intracelularni parazit, zpiisobuje silny energeticky stres, ktery je
pravdépodobné zpiisoben samotnym parazitem, ktery soutézi o ziviny a zdroje energie,
jako vétsina druhit mikrosporidii (Martin-Hernandez et al., 2011). Vyuziva ATP z bunék
k vlastni reprodukci (Williams et al., 2014). Infikované vcely maji nizsi hladiny bilkovin,
coZz ma za nasledek snizenou hypofarengedlni zlazu a také zmeénéné slozeni mastnych
kyselin v hemolymf& (Mayack, Naug, 2009). Infekce N. ceranae mize obsadit velkou
¢ast stiedniho stfeva a mit vliv na fyziologii a imunitni reakce. Poruchy fyziologie
infikovaného stfeva mohou ovlivnit slozeni nestravenych zbytkt potravy, které putuji do
zadniho stfeva a dale mohou ménit sloZzeni mikroflory v této oblasti (Zhang et al., 2019).

Kvuli naruSeni stfevniho mikrobiomu dochazi k poruse schopnosti traveni a piijmu
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potravy (Naree et al., 2021). Odumirajici nebo jiz mrtvé bunky stfevni vystelky
vyvolavaji §patnou absorpci Zivin ve stiednim stfeveé. To nakonec vede k piedc¢asné smrti
vcel v disledku hladovéni (Martin-Hernandez et al., 2011). V zimnim obdobi muze také
nedostatecné traveni piispivat k nadmérnému napliovani vykalovych vakl vcel, coz
vyvola prijem. Nastavd domino efekt, kdy infekce postihuje dalsi vcely, jenz se snazi

uklidit kontaminované hnizdo (Titéra, 2017).

Negativni vliv nosemdzy na urovni vcelstva se tyka produktivity, dlouhovékosti
dospélych vcel, odchovu vceliho plodu, biochemie vcel, sbéru pylu a dalSich projevii
chovani véel. N. ceranae je spojovana s nemocnymi vcelstvy a uvazuje se o ni jako o
délnic, coz vede k nizkému vynosu medu. N. ceranae totiz mize negativné ovlivnit
schopnost letu infikovanych veel shangjici med, a proto hodnota nektaru a pylu zavisi na
stavu veelstva (Botias et al., 2013). Vysoky podil vajicek nakladenych kralovnou véelstva
trpictho nosemoézou neprodukuje kukly. Populace vcel se tedy zafind sniZovat

s rozSifujici se infekci (Martin-Hernandez et al., 2007).

N. ceranae je vysoce patogenni pro Apis mellifera. Jeji imrtnost je vazana na pfitomnost
autoinfek¢nich spor, které usnadiiuji rychlé déleni a invazi travici tkané (Martin-

Herndndez et al., 2007).
24.23 Lécha

K boji proti N. ceranae véelafi pouzivaji antibiotika fumagillin, ktery narusuje replikaci
DNA tohoto parazita (Williams et al., 2008). V soucasné dobé neni fumagillin v zemich
EU registrovan. Brani tomu pochybnosti o ucinnosti a vedlejSich ucincich a problém

potencialnich rezidui antibiotik (Titéra, 2017).

Michalczyk et al. (2015) zkoumali G¢innost tii ptipravki na infikovanych véelach. Cilem
této studie bylo vyhodnotit G¢innost ptipravki pii kontrole infekci zpiisobenych Nosema
spp. Analyzy ukazali, ze Nozevit, Api Herb a ApiX snizili pocet spor v priméru o
31,15 %. Nejvétsi pokles byl zaznamendm u piipravkii Nozevit a ApiX. Testovana

oSetfeni neméla negativni uc€inky na vcelstvo.

Bylo prokazéano, Zze suplementace proteiny, jako je propolis a pyl, zabraniuje klinickym

priznaktim infekce. Suplementace pylem zvySuje transkripci genti souvisejicich s expresi

17



vitellogeninu. Podavani extraktu propolisu snizuje hladiny spor N. ceranae u vcel (Marin-

Garcia et al., 2022).

Klassen et al. (2021) zjistovali vliv probiotik (eugenol, chitosan, naringenin) a
komer¢niho probiotika Protexin na infekce N. ceranae. OsSetieni eugenolem v cukrovém
sirupu snizovalo pocet spor u vcel, pravdépodobné proto, ze zesilil vnitini vrstvy
sttevniho traktu, coz zvysilo odolnost vici stievnim patogentim. Lécba Protexinem
snizila pocty spor a tim i infekci N. ceranae. V této studii bylo také zjisténo, ze Protexin
byl konzistentnéj$i ve schopnosti kontrolovat infekci N. caranae nez fumagillin. Lécba
naringeninem Vv cukrovém sirupu podobné snizila pocet spor. Snizené mnozstvi N.
ceranae naringeninem by mohlo byt zptusobeno jeho protilatkovou aktivitou, ktera
zvySuje mnozstvi antioxidantd a snizuje hladiny prozéanétlivych cytokinti. Naopak

chitosan nebyl spojen s vyznamnym snizenim poctu spor.

Nechemicka oSetfeni, jako je kyselina mravenci, ptirodni extrakt na bazi extraktu fepy a
melasy a fenylsalicylat, neprokéazali podle Marin-Garcia et al. (2022) pozitivni vliv na
kontrolu N. ceranae. Zato 1écba kyselinou $tavelovou sniZila pocet spor v 8dennim

laboratornim experimentu a prevalence infekce se sniZila.
2.4.3 Crithidia mellificae

V soucasnosti uznavani jednobunééni parazité A. mellifera piedstavuji ¢tyfi skupiny
eukaryot: Amoebozoa, Chromalveolata, Excavata a Opisthokonta (Schwarz et al., 2015).
Ttida Kinetoplastea (biCivky), ktera patii do skupiny Excavata, zahrnuje celed’
Trypanosomatidae sestavajici z n€kolik desitek druht, které zahrnuji obligatni parazity,
obratlovce a hostitelé rostlin (Dario et al., 2021). Kinetoplastea obsahuji hmoty
kinetoplastové DNA (kDNA) v prodlouzenych mitochondriich téchto bunék. kDNA
poskytuje alternativni zdroj genetického materialu. Gen cytochromu b koédovany na
kDNA, Cytb, je dllezitym lokusem pro rozliSeni genotypii v rdmci nékterych druhd.
Celed Trypanosomatidae byly kategorizovany podle $esti hlavnich morfotypti na zakladé
bi¢ikaté faze vyvoje. Nejvyraznéjsi je to patrné u morfotypu promastigota, ktery byl
popsan u n¢kolika rodu, ke kterym patii i Crithidia. Trypanosomatidy postupné ziskavaji
uznani jako dominantni skupina patogenti u evropskych véel medonosnych a obvykle

jsou ptifazovany k jednomu jiz uznavanému druhu, Crithidia mellificae (Schwarz et al.,
2015).
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2.43.1 Vyskyt C. mellificae

Z trypanosomatid patficich do Excavata je znamo, ze infikuji A. mellifera jiz od roku
1912, s ohledem na mnozstvi zprav o jejich bézné a globalni distribuci véetné¢ Evropy,
Afriky, Jizni Ameriky a Asie (Schwarz et al., 2015). Rod Crithidia byl poprvé popsan
jako typ infikujici komary Anopheles maculipennis s Crithidia fasciculata. Kromé
komart byly popsany v riznych skupinach hmyzu s celosvétovou distribuci, véetné vcel
z rodt Bombus a Apis, sténic z rodl Leptopetalops a Largus a pestienek z rodu Eristalis.
Druhy C. mellificae a C. bombi jsou v piirodnich podminkach nejvice studovanymi
druhy, protoze jsou patogenni pro vcely a ¢meldky a predstavuji ekonomické ztraty

v zemédélstvi (Dario et al., 2021).

C. mellificae byla poprvé popsana u australskych véel v roce 1967. Béhem 60. a 70. let
20. stoleti byla povazovana za prevladajici u Apis mellifera. Pozdéji se zjistilo, Ze
izolovana nukleotidova sekvence oznacena jako C. mellificae, patiila ve skute¢nosti
novému druhu, Lotmaria passim, kvuli morfologii jejich bunék, které nelze se 100 %

jistotou rozlisit (Stevanovic et al., 2016).

Parazituje pfevazné na veelach, ale infikovani timto parazitem bylo pozorovéano i u jinych
bezobratlych hostiteld, jako je Vaspula squamosa (vosa), Osmia cornuta (sadova véela)

nebo Haematopota griseicoxa (konisky hmyz) (Dario et al., 2021).

Byla prokazano, ze C. mellificae je schopna rist a udrzovat se pii riznych teplotach.
Dokaze prezit i pfi teplotach vyssich nez 27 °C. Je tedy termotolerantni vii¢i vysokym
teplotam, coZ vysvétluje vyskyt této trypanosomatidy u rdznych druhi hostiteld po celém
svété (Dario et al., 2021). Sezénni vyskyt parazita se zda byt vyrazné nizsi na jate ve

srovnani s létem a podzimem (Cersini et al., 2015).

V roce 2021 byl publikovan &lanek o screeningu patogenti véely medonosné v CR a jejich
prevalence v riznych biotopech. Sledoval se vyskyt péti patogenti v méstském biotopu.
Nejcastejsimi patogeny byly L. passim (72 %) a N. ceranae (64 %), na tietim misté C.
mellificae (38 %).
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Obr. ¢ 3: Porovndni podilu vyskytu patogenii bez ohledu na stanovisté. Cerné tecky
predstavuji priimér a chybové usecky predstavuji 95 % intervaly spolehlivosti. (Mraz et

al., 2021)
2.4.3.2 Vliv infekce na véely medonosné

C. mellificae se muze vyskytovat ve formé choanomastigoti nebo promastigotu.
Promastigoti vykazuji protdhlejsi tvar bunky ve tvaru slzy s kratkym kaudalnim
(ocasnim) prodlouzenim. Choanomastigoti jsou charakteristi¢ti hlubokymi, tzkymi
bo¢nimi ryhami a bicikem vlozenym do Uzké pfedni kapsy, kterd sahd ptiblizn¢ do
poloviny délky bunky. Ten se sklada z axonémy s typickou strukturou mikrotubuli a
kryptické paraflagelarni tyCinky (Schwarz et al., 2015). Bicik je obklopen rezervoarem
nebo bicikovitou kapsou, ve které se vyskytuji vacky (Buendia-Abad et al., 2022). Bunka

choanomastigotii se pohybuje v priméru 6,62 um na délku, u promastigotd je pramérna

délka 7,44 pm (Schwarz et al., 2015).

Obr. ¢ 4: Snimky Crithidia mellificae. Pohled na typické choanomastigoty s hlubokymi,

uzkymi bocnimi ryhami a prednim bodem vlozeni biciku. (Schwarz et al., 2015)
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C. mellificae kolonizuje zadni stfevo (ileum a konec¢nik). Parazit vykazuje vetsi
tropismus pro ileum, ale miiZze se vyskytovat i v konecniku. Pfichyceni trypanosomatid
k zadnimu stéevu vcely je zprostiedkovano bi¢ikovou strukturou, ktera se nazyva
flagellopodium. Bi¢ik kontaktuje stfevni buniky prostiednictvim struktur podobnych
hemidesmozomtim. Dojde k hlavni pfestavbé bi¢iku v distalni oblasti, kde haptomonady
vytvareji piipevitovaci polstarek, ktery se spojuje s epitelidlnimi bunikami
prostiednictvim rozsahlych vyduti na bazi bi¢iku. Povrch této struktury se zarovna a
rozsiii pres hostitelské buiiky, ¢imz se vytvoii bod kontaktu mezi trypanosomatidou a
hostitelem. Spojeni mezi bi¢ikovcem a zadnim stfevem vcely mohou byt ve vzdalenosti
10-20 nm a mezeru mezi membranami vypliiuji zabalena pole elektronovych hustych
vlaken (Buendia-Abad et al., 2022).

Trypanosomatidy se pfenaseji cestou kontaminace, predace nebo koprofagie.
Piedpoklada se, ze oralni ptenos je hlavni cestou infekce C. mellificae (Dario et al.,
2021).

Vyzkumy o patologickych ucincich C. mellificae ve stfevech véel medonosnych se lisi.
Gomez-Moracho et al. (2020) zjistili, Ze v porovnani s L. passim, ktera patii také mezi
trypanosomatidy, dosahovala C. mellificae vyssi hustoty bun¢k. Zda se, Ze
suplementace heminem zvySuje mnozeni Crithidie. V této studii bylo také zjisténo, ze
C. mellificae a L. passim zkracuji délku Zivota infikovanych véel, coz podporuje
patogenni vliv téchto trypanosomatid. Podle vyzkumu Strobl et al. (2019) nebyl zji$tén
zadny vyznamny ucinek infekce C. mellificae na té€lesnou hmotnost hostitele. Data

z této studie ukazuji vyznamné snizeni preziti ve srovnani s kontrolami. Ravoet et al.
(2013) ve své studii potvrdil imrtnost C. mellificae. Analyza prokazala velky G¢inek
vyskytu v 1ét€ na pozd&jsi zimni ztraty, predevsim s koinfekci N. ceranae. Oproti tomu
Higes et al. (2016) zjistili, ze C. mellificae nema patologicky ucinek na véely
medonosné. V této studii také potvrdili to, ze N. ceranae zpiisobuje vyssi mortalitu

véelich délnic bez ohledu na ptitomnost C. mellificae.

Patogenita C. mellificae na stfevni mikrobiom neni zcela jasna a dostupnych informaci
je velice malo. C. mellificae ale parazituje v zadnim stfevé, kde pokryva stény stieva a
tvofi koberce, které by mohly ohrozit absorpci metabolitli nebo tento proces blokovat.
Alternativné by mohli haptomonadové bunky sekvestrovat molekuly a slou¢eniny, bud’

ptimo z lumen nebo ze stievnich bunck vcely. Oba tyto procesy by mohly generovat
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nutriéni deficit v¢ely, coz by mohlo zvysit jejich umrtnost. Pfesto budou zapotiebi dalsi

studie k objasnéni (Buendia-Abad et al., 2022).

Molekularni dopady C. mellificae na v¢éely medonosné véetné imunitnich reakci, at’ uz
samotnych nebo ve spojeni s jinymi mikroby, jsou neprozkoumané oblasti dalezité pro

pochopeni dynamiky hostitel-patogen na zdravi v¢el (Schwarz and Evans, 2013).
2.4.3.3 Lécha

Lécba C. mellificae je stale velice malo prozkoumana, podobné jako jeji vliv na stievni
mikrobiom v¢ely medonosné. I presto existuje par studii, které se 1é€bou trapanosomatid
zabyvaji. Podle vyzkumu Palmer-Young et al. (2022) by mohli fytochemické bariéry
omezit rozmanitost trypanosomatid, které infikuji véely medonosné. Flavonoidy jsou
jednou tfidou antimikrobialnich sloucenin, které jsou vSudyptitomné jak v nektaru, tak
V pylu. Véely se déle vyznacuji sbirkou rostlinnych pryskyfic bohatych na sekundéarni

metabolity (propolis), které ¢asto obsahuji vice nez 20 % flavonoida.

Studie Alotaibi et al. (2019) se zabyvala ucinky propolisu. Propolis je pryskyticna latka
sbirana v¢elami, obvykle z pupent rostlin. Propolis téméf vzdy vykazoval aktivitu proti
prvokiim, zejména ziadu Kinetoplastida. Antiprotozoalni aktivita byla zajiSténa u
propolisu z Libye, Nigérie, Kamerunu, Saudské Arabie a Brazilie. Zatim neexistuje zadny
dikaz o tom, Ze by vcely pozivali propolis, ale protoZe k Sifeni protozoalni infekce
dochazi prostrednictvim vykalii, potazeni povrchil v tlu propolisem, by mohlo zabranit
pfenosu. Zustava vSak nezodpovézenou otazkou, jak dilezity je propolis pro veely a jaky

je jeho ptesny mechanismus pii zadrzovani infekci v tlu.
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3 Cile prace

Cilem této prace bylo vySetfit vybrana vcelstva chovana na vcelnici Fakulty zeméd¢lské
a technologické Jiho&eské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Vysetieni bylo provedeno
metodou PCR na vybrana onemocnéni zptisobené patogeny Nosema ceranae a Crithidia
mellificae. Dalsim ukolem bylo zjisténé vysledky porovnat se zimnimi thyny téchto

véelstev.
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4  Material a metody
4.1  Piehled vySetiovanych vzorkii

Pro detekci patogenti bylo vySetfeno 33 vzorkt véel medonosnych. Z kazdého vcelstva

bylo smeteno z ramku cca 50 délnic, které byly usmrceny ulozenim do -20°C.

Tabulka ¢. 2: Seznam vzorku (1) Tabulka ¢. 3: Seznam vzorkii (2)
Cislo vzorku Datum odebrani Cislo vzorku Datum odebrani
1 14.11.2023 26 14.2.2024
2 14.11.2023 27 14.2.2024
3 14.11.2023 28 14.2.2024
4 14.11.2023 29 14.2.2024
5 14.11.2023 1 16.2.2024
7 14.11.2023 2 16.2.2024
8 14.11.2023 3 16.2.2024
9 14.11.2023 4 16.2.2024
10 14.11.2023 5 16.2.2024
11 14.11.2023 7 16.2.2024
14 14.11.2023 8 16.2.2024
15 14.11.2023 9 16.2.2024
16 14.11.2023 10 16.2.2024
22 14.11.2023 25 16.2.2024
25 14.11.2023
26 21.11.2023
27 21.11.2023
28 21.11.2023
29 21.11.2023

4.2  Priprava vzorki

Zmrazené vcely byly vyndany z mrazdku a rozdrceny v tfeci misce s tlouCkem.

Nésledovala izolace DNA pomoci extrakéniho pufru CTAB-PVP.
4.3 lzolace DNA

1. Vcely byly rozdrceny a bylo ptidano 495 ul CTAB-PVP a 5 pl mercaptoethanolu
(na jeden vzorek).

2. Do sterilnich, fadné oznaCenych, mikrocentrifuga¢nich zkumavek byl

ptepipetovan vznikly roztok z tfecich misek.

3. Zkumavky byly inkubovany 10 minut pfi 65 °C, béhem inkubace byly zkumavky

lehce promichany.
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4. Po inkubaci probé¢hla centrifugace 5 minut na maximalni rychlost pii pokojové

teplote.

5. Kvzorkidm bylo pfidano 500 pl chloroformu — IAA a 5 minut byly zkumavky se

vzorky protfepavany.

6. Nasledn¢ prob&hla znovu centrifugace 5 minut na maximalni rychlost pii

pokojové teplote.

7. Po centrifugaci byla ptfepipetovana vodna faze do novych, oznacenych zkumavek

a bylo pfidano 2/3 objemu izopropanolu. Zkumavky byly 2 - 3x lehce promichéany.
8. Zkumavky byly inkubovany na 10 minut v mrazéku (-20 °C).

9. Zkumavky byly centrifugovany 5 minut pii 4 °C na maximalni rychlost. Po

centrifugaci byl odstranén supernatant.

10. Bylo pfidano 1 ml ledového 70 % ethanolu a vzorky centrifugovany 5 minut na
maximalni rychlost pti 4 °C. Znovu byl odstranén supernatant. Suché zkumavky

byly ususeny pii 37 °C cca 30 minut.
11. K usuSenym vzorkiim bylo pfidano 100 ul TE-pufru.
12. Zkumavky s DNA byly uchovany pii — 20 °C.
4.4 Ovéieni kvality izolace DNA

Meéfteni kvality a koncentrace ziskané DNA bylo provedeno pomoci analyzatoru BioSpec-

nano, ktery funguje na principu spektrofotometrie, a pocitacového softwaru.
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Obr. ¢. 5 Analyzator BioSpec-nano

1. Pfed méfenim byl do analyzatoru pipetovan negativni (blank) vzorek na predem

oznacené misto.
2. 'V pocitatovém softwaru byl spustén start.
3. Po zméfeni bylo misto, na které bylo pipetovano, automaticky otfeno hadiikem.
4. Po blanku bylo pipetovano 1 pl izolované DNA na pfedem ozna¢ené misto.
5. V pocitacovém softwaru byl spustén start.
6. Po kazdém meéfeni bylo oznacené misto automaticky otirano hadiikem.
7. Takto byla zmé&fena kvalita u vSech vzorki.

8. Vysledné hodnoty byly zméfeny a pieneseny do pocitace. Soubor byl ulozen ve

forméatu PDF.
45 PCR

Reakéni smés pro metodu PCR byla namichana z Master mixu, reverse primeru, forward
primeru, PCR H20 a DNA. Pfed pouzitim byly slozky reakce uchovany v lednici a

namichany pro kazdy vzorek nasledovné:
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Tabulka ¢. 4 Reakcni smés pro PCR

Slozky PCR ul
Master mix 5
Forward primer 0,25
Reverse primer 0,25

DNA 1
PCR H.0O 35

V nasledujicich tabulkach ¢. 5-8 jsou shrnuty sekvence a délky amplikonti pro jednotlivé

primery pouZité v této praci.

Tabulka ¢. 5 Sekvence pitvodnich primerii pro N. ceranae (Mraz et al., 2021)

Typ primeru | Sekvence Délka amplikonu
Forward 5'- CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3" | 218 bp
Reverse 5"-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG -3

Tabulka ¢. 6 Sekvence piivodnich primerii pro C. mellificae (Mraz et al., 2021)

Typ primeru | Sekvence Délka amplikonu
Forward 5-AGTTTGAGCTGTTGGATTTGTT -3’ 140 bp
Reverse 5"-AACCTATTACAGGCACAGTTGC-3’

Tabulka ¢. 7 Sekvence novych primerii pro N. ceranae (Naudi et al., 2021)

Typ primeru

Sekvence

Délka amplikonu

Forward

5'-CGTTAAAGTAGATAAGATGTT-3"

143 bp

Reverse (uni)

5"-GACTTAGTAGCCGTCTCTC-3’

Tabulka ¢. 8 Sekvence novych primerii pro C. mellificae (Stevanovic et al., 2016)

Typ primeru | Sekvence Délka amplikonu
Forward 5-AGTtTGAQCtGTIGGaTTTgTt-3" 160 bp
Reverse 5"-AACCtATtACaGGCACaGTTGC -3°
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Po napipetovani reakéni smési do PCR stript byly vzorky vlozeny do termocycleru, kde

byl pouzit amplifika¢ni program podle pouzitych primera pro N. ceranae a C. mellificae.

Tabulka ¢. 9 Amplifikacni program pro N. ceranae a C. mellificae (puvodni primery):

Krok Podet cyklt Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 1 95 °C 02:00
Denaturace 95 °C 00:30
Annealing 35 55°C 00:30
Elongace 72 °C 00:59
Finalni elongace 1 72 °C 05:00
Ochlazeni 4°C Bez limitu

Tabulka ¢. 10 Amplifikacni program pro N. ceranae C. mellificae (nové primery):

Krok Pocet cykli Teplota Cas
Pocatecni denaturace 1 94 °C 00:45
Denaturace 94 °C 00:45
Annealing 35 55°C 00:45
Elongace 72 °C 01:00
Finalni elongace 1 72 °C 10:00
Ochlazeni 4°C Bez limitu

Obr. ¢. 6 Termocycler
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4.6 Gelova elektroforéza

Na zhotoveni agar6zového gelu bylo pouzito 115 ml TBE, 1,5 g agar6zy a 4 ul Ethidium
bromide.

1. Bylo smichéano 1,5 g agarézy a 115 ml TBE v Erlenmeyerové barice a nasledné

postupn¢ zahtivano a rozpusténo v mikrovinné troubg.
2. Smeés byla ochlazena na cca 50 °C pod tekouci vodou.
3. Bylo ptidano 4 pl barviva Ethidium bromide a lehce promichano.
4. Do ptedem ptipravené formy s hiebinky na vytvofeni jamek byl nalit gel.

5. Za cca 30 minut byly opatrné vyjmuty hiebinky a vanic¢ka s gelem byla vlozena

do elektroforetické vany s TBE pufrem.

6. Do vytvotenych jamek bylo pipetovano cca 7 pul 100bp Ladderu (zebticku) a za

nim smeés DNA.

7. Po naneseni vSech vzorku byla elektroforetickd vana zakryta vikem s pfivodnimi

kabely. Elektroforéza byla pfipojena ke zdroji a bylo nastaveno napéti 90 V na 30

minut.

Obr. ¢. 7 Elektroforeticka vana S agarozovym gelem a napipetovanymi vzorky
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4.7 Vizualizace

Po skonceni elektroforézy probéhla vizualizace gelu za pomoci UV transluminatoru s UV

svétlem, snimaciho kamerového systému a pocitacového programu.
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5 Vysledky

5.1 Kontrola kvality a koncentrace izolované DNA

Po izolaci DNA byla zmétena kvalita a koncentrace nukleovych kyselin na analyzatoru

BioSpec-nano.

1 24/03/14 1241 |om 0.57 7.808 9,296 12.474 1.559 0.209 1.000
144123 13:16:35
2 2 24/03/14 11847 |108 0.7 2.468 2394 1446 0.098 0.209 1.000
14.11.23 13:20:05
3 3 24/03/14 n2s?  |ors 0.57 29583 |37.010  |46.534 7.132 0.209 1.000
14.11.23 13:21:00
4 4 24/03/14 595.04 205 1.45 11.677 5.588 7.989 -0.223 0.209 1.000
13:21:56
14.11.23
5 3 24/03/14 o885 |1es 107 19845 10,799 18501 0468 0.209 1.000
14.11.23 13:22:39
6 ’ 24/03/14 13727 |re2 119 6.389 3.158 5334 0357 |0.209 1.000
14.11.23 13:23:22
7 8 24/03/14 s60.34  |2os 1.40 10908 5163 7.692 0298 |0.209 1.000
14.11.23 13:24:26
8 9 24/03/14 2300 |20 15 4039 1746 2,443 0421 |0.209 1.000
14.11.23 13:25:36
“ 10 24/03/14 33875 |72 059 6719 3873 6.760 0057 |0.209 1.000
a1y | 13:26:57
w |u 24/03/14 430 |uag 0.77 9,624 7.239 12222 0744 0.209 1.000
141129 13:27:37

Obr. ¢. 8 Kontrola kvality DNA (vzorky 1-11, 14.11.2023)

n | 24/03/14 59593  |L98 131 11806 |5.807 9.012 0113 o209 1000
13:28:15
14.11.23
1z |15 24/03/14 126841 |0.77 0.60 32259 19747 |49u80  |esm 0.209 1.000
14.11.23 13:28:53
n |6 24/03/14 19921 103 0.74 9577 9.322 123118 1583 0.209 1000
141123 | 13294
1w |2 24/03/14 91181 196 117 18419 |9.497 15711 |0.183 0.209 1.000
13:30:14
14.11.23
15 | 24/03/14 16804 210 1.62 2775 1011 1.486 0586|0209 1.000
14.11.23 13:30:53
16 | 24/03/14 87106  |0.46 0.43 21104 |41.740  |44.418  |3.683 0.209 1.000
13:31:43
14.2.24
17 | 24/03/14 27554 |oas 0.32 7.146 17538 |1g807 1635 0.209 1.000
13:32:21
14224
18 | 24/03/14 103061  |0.45 0.39 29699 54679 61863  |o.s7 0.209 1.000
13:32:52
14234
1w |9 24/03/14 n732 202 1.45 4215 1.923 2,810 -0.331 0.209 1.000
13:33:34
14224
b.i] 26 24/03/14 906.27 050 0.47 2178 [w2ea  |4r7e0 |33 0.209 1.000
13:34:11
71.11.23

Obr. ¢. 9 Kontrola kvality DNA (vzorky 14-25, 14.11.2023; 26-29 v tabulce znaceno 1b-
4b, 14.2.2024; 26, 21.11.2023)
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21 27 24/03/14 132471 (045 0.41 33.084 64,882 70693 6.590 0.209 1.000

13:34:49

1 28 24/03/14 50369 [1.04 078 1300 [10887 14062 [1226 (0209  [1.000
Manza | BEST

3 20 24/03/14 B04.56 162 L16 12.793 B.158 1L111 0.702 0.209 L.000
71.11.23 13:36:07

Obr. ¢. 10 Kontrola kvality DNA (vzorky 27-29, 21.11.2023)

1 1 24/03/21 a5z |osez 053 9,069 9,654 12745  |2679 0.209 1.000
16.2.24 13:48:34

2 2 24/03/21 60899 178 115 14947 o612 13383 2767 0.209 1.000
16924 13:49:23

3 3 24/03/21 2416 |0.61 0.48 6.166 9.037 10934  |1682 0.209 1.000
16234 13:50:12

4 1 2403121 314.26 1.04 0.68 8.428 8.172 11.345 2,142 0.209 1.000
16.2.24 13:50:51

5 5 24/03/21 12635 |0.49 0.39 3.375 6.031 7.407 0.848 0.209 1.000
16.2.24 13:51:29

6 7 24/03/21 6253 1.74 0.80 1.070 0.536 1.380 -0.181 0.209 1.000
16.2.24 13:52:10

7 8 24/03/21 76076 |2.13 1.61 16535  |8.462 10787 |1320 0.209 1.000
16.2.24 13:52:56

8 9 24/03/21 715.81 1.88 1.18 16.931 10.223 14757 |2615 0.209 1.000
- 13:53:33

9 10 24/03/21 3453 1.09 041 0.615 0.558 1.602 -0.076 0.209 1.000
16.2.24 13:54:13

w | 24/03/21 7599|215 1.66 7.518 3.407 4528 0.002 0.209 1.000
16274 13:54:52

Obr. ¢. 11 Kontrola kvality DNA (vzorky 1-25, 16.2.2024)
5.2 Vysledky z gelové elektroforézy

Vsechny vzorky byly otestovany nejprve s primery pro véelu medonosnou pro kontrolu
amplifikovatelnosit vzorkt Ilustra¢ni obr. ¢. 12 zobrazuje prvni sadu testovanych 26
vzorkid. VétSina vzorka byla pozitivni na pfitomnost DNA vcely medonosné. Svételna

vyraznost se odviji od mnozstvi specifické DNAve vzorku.
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Obr. ¢. 12 Elektroforeticky snimek s primery Apis mellifera.

Vsechny vzorky byly nasledné vySetfovany na pifitomnost patogeni Nosema ceranae a

Crithidia mellificae.

Obr. ¢. 13 Elektroforeticky snimek s puivodnimi primery

Na obrazku €. 13 je testovano 10 vzorkl s ptivodnimi primery. V horni ¢asti gelu jsou
vzorky s pivodnimi primery, které mély detekovat N. ceranae, v dolni ¢asti jsou vzorky
s primery, které m¢ly detekovat C. mellificae. Vzhledem k tomu, Ze vSechny vzorky mély
negativni vysledek (vcetné pozitivnich kontrol, které nejsou na obrazku), byly objednany

nové primery s odliSnou sekvenci.
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Obr. ¢. 14 Elektroforeticky snimek s novymi primery Nosema ceranae

Z 33 vzorka byly na pfitomnost mikrosporidie Nosema ceranae pozitivni pouze 4,
konkrétné vzorky ze vcelstev €. 15 (14.11.23), ¢. 25 (14.11.23), ¢. 4 (16.2.24) a ¢. 5
(16.2.24).

Obr. ¢. 15 Elektroforeticky snimek s novymi primery C. mellificae
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Z elektroforetického snimku (obr. ¢. 14) nebylo mozné hodnotit pozitivitu vzorkt

vySetfované na C. mellificae. VSechny vzorky vysly opakované negativni.
V nasledujici tabulce jsou shrnuty udaje o uhynech vcelstev na véelnici FZT JU.

Tabulka ¢. 11: Zimni vuhyn vielstev na véelnici FZT JU

Cislo vcelstva

Datum thynu

Brezen 2024

Brezen 2024

Brezen 2024
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6 Diskuse

Cilem této prace bylo vySetfit vybrand vcelstva chovana na vcelnici FZT JU na pritomnost
patogent Nosema ceranae a Crithidia mellificae. K tomuto Géelu byly odebrany vzorky
véel v dvou opakovanich v pribéhu zimniho obdobi 2023/2024. Tato sezona byla
specificka velmi dlouhym, teplym podzimem, coz mohlo urcitym zpiisobem ovlivnit

zdravotni stav véelstev.

Nosema ceranae je intracelularni parazit a §ifi se mezi hostiteli ve form¢ spor (Fries,
2010). U v¢el v poslednich letech nahradila ptivodné pievladajici Nosemu apis (Mraz et
al. 2021). U vcel chovanych na FZT JU jsem testovala pfitomnost Nosema ceranae za
pouziti primeri, které byly pouzZity pfi screeningu patogent véely medonosné v CR v roce
2020 (Mraz et al.,, 2021). V mych vzorcich se pomoci téchto primerti nepodatilo
amplifikovat Zaddné fragmenty DNA. Pravdépodobnost, ze by vS§echny moje vzorky byly
negativni, jsem vyhodnotila jako velmi nizkou, vzhledem k tomu, Ze autofi uvadéji
prevalenci N. ceranae ve véelstvech chovanych na izemi CR 64 %. DNA z mych vzorkt
byla extrahovana metodou CTAB, tedy stejnou metodou, kterou pouzili Mraz et al.
(2021). Autoti skladovali jiz vyizolovanou DNA pii 4 °C, zatimco mé vzorky s Casné
izolovanou DNA byly skladovany pfi -20 °C a poté pti 4 °C. Skladovany byly pouze par
tydnu, ale je mozné, Ze vlivem kontaminace, byla urychlena degradace DNA, ktera je
ziejma diky ,,Smouze* v elektroforetickém gelu (obr. ¢. 13). Provedla jsem ale zkousku
amplifikovatelnosti pomoci primert pro vceli gen actin, kdy vzorky vysly pozitivné, ¢imz

byla potvrzena jejich amplifikovatelnost.

V publikaci Mraz et al. (2021) jsou malé odlisnosti v amplifikaénim programu. Pro N.
ceranae byl program nastaven na pocatecni denaturaci pii 95 °C po dobu 5 minut a finalni
elongaci pii 72 °C po dobu 10 minut. Amplifikaéni program, ktery jsem pouzivala byl
nastaven na pocatecni denaturaci ve stejné teploté, ale po dobu pouze 2 minut. Finélni
elongace byla nastavena na 72 °C po dobu 5 minut. Nemyslim si vSak, ze by toto bylo

ditvodem, pro¢ by pozitivni vzorky vychézely faleSn€ negativni.

Tyto primery pro N. ceranae také pouzivali Martin-Hernandez et al. (2007) k vySetieni
v¢el. Primery fungovaly a autofi potvrdili pfitomnost N. ceranae v 53,8 % ze vSech

zkoumanych vzorkd.
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I pies opakované testovani primerti se mi nepodatilo amplifikovat specifické fragmenty
pro N. ceranae, proto jsem pouzila novy par primert podle publikace Naudi et al. (2021)
Pritomnost N. ceranae byla potvrzena u 4 vzorka véel., jak je vidét na obr. ¢. 14. Jednim
Z pozitivné testovanych véelstev bylo v¢elstvo €. 15, které v bfeznu uhynulo. Tento zimni

uhyn mohl byt zptisoben rozsitujici se N. ceranae.

Druhym patogenem, jehoZz pfitomnost ve véelstvech jsem testovala v radmci této prace je
C. mellificeae, ktera parazituje na dosp€lych véelach, napada epitelialni bunky jejich
sttedniho stfeva (Hristov et al., 2021). Opét jsem pouzila nejdiive primery, které pouzili
I Mraz et al. (2021). Piitomnost C. mellificae nebyla opakované prokazana u zadného
vzorku. Vzhledem k tomu, Ze Mraz et al. (2021) popisuji ve své praci prevalenci C.
mellificeae u 38 % véelstev chovanych v CR, byla pravdépodobnost negativity viech

vzorki nizka, proto jsem opét opakovala testovani vSech vzorkl s jinymi primery.

Stevanovic et al. (2016) pouzili na diagnostiku trypanosomatid nové primery. Tyto
primery byly pouzity pro milj druhy pokus o vySetieni vzorkil na pfitomnost patogenu C.
mellificae. | v tomto piipadé vysly vSechny testované vzorky negativné. Mnou pouZity
amplifikacni program se liSil pouze v pocatecni denaturaci, ktera probihala pii 95 °C po

dobu 2 minut a ve findlni elongaci, ktera se liSila pouze ve zkracené dob¢ tohoto kroku.

Ravoet et al. (2015) pouzili nové navrzené primery pro C. mellifiace (F —
CCCACGGGAATATCCTCAGC; R — GGTAAAACCCGCCGATGAGT), které byly
navrzeny v polymorfnich oblastech genu pro cytochrom b (Cytb). Védclim se podatilo
identifikovat C. mellificae u belgickych vcel se stejnym amplifikacnim programem, ktery

jsem pouzila pro C. mellificae.

Jednotlivé amplifika¢ni programy se od sebe tedy natolik nelisi, aby to vyrazné ovlivnilo
vysledek PCR testu. Je tedy pravdépodobné, Ze vCelstva chovand na FZT JU nejsou timto

patogenem napadena.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo vySetfit vybrand vcelstva chovana na vcelnici FZT JU na pritomnost
patogent Nosema ceranae a Crithidia mellificae v prib¢hu zimniho obdobi 2023/2024.
Bylo otestovano 33 vzorkii véel medonosnych na tyto patogeny. Vzorky byly odebrané
ve dvou opakovanich v listopadu 2023 a v unoru 2024. Byla potvrzena pouze ptitomnost
N. ceranae, a to ve 4 vzorcich, pfi¢emz u jednoho pozitivné testovaného vcelstva doslo

k thynu. Pritomnost C. mellificae nebyla potvrzena u zadného vzorku.
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