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1. UVOD
kulturnich rostlin a zemédélskych plodin (Bacandritsos et al. 2010). Vcely pfispivaji
k pfirozenému ekosystému a pokles jejich populaci maze ohrozit opyleni plané rostoucich
rostlin i cilené péstovanych plodin (Simon-Delso et al. 2014). Od roku 2006 jsou registrovany
v Evropé a v Severni Americe nevysvétlitelné ztraty vcéelstev (Le Conte et al. 2010). Na
téchto ztratach se podili az 61 riznych kvantifikovatelnych faktor, mezi které patii jednak
abiotické faktory, jako je zména klimatu, pokles genetické variability, elektromagnetické
zafeni, nutricné nedostate¢na dieta ¢i ucinek pesticidii a dale biotické faktory, kam patii rizné
choroby a paraziti v¢el (vanEngelsdorp et al. 2009). Z dostupnych informaci vyplyva, ze na
ztratach  vcelstev se pravdépodobné podili nékolik faktorti najednou, avSak mezi
nejvyznamnéjSi faktory patii rozto¢ klestik vceli (téz zvany klesStik zhoubny, Varroa
destructor) (Danihlik & Pettivalsky 2015) spole¢né s viry (Erban et al. 2015), pesticidy a
dalsi agrochemikélie (Johnson et al. 2010). Proto byl vramci této prace studovan vliv
pesticidi na opylovace a interakce patogenti v€el. Ochrana plodin neni vzhledem k narokiim
lidstva na mnozstvi potravin v sou¢asné dob¢ mozna bez pouziti téchto latek a kazdym rokem
je na tizemi Ceska pouzito nékolik tun pesticidi. K minimalizaci negativniho dopadu
pesticidll na zivotni prostfedi i necilové organismy by prostfedky na ochranu rostlin mély byt
vyuzivany srozmyslem a v souladu s platnymi smérnicemi a vyhlaSkami. Z praktického
hlediska je zahodno uvést, ze vladou CR byl schvalen Ndrodni akcni plin k bezpecnému
pouzivani pesticidii v Ceské republice pro 2018-2022. Jedna se o soubor opatfeni, ktera se
snazi snizit rizika a omezit dopady pouzivani pfipravkl na lidské zdravi a Zivotni prostiedi,
s cilem podpofit vyvoj a zavadéni integrované ochrany a alternativnich piistupt (MZe CR
2018). Kvilli moznému negativnimu vlivu na necilové organismy jsou u novych i
pouzivanych pesticidii pravideln¢ hodnocena rizika pro opylovace a dals§i zivé organismy.
Diky tomu, Ze bylo vyhodnoceno akutni riziko pro vcely, byly nafizenim Evropské komise
(EK) vroce 2013 docasné zakazany 3 vysoce toxické neonikotinoidy, a to klothianidin,
thiamethoxam a imidakloprid. Tento zakaz byl v roce 2018 potvrzen (EK 2018b, c, d). V roce
2020 k nim pftibyl thiakloprid (EK 2020), pfestoze je tento neonikotinoid povazovan pro vcely
za malo toxicky. Zodpoveédét vSechny otazky tykajici se vlivu pesticidll a dalSich faktorti na
opylovace je velmi obtizné a vyzaduje zdlouhavy vyzkum a komplexni pfistup. Alespon dil¢i
odpovédi ndm mohou poskytnout moderni metody, zejména vysokokapacitni metody, které
umoziuji pohlizet na problém komplexné. Umoziiuji ndm napiiklad sledovat zménu proteomu

vlivem pesticidil ¢i chorob nebo detekovat spektrum pesticidil a jejich potencialné nebezpecné
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metabolity v Zivotnim prostfedi, v€etné vcelich produkti a sledovat jejich zmény. To jsou
vSechno esencialni informace potfebné k tomu, abychom jednou byli schopni zcela porozumét
témto mechanismiim. Vysokokapacitni metody byly vyuzity i vtéto praci, jednalo se
o proteomiku s vyuzitim nanoLC-MS/MS ¢i UHPLC-MS/MS pro detekci pesticidi
a metabolomickou analyzu. Diky témto metodam bylo mozno sledovat vliv V. destructor
a viru deformovanych kiidel na zmény v proteomu vcely medonosné. Dalsi experimenty byly
zaméfeny na sledovani vlivu pesticidi na opylovace. Zaméfili jsme se hlavné na pesticidy,
které predstavuji potencidlni riziko pro vcelu medonosnou, a proto v této praci nechybi
experimenty s imidaklopridem a jeho metabolity. Posledni studie zahrnuje realné otravy
véelstev, kdy byly hodnoceny oficialni ptipady podezieni na otravy vcel v riiznych lokalitach.
Prace zahrnuje také informace o vyznamu mixi pesticidi a kontaminaci vnitfniho prostredi

vcelstva.



2. LITERARNI PREHLED
2.1. OPYLOVACI

Opylovani je definovano jako pienos pylového zrna z praSniku jednoho kvétu na stigma
kvétu jiné ¢i stejné rostliny. Opyleni mize byt dosazeno biotickymi nebo abiotickymi
prostfedky. Mezi abiotické prostiedky patii opyleni vétrem, vodou nebo gravitaci, zatimco
opyleni biotické zajistuji zivoCichové. Antonin Piidal doporucuje namisto oznaceni opylovac
oznaceni opylovatel (Ptidal 2005, 2015). V této praci je pouzivano oznaceni opylovac, coz je
slovo uznané Ustavem pro jazyk esky a je dostadujici v daném kontextu. Opylovaéi jsou
velmi duleziti pro fungovani téméf vSech suchozemskych ekosystéml. Kromé
nejvyznamnéjsSi skupiny opylovach, kterou tvoii vcely, existuje jest¢ celd fada jinych
zivoCichi podilejicich se na opyleni. Mezi né¢ mtizeme zafadit naptiklad vosy, mravence,
mouchy, motyly a brouky. Z obratlovct jsou to nékteré skupiny ptaki jako napt. kolibfici
(Kevan 1999). Vtéto praci je pozornost veénovana nejvyznamngjSimu, a také
nejrozsifenéjSimu opylovaci véele medonosné (Apis mellifera, Linnaeus 1758). Kromé vcely
medonosné jsou vyznamnymi opylovaci také jeji blizci pfibuzni ¢meldci (rod Bombus)
(Goulson 2003) a také vcely, které vedou samotaisky zpusob zivota. Byvaji oznacovany jako
samotarky, bunky si staveji v dutinach ve dreve, v dutych suchych stéblech rostlin (Bramke
etal. 2019) ¢i v prazdnych ulitach. Nékteré druhy veel samotafek patii k tzv. ,kukackam®,
které kladou vaji¢ka do hnizd svych ptibuznych (Spiirgin 2013). Cmelaci podobné jako véela
medonosna nebo vosy patii mezi socidlni hmyz. Jsou neodmyslitelnou soucasti nasi ptirody
a zajist'uji opyleni Siroké Skaly plané rostoucich rostlin i zemédélskych plodin (Corbet et al.
1991), a to jak v technické izolaci (sklenikova rajcata, papriky), tak ve volné pfirodé (ovocné
sady, jeteloviny a dalsi) (May 1959; Ptacek & Votavova 2013). Lze nalézt druhy rostlin,
k jejichz opyleni jsou ¢melaci dokonce 1€épe uzplisobeni nez véely. Vyuzivaji napiiklad sviij
dlouhy jazyk, ktery jim umoziuje opylovat i kvéty s hlubokymi kvétnimi trubkami. Dalsi
vyhodou ¢meldkii ve srovnani se v€elou medonosnou je jejich vétsi tolerance na chlad
a vlhko. Proto mohou za potravou vylétat mnohem castéji, a to 1 za horSiho pocasi (May
1959). Diky témto jejich vlastnostem je v dneSni dobé velmi popularni komeréni chov
¢melakt (Goulson 2003).

Opylovace jako necilové organismy ohrozuji pfipravky na ochranu rostlin (POR), které¢
se bézné pouzivaji v zemédélstvi jako ochrana pied riznymi Skidci (Como et al. 2017).
Vzhledem k tomu, Ze je prokazan negativni vliv POR na opylovace (Johnson et al. 2010;

Kiljanek et al. 2016), je hodnoceni a povolovani téchto pfipravki regulovano nafizenim



komise EU ¢. 546/2011 ze dne 10. ¢ervna 2011 (EK 2011). Timto nafizenim se provadi
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 ze dne 21. fijna 2009, o uvadéni
pfipravkli na ochranu rostlin na trh a o zruseni smérnic Rady 79/117/EHS a 91/414/EHS
(EP 2009). Toto nafizeni zohlednuje 1 védecky pokrok, validaci analytickych metod a jejich
dostatecnou citlivost. Krom¢ toho, Ze se hodnoti G¢innost na cilové organismy, je dulezité
posouzeni rizik i pro tzv. necilové organismy. Mezi necilové organismy vzhledem k jejich
dilezitosti jako opylovacii fadime véelu medonosnou, samotaiské vcéely a ¢meldky (Como

etal. 2017).

2.2. VCELY (APOIDEA)

Hmyz ptedstavuje velmi starou skupinu zivocicht, kterd svym ptivodem saha do obdobi
mezi devonem a karbonem. Uplné nejstarsi véely se mohly objevit jiz na paleokontinentu
Gondwana, coz byla pivodni oblast vyskytu kvetoucich krytosemennych rostlin (Winston
1991). Vcely patii do rodu Apis, ktery zahrnuje vyhradné zéastupce zijici v socidlnim
spolecenstvi (Beranek et al. 1956). Radime sem pét druhii tzv. modernich véel, a to b&znou

véelu medonosnou A. mellifera, obii véely A. dorsata a A. laboriosa, vcelu indickou

A. cerana a trpasli¢i v¢elu A. florea (Winston 1991; Thomas et al. 2009).

2.2.1. Vdela medonosna (Apis mellifera)

Vcelafstvi je jednim z nejstarSich oborti lidské ¢innosti a prvni zminky o chovu vcel
v &eskych zemich se datuji jiz do roku 993 n. 1. V poslednich letech je véelafeni v Cesku na
vzestupu, tento vzestup uplné neplati pro nékteré dalsi stity EU, kde dochazi spise ke
snizovani poctu vcelai 1 vcelstev (Erban etal. 2018). Vcela medonosna je chovéna
komer¢né, a to hlavné ze dvou duvodi. Jak jiz bylo feCeno, patii mezi nejdilezitéjsi
opylovace, kromé toho ale také poskytuje celou fadu produktid jako je med, pyl, vosk,
propolis nebo matefi kasicku (Bacandritsos et al. 2010). V soucasné dobé se v Cesku nachazi
okolo 50 tis. vCelait, ktefi oSettuji asi 550 tis. vCelstev (Vesely et al. 2013; Erban et al. 2018).
Proto 1ze Cesko vzhledem k rozloze povaZovat za vyznamnou zemi v daném odvétvi. Velka
hustota zavceleni vSak souvisi se snadnéj$im Sifenim vcelich nemoci, a proto je dilezité
vénovat zdravotni problematice velstev dostate¢nou pozornost (Erban et al. 2018).

Kompletni taxonomické zatazeni vcely medonosné je uvedeno na obrazku 1. Druh

A. mellifera se v prabéhu vyvoje diferencoval ve velké mnozstvi plemen (poddruhti), a to

hlavné podle zemépisné §itky, klimatu a sniiSkovych podminek. Na zaklad¢ geografickych



znaku rozliSujeme v zasadé¢ ti1 skupiny vcel, a to vcelu asijskou, vcelu africkou a vcelu

evropskou (Geisler et al. 1954).

Obrazek 1. Taxonomické zatazeni Apis mellifera.
fiSe: Animalia
kmen: Arthropoda
podkmen: Tracheata
nadtifida: Hexapoda
tiida: Insecta
podtrida: Pterygota
fad: Hymenoptera
Celed’: Apidae
rod: Apis
druh: Apis mellifera

Biologicky druh 4. mellifera je ¢lenén do mnoha poddruhti podle celkového vzhledu,
barvy a charakteristickych znakd téla (Geisler et al. 1954). V Cesku je nejhojnéji zastoupena
vcela medonosné kranskd (Apis mellifera carnica, Pollmann 1879) lidové zvana , kranka*
(Ptridal 2004).

Jiz dlouhou dobu je védci studovan globalni pokles biologické rozmanitosti (Simmons
et al. 2019), coz zahrnuje 1 pokles hmyzi populace (Eisenhauer et al. 2019). Sanchez-Bayo
& Wyckhuys (2019) uvadéji vysokou primérnou miru poklesu entomofauny a naznacuji, ze
40 % svétovych druhi hmyzu by mohlo béhem nékolika desetileti vyhynout. Nékteti autofi
vSak upozoriiuji na chybné provedenou metaanalyzu a zdiraziuji, ze obzvlast’ v tomto tématu
je dulezita kriticka diskuze (Mupepele et al. 2019; Simmons et al. 2019). Tyto poklesy se
tykaji i opylovaci, veetné veely medonosné. V zimé na pielomu roku 2006/2007 byly hlaSeny
ve Spojenych statech americkych (USA) nevysvétlitelné ztraty vcelstev, které pokracovaly
1 v zim¢ 2007/2008. Tyto ztraty jsou znamy pod nazvem syndrom zhrouceni vcelstev (Colony
Collapse Disorder, zkratka CCD). Na téchto ztratach se podle dosavadnich informaci podili
faktory miizeme zatfadit jednak abiotické faktory, jako je zména klimatu, pokles genetické
variability, elektromagnetické zareni, nutricné nedostatecnd dieta ¢i uc¢inek pesticidd, a jednak
biotick¢ faktory kam patfi rizné choroby a paraziti vcel (Bacandritsos et al. 2010;

Simon-Delso et al. 2014; Gierer et al. 2019). Ze sktdci jsou vcelstva nejvice ovlivnéna
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globdlnim Sktdcem ektoparazitickym roztocem Varroa destructor (Anderson & Trueman
2000) (Smith et al. 2013). Jak jiz bylo zminéno, vCely negativn¢ ovliviuji také pesticidy.
Studie odhalily, Ze v zavislosti na zplsobu aplikace pesticidu (listovy posttik, oSetfeni semen
apod.) a na jeho fyzikalné-chemickych vlastnostech jsou pesticidy distribuovany rostlinou
riznym zplusobem, a tak i1 obsah rezidui pesticidii v jednotlivych ¢astech rostliny je riizny.
K expozici véel mize dojit nasledujicimi cestami i) prostiednictvim dermélniho kontaktu
(kdyz hmyz 1étd na pole béhem aplikace pesticidu ¢i kontaktem s oSetienym povrchem
rostliny), ii) pfi oralnim pfijmu kontaminované¢ho pylu, nektaru a vody, na poli nebo uvnitf
ulu, iii) vdechovanim kontaminovaného vzduchu (méné pravdépodobnd ve srovnani

s dermalnim kontaktem ¢i oralnim piijmem) (Crenna et al. 2020), viz obrazek 2.

Obrazek 2. Piehled moznych expozi¢nich cest, kdy jsou vcely vystaveny pesticidim.
Upraveno podle Crenna et al. (2020).

Aplikace pesticidu Aplikace pesticidu

na plodiny
v
. Povrch rostliny v polnich podminkach " - .
- - - - - e
Zbytkova hmotnost T T
v Zivotnim prosifedi \ Pida | I Semena ‘ I Nektar |« >| Pyl ‘- I Listy ! Veduch | *| Povrchova Gutacni —
: ! ! ; voda kapky Viela
& I I 4|
: ; .
' v ¥ v v v
Expozice v polnich Shér Shér Inhalace | Prijem Prijem Kontaktni
podminkach nektaru pylu povichove gutacnich prijem
[ vody kapek
A
|
¢ vy M
Expozice mimo U1 — hlavni expozice pesticidim Povrch rostliny mimo
polni podminky po poziti délnicemi D polni aplikaci
(krmicky) a plodu (larvy)

Legenda: Hlavni cesty jsou zvyraznény tuénymi ¢arami, dal$i potencialni cesty jsou oznaceny
prerusovanou Carou. Cesty expozice: kontaktni prijem, oralni pfijem a piijem inhalacni cestou.

2.2.2. Biologie véely medonosné
Vcely jakozto socidlni hmyz Zziji ve spolecenstvi oznacovaném jako vcelstvo. Kazdé
veelstvo je tvofeno jednou matkou, sezonné se vyskytujicimi trubci a mnoha délnicemi

(Vesely et al. 2013). Stavba té¢la se miize mezi jednotlivymi kastami vice ¢i méné liSit, viz



obrazek 3. Spolecné pro vSechny kasty je zakladni anatomické ¢lenéni téla na tfi zékladni
Casti, a to na hlavu (caput), hrud’ (thorax) a zadeCek (abdomen) (Spiirgin 2013). Télo je
pokryto pokozkou, ktera se sklada ze tii vrstev: kutikula, epidermis a podstavna blana (Vesely
et al. 2013). Na hlavé jsou umistény smyslové organy, a to dvé slozené o€i (oculi compositi),
tfi jednoducha ocka (ocelli) a tykadla (antennae) (Ptidal 1996, Zd'arek 2013). Tykadla hraji
velmi dtlezitou roli v orientaci a komunikaci s ostatnimi vcelami. RovnéZz informuji
o vlhkosti, teploté a obsahu oxidu uhli¢itého ve vzduchu. Tyto hodnoty jsou dilezité pro
klimatizaci ulu (Spiirgin 2013). V¢ely maji lizave savé Ustni ustroji. Hrud’ (thorax) je slozena
ze tf1 hrudnich ¢lanka, a to ptedohrud’ (prothorax), sttedohrud’ (mesothorax) a zadohrud’
(metathorax) a z jednoho zadeckového ¢lanku oznacovaného jako bedra (propodeum) (Vesely
et al. 2013). Na hrudi jsou umistény dva pary blanitych kiidel (alae), ktera jsou na povrchu
pokryta jemnymi chloupky. Kromé ktidel jsou na hrudi umistény dalsi organy pohybu, a to tfi
pary nohou (pedes). Nohy vsak neplni pouze pohybovou funkci, ale véely je pouzivaji také pti
CiSténi téla a pii sbéru pylu. V zadecku vcely je uloZzeno mnoho vnitinich organti, jako je
pfevazna c¢ast traviciho ustroji, vyméSovaci Ustroji, pohlavni Ustroji, ¢ast cévni a nervové
soustavy ¢i vzduSnice a vzdusné vaky. U matky a délnic vystupuje z posledniho c¢lanku

zihadlo (Spiirgin 2013; Zd’arek 2013).

Obrazek 3. Stavba téla véely medonosné.

kiidla
hrud’ (alae)
(thorax)
hlava zadecek

(caput)
slozené o¢i (abdomen)

(oculi compositi)

tykadlo



U vcel miZzeme nalézt celou fadu télnich soustav. V nasledujicim ptehledu budou
zminény ty, které souvisi s tématem této prace. Cévni soustava je u vcel oteviena a krevni
tekutina je oznadovana jako hemolymfa. Protéka srdcem a hlavni cévou. Ukolem hemolymfy
je roznaset po teéle vyzivné latky, odplavovat skodlivé latky a nadbyte¢né ziviny. Nema za
ukol ptendset kyslik, ktery je rozvadén systémem trachedlnich bun¢k (Vesely et al. 2013).
Hemolymfa vcel je pro nas dulezity ukazatel fyziologického stavu organismu vcel.
Proteinovym zastoupenim v hemolymf¢ mizeme sledovat rozdily mezi kastami vcel, mezi
vyvojovymi stadii ¢i muzeme sledovat piitomnost rtiznych patogenii, napi. roztoce
V. destructor (Erban et al. 2016a). Zlazova soustava véel je velmi rozvinuta a zahrnuje Zlazy,
jez se Gdastni nejriizngjsich d&jt (Zdarek 2013). Hltanova Zlaza je vyvinuta pouze u dé&lnic
a slouzi k produkei matefi kaSic¢ky, kterou jsou krmeny vSechny larvy az do véku tii dnt
a larvy matek az do zavickovani a matky po cely zivot (Splirgin 2013; Vesely et al. 2013).

Pohlavni ustroji je uloZzeno v zadeckové ¢asti a je dokonale vyvinuté u matek a trubct,
zatimco u délnic je atrofované a neni uzplisobeno k pareni s trubci (Spiirgin 2013; Vesely
etal. 2013). U matky je pfitomen semenny vacek, coz je kulovity utvar slouzici jako
rezervoar spermii po spatfeni matky s trubci (Lucky 1984). U délnic semenny vacek chybi
(Vesely et al. 2013). Pafeni matek s trubci probiha za letu ve vysce asi 10-20 m nad zemi
(Dicks 2019), obvykle daleko od ulu v mistech ozna¢ovanych jako trub¢i shromazdisté (Tautz
2010). Matky a trubci na tato mista 1étaji i n€kolik kilometri, jejich umisténi a zpisob, kterym
ho najdou, vSak ziistava stale nejasny (Dicks 2019).

Vcela medonosna se vyviji proménou dokonalou, kdy na poc¢atku vyvoje je vajicko, to
se meéni vlarvu, larva v prekuklu, prekukla vkuklu a zkukly se nakonec lihne
dospélec-imago (Vesely et al. 2013), viz obrazek 4. Matka zacind klast vajicka na zacatku
zimy, jiz v lednu, v poétu nékolik desitek kust dennd (Lucky 1984; Zd’arek 2013). Pocet
nakladenych vajicek se postupné zvysuje, az je v letnich mésicich dosazeno maxima, a to cca
1500 vajicek za den (Tautz 2010). V nakladeném vajicku probiha vyvoj embrya, ktery trva tfi
dny a po ném nasleduje stadium larvy (Tautz 2010; Vesely et al. 2013). V¢eli larva vzhledové
piipomina Cerva a jeji vahovy pfirtstek v ¢ase je obrovsky, v priab&hu péti dnti se zvysi jeji
télesna hmotnost az tisickrat. Za tak rychly vyvoj je zodpovédna hodnotna potrava, kterou je
krmna kaSicka. V prvnich dnech je larva krmena vyméskem hltanovych zlaz délnic, tzv.
mateti kasSickou, po 48 hodinach se v potravé objevuje piimés pylu a medu. Vyjimkou je larva
matky, ktera je po celou dobu svého vyvoje krmena vyméskem hltanovych zlaz (Zd’arek
2013). Po dokonceni larvalniho vyvoje si larva uvnitt bunky upfede zamotek z vldkna, jez

vyrabi ze sekretu svych hltanovych zlaz. Po vytvofeni tohoto zamotku délnice buiky
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zavickuji a larva projde celkovou preménou pres stadium prekukly, kukly az v dospélou véelu
(Vesely et al. 2013). Kukla véel ma perletové bilou barvu a je ¢lenéna na hlavu, hrud’
a zadecek. Pfeména probiha velmi rychle a podle zbarveni téla a slozenych oc¢i mizeme
rozeznat jednotlivé stupné vyvoje (Tautz 2010). Nejprve slozené oci zrtizovéji, poté
z€ervenaji a nakonec zhnédnou, nasledn€¢ se chitinizuje pokozka (Duay et al. 2003).
Vzhledem k tomu, Ze stddium cervenych o¢i je pomérné snadno rozpoznatelné a trva pomérné
kratkou dobu, je vhodné pravé vtomto stddiu studovat mozné fyziologické a vyvojové
zvlastnosti, které mohou byt zplisobeny pfitomnosti patogenti (Erban et al. 2014). Podobné
jako kukla ve stadiu ¢ervenych oci je vhodny objekt pro studium fyziologie, fyziologickych
zmén a onemocnéni véel exaktné ¢asove definované stadium cerstvé vylihla mladuska (Erban
et al. 2016b). Mladuska opusSténim buiniky v podstaté zakoncuje stadium metamorfozy
(Winston 1991). Délka vyvoje jednotlivych kast vcely medonosné se pomérné dost lisi,
celkovy vyvoj délnice trva primérné 21 dni, matky 16 dni a trubce 24 dni (Tautz 2010;
Vesely et al. 2013). U dé€lnic dochazi po vylihnuti k d€lbé préace, kdy délnice v zavislosti na
veéku vykonava v ule rizné funkce. Nejprve se stane uklizeckou, poté krmickou, kojickou,
stavitelkou, strazkyni a nakonec létavkou (Crailsheim 1996; Ben-Shahar & Robinson, 2001).

Obrazek 4. Vyvoj véely medonosné; A - vajicko, B - larva, C - prekukla, D — kukla, E — kukla
ve stadiu ¢ervené oci, F — kukla ve stadiu hnédé oc¢i, G — mladuska.

2.2.3. Vyznam vcel

Vcela medonosna ma pro Cloveéka velky vyznam hned v nékolika smérech. Je vyuzivana
jako modelovy organismus ve vyvoji a vyzkumu. Funguje také jako bioindikator zamoteni
prostiedi riznymi chemickymi latkami (Kattwinkel et al. 2015; Quigley et al. 2019), protoze

pii sbéru potravy prichazi do kontaktu se vSemi slozkami ptirody, jako je voda, ptida, ovzdusi,



rostliny a stromy (Ptidal 2005). Nejdilezitéjsi je opylovaci schopnost vcel, nebot’ se tadi
takové pfispivaji k pfirozenému ekosystému a pokles jejich populaci mize ohrozit opyleni jak
plan¢ rostoucich rostlin, tak 1 cilené¢ péstovanych plodin, coz potencidlné ohrozuje
biologickou rozmanitost a produkci potravin (Simon-Delso et al. 2014). Primérna vzdalenost,
na kterou se vcely vzdaluji od ulu, je 2 az 4 km. Pouze zlomek kvéti je odkazan na jeden
jediny druh hmyzu, ktery opyleni zajist'uje, ale Zadny jiny opylova¢ neni v souhrnu tak G¢inny
jako pravé vcela medonosnd. Asi 75 % vSech celosvétové dulezitych druhii plodin je
opylovano hmyzem, z toho 80 % vcelami medonosnymi (Klein et al. 2007). U ovocnych
stromll zajistuji vcely opyleni az 90 % kvéti. Pfitomnost vcel na polich mize pozitivné
ovlivnit vynosy zeméd¢€lskych plodin, jako naptiklad zvySeni vynosu fepky olejky o 15-40 %
oproti polim, kde je snizeny vyskyt opylovact (Catarino et al. 2019). Asi na 40 000 druht
rostlin se odhaduje pocet druhti kvetoucich rostlin odkazanych na opyleni véelami, kterym by
se bez jejich navstévy datilo daleko htfe. Tento pocet je obdivuhodny a svéd¢i o tom, ze
véely jsou v této oblasti nenahraditelné. Uvadi se, Ze jedno vcelstvo je schopno za jeden den
navstivit nékolik miliona kvéta (Tautz 2010).

V¢ely jsou vyznamné nejen z pohledu opyleni kulturnich rostlin a zeméd¢€lskych plodin,
ale poskytuji také vceli produkty, kam patii med, pyl, vosk, propolis a mateii kaSicka
a zpracovan v¢elami z nektaru nebo medovice, které vcely sbiraji, pfenaseji v medném vacku
a preménuji je pomoci vyméska svych hltanovych zlaz na med (Winston 1991). Ten déle
podléha zrani, pfi kterém dochdzi k odstranéni prebytecné vody, ¢imz je zajiSténo, Ze med
neni nachylny ke kvaseni a nekazi se (Vesely et al. 2013). Vcela létavka dokaze v medném
vacku prenést 20 az 40 mg nektaru, jehoz objem béhem zahusténi klesne asi na polovinu.
Jedno vcelstvo je schopno za rok vyprodukovat asi 40 az 80 kg medu, v zavislosti na kondici
vcelstva a jeho umisténi (Tautz 2010; Seeley 2019). Med je rovnéz soucasti tradi¢ni mediciny
v mnoha kulturdch (Gémez-Caravaca et al. 2006). Dal§im produktem vcel je pyl, jehoz sbér
zajistuji ve veelstvu vcely létavky. Pylova zrna jsou sam¢i pohlavni buiiky vyssich rostlin, jez
pro vcely predstavuje zdroj bilkovin. Po navstéve kvétu vytvoii z pylu véela pylovou rousku,
kterou pienasSi na zadnich nohdch do ulu, kde je pyl uloZzen do pylovych plasti
(Almeida-Muradian et al. 2005). Pii jednom letu je vcela schopna ptinést 15 mg pylu a celé
véelstvo za jeden rok dopravi do ulu asi 20-30 kg pylu (Tautz 2010; Vesely et al. 2013). Pyl
zpracovany véelami a ulozeny v plodovém plastu se nazyva vceli chléb neboli perga (Barene

et al. 2015). Vceli vosk je metabolickym produktem vcel, ktery se tvoii ve voskotvornych
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zlazach dé€lnic, jez jsou ulozeny na btiSni stran¢ zadecku a jsou zakonCeny voskovymi zrcatky
(Zdarek 2013). Véely vosk pouzivaji k vyrobé plasti, které slouzi jako obytny prostor, misto
pro skladovani zasob a také zde vcely odchovavaji plod (Vesely et al. 2013). Propolis jsou
pryskyfi¢naté latky rostlinného ptivodu, které jsou zpracovavany vcelami a vyuZzivany
v hnizdé¢ a okolo néj. Pouze maly podil propolisu pochazi z kvéti, vétSinu véely nasbiraji na
pupenech, listech nebo plodech riznych rostlin, jako je naptiklad topol, bfiza, olSe ¢i
jehli¢nany. Propolis je za bézné teploty tvrdy a kiehky, ale pti tlové teploté se stdva mekky
alze ho tvarovat (Tautz 2010; Vesely et al. 2013). Vcelami je vyuZzivan jako stavebni
a ochranna latka, ktera slouzi k vyztuzeni bun€k plasti, k zatmeleni $térbin a trhlin, k opraveé
plastd a ktésnéni cesna (Marcucci et al. 2001; Tautz 2010). Matefi kaSicka je husta
smetanové zluta smés vyméskl hltanovych a kusadlovych 714z délnic, kterd je vyuZzivana jako
strava pro larvy vcel (Vesely et al. 2013). Pravé mateti kaSicka rozhoduje o tom, zda se
z larvy vylihne dé€lnice ¢i matka. O tom nerozhoduje pouze doba krmeni mateii kasickou, ale
také jeji slozeni. V ptipad¢, Ze je v kasicce podil jednoduchych cukrt okolo 35 %, z larvy se
vyvine matka. Pokud je podil okolo 10 %, vyvine se z larvy délnice (Tautz 2010).

2.2.4. Mikrobiom v¢ely medonosné

Vyzkumy v posledni dobé naznacuji, ze vcely predstavuji dobrou pfilezitost pro
studium interakce mezi biologii hostitele a stfevni mikrobiotou. Vhodné sloZeni stfevniho
mikrobiomu je dulezit¢ pro metabolismus hostitele, endokrinni signalizaci a spravné
fungovani imunitniho systému (Zheng et al. 2018; Ellegaard & Engel 2019). Ve stfevech
délnic véely medonosné jsou piitomny rizné skupiny mikroorganismu. Stfevni mikrobiom
zahrnuje kromé symbiotickych a patogennich mikroorganismti také mikroorganismy
komenzalni. Jejich mnozstvi, slozeni a vzajemné interakce mohou vyznamné ovliviiovat
zdravotni stav vcel (Engel et al. 2016). Vyznam a dutlezitost nepatogenni mikrobidlni
komunity se staly oceflovanymi teprve nedavno (Clemente et al. 2012). Velky vliv na studium
mikrobiomu véel mély metody zalozené na analyze DNA, hlavné sekvenovani nové generace
(anglicky next-generation sequeencing; zkratka NGS) (Alberoni et al. 2016). Tyto nové
metody umoznily klasifikaci stievnich mikroorganismi na zakladé kratkych useki DNA
(Moran 2015). Studie ukézaly, Ze jak u obratlovcl, tak i u bezobratlych podporuji
symbiotické bakterie imunitni systém a hraji klicovou roli v obrané proti patogenim (Chu
& Mazmanian 2013; Engel et al. 2016; Zheng et al. 2018) a nezanedbatelny vyznam ma
mikrobiom také pii traveni (Hubert et al. 2017). Dale ovliviluje endokrinni signalizaci

a ptiristek hmotnosti (Zheng et al. 2018). Symbiotické bakterie disponuji také geny, které
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koduji enzymy (celulazy, hemicelulazy a lignazy) nezbytné pro Cerpani energie z rostlinné
potravy a produkuji také mastné kyseliny, aminokyseliny a dal$i Ziviny a vitaminy potfebné
pro zdravi vcel (Alberoni et al. 2016).

Moran (2015) uvadi hlavni symbiotické bakteridlni druhy osidlujici travici trakt délnic.
Travici trakt délnic je rozdélen na nékolik ¢asti, za¢ina mednym vackem, nasleduje Zaludek,
tenké stfevo a ukoncen je vykalovym vakem, viz obrazek 5. Dospéla délnice obsahuje ve
sttevech az 1 bilion bakteridlnich buné€k, z toho 95 % bakterii je umisténo v zadni Casti stieva
(Powell et al. 2014). Mezi dominantni druhy u vcel patti Gilliamella apicola, Frischella
perrara, Snodgrassella alvi, Lactobacillus mellis, L. mellife, L. helsingborgensis,
L. melliventris, L. kimbladii, L. kunkeei, Bifidobacterium asteroides, B. actinocoloniiforme,
B. bohemicuma Parasaccharibacter apium (Moran 2015). Typického slozeni stfevniho
bakteriomu dé€lnic je dosaZzeno tieti az paty den po vylihnuti dospélce (Powell et al. 2014)
atoto sloZzeni se uz vyrazné¢ nemeéni ani po prechodu dé€lnice z vnitiniho prostiedi tlu na

pastvu (Corby-Harris et al. 2014).

Obrazek 5. Casti stieva véely medonosné a zastoupeni symbiotickych bakterii, prevzato
z Moran (2015); C = medny vacek, M = Zaludek, I = tenké stievo, R = vykalovy vak
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Slozeni a vyvazenost stfevniho mikrobiomu vcel mohou byt negativné ovlivnéna
antropogenni ¢innosti, jako je malo pestrd a nutriéné¢ nedostatetna dieta nebo pouzivani
antibiotik pii 1écb¢ bakteridlnich infekei (Tian et al. 2012; Engel et al. 2016). Pouzivani

antibiotik k tlumeni chorob vé&el vsak v Cesku zakazuje zakon &. 166/1999 Sb. o veterinarni

12



pé&i a o zménd nékterych souvisejicich zakont (,,veterinarni zékon™) (Cesko 1999). Dal§im
antropogennim faktorem, ktery vyznamné¢ ovliviiuje mikrobiom vcel, je intenzivni pouzivani
POR. Tyto ptipravky méni strukturu a funkci mikrobiomu a tim ovliviiuji funkei stfeva vcel
a jejich celkovy zdravotni stav (Kakumanu et al. 2016). Glyfosat je jednou uc¢innou latkou
z POR, jez miize narusit stfevni mikrofloru a ovlivnit tim zdravi v¢el (Motta et al. 2018).
Vyzkum ukézal, ze glyfosat vyvolal u délnic silny pokles bakterie S. alvi a mirny pokles
G. apicola (Blot et al. 2019). Stfevni mikrobiom mohou ovlivnit také patogeny vcel, jako je
bakterie Melissococcus plutonius, puavodce hniloby vceliho plodu (Erban et al. 2017b),
Paenibacillus larvae, pivodce moru vceliho plodu (Erban et al. 2017c¢) ¢i fungélni patogeny
hmyzomorka véeli (Nosema apis) (Zander, 1909) a Nosema ceranae (Fries, 1996). Vliv na
mikrobiom v€el byl prokazdn rovnéz u paraziti véel, a to u ektoparazitického roztoce

V. destructor a trypanosomy Lotmaria passim (Hubert et al. 2017).

2.3. PATOGENY VCELY MEDONOSNE

V¢ely jsou napadany fadou parazitl a patogenti, z nichz nékteré je ovliviiuji a Skodi jim
vice a jiné méné (Vesely et al. 2013). Z bakteridlnich onemocnéni se jedna o hnilobu a mor
vceliho plodu (Forsgren et al. 2018), dale jsou to riznd virova onemocnéni (Runckel et al.
2011). Opomenout nesmime ani parazity. Nejcetnéj$i a nejvyznaméjsi je ektoparaziticky
roztoC V. destructor (Le Conte et al. 2010). Krom¢é néj jsou to také dalsi parazité jako
endoparaziticky roztocik Acarapis woodi (Rennie, 1921) (Sammataro 2006), dalsi ektoparazit
vcel rozto¢ Tropilaelaps mercedesae (Dainat et al. 2009) ¢i stfevni parazité Lotmaria passim
(Ravoet et al. 2015), Crithidia mellificae (Runckel et al. 2014), N. apis (Forsgren & Fries
2010) a N. ceranae (Tritschler et al. 2017). Obecné d€lime nemoci véel na nakazlivé, které se
mohou prendset na ostatni jedince a nenakazlivé, kam fadime hynuti plodu hladem, hynuti
plodu zimou ¢i piehiatim, prijemnebo zacpu veel (Vesely et al. 2013). V poslednich 50 letech
doslo k vyvoji molekularné-genetickych metod, coz umoznilo lepsi identifikaci vcelich
patogenti a vedlo to také k objevu novych, dosud nezndmych bakteridlnich, plisiovych
1 virovych nemoci (Evans & Spivak 2010). Tyto metody také umoziiuji sledovani odpovédi
vcel na pfitomnost patogenu a sledovani tzv. host-patogen interakci, a to i z pohledu sledovani
vlivu vice patogenil najednou. Velmi ¢asto nemoci postihuji pouze urc¢itou skupinu vceliho
spolecenstvi, proto se nemoci veel ¢asto rozdéluji na nemoci plodu, dospélych veel ¢i matky

(Lucky 1984).
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U ¢melaki se také vyskytuje celd fada patogenti. Nekteré z nich jsou stejné jako u vcel.
U ¢melakt byly detekovany virus deformovanych kiidel (Genersch 2005b) a virus akutni
paralyzy vcel, dale také Entomopox virus. Z bakterii Slo pfevazné o zastupce rodu Bacillus,
Paenibacillus a Spiroplasma (Schmid-Hempel 2001), u matek navic Pseudomonas apiseptica
(Cankaya & Kaftanoglu 2006). Castym patogenem u &melaki je trypanozoma Crithidia
bombi, kterd cizopasi ve stfevech ¢melakli (Schmid-Helpel & Tognazzo 2010) a hlistice
Sphaerularia bombi, napadajici samic¢ky (Pavelka& Smetana 2003). Najit mizeme i roztoce,
a to hlavn¢ druhy Parasitus fucorum a Kuzinia laevis (Pouvreau, 1973), na rozdil od vcel ale
na ¢meléacich neparazituje rozto€ V. destructor (Fiirst et al. 2014). Obdobn¢ jako u véel miize
byt i u ¢meldkd problémem vnitrobunéény parazit Nosema bombi (Otti & Schmid-Hempel

2007).

2.3.1. Bakterie

Bakterie jsou plivodci dvou vyznamnych onemocnéni véel, a to moru véeliho plodu
a hniloby vceliho plodu. Jak je jiz z ndzvu patrné, obé tyto choroby postihuji véeli plod-larvy
a dospélé vcely funguji jako prenaseci téchto bakterii (Ebeling et al. 2016).

Mor vceliho plodu je bakteridlni onemocnéni, jehoz ptivodcem je sporulujici bakterie
Paenibacillus larvae (Maggi et al. 2016). Paenibacillus larvae je na zéklad¢ fenotypovych
a genotypovych rozdild klasifikovan na dva poddruhy, a to P. larvae subsp. larvae a P. larvae
subsp. pulvifaciens (Heyndrickx et al. 1996). Nasledné¢ studie a analyzy vyuzivajici
polymerdzovou fetézovou reakci (PCR: anglicky polymerase chain reaction) ukazaly rozdily
v biochemickych vlastnostech izolati (Neuendorf et al. 2004) i rozdily ve schopnosti vyvolat
umrtnost véel (Genersch et al. 2005a). Proto Genersch et al. (2006) navrhli klasifikaci
P. larvae do 4 genotypli oznaCenych ERIC I-1V, tento systém klasifikace byl pfijat védeckou
komunitou a je pouzivan dodnes. Beims et al. (2020) izolovali ze vzorku Spanélského medu
novy genotyp a pojmenovali ho ERIC V. Nejcastéjsim genotypem je ERIC I, méné Casto je
identifikovan genotyp ERIC II, genotypy ERIC III a ERIC IV nebyly hldSeny celd desetileti
(Genersch 2010; Schéfer et al. 2014). Jednotlivé genotypy se lisi svoji virulenci, kterou lze
determinovat proteomickou analyzou exoproteinové frakce (Erban et al. 2019b). Mor vceliho
hlavné kvili vysoké odolnosti spor, které mohou v prostiedi ulu, anebo okolo ulu, piezivat i
desitky let. Spory odolavaji vysokym anizkym teplotdm i chemickym latkam (Genersch
2010). Sifeni nakazy probiha pies potravu, kdy jsou larvy krmeny jiz sporami

kontaminovanou potravou. V duasledku toho dochazi ke tvorbé nedostatecného mnozstvi
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plodu, coz vede az ke kolapsu celého vcelstva (Ebeling et al. 2016). Mor vceliho plodu se
vyskytuje témét po celém svété a v neékterych zemich je k jeho 1€¢bé povoleno pouzivani
antibiotik (Khilnani & Wing 2015). V ramci Ceska neni dle platnych veterinarnich smérnic
1é¢ba antibiotiky povolena a v pfipadé nékazy je nafizena kompletni likvidace napadeného
veelstva vCetné ulu a veskerého vybaveni (Vesely et al. 2013). Pouzivani antibiotik se navic
nedoporucuje z ne¢kolika diivodii) selekce rezistentnich kmentt P. larvae, ii) pfitomnost
rezidui antibiotik ve vcelich produktech, iii) spusténi tvorby vegetativnich bun¢k P. larvae,
které mohou byt v budoucnu novym zdrojem této infekce (Khilnani & Wing 2015).

Hniloba vceliho plodu je onemocnéni, jehoz plivodcem je grampozitivni bakterie
Melissococcus plutonius (Budge et al. 2014), kmeny této bakterie se na zéklad¢ rtiznych
geografickych lokalit 1i$i virulenci (Lewkowski & Erler 2018). Tato nemoc vcel je rozsifena
po celém svété, ale v mnoha oblastech se nemoc vyskytuje pouze s obCasnymi, sezonnimi
ohnisky. V nékterych zemich je vyskyt jiny. Napiiklad ve Svycarsku se od konce 90. let 20.
stoleti dramaticky zvysil vyskyt této nemoci (Forsgren et al. 2013). Ve Velké Britanii se
hniloba vceliho plodu stala nejrozsifenéjsi bakterialni chorobou plodu (Budge et al. 2011)
a v Norsku vroce 2010 vypukla choroba po 30letém obdobi neptfitomnosti (Dahle et al.
2011). Obdobna situace nastala v Cesku, kdy bylo v roce 2016 v Krkono$ském narodnim
parku (KRNAP) ovéteno klinické ohnisko bakterie M. plutonius po 40leté nepiitomnosti
(Kamler et al. 2016b; Erban et al. 2017¢). Sifeni nédkazy obdobné jako u moru véeliho plodu
probiha kontaminovanou potravou. V nékterych ptipadech muze dojit k tomu, Ze napadend
larva infekci nepodlehne a patogenni zarodky vylouci ve vykalech, ¢imzZ je vytvofeno dalsi
ohnisko infekce (Forsgren 2010). Vyskyt hniloby véeliho plodu je v Cesku spise ojedingly,
a to diky radikalnimu postupu pfi tlumeni nakazy, ktery je totozny jako u moru véeliho plodu
(Vesely et al. 2013). Obdobné jako u moru vceliho plodu se k 1é€bé hniloby v nékterych

statech pouzivaji antibiotika (Forsgren 2010), coz je v Cesku zakazano.

2.3.2. Viry
Viry nebyly dfive povazovany za velkou hrozbu pro vcelstva, protoze je zndmo, ze ve
veelstvech vétSinou pretrvavaly, aniz by zptusobovaly velké ztraty. Tato situace se podstatné
zménila v dobé€, kdy na A. mellifera z A. cerana ptesel rozto€ V. destructor, coz prokazuje
irecentni vyzkum (Martin et al. 2012). Zatimco v tu samou dobu v souvislosti s rozto¢em
V. destructor umiraly vCely na virus akutni paralyzy (ABPV) v Némecku nebo Rusku, nebyly
obdobné¢ ptipady zachyceny ve Velké Britanii, kde se rozto¢ V. destructor jesté nevyskytoval

(Allen et al. 1986). Dosud bylo u vcel identifikovano vice nez 20 vcelich viri (McMenamin
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& Genersch 2015) a vétSina z nich je spojovana s parazitaci roztocem V. destructor (Kevan
et al. 2006; Erban et al. 2015). Postupné jsou objevovany dal$i nové viry jako napiiklad Lake
Sinai virus (LSV) (Ravoet et al. 2015). VétSina virt, kterd byla u vcel dosud identifikovana,
patii mezi RNA viry patfici k picornavirim (Chen et al. 2006; Maggi et al. 2016). Jejich
genom se skladd z jednotetézcové RNA molekuly obalené proteinovou kapsidou a jejich
replikace probiha v cytoplazmé hostitelské buniky (Chen et al. 2006). Dale jsou zastoupeny
dva DNA viry a n¢kolik nezafazenych virti (Hou et al. 2016).

Vcely jakozto socidlni hmyz jsou mezi sebou v neustdlém kontaktu, coz vede ke
snadnému Sifeni virt vramci vcéelstva, a to horizontalni nebo vertikalni cestou. Pri
horizontalnim pfenosu dochazi k pfenosu virt v rdmci jedné generace vcéel. Zde rozliSujeme
pfenos zalozeny na blizkém fyzickém kontaktu s napadenym jedincem, pozienim infikované
potravy ¢i pobytem v kontaminovaném prostedi (Chen et al. 2006; Moore et al. 2014) nebo
pienos prostfednictvim prenaSece. NejvyznamnéjSim pienaSeCem virti u vcel je paraziticky
rozto¢ V. destructor, ktery funguje jako vektor v ptenosu virli z infikovanych jedincti na
zdravé veely (Le Conte et al. 2010; Erban et al. 2015). Kromé odebirani zivin sdnim muze
rozto¢ vyvolat replikaci latentnich viri, které jsou jiz pfitomny v hostitelském organismu
(Wegener et al. 2016). Vertikalni ptenos je zalozen na ptenosu infekce z rodice na potomstvo
(Chen et al. 2006).

Mezi nejvyznamnéjsi viry fadime virus deformovanych kiidel (DWYV), virus akutni
paralyzy véel (ABPV) a virus chronické paralyzy vcel (CBPV) (Maggi et al. 2016). DWV je
globalné rozsifeny virus (Giacobino et al. 2016). Vyskytuje se ve tfech variantach, z nichz
nejcastéjsi je DWV-A, nasledovanda DWV-B a zfidka se vyskytujici DWV-C (Ryabov et al.
2019). Velice casto se ve vcelstvech objevuje v kombinaci s roztocem V. destructor (Erban
et al. 2015) a infekce je rozpoznatelna na prvni pohled (Moore et al. 2014). U vcel zptisobuje
morfologické deformace (mald velikost téla, zkraceni zadecku, deformace kiidel), které
snizuji vitalitu a dlouhovékost a maji vliv na dobu letu a navadéci schopnosti (Le Conte et al.
2010). ABPV a CBPV se vyznacuji ochrnutim, tfesem a uskupenim nelétavych lezoucich vcel
u vstupu do ulu. ABPV byl detekovan jak u plodu v¢el, tak u dospélych jedincti a hromadi se
v oblasti mozku a hltanovych zlaz. Hltanové Zlazy jsou zodpovédné za produkci mateti
kaSicky, kterou jsou krmeny larvy, pravdépodobné diky tomu infekce timto virem pietrvava
ve vcelstvu. ABPV se vyznacuje vyssi virulenci nez DWV a obvykle zplisobuje uhynuti
kolonie v ramci jednoho obdobi (Sammataro & Yoder 2012). Pro detekci vcelich virli nachéazi

vyuziti mimo RT-PCR a sekvenace nové generace také proteomické piistupy, zahrnujici jak
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gelovou, tak bezgelovou analyzu. Vyhodou proteomického pfistupu je, ze dokaze urcit stav

replikace viru v hostiteli (Erban et al. 2015).

2.3.3. Parazité

V soucasnosti je nejveétsi vcelafskou hrozbou kosmopolitni ektoparaziticky roztoc
V. destructor (Le Conte et al. 2010; Erban et al. 2015). Pivodné byl popsan jako Varroa
jacobsoni (Oudemans, 1904), ktery ptirozené parazituje na véele vychodni 4. cerana. Podle
nov¢ klasifikace, provedené na prelomu 20. Stoleti V. jacobsoni zahrnuje devét haplotypa,
které napadaji A. ceranae pievazné v Asii. Nové jméno V. destructor je dano Sesti haplotypy
a tento parazit je roz§ifen po celém svété (Anderson & Trueman, 2000). Rozto¢ V. destructor
pochazi z Asie, kde parazituje na svém puavodnim hostiteli 4. cerana, kterd mé proti nému
vytvoienou piirozenou ochranu (Capinera 2008; Moore et al. 2014), ta spociva ve schopnosti
vcel velmi rychle a ucinné odstranit roztoce z té&l dospelych vcel i z plodu. Oproti tomu
A. mellifera vykazovala nizkou frekvenci tohoto cCisticiho chovani a obecné nedokazala
odstranit roztoce, jak z dospélych véel, tak z plodu (Ying-Shin et al. 1987). Pravdépodobné
béhem transporti A. mellifera na vychod se rozto¢ V. destructor adaptoval na nového hostitele
a naslednym transportem vcel a prodejem matek se rozto¢ dostal postupné az do mist, kde se
véela vychodni nenachazi (Rosenkranz et al. 2010; Vesely et al. 2013; Titéra 2017). V 50.
letech 20. stoleti byl zjistén v Ciné a poté se pres Sovétsky svaz rozsiiil do Evropy. V roce
1978 byl zaznamenan prvni nalez na Slovensku, odtud se poté dostal do Ceska (Titéra 2017).

Zivotni cyklus roztoée V. destructor je velmi dimyslny. Roztoé ma dvé Zivotni
faze -foretickou a reprodukeni. Pii foretické fazi je dospély rozto¢ prichyceny k dospélé vcele
a zivi se jeji hemolymfou. Hlavni obéti parazitace je stadium kukly (Biichler et al. 2010).
Zatimco u vCely 4. cerana parazituje pouze na trubéim plodu, tak u véel A. mellifera je to
také na délni¢im plodu (Rosenkranz et al. 2010). Jako reproduk¢ni stddium je oznacovan stav,
kdy se oplozena samice rozto¢e dostane do buiiky s larvou a po zavickovani buniky béhem
jejiho vyvoje dochazi k rozmnozovani, jehoz vysledkem je 5-6 vajicek v kazdé bunce
(Calder6n et al. 2010; Moore et al. 2014). Samice roztoce jsou dospélymi véelami prendseny
schované pod jejimi sternity a jsou dale rozSifovany v ramci jednoho vcelstva, ale také mimo
n¢j béhem shanéni potravy ¢i rojeni (Rosenkranz et al. 2010). Tato faze je oznacovéna jako
foretickd (Moore et al. 2014). Vsechna vyvojova stadia roztoce se zivi hemolymfou vceliho
plodu a dospélych jedinct. Potravu mohou tvofit také buiiky tukového téliska (Ramsey et al.
2019). Pii napadeni vcely timto roztocem dochazi k fyzickym i fyziologickym Skodlivym

uc¢inkim. Rozto¢ jim zpisobuje fyzickd poranéni (Kanbar & Engels 2003) a snizuje obsah
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proteinit v hemolymf& (Erban et al. 2015). Rozto¢i oslabuji imunitni systém a potlacuji
expresi genl souvisejicich s imunitou. Jak jiz bylo uvedeno, byla také prokdzana uloha
roztoce jako vektoru v pfenosu virl z infikovanych jedincii na zdravé vcely (Le Conte et al.
2010; Moore et al. 2014; Erban et al. 2015). Rozto¢ V. destructor ma navic vliv na slozeni
symbiotickych bakterii v¢el (Hubert et al. 2016), které jsou vyznamné pro spravné fungovani
imunitniho systému (Moran 2015). K potlaceni roztoce lze vyuzit vice pristupi. Bézné jsou
vyuzivany akaracidy, jejichz nevyhodou je mozny vznik rezistence (Sammataro et al. 2005;
Kamler et al. 2016a). Podle mnoha studii maji v€ely schopnost pfirozené¢ se adaptovat na
roztoCe a vyvinout si mechanismy, jimiz se s nim vypotadaji (Panziera et al. 2017; Conlon
et al. 2019; Seeley 2019).

Akarapidéza neboli rozto¢ikova nakaza véel nebyla v Cesku diagnostikovana od roku
1986, ale je hlaSena z okolnich stati (Vesely et al. 2013). Jedna se o parazitarni onemocnéni,
jehoz ptivodcem je Acarapis woodi (roztoCik vceli), ktery spolu s V. destructor patii do fadu
Acarina (roztoci) (Sammataro 2006; Vesely et al. 2013). Zamoieni vCelstva timto roztocem se
muze projevit nékolika zplisoby, a to snizenim mnozstvi plodu, slabs§imi zimnimi klastry,
zvysenou spotiebou medu ¢i niz§imi vynosy medu. Jsou znamy i pfipady témeét uplného
vyhynuti v€elstva (Sammataro 2006).

Ektoparaziti¢ti rozto¢i rodu Tropilaelaps se podobné jako V. destructor puvodné
vyskytovali hlavné v asijskych zemich (Dong et al. 2017). Stejné jako V. destructor vsak
dokazal pfejit na zdpadni vCelu 4. mellifera, poprvé byl objeven na Filipinach (Delfinado
& Baker 1961). S roztoem V. destructor toho ma spolecného vice. Rovnéz napada plod a je
schopen odsavat hemolymfu (Burgett & Akratanakul 1985). Muize byt také vektorem pro
ptenos DWYV (Dainat et al. 2009) a ovlivilovat imunitni odpovéd hostitele
(Khongphinitbunjong et al. 2015).

Dalsim parazitem, ktery se u vcel vyskytuje, je trypanozoma Lotmaria passim (Ravoet
et al. 2015) pivodné popsand jako Crithidia mellificae (Ravoet et al. 2015; Hubert et al.
2017). Patii mezi jednobunécné eukaryotické bicikovcee, jez poskozuji stfevni bunky vcel
a maji za nasledek snizeni celkové kondice hostitele (Hubert et al. 2017).

Dals$im velmi vyznamnym parazitem vcel jsou houby rodu Nosema (viz kap. 2.3.4.).
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2.3.4. Houby

Houby z rodu Nosema spp. jsou obligatni intracelularni parazité dospélych vcel, ackoliv
mohou infikovat také med a vceli larvy (Hubert et al. 2017; Paris et al. 2018). V dne$ni dobé
jsou znamy dva druhy, které vyvolavaji znepokojeni, a to Nosema apis, ktera infikuje pouze
A. mellifera a Nosema ceranae, jez infikuje jak A. mellifera, tak A. cerana (Sammataro
& Yoder 2012). U vcel napadaji stfevni sliznici, coz vede k poruchdm traveni a ke zkraceni
zivotnosti v¢el (Higes et al. 2006). U infikovanych vcel bylo zjisténo niz§i mnozstvi proteind
a zména ve slozeni mastnych kyselin v hemolymf€ vcel, coz se opét miize negativné podilet
na jejich zdravi (Forsgren & Fries 2010). Vyskyt tohoto patogenu v Cesku znaéné kolisa,
odhaduje se ale, ze je napadeno asi 50 % vcelstev (Vesely et al. 2013). Kromé¢ toho, Ze tato
houba sama o sob¢é pfedstavuje vyznamny faktor, jenz se podili na ztratach vcelstev,
negativné ovliviluje 1 mikrobiom vcel (Chantawannakul et al. 2016; Hubert et al. 2017)
avelmi nebezpecna je také v kombinaci s POR (Pettis et al. 2013). K detekci téchto
houbovych patogenti se bézné pouzivaji predevsim mikroskopické metody, jako je naptiklad
svételnd mikroskopie (Fries et al. 2013).

Dalsi houbové onemocnéni se tyka vceliho plodu. Jednd se o onemocnéni oznaCované
jako zvapenaténi vceliho plodu, jehoz pivodcem je Ascosphaera apis (Vesely et al. 2013).
Tato houba se vyskytuje po celém svété a napadd vceli larvy. Po poziti zacnou spory
v zaludku larvy kli¢it, az vyrostou do dlouhych vlaken, ktera proniknou stfevni dutinou az na
povrch a larvu obali (Qin et al. 2006; Chantawannakul et al. 2016), coz pfipomina vyschlé
vapno a odtud je odvozen nazev této nemoci (Vesely et al. 2013). Tyto obalené larvy jsou
velmi infekéni a spory se snadno §ifi pfes skladované zasoby ¢i pfimym kontaktem (Qin et al.
2006).

Dalsi skupina hub, ktera u vcel zplisobuje onemocnéni, jsou fakultativni paraziti z rodu
Aspergillus. Primarni druh, ktery je zodpovédny za infekce u vcel, je Aspergillus flavus, ve
vzacnéjSich ptripadech mohou byt infekce vyvolany také druhy Aspergillus fumigatus
a Aspergillus niger. Patogenni efekt téchto hub se obvykle projevuje pouze u kolonii
oslabenych dalS$imi faktory, jako je pfitomnost jiného onemocnéni nebo nevhodné zivotni
prostiedi. Infekce témito houbami vede k tomu, Ze jsou v plodovém plastu pfitomny tvrdé,

mumifikované larvy (Samataro& Yoder2012; Foley et al. 2014).

19



2.4. ZATIZENI ZIVOTNIHO PROSTREDI XENOBIOTIKY

Jako xenobiotika jsou oznaCovany chemikélie, které se nepfirozené vyskytuji
v zivotnim prostfedi a vznikaji lidskou ¢innosti (Hamsavathani et al. 2015). Mezi hlavni
xenobiotika patii pesticidy, rozpoustédla, alkany, polycyklické uhlovodiky, antibiotika,
syntetickd azobarviva a zne€ist'ujici latky jako jsou dioxiny a polychlorované bifenyly (Sinha
et al. 2009). Xenobiotické slouceniny v zivotnim prostfedi pfetrvavaji relativné dlouho,
protoze jsou vysoce termodynamicky stabilni (Hamsavathani et al. 2015). Pfiblizné od roku
1962 se vcely a jejich produkty stale Castéji vyuzivaji ke sledovani znecisSténi zivotniho
prostiedi, a to té¢zkymi kovy v méstskych prizkumech (Skorbitowicz et al. 2018), pesticidy ve
venkovskych oblastech a také radionukleotidy (Celli & Maccagnani 2003). Véela medonosné
je dobrym bioindikatorem, protoze je neoddélitelné spjata s pfirodnim prostfedim, ve kterém
zije (Skorbitowicz et al. 2018).

POR jsou latky v soucasnosti hojné¢ vyuzivané v zemédélstvi. Bez pouzivani téchto
latek se v dnesni dobé neobejdeme, ale tyto latky by mély byt vzdy vyuzivany s rozmyslem
a v souladu s platnymi smérnicemi a vyhlaskami (Erban 2013a). Pokud se pesticidy pouzivaji
tak, jak maji, jsou rizika spojena s jejich pouzitim minimalni. Naptiklad Erban et al. (2019) ve
svém vyzkumu studovali pfitomnost pesticidi na tzemi Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby, v.v.i v Praze-Ruzyni, coz je zeméd¢lska lokalita. Presto byly zjisténé koncentrace
pesticidu tak nizké, ze by nemély predstavovat nebezpeci pro vCely. Na druhou stranu ale
byly detekovany latky nebo jejich metabolity, které jsou v ramci EU zakazany. To naznacuje,
ze nékteré latky jsou v prostiedi stabilngjsi, nebo ze jsou pouzivany staré zasoby téchto latek.
Z legislativy vyplyva, ze pokud se jednd o profesiondlni vyuziti, nemtze s témito piipravky
nakladat a manipulovat kdokoliv, ale je nezbytnd odborna zptsobilost pro nakladani s POR.
Potencidlnim problémem vSak muze byt i to, Ze n¢které pripravky lze koupit voln€ v riiznych
hobby prodejnach. Nakladani s nimi, pokud se nejednd o profesionalni vyuziti, vSak nikdo
nekontroluje. Zakon ¢&. 326/2004 Sb. o rostlinolékaiské péci (Cesko 2004) rovnéz definuje,
jaké ucinné latky se mohou pouzivat na jednotlivé druhy plodin i jejich maximélni hektarova
davka, ktera je podle natizeni EU povazovana za davku maximaln¢ ptipustnou (HarasSta et al.
2015). V Utednim véstniku EU v nafizeni komise EU ¢&. 546/2011 (EK 2011) jsou stanoveny
podminky, za kterych miize byt dany ptipravek na uzemi pouzivan, a to sohledem na
nezavadnost pro vcelu medonosnou, jakozto necilovy organismus.

S rostouct citlivosti analytickych pfistroji jsou v zivotnim prostiedi 1 ve velmi nizkych
koncentracich detekovany pesticidy, 1é¢iva a dalsi mikropolutanty — dezinfekcni prosttedky,

odmrazovaci tekutiny a dals$i. Kromé pesticidl, u nichz je prokazan negativni vliv na vcely
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(Smith et al. 2013), pfedstavuji velky problém také 1éciva. Z 1€Civ je pozornost vénovana
hlavné antibiotikim, hormonim (Christiansen et al. 2009) a protinddorovym [é¢ivim
(Johnson et al. 2008). Tyto latky maji prokazany vliv i na v¢ely. Antibiotika ovliviluji sloZeni
a velikost stievniho mikrobiomu a tim potazmo zvysuji nachylnost vcel k patogentim (Li et al.
2017; Raymann et al. 2017). Také u hormonalnich latek lze sledovat efekt na vcely, a to
napiiklad pfi podani analogu juvenilniho hormonu methoprenu, ktery u vcel zpisobuje
rychlejsi nastup patrani po potravé, ale na druhou stranu snizuje délku hledani potravy, cas

straveny hledanim a pocet leti za potravou (Chang et al. 2015).

2.4.1. Klasifikace pesticidii a riziko vzniku rezistence

Pesticidy muzeme rozdélit do skupin podle né€kolika hledisek. Prvnim z moznych
zpusobii déleni je podle cilového skodlivého Cinitele, viz tabulku 1. Dal§im moznym délenim
je déleni zhlediska distribuce pesticidd v rostling, tedy z hlediska mobility pesticidu.
RozliSujeme pesticidy kontaktni, které se vyznacuji svym u€inkem pouze v misté aplikace
(Hajslova &Kocourek 2003) a tzv. systémové pesticidy, jez maji schopnost transportu do
jinych ¢asti rostliny, ¢imz mohou kontaminovat nektar nebo pyl rostlin a tim vyznamné
ohrozovat necilové organismy (Henry et al. 2012). Tieti moZznosti jsou kombinované
pesticidy. Tyto pfipravky obsahuji latku s kontaktnim i systémovym ucinkem a latek tohoto
charakteru v poslednich letech piibyva. Posledni skupinu pfedstavuji kvazi-systémové
pesticidy, kdy se ucinna latka ulozi do voskové vrstvy na povrchu listh a poté se pomalu
odparuje nebo pronikne do pletiv a odtud se §ifi translaminarn€. To znamena, ze se pohybuje
z povrchu listu osetfeného ptipravkem do listovych bunék na protilehlé strané listu (Salavova
2006). Posledni uvedené deleni pesticidi je velmi rozmanité a rozsahlé. Jedna se o rozdéleni
podle chemické struktury, kam ftadime napiiklad glyfosaty, organofosfaty, chlorované

uhlovodiky, karbamaty, pyrethroidy, neonikotinoidy a mnoho dalSich (Yu 2008).

Tabulka 1. Rozdéleni pesticidd z hlediska cilového Skodlivého cCinitele, pfevzato z
Hajslova et al. (2003).

Druh pesticidu Cilovy $kodlivy ¢initel
insekticid hmyz
fungicid houby
rodenticid hlodavci
herbicid plevelné rostliny
akaricid roztoci
moluskocid mekkysi
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Cilové organismy na POR urcitym zplisobem reaguji a dlouhodobé uzivani pesticida
vede k adaptacim Sktidcti na ucinné latky. ZvysSena tolerance sktidcti se pak odrazi na zvysené
spotiebé POR (Carvalho 2006). Rezistenci daného organismu k urcitému pesticidu mizeme
definovat jako jeho schopnost tolerovat takovou déavku pesticidu, kterd by pro vétSinu
normalni populace t€hoz druhu byla letalni. Prvni vyskyt pesticidni rezistence byl pro vétSinu
védct velmi Sokujici. Toto zjiSténi datujeme do roku 1964, kdy byly objeveny prvni kmeny
mouchy domaci, které vykazovaly rezistenci vi¢i DDT (Tsukamoto & Suzuki 1964). Navic
bylo pozdéji zjisténo, ze odolni jedinci prendseli geneticky podminénou rezistenci na své
potomky, tudiz nové generace byly k danému pesticidu rovnéz rezistentni (Cremlyn 1985).
Insekticidni rezistence se muze uhmyzu vyvijet dvéma zdkladnimi mechanismy. Prvni
moznosti je rezistence metabolicka, kterd spociva ve zvySené produkci ur¢itého enzymu, ktery
vaze a/nebo detoxifikuje dany insekticid (Bass & Field 2011). Takovymi enzymy jsou
esterazy, glutathion-S-transferazy a v neposledni fad¢ také monooxygenazy (Hemingway
& Ranson 2000), ale také UDP-glukuronyltransferazy, které jsou védeckou komunitou
v oboru nepravem opomijeny (Erban et al. 2017a). Druhym typem rezistence je geneticka
rezistence, n¢kdy také oznaCovand jako rezistence ziskana zménou cilového mista. Tento
mechanismus je zaloZzen na mutaci (strukturdlni zmén¢) cilového useku, coz ho ¢ini méné
citlivym na dany toxicky ucinek insekticidu (Bass & Field 2011). Podle novych poznatk jsou

mechanismy vzniku rezistence i na epigenetické tirovni (Erban et al. 2017a).

2.4.2. Systémové pesticidy a jejich vliv na vcely

Pro vcely i opylovace obecné jsou nejvice nebezpecné systémové pesticidy. Veely do
ulu pfinasi rozmanitou Skéalu produkti jako je nektar, medovice, pyl a voda. Tyto produkty
slouzi véelam jako zdroj potravy a zdroj vSech latek pottebnych pro spravné fungovani
spolecenstva, ale také pro odchov novych jedinct (Henry et al. 2012; Fairbrother et al. 2014).
Vcéely jsou ucinkim pesticidi vystaveny v zdsadé dvéma zpisoby. Vcely ,létavky*
zodpovédné za dopraveni produktii do Ulu se s pesticidy setkaji zpravidla pfimo pfi aplikaci
ave vetsingé pripadl uhynou pfimo v terénu, kde ke kontaktu doslo. V takovém ptipadé
hovotime o akutné toxickém Uc¢inku. V druhém piipad¢€ neni 1étavka zasazena piimo v terénu,
ale odnasi si kontaminovanou snisku do Ulu a zbytek vceli kolonie je ovlivnén pfes
skladované zasoby pfi zpracovani kontaminovaného materidlu (Henry et al. 2012). Z mnoha
studii vyplyva, Ze v pylu (Zhang et al. 2013), v medu (Mitchell et al. 2017), i ve vosku
(Chauzat & Faucon 2007) jsou v rizné mife pfitomna rezidua pesticidi. Kontaminovana

snuska je ve findlnim disledku horsi varianta, protoze je pesticidem zasazeno prakticky celé
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veelstvo vcéetné plodu a matky (Wu et al. 2011). V takovém pfipadé¢ obvykle hovoiime
o chronickém ptisobeni pesticidl ptisobicich Casto v subletalnich davkach. V pylu a v nektaru
jsou vétSinou pesticidy pritomny v pomérné nizkych koncentracich, ale ptfi zvazovani rizik si
musime uvédomit, ze vcelstvo zpracuje nékolik desitek kilogrami medu a pylu za sezonu,
a tak uhrnna déavka téchto latek a jejich metaboliti mize byt v konecném disledku pomérné
vysoka (Rortais et al. 2005). V poslednich letech se také hovoii 0 mozném novém zplisobu
otravy vcel prostfednictvim tzv. gutaéni tekutiny (Wirtz et al. 2018). Jako gutace je
oznacovan jev, kdy se na rostliné objevuje tekutina jako duasledek zvySeného kotfenového
tlaku a snizené transpirace s denni periodicitou. Tento jev nelze zaménovat za rosu nebo
kondenzaci, kdy se kapalna voda uvoliuje z listi pfes vodni pory (Thompson 2010; Gierer
et al. 2019). Stale castéji jsou publikovany vysledky prokazujici, Ze subletalni davky pesticidil
nezpusobujici piimou umrtnost, maji vysoky potencial vyvolat celou fadu poruch v chovani
vcel, jako naptiklad poruchy paméti a uceni, ale také zmény ve schopnosti orientace vcel
(Henry et al. 2012). Systémové pesticidy pfedstavuji z hlediska mechanismu t¢inku skvélou
ochranu pied nezddoucimi Skiidci, na druhou stranu jsou systémové piipravky mnohem
nachylnéj§i ke wvzniku rezistence, jak naznacuji publikace (Vallad & Goodman 2004;
Woodcock et al. 2018). U POR neptedstavuje nebezpec€i pouze matetska piivodni ucinna

latka, ale také jeji metabolity, které mohou vykazovat jesté vyssi toxicitu pro vcely. Tak tomu
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(Blacquicre et al. 2012; Seifrtova et al. 2017). Kromé toho je prokazano, ze pesticidy obecné
oslabuji imunitni systém vcéel a mohou synergicky posilovat riiznd infek¢ni agens, jak bylo
napft. zjiSténo u parazita N. ceranae (Pettis et al. 2013) i n€kterych virti (Simon-Delso et al.
2014), a tim mohou byt spolecné odpovédny za kolapsy vcelstev (van der Sluijs et al. 2013).
Vyznamnym problémem pii pouzivani POR jsou také mozné interakce jednotlivych latek
mezi sebou a zvyseni jejich toxicity pro necilové organismy. Vyssi toxicita pro veely a larvy
byla zjist€éna napiiklad pifi synergickém puasobeni nékterych insekticidi a fungicida.
Konkrétn¢ toxicita nékterych neonikotinoidi mize byt zvySena kombinaci s fungicidy
(Samataro & Yoder 2012; David et al. 2016). Prestoze jsou fungicidy povazovany za latky
pro vcely relativné bezpecné, nemusi tomu tak uplné byt, zvlaste¢ diky jejich potencialnimu
synergickému ucinku, jak dokazuji neddvné studie (Samataro& Yoder 2012;
DeGrandi-Hoffman et al. 2013). Toto plati napfiklad pro prochloraz. Zatimco samotny
prochloraz a thiakloprid spadaji do skupiny mirné toxickych pesticidii pro vcely, v kombinaci

predstavuji vysoké riziko pro vcely (Wernecke etal. 2019). Synergicky ucinek byl také
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pozorovan u kombinace prochlorazu a pyrethroidd (Pilling et al. 1995). Na rozdil od
insekticidl, ovliviujicich ptfedev§im nervovou soustavu hmyzu, mohou fungicidy ovliviiovat
nukleové kyseliny, syntézu proteintl, strukturu bunééné membrany, dychani, mitézu a déleni
bunék (DeGrandi-Hoffman et al. 2013). Podle Sammataro & Yoder (2012) mohou fungicidy
ovliviiovat také chovani vcel a jejich orientaci béhem pastvy.

Moznym feSenim, jak snizit toxicitu pesticidd, je snizit navStévnost vcel
v kontaminovaném porostu ¢i bezprostfedné po postiiku. Toho Ize docilit pouzitim
repelentnich ptipravki, které vcely odpuzuji, kdy je koncentrace ucinné latky nejvyssi (Ridout
et al. 2006). Tyto pfipravky mohou byt rizného pivodu, vhodné je vSak davat prednost
latkdm malo toxickym pro hmyz. Za vhodné lze povazovat pifirozené se vyskytujici latky,
napiiklad kombinace tea-tree oleje z listii kajeputu stiidavolistého (Melaleuca alternifolia)

a benzaldehydu (Sackin & Fishman 1998).

2.4.3. Skupiny pesticidii Skodlivych pro véely

Utinnych latek, které jsou v zemé&dglstvi vyuzivany, je velké mnozstvi. V ramci tohoto
piehledu se zaméfim na latky, u nichz je prokézan vliv na vcely. Nejvice nebezpecné pro
veely jsou insekticidy, které se pouzivaji pravé k hubeni hmyzu. Skupina insekticidi, jez se
vyznacuji pomérné vysokou akutni toxicitou pro vcely a pfimou umrtnosti vcel, jsou
karbamaty. Jednd se o organické slouceniny odvozené od kyseliny karbamové. Jejich
mechanismus uinku je zalozen na inhibici enzymu acetylcholinesterazy, coz vede
k hromadéni neurotransmiteru acetylcholinu (Fernandez et al. 2003). Mezi zastupce muzeme
zatadit napftiklad pirimikarb ¢i karbofuran, u né¢hoz byla prokazéana toxicita pro vcely (Bailey
et al. 2005).

Obdobny mechanismus jako karbamaty ma dalsi skupina pesticidli, organofosfaty. Ty
jsou vysoce toxické viici veSkerému hmyzu (Belzunces et al. 2012). Mezi jejich zastupce patii
malathion ¢i parathion. U obou téchto latek byl prokazan negativni vliv na veely (Schricker
& Stephen 1970; Thrasyvoulou et al. 1985).

Dalsi vyznamnou skupinou s ohledem na vcely jsou fenylpyrazolové insekticidy, a to
zejména jejich hlavni zastupce fipronil. Ten je velmi U¢inny pifi hubeni Skidca
u zemédélskych plodin, u nichz blokuje GABA receptory a inhibuje ionotropni glutamatem
fizené chloridové kanaly (El Hassani et al. 2005). Fipronil je vysoce toxicky pro vcely,
a dokonce i subletdlni davky negativné ovliviiuji vyvoj a stabilitu vceli kolonie. U vcel

zpusobuje poruchy motorické aktivity, jako je tes ¢i ochrnuti (Zaluski et al. 2015).
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Glyfosat (2-(fosfonomethyl)aminooctova kyselina) neboli N-(fosfonomethyl)glycin
patfi mezi Sirokospektralni herbicidy pouzivané k hubeni pleveli u celého spektra
zemé&délskych plodin pfevazné riznych monokultur a geneticky modifikovanych plodin.
Glyfosat se pouziva také jako desikant (Herbert et al. 2014). Spotieba glyfosatu v poslednich
desetileti prudce vzrostla a tyto latky se staly jednou z nejpouzivanéjSich agrochemikalii po
celém svété. Prestoze jejich mechanismus G€inku spociva v inhibici drah vedoucich k syntéze
aromatickych aminokyselin pfitomnych pouze u rostlin, mikroorganisma a hub (Sikimatova
dradha), byly pozorovany také negativni uCinky i na nékteré druhy bezobratlych Zivocichi
a obratlovci (Amrhein et al. 1980; Duke & Powles 2008). Recentni studie ukazaly, Ze
i subletalni davky glyfosatu maji negativni vliv na kratkodobou pamét’ vcéel, ovlivityji jejich
naviga¢ni schopnost a maji vliv na schopnost uc¢eni (Herbert et al. 2014; Balbuena et al.
2015). Navigacni schopnost vcel, jejich pamét’ ohledné ulozeni informaci o okolni krajing,
o mistech sbéru sniisky a draze letu je naprosto stézejni pro létavky, které jsou zodpovédné za
zajisténi veskeré potravy (Balbuena et al. 2015). U téchto latek je vzdy potieba brat v iivahu
také to, s jakym mnozstvim se vcela mize v pfirod€ realn¢ setkat a zda aplikace probih4 na
kvetouci rostliny. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC; anglicky International
Agency for Reearch on Cancer) nicméné zaradila glyfosat mezi latky s endokrinné
disruptivnimi vlastnostmi (IARC 2016), piicemz zdkaz nebo omezeni jeho uzivani se zvazuje
jak pro bézné spotiebitele, tak i pro profesiondlni zemédélce (Erban et al. 2016b).

Mén¢é nebezpeCnou skupinou systémovych pesticidi s ohledem na vcely jsou
mocovinové pesticidy, a to konkrétné slouc¢eniny fenylmocoviny, které funguji jako herbicidy
a od svého objevu vroce 1950 jsou Siroce vyuzivany. Mezi zastupce téchto pesticidl patii
napiiklad linuron (3-[3,4-(dichlorfenyl)-1-methoxy-1-methyl-mocovina]) a tyto latky jsou
klasifikovany jako relativné netoxické pro véely (Farré et al. 2007). Také chloracetanilidové
pesticidy jsou pouzivany jako herbicidy, a to hlavné pii hubeni pleveli v porostu soji,
kukufice a celé fady dalSich zemédélskych plodin. Mezi zastupce téchto pesticidi patii
napiiklad alachlor [2-chloro-N-(2,6-diethylphenyl)-N-(methoxymethyl)acetamide].
Chloracetanilidové pesticidy jsou rovnéz relativné malo toxické pro vcely, ale latky alachlor
a acetochlor jsou nyni EU zakéazéany pro jejich teratogenni a karcinogenni ucinek a také proto,

ze funguji jako endokrinni disruptory (Ashby et al. 1996).

25



2.4.4. Skupiny pesticidi toxickych pro vcely
2.4.4.1. Neonikotinoidy

Nejvice nebezpecné systémové pesticidy s ohledem na opylovace jsou neonikotinoidy,
coz jsou syntetické derivaty piirozene se vyskytujiciho insekticidu nikotinu (Fairbrother et al.
2014). Mezi nejvice pouzivané zastupce neonikotinoidi muzeme zatradit imidakloprid,
acetamiprid, thiakloprid, thiamethoxan a klothianidin (Iwasa et al. 2004; van der Sluijs et al.
2013). Za ptiblizn€ 20 let jejich pouzivani se staly Siroce vyuzivanymi latkami po celém svété
(van der Sluijs et al. 2013), a to hlavné diky Sirokospektralni aktivité, nizkym aplika¢nim
davkam, nizké toxicité pro savce a univerzalnimu zptsobu aplikace (Fairbrother et al. 2014).
Kvili akutnimu riziku pro vcely vydala v roce 2013 Evropskd komise na zaklad¢ zpravy
Evropského ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA; anglicky European Food Safety
Authority) nafizeni ¢. 485/2013 o prozatimnim zakazu pouzivani POR obsahujicich G¢inné
latky klothianidin, thiomethoxam a imidakloprid. Zakaz se tykal plodin atraktivnich pro
véely, s vyjimkou pouziti ve sklenicich, oSetfeni nékterych plodin po odkvétu a ozimych
obilnin (EK 2013). Tento zdkaz byl vroce 2018 potvrzen nafizenimi Evropské komise
¢.2018/783-785 (EK 2018b; EK 2018c; EK 2018d). Co se tyka dalSiho neonikotinoidu
acetamipridu, u néj bylo vyhodnoceno nizké riziko pro vcely, a tak zdkaz ¢i omezovani této
ucinné latky neni nutné. Toto nafizeni je platné az do roku 2033 (EK 2018a). Podstatné
s jinym vysledkem skoncilo hodnoceni neonikotinoidu thiaklopridu, jehoz registrace skoncila
k 30. 4. 2020 a na zakladé¢ zavéri EFSA navrhly komise cClenskych stati neobnoveni
schvaleni (EK 2020). V zeméd¢€lské produkci se neonikotinoidy pouzivaji jednak proti
savému hmyzu a jednak proti nckterym Skidcim z tadi Heteroptera, Coleoptera
a Lepidoptera. Neonikotinoidy se vyznacuji silnym uc¢inkem na nervovy systém hmyzu
a funguji jako antagonisté acetylcholinovych receptori. Jejich systémové plisobeni uvniti
rostlin zahrnujici floémovy a xylémovy transport méa za nasledek, ze se tyto latky
v nezanedbatelném mnozstvi nasledné objevuji v pylu a nektaru (van der Sluijs et al. 2013).
Siroké uplatnéni a perzistence v ptidé i ve vodé vede k tomu, Ze jsou opylovaéi témto latkam
v subletalnich koncentracich vystaveni po vétSinu roku, a to ma za nasledek ¢astou pfitomnost
neonikotinoidii ve vc¢elich ulech (Blacquiere et al. 2012). Polni, redlné¢ davky neonikotinoida
maji celou fadu Skodlivych, subletalnich ucinka, jak u vcel, tak 1 naptiklad u ¢melaki. Studie
poukazuji na to, Ze neonikotinoidy ovliviiuji vyvoj plodu a larev, maji vliv na pamét’ a uceni,
poskozuji centralni nervovou soustavu a zvysuji nachylnost viici onemocnénim (van der Sluijs
et al. 2013; Fairbrother et al. 2014). V praxi se insekticidy Casto aplikuji soucasné s fungicidy,

v tzv. tank-mixu. Je prokazana schopnost fungicidu zvySovat toxicitu insekticidu (Zhu et al.
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2014), jako je tomu v piipadé neonikotinoidu thiaklopridu a fungicidu tebukonazolu
(Thompson et al. 2014). Negativni vliv téchto latek na opylovace je prokdzéan, na druhou
stranu je potieba se na tuto situaci divat i z pohledu zeméd¢lci (Woodcock et al. 2018).
Neonikotinoidy jsou velmi Casto vyuzivanym insekticidem a nahradit je, bude velmi obtizné.
Moznym feSenim v boji se Sktidci je vyuzit alternativni metody, coz zahrnuje pouziti jiného
chemického insekticidu (vétSinou pyretroidu). U téchto metod jsou potieba dalsi terénni
studie (Jactel et al. 2019). Zakazany pesticid se vzdy musi néjakou latkou nahradit. Je
otazkou, zda v konecném dusledku tato latka nebude mit jesté negativnéjsi dopad nez piivodni

zakazana.

2.4.4.2. Pyrethroidy

Pyrethroidy patii mezi nejucinngj$i znamé insekticidy. Jednd se o syntetické slouceniny
strukturné odvozené od pyrethrinu, jenz je produkovan kopretinou starckolistou
(Chrysanthemum cinerariaefolium) (Smith & Stratton 1986). Pfirodni pyrethriny maji skvélé
insekticidni vlastnosti a nizkou toxicitu pro savce, ale maji omezené¢ pouziti kvili nizké
fotostabilité¢ a vysoké biologické rozlozitelnosti (Wouters & van den Bercken 1978). Oproti
tomu jsou pyrethroidy relativné stabilni, ale vykazuji vysokou toxicitu pro Siroké spektrum
hmyzu (Elliott 1976), v¢etné vcely medonosné (Johnson et al. 2006). Jejich ptsobeni spociva
vtom, ze naruSuji funkci nervového systému tim, Ze interaguji se sodikovymi kandly
v nervové membran¢ a tim vyvolavaji nepietrzitou fadu nervovych impulsi, kterda se
projevuje nekoordinaci, tiesem a kireCemi (Vijverberg et al. 1983).

Veely se do kontaktu s pyrethroidy nedostdvaji pouze prostfednictvim
kontaminovaného nektaru, ale tfeba pyrethroidni pesticid tau-fluvalinat se pouziva ve
veelstvech k tlumeni roztoCe V. destructor (Erban et al. 2019a). Bylo prokdzéano, ze vcely
vystavené pyrethroidnim pesticidiim vykazovaly zhorSenou vitalitu kolonie (Bendahou et al.
1999), snizenou aktivitu acetylcholinesterazy (Badiou et al. 2008), zhorSené uceni (Decourtye
et al. 2004) a poruchu pii kladeni u matky, spocivajici v tom, ze klade vice vajicek do jedné
buniky (Zhou et al. 2011). Mezi nejvyznamnéj$i zastupce pyrethroida s ohledem na vcely patii
deltametrin a cypermetrin. Deltametrin je klasifikovan jako vysoce toxicky pro vCely a ma na
n¢ 1 subletalni efekt (Atkins et al. 1981) podobné¢ jako cypermetrin (Bendahou et al. 1999).
Rovnéz je prokézan synergicky efekt deltametrinu a azolovych fungicidi (Colin & Belzunces
1992).

V tabulce 2 jsou uvedeny spotieby vybranych u¢innych latek pesticidi vyznamnych

svym vlivem na vcely v letech 2015, 2016, 2017, 2018 a 2019.
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Tabulka 2. Piehled spotieby téinnych latek POR v Cesku v letech 2015 - 2019.
Pievzato z UKZUZ.

spoti‘eba (kg)
ucinna latka 2015 2016 2017 2018 2019
acetamiprid 3 455,52 3 543,65 371538 | 505641 5233,65
a-cypermetrin [ 1 203,65 977,16 867,28 495,25 300,14

deltametrin 1511,71 1 810,28 1 915,54 2 549,82 2 519,05
glyfosat 697 689,46 | 772 330,68 | 750 531,02 | 558 836,95 | 485 816,34
imidakloprid 93,24 50,56 52,99 18,35 0,63
pirimikarb 1 578,25 1 262,25 953,67 1 233,01 841,72
thiakloprid 25 833,20 25972,18 | 29277,96 | 3529895 | 35 146,41
thiametoxam 233,71 291,23 283,25 259,61 168,64

2.4.5. Pesticidy a jejich interakce s dalSimi faktory

Z dosavadnich vysledkii vyzkumu vyplyva, ze na ztratdich vcel zaznamenanych
v poslednich letech se nepodili jednotlivé faktory samostatné, ale ze se jedna o soubor vice
faktort, plisobicich spole¢né (Bacandritsos et al. 2010). Nékteré¢ faktory jsou povazovany za
vyznamnéjsi, jiné za méné vyznamné. Propojeni mezi témito faktory je pro nas stale jistou
neznamou a jsou nutn¢é dalsi studie a vyzkumy pro pochopeni vSech souvislosti v této oblasti.
Ptesto se v poslednich letech formuji vysledky, které ndm propojeni pesticidi s dalSimi
faktory pfiblizuji. Je potvrzeno, Ze n¢které pesticidy sami o sob& negativné ovliviiuji zdravi
a zivotaschopnost vcel a oslabuji jejich imunitni systém, ¢imz je ¢ini nachylnéjsi proti véelim
patogenim (Smith et al. 2013). Bylo prokazano, Ze pesticidy mohou synergicky posilovat
infek¢ni agens, jako je parazit Nosema ¢i nekteré viry (Pettis et al. 2013; Simon-Delso et al.
2014). Pfitomnost organochlorinovych pesticidi a organofosfatli zpiisobuje vyssi citlivost
vcel vici patogenim zrodu Nosema (Sammataro & Yoder 2012). Obdobné kombinace
neonikotinoidu imidaklopridu a patogenu Nosema zpusobila u vcel vyrazné vyssi mortalitu
nez samostatné pusobici faktory (Alaux et al. 2010). Kazdy z pesticidi, ktery se v tlech
vyskytuje v subletdlnich davkéach, predstavuje potencidlniho kandidata, ktery mize
interagovat s nékterym z Siroké $kaly patogent bézn¢ infikujicich véely (Sammataro & Yoder
2012). Jak jiz bylo uvedeno, pesticidy neinteraguji pouze s nezddoucimi vcelimi patogeny, ale
také s mikroorganismy, které jsou soucasti stievniho mikrobiomu vcel. Tato interakce
negativné ovliviiuje slozeni, vyvazenost, strukturu a funkci mikrobiomu, a tim negativné

ovliviluje zdravi veel (Kakumanu et al. 2016).
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Masivni pouzivani pesticidii, které ma zabranit ztratdm ve vynosu plodin se uplatiuje
zejména u velkoplosnych monokultur. Dal§im negativnim dopadem téchto monokultur je
nedostate¢na rozmanitost a nizky obsah latek jako jsou sacharidy, bilkoviny, lipidy, vitaminy
a mineralni latky (Di Pasquale et al. 2013). Tyto latky jsou nezbytné pro schopnost vcel
produkovat potomstvo, dlouhovekost a zdravi dospélych vcel a také pro produktivitu kolonie.
Nedostatek téchto latek vede krozvoji nutriéniho stresu, ktery muize byt mimo jiné
zodpovédny za Uhyn kolonii (Brodschneider & Crailsheim 2010). V pfipadé nutriéné
nedostatecné diety je mozné pouzit vhodny dopln€k stravy, ktery ma na vcely pozitivni efekt.
Jedna se napftiklad o zelenou jednobunécnou sladkovodni fasu Chlorella (Jehlik et al. 2019).
Vzhledem k tomu, jak jsou pesticidy i opylovaci dileziti pro zemédélskou produkci na celém
svété, je nutné, aby byly benefity i rizika interakci komercnich vcel a dal§ich opylovact

s pesticidy vyhodnocovany spravné a podle platnych zakond.
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3. HYPOTEZY A CiL PRACE

- Vcelstva jsou ovlivnéna pusobenim piipravkii na ochranu rostlin a nedostatecnou
vyzivou, coz muze vést k jejich oslabeni a zvySené nachylnosti k patogentim vcel.

- Plsobeni pesticidii se projevuje na vcelach akutni nebo chronickou toxicitou a
chronické ptisobeni pesticidl zvySuje nachylnost k patogenim a kolapsiim vcelstev.

- Vcely musi odolavat velkému mnozstvi patogeni, ale také environmentalnimu
zatizeni agrochemikaliemi a tyto faktory mohou rlznym anebo spoleénym az
zesilujicim uc¢inkem ovliviiovat biochemické drahy, coz se v kone¢ném disledku

projevi na celostnim zdravi vcel.

Cilem préace je ziskat nové informace o vlivu pesticidii a dalSich faktor na zdravi opylovacii,

zejména vEely medonosné, a ptispét k porozumeéni piicin jejich ztrat.

4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Biologicky material a priprava vzorku pro jednotlivé experimenty

Jako biologicky material pro tuto praci byl zvolen ekonomicky vyznamny opylovac
vcela medonosna (4. mellifera), pro jeden experiment dalsi opylova¢ ¢meldk zemni (Bombus
terrestris Linnaeus 1758) a pro dalSi experiment rostlina fepka olejka (Brassica napus). Pro
jednotlivé experimenty byla odebirdna rizna vyvojova stddia vcel. Vzhledem k tomu, Ze se
jednotlivd vyvojova stadia 1iSi proteinovym sloZenim, je nezbytné provadét analyzy
na definovanych vyvojovych stadiich (Chan & Foster 2008; Wolted;i et al. 2013; Erban et al.
2014, 2016b). Kukla vcely medonosné prochazi béhem svého vyvoje nekolika stadii, kdy se
postupné meni zbarveni sloZzenych o¢i. Vzhledem k tomu, Ze stddium Cervenych oci je snadno
rozpoznatelné a trva pomérné kratkou dobu, je vhodné praveé v tomto stddiu studovat mozné
fyziologické a vyvojové zvlastnosti, které mohou byt zplisobeny pfitomnosti patogenti (Erban
et al. 2014). Podobn¢ jako kukla ve stadiu Cervenych oci je vhodny objekt pro studium
onemocnéni vcel exaktné Casoveé definované staddium cerstvé vylihla mladuska, ktera tak
ukoncuje stadium metamorfozy (Winston 1991; Erban et al. 2016b). Vzorky vcel byly
odebirany po jednotlivych jedincich pomoci etanolem sterilizované entomologické pinzety
(Dent & Walton 1997), vétsi mnozstvi tlovych vcel bylo odebrano oklepem zramku do
sterilniho pytle. Sbirany materidl byl na misté odbéru uklddan do vzorkovnic (zkumavky typu
Eppendorf apod.) na suchy led a byl pfepraven do mraziciho boxu. VSechny vzorky byly
skladovany pii teploté -80 °C do upotiebeni.
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4.1.1. Biologicky material pro experiment 1. Vliv parazitického roztoce Varroa
destructor v interakci s virem deformovanych kiidel na zmény proteomu a
aktivace signalni drahy TGF-p.

Pro analyzu patogenii a ur¢eni markerii onemocnéni byly odebrany Cerstvé se lihnouci
mladusky. Odebrany byly jednak vcely kontrolni, které byly bez patologickych zmén
anevykazuji tak znaky pfitomnosti nékterého z patogenii a dale vcely s patologickymi
pfiznaky onemocnéni, jako napf. deformovana kiidla, kratSi zadecek ¢i parazitace roztocem
V. destructor. Pro tento experiment byly vyuzity Ctyfi typy vzorka lihnoucich se vcel
(mladusek), viz tabulku 3. Ke sledovani vlivu roztoce V. destructor a viru deformovanych
kiidel byly pouzity dva pfistupy, a to gelova analyza oznacovana jako gel-based (2-D DIGE)

a bezgelova analyza oznacovana jako gel-free metoda (nanoLC-MS/MS).

Tabulka 3. Typy vzorki lihnoucich se v¢el pouzitych pfi experimentu 1.

Typ vzorku Popis Znaceni
I kontrolni véela KON
II vcela parazitovana roztocem VD
I vceela parazitovana roztocem se symptomy DWV | DWV_VD
v vcela se symptomy DWV DWV

Spoleénym krokem piipravy vzorkil je jejich homogenizace, kterd se lisila pouzitim
homogeniza¢niho pufru v zavislosti na analyze. Pro homogenizaci vzorki pro gel-free neboli
bezgelovou analyzu byl pouzit 100mM TEAB (101640245, Fluka, Svycarsko) s piidavkem
2% SDC (101578428, Sigma-Aldrich, Némecko) o objemu 2,5 ml homogeniza¢niho pufru na
1 vcelu. Nasledovala homogenizace v 5 ml Potter-Elvehjem sklenéném homogenizatoru
(Kavalier, Cesko), 3krat po dobu piiblizné 2 min, rozhodujici je uplna homogenizace bez
velkych ¢asti vzorku. Poté byl homogenat odstiedén ve vysokootackové centrifuze MR 23-i
(Jouan, Francie) pti 3000 x g a ziskany supernatant byl podroben bezgelové analyze. VSechny
vzorky byly analyzovany ve tfech biologickych a dvou analytickych opakovénich. Pied
samotnou analyzou byly vzorky §tépeny trypsinem (V5280, Promega, Spojené staty).

Pro gel-based metodu neboli gelovou analyzu byl jako homogeniza¢ni pufr zvolen
50mM Tris-HCl o pH=7,4 s 1% Tritonem X-100 (T9284, Serva, Némecko) a s ptidavkem
inhibitoru protedaz (14866100, Complete, EDTA-free, Roche, Némecko). Objem

homogeniza¢niho pufru byl zvolen 500 pl na vcelu. Nasledovala homogenizace v 5 ml
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Potter-Elvehjem sklenéném homogenizatoru, 2krat po dobu ptiblizné 2 min, rozhodujici je
uplnd homogenizace bez velkych ¢asti vzorku. Poté byl homogenat nafedén 2 ml nanocisté
H,0 (Thermo SCIENTIFIC, Spojené staty) a znovu homogenizovan. Ziskany homogenat byl
nasledn¢ odstfedén v centrifuze pii 20 000 x g, 20 min, 4 °C a ziskany supernatant
piepipetovan po 1 ml do 1,5 ml eppendorf (Sigma-Aldrich, Némecko) a znovu odstfedén. Pro
gelovou analyzu nésledovala kvantifikace proteind, s vyuzitim metody podle Bradfordové
(Bradford, 1976). Tato metoda je zalozena na reakci mezi Bradfordovym cinidlem (B6916,
Sigma-Aldrich, Spojené staty) a vzorkem obsahujicim proteiny. Vznikly komplex proteinti
s Brilliant Blue G mé absorpcni maximum pii 595 nm. Pro urceni obsahu proteinii ve vzorku
byly vzorky Skrat nafedény a nasledné bylo smichano 10 ul natedéné¢ho vzorku s 240 pl
Bradfordova ¢inidla. Jako kontrola bylo pipetovano 10ul nanocisté H,O a 240 pl Bradfordova
¢inidla. Po 10 minutové inkubaci byla absorbance v mikrotitraéni desticce (96 jamek)
zméiena na ELISA readeru (Multiscan ASCENT, Thermo, Cina) pfi vinové délce 595 nm.
Podle zjisténé koncentrace proteinlli v jednotlivych vzorcich byly vzorky rozpipetovany po
daném obsahu proteinti a nasledné lyofilizovany pfistrojem PowerDry LL3000 (Thermo,

Cesko).

4.1.2. Biologicky material pro experiment 2. Distribuce imidaklopridu,
imidakloprid-olefinu a imidakloprid-urey v zelenych ¢astech a v kofenech
repky olejky (Brassica napus) z uméle kontaminované zeminy.

Pro tento experiment byla ve skleniku VURV napéstovana fepka olejka po dobu
6 tydni, viz obrazek 6. Semena fepky byla nakli¢ena na Petriho misce, na buni¢in¢ navlhéené
nanocistou H,O. Naklicena semena byla umisténa do sadbovace naplnéného substratem
(AGRO CS, Cesko), kde byla ponechidna po dobu cca 1-2 tydnii, kdy rostliny dosahovaly
vysky cca 10 cm. Poté byly rostliny piesazeny do kvétinaca, které obsahovaly 1,5 kg
substratu a po cca 2 tydnech zality vodnym roztokem ptipravku Confidor 2000D (Bayer,
Némecko) tak aby bylo dosazeno koncentrace u¢inné latky imidaklopridu 250 pg/kg substratu
a 2500 pg/kg substratu. Nadoby pouzité na zaliti byly vymyty 300 ml nanocisté H,O. Tteti
vzorek piedstavovala kontrola, kdy byly rostliny zality 300 ml nanocisté H,O. Kvétinace byly
piekryty netkanou textilii s otvorem, aby bylo zabranéno mozné kontaminaci vzorkli mezi
sebou. Po 4 tydnech od aplikace imidaklopridu byla odebrana 4 biologicka opakovani od
kazdého vzorku. Vzorky pfedstavovaly tyto matrice — pida, kofen a zelené Casti, vcetné

kvéth. Vzorky byly analyzovany metodou UHPLC-MS/MS.
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Obrazek 6. Napéstovani fepky olejky pro experiment 2.

A = nakli¢eni semen fepky olejky na Petriho misce, B = pfesazeni semen do sadbovace,
C = piesazeni rostlinek fepky do samostatnych kvétinaci, D = celkovy pohled na
experiment pied odbérem

Analyza pesticidi ve vzorcich byla provadéna vramci projektové spoluprace na
pracovisti ALS Czech Republic, a to metodou ultraafinné kapalinové chromatografie
(UHPLC) ve spojeni s tandemovou hmotnostné spektrometrickou detekci (MS/MS) za pouziti
trojitého kvadrupolu (Seifrtova et al. 2017). Extrakce pesticidii z lyofilizovanych vzorkt byla
v ALS Czech Republic provedena extrakéni metodou QuEChERS (Quick Easy Cheap
Effective Rugged and Safe), jejiz princip popsali Anastassiades et al. (2003). Tato metoda
nachazi v riznych modifikacich uplatnéni jak v potravinafském primyslu (Lesueur et al.,
2008), tak i pfi analyze jinych matric jako jsou vcely ¢i rostlinny material (Mullin et al.,
2010). Princip této metody je zalozen na tom, Ze se k lyofilizovanému vzorku piidaji
sorbenty, znaCené standardy, extrak¢ni €inidlo acetonitril (60004, Honeywell, Spojené staty)
a nanocista H,O (Anastassiades et al. 2003). Pro stanoveni pesticidli ve vzorcich fepky byly
pouzity matrice — kofen a zelené ¢asti, které byly homogenizovany pomoci pfistroje Philips
HR2860 (Philips, Nizozemsko). Do 50 ml propylenovych centrifugacnich zkumavek byly
odvazeny 2 g pudy, 5 g homogenizovanych zelenych casti (stonek, listy a kvéty) ¢1 3 g
homogenizovaného kotene. Po pfidani smési izotopové znacenych standardi byl vzorek
extrahovan 5 ml nanocisté H,O a 10 ml acetonitrilu. Pro extrakci zelenych ¢asti fepky nebyla
piidana zddna nanocistd H,O, protoze podle evropské normy EN 15662 neni nutné piidavat
vodu do vzorkl s obsahem vody vys$§im nez 80 %. Poté byla ke vzorkiim pfiddna kombinace
citratovych soli QuEChERS, vzorky byly protfepdny na tifepatce Reax2 (Heidolph
Instruments, Némecko) po dobu 10 minut a nésledné¢ centrifugovany na Rotina 38R (Hettich,
Némecko) pii 11000 x g, 5 min. Nasledné byl acetonitrilovy supernatant smichan se sorbenty
(MgSO., PSA, C18 ¢i C) pro precisténi extraktu. Kombinace a mnoZstvi sorbentu bylo pro

kazdou matrici optimalizovano pii vyvoji metod tak, aby bylo dosazeno navratnosti v rozmezi
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70-120%. Nasledné byly vzorky protfepany a znovu odstfedény 5 min pii 11000 x g.
V zavéretném kroku dochéazi k zakoncentrovani vzorki s pouzitim dusiku (LabEva ND-2,
Labicom, Cesko). Vzorky byly rekonstituovany v mobilni fazi a pied nastiikem na kolonu

filtrovany pomoci 13 mm stfikadkovych filtrti (Teknokroma, Spanélsko).

4.1.3. Biologicky material pro experiment 3. Pfipady akutnich otrav vcel

Néhodné otravy vcel, a to jak akutni, tak chronické otravy v subletalnich davkach byly
sledovany v Cesku v letech 2015 a 2016. Vzorky Zivych tlovych véel z plodového plastu,
mrtvych vcel, porostu a pylu z plodového plastu bylo-li to mozné, byly odebirany v riiznych
lokalitach. Soubé&zné s naSim odbérem byl provadén odbér vzorkl také Statni veterindrni
spravou (SVS) za Gcelem potvrzeni/vylouceni thynu vcel spojenych s aplikaci POR. My jsme
se v ramci tohoto experimentu zaméfili pouze na vybrané piipady podezielych otrav vcel, ale
zato jsme je sledovali detailnéji. V roce 2015 bylo Setieno SVS 29 piipadt podezielych na
otravu vcel, z toho 8 piipadli bylo potvrzeno, v roce 2016 se jednalo o 22 ptipadii, z nichz
potvrzeno bylo rovnéz 8. Pro nase ucely byly v roce 2015 odebrany vzorky ze Ctyt lokalit
zahrnujicich St&ti, Panosi Ujezd, Libodfice a Rohovladovou Bélou. V roce 2016 byly
odebrany vzorky z 6 lokalit, a to z TiSic, Chrudimi, Vlkova nad Lesy, Dlouhopolska, Hysel
a Sedmihorek. Jako kontrola byly odebrany vzorky z 3 lokalit, které nevykazovaly znamky
otrav. Jednalo se o lokality LiSnice (nachazi se n¢kolik metri od velkého tfepkového pole),
Ruzyné¢ (lokalita, ktera se nachazi ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v Praze,
zemédelska lokalita s mirnym vyuzivanim pesticidli, v oblasti se nachazi fepka) a Divoka
Séarka (lokalita v Praze, v udoli s potokem a se zahradami, pole v doletové vzdalenosti).
V téchto tfech lokalitich byly analyzovany vcely odebrané zplodového plastu a pyl
z plodového plastu. V piipadé Lisnice se podatilo odebrat také fepku z blizkého pole. Analyza
pesticida ve vzorcich vcel byla provadéna opét ve spolupraci s ALS Czech Republic metodou
UHPLC s MS/MS.

Pro tuto analyzu byl pouzit reprezentativni vzorek, ktery ¢ital 30 jedincii ulovych vcel.
Tyto véely byly odebrany oklepem z prvniho ramku do sterilniho pytle a nasledné zmrazeny
na suchém ledu. Byly odebrany nejen zivé, ale také mrtvé vcely z podlozky ulu, ptipadné
z mista thynu mimo ul a pro ziskdni kompletnich informaci také pyl z plodového plastu
a porost, bylo-li to mozné. Vzorky byly zvazeny a pro tuto analyzu byly pfipraveny
homogenizaci véel v 50 ml Potter-Elvehjem sklenéném homogenizatoru (Kavalier, Cesko)
v acetonitrilu (60004, Honeywell, Spojené staty) nebo nanocist¢ H,O. Objem byl 250 nl

acetonitrilu nebo nanocisté H,O na vc¢elu. Nasledovala homogenizace ptiblizné 3krat po dobu
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asi 2 min. Poté byl homogenat pfeveden do 15ml zkumavek a lyofilizovan. K lyofilizatu byla
poté pfidana nanocista H,O a tato smés byla tiepana na pieklopné tiepacce Reax2 (Heidolph
Instruments, Némecko) po dobu 10 min a v nésledujicim kroku byly pfidany anorganické soli,
které maji usnadnit pfechod analytli ze vzorku do acetonitrilové faze. Nasledovalo ru¢ni
tfepani a centrifugace vzorkd na Rotina 38R (Hettich, Némecko) pii 11000 x g, 5 min. Poté
byly k alikvotnimu podilu pfidany dal$i anorganické soli pro ptecisténi, nasledovalo tfepani
a centrifugace vzorkl. V zdvérecném kroku dochdzi k zakoncentrovani vzorkid s pouZzitim
dusiku (LabEva ND-2, Labicom, Cesko). Pfed nastiikem vzorku na kolonu kapalinového
chromatografu byly vzorky podle potieby nafedény a prefiltrovany pres stiikackové filtry

o priméru 13 mm (Teknokroma, Spanélsko).

4.1.4. Biologicky material pro experiment 4. Vliv chronické expozice neonikotinoidu
imidaklopridu na ¢melaka zemniho.

Biologicky materidl pro tento experiment byl poskytnut firmou Biobest (Westerlo,
Belgie) a zahrnoval minial s hnizdem se ¢meldky a pyl. Miniul funguje jako bezudrzbovy
nutricni systém, ktery byl umistén do uzaviené nadoby a vybaven automatickym krmitkem
pro ptaky, pomoci kterého byla davkovana cukrova strava i imidakloprid. V horni ¢asti
nadoby byl vytvotfen kulaty, sitovy otvor, ktery slouzil jednak k vétrani a jednak k podavani
pylu. Do nadoby byla umisténa dals§i tkanina, kterd poskytla kolonii ¢meldkl stavebni
material.

Po jednodenni aklimatizaci bylo vybrano 6 hnizd c¢meldkd, 3 byly oSetieny
imidaklopridem a 3 slouZzily jako kontrola. Koloniim byl denn¢ podavéan cerstvy cukerny
roztok s/bez imidaklopridu a pyl. Cukerny roztok byl pfipraven rozpusténim granulovaného
cukru v pitné vodé v poméru 1:1. Tato pitnd voda byla screeningem vyhodnocena jako prosta
pesticidi, a tak mohla byt pouzita, aniz by ovlivnila méteni. Zasobni roztok imidaklopridu byl
pfipraven zfedénim analytického standardu (37894, Sigma-Aldrich, Spojené staty) v nanocisté
H,0. Zésobni roztok imidaklopridu byl rozd¢len na alikvoty a ty byly zmrazeny. Kazdy den
byla pouzita nova zkumavka, aby byla zajisténa ptisluSna davka. Ta byla zaloZzena na studiich,
které ukazuji, Ze obsah imidaklopridu v realnych davkach v terénu je nékolik pug na kg pylu ¢i
nektaru. Prvni tyden byla aplikovana davka 0,1 pg imidaklopridu ve 40 ml cukerné¢ho
roztoku, poté se davka zvySila dvakrat. Experiment byl ukoncen 46. den po zacatku
experimentu umisténim jemnych castic suchého ledu do nadoby. Zmrazena kolonie byla
demontovédna a byly odebrany jednotlivé vzorky pro analyzu, které zahrnovaly délnice

¢melaka. U vzorklti byly v zmrazeném stavu odfiznuty hlavy, ze kterych byla odstranéna

35



tykadla. Hlavy byly pouzity pro proteomickou analyzu. Zbyvajici télo bylo pouzito pro
analyzu pesticidii. Z kazdé kolonie byla pfipravena dvé biologickd opakovani sestavajici
z 10 hlav nebo odpovidajicich 10 zbytki tel.

Hlavy a téla ¢meldkt byly homogenizovany v 5 ¢i 50 ml Potter-Elvehjem sklenéném
homogenizatoru (Kavalier, Cesko), 3krat pod dobu piiblizné 2 min, rozhodujici je uplna
homogenizace bez velkych casti vzorku. Pro zpracovani 10 hlav ¢meléka (bez tykadel) byla
pouzita homogenizace v 2 ml 100mM triethylamoniumbikarbonatového pufru (TEAB; 17902,
Sigma-Aldrich, Spojené staty) obsahujictho 2% deoxycholdt sodny (SDC; 30970,
Sigma-Aldrich, Spojené staty). Koncentrace proteini byla stanovena pomoci BCA
proteinového kitu (23225, Thermo, Spojené staty). Cysteiny byly redukovany 5 mM TCEP
(tris(2-karboxyethyl)fosfin (51805, Sigma-Aldrich, Spojené stity) 60°C po dobu 60 min
a zablokovany 10mM MMTS (methyl(methanthiosulfonat) (23011, Thermo, Spojené staty)
10 min pii pokojové teploté. Vzorky byly Stépeny trypsinem, pii 37°C pies noc. Poté byly
vzorky okyseleny kyselinou trifluoroctovou (76-05-1, Sigma-Aldrich, Spojené staty) na
konec¢nou koncentraci 1 %. SDC byl odstranén extrakci do ethylacetatu a poté do hexanu.
Peptidy byly odsoleny na koloné¢ Michrom C18 (Bioz, Spojené staty). Vysusené peptidy byly
resuspendovany ve 25 pl vody obsahujici 2% acetonitrilu a 0,1% kyseliny trifluoroctové.
Vzorky byly déle analyzovany pomoci nanoLC-MS/MS.

10 teél ¢meldkd bez hlavy bylo homogenizovano v 15 ml nanocisté H,O, dalSich 10 ml
nanocist¢ H,O bylo pouzito k vyplachnuti zbytku homogenatu do 50 ml centrifugacnich
zkumavek (Sarstedt, Némecko). Homogenat byl zakoncentrovan lyofilizaci a poté skladovan

pfi -80°C do extrakce a analyzy peticid metodou UHPLC-MS/MS.

4.1.5. Biologicky material pro experiment 5. Rizené otravy v&el — Hodnoceni vlivu
xenobiotik na véely v pribéhu ontogeneze.

Rizené otravy véel piedstavuji situaci, kdy jsou véely POR vystaveny cilené, a které
probihaji v izolatorech se sitovinovou kapuci. Tento experiment byl opakovan v letech 2015
a 2016 sriznym spektrem U¢innych latek, viz tabulku 4. Pro tento experiment bylo nutné
piipravit oddélky o obdobném poctu jedincti (cca 5000 jedincl). Vcelstva byla umisténa
do izolatort a krmena roztokem cukr/voda v poméru 1:1 po dobu jednoho mésice. Nasledn¢
byly do cukerného roztoku piidany testované latky, v ptipad¢ kontroly byl zachovan Cisty
cukerny roztok. Koncentrace aplikovanych latek vychdzela ze zndmych hodnot chronického
a akutniho uc¢inku a dale byl také urCen/ovétren kvantitativni LC-MS/MS analyzou realisticky

vyskyt pesticidu/metabolitu ve vcelstvu pro redlnou predstavu o distribuci pesticidu ve
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veelstvu. VSechny pouzit¢ POR nebo cisté ucinné latky byly fedény do vodného prostiedi,
aby se vyloucil vliv rozpoustédel béhem experimentu. Aby byla zajiSténa kontinualni
produkce plodu, byl vcelstvim navic poddvan mraZeny, rozemlety rouskovany pyl.
Experiment byl zahdjen prvni davkou testované latky a tato davka byla aplikovana v intervalu
3-4 krat tydné¢ po dobu Ctyf tydna. Idealné 2 dny ptfed odbérem vzorkli byly izolatory
vycistény od veskerych mrtvych véel, nachazejicich se mimo ul. Poté byly provedeny odbéry
vzorkl, které zahrnovaly odbér kukly ve stadiu ¢ervenych oc¢i, mladusek, vcel z plodového
plastu a v&el nachazejicich se mimo ul. Ulové véely byly podrobeny kromé pesticidové
analyze také proteomické analyze. Ze vcel z plodového plastu bylo odebrano také 5x10ks
stiev pro zjisténi vlivu pesticidii na expresi proteinl v travicim traktu, dale 3x200ks tykadel
pro analyzu vlivu testovanych latek na orientaci v€el a 3x30ks hlav na analyzu proteinl se
zaméienim na mozek vcel. Ve vysledkové Casti této dizertacni prace nejsou uvedeny vysledky
z tohoto experimentu, protoze jeSté nejsou kompletné vyhodnoceny a zpracovany. Ziskané
vysledky byly pouzity pro tvorbu metodiky ,,Hodnoceni vlivu xenobiotik na véely v prubehu

ontogeneze metodami proteomicke, metabolomické a genomické analyzy*.

Tabulka 4. U¢inné latky pouzité v roce 2015 a 2016 pro fizené otravy véel.

Rok Uginna latka v POR Rok Ukinna latka v POR

2015 | kontrola — bez tc¢inné latky | 2016 | kontrola — bez u€inné latky

2015 imidakloprid 2016 imidakloprid
2015 deltametrin 2016 thiakloprid
2015 kresoxim-methyl 2016 chlormekvat

Véely nachdzejici se mimo ul zahrnovaly dva typy vzorkd, a to mrtvé a zivé lezouci ¢i
1étajici vCely. Vzorky byly v tomto ptipad¢ odebrany pomoci ethanolem sterilizované pinzety
do vzorkovnice a umistény na suchy led. V¢ely z plodového plastu byly odebrany sklepnutim
do plastovych sterilnich pytli, které byly umistény na suchy led, ¢imz doslo k rychlému
usmrceni a zaroven zamrazeni. Rozebirani vzorkl probihalo v laboratofi na suchém ledu, pro
nas experiment bylo z kazdého experimentalniho vcelstva odebrano 6 x 30 jedinct ulovych
vcel, tj. celkem 180 jedincu.

Reprezentativni vzorek, ktery ¢ital 30 jedincti mrtvych nebo zZivych vcel nachdzejicich

se mimo ul ¢i 30 jedinct tlovych v¢el, byl zvazen a homogenizovan v 50 ml Potter-Elvehjem
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sklenéném homogenizatoru v 15 ml nanocisté H,O 3krat pod dobu asi 2 min. Rozhodujici je
opét Uplné rozmélnéni homogenatu a nepfitomnost velkych ¢asti vcel. Nasledné byl
homogenat pfeveden do 50 ml zkumavek a homogenizér byl vyplachnut dalsimi 10 ml
nanocisté H,O. Vzorky byly zmrazeny pii -80°C a lyofilizovany. Nasledny postup zpracovani
vzorkli vCetn¢ analyzy vzorkli na pracovisti ALS Czech Republic, s.r.o.byl shodny

s postupem pouzitym pii zpracovani vzorkl vcel z experimentu ,, Nahodné otravy vcel®.

4.2. Experimentalni pristupy

Vliv patogeni a pesticidii na opylovace byl pro komplexni pohled studovan rtiznymi
metodami. Kromé proteomickych gelovych metod zahrnujicich dvourozmérnou (2-DE)
a dvourozmérnou diferencni gelovou elektroforézu (2-D DIGE) byly vyuzity také
proteomické bezgelové piistupy zahrnujici nanoLC-MS/MS a neproteomické metody
zahrnujici analyzu pesticidii metodou ultratcinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou  hmotnostné  spektrometrickou  detekci (UHPLC-MS/MS).  Vyuziti
proteomickych metod pii téchto analyzadch ndm umoziuje sledovat kvalitativni a kvantitativni
zmény proteinového zastoupeni u zdravych a nemocnych jedincii, dale mizeme sledovat
pritomnost proteinti daného patogenu, zmény proteini béhem vyvoje vcel a také mozné

zmény proteinového zastoupeni pii ucinku pesticidl (Erban et al. 2014; Erban et al. 2016a).

4.2.1. Bezgelova proteomicka analyza (nanoLC-MS/MS)

Tato metoda byla pouzita pro vzorky z experimentu 1 a pro ¢ast vzorkli z experimentu
5. Pro analyzu vzorki bezgelovou proteomickou analyzou byla vyuzita metoda nanoL.C spolu
s hmotnostni spektrometrii Orbitrap Fusion Tribrid™ (Thermo, Spojené staty) (Hebert et al.
2014). Instrumentace LC-MS bylo dfive vyuzito také pro hodnoceni pficin ztrat vcel. Avsak
data ve studii Bromenshenk et al. (2010) byla chybné vyhodnocena a interpretovana. Hlavni
pti¢inou je chybné zvolena prohleddvaci databdze a nerespektovani specifi¢nosti peptida pro
dany organismus (Foster 2011; Erban et al. 2015). Proto je potfeba obezietnost ve
vyhodnocovani takovych dat. Pro separaci trypsinem natravenych proteint byly pouzity nano
reverzni fazové kolony (EASY-Spray column, 50cm x 75um ID, PepMap C18). Mobilni faze
A se skladala z vody, 2% acetonitrilu a 0,1% kyseliny mravenci. Mobilni faze B se skladala
z 80% acetonitrilu a 0,1% kyseliny mraven¢i. Vzorky byly nanaSeny na kolonu (Acclaim
PepMap300 C18, 300 um x 5 mm) po dobu 4 minut pfi pritoku 15 pl/min a nanaseci pufr byl
sloZzen z vody, 2% acetonitrilu, 0,1% trifluoroctové kyseliny. Pouze prekursory, jejichz stav

nabiti byl v rozmezi 2-6, byly podrobeny druhé ¢asti hmotnostni analyzy MS/MS. Ptesnost
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byla nastavena na 10ppm okolo zvoleného prekursoru a jeho izotopi. Byl nastaven
monoizotopicky vybér prekursorti (Erban et al. 2017a). Ziskand data byla analyzovana
a kvantifikovana pomoci algoritmu vyuzivajictho MaxQuant software (verze 1.5.3.8.) a dale
byla data zpracovana pomoci software Perseus (Cox et al. 2014). Minimalni délka fetézce
byla stanovena na sedm aminokyselin a déale byly zahrnuty dvé modifikace, a to oxidace
methioninu a acetylace N-termindlniho proteinu. Data byla vyhodnocena pomoci

vicefaktorové ANOVA softwarem Perseus na hladiné vyznamnosti 0,05.

4.2.2. Gelova proteomicka analyza a identifikace proteinii hmotnostni spektrometrii

Z gelovych proteomickych metod byla vtéto praci vyuzita 2-DE s naslednou
hmotnostni spektrometrii a modifikace 2-DE oznacovana jako 2-D DIGE, kdy se proteinové
vzorky zna¢i fluorescenénim barvivem CyDyes ™. Vzhledem k uZiti aZ i barviv CyDyes je
mozné nandset na jeden gel dva rizné vzorky a k tomu navic jest€¢ smésny vzorek (Vitdmvas
et al. 2010). Dvourozmérna elektroforéza je separacni metoda, které se sklada ze dvou krok.
Prvnim krokem je izoelektrickd fokusace, kterd je zalozend na déleni proteini podle
elektrického naboje. Druhym krokem je SDS-PAGE, kdy jsou proteiny separovany ve sméru
kolmém na prvni rozmér a jsou separovany na zakladné velikosti (Dent & Walton 1997).
Kombinace téchto dvou metod umoziiuje zvySeni rozliSeni komplexnich proteinovych smési
(O'Farrell 1975).

Lyofilizované proteinové vzorky byly pfimo pouzity pro prvni rozmér dvourozmérné
elektroforézy, tedy pro isoelektrickou fokusaci (IEF). Vzorky byly rozpustény v daném
objemu rehydrataéniho pufru DeStreak™ (0,2%, pI 3-10 nebo pI 4-7; 17-6003-19,
Bio-Scienes, Svédsko) na pozadovanou koncentraci a poté byly naneseny na 7 cm nebo 13 cm
keramické holdery (80-6417-25, Bio-Scienes, Svédsko). K takto pfipravenym vzorkim byly
naneseny IPG stripy, separace probéhla v pfistroji Ettan IPG Phor 3 s kontrolnim softwarem
Ettan IP Gphor3, version 1,2 (Bio-Scienes, Spojené staty). Po probéhnuti prvniho rozméru
byly stripy ekvilibrovany v ekvilibraénim roztoku (6M urea, 2% SDS, 0,05M Tris-HCI
pH=8,8, 20% glycerol) obsahujicim dithiotreitol (100 mg/10 ml; 43817, Sigma-Aldrich) po
dobu 15 min. Dithiotreitol funguje jako redukcni ¢inidlo thiolovych skupin. Nésledné byl
piidan iodacetamid (57670, Fluka, Spojené staty) fungujici jako alkylacni Cinidlo pro
cysteinové zbytky a ekvilibrace probihala dalSich 15 min (Peiren et al. 2005; Erban et al.
2014). Nasledovalo déleni proteini ve druhém rozméru. Separace proteinli ve druhém
rozméru je dle jejich velikosti. Ptipravené stripy po isoelektrofokusaci byly umistény na

14% polyakrylamidovy gel (PAGE) s pfidavkem dodecylsulfatu sodného (SDS) a fixovany
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pomoci 1% agardzy (A7431, Sigma-Aldrich). Elektroforéza probihala v zatizeni SE 600 Ruby
(Hoefer, Spojené staty) v tris-glycinovém uspofadiani a byla provddéna za soustavného
chlazeni pii konstantnim napéti 77V po dobu asi 30 min, poté bylo napéti zvySeno na
piiblizné¢ 300 V. Po ukonCeni druhého rozméru elektroforézy byly gely pievedeny do
fixacniho roztoku (40% metanol a 10% kyselina octovd) a nasledné vizualizovany barvenim
pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250 (Phastgel Blue R, Bio Scienes, Svédsko) (Peiren et
al. 2005; Erban et al. 2014). Po ptiblizné 60 min tfepani byly gely piemistény do
odbarvovaciho roztoku, ktery je pro tento typ elektroforézy totozny s fixacnim roztokem.
Takto ziskané gely byly dokumentovany na zafizeni G:BOX EXTENDED (SYNGENE,
Spojené kralovstvi) za pouziti zdroje bilého svétla a UV:06 filtru. Nésledovalo méteni
hmotnostnim spektrometrem 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, Spojené staty) (Erban
etal. 2013).

Pro 2D-DIGE analyzu byly pouzity stejné lyofilizované vzorky jako pro klasickou
dvourozmérnou elektroforézu. Tato modifikace dvourozmérné gelové elektroforézy vyuziva
a7 tii fluorescenéni barviva CyDyes™ (Cy2, Cy3, Cy5) (GE Healthcare, Spojené kralovstvi).
Proteinové vzorky byly pted barvenim rozpustény v lyza¢nim pufru (30mM Tris, 7M urea,
2M thiourea, 4% CHAPS) na koncentraci 5 pg/pl. Pro uspéSné navazani CyDye barviv na
vzorek by mélo byt pH vzorku okolo 8,5. CyDyes™ barviva byla nejprve rozpusténa
v dimethylformamidu na koncentraci 0,4 mM (Sigma-Aldrich, Némecko) a nasledné pfidana
k 10 pg rozpusténych vzorka. Po 30 minutidch barveni se inaktivovalo nenavdzané barvivo
10mM lysinem (L-Lysine monohydrochloride, Sigma-Aldrich, Némecko). Takto piipravené
vzorky byly naneseny na IPG stripy (Vitamvas et al. 2010). Nasledna isoelektrofokusace ani
druhy rozmér elektroforézy se neliSil od klasické dvourozmémé elektroforézy. LiSila se
nasledna detekce separovanych proteinti, ke které¢ byl vtomto piipadé vyuzit laserovy
fluorescencni scanner Molecular Imager PharosFX Plus (Biorad, Spojené staty). Analyza
vysledkl probihala softwarem PDQuest (Biorad) nebo Dymension3 (Syngene).

2D-DIGE analyzou byly vytipovany spoty, které byly nasledné z obarvenych gelt
z 2D-E separovany. Separované ,,spoty” mély primér okolo 0,5-1 mm a ptedstavovaly
jednotlivé proteiny ¢i isoformy daného proteinu. Spoty byly vloZzeny do zkumavek typu
eppendorf (Protein LoBind Tube 0,5 ml, Spojené staty) a po zpracovani byla provedena
identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Spojené staty). Pfed samotnou analyzou bylo ze spotl odstranéno
barvivo Coomassie promytim 100 pul 50mM amonium bikarbonatu (ABC) rozpusSténého

v 50 % acetonitrilu s 50mM DTT. Vzorky byly néasledné sonikovany po dobu 5 minut. Pro
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odstranéni IAA byly vzorky promyty roztokem ABC/ACN/DTT o stejné koncentraci. Po
odstranéni supernatantu byly vzorky sonikovany 5 minut v 100 ul HPLC/MS vodé¢ a nasledné
5 minut v 100 ul ACN. Vzorky byly ponechany 2 minuty v otevienych eppendorfkach pro
uplné odstranéni roztoku evaporaci. Poté byly vzorky Stépeny 5 mg trypsinu rozpusSténé¢ho
v 10 ul 50mM ABC a inkubovany pfi teploté 37 °C ptes noc. Tryptické §tépy byly eluovany
pomoci ultrazvukové 1azné po pfidani 0,5 pl 3% kyseliny trifluoroctové rozpusténé v ACN.
Vzorky byly sonikovany po dobu 10 minut a poté nanaSeny v objemu 0,5 pl na MALDI
desticku. Po zaschnuti byly prevrstveny 0,5 pl matrice CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid, Sigma-Aldrich, Némecko) a méfeny hmotnostnim spektrometrem v rozmezi
700-4000 m/z. Métend molekula je v MALDI umisténa v matrici organickych molekul a
nasledn¢ ozarena zableskem laseru Nd:YAG laser (355 nm, 200 Hz), vzniknou kladn¢ nabité
ionty, které jsou nasmeérovany do hmotnostniho spektrometru. Vysledkem jsou spektra, ktera
byla porovnana s databdzi NCBI (National Center for Biotechnology Information) pomoci
programu Mascot v 2.2 (Matrix Science, Spojené staty). Vzorky byly analyzovany

v Laboratofi hmotnostni spektrometrie na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze.

4.2.3. Analyza pesticidu

Analyza pesticidi pomoci UHPLC-MS/MS byla provedena za pouziti ultrati¢inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s XEVO TQ-S trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim
spektrometrem QqQ (Waters, Milford, Spojené staty). Této analyze byly podrobeny vzorky
pudy a fepky z experimentu 2, véely z ndhodnych a cilenych otrav z experimentu 3 a 4 a Cast
vzorkil z experimentu 5. Chromatografickd separace pesticidii a pyrethroidii byla provedena
na analytické kolon¢ BEH C18 (100mm x 2,1mm x 1,7um, Waters, Spojené staty), ktera byla
chranéna piedkolonou Vanguard BEH CI8 (5,0mm x 2,Imm x 1,7um, Waters, Spojené
staty). V pribchu analyzy byla udrzovana teplota kolony na konstantnich 40°C. Jako mobilni
faze byl vyuzit SmM octan amonny a methanol pfi prutokové rychlosti 0,40 ml/min za pouziti
eluéniho gradientu. Analyza kvarternich amoniovych soli byla provedena na
chromatografické kolon¢ Kinetex HILIC (100mm x 2,1mm x 1,7 pm, Phenomenex). Teplota
kolony byla nastavena na 30°C. Separace probihala v isokratickém moddu s mobilni fazi
150mM mravenc¢an amonny pH 3,7 a acetonitril pti priutoku 0,5 ml/min. Vzorky o objemu
5 ul byly injekéné aplikovany do UHPLC systému. lonizace elektrosprejem byla provadéna
v pozitivnim moddu. Nastaveni hmotnostniho spektrometru (napéti na kapilafe, desolvatacni

teplota, priitok desolvata¢niho plynu) bylo optimalizovano pro jednotlivé metody. Ptistroj byl
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ovladdn pomoci softwaru MassLynx (v. 4.1, Waters) a k vyhodnocovani dat byl vyuzit
software TargetLynx (v. 4.1, Waters).

Pro kazdou slouceninu byly sledovany dva MRM ptechody pro potvrzeni pfitomnosti
stanovované latky. Za pozitivni byl povazovan takovy vysledek, kdy pomér mezi prechody
pro analyt ve vzorku odpovidal poméru prechodii ve standardu. Kvantifikace byla provadéna
metodou vnéjSiho standardu s korekci na vytéZznost extrakénich isotopicky znacenych

standardq.
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5.1. Experiment 1. Vliv rozto¢e Varroa destructor a viru deformovanych kridel na
zmény proteomu Apis mellifera.

5.1.1. Gelova analyza 2-D DIGE s naslednou identifikaci hmotnostni spektrometrii.
Gelovou analyzou byly ve vzorcich vcéel nejvyznamnéj$i kvantitativni zmény
pozorovany u hexamerinli. Jednd se o zdsobni proteiny, které slouzi jako zdroj energie
a aminokyselin predevSim v obdobi, kdy vcely nepfijimaji potravu. U vcel byly
identifikovany Ctyfi hexameriny oznacované jako 70a, 70b, 70c a 110 (Erban et al. 2016a).
Néam se touto metodou podatilo vizualizovat pouze hexamerin 70a a 110, viz obrazek 7.
Hexamerin 70a byl ve vSech testovanych vzorcich konstantni, coz znaci, ze nebyl parazitaci
roztoCem a virem DWV ovlivnén. Parazitace roztoCem V. destructor zvySuje zastoupeni
hexamerinu 110. Vyhodou této analyzy je moznost analyzovat isoformy jednotlivych

hexamerinu.

Obrazek 7. Zmény hexamerinu 70a a 110 u jednotlivych typa vzorkl. Vyiezy z 2-D DIGE.

- > e - - < 110
e . . - o—.:-':.; . —-——.:-—r"‘— 70a
KON DWV DWV_VD VD

Legenda: KON — kontrolni véela, DWV — vcela se symptomy DWV, DWV_VD - v¢ela
parazitovana rozto¢em se symptomy DWV, VD - v¢ela parazitovana roztocem.

5.1.2. Bezgelova analyza nanoLC-MS/MS
Po filtraci relativnich kvantitativnich proteomickych dat hodnocenych v software
Perseus bylo pro dal§i hodnoceni zafazeno 2316 proteinovych zdznamu. Byl pocitan pocet

roztocu, ktefi se nachazeli na kazdé vcele, a bylo také testovano, zda pocet roztoct mtize byt
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vyznamnym faktorem ovlivilujici zmény proteomu. NaSe testovani neodhalilo vyznamné
rozdily.

Zména proteomu u vcel byla studovana pomoci redundanc¢ni analyzy (RDA), viz
obrazek 8 a klastrové analyzy s heatmapou, viz obrazek 9. Tyto analyzy prokazaly rozdily
mezi celkovymi proteomy u vSech Ctyt testovanych variant. Rizné polohy variant DWV
aDWV_VD v biplotu RDA naznacuji riizné ucinky roztol a viri na proteom, ackoliv
analyzované vcely byly vizueln€ podobné. Umisténi KON, VD, DWV_VD ve stejném sméru
a DWV oddélené od nich naznacuje, ze rozto¢ Varroa mél na zmény proteomu vétsi vliv nez
DWYV, viz obrazek 8. Hierarchické seskupeni ve sloupcich klastrové analyzy podporuje tyto
vysledky z RDA, viz obrazek 9. Podle vysledki se dale jevi, ze u€inek parazitace roztocem je
aditivni v pfipad¢, ze Varroa parazituje na deformované vcele, protoze posun DWV_VD od

KON je piiblizn€ dvakrat vétsi nez posun samotného VD.

Obrazek 8. Redundanc¢ni analyza (RDA) proteomickych dat ukazuje rozdily zplisobené
parazitaci roztoCem Varroa (VD), virem deformovanych kiidel (DWV) a jejich interakci
(DWV _VD) vzhledem ke kontrolnim vcelam (KON). Hladina vyznamnosti RDAI1 je
65,83% a RDA2 23,83%.
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Obrazek 9. Teplotni mapa, kterd vizualizuje rozdily proteomu u ¢tyf testovanych variant.
Obrazek ukazuje, ze zmény proteomu u varianty DWV_VD byly ve srovnani s KON
rozdilngj$i nezu DWV a VD.

-1 0 1

Vzhledem k tomu, Ze vliv patogenil a parazitl je spojen se zménami imunitniho systému
hostitele, byly zkoumany proteiny, u kterych je prokdzana role v obrané vcel proti viriim.
V NCBI bylo srovnanim s diivéjsim review (Brutscher et al. 2015) identifikovano 9 proteint,
z nichz 5 vykazovalo v nasem porovnani vyznamné zmény. Ostatni sekvence byly z databazi
procesovanim vyfazeny, a proto jsme je nehodnotili. Dale byly ze seznamu identifikovanych
proteinti vybrany dalsi dilezité proteiny souvisejici s imunitou a v fad€ z nich byly zjiStény
zmény. Jednalo se o proteiny zapojené do rGznych imunitnich cest jako je JAK/STAT,
MAPK, JNK, Toll, LLRs, NF-kB ¢i RIG-I. Vzhledem k tomu, ze Varroa do jisté miry
potlacuje zmény proteomu indukované DWV, jak je zndzornéno na obrazku 10, naznacuje to,
ze rozto¢ potlacuje mechanismy, které za normalnich okolnosti usnadiuji infekci DWV.

V signalizaci NF-kB a JAK/STAT tim dochazi k opa¢nym ac¢inkiim.
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Obrazek 10. Zjednodusené schématické znazornéni postizenych cest u lihnoucich se
mladusek, v disledku interakce roztoce Varroa a DWV.
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5.2.Experiment 2. Distribuce imidaklopridu, imidakloprid-olefinu a imidakloprid-
urey v zelenych ¢astech a v korenech repky olejky (Brassica napus)

V tomto experimentu byla sledovéana distribucie imidaklopridu a jeho degradacnich
produktii imidakloprid-olefinu a imidakloprid-urey z pidy pies kofenovy systém az do
zelenych casti rostliny. Imidakloprid-urea je primarni metabolit imidaklopridu v pudé,
zatimco 1imidakloprid-olefin je hlavnim rostlinnym metabolitem. Pied samotnym
experimentem byl zméfen zasobni roztok imidaklopridu, ktery obsahoval 5289 npg/ml
imidaklopridu a 5,38 pg/ml imidakloprid-urey. Imidakloprid-olefin nebyl detekovan. Ze
ziskanych hodnot byl vypocten molarni pomér mezi imidaklopridem a imidakloprid-ureou,
ktery c¢inil 81,44. Tento pomér jsme povazovali za pocatecni stav v dob¢ aplikace
imidaklopridu do pidy. V kofenech byla zjiSténa pfitomnost mateiské slouceniny
imidaklopridu a imidakloprid-urey, zatimco v zelenych castech rostlin byla navic zjiSténa

pfitomnost imidakloprid-olefinu, viz tabulku 5.
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Tabulka 5. Molarni poméry (n/n) imidaklopridu a jeho dvou metabolitti imidakloprid-urey
a imidakloprid-olefinu v zeminé, kotfenech a zelenych Castech fepky olejky 4 tydny po
aplikaci imidaklopridu do substratu. Molarni poméry pro slouceniny byly vypocitany
samostatné v kazdé LC-MS/MS analyze a data byla poté zprimerovana.

Typ vzorku | Pocate¢ni koncentrace Imidakloprid / Imidakloprid /
imidaklopridu v zeminé | imidakloprid-urea | imidakloprid-olefin
zelené Casti 250 pgkg 10,59 +£2,48 2,24 +0,48
2500 pg/kg 11,94 +0,88 1,47 +£0,28
koten 250 ng/kg 22,19 +£9,97 nedetekovano
2500 pg/kg 30,41 + 3,78 nedetekovano
zemina 250 ng/kg 35,06 + 8,06 nedetekovano
2500 pg/kg 30,41 £6,05 264,69 + 67,50

5.3. Experiment 3. Pripady akutnich otrav vcel

Ve vzorcich odebranych v ramci podezieni z otravy vcel bylo celkové identifikovano
23 pesticidi a 2 metabolity, viz tabulku 6. Obsah jednotlivych pesticidi ve vcelach, v pylu
z plodového pléastu (perga) a v rostlinné matrici se u jednotlivych lokalit vyznamné lisil.
Nejvyznamnéj§imi detekovanymi pesticidy z pohledu velmi vysoké toxicity byl organofosfat
chlorpyrifos a z kvantitativniho hlediska neonikotinoid thiakloprid. Dal§imi vyznamnymi
detekovanymi pesticidy byly pyretroidy deltametrin a cypermetrin a neonikotinoid
imidakloprid z hlediska vysoké toxicity a fungicidy azoxystrobin, prochloraz a tebukonazol
z kvantitativniho hlediska.

Tabulka 6. Piehled pesticidii detekovanych ve vzorcich véel, pylu z plodového pléstu
(perga) a rostlin podezielych z otravy vcel.

Pesticid Typ Toxicita Véely | Perga | Rostlina
6-chloronikotinové kyselina | I-metab. netoxicky X — —
acetamiprid I mirné toxicky X X X
azoxystrobin F netoxicky X X X
boskalid F netoxicky X X X
chlorpyrifos | vysoce toxicky X X X
klomazon H mirn¢ toxicky — X —
klothianidin I vysoce toxicky X —
cyprokonazol F netoxicky X X
dimoxystrobin F stfedné toxicky X X —
epoxikonazol F sttedn¢ toxicky — X
imidakloprid I vysoce toxicky X
isoproturon H netoxicky X X —
kresoxim-methyl F mirné toxicky X — —
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metazachlor H sttedn¢ toxicky — X —
methiokarb sulfoxid I-metab. nezjisténo — —
prochloraz F mirné toxicky X X
pyrimethanil F mirné toxicky — X —
tebukonazol F sttedné toxicky X X X
thiakloprid I mirn¢ toxicky X X X
thiametoxam I vysoce toxicky X X X
cypermetrin I vysoce toxicky X — X
deltametrin I vysoce toxicky X — X
tau-fluvalinat I sttedné toxicky X X
chlormekvat G stfedné toxicky X X
mepikvat G netoxicky X X

Legenda: I — insekticid, F — fungicid, H — herbicid, G — regulator riistu

vvvvvv

a jejich vztah ke zdroji otravy. Chlorpyrifos, cypermetrin, deltametrin a imidakloprid jsou

klasifikovany pro vcely jako vysoce toxické, zatimco prochloraz a thiakloprid jsou mirné

toxické a chlormekvat je netoxicky.

4

akutni akutni
, oralni | kontaktni . f e, ulové .
.. akutni . . . . . mrtvé/umirajici « pyl rostlina
Pesticid toxicita toxicita toxicita lokalita véelv no/véelu véely o/ o/
LD50 LD50 yng ng/véelu | "&'8 e
ng/véelu | ng/véelu
Panosi Ujezd 0,2-2,8 0,7 29,0 0,9-5,7
vysoce Libodfice 146,1-289.,4 1,3-226,1 1,9 3,9
chlorpyrifos . 240-360 59-72 -
toxicky Chrudim 12,1 NM NM NM
Stati 1,8 0,1 1,7 n.d.
mirne Panosi Ujezd 58,7-227,7 3,2 179,8 ﬁgfo
prochloraz toxiclf, 684030 | 14890 [
Y O el 1,0-294,2 13-15 [1,0-7,2] 59,6-2156
. . mirné 17 320- A, 301,5-2
thiakloprid toxicky 27885 38820 Panosi Ujezd 76,8-217,8 1,4 9,6 316
. vysoce S,
deltametrin o 79 34-50 Panosi Ujezd 5,9-16,4 0.3 nd. |99,4-1614
toxicky
Libodfice 57,1-86,3 90,7 n.d. 49,8
cypermetrin vysoce 64 34 Rohovladova 79.0-
toxicky s 13,6-16,8 n.d. n.d. y
Béla 104,2
. . vysoce Rohovladova
imidakloprid . 3,7 81 “1s 43-53 n.d. n.d. 0,6-1,7
toxicky B¢éla
chlormekvat | netoxicky | >111500 | > 100000 Steti 0,3 0,3 23,0 1.7
letecky
2 608
traktorem

Legenda: NM = nem¢teno, n.d. = nedetekovano
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V kontrolnich vzorcich bylo identifikovano 17 sloucenin, a to 16 pesticidii a metabolit

methiokarbsulfoxid. Ve vSech vzorcich véel ve vSech tfech lokalitach byla detekovana velmi

nizka hladina pesticidd, viz tabulku 8.

Tabulka 8. Tii lokality, které byly povazovany za kontrolu, protoZze u nich nebyly
pozorovany piiznaky otravy vcel.

akutni akutni
, oralni kontaktni ulové .
. akutni . . . . . « perga rostlina
pesticid toxicita toxicita toxicita | lokalita véely e/ e/
LD50 LD50 ng/bee g'e &'t
ng/bee ng/bee
LiSnice n.d. n.d. n.d.
acetamiprid mime 14 000 8000 | Ruzyné nd. | 031-0,35
toxicky Ticha
Sarka |0,01-0,04 |0,14-0,87 X
Lisnice | 0,21-0,24 | 83,7-122.5| 90,4
azoxystrobin | netoxicky | 25000 | 200000 | Ruzyné | nd | 048050 | «x
Tichd 1, 00,05 | 13328
Sarka X
LiSnice n.d. 0,32-0,67 n.d.
boskalid | netoxicky | 166000 | 200000 RT“_Zf}é 006 | 18-21 X
1cha
Sarka n.d. 1,3-32,8 X
Lisnice | 0,07-0,68 | 24,7-84,8 49
chlorpyrifos | °°°° | 240-360 | 59-72 | Ruzyn® | 0.06:0.08 | 68187 | x
toxicky Ticha
Sarka | 0,04-0,06 | 2,0-17,6 X
Lisnice | 0,03-0,04 n.d. 1,6
Klothianidin | Y30 4 44 Ruzyné | nd n.d. X
toxicky Tich4 d d
§érka n.da. n.da. X
LiSnice n.d. 2,3 2,0
cyprokonazol | netoxicky | >100000 | >100 000 _Ruzyné | nd 0.9-1,5 X
TIChé n.d n.d
Sarka hn hn X
LiSnice n.d. 1,3 n.d.
dimoxystrobin | 129 | 579400 | >100 000 | _Ruzn€ | 0.03-021 | 5.0-5.2 X
toxicky Ticha
%z n.d. 0,5-4,0 X
Sarka
LiSnice n.d. 0,09-0,28 n.d.
isoproturon | netoxicky | 195000 | 200000 | Ruzyné | nd. | 0.04-0.12 | X
Ticha nd 0,32
Sarka ¢ : X
LiSnice n.d. n.d. n.d.
methlok.arb nezjisténo nezjisténo | nezjisténo Ruzyné | 0,05-0,36 nd. X
sulfoxid Ticha
& . n.d. n.d. X
Sarka
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LiSnice n.d. 0,5 0,2
pethoxamid | netoxicky | >200000 | >200000 | Ruzyné | nd. n.d X
Ticha
Sarka n.d. n.d. X
LiSnice n.d. n.d. n.d.
pyrimethanil ml.rne’ ~100 000 | >100 000 Ruzyné | 0,04-2,12 0,5-1,4 X
toxicky Ticha
Sarka n.d. n.d. X
v 146,5-
s LiSnice 0,7-1,3 4955 1652,9
tebukonazol tsoflcg 83000 | 200000 | Ruzyné | 0,03-0,04 | 3,1-8,0 X
;ﬂg 0,02-0,03 | 0,5-2,6 X
LiSnice 2,0-2,1 32,9-241,8 85,2
. . mirné 17 320 - Ruzyné 1,4-2,6 1,8-5,0 X
thiakloprid toxicky 27 885 38,820 Toohd
Sérka | 0,1-12 | 1,7-104 X
Lisnice n.d. n.d. n.d.
thiamethoxam Vygocc? 5 24 Ruzyné n.d. n.d. X
toxicky Ticha
Sarka 0,01 0,08-0,60 X
LiSnice n.d. n.d. 3,2
cypermetrin vysoce 64 34 Ruzyné n.d. n.d. X
toxicky Ticha
4rka n.d. n.d. X
LiSnice n.d. 2,4-15.8 29,5
deltametrin vysoce 79 34-50 Ruzyné n.d. n.d. X
toxicky Ticha
arka n.d. n.d. X
LiSnice 0,01 2,3-2,5 n.d.
tau-fluvalinat | ST | 45000 | 700 | Rummé | 002 nd x
toxicky Ticha
Sarka n.d. 0,8-2,1 X

Legenda: n.d. = nedetekovéano

5.4. Experiment 4. Vliv chronické expozice

¢melaka zemniho.

neonikotinoidu imidaklopridu na

Vysledky analyzy tél ¢melakii metodou UHPLC-MS/MS ukéazaly pfitomnost pouze

dvou sloucenin, a to imidaklopridu v mnozstvi 0,57 + 0,22 ng/g a imidakloprid-olefinu

VvV mnozstvi

1,95 £ 043 ng/g. Metabolit imidakloprid-urea nebyl pfitomen. Hladina

nebezpecného metabolitu imidakloprid-olefinu byla 3,4krat vySsi nez hladina imidaklopridu.

Kvantitativni proteomika hlav ¢melacich délnic bezgelovou analyzou nanoLC-MS/MS

umoznila kvantitativni porovnani 2883 proteinli, znich 206 bylo vyznamné ovlivnéno

oSetfenim imidaklopridem. Dal$i analyzou a vyuzitim genové databaze KEGG bylo zjisténo,
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ze tada vysoce down regulovanych markert je Cleny biosyntetické cesty terpenoida. Pii
konkrétnéjSim zkoumdni bylo zjisténo, ze byly vyznamné snizeny markery, které patii do
mevalonatové drahy, jez produkuje isopentenylpyrofosfat nebo dimethylallylpyrofosfat jako
kone¢ny produkt z acetyl-CoA, ¢imz byla potlaCena biosyntéza pateini kostry terpenoida
a metabolismus mastnych kyselin. Blokace mevalondtové cesty ma piimou souvislost se

syntézou hormond a membranovych proteint.

5.5. Experiment 5. Rizené otravy v&el — Hodnoceni vlivu xenobiotik na véely
v pribéhu ontogeneze.

Vysledky za rok 2015 ukazuji, ze v pifipadé kontroly nebyly v zadnych vzorcich
detekovany ucinné latky POR. V piipad¢ imidaklopridu bylo zjisténo, Ze vzorky ulovych vcel
vykazovaly fadoveé vyssi koncentraci imidaklopridu nez odebrané mrtvé vcely. U ulovych
véel byly rovnéz ve vSech vzorcich detekovany degradacni produkty imidaklopridu, a to
imidakloprid-urea a imidakloprid-olefin v nizkych koncentracich. V ptipad¢ deltametrinu byla
v mrtvych vcelach detekovana nekolikanasobné vyssi koncentrace této latky nez ve vzorcich
ulovych véel. V piipad€ kresoxim-methylu byla naméfena velmi vysokéa koncentrace ve vSech
vzorcich véel. V zadném vzorku lihnoucich se véel (mladusek) ani kukel ve stadiu ¢ervené oci
nebyla detekovana ptitomnost G¢innych latek, kromé vzorki vystavenych kresoxim-methylu,
kde byly jak u mladusek, tak u kukel detekovany nizké koncentrace. Data ziskand z tohoto
experimentu byla pouzita pro realizaci certifikované metodiky. Vysledky budou déle

zpracovavany, vyhodnocovany a pozdéji publikovany.
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6. DISKUZE

Vyznam vcéely medonosné z pohledu dulezitého opylovace i poskytovatele celé fady
produktd je nepopiratelny. V této souvislosti, ale nesmime opomenout ani dal§i zastupce
nadceledi Apoidea, a to véely samotarky a ¢melaky. V literatute 1ze dohledat velké mnozstvi
publikaci zabyvajicich se ztratami vcel, které mtizeme v poslednich letech pozorovat po celém
svété. Je velmi obtizné urcit jeden konkrétni faktor, ktery by mohl byt zodpovédny za tyto
ztraty, nebot’ na ztratdich vcel se podili celd tada faktorti (Bacandritsos et al. 2010;
Simon-Delso et al. 2014). Proto je dilezité tyto ztraty dale studovat a hledat souvislosti mezi
riznymi faktory. Zatimco u vcely medonosné se mizeme setkat s periodickymi uhyny,
v pfipadé samotafek a ¢meldkl je na misté¢ podtrhnout mizeni urcitych druh. To mize byt
zpusobeno nejen uzivanim pesticidii a nemocemi, ale také zménou podnebi a dalSimi faktory
(Condamine & Hines 2015). Vcela medonosna a ¢meldk zemni patii mezi socidlni hmyz,
a tak distribuce ptipadného pesticidu v tomto spolecenstvi probihd jinym zplsobem neZz
u samotatrek. V pfipad€, ze si samotafka pfinese kontaminovanou potravu, je touto
kontaminaci ovlivnéno potomstvo pouze jednoho jedince. U socidlniho hmyzu jsou to
desetitisice jedinct u vcel a desitky az stovky jedincti u ¢melakti. Odbér vzorkl pfi analyzach
v takovychto pokusech neni vzdy snadny, stdle musime mit na mysli to, ze se jednd o zivy,
propracovany systém, ktery ne vzdy funguje podle toho, jak bychom si pfedstavovali. Aby
bylo mozné mezi sebou jednotlivé vzorky porovnavat, je vhodné vzdy analyzovat jednotliva
vyvojova stadia, kterd lze snadno identifikovat, jako je vajicko (Fang & Li 2010), larva
(Gregorc et al. 2012), kukla ve stadiu cervenych o¢i (Erban et al. 2014) ¢i Cerstvé se lihnouci
mladuska (Erban et al. 2016b). Ikdyz se vzorky pro tyto analyzy vétSinou odebiraji v terénu,
je potieba zajistit alespont zakladni podminky odbéru, aby nedochazelo ke znehodnocovani
materidlu. Jedna se pfedevSim o manipulaci se vzorky ¢istymi pomuckami, uskladnéni vzorka
v Cistych nadobach a za stadlého chlazeni, aby béhem transportu ¢i zpracovani vzorka
nedochéazelo k jejich degradaci. Jednotlivi zastupci ndm také nabizeji rizné moZznosti pii
provadénych experimentech. U vcely medonosné je vyhodou, ze kolonie obsahuje mnoho
jedinct, a tak vétSinou nebyva problém s nedostatkem vzorki. Oproti tomu u ¢melaka je ve
srovnani se vc€elou medonosnou mensi pocet jedinci, ale kolonie jsou vhodnéjsi pro
samotarkami.

V experimentu 1 byl sledovan vliv roztoCe V. destructor a DWV na zmény v proteomu
veely medonosné s vyuzitim dvou metod. S vyuzitim gelové analyzy s naslednou hmotnostni

detekci byly sledovany zmény hexamerinu 70a a 110. Hexameriny jsou hlavni proteiny
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vyuzivané pii metamorfoze vcel z larvy na dospélého jedince (Erban et al. 2016a). Vysledky
jako celek jsou ptekvapivé v tom smyslu, ze neodpovidaji ptivodnimu ptedpokladu, ze
parazitace roztocem V. destructor snizuje zastoupeni zadsobnich proteini tim, Ze rozto¢ véeldm
odebira ziviny s hemolymfou (Bowen-Walker & Gunn 2001; Erban et al. 2016a). Naopak,
pravdépodobné vlivem parazitace roztocem dochazi ke stimulaci exprese nekterych z téchto
zasobnich proteind. Druhd zvolend metoda bezgelova analyza nanoLC-MS/MS poskytla
komplexnéjsi vysledky. Je zifejmé, Ze ptfitomnost roztoe Varroa a klinického projevu DWV
zpusobuje zmény v proteomu vcel. V piipadé hexamerinli byly ¢aste¢né potvrzeny vysledky
ziskané gelovou analyzou. Byla zjiS§téna vyznamnd up-regulace hexamerinu 70c a 110 spojena
s parasitismem Varroa 1 kombinaci Varroa a DWV. Opacnd situace byla zjiSténa
u hexamerinu 70b, ktery byl down-regulovan v pfitomnosti Varroa a DWV. Navic byla
pozorovana down-regulace u hexamerinu 110 ve varianté¢ s DWV. Jediny rozdil v porovnani
s gelovou analyzou byl pozorovan u hexamerinu 70a, ktery byl v pfipadé bezgelové analyzy
ve vSech testovanych variantach témét konstantni. To potvrzuje predpoklad, Ze hexamerin 70a
neni zasobnim proteinem pouzivanym béhem metamorfézy, ale mize spiSe fungovat jako
transportni protein (Erban et al. 2016a). Z vysledkii vyplyva, ze protichidné zmény ve
skladovani hexamerinii 70b, 70c a 110 zpisobené infekci DWV a parazitaci Varroa vedly
k zesileni ucinku parazitace Varroa. Podle ziskanych vysledkt se jevi, Ze interakce DWV
a Varroa v souvislosti s vlivem na hostitele je zalozena na kooperaci a kompetici, coz je do
jisté miry v souladu s interakci klisté-hostitel-patogen (de la Fuente et al. 2016). Kromé& zmén
v zasobnich proteinech je vliv patogent a paraziti spojen se zménami imunitniho systému
hostitele, proto zkouméni imunitnich mechanismi je klicem k vyzkumu a pochopeni tohoto
tématu. Analyza konkrétnich markert, jeZ byly srovnany s markery ve studii Xie et al. (2003)
ukazaly, Ze sliny roztoCe Varroa by mély obsahovat latky, které zpiisobuji naruseni hojeni
ran. Pravdépodobné se jedna o transkripéni ristovy faktor B1 (TGF-B1) nebo jeho analogy,
¢emuz nasvédcovaly zmény celé fady markerii ve srovnani s jinou studii (Xie et al. 2003).
Vlivem interakce Varroa-véela-DWV je potlacena syntéza eikosanoidl, coz zpusobuje
nadmémou aktivaci drahy TGF-B, a to zhorSuje imunitu hostitele. Vysledky naznacuji, ze
Varroa a DWV soutézi o manipulaci imunitniho systému. Dulezité je, Ze Varroa a DWV maji
protichiidné uc¢inky na aktivaci a potlaceni NF-xkB (nuklearni faktor kappa B), kter¢ DWV
potiebuje pro replikaci. Bylo popséano, ze TGF- B1 je aktivator apoptozy, ktery down-reguluje
NF-kB (Azuma et al. 1999). Ve vSech vySetfovanych vzorcich jsme pozorovali nadmérnou
aktivaci signaliza¢nidrahy JAK/STAT, pfiCemz upregulace této signalizace je kliCovou

vlastnosti antivirové odpovédi u véel (Chen et al. 2014; Brutscher et al. 2015, 2017). Draha
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JAK/STAT je pravdépodobné hyperaktivovana a zpétnovazebni smycka p53-BCL-6 se
z vysledkii jevi prerusend, takze apoptéza indukovanid p53 a drédha JAK/STAT pusobi
soucasn¢. Jesté vetsi problém nastane, pokud do interakce rozto¢ Varroa-véela-DWV zasdhne
navic pesticid. Je prokdzano, Ze neonikotinoidy klothianidin a imidakloprid zvySuji virulenci
DWYV. Klothianidin zaroven snizuje aktivaci NF-kB, a to tim, Ze u bezobratlych zvysSuje
expresi genu pro LRR (leucine-rich repeat) proteiny, které potlacuji tuto signalizacni drahu
(D1 Prisco et al. 2013). Tento vysledek ve své praci potvrdila také Bartova (2020), kdyz ve
svém experimentu prokazala zvysSeni virulence DWV v ptitomnosti imidaklopridu. Zaroven je
mozné, Ze imidakloprid ptsobi stejnym mechanismem jako klothianidin, ktery u vcel snizuje
aktivaci NF-xB. V tomto experimentu bylo dale zjisténo, ze imidakloprid u vcel, které byly
napadeny V. destructor, zpisobil, Zze neprodukovaly antimikrobidlni polypeptid protein
hymenoptaecin, ktery je dilezitou soucasti humoralni imunity vcel (Bartova 2020). Vybrané
markery je vSak potieba dale studovat, ¢imz by tyto hypotézy ziskané z vysokokapacitniho
screeningu mély byt upfesnény.

V experimentu 2 jsme sledovali distribuci imidaklopridu a jeho degradacnich produkti
zpudy do rostliny fepky olejky. Pouzity substrat pro péstovani fepky byl na pocatku
experimentu otestovan na piitomnost imidaklopridu a jeho degrada¢nich produkti, aby
vysledky nebyly ovlivnény jeho neoc¢ekdvanou pritomnosti v kontrolnich vzorcich. Dale byla
zméfena koncentrace imidaklopridu, imidakloprid-urey a imidakloprid-olefinu v pfipraveném
z4dsobnim roztoku. Pfitomnost imidakloprid-urey v zdsobnim roztoku neni piekvapiva,
protoze tento metabolit je primarnim hydrolytickym produktem imidaklopridu (Zheng & Liu
1999; Anhalt et al. 2007). Koncentrace imidaklopridu byly zvoleny tak, aby bylo mozno
sledovat i rezidua malo abundantnich metaboliti. Pfi srovndni molarniho poméru mezi
imidaklopridem a imidakloprid-ureou na pocatku a na konci experimentu se molarni pomér
snizil 2,3krat (pro koncentraci 250 pg/kg) a 2,7krat (pro koncentraci 2500 pg/kg). Ve
sklenikovych podminkach je pfeména imidaklopridu na imidakloprid-ureu v ptidé piiblizné
2,5 za 4 tydny od expozice. Hodnota vyssi nez 2 indikuje, Ze polocas rozpadu imidaklopridu
v puade je krat$i nez 4 tydny a je také krat$i v porovnani s jinymi polnimi studiemi (Scholz &
Spiteller 1992; Rouchaud et al. 1996). Rychla transformace mohla byt ovlivnéna periodickym
zalévanim a relativné vysokou teplotou ve skleniku, coz urychlilo pfeménu a mohlo se jednat
o prostou hydrolyzu. Pifi oSetfeni imidaklopridem o davce 2500 pg/kg jsme detekovali
imidakloprid-olefin v ptidé v rezidudlni koncentraci, ale nedetekovali jsme jej v kofenech.
Predpokladame, Ze na tvorbé imidakloprid-olefinu v piidé se podilely mikroorganismy

(Maetal. 2014). V kofenech jsme detekovali matefskou slouceninu imidakloprid
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1 imidakloprid-ureu, ale nedetekovali jsme imidakloprid-olefin. V zelenych castech tepky
byly detekovany vSechny tfi slouceniny, coz neni pfili§ dobra zprava s ohledem na opylovace.
Ti mohou byt témto latkdm vystaveni pii sbéru pylu nebo nektaru. Tento vysledek se shoduje
s pozdéji provedenym experimentem ve studii Li et al. (2019), ktery prokdzal, ze se
imidakloprid snadnéji koncentruje v rostlinnych pletivech nez v kofenech. Molarni pomér
mezi imidaklopridem a imidakloprid-ureou v kofenu fepky byl podobny jako v pidnim
substratu. Mnozstvi imidakloprid-urey se vSak v zelenych ¢astech rostliny zvysilo vice nez
dvojnasobné. Tento vysledek naznacuje, Zze kotfen piijima imidakloprid 1 imidakloprid-ureu
z pudy a transportuje je prostiednictvim xylému do cilového pletiva listl, kde dochazi diky
fotosyntéze k tvorbé imidakloprid-olefinu. Nebezpeci pro necilové organismy muize spocivat
mateiska slouCenina imidakloprid a pfi jeho znacném vyskytu v rostlinnych pletivech je
zvysené riziko pro opylovace (Seifrtova et al. 2017). Ve starsi studii Westwood et al.(1998)
detekovali imidakloprid v kofenech cukrové fepy po moieni semen. Detekovali vSak pouze
stopové mnozstvi metaboliti, ale nas experiment se 1iSil od tohoto experimentu tim, Ze zemina
byla v naSem piipad¢ rezervoarem imidaklopridu, a Ze v naSem piipadé se zvySoval obsah
imidakloprid-urey. Podobné&j§i postup tomu naSemu zvolili Thurman et al. (2013), kdy
aplikovali imidakloprid na vrchni vrstvu ptidy. Tito autofi vSak nezkoumali kofeny a jako
hlavni metabolit v cibuli detekovali guanidin, 4-hydroxyimidakloprid a pouze stopové
mnozstvi imidakloprid-urey.

V ramci experimentu 3 jsme sledovali realné piipady akutnich otrav vcel vlivem
pesticidii v letech 2015 a 2016. Z vysledkl vyplyva, Ze béhem analyzy bylo detekovano
23 pesticidl a 2 metabolity. Nékteré pesticidy byly detekovany ve vysokych koncentracich,
jiné v nizkém nebo dokonce stopovém mnozstvi. Nicméné subletalni ucinek pesticidii byl
v poslednich letech zdiraznén hned v nékolika studiich (Desneux et al. 2007; Siviter et al.
2018; Tosi & Nieh 2019). Prave subletalni efekt pesticidii byl pfi¢inou, pro¢ byly v roce 2013
v EU zakazéany a tento zakaz byl potvrzen v roce 2018, tii neonikotinoidy (EK 2013; EFSA
2013; EK 2018b,c,d). V testovanych vzorcich byla nalezena Siroka Skala pesticida, jejichz
synergicky u¢inek mize negativné ovlivnit zdravi v¢el (Johnson et al. 2010). Vyssi toxicita
v ramci synergického piisobeni byla prokazana u nékterych insekticidii a fungicidi, kdy se
toxicita neonikotinoidii mize zvysit v kombinaci s fungicidy (David et al. 2016) nebo tankové
smési pyrethroidit a fungicidi vedou k vyssi toxicité¢ (Fletcher & Barnett 2003). Ve Velké
Britanii jsou popsany piipady otrav vcel po aplikaci pyrethroida a fungicidi v fepkovych

polich (Schmuck et al. 2003). V Cesku dohliZi na ochranu véel zakon &. 369/2019 Sb., zakon,
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kterym se méni zdkon ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékaiské péci a o zméné nékterych
souvisejicich zakonti, ve znéni pozdéjSich ptespisi, a dalsi souvisejici zakony. Zakon
definuje, jak maji byt spravné aplikovany POR a postup pii podezieni na otravu vcel vlivem
POR. Zatimco SVS analyzuje pouze mrtvé vcely a podezielou plodinu, my jsme navic
analyzovali 1 v¢ely odebrané z plodového plastu a pyl zplodového plastu. V nékterych
ptipadech jsou ztraty vcel zpisobeny nejen piimou expozici pesticidu, ale také pfitomnosti
pesticidu v kolonii, coz je dilezité pii posuzovani pfi¢in thynu vcel. Obsah pesticidl
zjisténych ve vcelach z plodového plastu povazujeme za velmi dulezity tidaj, protoze mize
naznacit, zda byl pesticid pienasen po celé kolonii, ¢imz mtizeme potvrdit subletalni otravu,
kterd by jinak mohla zGstat skryta. Vzorky pro tuto analyzu byly odebirany v sou¢innosti se
SVS, kterd v letech 2015 a 2016 vySetiovala 16, respektive 10 podezieni na otravu vcel.
V kazdém roce byla u 8 incident prokdzana souvislost mezi thynem vcel a pouzitim POR.
Nase data ukazuji podobnou souvislost, stim rozdilem, Zze SVS vyhodnoti podezieni na
otravu vcel jako otravu vcel pouze v pfipadé, Ze je stejna latka detekovana ve vcelstvu
avplodiné. V nékterych piipadech je ale velmi obtizné zjistit zdroj otravy (podezield
plodina).

Podle zpravy SVS jsou otravy vcel hlaSeny nejcastéji v obdobi, kdy kvete fepka, ktera je
v Cesku nejbézngjsi plodinou (SVS CR 2017). Navic vétsina vzorkd plodin, které jsme
analyzovali pfi podezieni na otravu vcel, byla fepka (pfipadné se jednalo o hoicici). Velmi
dualezité¢ vzhledem k opylovacim je zvazit metodu a cas aplikace POR. V tivahu musime brat
také slozeni jednotlivych smési pesticidli, z divodu mozného synergického ucinku, ktery byl
prokéazan (Pilling et al. 1995; Johnson et al. 2009; Wu et al. 2011). Z tohoto diivodu jsme se
v naSem experimentu nezabyvali pouze pesticidy, které jsou hodnoceny jako vysoce toxickeé
pro vcely, ale ipesticidy pro vcely prakticky netoxickymi. Vysoky obsah chlorpyrifosu
nalezeny v uhynulych vcéelach (146,1-289,4 ng / vCela) naznacuje, ze tento pesticid muze byt
zodpoveédny za thyn vcel v lokalit¢ Libodfice. Uhynulé¢ vcely na dalSich tfech lokalitach
rovnéz obsahovaly zna¢né mnozstvi chlorpyrifosu. Ten byl také detekovan u podezielé
plodiny z lokality Panosi Ujezd a Libodfice, ale nebyl zji§tén u podezielé fepky z lokality
Stéti. Takové porovnani bohuzel nebylo mozné u vzorkd z lokality Chrudim, protoze jsme pro
analyzu méli k dispozici pouze mrtvé vcely. Obsah chlorpyrifosu v nich, Ize ale povazovat za
smrtelny (12,1 ng / v€ela). Obsah chlorpyrifosu v hoicici bilé a v pylu z lokality Libodfice byl
relativné nizky v porovnani s mrtvymi a tlovymi véelami. V tomto piipad¢ tedy neni uplné
jisté, zda odebrana hoicice bila je opravdu zdrojem vysokého obsahu chlorpyrifosu u véel. Je

mozné, ze mrtvé véely byly zasazeny pesticidem pifimo b&hem jeho aplikace, anebo Ze
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zdrojem otravy byla jind plodina. Dulezit¢é pro hodnoceni otravy vcel je, ze v lokalité
Libodfice byl detekovan ve velmi vysokém mnozstvi dalS$i vysoce toxicky insekticid
cypermetrin, a to jak u mrtvych a zivych vcel, tak i u hoi¢ice. U cypermetrinu je tedy zdroj
otravy ziejmy. Na tomto piikladu je ukazano, jak je vyhodnocovani zdroje otravy slozité a co
vSechno je potieba brat v avahu. V lokalit¢ Rohovladova Béla byla u mrtvych vcel nalezena
letalni hladina imidaklopridu (4,2-5,3 ng / vcela) a podeziela plodina fepka mohla byt
moznym zdrojem kontaminace imidaklopridem. Ten vSak nebyl detekovan ani v ulovych
vcelach ani v pylu. Kromé toho byla u mrtvych vcel nalezenych mimo 1l a u podezielé fepky
detekovana vysoka koncentrace cypemetrinu a prochlorazu, zatimco ulové vcely (zZivé
z plodového plastu i mrtvé veely ze spodni ¢asti ulu) obsahovaly nizkou hladinu tohoto
pesticidu. Tento vysledek naznacuje, Ze mrtvé vcely byly otrdveny piimo béhem aplikace
POR na podezielou plodinu. Samotny cypermetrin mohl zptsobit otravu kvili jeho vysoké
akutni toxicité, ale vysledky ukazuji, Ze byl na plodinu pouzit v kombinaci s mirn¢ toxickym
prochlorazem. Bylo popsano, Ze kombinace pyrethroidi a prochlorazu vykazuje synergicky
efekt (Pilling et al. 1995). Koktejl pesticidi detekovany ve vceldch na této lokalité byl
extrémné nebezpecny a mohl zplsobit umrti véel uz snebo bez piidané expozice
imidaklopridu. Dal§i velmi nebezpecnd kombinace pesticidi byla zjiSténa v lokalité
Libodfice, kde byla detekovana ptitomnost vysoce toxického chlorpyrifosu a cypermetrinu,
ato u mrtvych véel i Glovych véel z plodového plastu. V lokalité Panosi Ujezd byla akutni
toxicita zptisobena krom¢ chlorpyrifosu, také deltametrinem, prochlorazem a thiaklopridem.
Obsah deltametrinu (5,9-16,4ng / vcela) v mrtvych véelach indikuje, ze latka samotnd mtze
byt pfi¢inou uhynu véel. Mirné toxicky prochloraz (Pilling et al. 1995) a thiakloprid (Darriet
& Chandre 2013) k tomu mohou pfispét prostiednictvim synergického ucinku. V ptipadé
podezieni na otravu v lokalité Stéti jsme rovnéz dospéli k zajimavymzavéram. Nepodaiilo se
nam identifikovat pesticid, ktery by se shodoval ve vcelach a v podeziel¢ ploding. V této
lokalité vSak bylo podezieni na aplikaci POR dvéma zplsoby, pozemni aplikaci a leteckou
aplikaci. Napftiklad chlorpyrifos byl detekovan u mrtvych véel, v pylu z plodového plastu
1 u ulovych vcel, nezjistili jsme ho vSak v podezielém porostu fepky. Nékteré dalsi pesticidy
byly nalezeny v relativné nizkych koncentracich u vcel, ale nebyla nalezena shoda s pylem
z plodového plastu nebo podezielou plodinou. V tomto piipadé jsme se rozhodli analyzovat
kvaty a zjistili jsme pomérné vysoky obsah (2608 ng /g) chlormekvatu v fepce oSetfené
pozemn¢ (traktorem) a 1,7 ng / g chlormekvatu vtepce po letecké aplikaci. Protoze ve
veelach byla zjisténa velmi nizka koncentrace chlormekvatu (0,3 ng / vcela), tak pole

s vysokym obsahem chlormekvatu nebylo potvrzeno jako zdroj akutni otravy vcel v lokalité
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Stéti. Pro srovnani lokalit s podezfenim na otravu véel jsme analyzovali také vzorky ze tii
lokalit, kde nebylo podezieni na otravu. Jednalo se o lokality Lidnice, Ruzyné a Ticha Sarka.
Ve vzorcich véel i pylu z plodového plastu ze vSech kontrolnich lokalit byla detekovana
relativné nizka hladina pesticidi. Navzdory tomu, ze je lokalita Ruzyné zemédélska,
detekovana hladina pesticidi byla obdobn& nizka jako v lokalit¢ Ticha Sarka, kterd neni
zemédélska. Jak jiz bylo uvedeno diive, mirné pouZzivani pesticidii a dodrzovani zékladnich
podminek jejich aplikace miize vést k nizké hlading pesticidii ve véelach (Erban et al. 2019a).
Z testovanych kontrolnich mist byla relativné vysokd hladina pesticidii zjiSténa v pylu
v lokalité¢ Lisnice. Vzhledem k tomu, Ze jsme odebrali vzorky fepky z lokality Lisnice, byli
jsme schopni porovnat vyskyt pesticidi mezi kolonii a plodinami v blizkém okoli. Vysledky
jasné dokazuji, ze fepka byla vyznamnym zdrojem pesticidli, pfedev§im azoxystrobinu,
tebukonazolu, thiaklopridu, deltametrinu a chlorpyrifosu. Kromé toho byl v ulovych vcelach
z plodového plastu a ve vzorcich fepky detekovan klothianidin. Protoze byly v pylu
z plodového plastu detekovany shodné pesticidy jako v fepce, situace byla vyhodnocena jako
vysoce rizikové, a to prevazné pro vceli potomstvo. Na zavér diskuze vysledkli tohoto
experimentu bych rada uvedla zavéry ohledné pesticidli vysoce toxickych pro vcely. Do této
skupiny patii neonikotinoidy. I pifes jejich omezeni jsme detekovali imidakloprid u vcel,
v pylu z plodového pléstu i v plodiné u vzorki odebranych v roce 2015, zatimco u vzork
z roku 2016 jsme zadny imidakloprid nezjistili. Je pravdépodobné, Ze byl pouzit zbytek POR
obsahujiciho imidakloprid nebo se muze jednat o rezidudlni kontaminaci pudy, protoze
imidakloprid ma polocas rozpadu 1 rok az nékolik let (Miles 1993), 1 kdyz tato data se mohou
vyrazné liSit dle podminek a lokality. Imidakloprid se pievazné nachazel v fadu setin nebo
desetin ng na vcelu, krom¢ lokality Rohovladova Bé¢l4, kde byl detekovan u mrtvych vcel
a véel nalezenych v kiecich v koncentracich 4,2-5,3 ng / vcelu. Imidakloprid byl také
detekovan ve vzorcich fepky z této lokality v rozmezi 0,6-1,7 ng/g. U dvou vzorki fepky byly
dale zjistény klothianidin a thiamethoxam v nizkych koncentracich. Pfesto kombinace téchto
pesticidli mlize predstavovat riziko pro vcely vzhledem k jejich synergickému ucinku. Dalsi
skupinou pesticidii vysoce toxickych pro vcéely jsou pyrethroidy. Zjistili jsme piipady akutni
otravy vcel zpisobené uzivanim pyrethroidi. Ackoliv pyrethroidy nezptsobuji akutni otravu
pii subletdlnich koncentracich, jsou u nich prokézany jiné negativni UCinky. Hlavnim
problémem pyrethroidi je jejich potencidlni synergisticky ucinek s fungicidy aplikovanymi na
kvetouci fepku, coz bylo prokazano ve Velké Britanii (Thompson & Wilkins 2003). Pokud se
vSak pyrethroidy pouzivaji spravné, jsou v pifirod¢ snadno odbouratelné a proto ekologicky

piijatelné. Pyrethroid tau-fluvalindt se pouziva k potlaceni parazitického roztoce Varroa
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uvnitt véelstva (Zhou et al. 2011) a jeho rezidua pfi spravném pouziti predstavuji velmi nizké
riziko pro vcely. Tau-fluvalinat byl detekovan u mnoha vzorkii véel, a to jak u vzorkl
podezielych na otravu véel, tak u referen¢nich vzorka. Jeho obsah byl obvykle v fadu desetin
nebo stovek ng / véelu. ZvySeny obsah tohoto pesticidu byl detekovan u mrtvych vcel
z lokality Hysly, navic byl detekovan i v pylu. Posledni skupinu pfedstavuji vysoce toxické
organofosfaty. Vzhledem k jejich vysoké toxicité pro savce se od téchto latek od druhé
poloviny 90. let zacalo upoustét (Yu 2008). Pozdé&ji bylo zjisténo, ze jsou vysoce toxické i pro
veely, ptaky, ryby a dokonce 1 vodni bezobratl¢ zivoc¢ichy (Rehman et al. 2012). V naSich
vzorcich byl detekovan bézné pouzivany organofosfat chlorpyrifos a byl spojeny s akutni
otravou. Také pfi vySetiovani podezieni na otravu vcel ve Velké Britanii v letech 1994-2003
byla potvrzena otrava chlorpyrifosem, ktery byl aplikovan na rostliny maliniku (Barnett et al.
2007). Vysledky ztohoto experimetu ukazuji, Zze je nutné dale sledovat a zjiStovat vliv
pesticidi na necilové organismy. Zaroven je ale nutné obzvlast v tomto tématu, klast diiraz na
spravnou interpretaci vysledkl a zvazit vSechna pozitiva a negativa v ramci aplikace POR.
Experiment 4, pfi kterém jsme sledovali chronicky subletdlni uc¢inek neonikotinoidu
imidaklopridu na ¢meldka B. terrestris za laboratornich pominek, ndm poskytl dalsi dalezité
informace o tomto pesticidu. Ackoliv se o tomto neonikotinoidu mnoho napsalo, drtiva
vétSina nedavnych studii nezminuje tvorbu nebezpecnych metaboliti. Vyzkum provadény
zacatkem 21. stoleti ukazal, Zze imidakloprid-olefin mtze byt az 10krat toxict¢jsi vici hmyzu
nez imidakloprid (Nauen et al. 1998). Dulezité zjiSténi poskytla studie autorti Suchail et al.
(2001), ktefi prokazali, ze imidakloprid-olefin je pro vcely dvakrat toxiCtéjSi nez
imidakloprid. V nas$i studii jsme v nedavné studii demostrovali tvorbu imidakloprid-olefinu v
pletivech zelenych rostlin a hodnotili jsme toto riziko pro vcely (Seifrtova et al. 2017).
Abychom ziskali kompletni piedstavu o metabolitech, zméfili jsme také dalsi degradacni
produkt, a to imidakloprid-urea, ktera je pro véely méné toxicka (Suchail et al. 2001). Tento
metabolit vSak v naSich vzorcich nebyl detekovan. NaSe vysledky z analyzy ¢melakl jsou
v souladu s ptfedchozimi zavéry, ze imidakloprid-olefin se tvofi ve vceladch (Suchail et al.
2004). Nejdulezitéjsi je vSak informace, ze mnozstvi imidakloprid-olefinu bylo 3,4krat vyssi
nez imidaklopridu. Cmelak tedy v sobé uchovava vysoky podil nebezpedného metabolitu,
¢imz se toxicka latka v podstaté kumuluje. Abychom zjistili dopad expozice subletalniho
ucinku imidaklopridu na fyziologii ¢meldki, vyuzili jsme nejmodernéj$i nanoLC spojenou
s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion. Jak jiz bylo zminéno ve vysledcich, fada
down-regulovanych markert je ¢leny biosyntetické cesty patete terpenoidii. Kromé toho byla

vyrazn¢ snizena farnesylpyrofosfat syntaza, ktera produkuje klicovy isoprenoid
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(2E,6E)-farnesyl-PP C10-C20. Dale bylo sledovano potlaceni dalSich dualezitych cest jako je
degradace a elongace v metabolismu mastnych kyselin, biosyntéza nenasycenych mastnych
kyselin, metabolismus glycerolipidii a syntéza a degradace ketolatek. Mevalonatova draha
a metabolismus mastnych kyselin jsou nezbytné pro kazdy organismus, a proto jsou prisné¢
regulovany. Hydroxymethylglutaryl-CoA reduktaza (Hgmcr) a CAA jsou enzymy omezujici
rychlost metabolismu mevalonatu (Goldstein & Brown 1990) a mastnych kyselin (Spencer et
al. 1993). Hgmcr patfi do skupiny vysoce regulovanych enzymi a existuje nékolik
mechanismu zpétné vazby (Goldstein & Brown 1990). Napiiklad inhibice Hgmer statiny se
farmaceuticky vyuzivd pro snizeni hladiny cholesterolu (Istvan 2002). Nakonec jsme
identifikovali SREBP (sterol regulated element binding protein), ktery je transkripénim
faktorem pro celou cestu mevalonatu (Sakakura et al. 2001) a dal§i down-regulované proteiny
souvisejici se syntézou cholesterolu, mastnych kyselin, triacylglyceroli a fosfolipidti (Horton
2002). Kli¢ovou aktivacni slozkou drahy SREBP je SCAP, ktery tidi proteolytické Stépeni
prekurzoru SREBP za vzniku konkrétnich transkripénich faktorti (Rawson 2003). Domnivame
se, ze imidakloprid zahrnuje blokadu SCAP, ktera tak brani generovani transkripéné aktivnich
izoforem SREBP. Diéle se domnivame, Ze naruSeni lipidové homeostazy ovlivituje
komunikaci mezi ¢meléky, kdy byla zjisténa down-regulace proteinu neuronové membrany 1
(Snmp 1; anglicky sensory neuron membrane protein 1), ktery je dileZzity pro €ich a citlivost
na feromony. Zména tohoto markeru miize naznacovat naruseni komunikace v kolonii a miize
objasnit diive hlaSené nezadouci ucinky imidaklopridu na Cich (Decourtye et al. 2004).
Do této chvile jsme se zaméfili na proteiny, které byly down-regulované. Ackoliv up-regulace
nebyla tak rozsdhla, i tyto zmény poskytuji dalezité informace. Nejvice up-regulované
proteiny byly tropinin C vézajici aktin a filamin-A, dale byly zvySeny jest¢ nckteré dalsi
strukturni proteiny. Tyto zmény mohou ukazovat casteCnou kompenzaci za naruSeni
syntetické drahy, jako je tvorba membranovych proteind.

Jednotlivé experimenty v této praci na sebe navazuji a souviseji spolu. Sledovani vlivu
patogent a pesticidid na vcely bude i v budoucnu velmi dulezitym tématem. V poslednich
letech jsou ve velké mife publikovany vysledky zabyvajici se timto tématem. I nadale tak
zlstava potieba zjistovat dalsi a podrobnéjsi informace, abychom jednou byli schopni Gplné

pochopit cely mechanismus a tieba 1 odpovédét na doposud nezodpovézené otazky.
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7. ZAVER

V této praci byl sledovan vliv riznych stresorti zahrnujici klicové patogeny a pesticidy
s metabolity na véely s pouzitim proteomickych metod. Také byla hodnocena rizika pesticid
na vcely pouzitim analyzy pesticidiit ve vceladch, pylu a rostlinach. Byl prokazan aditivni
ucinek V. destructor a DWV na v¢elu medonosnou v momentu lihnuti mladusky. Déle byly
zjiStény vyznamné zmény v proteinech zapojenych do imunitniho systému vcel. Pokud do
téchto drah zasahne dalsi faktor, jako napfiklad pesticid imidakloprid, mtize byt efekt
patogenti pro vcelstvo jest¢ vice devastujici. Pii sledovani distribuce imidaklopridu a jeho
degradacnich produkti imidakloprid-urey a imidakloprid-olefinu v kofenech a zelenych
castech fepky olejky byla v zelenych ¢astech zjisténa pfitomnost imidakloprid-olefinu, ktery
piedstavovat vyznamné riziko. Pfi chronické expozici imidaklopridu ¢meldka zemniho byl v
jejich téle detekovan imidakloprid a imidakloprid-olefin. Kvantitativni proteomickou
analyzou bylo zjisténo potlateni mevalondtové drahy, coz se projevi naruSenim biosyntézy
terpenoidl a poruseni metabolismu mastnych kyselin. Naruseni homeostazy téchto drah se
negativné projevi na komunikaci mezi ¢melaky. Vysledek tak mtze objasnit diive indikované
nezadouci ucinky imidaklopridu na smysly véel. V poslednim experimentu byly hodnoceny
ptfipady akutnich otrav vc¢el v redlnych podminkach. Ve vcelach byly detekovany vysoce
toxické pesticidy, ale také pesticidy méné toxické, avSak v pomémé vysokych davkach. Ve
vysledku byly hodnoceny vyskyty pesticidi a jejich tank-mixti v souvislosti s akutnimi
otravami vcel a zvyraznény byly nedavno nebo v soucasnosti zakdzané pesticidy. Kromé toho
tato analyza ukazala skutedny stav véelstev v Cesku, kdy na mnoha lokalitaich bylo
detekovéano vice pesticidii v malém mnozstvi, coZ miize pro véely piedstavovat problém ve
form¢ synergického ucinku. Jednd se zejména o kombinaci pyrethroidi s fungicidy a
neonikotinoidii s fungicidy. Jednim z vyznamnych pesticidii pro otravy vcel byl hodnocen
také imidakloprid, na ktery byly zaméfeny i jiné studie v této praci. Vysledky této prace
pfindsi fadu novych poznatkli. Nekteré vysledky se jiz povedlo prevést do praxe, ale stale je
potieba dalSiho studia daného tématu. Zatimco vysledky, ve kterych se hodnoti akutni G¢inky
pesticidd, jsou snadnéji uchopitelné a vyuzitelné pro bézné uzivatele (vcelaii, zeméedélci),
ostatni vysledky poskytuji dilezité informace pro ty, ktefi se zabyvaji hodnocenim rizik
pesticidli, napt. studiem subletdlniho uUc€inku. Vysledky potvrzuji, Ze je nutno aplikovat
pesticidy spravné a vzdy zvazovat moznd rizika, ¢imz miZeme ochranit necilové organismy

proti jejich ucinku.
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9. PRILOHY
Tabulka 9. Zkratky a ndzvy.

Zkratka Nézev
ABPV Acute bee paralysis virus
ANOVA analyza rozptylu
CBPV Chronic bee paralysis virus
CCD colony collaps disorder
DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
DNA deoxyribonukleova kyselina
DTT dithiotreitol
DWV Deformed wing virus
EFSA European Food Safety Authority
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
GABA gama-aminomaselnd kyselina
IAA iodoacetamid
JAK/STAT | Janus kinase / signal transducers and activators of transcription
JINK c-Jun N-terminal kinase
LSV Lake Sinai virus
MAPK mitogen-activated protein kinase
NCBI National Center for Biotechnology Information
NF-xB nukleédrni faktor kappa B
NGS next generation sequeencing
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis
POR piipravky na ochranu rostlin
QuEChERS quick easy cheap effective rugged and safe
RNA ribonukleova kyselina
RT-PCR real time polymerase chain reaction
SDC sodium deoxycholate
SDS sodium dodecyl sulfat
SDS-PAGE tris-glycinova elektroforéza
TEAB tetracthylammonium tetrahydroborate
UHPLC ultra-high performance liquid chromatography

88




