JITHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH
BUDEJOVICICH

Prirodovédecka fakulta

Katedra genetiky

Syndrom CCD jako dusledek zkracovani
telomer a predcasného starnuti organismu
u Apis mellifera.

Bakalarska prace

Denisa Pankova

Vedouci prace: RNDr. Radmila Capkova Frydrychova, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2016

1



Péankova D., 2016: Syndrom CCD jako dusledek zkracovani telomer a predcasného starnuti
organismu u Apis mellifera. [Syndrome CCD as a result of shortening telomeres and
premature aging organism in Apis mellifera. Bc. Thesis, in Czech]- 34p., Faculty of Science,

University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic.
Annotation

Colony collapse disorder (CCD) presents one of the biggest problem in the honey bee
world in the last few years. This syndrome is about sudden enormous loss of honey bee
colonies over the winter worldwide. There is no certain cause but there are many possible
causes of this phenomen. In this thesis there are introduced some of the most likely causes
which have been studied as a possible reason of this syndrome by many other scientists. Then
here is presented another possible factor which could be the real cause - shortening of
telomeres. It is assumed that a different life span of winter and summer honey bees affects

length of telomeres.

Prohlasuji, ze svoji bakalarskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakalafské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné piistupné &asti databaze STAG provozované Jihogeskou Univerzitou v Ceskych
Budé¢jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava
k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale stim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zékona ¢. 111/1998 Sb.
zvetejnény posudky Skolitele a oponentl prace i s porovnanim textu mé kvalifikacni prace
s databazi kvalifikaénich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne 22.4.2016

Denisa Pankova



Podékovani

Timto bych chtéla podékovat své $kolitelce RNDr. Radmile Capkové Frydrychové,
Ph.D. za odborné vedeni, trpélivost a cenné rady béhem vypracovani této bakalaiské prace.
Dale mé podékovani patii vSem ¢lentim laboratote, obzvlast¢ Mgr. Michale Korandové za

jeji ochotu a pomoc pfi vypracovani.

Chtela bych také podékovat celé své rodin€ a priteli za podporu béhem celé¢ doby

studia.



1.

3.

LU 1o To F TS U R U SRR 5
(O] 1T T SRR 7
........................................................................................................................................................ 8
3.1. Biologie VCely MEAONOSNE .......ooociiie ettt et e e rae e e e ete e e e e abae e e eereeas 8
3.1.1. DIURY VCBI 1ottt ettt ettt e e ettt e e e et e e e e e abbe e e e eataeeesentteeeeessaeeeseseeeesnes 8
3.2, VCela jako SUPEIrOrZaniSIMIUS .....ccccuiieiiiiieeeeeiiieeeeeiteeeeseiteeeestteeeessnbeeeeeseeeesennseeesenssaeesennees 8
3.3.  Zdravotni problémy véely medonosné ............ccoccviiiiiiiiii e 10
3310 SKOACH VEEL .vuerieririerciiieieiei ittt 10
3.3.2. VIFOZY VE ettt ettt e e ettt e e e ete e e e et e e e e e ab e e e e assaaeeeanraeeasnnaeaean 12
3.4, UMEENOSE VERL ..ottt ettt ettt s s a ettt en s s st st enananane 13
3.4.1. R0 Y- N 13
3.4.2. U S A ettt e h e sttt r e st e st st b e esreenas 15
3.4.3. AUSTIAIIE .ttt ettt ettt et e b e b e a e eaee e e ea 16
I T O W TV o To [ o] o o O SRR 16
3.5.1. LYAVZ AL SO OO OO TSP 16
3.5.2. PEICINY ettt st sre e e e reenees 17
2 T =1 (o o 1= Y SRRt 19
3.6.1. Telomericka sekvence a replikac@ DNA ........cccuvvieeeceeeiecceee et e 20
3.6.2.  TEIOMEIAZA weeuiieieeie ettt ettt ettt et e b bbbttt be b beesbe e sneeteea 22
3.6.3. Vliv oxidativniho stresu na zkracovani telomer.........ccoceoveriiniiniiennnccneceecee 22
ZAVEL ..ottt ettt sttt sttt et h e e et e bt e bt bt bt bt e st s bt e bt e bt e ehe e et e e beebeenean 24
POUZITA IEEIATUIA ettt ettt e nme e s e e e b e rees 26



1. Uvod

Vcela medonosna (4pis mellifera) patii mezi blanoktidly spolecensky hmyz. Je
vyznamna nejen pro sbér a nasledné zpracovani biologickych a pro Clovéka prospésnych
latek jako je vceli med, matefi kaSicka, vosk, pyl, propolis apod., ale pfedevSim hraje

obrovskou roli v zemédélstvi jako opylovac.

Uz Albert Einstein fekl, Ze pokud v¢ely zmizi z povrchu zemského, lidstvo neptezije
déle nez ctyfi roky zivota (Hamzelou, 2007). Tuto mySlenku ndm nepiimo potvrzuje
skute€nost, Ze vcely se podileji na opylovani 84% vSech evropskych plodin. Podobné je
tomu i ve svéte, kde se podle FAO (Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi) odhaduje, ze 90%
ze 100 riznych druhd plodin ptfedstavuje celosvétoveé rozsifenou potravu, a 71 znich je
opylovavéana pravé véelami (Williams, 1994; Kluser et al., 2010). Zivot bez véel by pro
lidstvo znamenal nejen podstatné mensi vybér z riiznych druhii potravin, ale 1 vyrazné vyssi

riziko zdravotnich onemocnéni.

Na zéklad¢ dlouhodobého zkouméani byly zjistény obrovské tthyny vcelstev nejen v
Evropé, kde se od roku 1985 snizil jejich pocet o vice nez 25%, ale i v Severni Americe,
v niz byly od roku 1947 zaznamenéany rozsahlé ztraty dosahujici az 59% (Potts et al., 2010).
Nicméné je i nékolik zemi, jako napf. Cina nebo Argentina, které od roku 1961 pozoruji

velké nartsty veelich kolonii, jejichz pocet se zvysil pfiblizné o 45% (Goulson et al., 2015).

Neobvykle velké ztraty véel v Evrop€ a Americe se staly pfedmétem mnoha studii.
Mezi nejCastéjsi mozné a diskutované pficiny téchto ubytki patii Spatna imunita a zdravotni
stav vcel, ktery mize byt zplsoben fadou environmentalnich vlivii, riznymi infekénimi
onemocnénimi (vir6za, nosematdza, varrodza atd.), genetickymi defekty ¢i faktory
vyvolanymi aktivitou clovéka, jako je napft. aplikace pesticidli, pouzivani mobilnich telefonti

nebo manipulace se vcelstvem (Danihlik a Pettivalsky, 2015).

Dalsim z diskutovanych a zérovenl z mnoha ohled zdhadnych diivodu ztraty véelich
kolonii je tzv. syndrom zhrouceni vcelstev, v anglické literatute zndmy jako Colony
Collapse Disorder (CCD). Charakteristickym znakem napadenych vcelstev jsou nahlé velké
ubytky dospélych vcel v tle, které po sobé nezanechavaji zadné stopy ani mrtva téla (Ellis
etal.,2010). Ackoliv tento fenomén zasahl téméert cely svét a zplisobil obrovské ztraty mnoha

véelaiim, védciim se doposud nepodafilo objasnit jeho pfic¢inu. Jednou z n€kolika moznych



teorii je, Ze tento syndrom muze byt spojen s nefyziologickym zkracenim telomer vlivem

pusobeni negativnich environmentalnich faktord (Stindl a Stindl, 2010).



2. Cil prace

Cilem mé resSerSni bakalafské prace je seznamit se bliZze s problematikou syndromu
Colony Collapse Disorder (CCD), a to predevsim v souvislosti se zkracovanim telomer vcel

jako jednou z moznych pficin.

Nejprve se zaméfit na obecné informace o vcele medonosné, na jeji vyznam
v prirod¢€ i1 uziteCnost pro Cloveka. Nésledné zminit nejcastéjsi zdravotni problémy vcel,
které negativné ovliviiuji jejich kondici a zdravotni stav a mohou zpiisobovat velké ztraty
vcelich kolonii. Tyto ztraty shrnout v dalsi kapitole a tim upozornit na alarmujici stav
snizujiciho se poctu véelich populaci v nékterych ¢astech svéta, které mohou byt zapticinény

mimo jiné i syndromem CCD, jenz doposud nebyl zcela objasnén.

Vzhledem k velkému rozsitfeni syndromu CCD, poukézat na vyskyt syndromu u nas
1 ve svete a predstavit mozné priCiny jeho vzniku, piicemz hlavnim cilem je zaméfit se na
jiz zminéné zkracovani telomer. Piredpoklada se, ze délka telomer souvisi s vyskytem

zimnich a letnich véel v alu.



3.1. Biologie v¢ely medonosné

Vcela medonosna patii do tfidy hmyzu (/nsecta) a je zastupce fadu blanoktidlych
(Hymenoptera). Veeloviti (Apidae) zahrnuji kromé veel, ¢meldkl a bezzihadlovych vcel ze

skupiny Meliponini i fadu dalSich skupin (Tautz, 2009).
3.1.1. Druhy vcel

Ve svéte existuje 16 000- 20 000 druhii véel, z toho spolecenskych druhti je velmi
malo (Readicker, 2009). V Asii se vyskytuje osm druhil spolecenskych vcel, v Evropé a
v Africe pouze jeden jediny. Jde o druh Apis mellifera pochazejici pivodné z oblasti
Stiedozemniho mote, odkud se rozsitil do celé Evropy, Afriky i Asie. V dob¢ kolonizace se
dostal i do Australie a Jizni a Severni Ameriky. V souvislosti s Sitenim Apis mellifera do
ruznych klimatickych podminek doslo k rozd¢€leni tohoto druhu na tzv. zemépisnd plemena,
ktera se mezi sebou kiizi a tvoti dalsi nové taxonomické podjednotky. V Evropé dnes mame
Ctyfi zakladni plemena — vcelu kranskou (A4.mellifera carnica), vlasskou (A.mellifera
lingustica), kavkazskou (A.mellifera caucasica) a ¢ernou (A.mellifera mellifera) (Tautz,

2009; Vesely, 1985).

3.2. Vcela jako superorganismus

Vcelstvo funguje jako superorganismus, ktery je tvoien kralovnou, délnicemi a
trubci. Kazdy z nich ma svou funkci, diky cemuz dokazi existovat jako celek. Kralovna
neboli matka ptfedstavuje jediny zdroj zarodecnych bunék a stard se o kladeni vajicek.
Neoplozena matka se béhem prvniho tydne zivota vydava na snubni let, kde se pafi s mnoha
trubci, které vabi na mateti latku vychazejici z jeji kusadlové Zlazy. Plisobenim stejné latky
ve vcelstvu potlacuje vyvin vajecnikli u d€lnic. Matka absolvuje snubni let opakované,
dokud nemé semenny vacek plny spermii. Ackoliv se doziva 3-5 let, spermie vydrzi
v semenném vacku bez poruseni po cely jejich zivot. Jeden trubec dokaze vyprodukovat az
11 miliéonti spermii, nicméné bezprosttedné po pareni mu praskne zadecek a umira. Jeho
kopulacni organ zlistava uvnitt krdlovny a funguje jako zatka do chvile nez se objevi dalsi

trubec, ktery zatku odstrani a nasledné tam zanecha svou.



Jestlize se ve vCelstvu zrodi nova mladé kralovna, stara opousti Ul v tzv. prvoroji a
spole¢né s ni odchazi pfiblizné¢ 70% délnic. Mlad¢é matce zlstane asi jedna tietina délnic,
pléastve plné medu a vyvijejici se larvy. Ackoliv jsou vSechny larvy stejné, larvy matek jsou
umistény v matecnicich a krmeny mateti kaSickou. Pfeména z larvy na dospélce trva nejdéle

trubclim (10 dni), sttedné dlouho d€lnicim (9 dni) a nejméne matkam (6 dni) (Tautz, 2009).

Trubci se ve véelstvu vyskytuji pouze v obdobi sniisky, to znamend od jara do
podzimu. V normaln¢ silném vcelstvu je 500-3000 trubcii, ale jenom nékolik desitek z nich
prozije akt pafeni. Dozivaji se 2-4 tydnt, pficemz fijné obdobi u trubcii nastava mezi 12-15.
dnem zivota. V této dob¢ jsou trubci pod maximalni péci délnic, naopak na podzim, kdyz

kon¢i obdobi sntisky, jsou délnicemi vyhnéni z hnizda ven (Ptidal, 2004).

Délnice se nachazeji ve vcelstvu po cely rok. Délime je vSak na vcely letni, které se
dozivaji pfiblizn¢ pét tydntll, a véely zimni neboli dlouhoveké, které se zacinaji rodit jiz
v druhé poloving 1éta a ziji zhruba pétkrat déle nez vcely letni (Danihlik et al., 2014). V 1ét¢
se ve vcelstvu nachazi 50-60 000 d€lnic a v zimé jejich pocet klesa na 10-20 000 jedinca
(Pridal, 2004). Délnice ve svém zivoté zastavaji mnoho rtznych roli (viz Tab. 1), jez
ziskavaji v priibéhu zivota. Veskeré jejich Cinnosti jsou zavislé na vyvinu zlaz, napt. zlaza
hltanova produkuje krmnou kasicku vhodnou ke krmeni nejmensiho plodu a jeji funkce je
nejvetsi 6-12. den zivota. Po hltanové Zlaze zacind vyznamné fungovat zldza voskova a
nasledné kolem 20. dne Zivota zlaza jedova. Kromé rozvoje zlaz plisobi na ¢innost vcel
hladina juvenilniho hormonu, kterou produkuje nervovy systém. Vétsinou je hladina tohoto
hormonu nejvétsi u mladych organismi a v dospélosti klesd, nicméné u véel s vékem roste

(Ptidal, 2004; Tautz, 2009).

Ve veelstvu se délnice rozlisuji na tlové vEely neboli mladusky, kterych je v ule 2/3,
a létavky. Mladusky pracuji uvnitf ulu a nasledné pokracuji venku jako 1étavky. Nejmladsi
véely ziskéavaji 2-3 hodiny po vylihnuti funkci Cisticky starajici se o pfipravu bunék pro
kladeni vajicek. Mezi 3-5. dnem zivota v roli krmicky zasobuji starsi larvy potravou. Poté
se z nich 6. den stavaji kojiCky pecujici o larvy matek a krmici jej mateti kaSiCkou. V této
dobé zacinaji podnikat orientacni lety a uci se poznavat okoli. V dalSim stupni vyvoje
funguji jako stavitelky, jez produkuji vosk a stavéji veeli dilo. V roli strazkyné strezi vehod
do tlu a piebiraji od 1étavek potravu (Winston, 1987). V druhé poloviné Zivota, tj. asi 21.

den zivota, se z nich stavaji 1étavky, které maji rozdélené funkce. Nékteré 1étavky sbiraji



pyl, jiné nektar. Po dobu nasledujicich 10-20 dnti absolvuji denné 3-10 vyetd. Jedno
pramérné veelstvo nasbira 20-30 kg pylu za rok (Tautz, 2009).

Tab.I: Cinnosti a funkce délnic v pribéhu jejich Zivota.

Den Funkce Cinnost

po 2-3 hod. Cisticka ¢iSténi a pfiprava bunck pro kladeni vajicek

3-5. den krmicka krmeni starSich larev potravou (med,pyl)

6-11. den kojicka krmeni larev matek i dospé&lé matky mateti kasickou
12-17. den stavitelka produkce vosku, stavéni véeliho dila

18-20. den strazkyné stteZeni ¢esna, ochrana ptfed neptateli

21. den létavka sbér potravy a zasobeni vcelstva

Zimni vcely se rodi v druhé poloving 1éta , kdy je ve vCelstvu mélo prace a zasoby
na zimu jsou jiz zpracovany. Chladné obdobi pieckavaji v chomaci a jedinou jejich starosti
je udrzovani tepla. Funkce ziskavaji dé€lnice az na jate (specifikujte mésic), kdyz se jim
zacnou rozvijet hltanové Zlazy a ve vcelstvu se rodi nové vcely (Danihlik et al., 2014);

Pridal, 2004).

3.3. Zdravotni problémy vcely medonosné

Klicovou roli v Zivoté v¢el hraji roztoci, viry a houbova onemocnéni, nebot’ patii do
skupiny, kterd negativné ovliviluje kvalitu jejich zivota a Casto zplsobuje smrtelnd

onemocnénti, jejz vedou k zahubé vcelich kolonii.

3.3.1. Skidci veel
3.3.1.1. Klestik véeli (Varroa destructor)

NejznaméjSim ektoparazitem napadajicim Apis mellifera a Apis cerana je Klestik

véeli neboli Varroa destructor. Nebezpecny je predevSim proto, ze se §ifi neobvyklou
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rychlosti a napada obrovské mnozstvi véelstev. Ackoliv pochazi z jihovychodni Asie,
v soucasné dob¢ je rozsifen téméf po celém svété (Rosenkranz et al., 2010). Az do roku
2000 byl zaménovan za svého piibuzného Varroa jacobsoni, ktery parazituje pouze u Apis
cerana (Auderson et al., 2000). Oplozena samicka Varroa destructor nejprve parazituje na
dospélé délnici, ze které se presune na vceli plod, a to jesté pred jeho zavickovanim. Po
zavi¢kovani se pfisaje na vceli larvu a zivi se jeji hemolymfou. Napadené veely jsou malatné

a nasledn¢ umiraji (Rosenkranz et al., 2010).

Nejvetsi ztraty veelich kolonii témito roztoci tvofily v USA 30% (vanEngelsdorp et
al., 2010), v Evrop¢ 1,8-53% (Crailsheim et al., 2009), na stfednim vychodé 10-85%
(Haddad et al., 2009; Soroker et al.,2009) a v Japonsku 25% (Gutierrez, 2009). Vcelati
z Ameriky, Evropy a Asie eliminuji Sifeni tohoto roztoce tim, ze provadéji pravidelné
kontroly, které jsou v téchto lokalitach nutnosti (Rosenkranz et al., 2010). V Evropé¢ se tento
druh objevil teprve v 70. letech 20. stoleti a na zdklad€ opakovanych kontrol se podafiilo
jeho Sifeni po néjaky Cas regulovat. K jeho redukci se pouzivali rizné latky, jako napf.
bromopropylaty, fluvalinaty, amitraz ¢i coumaphoz, nicméné pozdéji se ukazalo, ze tento
rozto¢ si vytvoril rezistenci vii¢i nékterym z téchto akaracidii (Milani, 1995). V soucasné
dobé se v Ceské Republice nejéastéji pouziva formidol nebo varidol (Vesely, 2005). Bylo
zjisténo, ze Varroa destructor dokaze zit spolecné s mnoha riznymi viry, ba dokonce
funguje jako jejich pfenasec. Roztoc¢i rodu Varroa §ifi viry nejen mezi zdravé vcely, ale 1

vzajemn¢ mezi sebou (Chen et al., 2004).
3.3.1.2. Roztocik véeli (Acarapis woodi)
Roztoc¢ik vceli je endoparazit vcel, ktery napada pradusnice dospélce vcely

medonosné. Saje jejich hemolymfu a zpiisobuje onemocnéni akarindzu. Pii jeho pfemnozeni

dochazi k dusSeni a oslabeni jedince nebo thynu (Watanabe, 2008; Denmark, 2000).
3.3.1.3. Hmyzomorka véeli (Nosema apis a Nosema ceranae)

Tyto parazitické houby zptlisobuji tzv. nosemoézu - jedno z nejznaméjSich houbovych

Mrwe

parazitickych hub v zaludku v¢ely medonosné, jez vyvolava sttevni potize. Ve vykalech se
nachazeji zbytky nestraveného jidla, coz pfitahuje ostatni vcely atim se S$ifi dal (Fries,

2010). Nosema ceranae pochazi pivodné z Ciny od asijské véely Apis cerana (Fries et al.,
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1996) a nakaza touto houbou se vyznacuje rychlej§im pribéhem a odolné&jSimi spory (Fries,

2010).

3.3.1.4. Zavijec¢ voskovy (Galleria mellonella)

Tento nepatogenni parazit napada vceli uly a nici véeli vosk. Diky enzymim, které
produkuje jeho travici soustava, dokédze stravit vosk, jenZ je za normalnich podminek slozité

odbouratelny (Kodrik, 2007),

3.3.1.5. Vcelomorka obecna (Braula coeca)

V<ielomorka obecna je bezkiidla moucha spadajici do skupiny potravnich parazit.
Zivi se nejen pylem a medem, ale i krmnou §tavou, kterou potiebuje matka k zajisténi tvorby
vajicek. Pokud vcelomorka parazituje v ule dlouhodobé a matka nedostdva dostateéné

mnozstvi §tavy, strddd a mize uhynout (Jurdsek a Dubinsky, 1993).
3.3.2. Virozy vcel
3.3.2.1. Deformed wing virus (DWYV)

Deformed wing virus (virus deformovanych ktidel) byl poprvé pozorovan v 80.
letech u Apis mellifera v Japonsku a nyni je jiz celosvétove rozsiten (Allen et al., 1995). Za
pritomnosti Varroa destructor dochazi k rychlému S$itfeni viru DWYV, ktery se projevuje
nedostateCnym vyvojem plodu, vyvojovymi vadami jako jsou ptedevSim zakrnéla a

deformovana kiidla (Joachim et al., 2010).
3.3.2.2. Sacbrood virus (SBV)

Sacbrood Virus (virus pytlickovitého plodu) byl poprvé zaznamendn v roce 1913
(White, 1917) a popsan pozd¢ji roku 1964 (Bailey et al., 1964). Ackoliv nepadé plody 1
dospélce vcel, ptiznaky jsou viditelné pouze u embryi. Napadené larvy se projevuji zménou
barvy z bilé na zlutou a pozdéji hnédou. Povrch jejich pokozky se méni z jemné na hrubou
a vypliuje se tekutinou obsahujici velké mnozstvi virovych ¢astic. Za pomoci této tekutiny
dochazi k Sifeni viru, ktery je velmi Casto pfenasen dospélymi v€elami na ostatni larvy

behem krmeni. V konecné fazi vyvoje napadeny plod umira a vysycha (Bailey et al., 1975).
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3.3.2.3. Kashmir bee virus (KBV)

Kashmir bee virus byl nejprve pozorovan u asijské vcely Apis cerana (Bailey et al.,
1977). Pozd¢ji byl vSak objeven i u Apis mellifera v Evropé¢, Indii, Australii, na Novém
Z¢€land¢, v Kanadé (Allen et al., 1995) 1 v USA (Bruce et al., 1995). Piestoze vCely napadené
KBYV virem nemaji viditelné ptiznaky, umiraji béhem Sesti dnii od nakaZeni (Bailey et al.,

1975).
3.3.2.4. Acute bee paralysis virus (ABPV)

V¢ely infikované ABPV jsou velmi oslabené, tiesou se, maji problémy s pohybem a

béhem nékolika nasledujici dni umiraji (Bailey ef al., 1964).

3.4. Umrtnost véel

3.4.1. Evropa

V Evropé je pozorovan pokles véelich kolonii od r. 1965. V roce 2010 vysla studie
zaméfujici se na zmény v poctu vcelstev a véelait v letech 1965 -1985 a 1985 — 2005. Na
zakladé vsech dostupnych informaci bylo porovnavano 18 evropskych zemi, véetné Ceské
Republiky. Jak lze vidét na Obr. 1, ukézalo se, ze v letech 1965-1985 dochazelo k nejvetsim
ztratam ve stfedni Evropé, kde se snizil podet véelstev o 25%. Finsko, Norsko, Svédsko a
nékolik jiznich statd zazivalo do roku 1985 urcity narust, ktery vystiidal nahly pokles.
V letech 1985-2005 doslo v Evropé k obrovskym ubytktim vcelich populaci, které mohou

byt alespoii z Casti zplisobené snizujicim se poctem vcelait, viz Obr. 2 (Potts et al., 2010).
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(a) véeli kolonie 1965 - 1985

20% 20%

vzrist pokles |

(b) véeli kolonie 1985 - 2005

Obr.I: Znazornéni poklesu a vzristu vcelich kolonii v Evropé v letech 1965-1985 (vlevo) a

1985-2005 (vpravo).

(C) véelati 1965 - 1985 (d) veelati 1985 - 2005

T #

20% 20%

vzrist

Obr. 2: Zndzornéni poklesu a vzristu poctu vcelait v Evropé v letech 1965-1985 (vlevo) a

1985-2005 (vpravo) (pievzato z: Potts et al., 2010)
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3.4.2. USA

V minulosti v USA vysla fada informaci o neobvyklych ubytcich vcel, ale vétSina
z nich byla nepfesné zaznamenana nebo chybély dilezité informace podstatné pro zjisténi
pri¢iny, proto o nich dnes mizeme pouze diskutovat. Vime tedy, ze 1 v minulosti dochéazelo

k velkym ztratdm vcelich kolonii, ale nemizeme s urcitosti fici, co bylo jejich pfi¢inou.

V roce 1897 byly zaznamenany obrovské ztraty v Kalifornii, kde k nim opakovan¢
dochazelo 1 pozdéji, a to v 60. a 70. letech 20. stoleti v dob¢, kdy zde jesté¢ nebyla znama
existence roztocu (Stokstad, 2007).

V roce 1915 se objevily velké thyny v Oregonu, na Florid¢ a opét v Kalifornii (Root
et al, 1923; Tew, 2002).

V roce 1917 ptisly zpravy o neobvyklych ztratach z New Yersey, New Yorku, Ohia
a Kanady, kdy byla mrtvéa téla nalezena pted ulem (Carr 1918).

V 70. letech 20. stoleti doslo znovu k obrovskym ubytkim na Floridé, a to predevs§im

v obdobi béhem zimy a jara (KulinCevi¢ et al., 1982).

Ve Spojenych Statech se pocet vcelstev snizil od roku 1940 do roku 1989 z péti
milionil na dva miliény (Stokstad, 2007).

Celkove ztraty vcelich kolonii behem zimniho
obdobiv USA

35

30
25 +
20
i5 4
10
5
a -
Q ﬁ

o
]
:t- n— R :1- 2 v v

Zimni ztraty (%)

15



Obr. 3: Shrnuti celkové zimni umrtnosti vcelstev za poslednich devét let v USA.

Zimni ztraty byly métené vzdy od fijna do dubna (pfevzato z: Steinhauer ef al., 2015)

3.4.3. Australie

Az 59% vcelich kolonii zasahl tento fenomén roku 1910 ve Stawell v Australii.
Pfi¢ina je nezndma, avSak autor se domniva, ze tento pokles mohl byt zpiisoben sbérem
potravy v pozdnim 1ét¢, kdy je pfiroda chudsi, a v€ela mnohem ¢astéji opylovava Eucalyptus
leucoxylon, jehoz latky jsou pro jeji konzumaci nevhodné. Autor také tvrdi, Ze od roku 1872
se zde objevuji ptipady ztracenych vcelstev, a to opakované v rozmezi né¢kolika let (Beuhne,

1910).

Vyjimkou nejsou ani nahlé ztraty, které zaznamenal vcelar Olley u svych vcelstev v
Australii v roce 1975. Tehdy byl tento jev nazyvan jako ,,disappearing syndrome*. Olley byl
pfesvédcen, Ze syndrom je zpisobovan viry, které mohou byt pfenaseny z ostatnich vcelstev
béhem napadani a loupeni zasob v cizich tlech (Olley, 1976). Ve stejné dob¢ se syndrom

objevil 1 v Mexiku, kde byl oznacovan jako ,,disappearing disease* (Kulincevi¢ et al., 1984).

3.5. Co jesyndrom CCD

V poslednich n€kolika letech se objevuji znepokojujici zpravy o zdhadnych ubytcich
vcel v Americe, Evropé a dalSich ¢astech svéta. Tento jev je oznaCovan jako Colony
Collapse Disorder (CCD), syndrom zhrouceni vcelstev. Jednd se o ndhlé nevysvétlitelné
ztraty dospélych véel z ulu, kde zlistava pouze kralovna, larvy a nékolik mladych vcel, které
trpi nechutenstvim. Zaroven se postizenému vcelstvu vyhybaji rizni Sktidci a predatofi, kteti
bézné za podobnych okolnosti, kdy je vcelstvo takto oslabené, napadaji ul a vykradaji

zasoby jidla (Ellis et al., 2010)

3.5.1. Vyskyt

Poprvé byl vyskyt syndromu CCD podrobnéji popsan v letech 2006-2007, kdyz
vCelafi ve Spojenych Statech zaznamenali velké a neobvyklé ztraty vcelich kolonii
(vanEngelsdorp et al., 2007). Prvni obrovské ubytky zptisobené sydromem CCD objevil na
podzim roku 2006 David Hackenberg, ktery ptiSel o 85% z jeho 3000 vcelstev a zisk vice
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nez 450 tisic dolart. V soucasné dob¢ piisobi David Hackenberg jako predseda rady
zdravotniho poradenstvi v€el ve Spojenych Stitech a stard se o 2400 vcelstev
(vanEnglesdorp et al., 2007; Hackenberg Apiaries, 2016). Na jafe 2007 bylo v ostatnich
statech Severni Ameriky zaznamenano nékolik dalSich ptipadii se stejnymi piiznaky. Ztraty

vcel byly znatelné a tvotily 30 — 90% vsSech vcelstev (vanEnglesdorp et al., 2007).

Naéhl¢ velké uhyny vcel byly zaznamenany jiz mnohem dfive, nicméné popsany pod
riznymi nazvy, jako napft. spring dwindle disease (nemoc jarniho mizeni), fall dwindle
disease (nemoc podzimniho mizeni), disappearing disease (choroba mizeni), autumn
collapse (podzimni zhrouceni véelstev) nebo May disease (kvétnova nemoc). Prvni rekordni
ztraty ,,May disease” se objevily v Koloradu v letech 1891 a 1896 (Schacker, 2008),
nicméné po delSim zkoumani se ukazalo, ze za pfi¢inu téchto ztrdt muiize s nejveEtsi
pravdépodobnosti houba Aspergillus flavus (Underwood, 2010). Rozsdhl¢ uhyny vcelstev,
které nebyly dosud objasnény, byly zaznamenany v letech 1905 - 1919, Island of Wight ve
Spojeném Kralovstvi, kde uhynulo 90% vcelstev (Neumann, 2010).

3.5.2. Pritiny

3.5.2.1. Nemoci a Skudci

Ackoliv neni syndrom CCD zcela objasnén, nevylucuje se, ze by pficinou tohoto
jevu mohla byt néktera z nemoci zpisobena parazitem. Je mozné, Ze jde o zcela novy druh

parazita nebo o souhru riznych faktort, jenz tento syndrom spoustéji.

V roce 2007/2008 probéhla v Ontariu v Kanad¢ studie o mozné souvislosti vyskytu
parazitl ve vcelstvu a vzniku syndromu CCD. Vysledky této studie prokazaly, ze plisobeni
Varroa destructor muze za vysokou umrtnost vcelich kolonii, a to pfedev§im bchem
zimniho obdobi v severnich klimatickych podminkach (Guzmén-Novoa et al., 2010).
Zjistilo se, ze na podzim se v ulech vyskytovalo velké zastoupeni roztoct Varroa destructor
(75,7%), v mensim poctu potom parazitické¢ houby Nosema disease (27,9%) a nejméné bylo
nalezeno trachedlnich roztoct (6,1%). Béhem zimniho obdobi zahynulo 27,2% vSech
zkoumanych vcelstev. Po diikladnéj$im Setfeni bylo zjisténo, Ze 85% z nich bylo zplisobeno

pravé roztoCem Varroa destructor. Na jafe doslo k dalSim velkym ztratdm v dasledku

17



vrwe

vcelstev a nedostate€nymi zasobami potravy.

Na podzim roku 2007 vydala Cox-Foster studii, ve které zkoumala souvislost riiznych
parazitickych druhti a CCD. V postizenych vcelstvech objevila sedm druhil virt, nejcastéji
se vSak jednalo o virus IAPV. V jednom z napadenych alti syndromem CCD nalezla Cox-
Foster se svym tymem Svaby nakazené pravé virem IAPV. Rozhodla se tedy pouzit Svaba
jako model pro zkoumani véelich onemocnéni. Svaby naockovala smési infekénich
materiall ze v€ely a ti ¢tyfi dny po aplikaci zemfieli. Potvrdilo se, Ze tento virus zptisobuje
onemocnéni u hmyzu a podle Cox-Foster mize mit souvislost se syndromem CCD, ale

nemusi jit nutné o jeho pfic¢inu (Cox-Foster et al., 2007).

3.5.2.2. Faktory zpusobené ¢lovékem

Viici parazitim a patogenim ve vcelstvu jsou véely mnohem citlivéjsi, pokud maji
oslabeny imunitni systém. K naruSeni imunitniho systému vyrazné ptispivaji vnéjsi faktory,
jako pusobeni pesticidi (insekticidy a herbicidy) a uméla hnojiva, ktera se zacala pouzivat
predevsim po 2. svétové valce. Pouzivani pesticidi je pro Apis mellifera velmi nebezpecné,
nebot’ tyto latky pisobi toxicky na fyziologické markery u vcel a jejich zdravotni zdrav

(Desneux et al, 2007).

wrwe

druhii pesticidi na vcely. Hackenberg studoval souvislost pesticidii se vznikem CCD a
domniva se, Ze 1étavky ptinaseji otraveny pyl a nektar do ulu, kde si ho uschovavaji na horsi
casy. Trva nékolik mésicli, nez spotiebuji Cerstvé zasoby a dostanou se k zdsobam
intoxikovanym. Chemické latky obsazené v pesticidech zpiisobuji téZ oslabeni imunitniho
systému a dezorientaci organismu. Otravend a oslabena vcela vyléta z ulu ven, aby sehnala
novou potravu, avSak zahy umird, nebot’ neni schopna vratit se zpét do ulu (Berenbaum,
2007).

Ani elektromagnetické zareni z mobilnich telefonti nemé pozitivni vliv na zivot
véel. Do CCD: Dokonce je pravdépodobné, Ze za syndromem CCD stoji praveé pouzivani
mobilnich telefont, které ptisobenim radiace ovliviuje orientaci véel v piirodé a schopnost
vratit se zpét do ulu. V takovych situacich se do vcelstva dostdva méné potravy a dochazi

k velkym poklesim vcelich kolonii (Sainudeen, 2011). Védci z némecké univerzity
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v Landau provedli experiment pozorujici souvislost mizejicich v¢el s elektromagnetickym
zafenim z mobilnich telefonil. Sledovali 8 menSich ld, pficemz ¢tyfem z nich namontovali
zafizeni DECT (Digital Enhanced Cordless Telecommunication). Na kazdy ul ptipevnili
ke vstupu pfristroj, ktery zaznamenaval pfilety a odlety vcel, pocital je a métil jim dobu
vyletu. Ukazalo se, Ze do ulu bez zatizeni DECT se vratilo 16 z 25 vcel. Naopak do ulu
s DECT se nevratila ani jedna vcela a Sest se jich vrétilo do jinych vcelstev. Béhem
zkoumani probihala kontrolni méfeni vahy vcelstev a bylo zjiSténo, ze ty tuly, které byly
vystaveny zateni, vazily o 21% méné nez uly ostatni. Tento jednoduchy experiment
potvrzuje, ze zateni z mobilnich telefoni vyznamné ovlivituje chovani v¢el (Harst ef al.,

2006).

3.5.2.3. Zkracovani telomer jako pri¢ina CCD

Ptedpoklada se, ze rozdilna délka zivota zimnich a letnich v¢el mé vliv na délku

.....

2004).

Zkracovani telomer by mohlo byt zdrojem omezené proliferacni faze v zivoté
somatické bunky (Shay et al., 2000). Pfedpoklada se, ze u letnich vcel je dan ptfechod
z mladusek do létavek délkou telomer, pficemz telomericka délka udava, kdy vcela
vylétne z Ulu. U zimnich véel mize dojit v souvislosti s dlouhovékosti k naruSeni telomer
a kritickému zkraceni jejich délky. Vzhledem ke svému biologickému véku vcela
nedokaze pfemoci sviij vnitini pud stat se 1étavkou, proto pfedCasné vyléta z tillu a umira
v dasledku neptiznivého pocasi. Tento jev je nazyvan jako syndrom piedcasného starnuti
telomer (TPAS — telomere premature aging syndrome) (Omholt & Amdam, 2004). Je
znamo, ze syndrom ptedcasného starnuti u lidi je vazan na zkracujici se telomery (Aubert

& Lansdorp, 2008).

3.6. Telomery

Prvni zaznamy o objeveni telomer pochdzeji z roku 1938, kdyz americky védec

Hermann J. Miiller zkoumal chromozomy u Drosophila melanogaster. Zjistil, Ze se konce

chromozomli nemohou obnovovat a jsou slozeny ze zvlastnich struktur — tzv.telomer (z

feckého telos — koncovy a meros — Cast) (Miiller, 1938). Ve stejné¢ dobé byly telomery
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popsany 1 Barbarou McClintock pfi studiu chromozomt kukutice Zea mays (McClintock,

1941).

Z biochemického hlediska jsou telomery slozeny z opakujicich se sekvenci
nukleotidli a specializovanych proteinii a tvoii ochranné nukleoproteinové struktury na
koncich eukaryotickych chromozému a uvnitf bunééného jadra. Zastavaji mnoho dilezitych
funkci béhem bunécného procesu, jako napfiklad to, Ze se staraji o zachovani stability

chromozomt a celistvost DNA (Blackburn, 1991).

Béhem replikace DNA dochazi k nahrazeni zkracenych chromozomt, jenz vznikaji
tim, Ze DNA-polymerdza neumi zreplikovat celou sekvenci DNA aZ do konce (Blackburn
et al., 2006). Teorii o zkracovani telomer zvefejnil vroce 1971 rusky biolog Alexey
Matveyevich Olovnikov, ktery objasnil jeji pfi¢inu a pfipustil, Ze telomery mohou souviset
se vznikem rakoviny (Olovnikov, 1996). Problém zkracovani telomer feSi reverzni
transkriptdza, tzv. telomerdza — zvlastni enzymovy systém, ktery telomery naopak
prodluzuje. Pokud tento enzym v buiice chybi, dochazi u telomery k nadmérnému

zkracovani a tim buiika ptichdzi o schopnost obnovovat se (Greider, 1996).

Délka telomer se méni podle druhti bun¢k 1 organismu, napft. telomery lidskych
bunc¢k méii 5-15 kilobazi (kb), u mysi je to 20-60 kb a u vcel 3-4 kb (Kipling et al., 1990;
Robertson et al., 2006). U vétsiny zivocicht se délka telomer v priitbéhu zivota zkracuje.
Nicméné existuji vyjimky, jako napt. hrotnatka Daphnia pulex, u kterych je telomeraza
aktivni po cely Zivot a délka telomer se s vékem nezkracuje (Fajkus ef al., 2005; Schumpert

etal.,2015).
3.6.1. Telomericka sekvence a replikace DNA

U vétsiny eukaryotickych bunck se vyskytuje kratkd opakujici se sekvence DNA,
ktera se s kazdym bunénym délenim zkracuje. Jakmile se zkrati do ur¢ité minimalni délky,
dochazi k apoptoze a zaniku bunky (Donate ef al., 2011). Dvousroubovice telomerické DNA
je slozena ze dvou vlédken. Vldkno, jez utvaii 3' konce chromozomu se oznacuje jako G-
vlakno a obsahuje velké mnozstvi guaninu, naopak komplementarni vldkno je bohati na
cytosin a oznacuje se jako C-vlakno. Ve chvili, kdy je konec G-vlakna prodlouzen, vznika

jednotetézcovy G-ptesah a v DNA se vyskytuje pfevaha guaninu (Riha et al., 2000).
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Nejbéznéjsi telomerickou sekvenci ve svété eukaryotickych bun€k je jednoduchy
fetézec ve tvaru (TxAyGy)n (Frydrychova a Mason, 2013). Kratké opakovani se sekvence se
vramci riznych druht organismi odliSuji, napf. u obratlovcl je tandemova repetice
(TTAGGG)n, u hmyzu (TTAGG)n, u prvoka Tetrahymena (TTGGGG)n nebo u kvasnic
(TTTGGG) (Moyzis et al., 1988; Frydrychova et al., 2004; Prescott, 1994; Vega et al.,
2003).

3.6.1.1. Telomericka ¢epicka a smycka

Telomerickd DNA je zakoncena tzv. telomerickou cepickou, kterd je slozena
z nalezitych proteint a tzv. t-smyCkou (T-loop). Jednofetézcovy piesah 3' konce
chromozomt se v této struktute ptetaci a zasahuje zpét do dvoutetézce DNA, diky cemuz
vznika mensi tzv. d-smycka (D-loop). Jiz zminéné proteiny se staraji o spravnou strukturu a
délku telomer a o stabilitu t-smycky (Griffith et al., 1999). V telomerickych sekvencich se
vyskytuji vazebnd mista pro vazebné proteiny vazici se na jednotetézec DNA (napf. protein
POT1), na dvoutetézec DNA (napt.proteiny TRF1 a TRF2) a proteiny, které¢ se vazou na
piedchozi dvé skupiny (deLange, 2005). SloZeni proteint u telomerickych ¢epicek v ramci
riznych organismu lisi, napf. Cepi¢ka u savcli obsahuje maximalné Sest proteinii (TRF1,

TRF2, TIN2, TPP1, POT1, RAP1) (Griffith et al., 1999).

Telomericka cepicka dokaze rozeznat dvoutetézcové chromozomalni zlomy od
piirozenych chromozomalnich konct. Jakmile se cepicka narusi, dochézi k aktivaci
bunéénych reparacnich mechanismd, jez zpisobuji chromozomalni faze, ptipadné apoptdzu
buiiky. Cepitka se mize poskodit napiiklad nedostate¢nou telomerickou délkou nebo

absenci n¢kterého z proteinti (Frydrychova et al., 2008).
3.6.1.2. Replikace DNA

Pro replikaci DNA je nutnd pfitomnost DNA-polymerazy, deoxynukleotidii a tzv.
primeru. Jakmile DNA zahaji jeji prib¢h, telomery se za¢nou krétit. Je to zpiisobeno tim, ze
thned po syntéze odpada na 5' DNA primer a DNA-polymeraza neni schopna prazdné tiseky
zaplnit, nebot’ umi pfipisovat nukleotidy pouze ke 3' konci molekuly. Na zaklad¢ toho je

dcefinné vldkno na 5' konci po kazdé replikaci kratsi (Blackburn et al., 2006).
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3.6.2. Telomeraza

Telomeraza je ribonukleovy komplex, ktery ma reverzné transkriptdzovou aktivitu.
Kopirovanim kratké templatové sekvence RNA podjednotky telomeraza nahrazuje zkracené
konce telomer piipojenim novych nukleotidi (Sykorova, 2006). Existuji organismy
s rozdilnou ochranou chromozomovych koncti, kdy zkracené telomerické tiseky mohou byt
nahrazeny mén€ konzervativnimi sekvencemi, jako napi. satelitni sekvence nebo

transpozony (Frydrychova a Mason, 2013).

Telomeraza je slozity enzymaticky komplex. Obsahuje dvé podjednotky, tzv.
proteinovou podjednotku TERT (telomerase reverse transcriptase), kterd je vyznamna svou
katalytickou funkci, a RNA komponent TR (telomerase RNA) vyuzivany jako templat pro

syntézu sekvence telomer (Greider a Blackburn, 1987; Blasco et al, 1997).

U dospélych jedinct a u vétSiny somatickych bunék aktivita telomerdzy bud’ neni
nebo je velmi nizk3, ale existuji i vyjimky, jako napf. jiz zminéna Daphnia pulex (Schumpert
et al., 2015). Naopak vysoka aktivita je pfitomna u vysoce proliferacnich bungk, jako jsou
napf. buiikky zarodecné, kmenové, endotelidlni apod. (Shay a Bacchetti, 1997; Yasumoto et
al., 1996). Zvysena aktivita telomerdzy je rovnéz pozorovana u vice nez 85% nadorovych
bunék, coz pomaha pii diagnostice nadorovych onemocnéni. Vyssi aktivita telomerdzy u

téchto bunck ptispiva k jejich nekone¢nému déleni (Kim et al., 1994).

Na zéklad¢ nedavné studie (Korandova a Frydrychova, 2015) se ukazalo, ze délka
telomer a aktivita telomerazy se u Apis mellifera mize mezi riaznymi jednotlivci lisit.
Variabilita byla pozorovana mezi tkanémi, buitkkami nebo chromozomy uvniti jedné bunky.
Ve vcelstvu vykazuje nejvyssi stupenn aktivity telomerazy kralovna, u které byla
odhalila, Ze ¢innost telomerazy v mozku kralovny je az 70krat vyssi nez aktivita v mozku

dospélé délnice (Korandova a Frydrychova, 2015).
3.6.3. Vliv oxidativniho stresu na zkracovani telomer

Plsobeni oxidativniho stresu na organismus ma velmi negativni vliv na délku
telomer, Casto vétsi nez telomerické ztraty zplsobené neuplnou replikaci DNA. Kvili

pritomnosti znaéného mnoZzstvi guaninu, jsou telomery velice vnimavé vici oxidativnimu

v
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potencial, a proto u n¢j dochazi k oxidaxi nejcastéji (Nasir ef al., 2014). Guanin je nachylny
ke vzniku oxidativnich modifikaci, jako napft. 8-oxo-deoxyguanosin (Oikawa a Kawanishi,

1999).

Vysoka hladina oxidativniho stresu miize zptusobit zlomy na DNA, které vznikaji
piimo nebo jako mezi¢lanek béhem opravovani oxidovanych bazi. Mohou také vznikat za
pritomnosti reaktivnich forem kysliku, jako jsou hydroxylové radikdly vytvarejici
jednotetézcové zlomy (Houben et al., 2008). Pti vzniku replikac¢ni vidlicky, kdy se
dvouretézec DNA disociuje na jednotetézec, dochazi v dusledku jednotetézcovych zlomu

k vyraznému zkracovani telomer (Oikawa a Kawanishi, 1999).
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4. Zavér

V této reSerSni praci jsem se snazila pfiblizit problematiku neobvykle velkych
poklest véelich kolonii v souvislosti s riznymi moznymi faktory, jenz by mohly byt jejich
pri¢inou. Ztraty vcelstev jsou jiz n€kolik desitek let pozorovany témeét po celém svété.
Nékteré ztraty byly objasnény, jiné ziistaly zahadou. Je jisté, Ze nejvetsi roli hraje kondice a
zdravotni stav vcel, ktery je ovliviiovan mnoha riznymi faktory, jez byly zminény

v predeslych kapitolach.

V posledni dob€ je mezi védci jednim z nejvice diskutovanych a zéaroven stale
zahadnych jevli syndrom CCD. Snazila jsem se tedy seznamit s problematikou tohoto
fenoménu a pfitom zminit v§echny mozné pticiny. Je mozné, ze syndrom CCD zpiisobuje
nekterd z jiz zminénych pficin, ale mize jit 1 0 noveé objeveného parazita ¢i souhru riznych

faktort, ke které bych se sama ptiklan¢la.

Nicméné jednou z mnoha teorii syndromu CCD je, ze vznikd nefyziologickym
zkracenim telomer vlivem plisobeni negativnich environmentalnich faktord. Pfedpoklada se,
ze rozdilna délka zivota zimnich a letnich v€el ma vliv na délku telomer. Myslim si, Ze tato
teorie je mén¢ pravdépodobna. Nicméng¢ i tak by bylo zajimavé udélat experiment a porovnat
délku telomer a aktivitu telomerazy u zimnich a letnich vcel. Dale vyzkouSet zda mize byt
délka telomer ovlivnéna vytiZzenosti v€el v 1ét€¢ nebo naopak klidovym obdobim v zim¢.
Ptipadné letni v¢ely umistit do chladného prostfedi a navodit jim klidové zimni obdobi a

vysledky poté porovnat s vysledky zimnich vcel.
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