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Pritomnost vybranych viri ve spermatu trubci véely medonosné

Souhrn

U véely medonosné Apis mellifera (Linnaeus, 1758) je znamo nékolik virovych
patogenti, kterym se vénuje velky pocet studii. U nékterych virii jiz byla potvrzena moznost
vertikdlniho pfenosu. Pro Sifeni takovychto virt je velmi vyhodny polyandricky zplsob
rozmnozovani véel. V prvni ¢asti této prace jsem shrnula dostupné poznatky o virech,
které se u tohoto druhu vyskytuji, véetné moznosti jejich diagnostiky a poznatky o reprodukci
vcely medonosné.

V druhé c¢asti jsme provedli rozbor spermatu véely medonosné kranské Apis mellifera
carnica (Pollmann, 1879) na vyskyt nékolika druht virt. K diagnostice jsme pouzili PCR.
Nésledné jsme statisticky porovnali vysledky jednotlivych stanovist. Dale jsme se zaméfili
na hodnoceni pouzit¢ metodiky. V nékterych vzorcich byl prokazan vyskyt DWV, ABPV,
BQCV a AmFV. Ani v jednom ze zkoumanych vzorkd nebyl nalezen KBV, SBV, VdMLYV,
LSV a BSRV. Mezi stanovisti byly nalezeny statistické rozdily, avSak vzhledem k malému
rozsahu naméfenych hodnot jsou zjisténé rozdily na hranici statistické prikaznosti. Metodika
se ukazala jako vhodna pro tuto diagnostiku a bylo nalezeno i nékolik moznosti

pro jeji budouci optimalizaci.

Klic¢ova slov: v¢ela medonosnad, virus, trubec, spermie, vertikalni ptenos



Presence of viruses in honeybee drone semen

Summary

There are several known viral pathogens of honeybee Apis mellifera (Linnaeus, 1758)
that are subjects of many studies. The possibility of vertical transmission has been already
confirmed for several such viruses. Polyandrous mating of honeybees favors the spreading
of such viruses. In the first part of this thesis, | summed up available findings about viruses
occuring in the honeybees including different methods of viral diagnostic, and about
reproduction of honeybees.

In the second part, we analyzed semen of Carniolan honeybee Apis mellifera carnica
(Pollmann, 1879) for the presence of several viruses. We used PCR for diagnosing and we
compared the results from various sampling stations using statistical method. Moreover,
we focused on evaluating of the used methodology. The presence of DWV, ABPV, BQCV
and AmFV was demonstrated in some of the samples. KBV, SB, VAMLV, LSV and BSRV
were not present in any of the samples. Statistical differences were found among the sampling
stations, however, the differences are at the limit of the statistical resolution due to the small
number of measured values. The methodology was proved to be suitable for such

a diagnostic; furthermore, we have found a number of options for its future optimization.

Keywords: honeybee, virus, drone, sperm, vertical transmission
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1 Uvod

Vyznam virovych onemocnéni vcel je v poslednich letech velmi intenzivné zkouman,
protoze virové infekce jsou davany do souvislosti se sldbnutim a uhyny vcelstev. Obecné
je nutné této problematice vénovat pozornost, jelikoz veely medonosné jako opylovaci
zajistuji znacnou c¢ast svétové produkce ovoce, zeleniny a jinych plodin. Vyznamné jsou
I v¢eli produkty jako je med, mateti kasicka, vosk ¢i propolis.

Pro pochopeni mechanismli Sifeni a pusobeni ndkaz je nutné mit informace
0 souvisejicich faktorech. Proto se literarni reSerSe nezabyva pouze popisem virQ, na které
jsme se zaméfili béhem vyzkumné ¢asti, avSak i celkovym pozadim problematiky.

Pro mnohé viry slouzi jako vektor i parazité, u véel zejména rozto¢ klestik zhoubny
Varroa destructor (Anderson et Trueman, 2000). Jeho Zzivotnimu cyklu a spoluptsobeni
s n€kterymi viry, jsem se V této praci taktéz zabyvala. V podkapitole vénované samotnym
nejvice rozsifenym virdim, jsou informace o jejich piisobeni a 0 jejich diagnostice. Dale jsem
se vénovala i vertikalné prenosnym virim u jinych skupin bezobratlych.

V experimentalni ¢asti jsme zkoumali pomoci PCR vyskyt virti v odebranych vzorcich
spermatu. Byla zkoumdna U¢innost pouzité metodiky a moznosti pfenosu virli spermatem.
V diskuzi jsou mimo jiné rozebrany moznosti zlepSeni uzité metodiky. Dale byla provedena
statisticka analyza rozdili ve vyskytu virhi na ruznych stanovistich. V diskuzi
je téz piedlozeno nékolik moznych vysvétleni rozdili ve vyskytu virti na riznych stanovistich

a moznych vysvétleni kompletné negativnich vysledkl pro nékteré patogeny.



2 Cil prace a védecka hypotéza

Cilem prace bylo pfispét k poznani mechanismt Sifeni virh mezi vcelstvy vcely
medonosné kranské. Tato prace je zaméfena na Sifeni virh pohlavnimi cestami,
tzv. vertikdlnim pfenosem mezi generacemi, resp. z trubcli na matky, se kterymi se spafili.

Experimenty byly zaméfeny na techniku odbéru trub¢iho spermatu do vzorkovnic
vhodnych k uchovani a piepravé vzorkti spermatu do diagnostické laboratofe k naslednym
PCR analyzam. Analyzou matrice pak byly zjistovany pfitomné vybrané virové patogeny
ve spermatu trubctl. Nasledné byly porovnany vysledky z riznych stanovist’ odbéru.

Zkoumana tedy byla hypotéza, ze infekce trubcli v riiznych chovatelskych lokalitdch v

Evropé se vyznamné lisi.



3 Prehled literatury

3.1 Reprodukce véely medonosné

Pohlavnimi jedinci ve vcelstvech jsou matka a trubci. Matka je vzdy jen jedna a pocet
trubcii nepiesahuje deset procent populace ulu (Czekonska et al., 2015). U vcely
je tzv. polyandrie, tedy pafeni samice s nékolika samci.

Pohlavni dospélosti dosahuji trubci devaty az dvanacty den po vylihnuti. K pateni
dochazi mezi patnactym a dvacatym tietim dnem po vylihnuti trubce, vétSinou jednadvacaty.
Trubci, kteti se nespafili, umiraji kolem tficatého dne staii (Czekonska et Chuda-Mckiewicz,
2015). Vétsina trubcti se ovSem nedozije ani ¢trnactého dne, nejstarsi nalezeni trubcei byli stafi
Ctyficet pét az padesat dni (Drasar et al., 1978). Obecné jsou veék dosazeni pohlavni dospélosti
a kvalita spermatu velmi variabilni v zavislosti na chovnych podminkach (Czekonska
et Chuda-Mickiewicz, 2015).

3.1.1 Biologie pareni

K pareni dochéazi na trubcim shromazdisti. K matce jsou trubci lakéni matefi latkou,
kterou matka vyluc¢uje mandibularni zlazou. Trubci taktéz feromonalné lakaji matku na trub¢i
shromazdisté (DraSar et al., 1978). Trub¢i shromazdisté jsou stala pfesné dand mista v ptirode
(Vesely et al., 2003). Vzdy se jednd o plochu s primérem mezi tficeti a dvé sté metry
¢tvereCnimi. Kromé& feromondlniho vlivu matky trubci pravdépodobné vyhledavaji
shromaZzdis$té¢ za pomoci opticky népadnych znaki (Tautz, 2010). Nejsou Zadna specificka
geografickd pravidla ¢i opakujici se znaky, podle kterych bychom mohli pfedem urcit trub¢i
shromazdisté (Connor, 2008).

Trubci mohou létat na shromazdisté az Ctyti kilometry daleko, ojedinéle i dale (Vesely
et al., 2003). Byly prokazany piipady, kdy trubec doletél na shromazdisté vzdalené i jedenact
kilometrti (DraSar et al., 1978). Mat¢in dolet je maximéaln¢ dva kilometry (Vesely
etal., 2003). Vzdalenost mezi tlem a navStivenym shromazdi$t€ém je u trubct ovlivnéna
I vékem trubce. Starsi trubci travi hledanim shromazdisté vice Casu nez mladsi. Pfi¢emz
Vv okoli ptl kilometru kolem tlu je vétSina trubct starych pouze osm az deset dnti (Connor,
2008). Vyskytuji se i regiony bez trub¢ich shromazdist'. Na takovychto mistech je uplatnéna
agregacni tendence trubci a ti vytvareji ve vzduchu nestalé velké skupiny pohybujici

se po krajin¢ (Tautz, 2010).



Mladé neoplozené matky nékolikrat z domovského ulu vylétaji a to na kratké n¢kolika
minutové lety, vyjimecné na hodinovy. Po oplozeni se vraci zpét. K snubnim letim dochézi
vV rozmezi pozdniho dopoledne a poloviny odpoledne, kdy trubci vylétaji z ult (Tautz, 2010).
Neoplozené matky vylétavaji pouze za piiznivého pocasi, tzn. pii teplotach nad dvacet stupiiti
celsia a pfi mirném vétru ¢i bezvétii (Connor, 2008).

Za normalnich okolnosti se s matkou pafti vice nez jeden samec, zpravidla minimalné
Sest az deset. Né&které matky se dokonce paii ve dvou i1 tfech snubnich letech (DraSar
etal.,, 1978) v zavislosti na naplnéni matCinych semennych vacka (Tautz, 2010).
V extrémnich ptipadech se matka muze spafit az s pétactyticeti samci (Connor, 2008).
Polyandrie je u vcel velmi vyznamna a pocet samcti, se kterymi se matka spafi, ma vliv
na produkci celé kolonie. Ukazalo se, ze pokud je matka inseminovana spermatem pouze
jednoho trubce, jeji vEelstvo nasledné produkuje méné matecnikli, ma nizsi produkci trubciho
plodu, pylu a skladuje méné medu (Fuchs et Schade, 1994).

Vlastni kopulace probihd za letu deset az tficet metri nad zemi. Ptiblizujici se samec
sméfuje k matce zespodu zezadu. AvSak béhem koitu je trubec nad matkou a objima
jinohama zadecek (Vesely et al., 2003). Nejprve je trubec k matce lakan feromony,
kdyz se spolu vyskytnou na jednom shromazdisti, zacne se trubec orientovat opticky. Sleduje
cokoli, co se objevi na shromazdisti a velikosti i tvarem pfipomina matku. Trubci zformuji

tzv. trub¢i kometu, kterou mize tvotit od par do nékolika set jedinct (Connor, 2008).

Obr. 1: Pozice matky a trubce pii kopulaci

Spoustécem casteCné everze penisu je pro trubce detekce oteviené zihadlové komory

matky (Drasar et al., 1978). Tato ¢aste¢na everze probiha diky stahiim hrudniho a bti$niho
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svalstva. Neevertovany penis je blanity organ ulozeny v bfi$ni duting, béhem everze se naplni
vzduchem a hemolymfou. Béhem everze se také postupné vypuzuje sperma z chamojemu
a hlenovych Zlaz do cibulky penisu (Vesely et al., 2003). Trubec nasledn¢ zasune endofalus
do kopulaéniho organu samice, coz je doprovazeno kompletni everzi. Po spojeni trubcova
penisu a mat¢iny zihadlové komory stoupa v endofalu tlak (Drasar et al., 1978). ZvySujicim
tlakem dochazi k druhé fazi kopulace. Stupiniujicim se tlakem je zptsobeno vychlipeni
endofalu, trubec se s matkou pevné spoji — do zihadlové komory zapadnou lepiva lizka
vrcholu penisu. Nasleduje ejakulace, kterou konc¢i druha faze kopulace (Vesely et al., 2003).
Uplné everzi penisu napomaha i matka mohutnou kontrakei posevni svaloviny (Tautz, 2010).
Béhem tieti faze pafeni stale stoupa tlak v penisu, coz ma za nasledek prasknuti jeho stény
(Vesely et al., 2003), ¢imz se trubec od matky odd¢li. Samice leti dal, samec jiz béhem everze
endofalu uhynul (Drasar et al., 1978) v dusledku odkrveni dulezitych organi (Vesely
et al., 2003).

V posevni dutin€¢ vznikne tzv. oplozovaci znaménko. Jedna se o ¢ast chitinovych
desti¢ek endofalu, ejakulovany hlen a oranzovy povlak, ktery odrazi ultrafialové zateni.
Oplozovaci znaménko zna¢né 14ka dalsi samce, a to odrazem ultrafialového spektra a svym
pachem (Tautz, 2010). Oplozovaci znaménko po poslednim trubci, se kterym se matka patila

pied navratem do ulu, odstranuji matce délnice (Connor, 2008).

Obr. 2: Délnice odstranujici matce oplozovaci znaménko

Ejakulat jednoho trubce obsahuje vétSinou Sest az dvanact miliond spermii. Sperma

trubcd, se kterymi se matka pafila, se pfechodné¢ uchovava v parovych vejcovodech.
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Do mat€iny spermatéky migruje zhruba pét az Sest miliond spermii z celkového objemu
ziskaného od trubct, se kterymi se matka spafila (Rhodes et al., 2011) — coz odpovida
vétSinou zhruba deseti procentiim ziskaného spermatu (Tautz, 2010). Ve spermatéce jsou
spermie skladovany a nasledné po malych davkach uvoliiovany jakmile matka zac¢ne klast
(Rhodes et al., 2011). Vétsina spermatu je nakonec z matky vyloucena (Rhodes et al., 2011).
Piebyte¢né sperma spolu s hlenem matka postupné vytlacuje z t€la. AvSak Gplné odstranéni
vSech prebytki trva dalsich dvanact az dvacet ¢tyii hodin (Drasar et al., 1978).

Jelikoz se na trub¢im shromazdisti pafi s matkou hned nékolik samct, ktefi navic

veer

v §ifeni virtt mezi odlehlymi populacemi a na nova tizemi.

3.1.2 Reprodukéni soustava matky

Hlavni pohlavni zlazou matky jsou parové vajeéniky, vypliujici vétSinu objemu
zadeCku matky. Kazdy vajecnik je slozen ze sto padesati az dvou set vajecnych rourek
(ovariol). Ve vaje¢nych rourkach probiha vyvoj pohlavnich bunék od zarodeéné bunky
az ke zralému vajicku. To poté putuje do kalichu vejcovodu (oviductus). Ten se postupné
zuzuje aje zakonCen krékem s blankou, kterou protrhne vajicko pti kladeni.
se rozSifuje v Zihadlovou komoru, kde se nachazi poSevni chlopenn a spermatéka (Vesely
etal., 2003).

Spermatéka dosahuje velikosti mezi 1,5 az 1,8 mm a slouzi jako deposit spermii
K postupnému oplodnovani vajicek. Spermie sem musi aktivné doputovat z vajecnikd,
kam je sperma deponovano béhem pafeni (Vesely et al., 2003). Spermatéka je obklopena
trachealni siti a mat¢inou hemolymfou. Toto prostfedi je velmi bohaté na glukozu, fruktozu
a trehaldzou, které dale vyzivuji uloZzené spermie. (Connor, 2008).

Ve spermatéce jsou spermie piitomny do konce zivota matky a ro¢né oplodni
az dvé sté tisic vajicek (Tautz, 2010), ptfiCemz za jeden den je matka schopna naklast
pres dva tisice vajicek, coz je srovnatelné s jeji télesnou vahou (Drasar et al., 1978).

Spermie jsou ptrechovavany neaktivni a aktivuji se jen jednotlivé bunky k procesu
oplozeni vajic¢ka, pii kontaktu s mikropylem vajicka prochazejicim pochvou. Na toto vajicko
jsou spermie vystiiknuty diky semenné pumpicce. Jedna se o soustavu Sesti svali: tii ohybace

a tri svérace (Vesely et al., 2003).
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3.1.3 Samc¢i reproduk¢ni soustava

Spermiogeneze je zajisSt'ovana varlaty (testes). U trubct jsou varlata parovym organem
o délce 4 az 5 mm a Sifce 1,6 az 1,8 mm (Vesely et al., 2003). Nejvétsi jsou varlata ve stadiu
kukly a béhem zivota trubce postupné degeneruji (Czekonska et al., 2013). Jejich strukturu
tvoii kolem dvou set semennych rourek usticich do chamovodu. Na zacatku semennych

rourek se vytvareji zarodecné semenné buiiky, které se prichodem rourkou shlukuji a vytvari

spermatocyty. V téch nasledné vznikne semeno slozené ze spermii a semenné plazmy (Vesely

et al., 2003).

Obr. 3: Postupna everze endofalu — foto 1

Obr. 5: Postupna everze endofalu — foto 3 Obr. 6: Evertovany endofalus s ejakulatem
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Semeno se zacina vytvaret jiz béhem larvalniho stadia a jeho tvorba je ukoncéena
béhem stadia kukly. Hned po ukonéeni vyvoje v kukle je semeno transportovano z varlat
do chamojemu (vesicula seminalis), kde ztstava az do ejakulace (Czekonska et al., 2013).

Vyvody chamojemi jsou lokalizovany pfi bazi hlenovych zlaz (gladula mucosa),
které usti do chamometu (ductus ejaculatoris), na ktery navazuje samotny kopula¢ni organ
(penis, endofalus) (Vesely et al., 2003). Sperma a hlen jsou ejakulovany po sobé, oddélené.
Schopnost této fazové ejakulace je tzv. ,fijnost a trubci ji ziskavaji az mezi desatym
a dvanactym dnem Zivota. Rijnost b&hem starnuti trubcti neklesa, ale naopak se jim zvysuje
pohlavni vzruSivost. Nezrali trubci, ktefi se spafi pred ziskanim této schopnosti, nejsou
schopni fadné ejakulace a oddéleni od matky. Pokud se trubec neoddéli od matky fadné,
ma to Casto za nasledek thyn matky (Drasar et al., 1978).

Pro trubce je specifické uloZeni celého penisu uvnitt zadecku a béhem pateni jej musi
cely evertovat z pohlavniho otvoru tak, ze dojde k vychlipeni organu ptivodné ulozeného
,»ha ruby* uvnitf téla samce. Jak je jiz vySe uvedeno, pii everzi penisu samec ztraci védomi

a poté umira bez ohledu na to, zda doslo k ejakulaci ¢i nikoli (Vesely et al., 2003).

3.1.3.1 SloZeni trubciho ejakulatu

Trubec ejakuluje dva druhy tekutiny, jednou je samotné Zlutohnédé sperma,
které se Cisté odebird pro inseminaéni ucely. Druhou tekutinou je bily hlen, ktery se nachazi
uvnitt ejakulované kapky obklopeny spermatem (viz. obr. 6) (Tyl et Titéra, 2013).

Jeden trubec vyprodukuje maximalné 1,5 mm? gist¢ho spermatu, v priméru kolem
0,4 mm® (Tyl et Titéra, 2013). Podet spermii v ejakulatu miize dosahovat az 11 miliond
(Tautz, 2010). Spermie jsou nitkovitého tvaru o délce okolo 0,275 mm a Siice 0,005 mm.
Stejné jako savCéi spermie, i trubCéi je sloZena z hlavicky, krcku a biciku. Jadro buiky
je ulozeno v hlavicce, bic¢ik slouzi k pohybu a kréek obsahuje délici télisko (centrozom)
(Vesely et al., 2003). Vrchol hlavicky obsahuje akrozomalni komplex. Na konci je hlavicka
mirn¢ ohnuta (Jamieson, 1987). Akrozomalni komplex je tvofen konickym akrozomalnim
vackem a vnitin¢ uloZenym perforatoriem (Lino-Neto et al., 2000). Akrozomalni komplex
ma nizkou optickou hustotu (Jamieson, 1897). Celkova délka akrozomalniho komplexu
je 5 um. Jadro spermie je homogenni, ma vysokou elektronovou hustotu a celkové méfi
5 um. Stejné€ jako akrozomalni komplex, i jadro ma konicky tvar. K jeho konci se ptipojuji
dva mitochondrialni derivaty a axonema bi¢iku (Lino-Neto et al., 2000).

Bicik je tvofen dvéma mitochondridlnimi derivaty, axonemou a dvéma pomocnymi

télisky. Axonema ma pro hmyz typické 9+9+2 usporddani mikrotubuli. Mitochondridlni
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téliska maji rozdilnou velikost a jsou ulozend rovnobézné saxonemou. VEtsi
z mitochondrialnich derivati je ¢lenén na Ctyfi ¢asti, mensi na tfi. Jejich matrix ma amorfni
a parakrystalickou strukturu. Pomocna téliska maji trojuhelnikovity tvar a lezi

mezi axonemou a mitochondrialnim derivaty (Lino-Neto et al., 2000).

Obr. 7: Mikrofotografie trubCich spermii. Spermie s ¢ervenymi hlavickami jsou mrtvé.

Pomér spermii a semenné plasmy byva mezi 1:1 a 1:2 v zavislosti na klimatickych
podminkach, pH se pohybuje v rozmezi 6,8 az 7,0 (Stort et Goncalves, 1986). Ejakulat
dale obsahuje fruktozu, glukézu a trehalézu. Tyto cukry jsou pfitomny v celé samci
reprodukéni soustavé (Blum et al., 1962). Pravdépodobné slouZi jako energeticky zdroj
pro spermie. Obzvlasté fruktdza je spermiemi velmi rychle metabolizovana — Ctyficet minut
po ejakulaci je uroven fruktézy Vv ejakulatu zredukovana na minimum (Stort et Goncalves,
1986).

Kromé cukri je v ejakulatu velké mnozstvi iontd. Nalezneme zde mj. ionty hotéiku,
vapniku, sodiku, Zeleza, médi a manganu (Blum et al., 1962). Pfi¢emz spermaticka burika
obsahuje pouze ionty Zeleza, médi a hot¢iku. Dalsi podstatnou slozkou jsou aminokyseliny,
jak volné tak vazané. Jsou obsazeny v plasmé i v samotnych spermiich. Jedna se o tyrosin,
metionin, leucin, cystein, izoleucin, tryptofan, lysin, fenylalanin, arginin, kyselinu
glutamovou, glycin, alanin, kyselinu asparagovou, serin a treonin (Stort et Goncalves, 1986).

Zenzymu jsou zde hlavné enzymy dehydrogenazové skupiny podilejici

se na metabolismu  a-glycerofosfatu, laklatu, glukosa-6-fostatu, isocitratu, glutamatu,
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NADH, a NADPH: (Stort et Goncalves, 1986). Dale ejakulat obsahuje katalazu, glutation
S-transferazu a superoxid dismutazu (Weirich et al., 2002). V ejakulatu také byly objeveny
volné mastné kyseliny, triglyceridy, fosfolipidy a esteroly (Stort et Goncalves, 1986).
Extrahované lipidy jsou pievazné pfitomny v spermatickych bunkach, v semenné plasmé
Jsou pouze ve stopovém mnozstvi (Blum et al., 1967).

Dtlezitou slozkou trub¢iho ejakulatu jsou i proteiny, ty maji dilezitou roli v pieziti
spermii v reprodukéni soustavé matky. Na Zivotaschopnosti spermii ve spermatéce se dale

podili sekret, ktery vyluuje samotna spermatéka (Boer et al., 2009).

3.1.3.2 Faktory ovliviiujici kvalitu trubcti a jejich spermatu

Jedenim z faktorii ovliviiujicich kvalitu spermatu je vék trubce, ve kterém dochézi
k jeho spafeni s matkou ¢i odbéru spermatu k inseminaci. Pfi manualnim odbéru spermatu
neejakuluje zhruba 40 % dvanacti dennich trubcti a az 90 % dvaceti dennich jedincti (Rhodes
etal., 2011).

Objem a koncentrace spermatu jsou ovlivnény sezénnim efektem. Jarni trubci
produkuji vyrazné vice ejakuldtu nez letni a podzimni jedinci. Avsak trubci vylihnuti
na podzim vytvareji vice spermii nez trubci letni. Letni trubci zaroven produkuji vétsi pocet
spermii neZ trubci jarni. PfiemZ ¢im vétSi objem ma ejakulat daného jarniho samce,
tim obsahuje mensi pocet spermii (Rhodes et al., 2011). Také trubci chovani ve vysSich
teplotach maji mén¢ zivotaschopné spermie (Czekonska et al., 2013).

Dalsim faktorem ovliviiuyjicim mnozstvi spermii je velikost trubce (Rhodes
etal., 2011). Trubci zkolonii s omezenym piistupem k pylu jsou mensi a maji mensi
mnozstvi ejakulatu (Czekonska et al., 2015). Vliv mezi velikosti trubce a poétem spermii
zkoumal Schluns et al. (2003), ktery porovnaval mnozstvi spermii a velikost ktidel trubcti
ze stejnych ull. I jeho vyzkum ukazuje, Ze mensi trubci (trubci s kratSimi kiidly) produkuji
vyrazné mensi pocet spermii. Avsak také se ukazalo, ze pocet spermii v poméru k velikosti
téla je u malych trubcii vEtsi.

Mnozstvi a kvalita je taktéz samoziejmé ovlivnéna vékem trubce. StarSi publikace
udavaji, ze stafi trubci maji niz$i zivotaschopnost spermii, avSak bez zmény motility.
Czekonska et al. (2013) zjistili, ze svekem klesa objem ejakulatu, avsak zvysuje
se zivotaschopnost spermii a jejich pocet, pficemz byli zkoumani trubci stafi V rozmezi mezi
patnacti a tficeti dny. Také byly potvrzeny starSi vyzkumy, které zjistily, ze zivotaschopnost

spermii neni ovlivnéna matkou, od které trubec pochazi.
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Dalsim faktorem ovlivnénym vékem trubce je i barva a viskozita. Ejakulat trubct
starych dva tydny je nazloutly a fidSi. Trubci ve v€ku ¢tyf tydnli maji sperma hnédé a vice
viskozni. Pro inseminaci i piirozenou plemenitbu jsou idedlni trubci staii deset az dvacet
jedna dni. Mladsi trubci nejsou zrali a starSi trubci maji pfili§ viskdézni sperma. Pokud dojde
k oplodnéni pfili§ hustym spermatem, matka uklada méné spermii do spermatéky a ma potize
s odstranovanim piebyte¢ného ejakulatu (Czekonska et al., 2013).

Co se tyké reproduk¢ni uspesnosti, ukazalo se, ze mezi trubci z velkych uli je vétsi
procento trubcl, ktefi se uspéSné spaii a tito trubci maji také vetsi podil na vysledném
potomstvu (Czekonska et Chuda-Mickiewicz, 2015).

Kvalita spermii je ovlivnéna i insekticidy. Neonikotinoidni insekticidy maji subletalni
ucinky na necilové slozky ekosystému. Dva pouzivané neonikotinoidy snizuji
zivotaschopnost spermii trubct véely medonosné, snizuji mnozstvi zivych spermii v ejakulatu

az o tiicet devét procent a zkracuji zivot samotnych trubeii (Straub et al., 2016).

3.2 Parazitozy ovliviiujici pfenos a plisobeni virtu ve véelstvu

Cast virovych onemocnéni véel se vyrazndji projevi az po nakaZena véelstva
parazitickou houbou nosemou véeli (diive téZ hmyzomorka véeli) Nosema apis (Zander,
1909) nebo po invazi rozto¢e Varroa destructor (Ribiere et al., 2008). Nyni se ukazalo, ze
hmyzomorka Nosema ceranae (Fries et al., 1996) na n¢kterych mistech zcela vytla¢ila houbu
Nosema apis a to diky své vyrazné vyssi virulenci (Kamler et al., 2015). V Evropé se Nosema
ceranae vyskytuje minimalné od roku 1998 (Paxton et al., 2007). Taktéz je pravdépodobné
pfenasena roztoem Varroa destructor, u kterého byla prokazana v hemolymfé (Kamler
et al., 2015). Nosema apis, Nosema ceranae a Varroa destructor mohou ovliviiovat i chovani
jedince, na kterém parazituji. U téchto paraziti byl napiiklad dokézan vliv na orientaci vcely,
kterou maji napadeni jedinci niz8i. CoZz ovSem miiZe byt i interpretovano jako obecny
mechanismus v¢el, kterym snizuji zatizeni véelstva patogeny (Krajl et Fuchs, 2010).

Ve zviteci fisi se i bézné vyskytuje rozdil v nachylnosti na patogeny v zavislosti
na pohlavi. NiZe rozepsané viry maji jiné projevy u samic a samcl.. Samci v¢ely medonosné
jsou vyrazn€ nachylnéjsi na infekci houbo Nosema ceranae nez délnice. Avsak roli
v nachylnosti hraje i velikost jedince (Retsching et al., 2014).

Vztah mezi konkrétnim virem a parazity je dale piipadné rozveden v podkapitole

vénujici se danému viru.
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3.2.1 Varroa destructor

Varroa destructor byl puvodné parazitem véely vychodni Apis cerana (Fabricius,
1793), ktera dokaze s parazitem udrZovat Zivotni rovnovahu a ucinné regulovat jeho stavy
(Cermak et al., 2016). K nejmasivn&j§imu rozsiteni v Evropé doslo v osmdesatych letech.
V té dobé bylo mozné nalézt v Némecku vcelstva napadené sedmi az jedendcti tisici jedinci
roztocu. AvSak dnes jiz tfi az Ctyfi tisice roztocl vedou ke kolapsu vcelstev. Diuvodem
je snizena Zivotaschopnost véelstva v disledku masivniho rozsifeni vira, kterym v nékterych
ptipadech i Varroa destructor slouzi jako ptrenase¢ (Kamler et al., 2015).

Do 1lu je tento parazit ptivlecen véelami vracejicimi se z rojeni, loupezeni ¢i zalétnuti
do jiného ulu. A to v podobé oplozenych samic rozto¢e na téle veely. Nejvice jsou napadeni
vramci Ulu trubci, takze pienos mezi vcelstvy prostiednictvim trubce zjiného ulu,
je také velmi vyznamny faktor S$ifeni. Dal§im faktorem disperze tohoto roztoce
je pfemistovani nakaZzenych vcelstev a posilani matek z nakazenych 0ld. Samotné matky
jsou napadany nejméng, avsak pii odesilani jsou s nimi posilany i doprovodné délnice (Vesely
etal., 2003).

Vyvojovy cyklus za¢ina na plodu vcel, kam oplozena samice roztoce Varroa
destructor pfichazi kratce pied zavickovanim burniky. Poté co dojde k zavickovani, naklade
samice roztoée Varroa destructor navéeli plod obvykle dvé az pét vajicek (Vesely
et al., 2003). Naslednymi stadii roztoce je protonymfa a deuteronymfa (Cermak et al., 2016).
Vyvoj pohlavné¢ zralych samecktl trva sedm dni (Vesely et al.,, 2003) avyvijeji
se z neoplozenych vaji¢ek (Cermak et al., 2016). Sami&&in vyvoj k pohlavni dospélosti trva
devét dni. Samecci se okamzit¢ paii a hynou, aniz by opustily buniku. Samicky
se po oplodnéni prichytavaji na dosp€lou vcelu a spolu s ni opousti butiku. VSechna vyvojova
stadia tohoto roztoc€e se Zivi vCeli hemolymfou. Ztrata hemolymfy vcely oslabuje a zranéni
zpusobend béhem krmeni roztofe jsou velmi snadnou branou pro pienos vird (Vesely
et al., 2003)

Varroa destructor preferuje parazitovat na trubéim plodu, u vcely vychodni
se rozmnozuje vyhradné na ném. Nebylo doposud zjisténo, ze by rozto¢ Varroa destructor

napadal jiny blanoktidly hmyz (Vesely et al., 2003).

3.2.2 Nosema apis, Nosema ceranae

Onemocnéni zpisobené hmyzomourkou Nosema apis a Nosema ceranae se oznacuje
jako nosemato6za neboli ,,Nosema disaese* a ma jednu z nejvétsSich prevalenci mezi chorobami

dospélych véel (Chen et al., 2008). Jedna se o jediné dva zastupce tfidy hmyzomorek
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Microsporidia (Balbiani 1882), u kterych byla dokazana parazitace na vcele medonosné
(Paxton et al., 2007).

Rod nosema Nosema sp. (Nageli, n. d.) se rozmnoZuje, jako jina houbova onemocnéni,
pomoci spor. Jedinci se nejCastéji nakazi oraln¢ prostfednictvim infikovanych vykala
pfi jejich uklizeni ¢i infikovanou potravou. Spory cestuji do stfeva jedince, kde jejich
sporoplasmy napadnou bunky stievniho epitelu, v nich dochazi k tvorbé dalsich spor. Tvorba
novych spor je rychld a béhem par tydni od zacatku infekce mizeme ve stfevnim epitelu
napadeného jedince najit miliony novych spor (Chen et al., 2008).

Infekce zplsobuje nakazenym vcelam zazivaci potize, kratsi Zivot a snizuje velikost
populace, produkci a opylovaci schopnost dané kolonie. Ov§em tyto symptomy nejsou silné
viditelné (Chen et al., 2008), piipadné onemocnéni hmyzomorkou Nosema apis mize
probihat asymptomaticky (Paxton et al., 2007). Infekce houbou Nosema ceranae ma pomérné
dlouhou asymptomatickou fazi. Tento patogen je davan do souvislosti s nahlym kolapsem
vCelstev. Takze zaniknou kolonie, které¢ byly zdanlivé v poradku. Také se ukazalo,
ze koloniim nakaZzenym timto patogenem hrozi az Sestkrat vétsi riziko depopulace. Nosema
ceranae lze regulovat antibiotikem fumagilinem (Higes et al., 2008).

Paraziti obecné mohou zpiisobovat hostitelim energeticky stres. Mira tohoto stresu
je nizsi v piipadé, Ze hostitelsko-paraziticky komplex jiz prosel obdobim koevoluce. Vyssi
virulence druhu Nosema ceranae by mohla byt zpisobena pravé mimo jiné i energetickym
stresem, ktery hostitelskému jedinci zpiisobuje. Vely infikované patogenem Nosema ceranae
maji veétsi pocit hladu. Konkrétné je energeticky stres zptisoben metabolickymi zménami,
které u infikované vcely houba Nosema sp. zptsobuje. Nakazené vcely maji niz$i hladinu
proteinli, coZ vede ke sniZeni aktivity hltanové Zlazy a zméné sloZeni mastnych kyselin
vV hemolymf&. Dale také Nosema sp. pravdépodobné dokaze vyuzivat sacharidy v epitelu
stieva, pfic¢emz sacharidy jsou pro metabolismus vcel zdsadni zdroj energie. Nejvyssi spotieba
sacharidi je pii letu, pficemz létavky jsou mezi délnicemi nejvice touto chorobou zatizené.
Pokud maji infikované a neinfikované vcely v laboratornich podminkach neustaly piistup
K potrave, jejich mira preziti je stejnd, avSak v pfirozenych podminkach maji infikovani
jedinci piezitelnost niz8i. CoZ naznacuje, Ze sniZzena mira pfeziti infikovanych vcel
je zpasobena pravé energetickym stresem. Dale maji nakazené véely tendence ke krmeni
i za riskantnich podminek (Mayack et Naug, 2009), méné se v tlu dé€li o potravu s jinymi

délnicemi a Castéji o jidlo zebraji (Naug et Gibbs, 2009).
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3.3 Virova onemocnéni véelstev

U vc€el je popsano okolo dvaceti virovych onemocnéni (Dostert et al., 2008).
Mezi v soucasnosti nejvyznamnéjsi virové infekce veelstev patii virus deformovanych kiidel
»deformed wings virus® (dale DWYV), virus pytlickovitého plodu ,sacbrood virus®
(dale SBV), virus ¢ernani matecnikl ,,black queen cell virus®“ (ddle BQCV), virus akutni
paralyzy vcel ,,acute bee paralysis virus* (dale ABPV) a chronicka paralyza vcel ,,chronic bee
paralysis virus® (dale CBPV) (Ribiere et al., 2008). Mezi dalsi znamé vceli virové patogeny
patii mj. kaSmirsky virus vcel ,kashmir bee virus®“ (dale KBV), izraelsky virus akutni
paralyzy ,,israeli acute paralysis virus“ (dale IAPV), ,,Varroa destructor Macula-like virus*
(dale VAMLV) a vlaknity virus vcely medonosné ,,Apis mellifera filamentou virus®
(dale AmFV).

Virové infekce spolu s plsobenim parazitického roztoce Varroa destructor
nebo houbou Nosema apis mohou vyznamné piispét ke kolapsu vcelstva. Kamler et al. (2015)
zkoumal souvislost mezi koinfekcemi téchto virt (spolu Snimi byl jest€¢ zkouman
vir izraelské akutni paralyzy IAPV) a kolapsem vcelstev. Ukdzalo se, ze v uhynulych
koloniich byly pfitomny vZdy minimalné dva druhy vird a Ze virové koinfekce (pifipadné
tzv. superinfekce) jsou jednim z hlavnich rizik, které mohou vést ke kolapsu.

Zakladni déleni pfenosu virll je horizontalni a vertikdlni. Horizontdlni nastavd mezi
jedinci stejné generace, zatimco vertikalni z rodicl na potomstvo, pficemz u vcel jsou znamy
oba dva druhy ptenosu. Prvni pokusy potvrzujici vertikalni pfenos virt u v€ely medonosné
pochazi zroku 2006. Ukazaly tuto moznost pienosu u BQCV a DWV (Chen,
Y. P.etal., 2006).

Nekteré z viri samoziejm¢ mohou napadat 1 jiné druhy. Je zndmo, ze zhruba Sedesat
procent ze vSech patogenii mé vice hostitelskych druhti. Naptiklad BQCV a DWV muze
napadat ¢melaka zemniho Bombus terrestris (Linnaeus, 1758), ¢meldaka polniho Bombus
pascuorum (Scopoli, 1763), a Bombus huntii (Greene, 1860) (Zhang et al., 2012). Cmelak
zemni se muze oralné¢ nakazit IAPV a KBV od infikované vcely (Meeus et al., 2014).
U nékterych ¢melaka je rovnéz znamé ABPV (Ribiere et al., 2008). Druhy mimo rod vcel
Apis sp. (Linnaeus, 1758) muze infikovat i SBV (Zhang et al., 2012).

3.3.1 ABPV aCBPV

Pivodcem téchto dvou onemocnéni je celd skupina virt, v nékterych vcelstvech jsou

viry pfitomny bez propuknuti onemocnéni (Vesely et al., 2003). Bylo zjisténo, ze CBPV
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je zpasoben jednovlaknovym RNA virem (Gisder et Genersch, 2015). ABPV bylo objeveno
béhem pokusti o identifikaci infekénich agens CBPV (Ribiere et al., 2008).

ABPYV patii do stejné skupiny jako IAPV a KBV. Jedna se o velmi blizké viry z ¢eledi

Dicistroviridae (de Miranda et al., 2010). Viry této Celedi jsou jednovlaknové RNA viry
s délkou genomu 8500 az 10200 nukleotidd (Mullapudi et al., 2017). Sdileji né&které
charakteristiky, jako zptisoby ptenosu, zivotni fazi hlavniho hostitele ¢i nékteré ze symptomt.
Déle jsou tyto viry pomérné vysoce variabilni, coz znacné znesnadnuje jejich diagnostiku
avyzkum. Do této skupiny patii spoustu virti zplsobujicich paralyzu, jako napi. virus
zpusobujici paralyzu cvrékd ¢i virus zpusobujici letalni paralyzu msic (de Miranda
et al., 2010).
Pokud se vcela nakazi ABPV nebo CBPV, dostavi se béhem nckolika dni typicky tres
aparalyza (Ribiere et al.,, 2008). Obecné mezi dal$i projevy patiizrychlena dechova
frekvence. Dochdzi k ¢astecnému vyvraceni kiidel, zvétSeni zadeCku, infikovani jedinci kali
Vv ule, muze dojit 1 ke ztrat¢ ochlupeni a ztmavnuti zbarveni téla (Vesely et al., 2003). CBPV
se dle symptomua da délit na dva typy. U prvniho typu dochazi k abnormalnimu chvéni téla
i kiidel, nafouknuti bticha, nemocné délnice se shlukuji u ¢esna a lezou po zemi. Druhy typ
je spojen se ztratou chlupti na bfiSe, coz vede k lesklému tmavému vzhledu dé€lnice.
S postupem rozvijeni symptomi druhého typu CBPV postupné d€lnice ztraci schopnost letu
a umira (Amiri et al., 2014).

Vcely infikované ABPV umiraji diive nez jedinci vystaveni CBPV. Ptiznaky ABPV
se objevuji dva az Ctyfi dny po nakazeni a jeden az dva dny poté postizeni jedinci umiraji
(Ribiere et al., 2008). CBPV na rozdil od ABPV nemize napadat i ¢melaky (Vesely
etal., 2003).

U matky je prubéh CBPV podobny jako u délnic. AvsSak je rozdil v tom,
zda je v kontaktu s nemocnymi nebo se zdravymi délnicemi. Pokud je nucena ke kontaktu
S d€lnicemi projevujicimi symptomy nemoci, projevy se u ni dostavi diive a replikace viru
v mat¢iné organismu je rychlejsi, nez kdyz se o ni staraji délnice zdravé. Pokud se o matku
staraji symptomatické délnice, symptomy se u matky objevi primérné po Sesti dnech. Avsak
pfi péci zdravymi délnicemi se symptomy objevuji vétSinou az o tfi dny pozd&ji. Ale bézné
jev tlu matka nucena ke kontaktu se symptomatickymi jedinci pouze V extrémnich
ptipadech. Diky specifické behavioralni strategii vcel je nemocnym dé€lnicim za normalnich
okolnosti zamezen k matce piistup ¢i dokonce nékdy samy opoustéji ul (Amiri et al., 2014).

CBPV napadé vSechny kasty a vyvojova stadia vcel. AvSak vyrazn¢ vyssi koncentrace

jsou u délnic stfezicich cesno. Matky jsou obecné méné nachylné k CBPV (Amiri
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etal., 2014). V ptirod¢ probiha pfenos vymésky slinnych zlaz (Ribiere et al., 2008). Jedinci
S projevy nemoci jsou okusovany zdravymi délnicemi, které se takto nakazi. Dale dochazi
k hromadéni vird v medovém vacku, ovSem neni zatim prokazané, jestli dochazi k pienosu
zasobami (Vesely et al., 2003). CBPV se ve vysokych koncentracich hromadi v mozku,
ato hlavné ve vyssich nervovych oblastech jako je optické centrum, senzorické neuropile
¢icentralni komplex (Amiri et al., 2014). Neékteré virové sekvence byly nalezeny
| ve spermatu, takze mozna dochazi i k vertikalniho pfenosu (Ribiere et al., 2008). CBPV
se 1épe mnozi v jedinci, ktery byl infikovan peroralné nez v jedinci infikovaném pies pokozku
(Amiri et al., 2014). ABPV byl zjistén ve spermatu trubci (de Miranda et al., 2010).

Pied svétovym rozsifenim Varroa destructor nebyly ABPV a CBPV detekovany
v mrtvych dospélcich nebo plodu, dokonce ani nebyly celkové spojovany s mortalitou.

V Britanii byla zndma neustale pretrvavajici slaba latentni nakaza ABPV. U zdanlivé

‘l

zdravych vcel se objevovala i slaba nakaza CBPV (Ribiere et al., 2008).
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Obr. 8: Dospélci nakazena CBPV — typ se symptomem vypadavani chlupti

Po ptichodu Varroa destructor do Evropy zacaly byt v mrtvych dospélcich

anemocném plodu kratce pred kolapsem vcelstva detekovany sérologickymi testy vysoké
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hladiny ABPV. Nejvice pfipadu tézce nakazenych kolonii se vyskytuje v 1été. Ve vzorcich
z Nizozemi a Némecka byla silnd korelace mezi mirou napadeni Varroa destructor
a koncentraci ABPV (Ribiere et al., 2008). Varroa destructor funguje jako dobry pienasec
pro ABPV, tspésnost nakazeni kukel a dospélych vcel je touto cestou padesat az osmdesat
procent (v zavislosti na citlivosti pouzité diagnostické metody) (de Miranda et al., 2010).
Avsak pravdépodobné na parazitovi nedochazi k replikaci viru. Viry se mohou do roztoce
dostat spolu s hemolymfou nakaZenych vcel. Z traviciho traktu se poté dostanou regurgitaci
obsahu stfev béhem krmeni — podobné¢ jako u nékterych rostlinnych virti pfenasenych brouky
Coleoptera (Linnaeus, 1758) (Ribiere et al., 2008).

Zatimco ABPV je tizce propojen s roztocem Varroa destructor, u CBPV toto spojeni
zatim nebylo prokazano a virus v parazitovi nebyl nalezen (Tantillo et al., 2015). Vyskyt
ABPYV vykazuje jistou miru cykli¢nosti v pribéhu roku (Ribiere et al., 2008) Ukazal se vztah
mezi podzimni nakazou ABPV a zimnim kolapsem vcelstva (Genersch, 2010). U vyskytu
CBPV nebyly sezonni vykyvy zjistény (Tantillo et al., 2015).

Na pribéh onemocnéni u CBPV a ABPV ma4 vliv i teplota. Ukazalo se, ze ABPV
pfi nizsich teplotach zabiji véely rychleji. Zatimco u CBPV je opacny trend a CBPV rychleji
zpuisobuje uhyn pii pusobeni za vysSich teplot. Konkrétné bylo zkoumdno rozmezi

30 az 35 °C (Bailey et Ball, 2013).
3.3.2 KBV

Tento vir byl objeven v roce 1974 (de Miranda et al., 2010). Jedna se o vir velmi
podobny ABPV (Ribiere et al., 2008).

V laboratornich podminkéach je pro dospélé vcely injekéné vpraveny KBV rychle
smrtelny. Mezi obvyklé projevy tohoto viru nepatii paralyza, kterd je typickd pro ABPV.
KBYV je jednim z nejvirulentnéjSich virt napadajicim vcely. K nakazeni jedince je nutné malé
mnozstvi viru a nasledné se ve vcele rychle mnozi. Ke smrti jedince dochazi béhem tfi dnti.
KBV se nikdy nepoji s jasnymi klinickymi symptomy (Ribiere et al., 2008).

K ptenosu muze dojit oralné. KBV byl zjistén v matefi kasi¢ce, pylu, potravé pro plod
a medu a muze napadat vSechna vyvojova stadia vcel (Chen, Y. et al., 2006). Také mize dojit
k nakazeni pozienim infikovaného trusu nebo kanibalizaci nakazené¢ho plodu (de Miranda
et al., 2010).

KBV vykazuje podobné jako ABPV cykli¢nost ve vyskytu a v nékterych obdobich
roku je jeho titr vyssi (de Miranda et al., 2010). Na rozvoj infekce ma mozna vliv i Varroa

destructor. Je pravdépodobné, Zze iniciaci mnozeni KBV napomahaji cizi proteiny,
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které se dostanou véele do hemolymfy, kdyz se na ni krmi Varroa destructor. Piipadn¢ mutize
Varroa destructor rozvoji KBV napomahat imunosupresivnimi mechanismy — podobné
jako je tomu u DWV (viz. nize). Dale se Varroa destructor ukazal jako mozny vyznamny
pfenase¢ KBV. Byl potvrzen vyskyt viru ve slinach tohoto roztoc¢e. Béhem pokusu, ve kterém
byly zdravé kukly vystaveny infikovanym jedincim Varroa destructor, se nakazilo sedmdesat
procent kukel. A dale byla korelace mezi poctem rozto¢u v bunice a mnozstvim RNA tohoto
viru v kukle (Ribiere et al., 2008).

3.3.3 I1APV

IAPV je pomérné nové objeveny virus, prvné byl popsan v roce 2004 v lzraeli.
Infikované véely mély ties kiidel, postupné se u nich rozvijela paralyza a nasledné zemfely
mimo ul (Palacios et al., 2008). Mezi symptomy IAPV, stejné tak jako u ABPV, obecné patii
rychle postupujici paralyza letalné nakazenych jedinci, ztrata schopnosti letu, ties. DalSimi
projevy jsou postupna ztrata chlupti a tmavnuti hrudniku a bficha. Az osmdesat procent vcel
nakazenych oralné zemte do tydne od nakazeni (de Miranda et al., 2010).

IAPV, ABPV i KBV se bézné vyskytuji jako skryta infekce bez zjevnych ptiznaki.
Pfi¢emz jsou tyto patogeny znaéné virulentni pii pfimém injekénim vpraveni do kukly nebo
dospélce a k infekci, ktera zptisobi do nékolika dni smrt takto infikovaného jedince, staci
davka méné nez sta Castic viru. Stejny u¢inek ma ordlni nakazeni vcely davkou nad tisic
jedenact ¢astic (de Miranda et al., 2010).

IAPV, ABPV a KBV se prakticky nevyskytuji u larev a maji rychlé mnoZeni, coZ jsou
charakteristiky naznacujici, Ze mohou hrat velkou roli v kolapsu v¢elstev. Tyto vlastnosti totiz
zajisti rychlou ztratu velkého podilu dospélych jedinct v jinak zdanlivé zdravém vcelstvu
(de Miranda et al., 2010).

Diky tomu, Ze IAPV byl objeven pomérné¢ nedavno, neni zatim znadmo mnoho
informaci o zplisobu jeho pfenosu. Je mozné, ze byl diive pii studiich Casto klasifikovan

jako kmen KBV (de Miranda et al., 2010).
3.34 BQCV

Toto virové onemocnéni zpusobuje ztraty kralovskych larev, kdy jsou v tmavych
bunkach nachazeny mrtvé larvy (Ribiere et al., 2008). Larvy maji podobné pytlickovity
vzhled jako je tomu u SBV (viz niZe). Infikované larvy rychle tmavnou a pfipadné¢ zhnédnou

¢i z€ernaji i stény bunky (Sammataro et Yoder, 2012).
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Na rozdil od nékterych jinych nemoci vcelstev (napi. SBV) se BQCV nedokaze
mnozit na dospé€lcich. Adultni jedinci se nakazi pouze za pritomnosti infekce houbou Nosema
apis, se kterou je spojen i AmFV a tzv. ,,bee virus Y* (Ribiere et al., 2008). Nakazeni
dospélcu timto virem je tedy zavislé na ro¢nim cyklu vyskytu Nosema apis, ktery ma vrchol
béhem jara a pocatkem léta (Tantillo et al., 2015).

Nékaza délnic a trubcii probihd zpravidla asymptomaticky. Prvni pfipad poSkozeni
a thynu trubéiho plodu diky BQCV byl zaznamenan v roce 2001 v Némecku (Siede
et Buchler, 2003). Béhem laboratornich testi pitev kraloven se ukazala moznost existence
vertikdlniho pfenosu. Virus byl nalezen ve stfevé a vajecnicich kraloven, avSak nikoli
v hemolymf€, spermatéce, hlavé nebo schrance (Ribiere et al., 2008). Také je znamy pienos
potravou (Tantillo et al., 2015).

BQCV mize infikovat i Varroa destructor. Ten se ale zatim neukazal jako vyznamny

vektor tohoto onemocnéni (Sammataro et Yoder, 2012).

-

Obr. 9: Zéernala larva uvniti mate¢niku

335 DwWV

Pojmenovani tohoto viru vychdzi zhlavniho symptomu onemocnéni — jedinci
Vv infikovaném vcelstvu se rodi s deformovanymi ¢i Spatné vyvinutymi kiidly (Dostert
et al., 2008). Takto deformovani vylihnuti jedinci nejsou zivotaschopni a do Sedesati sedmi
hodin umiraji (Genersch, 2010). Pavodné byl tento projev pfisuzovan vlivu krmicich

se paraziti Varroa destructor. Deformace kiidel se totiz zacala objevovat pouze
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u ult zasazenych timto roztocem, avSak posléze se ukazalo, Ze i v bunkach bez parazita
se vyviji takto postizeni jedinci (Dostert et al., 2008).

DWV mizZe infikovat vSechna vyvojova stddia, od vajicka po dospélce, avsak
Vv kuklach se vice replikuje (Tantillo et al., 2015). Infekce se neprojevi u vSech nakazenych
véel. Pokud se nakazi adultni vcela, jiz se ji kiidla nedeformuji. K projevu deformovani kiidel
musi dojit k nakazeni béhem vyvoje v bunce (Ribiere et al.,, 2008). OvSem onemocnéni
(Tantillo etal., 2015). Stejné tak jako se miZe virem nakazit kazdé vyvojové stadium,
je DWV infekéni i pro vSechny kasty - Stim rozdilem, Ze trubci maji vySSi rezistenci

nez ostatni skupiny (Chen, Y. et al., 2006).

Obr. 10: Dospéli jedinci s deformovanymi kiidly v disledku DWV

Obecné DWYV patii mezi virové nakazy s malou patogenitou, které dosahnou projevi
az po vyrazné stresové situaci, jakou v tomto piipadé mize byt invaze vcelstva roztocem
Varroa destructor (Tantillo et al., 2015). Tento rozto¢ ma vyraznou roli v rozsiteni DWV,
jelikoz funguje jako jeho ptenase¢ a virus se v ném i dokaze replikovat. Také ma vyrazné
vlivy na projevy viru. Bez pfitomnosti rozto¢e Varroa destructor probiha DWV skryté,
tzn. bez klinickych pfiznakli a takovato infekce neni povazovana za tolik zévaznou.
V piitomnosti parazita Varroa destructor je nakaza DWV virulentnéj$i a virus ma vyssi

koncentraci. Kromé celkového oslabeni piispiva Varroa destructor knakaze viry
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I tim, ze inhibicné pusobi na imunitni systém napadeného jedince (Anguiano-Baezl
etal., 2016). Sam DWYV je také schopny zpisobit u v¢el imunosupresi. DWV a Varroa
destructor jsou ve vzajemné mutualistické symbidze, ktery zahrnuje smycku snizovani
imunity napadené véely (Di Prisco et al., 2016).

Co se tyka interakce mezi DWV a Nosema ceranae, byla prokazana negativni korelace
mezi vyskytem téchto dvou patogenti. Ukazalo se, Ze jedinec vétSinou neni napaden obéma
zaroven (Kamler et al., 2015).

U dospélych vcel dochazi k hromadéni viru v epitelarnich bunkach stiedniho
a zadniho stfeva, nahromadény vir je dale uvoliiovan do lumenu. Také se akumuluje
Vv zlazovych ¢astech mozku a reprodukénich organech (de Miranda et Freis, 2008). Virus
se tedy vyskytuje ve stolici dospélych vcel, Zlazovych sekretech délnic, spermatu zdanliveé
zdravych trubct ave vajickdch. Coz poukazuje na moznost vertikalniho i horizontalniho

pfenosu (Tantillo et al., 2015).
3.3.6 SBV

SBV je dal$i zonemocnénich napadajicich vyvijejici se plod. Zpusobuje thyn
a charakteristicky pytlickovity vzhled mrtvého plod. Na ndkazu jsou nejnachylnéjsi dva dny
star¢ larvy. Za normalnich podminek se plod kukli ctvrty den po uzavieni burky,
avSak larvam nakazenym SBV se zakukleni nepodafi. Tekutina, kterd za normalnich okolnosti
vznika po zakukleni, se tak hromadi mezi té€lem plodu a jeho schrankou. Takto hromadici
se tekutina vytvaii typicky vak. Proces je doprovazen zménou zbarveni z perletového
do svétle zlutého, az nakonec larva od hlavové ¢asti postupné hnédne (Ribiere et al., 2008).
Déle méa napadena buiika propadlé &i prodéravéné vicko (Cermak et al., 2016). Po nékolika
dnech plod zemfe a zacne vysychat (Ribiere et al., 2008).

Toto onemocnéni druhotné ovlivituje celé veelstvo. Delnice méné udrzuji Cistotu ulu,
ztraci zdjem o vystavbu, stiezeni Gesna a vyletovani (Cermaék et al., 2016). Obecn& u dé&lnic
SBYV pietrvava jako latentni infekce a zkracuje délku jejich Zivota (Kamler et al., 2015).

Mrtvé larvy jsou délnicemi odstraiovany den az dva po umrti, kdy je virus stéle
infek¢ni. Délnice se od larev pravdépodobné nakazi pozienim ¢asti nakazené larvy, zejména
pozifenim tekutiny ve vaku. Mezi dospélci se virus §ifi prostiednictvim potravinovych zasob
(Tantillo et al., 2015). Larvy se nakazi pfes travici trakt pozienim matefi kaSicky
od nakazenych délnic, je mozny i transovarialni pifenos od nakazené matky (Cermak

et al., 2016). SBV byl zjistén i v medu a pylu (Chen, Y. et al., 2006).
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Nésobeni viru probihd na dospélcich, a to bez viditelnych piiznaki a pravdépodobné
snizuje jejich zivotaschopnost. Ndsobeni viru je nejintenzivnéj$i v hlavové casti prenaSece.
Vir se vyskytuje i v hltanovych zlazach délnic (Ribiere et al., 2008), které produkuji mateii
kasicku (Vesely et al., 2003). V laboratornich podminkach Ize dosahnout infekce trubct,
jejich nachylnost se zvysuje S teplotou a vékem. U trubcti probihd infekce bez viditelnych
projevi (Ribiere et al., 2008). Vektorem infekce muze byt i Varroa destructor. Virus
byl detekovan hlavné v hlavové ¢asti a travicim traktu zkoumanych paraziti (Tantillo

etal., 2015).

Obr. 11: Larva napadena SBV po vyjmuti z bunky

3.3.7 AmFV

VétSina zndmych virG napadajicich vcelstva jsou RNA viry. Mezi vcelimi viry
je pouze jeden DNA vir a to AmFV. Jedna se o dlouhy dvouvlaknovy DNA virus.
Jeho genom je stoCeny a uzavien v nukleokapsidu s rozméry 3000 na 40 nm (Hartmann
etal., 2015).

Béhem pribéhu ndkazy pravdépodobné dochazi k 1yze tkani jedince napt. v tukovém
télisku. To ma za néasledek typicky pfiznak, kterym je mlécné zabarveni hemolymfy
(Hartmann et al., 2015). Nakazeni jedinci se shlukuji u vchodu do ulu a vypadaji zeslable
(Gauthier et al., 2015). Avsak symptomy spojené s akutni formou AmFV nejsou pfilis Casté

a v minulosti byly malokdy spojovany se ztratami véel (Hartmann et al., 2015). Obecn¢ byl
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tento vir povazovan za slabé patogenni vir s nizkym dopadem na hostitele (Gauthier
etal., 2015).

Jeho interakce s parazity a prevalence nejsou zatim pfili§ prozkoumany. Avsak
je pravdépodobné, Ze se u néj vyskytuje jak horizontalni tak vertikalni pienos. Dale ma
pomérné Siroké hostitelské spektrum, protoze kromé vcéely medonosné byl objeven
I U solitérnich druht véel. Neni jasné, do jaké miry muze byt tento virus patogenni
atozejména v pripadé¢ koinfekci. Je mozné, Ze symptomatickd infekce propukne pouze
v pfipad¢ napadeni vcelstva zatim nezndmymi faktory, které jsou ve vztahu s AmFV.
Je mozné, ze synergicky vliv na AmFV mohou mit hmyzomorky ¢i trypamozomy
Trypanosoma (Gruby, 1843) a jejich spolupiisobeni s timto virem vyvola jeho symptomaticky
prib&h a oslabeni vcelstva. Objevil se i nazor, ze AmFV by mohl byt spojen s BQCV
(Hartmann et al., 2015).

Béhem vyzkumu provedenym Hartmannem et al. (2015) se ukazalo, ze infekce
je velmi rozsSifena mezi délnicemi a az sedmdesat pét procent vcel se nakazi do tydne
po vzejiti z kukly. Konkrétné bylo sledovdno mnozstvi viru ve stievé vcel. Prvni tyden
je dulezity kvuli kolonizaci stfeva riznymi symbionty. Po tomto prvnim tydnu je mnozstvi
DNA viru vV hostiteli konstantni, coz poukazuje na latentni chronickou infekci.
Déle se ukazala vyznamna korelace mezi RNA viry a AmFV. Konkrétné€ se jednalo o kladnou
korelaci s DWV, SBV a BQCV.

Vyskyt AmFV nema vyrazné sezonni tendence. AvsSak na jafe se zda byt virova zatéz
vcelstva vyssi. AmFV byl také nalezen v pfezimujicich jedincich, ale nemélo to zjevny dopad

na uspesnost jejich prezimovani (Hartmann et al., 2015).

3.3.8 Diagnostika

3.3.8.1 Odbér a uchovavani vzorka

Jak jiz bylo vySe zminéno, odebira se pouze Cisté sperma bez piimési hlenu. Hlen
pfi pfirozené plemenitbé zistava v zihadlové dutiné matky a na penisu trubce, do vejcovodi
se tedy dostane pouze Cisté sperma (DrasSar et al., 1978).

V praxi je Kkodbéru spermatu trubcti nejvice vyuzivana manualni metoda.
Pti ni se nejprve stlaci hrudnik trubce, nebo je jemné mnut mezi prsty. V disledku tlaku dojde
ke kontrakci bfiSnich svali, které zpiisobi nasledné ¢aste¢né natazeni kopula¢niho organu
(Czekonska et Chuda-Mickiewicz, 2015). Dojde keverzi nahnédlych ruzka endofalu.

Poté se trubec opét trochu stlaci a dojde k druhé fazi, pfi niz se endofalus jiz plné evertuje
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anasledn¢ ejakuluje. Jak jiz bylo viSe zminéno, odebira se pouze Cisté sperma bez piimési
bilého hlenu. (Tyl et Titéra, 2013).

Druhou pouzivanou metodou je vystaveni trubce pisobeni chloroformu.
Diky chloroformu dojde u trubce k ¢astecné everzi endofalu, K plnému vysunuti dojde
po postupném stlacovani bokull bficha, stejné tak jako je tomu u manualni metody (Czekonska
et Chuda-Mickiewicz, 2015).

Objevuji se problémy s nedostatecnou everzi kopulacniho orgéanu ¢i nedojde
anomalie anebo vliv virovych nakaz ¢i rozto¢e Varroa destructor. Ptipadné muize dojit
k lidské chybé béhem odbéru (Czekonska et Chuda-Mickiewicz, 2015).

Viry se mohou diagnostikovat i ze somatickych bunck. K takovémuto stanoveni
jeideadlni vzorek z minimalné deseti jedincu. Ti se usmrti zmrazenim Vv lednici
a az do odeslani do laboratofe se zde uchovavaji. K baleni odesilaného vzorku je vhodné
pouzit papirovy sacek, krabicku ¢i obalku (Prod¢lalova, 2016).

Pro naslednou diagnostiku je velmi dillezité i spravné uchovavani vzorku. B€hem nize
popsaného PCR se zjiStuje pfitomnost virové RNA. Ta je velmi ndchylnd na vlivy okolniho
prostiedi a snadno podléha rozkladu. Dlouhodobé skladovani somatické tkané k nasledné
analyze vyzaduje teploty od -80 do -60 °C, pfipadné pouziti specifické chemické smési.
Od vcelafe je mozné ziskat Cerstvy vzorek odeslany kratce po odbéru postou. Spravné baleny
vzorek tak lze 1 po tfi denni cesté poStou (a to 1 béhem letnich a jarnich mésicil) pouzit
pro diagnostiku (Prodélalova, 2016).

Déle je nutné béhem celého procesu odbéru i vyhodnocovéani dbat na co nejvetsi

moznou sterilitu, aby vzorek nebyl infikovan patogeny z okoli a vysledky byly relevantni.

3.3.8.2 Rozbor vzorku

Diagnostika virovych onemocnéni je u véel velmi problematickd. Mnoho jich totiz,
jak je jiz vySe zminéno, probiha u nékterych vyvojovych stadii bez vyraznych klinickych
projevii jako skrytd infekce. Prvotni diagnostika samoziejmé¢ vychdzi ze symptomi
objevujicich se ve vcelstvu (Kukielka et al., 2007). AvSak V piipad¢ latentnich infekci
a koinfekci nelze na tuto formu diagnostiky spoléhat a je nutny laboratorni rozbor vzorki.

Klasické diagnostické metody byly diive zaloZzeny na sérologickych rozborech
a elektronové mikroskopii. Sérologie je Casto nejednoznaéna, jelikoz se u jedince muze

objevit koinfekce vice virovych nakaz a dokazané protilatky nejsou dostatecné specifické
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pro uréeni konkrétnich onemocnéni. Dnes se ¢im dal tim vice rozméha vyuzivani rtiznych
forem PCR (Kukielka et al., 2007).

Pted zavedenim citlivych molekuldrnich metod se pouzivaly hlavné biologické testy.
Tato metoda je zalozena na schopnosti viru rychle se mnozit poté co ho injekéné vpravime
do dospélé vcely nebo kukly. VéEtSina véelich virt se takto rychle v novém hostiteli namnozi
do koncentrace, kterou lze prokazat sérologickymi testy. Viry se poté rozliSovali na piiklad
dle koncentrace nutné k usmrceni kukly nebo koncentrace nutné k zac¢atku viditelnych zmén
ve vyvoji oka kukly, coz poté miize slouzit k v€asné indikaci infekce ulu. Timto zptisobem
bylo zjisténo nékolik velmi dilezitych virt, véetné ABPV, CBPV ¢i KBV a miize byt dale
uzitecna v objevovani novych virti bez evidentnich klinickych ptfiznakl. Nezastupitelné misto
ma samoziejme 1 klasickd mikroskopie. Jeji pfinos je ovSem spiSe v popisu novych virh
nez V jejich rutinni detekci (de Miranda, 2008).

Nejvice se v soucasnosti vyuzivaji molekularni metody. Tedy metody zalozené
na prokdzani pritomnosti nukleovych kyselin vird (Prodélalova, 2016). Ty casto vyuzivaji
molekularni sondy, které jsou specifické pro dany virus. Interakce mezi virem a sondou
je dale zvyraznéna pomoci tagt, markeri a barviv. Detekce je u nékterych zviditelnéni mozna
pouhym okem, pfipadné se vyuzivaji automatizované pfistroje. Mezi nejcitlivéjsi
a nejpresnéjsi markery a tagy patii radioaktivni izotopy béznych prvkl (vodik, kyslik, dusik,
sira, fosfor). Bézné jsou pouzivany izotopy P32, P33 a S35. Stale vice jsou ale radioaktivni
prvky nahrazovany jinymi stejné citlivymi neradioaktivnimi markery (de Miranda, 2008).

Dal$imi pouZitelnymi markery jsou kuptikladu enzymy zpracovavajici kalorimetrické
nebo luminiscentni substraty. Nejcastéji jde o alkalické fosfatazy nebo kienovou peroxidazu.
Jsou chemicky dostatecné silné na to, aby byly aktivni 1 po chemickych Gpravach potiebnych
K jejich ptipojeni k sond¢. Enzymatické markery zesiluji signaly a zvySuji citlivost reakce
mezi virem a sondou. Navazanim n¢kterych enzymi na sondu lze dosahnout i signalizace
pomoci chemiluminiscence. Pro tyto ucely se pouzivaji naptiiklad peroxiddza, fosfatdza
a luciferazy (de Miranda, 2008).

Existuje 1 spoustu barviv pouZitelnych pro barveni nukleovych kyselin. Tradi¢né
se pouzivaji ethidiumbromid, propidium jodid, aktinomycin-D a akridinové barviva, novéji
cyaninova barviva. VétSina z nich po navazani na nukleovou kyselinu zac¢ne fluoreskovat
(de Miranda, 2008). Mnoh¢é studie zamétfené na viry vcely medonosné pouzivaji barvivo
,SYBR® Green“ (de Miranda et al., 2010; Amiri et al., 2014; Blanchard
et al., 2014; Hartmann et al., 2015; Di Prisco et al., 2016).
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3.3.8.2.1 PCR
Nejcastéji se v souCasnosti k diagnostice virovych onemocnéni u véel pouziva PCR

(neboli polymerazova ftetézova reakce, z anglického ,Polymerase Chain Reaction®)
(Frydrychovéa, 2014). PCR lze povazovat za zakladni molekularné-genetickou metodu. Jejim
ucelem je vytvoreni dostatecného mnozstvi urcit¢ DNA k naslednym analyzam. Piipadné
Ize n¢kterymi modifikovanymi formami PCR sledovat polymorfizmus zkoumaného vzorku
(Knoll et Vykoukalova, 2002).

Zakladnim principem této metody je mnohonasobna rychla amplifikace vybraného
useku DNA. VyuZiva procesu bunécné replikace DNA, kdy DNA polymeraza syntetizuje
komplementarni vldkno k jednofetézcové molekule DNA. Zacatkem replikace je kratky
oligonukleotid (primer) komplementarné navazany na jednoietézcovy (templatovy) usek
DNA. Vysledkem je tedy dvoufetézcova molekula DNA. Ta se nasledné beéhem
PCR denaturaci separuje na dvé jednofetézcova vldkna, kterym opét DNA polymeraza
syntetizuje komplementarni vlakno. Druhym hlavnim principem PCR je cyklické opakovani
(Frydrychova, 2014). Béhem kazdého cyklu se pocet molekul zdvojnasobi a ziskame
tak 2" kopii pavodniho templatu, kde n =znaéi pocet provedenych cykla (Knoll
et Vykoukalova, 2002).

Denaturace dvouvlaknové DNA probihd pfi teplot€¢ mezi 94 a 98 °C. Toto zahfivani
trva dvacet az tficet minut a ma za nasledek poruSeni vodikovych mustkd, které drzi
dvouvléknovou strukturu molekuly. V dal$i fazi na jednovlaknové molekuly DNA nasednou
primery. Pro toto spojeni je nutné sniZit teplotu na 50 az 60 °C. DNA polymeraza pfisedne
na takto vznikly dvouvlaknovy tsek slozeny z DNA a primeru. Syntéza komplementarniho
DNA vldkna probihd po zvySeni teploty na 72 az 80 °C, coz je teplota optimalni
pro nejbéznéji uzivanou Taq polymerazu. Syntéza probiha od 5" konce k3" konci
(Frydrychova, 2014).

PCR ma nékolik modifikaci: touchdown PCR, nested PCR, hot-started PCR, realtime
PCR, inverzni PCR, alelové-specifické PCR a mnoho dalsich (Frydrychova, 2014).

Pii RT-PCR se vyuziva ptepisu RNA na tzv. cDNA (Knoll et Vykoukalova, 2002).
RT-PCR je vyuzivéano k rozliSeni ABPV a KBV. Tyto dva viry jsou si sérologicky, biologicky
a geneticky podobné. Lze je rozliSit na zakladé VP4 proteinu béhem RT-PCR (Ribiere
et al., 2008). VP4 je maly protein pfipojeny k vnitini stran¢ kapsidy (Mullapudi et al., 2017).
Tato metoda byla pouzita napt. Kamlerem et al. (2015) k detekci ABPV, DWW, SBV, KBV,
BCQV a CBPV ¢i Blanchardem et al. (2014) k detekci KBV. Déle RT-PCR pouzil Bakonyi
et al. (2002) k detekci ABPV v jedincich véely medonosné a parazita Varroa destructor.
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Ke zjistovani CBPV je pouzivano real-time PCR. To umoznuje detekovat virus
ve vSech vyvojovych stadiich a kastdch vcel (Amiri et al., 2014). Tato metoda byla uzita
i k detekci KBV (Ward et al., 2007). Pro diagnostiku vird je vhodné i kvantitativni real-time
PCR (de Miranda, 2008). Real-time PCR je zalozeno na sledovani PCR v redlném cCase
diky hodnoceni intenzity fluorescen¢nich signalt (Knoll et Vykoukalova, 2002).

Pro detekci DWV a BCQV se muze pouzit i kombinace dvou ptfedchozich metod,
tzv. real-time RT-PCR (real-time PCR s pouzitim reverzni transkriptazy), kterou jiz Gspésné
pro detekci virti véely medonosné pouzilo nékolik studii (Kukielka et al., 2007).

Na PCR daéle navazuji rizné metody sekvenovani a vyhodnoceni. V nami provadéném
vyzkumu byla pouzita agar6zova elektroforéza. Elektroforéza slouzi k separaci nukleovych
kyselin a je zaloZena na dé€leni latek v elektrickém poli mezi katodou a anodou. Do jamek
ve vaniCce se ztuhlym agar6zovym gelem je vpraven vzorek z PCR. DNA segmenty diky

svému elektrickému naboji migruji v gelu k anod¢ (Knoll et Vykoukalova, 2002).

3.4 Vertikalné prenosné choroby jinych bezobratlych

Pravdépodobnost vertikalniho pfenosu se ukédzala i u onemocnéni nékterych jinych

bezobratlych. U krevet se objevuje velmi agresivni virus tzv. ,infectious hypodermal
and hematopoietic necrosis virus“ (dale IHHNV). Prvni nalez tohoto viru pochazi z Havaje,
jednalo se o nakazenou krevetu druhu Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1871).
Kromé¢ tohoto druhu napada IHHNV i Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), u kterych
zplisobuje vyvojové arlstové abnormality. Nakazené populace maji o 10 az 50 % nizsi
ekonomicky vynos nez populace zdravé (Motte et al., 2003).
Laboratorné byl zjistén pifenos nakaZenou vodou, pozienim infikovaného materialu
ainjekéné. Na farmach je moZny pifenos pozienim uhynulych jedinci. Na moZnost
vertikdlniho pfenosu poukazuje ndlez viru v oocytech a vajeCnicich. Vertikdlni pifenos
byl potvrzen u L. vannamei. Bylo téz zjisténo, Ze k replikaci viru dochazi v naupliovém stadiu
a vajicka kladena silné nakazenymi matkami se nevyvinou a nedojde k vykuleni (Motte
et al., 2003).

U krevet se téz vyskytuje tzv. ,,white spot syndrome virus“ (dale WSSV). Siii
se horizontaln¢ 1 vertikdln€. Jedna se o vysoce letdlni virus, jehoz pilisobeni je zavislé
na stresu. Infikuje velky pocet druht vodnich koryst (jako jsou krevety a moisti kraby)
S riznou mirou vysledné mortality. PfenaSeci mohou byt nejen samotni infikovani korysi,
ale i jini vodni ¢lenovci, mofsti ptaci a dalsi. Nakaza se objevuje i u sladkovodnich druht,

napf. u raka signalniho Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) a krevetky Rosenbergovy
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Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879). Vertikalné se mohou nakazit i vajicka
zabronozek Artemia (Leach, 1819), ale ty se nakazy zbavi béhem vykuleni (Sanchez-Martinez
etal., 2007).

Hlavnim ptiznakem onemocnéni jsou bilé skvrny na téle jedince. Jedna se o usazeniny
vapniku. (OvSem tento ptiznak doprovazi i bakteridlni syndrom bilych skvrn anebo mtize byt
zptisoben vysokou alkalitou vody.) Umrtnost byva 90 az 100 % a smrt nastava tii aZ deset dni
od objeveni priznaki. VéEtSinou jsou nakazenymi juvenilni jedinci (Sanchez-Martinez
etal., 2007).

Mezi blanoktidlymi Hymenoptera (Linnaeus, 1758) se objevuji vertikalné pienosné
virové infekce napf. i1u Microplitis croceipes (Cresson, 1872) z c&eledi lumcikovitych
Braconidae. Je napadan virem ,nonoccluded baculovirus® (McNOBYV). V hostiteli
se McNOBYV siti pfevazné hemolymfou. Infikované buiiky traviciho traktu se uvoliuji do
lumenu stfev astykem svykaly se tak mohou infikovat dal$i jedinci (Chittihunsa
et Sikorowski, 1996).

U hmyzu je problematika pfenosu vird hojné zkoumana zejména u druhi, které
funguji jako vektory pro choroby kulturnich plodin. Konkrétné naptiklad skupina
poloktidlych Hemiptera (Linnaeus, 1758), mezi které patii msice Aphidoidea (Geoffroy,
1762), kriskoviti Cicadellidae (Latreille, 1802) ¢i tfasnoktidli Thysanoptera (Haliday, 1836).
Viry se do rostliny dostavaji zejména v pribéhu vektorova krmeni (Hogenhout et al., 2008).

Molice jsou hostiteli mnohych vird zrodu Begomovirus. OvSsem vysledky praci
ohledn¢ pfenosu a mnozeni virll se rizni. Neni jisté, zda dochazi k mnoZeni viru v dospé€lcich
a jestli dochazi k transovarialnimu pifenosu ¢i jakym zptisobem Vir snizuje fitness nakazenych
jedincu. Napft. virus zptsobujici zkrouceni a zloutnuti listi rajéat tzv. ,,tomato yellow leaf curl
virus“ (dale TYLCV) snizuje fitness jedince a s velkou pravdépodobnosti se ve svém vektoru
mnozi. Zatimco virus skvrnitosti rajcat tzv. ,tomato mottle virus“ (dale ToMoV)
se ve vektoru nemnozi ani nesnizuje jeho fitness (Hogenhout et al., 2008). DNA TYLCV bylo
za pouziti PCR a Shouhern blotingu nalezeno v embryich a vajickach molic, coz ukazuje
na transovarialni pienos (Ghanim et al., 1998). Dale se ukazalo, ze se virus muZze pienaset
I sexualné (Hogenhout et al., 2008). Potomstvo, u kterého byl zjistén obsah DNA TYLCV
Vv embryondlni fazi, uspéSné nakazilo v dospélosti timto virem cilové rostliny (Ghanim
etal., 1998).

Z rostlinnych virt byl transovaridlni prenos dale dokdzan u mnohych zastupct celedi
BunyavirG Bunyaviridae, ktefi vyuzivaji jako vektor Clenovce. Kiisci, mSice a svitilky

Fulgoromorpha (Kirkaldy, 1907) pienaseji rabdoviry Rhabdoviridae. Tyto viry zpusobuji
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svému vektoru chronickd onemocnéni a i u nékterych znich byl prokazan transovarialni
prenos. Kiisci dale pfenasi napf. virus napadajici kukufice tzv. ,,maize stripe virus“
(dale MStV) patiici do rodu Tenuivirus. V ramci tohoto rodu se transovarialni pienos potvrdil
u celé fady patogenti. Konkrétné pro MStV plati, ze nymfy jsou pro n¢j ucinnéjSim vektorem
nez dospélci a ucinnost prenosu se snizuje se stoupajicim vékem vektoru. Transovarialné
se MStV nakazi dvacet az sto procent potomstva. Skupinou rostlinnych viri, u které byl hojné
popsan vertikalni pfenos u hmyzich vektor, je i Celed reoviri Reoviridae, mezi
které patii napf. vir zpusobujici virovou sterilni zakrslost ovsa ¢i patogen virové zakrslosti ryze
(Hogenhout et al., 2008).

Dal§im vyznamnym rostlinnym patogenem pienasenym hmyzem je bakterie z rodu
fytoplasma zpusobujici tzv. ,,white leaf* u cukrové fepy. Jejim rezervoarem je kiisek
Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumura, n. d.). Za pouziti PCR a nasledného sekvenovani
byla bakterie nalezena ve vajickach, dospélcich a nymfach prvni i druhé zkoumané generace
tohoto kiiska, coz jasn¢ poukazuje na moznost vertikalniho pfenosu (Hanboonsong

etal., 2002).

3.5 Prirozena obrana pred patogeny

Biologie vcel dava Sifeni virG hned nékolik vhodnych podminek. K horizontalnimu
pienosu piispiva zptisob Zivota, pii kterém jsou véely v neustalém kontaktu s jinymi jedinci
ulu. Vertikdlnimu, jak jiz bylo vySe zminéno, polyandricky zpisob rozmnoZovani.
Avsak u v€el samoziejmé muzeme najit i mnoho mechanismil, které bojuji proti ndkazam

¢i slouzi jako prevence.

3.5.1 Imunita

Prvni obranou vcely jako jedince je kutikula potazena tenkou vrstvou vosku,
ktera slouzi jako mechanickd bariéra pro prustup patogeni do organismu (Tautz, 2010).
Jako mechanicka bariéra se u hmyzu mize pocitat i sténa trachei, epitel stieva a peritroficka
membrana (Glinski et al., 1999). Patogen ovsem muze tyto mechanické bariéry piekonat
(napf. prostiednictvim poranéni vzniklého pii krmeni parazita Varroa destructor).

Pokud patogen do organismu pronikne, zapojuje se imunitni systém slozeny
Z molekuldrniho systému a imunitnich bun¢k v hemolymf€ (Tautz, 2010). Obecné se imunitni
systém deli na bunéénou a humoralni slozku.

Buniky — hemocyty — bunécné imunity zajist'uji reakce jako je fagocytoza, nodulace,

enkapsulace (Negri et la., 2016) (tzn. obaleni melaninem a dal§imi chemickymi latkami,
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¢imz je patogen izolovan od okolniho prostiedi) (Petr, 2016) a uzavirani ran. Hemocyty
tedy maji schopnost rozpoznat a zareagovat na cizi Castice. Fagocytéze podléhaji drobné
Castice, u vetsich dochazi k nodulaci ¢i enkapsulaci. Nodulace je vyuzivana pro eliminaci
velkého mnozstvi bakterii v hemolymf¢. Enkapsulace je aplikovana zejména pii boji
s mnohobunéénymi parazity (Negri et al., 2016).

Do humoralni slozky ftadime rozpustné efektorové molekuly, jako naptiklad
antimikrobidlni peptidy, proteiny komplementu a enzymové kaskady, které reguluji
kuptikladu tvorbu a srazeni melaninu (Negri et al., 2016).

Latky humoralni imunity jsou vylu¢ovany hemocyty a v tukovém télisku (Danihlik
etal.,, 2013). Napf. u ¢émelakl, mezi né patii lysozym, defensin, fenoloxidazovy systém
a antimikrobialni peptidy (dale AMP), jako je apidaecin, abaecin a hymenoptaecin. AMP
se V hemolymf¢ objevuji zhruba dvé hodiny po proniknuti patogenu do téla ¢melaka a vrcholu
jejich hladina dosahne béhem dvaceti ¢ty hodin (Glinski et al., 1999). U v¢éel jsou tyto AMP
také pritomny, dale u vcel nalezneme syntazu oxidu dusného, lysozym, melitin ¢i proteiny
obsahujici thioestery (Dostert et al., 2008). Melitin je hlavni soucast véeliho jedu (Dostert
etal., 2008), ve véelim jedu nalezneme i apamin. Nékteré z latek humoralni imunity jsou
V hemolymf€ piitomny neustale (lektiny), jiné jsou tvofeny V zavislosti na pohlavni fazi
a véku (fenoloxidaza), ptipadné jsou to latky vyluCované na zdkladé odezvy na mikrobialni
infekei ¢i septické zranéni (AMP, thioestery obsahujici protein) (Danihlik et al., 2013).
Mnoho latek s antibakterialnim uéinkem samoziejmé nalezneme i v matefi kaSicce
a to konkrétné royalisin ¢i skupina tzv. ,jelleines (Fratini etal., 2016). Royalisin patti
do skupiny defensind. Tzv. ,,jelleines® jsou sekretovany vyhradné do mateti kaSicky (Dostert
et al., 2008).

V poslednich letech se vénovala velkd pozornost objasnéni role a funkce
antimikrobidlnich peptidi. Jednd se o klicové komponenty humordlni imunity mnoha
organismu. Pasobi na bakterie, houbové patogeny a protozou. Ve vceli hemolymf€ jich bylo
zjisténo sedm. Jedna se o apidaeciny, abaecin, hymenoptaecin a defensiny. Neékteré
se navzajem funkéné dopliuji. Nékteré AMP jsou specifické napi. na gramnegativni bakterie
apod. Jednim z mechanismti pisobeni AMP je interakce S intracelularnimi proteiny
a nukleovymi kyselinami. U bakterii inhibuji translaci a skladbu proteint. Kratké peptidy
bohaté na prolin jsou schopny pfechodu pfes membranu a vazby na bakteridlni DNA.
Eukaryotické bunky jsou zpravidla vi¢i AMP rezistentni. AMP totiz selektivné pisobi
na prokaryotu kvuli niz§imu membranovému potencialu, ktery je dasledkem nizsiho obsahu

cholesterolu a aniontovych lipidii v membrané. Nékteré AMP reaguji i na virova onemocnéni,
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napf. transkripce abaecinu ve stfevnim epitelu koreluje s hladinou DWV (Danihlik
etal., 2013).

Fenoloxiddzové kaskady jsou aktivovany lipopolysacharidy a peptidoglykany
z membran bakterialnich bun¢k nebo -1,3-glukany z hub. Produkty z fenoloxidazovych reakci
jsou vysoce reaktivni a toxické chinony, které se dale polymerizuji na melanin. Fenoloxidaza
se podili na stimulaci fagocytézy a enkapsulaci. Optimalni teplota pro jeji aktivitu je 20 °C,
pificemz teplota uvnitf Ulu se pohybuje kolem 34,5 °C. Tudiz tento enzym nepatii
mezi zasadni faktory imunity vcel. Kromé teploty jeho aktivitu ovliviiuje i vék jedince.
V prvnich dvou dnech vyvoje plodu neni fenoloxydaza vibec detekovana, poté se béhem
vyvoje jedince aktivita fenoloxidazy postupné navysuje. U starych véel je mensSi pocet
hematocytl a zaroven véEtsi aktiva fenoloxidazy (Danihlik et al., 2013).

Bezobratli nemaji specifickou imunitni slozku, tzn. nemaji receptory tvoiené
lymfocyty, které specificky reaguji s urCitym antigenem. Skutecna specifickd imunita
je vytvorena az u obratlovcl. Avsak i pfes to u hmyzu do jisté miry dochazi ke specifickym
imunitnim reakcim, i kdyz ne tak masivné jako u obratloveu. Na pokusech s octomilkou
Drosophila (Fallén, 1823) se mimo jiné ukazalo, ze imunitni syst¢ém tohoto hmyzu
pravdépodobné dokaze rozpoznat, zda je napaden virem, bakterii ¢i plisni (Dostert

et al., 2008).

3.5.2 Hygiena hnizda

U eusocidlniho hmyzu se predpoklada existence tzv. socialni imunity (Danihlik
etal., 2013) (hygienické chovani, Cistici pud) (Vesely et al., 2003). Jedna se napi. 0 vzajemné
ocistovani mezi délnicemi, péce o Cistotu matky, vyklizeni zbytkli z komurek plastvi pred
nakladenim novych vaji¢ek &i odstrafiovani mrtvych jedincti (Tautz, 2010). Sifeni nakazy
kolonii se zabranuje také odklizenim evidentné napadenych larev (Danihlik et al., 2013).

Taktéz se délnice agresivné zbavuji nemocnych jedinct. Piesny mechanismus jejich
rozpoznavani neni detailné¢ znadmy, avSak pravdépodobné se zahrnuje zmény chovani
a vyluéovani pozménénych chemickych latek nemocnymi jedinci. Nemocni jedinci jsou
eliminovani 1 tim, zZe n€které patogeny narusuji jejich orientacni smysl a jiZ nejsou schopni
se po vyletu vratit zpét do ulu (Tautz, 2010).

Vyznamnou slozkou hygieny hnizda je 1 propolis (Tautz, 2010) (neboli vceli tmel,
dluz ¢i smolunika) (Vesely et al., 2003), ktery slouzi jako desinfekce — ma antibakterialni
a antimykotické uc¢inky (Tautz, 2010). Jeho sloZeni je proménlivé a podil jednotlivych slozek

kolisavy. Velmi vyrazné antibakterialni a antimykotické ucinky maji konkrétné tékavé latky,
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flavonoidy a nékteré derivaty organickych kyselin, které¢ se uvoliuji pii zahtivani stén lu
pokrytych propolisem. Bakteriostatické u¢inky ma napf. na salmonely Salmonella (Salmon,
1884), stafylokoky Staphylococcus (Rosenbach, 1884) a bacil senny Bacillus subtilis
(Ehrenberg, 1835) (Vesely et al., 2003).

Propolis je tvofen z pryskyfice, kterou vcely sbiraji na poupatech (Tautz, 2010).
Konkrétné se surovina pro tvorbu propolisu sbira na topolu Populus (Linnaeus, 1753), biize
Betula (Linnaeus, 1753), olsi Alnus (Miller, 1768), jehli¢nanech Pinopsida (Burnett, 1835),
jilmu Ulmus (Linnaeus, 1753) a jirovci mad’alovi Aesculus hippocastanum (Linnaeus, 1753).
Dale je pryskyfice upravovana slinnymi zldzami dé€lnice (Vesely et al., 2003) a zabudovéana
do plastvi (Tautz, 2010). Kromé& vyztuzeni plastvi a zatmeleni trhlin délnice propolisem
také pokryvaji usmrcené vetielce, které nejsou schopny z Glu odstranit (Vesely et al., 2003).

Diulezity je 1 boj s parazity, ktefi mohou pfendSet fadu patogend. V ulech se obcas
objevuji Stirci  Pseudoscorpionida (Haeckel, 1866), ktefi jsou pro vcely prospésni
tim, ze Se zivi rozto¢i Acari (Nitzsch, 1818) a housenkami zavijeCovitych Pyralidae (Latreille,
1802) (Vesely et al., 2003).

3.6 Souhrn literarni ¢asti

RozmnoZovani vcel je velmi komplexni problematika, které se jiz vénovala fada
vyzkumu. Kvalitu trubcti a jejich spermatu ovliviiuje cela Skala faktort, od véku a vyzivy
trubce az po insekticidy v prostiedi.

Diky polyandrickému zptsobu reprodukce se viry vyskytujici ve spermatu mohou snadno
Sifit. Avsak ukézalo se, ze kolonie s matkou, kterd byla oplodnéna polyandricky, maji lepsi
produkci. Taktéz zatim byla piitomnost virt ve spermatu zjisténa pouze u nékolika patogenti
(DWV, ABPV). Uginek patogenti na v&elstvo je ¢asto davan do spojitosti s vlivem roztoce
Varroa destructor, ptipadné houby Nosema apis ¢i Nosema ceranae.

K diagnostice virt u v¢el mizeme pouziti Sirokou Skalu metod. Diive byly metody
zaloZené na sérologickych rozborech a mikroskopickém pozorovani, pfipadné byly pouZivany
biologické testy. V soucasnosti Se K diagnostice virt u vcel nejCastéji pouziva ruzné

modifikované PCR.
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4 Material a metody

4.1 Odbér a pivod vzorki

Bylo celkem odebrano osmnact vzorkt, sedm vzorkl pochédzelo z Vyzkumného ustavu
vcelaiského Dol, s.r.o. (dale stanovist¢ 1), dva od trubct chovatele Horsta Preissla
z Tribuswinkelu v Rakousku (dale stanovisté 2), tfi od Stefana Luffa z Arbegu v Némecku
(dale stanovisté 3), tfi od trubct patficich chovateli Eniko Szalai z Kecskemetu v Mad’arsku
(dale stanovi§té 4), jeden vzorek byl odebran ve vyzkumné stanici VUVC Dol v Lib&chové
(dale stanovisté 5), jeden u Hanse Beera v Haidecku v Némecku (dale stanovisté 6) a jeden
u Marcela Klotze v Langenfeldu v Rakousku (dale stanovisté 7). Odbéry provedl Ing. Dalibor
Titéra, CSc. a to v rozmezi mezi 24. 5. 2016 az 18. 7. 2016.

Vzorky byly uchovavany ve skelnénych kapilarach pii pokojové teploté. Kazda kapilara
byla uzaviena pryzovou zatkou (viz. obr. 12). Kontaminaci spermatu bylo piedchazeno
hygienou odbéru, kterd zahrnovala pouZiti jednordzovych kapilar a oplachovani jehly
etanolem mezi odbéry.

Nasledné¢ byly vzorky osobné ptredany na analyzu RNDr. Jané Prod¢lalové,

Ph.D. z Vyzkumného ustavu veterinarniho 1ékafstvi, v. v. i., Hudcova 70, Brno.

Obr. 12: Uzavfena kapildra s odebranym spermatem R
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4.2 Rozbor vzorku

Laboratorni rozbor vzorku provedla RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D. Byly zkoumany
DNA i RNA viry. Konkrétné¢ CBPV, ABPV, DWV, KBV, BQCV, IAPV, VdMLV, AmFV,
SBV, LSV (tzv. ,,Lake Sinai virus®) a BSRV (tzv. ,,Big Sioux River virus®).

Nejprve byly k vzorkim pridany rozbijeci Castice Garnet Bead Tukes 0,70 mm,
které slouzi k naruseni bun¢k a tzv. ,rozbiti vzorku“. Nasledné byly zkumavky vlozeny
do jednoduchého homogenizatoru (vortexu). Nasledovala pipetace a pfidani smési
ze soupravy Chemagical Viral DNA/RNA Kit. Ten obsahuje magnetické Ccastice,
na které se navazou nukleové kyseliny ze vzorku. Slouzi tedy k jeho izolaci. Po ptidani Kitu
byly vzorky uskladnény v -80°C, aby nedoslo pted dal§im zpracovani k degradaci nukleovych
kyselin.

Pro detekci RNA virGi bylo nutné RNA ve vzorku za pomoci reverzni transkriptazy
prevést na cDNA. Konkrétné byl pouzit produkt ProtoScript® II Reverse Transcriptase.
Avsak reverzni transkriptdzy maji obecné malou U¢innost a proto znacné snizuji citlivost
testu. Nasledovalo PCR s pouzitim mixu nespecifickych primert, které jsou ideélni
pro detekci vice virl najednou. Byla pouZita reakéni smés Aptamer Hot Start Master Mix
(vyrobce Top-Bio, Praha).

K diagnostice nékterych viri bylo pouzito vice riiznych primert, aby se poté z vysledkt
dalo urcit, ktery je pro diagnostiku nejvhodnéjsi. Vice primerlt bylo pouZito naptiklad
pro DWV, jednalo se o primery amplifikujici rizné cilové &asti genomu tohoto viru.
Konkrétne¢ byl pouzit DWV1 20F/578R (v tabulce vysledkii oznacen jako DWV1)
amplifikujici ¢ast genomu nekodujici Zadny protein, u které malokdy dochdzi k zdsadnim
mutacim. Dale DWV 4 2345F/2779R (v tabulce s vysledky jako DWV 4) amplifikujici cast
genu kodujici proteiny virionu a jako tieti primer byl pouzit DWV10 8934F/9599R (v tabulce
vysledki jako DWV10), ktery amplifikuje ¢ast genu pro RNA polymerazu. Vice primeri bylo
pouzito i pro diagnostiku CBPV a AmFV. Pro uréeni BQCV a ABPV byly pouzity taktéz dva
druhy primert. U kazdého z téchto dvou virti byl pouzit primer, ktery ve starSich studiich
byl uzit pfi multiplexové PCR (v tabulkach vysledkt jako mplex BQCV a mplex ABPV).

Konkrétné §lo o primery pouzité ve vyzkumu provedeném Grabensteinerem et al. (2007).
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Po PCR byla provedena gelova agardzova elektroforéza. K obarveni vzorkli byla

pouzita barva svitici pod UV zafenim.

Obr. 13: Ukazka UV snimku vzorku po provedeni agarézové elektroforézy

Poté¢ byly odebrany vzorky gelu se zkoumanymi fragmenty nukleovych kyselin
a odeslany do sekven¢ni firmy Eurofins. Byla pouzita vzorkovaci souprava od této firmy typu

Mix2Seq Kit.

4.3 Analyza dat

Poradi bazi z vysledk, které zaslala firma Eurofins, byly déle vyhodnoceny za pomoci

NCBI databaze, ktera ptifadila k sekvencim bazi dany nazev viru.
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EDownload ~ GenBank Graphics

Apis mellifera filamentous virus isolate CH-COS5, partial genome
Sequence ID: KR319915.1 Length: 435396 Number of Matches: 1

Range 1: 443423 to 443066 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
987 bits(534) 0.0 541/544(99%) 1/544(0%) Plus/Plus
Query 4 ATGCATCTTGGCCTTCTTTACACCGAGCOACGOTATCATCOATCGAGAATCTGGTGACGCG 63
AN 1 o o
Query &4 TTTCTACGAAATGETAGTOTACACCGAGRCCCOCTACTTCTACGCATTCCARGCCOCAAT 123
DR i T
Query 124 GOAGAACATTCACGCCGAGGTCTACAGT CAGTTGATCAAGACACTAATTCCOAACGAAGA 183
S s ST ..
Query 184 COAACAGCGGTCCATCTTCTCATCGT TCATGACCACGCOCAGGCAT CACCOARAAAGAL 243
R .
Query 244 CTOOGCAARACAGTGECT COAACGAGAARATCTCAGCTTCOTCGAGCGATTAGTCGCTTT 383
e e TR 2.
Query 384 TaCTaTEaTCaAAGGACTATTGT TTAGCGGCAGCTTT-GCCTCCATCTTCTOGTTORARA 362
OO 1A AT i
Query 363 AGCOTOGACT TATGCACGOTCTOACCTTTAGTAACGAACTEATCAGTCGOGACOAGGOTT 422
e s SRR 2.
Query 423 TOCATTGCGACTTCGCCTATCTTCTCTACACCARACACATCGTGCACAAGCTGCCCAACA 482
i A i .
Query 483 ATATGATCTACAACATCGTACGTGAAGCCATACATGCTGAGTCCATATTCTTTGGTCATG 542
A e
Query 543 CACT 546

Sbict 443963 'é.'lftcl'l' 443966

BIDownload ~ GenBank Graphics

Uncultured virus clone BRL.10.2008 ribonucleotide reductase small subunit gene, partial cds
Sequence ID: GU3808%6.1 Length: 546 Wumber of Matches: 1

Range 1: 14 to 546 GenBank Graphics

Score Expact Identities Gaps Strand
952 bits(515) 0.0 527/533(99%) 0/533(0%) Plus/Flus

Query 4 ATGCATCTTGECCTTCTTTGCACCGAGCGACGETATCGTCGETGAGAATCTGGTGACGEG 63

, CLCULLLLELLLEL T LEELELLLELE LR ELE LT LT LT
Sbjct 14  ATGCATCTTGGLCTTCTTTGCACCAAGUGACGGTATCGTCGGTGAGRATCTGGTEACGLE 73

Obr. 14: Ukazka vyhodnoceni sekvence databazi NCBI
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BLASTResults

Mouse over 10 see the title, click 10 show alignments

Color key for alignment scores
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Obr. 15: Pokrac¢ovani ukazky vyhodnoceni databazi NCBI
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S5 Vysledky

Byl potvrzen vyskyt DWV, ABPV, BQCV, AmFV. Ani v jednom ze zkoumanych vzorki
nebyl nalezen KBV, SBV, VdMLYV, LSV a BSRV.

DWYV byl celkem diagnostikovan v tfinacti vzorcich (tzn. 72,22 %) a to na péti ze sedmi
sledovanych stanovistich. Byl rozdil v GispéSnosti jednotlivych primert (viz. tab. 1 a graf 1).
ABPV se podafilo detekovat pouze primerem vV tabulce oznacenym jako mplex ABPV
a to pouze na stanovisti 4, které vyslo na tento virus kompletné pozitivni. Z celkového poctu
vzorki Slo o 22,22 %. BQCV bylo urfeno pozitivni pouze ve dvou vzorcich
(11,11 % vzorku), a to na stanovisti 1 a 5 (viz. tab. 2). AmFV byl diagnostikovan ve ¢trnacti
vzorcich (77,78 % vzorkt). U diagnostiky AmFV nebyl rozdil v pouZitych primerech.

Stanovisté 2 a 7 vysla kompletné negativni na vSechny zkoumané viry. Nejvétsi pocet
pozitivnich vird na stanovisté byly tfi viry. Tento pocet mélo stanovisté 1, 4 a 5. U stanovisté
1 se jednalo o DWV, BQCV a AmFV, pfi¢emz u Sesti zjeho sedmi vzorkd bylo ur¢eno
DWV, v piipadé jednoho vzorku pouze jednim primerem, v piipadé péti vSemi tiemi primery
(viz. tab. 1). Na stanovisti 4 byli nalezeny DWV, ABPV a AmFV. Pticemz DWV bylo
pozitivné diagnostikovanou pouze primerem DWYV 1. Na stanovisti 5 byly prokazany DWV,
BQCV a AmFV. Konkrétni vysledky pro vSechny stanovisté viz. tab. 1, 2 a 3. Pro lepsi
zobrazeni rozdili ve vysledcich je prilozeno n¢kolik grafi.

Stanovistt DWV1 DWV4 DWV 10 ABPV1 mplex ABPV

1 Poz Poz Sl. Poz  Neg Neg
1 Poz Poz Poz Neg Neg
1 Poz Poz Poz Neg Neg
1 Poz Poz Poz Neg Neg
1 Poz Poz Poz Neg Neg
1 Neg Neg Neg Neg Neg
1 Neg Sl. Poz  Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg
3 Poz Poz Neg Neg Neg
3 Poz Poz Neg Neg Neg
3 Neg Neg Neg Neg Neg
4 Poz Neg Neg Poz Poz
4 Poz Neg Neg Poz Poz
4 Poz Neg Neg Poz Poz
5 Poz Poz Neg Neg Neg
6 Poz Neg Neg Neg Neg

7 Neg Neg Neg Neg Neg
Tab. 1: Vysledky diagnostiky virl na jednotlivych stanoviStich — ¢ast 1
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Stanovist¢ KBV IAPV mplex BCQV BCQV CBPV1 CBPV2

1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 Neg Neg Poz Sl.poz  Neg Neg
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
5 Neg Neg Poz Neg Neg Neg
6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
7 Neg Neg Neg Neg Neg Neg

Tab. 2: Vysledky diagnostiky virdi na jednotlivych stanovistich — ¢ast 2

Stanoviste AmFV 1 AmFV 2 SBV VdMLV LSV BSRV

1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
1 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
1 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
1 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
1 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
1 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
1 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
3 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
3 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
3 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
4 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
4 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
4 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
5 Poz Poz Neg Neg Neg Neg
6 Poz Poz Neg Neg Neg Neg

7 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Tab. 3: Vysledky diagnostiky virti na jednotlivych stanovistich — ¢ast 3
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5.1 Statistické zhodnoceni

Jak je jiz vyse uvedeno, v naSich odbérech trub¢iho spermatu jsme porovnavali vyskyt
virth ve vzorcich ze sedmi stanoviSt. Dvé stanoviSté byla bez nédlezu a na ostatnich péti byl
nalez dvou nebo tii druht virt.

I kdyz se zd4 na prvni pohled, Ze rozdil mezi negativnimi a pozitivnimi stanovisti
je zasadni a laicky fe¢eno vyznamny, podrobili jsme vysledky y? — testu dobré shody (Kaba,
1973).

Nulovou hypotézou bylo, Ze neni statisticky vyznamny rozdil mezi daty ze zkoumanych
stanovisSt. Alternativni hypotéza tedy fikala, Ze existuje statisticky prokazatelny rozdil mezi
alespon dvéma zkoumanymi stanovisti.

V testu jsme jako skute¢né hodnoty porovnali s ocekdvanymi. Vzhledem k prozatim
malému poctu zhodnocenych stanovist nemame dostate¢né¢ dobry odhad na vyskyt vird
v zakladnim souboru. Jako prvni model jsme pouzili primérny vyskyt vird v celém souboru

jako hodnotu o¢ekavanou.
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Pouzité symboly:
Nj — nalezeny pocet virt
Oj — o¢ekavany pocet virt

Testovaci kritérium y? se po¢ita podle vztahu

¥2=suma (Nj — 0j) 2/ Oj

Kritickd hodnota je tabelovand pro rtizné hladiny vyznamnosti a piislusny pocet

stupiiti volnosti (n-1), kde n je pocet porovnavanych stanovist’.

Vypocetni tabulka je zde:

Stanovisté 1 2 3 4 5 6 7
Nalezeny pocet 3 0 2 3 3 2 0
vira

Ocekavany pocet 2 2 2 2 2 2 2
vira

Nj —Oj 1 2 0 1 1 0 2
(Nj - 0j)?/0j 0,5 2 0 0,5 0,5 0 2
Testovaci kriterium 55

Kritick4 hodnota

p=0,01 (6) 16,8

Kritick4 hodnota

p=0,05 (6) 12,6

Vzhledem k tomu, Zze testovaci kritertum je menSi nez kritickd hodnota
pro ob¢ zvolené hladiny vyznamnosti pfi 6 stupnich volnosti, pfijimame nulovou hypotézu.
Stanovisté se statisticky vyznamné nelisi v poc€tu nalezenych virii, bereme-li za oekavanou
hodnotu primérny vyskyt virli na stanovisti v nasich pokusech.

Pokud bychom vSak vzali za o¢ekdvanou hodnotu nalez jednoho viru na stanovisti,

byla by stanovisté statisticky vyznamné odlisna na hladiné 0,05.
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Stanovisté 1 2 3 4 5 6
Nalezeny pocet 3 0 2 3 3 2
vira

Ocekavany pocet 1 1 1 1 1 1
vira

Nj — Oj 2 -1 1 2 2 1
(Nj - 0j)?/0j 4 1 1 4 4 1
Testovaci kriterium 16

Kriticka hodnota

p=0,01 16,8

Kritick4 hodnota

p=0,05 12,6

5.1.1 Zavér statistického hodnoceni

Vzhledem k malému rozsahu naméfenych hodnot jsou zjisténé rozdily na hranici

statistické priikaznosti.
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6 Diskuze

Bylo potvrzeno, Ze zkoumané viry se mohou vyskytovat ve spermatu trubct a tudiz
pravdépodobné jeho prosttednictvim i ptenaset. I pro zkoumané populace se tedy potvrdily
poznatky ze starych studii, které dokazaly moznost pfitomnosti DWV (Ribiere et al., 2008)
a ABPV (de Miranda et al., 2010) ve spermatu. Dale byl u n¢kolika vzorki pozitivni vysledek
na BQCV, ktery byl dfive zjistén napiiklad ve vajecnicich kralovny (Ribiere et al., 2008).

Diky pienosu virti spermatem se mize nakazit zdrava matka a nasledn¢ nakazu ptrenést
na potomky. Je ovSem otazkou, zda se vir z kontaminovaného ejakulatu dostane u zdravé
matky i do spermatéky a zda tato matka naklade infikovana vajicka. Napiiklad KBV
byl detekovan v povrchové sterilizovanych vaji¢kach (de Miranda et al., 2010). Nékteré studie
poukazuji na moZnost transovarialni prenosu SBV (Cermak et al., 2016). Konkrétné na nas
vyzkum navazou pokusy o diagnostiku virli ve spermatéce oplodnéné matky a nakladenych
vajickéach. Dalsi vyzkum se bude zabyvat naptiklad tim, jaké je minimdlni mnozstvi vajicek
k diagnostice. Domnivame se, Ze by pfitomnost virit mohla byt tspésné diagnostikovatelna
jiz Z deseti vajicek.

Také neni doposud znamé, v jaké c&asti ejakulatu se konkrétni viry nachazi — zda
ve spermiich ¢i semenné plazmé. Tento problém je taktéZ nutné zahrnout do dalSiho
vyzkumu.

Jednim ze zkoumanych faktori byla samotna metodika. Ukazalo se, ze PCR
je pro detekci téchto virti ve spermatu vhodné a to i v podminkach nasi konkrétni laboratote.
Detekovat 1ze jiz mnozstvi jednoho mikro litru. Avsak je mnohdy problematické ziskat
sperma z kapilary, do které se odebira. Bézné€ pouzivané kapilary jsou vhodné spise pro odbér
spermatu od vice samctl, avsak pokud je odbér provadén pouze u jednoho jedince a pokud ma
navic podprimérny objem spermatu, sperma se v kapilafe béhem uskladnéni a manipulace
rozprostfe po sténach a ulpi na nich. Bylo by tedy vhodné pro dalsi vyzkumy tohoto typu
pouzivat kapilary s mensim primérem ¢i ependorfovy zkumavky (Prodélalova, 2017, v tisku).

U nékterych virt (napt. DWV, AmFV, BQCV, ABPV) bylo k diagnostice pouZito vice
druhit markerti. Jak se ukézalo, n¢které markery jsou U€innéjsi nezZ jiné, coz lze vysvétlit
moznym polymorfismem danych vir. Srovnani vysledné uspé$nost pouzitych markerti ndm
mize pomoci optimalizovat postup pii dalsi diagnostice.

Negativni vysledky nékterych testi nemusi vzdy znamenat, Ze vir se v daném vzorku
nevyskytoval. Je mozné, Ze se jednalo o kmen, jehoz nukleové kyseliny nejsou

diagnostikovatelné pouzitymi markery. Timto se daji napiiklad vysvétlit stanovisté a viry,
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které vysly kompletné negativni. Neni doposud jasné, co v§e mize byt pod nazvem nékterych
zkoumanych onemocnéni obsazeno a nékteré viry byly objeveny pomérné neddvno (napft.
IAPV) a nejsou zatim pfili§ prozkoumany. AvSak na druhou stranu, kompletné negativni
vysledky mély zejména viry, které nejsou pro staty, na jejichz izemi se nachazeji zkoumana
stanovisté, typické ¢i na jejich uzemi nebyly doposud prokazany (KBV, IAPV, BSRV, LSV).

Obecné je KBV typicky pro Severni Ameriku a Novy Zéland, IAPV pro Stiedni vychod
a Australii (de Miranda et al., 2010). KBV byl z evropskych zemi nalezen napf. ve Francii,
ato prvné ve vzorcich pochazejicich zroku 2012 (Blanchard et al., 2014), v roce 2004
ve Spanélsku, roku 2007 v Dansku (de Miranda et al., 2010) a ve Velké Britanii (Ward
etal., 2007). Ve vyzkumu provedenym Rybou et al. (2012) obsahujicim vzorky z v¢elstev
zuzemi CR zlet 2006 az 2009 nebyl KBV diagnostikovan ani v jednom. Ve vyzkumu
Forgacha et al. (2008), pfi kterém bylo zkoumdno padesat dva vzorka z let 1999 az 2004
Z Mad’arska nebyl nalezen CBPV ani KBV. V Rakousku rozsiteni virti zkoumal napt. Berenyi
et al. (2006). | vtomto vyzkumu vySel KBV ve vSech vzorcich negativni. IAPV
se z evropskym zemi objevil napiiklad ve Francii (de Miranda et al., 2010). LSV byl objeven
ve vzorcich z Belgie odebranych v roce 2011 (Ravoet et al., 2015) &i v rozboru Spanélskych
vzorkl, které byly téz pozitivni na IAPV (Granberg et al., 2013).

Nekteré viry nemaji tak silnou prevalenci jako jiné. V jiz zminéné studii Ryby
etal. (2012) byl zjistén CBPV pouze ve tfech procentech vzorkd, avSak napiiklad DWV
V tficeti jedna procentech vSech vzorkd a Ctyficeti Sesti procentech vzorkd infikovanych
nékterym ze zkoumanych virl. Druhym nejfrekventovangjSim virem byl ABPV se sedmnécti
procenty a dale BQCV s jedenacti. Nizkou prevalenci CBPV gzjistil i Berenyi et al. (2006).
V jeho studii byl CBPV zjistén pouze v devatenacti procentech vzorki.

Dalsi z naslednych pokusii by se mohl zabyvat i zkoumanim, jak se usp&Snost a moznosti
diagnostiky méni v pribéhu sezony. Napiiklad u ABPV a KBV byla zjisténa mirna cykli¢nost
vyskytu v pribéhu roku (de Miranda et al., 2010). Je otazkou jaky je minimalni titr viru
v tkani, ktery umozni efektivni diagnostiku. Proto by jeden z nasledujicich pokust mohl
zahrnovat i kvantitativni ureni mnozstvi viru v dané tkani ¢i spermatu s ohledem na velikost
pouzitého vzorku.

Véelstva se proti ndkazdm pfirozen€ chrani hygienickym pudem a jedinci jako takovi
svou imunitou. Pokud néktera z testovanych kolonii méla troven hygienického pudu vyrazné

vvvvvv

sila imunity jedince, ze kterého pochazi konkrétni vzorek.
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U nékterych virth byla dokazana spojitost mezi napadenim vcelstva roztocem Varroa
destructor a zvySenym nakazenim vcelstva danym virem a propuknuti klinickych znaki
u diive latentnich infekci. Tato spojitost je znama napt. u DWV (Tantillo et al., 2015).
UDWYV je také prokazana negativni korelace s hmyzomorkou Nosema ceranae (Kamler
etal.,, 2015). Muzeme se tedy domnivat, ze ptipadné napadeni hmyzomorkou Nosema
ceranae hraje roli u populaci, ve kterych nebyl DWV zjistén.

Dalsim faktorem, ktery mohl ovlivnit vysledky je faktor lidské chyby. Ten je vysoky
zejména u sekvenace vzorkl v externi firme.

Po optimalizaci metodiky by bylo vhodné komercné nabidnout chovatelim vySetfeni
spermatu trubci pfed jejich pouzitim k inseminaci. Takovéto testovani by mohlo
minimalizovat pfenos téchto vird pii inseminaci a chovatel by po porovnani vysledkii vzorka
z ruznych trub¢ich véelstev mél jistotu, Ze jim vybrani samci z kolonie s nejmensim poctem
pozitivnich nalez budou relativné méné patogenni nez jedinci z ult, u kterych test prokazal

vice chorob.
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[ Zavér

Vysledky potvrdily nékolik star§ich vyzkumd, které prokdzali moznost vyskytu n¢kterych
vird v trubéim spermatu. V nékterych vzorcich byl prokazan vyskyt DWV, ABPV, BQCV
a AmFV. Ani v jednom ze zkoumanych vzorki nebyl nalezen KBV, SBV, VdAMLV, LSV
a BSRV. Mezi stanovisti byly nalezeny statistické rozdily, avSak vzhledem k malému rozsahu
namétfenych hodnot jsou zjisténé rozdily na hranici statistické pritkaznosti.

Metodika se ukazala jako vhodna pro tuto diagnostiku a bylo nalezeno i nékolik moznosti
pro jeji budouci optimalizaci. Mzeme prohlasit, Ze by bylo ucelné zavést moznost testovani

trubciho spermatu, které by bylo dostupné pro chovatele.
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