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Abstrakt

Zvysené ztraty chovanych vcelstev v poslednim desetileti vzbudily zna¢nou
pozornost védct 1 vefejnosti. Pfi¢inou téchto ztrat je pravdépodobné fada biotickych
a abiotickych faktori, predevSim vSak plisobeni patogeni a parazitl.
Jednohostitelska trypanosomatida v travicim traktu véel — Lotmaria passim
a Crithidia mellificae, byla dosud ponékud opomijena, avsak vysledky nedavnych
studii naznacuji, Ze tyto druhy maji pravdépodobné podil na tthynech vcelstev. Do
fadu Trypanosomatida patii také nebezpecni piivodci lidskych onemocnéni, jako je
spava nemoc, Chagasova choroba nebo leishmanidéza. Mechanismus Vvlivu
trypanosomatid na zdravi véelstev dosud neni zcela znam.

Cilem prace bylo ovéfit incidenci trypanosomatid v populaci vcelstev
V Plzeiském a JihoCeském kraji. Na zaklad¢ detekce specifickych tisekiit DNA byla
potvrzena piitomnost druhu L. passim, ktery byl detekovan ve vétsin€¢ vzorkd,
celkem v71 %. Oproti tomu druh C. mellificae nebyl nalezen v zadném

Z testovanych vzork.

Klic¢ova slova: Apis mellifera, ztraty vcelstev, trypanosomatida, Lotmaria passim,
Crithidia mellificae, PCR detekce



Abstract

The increased honey bee colony losses in the last decade gain a considerable
attention of scientists and public. The causes of these losses include a wide range
of biotic and abiotic factors, but pathogens and parasites are probably the main ones.
Monoxenous trypanosomatids in honey bee gut — Lotmaria passim and Crithidia
mellificae were neglected for a long time but according to recent studies they seem
to participate in those colony declines. Trypanosomatids are widespread parasites,
including also the causes of some human illnesses, such as sleeping sickness, Chagas
disease and leishmaniasis. The mechanism of the effect on honey bee health is not
well understood so far.

The aim of this thesis was to verify the occurrence of the trypanosomatids
in honey bee samples from two regions in Czech Republic. The methods, based
on detection of specific DNA loci, confirm the high prevalence of L. passim, which
was founded in majority (71 %) of the samples. On the contrary, no samples were

positive to C. mellificae.

Key words: Apis mellifera, honey bee declines, trypanosomatids, Lotmaria passim,
Crithidia mellificae, PCR detection
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1 Uvod

Viela medonosnd je jednim znejvyznamnéjSich hmyzich opylovact.
Opylenim je zvySena produkce kulturnich plodin, snizeno riziko napadeni kvétu
sktdci, ale je také udrzovana geneticka diverzita plan¢ rostoucich plodin, na kterych
jsou zavislé dalsi organismy.

V soucasné dob¢ ziskalo téma zdravi véely medonosné zna¢nou pozornost, a to
pfedevS§im vzhledem ke zvySenym thynim chovanych vcelstev v USA a Evropé
Vv poslednim desetileti. Na téchto ztratdch se pravdépodobné podili fada abiotickych
a biotickych faktorti, ovSem piedpoklada se, ze zasadni vyznam maji patogenni
organismy a parazité, kterym musi vcelstva celit. Véela medonosna je hostitelem
pro siroké spektrum patogenti a parazitl, mezi né€z se fadi viry, vyuzivajici roztoce
Varroa destructor jako vektor, bakterie nebo jednobunééna eukaryota.

Trypanosomatida jsou S$iroce rozsifeni jednobunécni paraziti, kteti napadaji
rostliny, bezobratlé i obratlovéi hostitele, véetné ¢lovéka. Druhy Lotmaria passim
a Crithidia mellificae osidluji travici trakt véel a podle soucasnych studii by se mohly
podilet na zvySenych tthynech v¢elstev. Ackoliv mechanismus piisobeni téchto druhi
na zdravotni stav v¢elstev neni dosud uspokojivé prostudovan, jsou zndmé negativni
ucinky nékterych piibuznych druht, napt. druhu Crithidia bombi, parazitujiciho
na ¢melacich (Bombus spp.) nebo nékterych vicehostitelskych druht, zpisobujicich
onemocnéni ¢loveka, jako je spava nemoc neboli africka trypanozomiaza, Chagasova
choroba (ptivodci rodu Trypanosoma) nebo leishmaniéza (rod Leishmania).

Upadek véelstev by znamenal znaéné ekonomické a ekologické problémy,
negativné by se mohl projevit také na zdravotnim stavu lidské populace, vzhledem
ke zhorSené dostupnosti nekterych vyzivové vyznamnych potravin, piedevsim
zeleniny, ovoce a olejnin. Studium pfi¢in té€chto ztrat, pisobeni patogent, paraziti

a jejich vzajemnych interakci je proto velmi dulezité.
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2 Literarni prehled

2.1 Veéela medonosna

Pocet druhti v¢el je odhadovan asi na 30 tisic. Zhruba polovina byla dosud
zaznamenana entomology a zafazena do sedmi Celedi. V¢ely medonosné, rodu Apis
z Celed¢ Apidae (Hymenoptera: Apidae: Apis), zahrnuji vice nez deset druhii. Pouze
nékteré z nich jsou ovSem vhodné pro chov v tlech. V soucasné dobé je nejvice
chovanym druhem véela medonosna Apis mellifera, n€kdy oznac¢ovana jako véela
zapadni, pochazejici z Afriky, Evropy a Stfedniho vychodu. V chovech jsou
celosvétove vyuzivana predev§im evropska plemena tohoto druhu (A. m. carnica, A.
m. iberica a A. m. liguistica). V Asii je dosud také vyuzivan druh véely vychodni
Apis cerana (Bradbear 2009; Thompson et al. 2014).

2.1.1 Vyznam vcel

Chov v¢el pfinasi velkou $kalu hodnotnych a uziteénych produkti - véeli med,
vosk, propolis, mateti kasicku, v¢eli jed. Diky svym unikatnim vlastnostem maji tyto
produkty nezastupitelné postaveni v lidském jidelnic¢ku, vyuziti nalézaji také
Vv piirodni medicin€ (tzv. apiterapii), kosmetice a dal§ich odvétvich. V globalnim
méfitku je ovSem vyznamnéjsi opylovaci funkce vcel. Opylenim je zajiStén pienos
pylu cizosprasnych rostlin a zvySeni vynosu kulturnich plodin pro lidskou pottebu.
Opylovaéi maji také dualezitou roli v pfirodnim ekosystému, opyluji totiz plané
rostouci rostliny, na jejichz produkci jsou zavislé dalsi organismy, a zachovavaji tak
biodiverzitu nejen zemédélské krajiny. Existuje cela fada opylovaci,
pro monokultury plodin je ovSem vcela medonosnd celosvétové nejvyznamnéjsi
(Ravoet et al. 2013; Runckel, DeRisi a Flenniken 2014).

Obecné se odhaduje, ze piiblizné jedna tfetina plodin vyuZzivanych jako
potraviny je zavisla na opyleni zivocichy, predevsim vcelami. EKonomicka hodnota
opylovani se srostouci poticbou potravin neustale zvySuje; v roce 2008 byla
celosvétové odhadnuta na 153 miliard euro (Gallai et al. 2008). Na opyleni jsou

nejvice zavislé druhy zeleniny a ovoce, véetné skotfapkovych plodi, a olejniny (napft.
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brukev fepka olejka a slunecnice). Ve Spojenych statech americkych maji naptiklad
ve¢ely zasadni funkci v opylovani mandloni. Pfiblizné 60 % z 2,5 milionti komerc¢né
chovanych vcelstev v USA je kazdy rok transportovano do Kalifornie, odkud
pochazi az 80 % svétové produkce mandli (Glenny et al. 2017).

Opylovani véelami mé vliv také na utvareni kvantitativnich a kvalitativnich
vlastnosti plodin. Podle studie provadéné na jahodach mély v¢éelami opylované plody
ve srovnani s rostlinami opylenymi vétrem nebo vlastnim pylem sytéjsi barvu (Klatt
et al. 2013). Opylovani muze zvysit také jejich trvanlivost udrzenim dlouhodobéjsi
pevnosti plodi (Klatt et al. 2013). U brukve (Brassica) je opylenim dosazeno vyssiho
obsahu oleje v semenech. Pokud je v blizkosti pole dostatecné mnozstvi vcel, je
zaji$téno opyleni kvétd priblizné ve stejnou dobu a tedy i1 dozrdni semen jednotlivych

vvvvv

snizeno riziko napadeni kvétu Skadci (Bradbear 2009).

2.1.2 Zdravotni stav véelstev

Ackoliv je vcela medonosna chovana ¢lovékem jiz né€kolik tisic let, oproti
jinym hospodafskym zvifatim neni ovlivnéna natolik, aby mohla byt povaZzovana
za domestikovaného Zzivoc¢icha. Donedévna se predpokladalo, ze vcelstva chovana
véelafem by byla schopna dobie piezivat | bez jeho zasahi ve volné piirodé.
Piiblizné v poslednim desetileti ovS§em zaznamenali vcelaii globalné zvysené thyny
véelstev, které jsou spojovany predevSim s vyskytem parazitl a patogentll, kterym
vCelstva mnohdy nejsou sama schopna celit. V Evropé by napiiklad vcelstva
neptezila bez oSetieni proti parazitickému rozto¢i Varroa destructor (Bradbear 2009;
Vesely 2013).

Vlivu, které negativné ovlivilyji zdravi a zivotaschopnost vcelstva je ale cela
fada — Skidci a patogeny vcel, genetické zaloZeni vc€elstva, pocasi, vyZiva,
chovatelska technika a agrochemie (Cornman et al. 2012; Ravoet et al. 2013).
Ptestoze patogeny maji nejvetsi vliv na zdravi vcelstev, ztraty jsou obvykle
pfipisovany Vvzajemnému pusobeni vyse vypsanych faktorti (Glenny et al. 2017).

Odhaleni vSech vlivi na Umrtnost vcelstev je vzhledem k jejich mozné
vzajemné interakci ponékud obtizné. Studium vcelich patogenti navic komplikuje

fakt, ze jejich vyskyt je odlisSny v raznych obdobich a geografickych lokacich.
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Limitujici jsou také dosud omezené diagnostické metody, které by ptispély k lepSimu

pochopeni nékterych onemocnéni véel (McFadden et al. 2016).

2.1.3 Puavodci onemocnéni véel

Nakazliva onemocnéni v¢éel mohou byt rozdélena podle ptivodce na infekcni,
zpusobend viry, bakteriemi nebo houbami a invazivni, neboli parazitarni (Vesely
2013).

U véel bylo detekovano ptes 24 druht vird (Steinhauer et al. 2018), z nichz
jsou se ztratami vcelstev béhem zimy spojovany piedev§im virus akutni paralyzy
v¢el (ABPV, z angl. Acute Bee Paralysis Virus), virus deformovanych kiidel (DWV,
z angl. Deformed Wing Virus) a izraelsky virus akutni paralyzy (IAPV, z angl. Israeli
Acute Bee Paralysis Virus). Tyto viry spadaji do skupin Iflaviridae a Dicistroviridae
(Dainat et al. 2012). Ochrana véelstva pied virovym onemocnénim je uzce spjata
S monitorovanim a tltumenim roztoce V. destructor (Steinhauer et al. 2018).

Vela medonosna je hostitelem také pro velké mnozstvi bakterii. Nékteré jsou
nepatogenni, symbiotické a pomdhaji udrZzovat zdravi vcelstva. Z patogennich
bakterii, devastujici vcelstva, jsou znamé piedev§im dva druhy — plivodce moru
v¢eliho plodu, Paenibacillus larvae, a pivodce hniloby véeliho plodu, Melissococcus
plutonius (Steinhauer et al. 2018).

Se ztratami v¢elstev jsou dale mnohdy spojovany mikrosporidie rodu Nosema.
Patogeny rodu Nosema maji negativni vliv na zdravi vcely a podileji
se pravdépodobné na zimnich thynech. Z publikované literatury ov§em nelze zcela
jednoznaéné urcit, jak velky vliv ma mikrosporidie N. ceranae na ztraty vcelstev
(Steinhauer et al. 2018).

V soucasné dobé je vénovana pozornost také dalSim dosud malo popsanym
patogennim druhtm, jako jsou trypanosomatida, Crithidia mellificae a Lotmaria

passim nebo bakterie rodu Spiroplasma (Ravoet et al. 2013).

2.1.4 Syndrom zhrouceni v¢elstev

Vzhledem k mnozstvi paraziti a patogentl, kterému jsou vcelstva vystavena,

jsou urcité ztraty vcelstev obvyklé. V soucasnych letech ovSem vcelafi pozoruji
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vyrazné vyssi uhyny chovanych vcelstev a néktefi vcelafi se potykaji s nezvyklym
jevem, ktery ziskal oznaceni ,,syndrom zhrouceni véelstev (CCD z angl. Colony
Collapse Disorder). Tento jev byl poprvé pozorovan roku 2006 v USA a projevuje
se nahlou ztratou dospé€lé populace d€lnic, aniz by zistala uvniti nebo v okoli ulu
uvhynula té€la. V ulu zistdva pouze matka obklopena skupinkou nékolika nové
vylihnutych vcel, se zavickovanym plodem a zasobami. Vzhledem Kk zna¢nym,
negativnim dopadiim, které mohou takové ztraty vcelstev pfindset, je tato
problematika zajmem vc¢elafu, védcu i vefejnosti (Ratnieks a Carreck 2010).

Existuji rtiznd vysvétleni CCD, pfi¢inou mohou byt podle studii nemoci
a skadci vcel, pesticidy pouzivané v zemédélstvi, environmentalni a ekonomické
faktory nebo klimatické podminky. Néktefi védci se domnivaji, ze vliv mohou mit
také kontroverzni geneticky modifikované plodiny. Pfi¢iny CCD stale nejsou zcela
pochopeny, je ale patrné, ze zdsadnim problémem pro vcelstvo, a tedy i pro vcelate,

je pusobeni Skidct a patogent (Ratnieks a Carreck 2010).

S CCD jsou mnohdy spojovani tito paraziti a patogeny:

Varroa destructor

Schopnost patogentl zahubit véelstvo zavisi také na pritomnosti dalSich faktord,
jako je naptiklad vyskyt roztoce V. destructor, ktery byl ¢asto ve véelstvech s CCD
identifikovan. Pivodnim hostitelem tohoto roztoce je asijsky druh vcely Apis cerana.
Po introdukci druhu Apis mellifera do Asie kolonizuje pfiblizné od poloviny 20.
stoleti V. destructor i tento druh v¢el. V soucasné dobé se V. destructor vyskytuje
po celém svété, krome¢ Austrdlie, kde rovnéz nebyl pozorovan syndrom ndhlého
zhrouceni véelstev.

V. destructor je ektoparazit a zivi se hemolymfou vyvijejiciho se plodu
a dospélych vcel, ¢imz oslabuje jejich imunitni systém. U plodu pak mtze dochézet
K riznym fyzickym deformacim a snizené hmotnosti téla. Pfi¢inou ztrat vcelstev
ovSem vétSinou neni pouze pusobeni roztoce V. destructor, tou je piedev§im velké
mnozstvi véelich virti, které pfenasi. Potlacenim imunitniho systému vcel rozto€em
mize mit i bézna virova infekce letalni ucinky. Dosud byla prokazana spojitost mezi

timto parazitem a virem deformovanych kiidel (DWV z ang. Deformed Wing Virus),
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ktery je v chovanych vcelstvech v Evropé nejhojnéjsi (Ravoet et al. 2013; Thompson
et al. 2014).

V soucasné dob¢ je vyuzivano mnoho opatieni a prostiedkli proti roztoci
V. destructor, ovSem v nékterych oblastech, pfedev§im v USA a Evropé, jiz byla
U roztoCe vyvinuta rezistence na nékteré chemické latky, kterymi jej 1ze zneskodnit
(Ratnieks a Carreck 2010). Nevyhodami vyuzivani téchto latek je také jejich vysoka
cena a rezidua, kterd se dostavaji do medu a mohou byt Skodlivé pro konzumenty
(Cha 2009).

V¢elstva druhu Apis cerana maji oproti druhu Apis mellifera vyvinuté
vlastnosti, kterymi jsou schopna se roztoc¢i branit. Jednou z hlavnich vlastnosti, ktera
je s rezistenci proti rozto¢i spojena, je hygienické chovani veelstva. Tato vlastnost je
proto pokladana za potencialni selekéni vlastnost spojenou s odolnosti nejen
proti rozto¢i V. destructor, ale také moru véeliho plodu nebo zvapenaténi plodu
(Boecking, Bienefeld a Drescher 2000; J.-L. Wu et al. 2017). Vyzkum porovnavajici
odolngjsi a citlivejsi veelstva k rozto€i ukdzal, Zze u odolngjsich vcelstev jsou rozdily
v expresi genl, které jsou zodpovédné za nervovou vzruSivost a Cichové vjemy.
Odolngjsi veelstva jsou tak pravdépodobné vnimavéjsi k vnejsim podnétim a dokazi
Iépe rozpoznat napadené buiky. Kombinace téchto projevii souvisi prave
s hygienickym chovanim a s hiebelcovanim, tzv. ,,grooming* (Lattorff et al. 2015).

Ztraty zpusobené rozto¢em V. destructor jsou hodnoceny na zakladé mnozstvi
uhynulych v¢el v ulu. Oproti tomu pfi CCD se v ulu ani jeho okoli uhynulé vcely
nevyskytuji (Cox-Foster et al. 2007). Kombinace viri a rozto¢e V. destructor je
Vv soucasné dobé povazovana za hlavni pti¢inu ztrat véelstev po celém svété (Roberts,
Anderson a Durr 2017).

Nosema ceranae

Mezi potencialni pivodce CCD je mnohdy fazena mikrosporidie N. ceranae,
parazitujici pivodné, podobné jako Varroa, u asijské vcely vychodni (Apis cerana).
N. ceranae ma podle studii pravdépodobné vyssi stupenl patogenity nez endemicky
evropsky druh N. apis. Mezi témito dvéma druhy je kompetitivni vztah. V soucasné
dobé druh N. ceranae ve vcelstvech ptfevlada, ovSem Zadna konkrétni kompetitivni

vyhoda nebyla zjiSténa.
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Druh N. ceranae poskozuje stfevni sténu, potlacuje imunitni reakci, ¢imz
zvySuje pravdépodobnost virovych infekei, a redukuje dlouhovékost véel (Retschnig
et al. 2014). Ackoliv byl druh N. ceranae objeven ve vcelstvu s ptiznaky CCD,
molekularni studie ukazaly, Ze tato mikrosporidie se vyskytuje i v prosperujicich
véelstvech jiz po desetileti, dlouho pifedtim nez byl objeven CCD (Ratnieks
a Carreck 2010; Tritschler et al. 2017).

Viry

Se ztratami vcelstev je spojena fada virti. Ve studii, porovnavajici vyskyt virt
ve zdravych vcelstvech a ve veelstvech s CCD (Roberts, Anderson, a Durr 2017) byl
pouze IAPV detekovan ve vcelstvech s CCD a nikoliv ve zdravych veelstvech. Pied
vyskytem roztoce V. destructor nebyly povazovany za zavazny problém pro zdravi
véelstva, v souc¢asné dobé se ovSem viry v kombinaci s roztocem znaéné podileji
na ztratach prezimujicich vcelstev. Patogenita vird je ovlivnéna vyskytem dalSich
patogenti (V. destructor) a stresorti, napiiklad pesticidi nebo S$patnou vyzivou
véelstva, a proto se tézko hodnoti jejich samostatné piisobeni na véelstvo (Cox-

Foster et al. 2007; Roberts, Anderson a Durr 2017).

Nékteti autofi se priklanéji k ndzoru, Ze pfi¢inou CCD je dosud neznamy, nové
introdukovany infek¢ni druh. Pravdépodobné totiz mize byt tento jev pii opétovném
pouziti vcelaiského nacini ze veelstva s CCD pienesen na zdravé veelstvo. Pfenosu
Ize ovSem zabranit ozafenim tohoto nacini pied jeho opétovnym pouzitim (Cox-
Foster et al. 2007).

V soucasné dobé¢ jsou po celém svéte rozsirena predevsim evropska plemena
vcely medonosné, a jsou tak potlateny autochtonni druhy a plemena. Pivodni
plemena pfedstavuji zdroj unikdtnich kombinaci genti a znak formovanych
dlouhodobou pfirozenou selekei, které jim umoziuji koexistovat s patogeny
a parazity. Ackoliv pfimés nepivodnich plemen mize zvysit genetickou diverzitu,
muze zpusobit zanik téchto unikéatnich kombinaci genti a také naruSit geny spojené
s adaptaci na mistni podminky (Pinto et al. 2014). Spolu s neptivodnimi druhy jsou
navic do oblasti zavleCeny také neznamé patogenni druhy, coz mlize mit likvida¢ni
nasledky. Pfikladem mohou byt znacné ztraty vcelstev po zavleCeni roztoce

V. destructor do Severni Ameriky (De La Rua et al. 2009).
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2.1.5 Monitoring ztrat véelstev

Za ucelem vétsi kontroly nad ztratami vcelstev byly zavedeny nékteré
epidemiologické programy. Program EPILOBEE (Epidemiological Surveillance
Programme On Honeybee Colony Mortality) na monitorovani ztrat véelstev v EU
probéhl poprvé vroce 2012 a bylo do n¢ zapojeno 17 zemi. Ztraty byly
vyhodnoceny na zdklad¢ tfi odbornych prohlidek nédhodné vybranych vcelstev:
na podzim, na jafe (vyhodnoceni zimnich thyntl) a v lété, v prabéhu vcelarské
sezony.

V roce 2012/2013 byla vysoka zimni umrtnost vcelstev piedevsim v Belgii
(31,73 %), nejnizsi pak v Italii (5,01 %). Sezénni mortalita byla nejvyssi ve Francii
(9,63 %) a nejnizsi v Litvé (0,09 %). V nasledujicim roce (2013/2014) byly ztraty
niz$i, po zimnim obdobi byly rovnéz nejvyssi v Belgii (13,85 %) a béhem sezony
ve Francii (8,06 %). Nejniz$i zimni i sezonni imrtnost v¢elstev byla v druhém roce
prizkumu v Litvé (2,16 % resp. 0,16 %). Tyto hodnoty jsou odhadem skute¢nych
ztrat véelstev v dané zemi vypocitané z reprezentativniho vzorku populace vcely
medonosné (Jacques et al. 2016).

Dalsim projektem, kterym jsou monitorovany ztraty vcelstev prostiednictvim
mezinarodné jednotného dotaznikového Setieni, je COLOSS (Prevention of honey
bee COlony LOSSes). Do projektu se v roce 2015/2016 zapojilo bezmala 20 tisic
véelait (19 952) z 29 zemi. Béhem zimy v tomto roce dosahovaly primérné ztraty
vcelstev zapojenych vcelarti 12 %. Vys$s$i zimni ztraty byly pozorovany napiiklad
v Irsku (29,5 %), Walesu (22,4 %) a Spanélsku (22,1 %). Je nutné oviem brat tyto
hodnoty pouze jako orientacni udaje, vySe ztrdt muze byt ovlivnéna také nizkou
ucasti respondentl v projektu, a nemusi byt proto odrazem skutecnych primérnych
ztrat véelstev v dané zemi (Brodschneider et al. 2016).

Hrani¢ni hodnota ztrat piezimujicich vcelstev, kterou lze povazovat
za ptijatelnou, se V prabéhu let v riznych zemich kvili ménicim se biotickym
a abiotickym podminkdm méni. V Evropé lze povazovat za piijatelnou hodnotu
do 10 % (Jacques et al. 2016).

V USA jsou ztraty vcelstev vyssi. Zatimco v letech 2011/2012 a 2014/2015
byly celkové zimni ztraty 22 %, vroce 2007/2008 dosahovaly 36 %. V roce
2015/2016 byly ztraty v zemich USA v zimé a v 1été rozmezi 2,4 — 60,1 % resp. 5,3

— 55,2 %. Po zavleceni roztoce V. destructor do USA se akceptovatelné ztraty
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zvysily z rozmezi 5-10 % na 15-25 %. V poslednich letech akceptovatelna hodnota
ztrat v USA mirné poklesla — 21,7 % v roce 2007 a 13,7 % v roce 2012 (Kulhanek
etal. 2017).

Situace v Ceské republice

Od roku 2014 je Ceska republika zapojena do projektu COLOSS - Monitoring
uspesnosti zimovani véelstev. Pocet zapojenych vcelaii od pocatku projektu stoupl;
zatimco po spusténi studie se do projektu zapojilo 556 véelatii, v sezoneé 2016/2017
se jich zacastnilo 1191. Primérné zimni ztrdty monitorovanych vcelstev v roce
2016/2017 dosahovaly 15 %. O rok diive byly zimni ztraty véelstev v Ceské
republice nizsi, 6,4 %. Vroce 2014/2015 byly zaznamenany 19% ztraty.
Podle ziskanych informaci od vcelaifi byla vtomto roce nejpravdépodobnéjsi
pri¢innou ztrat varodza.

Projekt COLOSS pfinasi jiz ¢tvrtym rokem informace o UspéSnosti zimovani
véelstev v Ceské republice, dosud zapojeni véelafi oviem zaujimaji pouze malou &ast
vSech vcelait, kterych je u nas evidovano kolem 50 tisic (Brodschneider et al. 2016;
Danihlik 2017).

2.2 Trypanosomatida v travicim traktu véel

2.2.1 Obecna charakteristika trypanosomatid

V soucasné dobé jiz jsou znamé nékteré jednobunécné organismy, parazitujici
v travicim traktu vcel. Jedna se o zastupce ze skupin Amoebozoa (ménavka vceli
Malpighamoeba mellificae), Chromalveolata, Excavata a Opisthokonta (rod Nosema,;
Schwarz et al. 2015).

Trypanosomatida je fad spadajici do tfidy Kinetoplastida (bic¢ivky; Tabulka 1).
Jednd se 0 evolucné velmi UspéSné a Siroce rozSifené cizopasniky, napadajici
teplokrevné 1 studenokrevné obratlovce, bezobratlé, prvoky i rostliny. Pomérné
dobfe prostudované jsou rody Leishmania a Trypanosoma, které zahrnuji také
puvodce nékterych lidskych onemocnéni, napt. Chagasovy choroby (T. cruzi),

africké spavé nemoci (T. brucei) nebo leishmaniézu (druhy rodu Leishmania, napf.
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L. major). Predchidci téchto organismu zili pravdépodobné jiz pied 100 miliony
lety, a pfestoze je jiz popsano okolo tisic druhl jednohostitelskych trypanosomatid
s hmyzim hostitelem, pfedpoklada se, Ze bude popsano az 100 tisic druht (Lopes
2010; Hammarton, Monnerat a Mottram 2007).

Tabulka 1: Taxonomické zatazeni trypanosomatid

superskupina: Excavata

kmen: Euglenozoa (krasnoocka)
tiida: Kinetoplastida

fad: Trypanosomatida

Celed” Trypanosomatidae
podceled”: Leishmaniinae
infrafamily: Leishmaniatae

Zdroj: Volf a Horak 2007; Schwarz et al. 2015; Kostygov a Yurchenko 2017

Zivotni cyklus trypanosomatid

Zivotni cyklus trypanosomatid je bud’ monoxenni, zahrnujici pouze jeden
hostitelsky organismus, nebo dixenni se dvéma hostitelskymi organismy.
Jednohostitelska Trypanosomatida napadaji travici ustroji hmyzu — velké rody
Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas a dva mens$i rody -
Rhynchoidomonas a Wallaceina, pfipadné¢ koluji mezi fytofagnim hmyzem
arostlinami — rod Phytomonas. Rody Leishmania, Trypanosoma a Endotrypanum
maji dvouhostitelské zivotni cykly, stfidajici bezobratlého a obratlovéiho hostitele
(Yurchenko et al. 2008). V soucasné dobé jsou popsany nové rody trypanosomatid,

napf. Lotmaria, Porcisia nebo Novymonas (Kaufer et al. 2017).
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2.2.2 Specifické vlastnosti trypanosomatid

Trypanosomatida maji fadu neobvyklych strukturalnich a biochemickych
vlastnosti, jako je kinetoplastovd DNA, mitochondrialni RNA editace, uzavieny
prubéh glykolyzy v glykosomech nebo mechanismy ochrany proti oxida¢nimu
stresu. Tyto znaky jsou pravdépodobné pozlstatky endosymbidzy s fotosyntetickymi
bakteriemi a laterdlnim pfenosem bakteridlnich genti, které se podileji
na metabolismu sacharidli. Potencialnimi donory specifickych genti mohou byt také
viry ztraviciho traktu hostitelského hmyzu. Lateralnim pfenosem geni
pravdépodobné vznikla také komplexni struktura kinetoplastové DNA, K jejiz
replikaci je nezbytnad fada enzymtl ze skupiny polymerdz a ligdz. Geny ziskané
endosymbidzou s nepiibuznymi organismy umoznily trypanosomatidim adaptovat

se na $iroké spektrum ruznych hostiteltt (Opperdoes a Michels 2007).

Polymorfie

Vyznamnou vlastnosti trypanosomatid je polymorfie, tedy schopnost vytvaret
béhem vyvoje morfologicky a fyziologicky odlisné stadia (morfy). Tato stadia jsou
typicka pro urcité rody i pro rizné faze zivotniho cyklu, mohou byt ovlivnény také
podminkami zivotnimi prostfedi a kultivace. Umoziuji trypanosomatidim
pfizplsobit se prostiedi hostitele a podminkdm, které obnaSi pfesun na dalSiho
hostitele. U trypanosomatid je pozorovana velka variabilita morf, v literatuie je
obvyklé uvadéno Sest az osm téchto forem (Volf a Horak 2007; Lopes 2010;
Wheeler, Gluenz a Gull 2013)

Morfologické stadia trypanosomatid se lisi tvarem, délkou biciku, pfitomnosti
undulujici membrany, hlavnimi ur€ujicimi znaky jsou ale piedev§im pozice
kinetosomu (bazalniho téliska), kinetoplastu a flagelarni kapsy. Star$i nazvy
morfotypt byly odvozovany také od rodu, pro které je dana forma typicka (Obrazek
1; Wheeler, Gluenz a Gull 2013):

Amastigot (leishmaniova forma, rod Leishmania): redukovany bicik,
nevycniva z flagelarni kapsy na vrcholu okrouhlého téla a neni proto pii pozorovani

sveételnym mikroskopem videét.

21



Promastigot (leptomonadova forma, rod Leptomonas): bi¢ik vychazi
z predniho konce dlouhého §tihlého téla. Jedna se o jediny morfotyp pozorovany
u rodu Leptomonas (Yurchenko et al. 2008).

Epimastigot (critidiova forma, rod Blastocrithidia): bi¢ik je vsazen
uprostied Stihlého téla a vytvaii kratkou undulujici membranu.

Trypomastigot (trypanosomova forma, rod Trypanosoma): bic¢ik je vsazen
na zadnim konci $tihlé bunky a vytvari dlouhou undulujici membranu.

Opistomastigot (rod Herpetomonas, Wallaceina): bi¢ik probiha z flagelarni
kapsy na zadnim konci dlouhym kandlkem na pfedni konec stihlého téla, kde
se vynofuje.

Choanomastigot (rod Crithidia): hruskovity tvar buiiky, okraj apikalni
flagelarni jamky, z niz bi¢ik vpfedu vychazi, je vytazen jako Siroky limec.

Sféromastigot: kratky bic¢ik vychazi z bunky kulovitého tvaru (vyskytuje
se ve vyjovém cyklu trypanosom).

Paramastigot: bi¢ik vychazi z dlouhého kanalku jako u opistomastigotu, ale je

kratky a télo je kulovitého tvaru (ve vyvojovém cyklu leishmaniti).

TRENDS in Parasttology

Obrazek 1: Zakladni morfotypy trypanosomatid, slouzici jako jeden z urcujicich
znakii jednotlivych rodi a druhti v klasickém zptsobu klasifikace. Zkratky: A,
amastigot; C, choanomastigot; E, epimastigot; EN, endomastigot; O, opistomastigot;
OM, opistomorf; P, promastigot; T, trypomastigot; Zdroj: Maslov et al. 2013
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Pro in vitro kultivaci jsou nejvhodnéjsi stadia, kterda se vyskytuji v travicim
traktu hmyzu a hojné zde mnozi. V in vitro kulturach obvykle nejlépe rostou buiky
ve stadiu promastigotu. Vyjimku tvofi rod Crithidia, ktery je nejcastéji pozorovan

ve stadiu choanomastigotu (Lopes 2010).

Kinetoplast

Spoleénym znakem zastupcu tfidy Kinetoplastea je pritomnost tzv.
kinetoplastu, tedy useku mitochondrie, ve kterém je nahromadéno velké mnozstvi
DNA (az 40 % celkové DNA organismu).

Kinetoplastovd DNA je uspofddana do kruhovych molekul, minikrouzka
a maxikrouzk, které tvoii spole¢né jednotnou sit. Maxikrouzky jsou analogické
k mitochondrialni DNA vyssich eukaryot. Minikrouzky koduji tzv. guide RNA, které
modifikuji transkripty maxikrouzkd inzerci nebo deleci uridinovych zbytka. Tento
proces je znamy jako RNA editace. Kinetoplastova DNA (kDNA) se vyuziva jako
zdroj genetického materidlu ve fylogenetice (Volf a Hordk 2007; Schwarz et al.

2015; Szalanski et al. 2016).

Glykosomy

Nékteré geny trypanosomatid maji ziejmé plvod u rostlin nebo bakterii.
Produkty téchto horizontalné ziskanych genti u trypanosomatid plni svou funkci
v glykosomech, kulovitych organelach, ohrani¢enych fosfolipidovou dvojvrstvou.
Glykosomy jsou evolu¢né piibuzné s peroxisomy, a maji proto nékteré spoleéné
funkce, napftiklad chrani bunku pted kyslikovymi radikaly, podili se na B-oxidaci
mastnych kyselin a na biosyntéze éterovych lipida.

V glykosomech se nachazi vétSina glykolytickych enzymi, které se podileji
na pteméné glukosy na pyruvat, a néckteré dalSi enzymy, které jsou soucasti
metabolické drahy sacharidi. Oddéleni téchto procest do organel je unikatni
vlastnost tiidy Kinetoplastea. Toto oddéleni a schopnost ménit v prub&hu Zivotniho
cyklu enzymaticky obsah glykosomu umoziuje rychlejsi adaptaci na okolni
podminky béhem zivotniho cyklu a dokonce pteziti kratké doby v anaerobnich
podminkach. U jinych organismi probiha glykolyza v cytosolu (Opperdoes
a Michels 2007; Lopes 2010).
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Buné¢ny cyklus a rozmnoZovani trypanosomatid

Trypanosomatida se zpravidla rozmnozuji nepohlavng, binarnim délenim.
Buné¢ny cyklus byl popsan u druhu Leismania mexicana (Wheeler, Gluenz a Gull
2011). Celkova délka bunétného cyklu je 7,1 hod. K duplikaci jadra, biciku
a kinetoplastu dochazi spise v pozdni f4zi bunécného cyklu a pouze jednou (Obrazek
2). Novy bicik se vyviji z flagelarni kapsy v 5,2 hod, k segregaci DNA b&hem mitdzy
dochazi v 6,3 hod na rozdéleni kinetoplastu probiha v 6,6 hod bunécéného cyklu.
Bunky vytvafi v médiu tzv. rozety, tedy shluky bunc¢k vedle sebe s biciky
sméfujicimi do stiedu shluku. Nekteré buiky in vitro kultufe mohou zustat nékteré
buiky spojené zadni Casti téla tzv. cytoplazmatickym mostem, coz je nasledkem

nedokonalé cytokineze (Wheeler, Gluenz a Gull 2011).

Obriazek 2: Deéleni buniky promastigotu druhu L. mexicana zobrazeny pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie (SEM, z ang. Scanning electron microscope). Faze A—D vyobrazuji
zakladni morfologické rysy jednotlivych stadii déleni bunky. Bilé Sipky (C) znazorniuji nove
se tvorici bi¢ik, ktery je obvykle kratsi nez bi¢ik matetské bunky. Na spodni ¢asti obrazku je

zobrazena pozdni fazi cytokineze. Zdroj: Wheeler, Gluenz a Gull 2011
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Nepohlavnim rozmnozovanim jsou tvofeny populace identickych jedinct —
klond. Piedpokladalo se, Ze genetickd variabilita mezi populacemi klont je dana
predevSim vlivem mutaci spiSe nez vyménou genetické informace mezi jiz
existujicimi liniemi paraziti. Klonalni model byl ovSem zpochybnén objevenim
nékterych hybridnich druhti u vicehostitelskych trypanosomatid (napt. Trypanosoma
brucei, T. cruzi nebo Leishmania major). Pohlavni rozmnozovani se tedy u téchto
parazitickych prvoka vyskytuje, ale pouze ziidka a pravdépodobné jen u nékterych
druhti. Existenci vymény genetické informace potvrdili Schmid-Hempel et al. (2011)
také u jednohostitelskych trypanosomatid, na zaklad¢ studia koinfekcei kment druhu
C. bombi v hostiteli Bombus terrestris (Schmid-Hempel et al. 2011).
K rozmnozovéani dochdzi ptedev§im v zadni ¢asti travici soustavy (v ileu a rektu)

hostitele (Kaufer et al. 2017).

2.3 Urcovani druhi z ¥adu Trypanosomatida

2.3.1 Pivodni zpisob klasifikace

Klasicky zpiisob klasifikace byl dlouhou dobu zaloZen pouze na morfologii,
hostitelském spektru a zivotnim cyklu daného druhu (Kostygov a Yurchenko
2017). Vzhledem k omezenému mnozstvi rozliSovanych morfotypt a hostitelské
specifité, kterd neni tak striktni, jak se dfive predpokladalo, poskytuji ovSem tyto
znaky informace k ur¢eni pouze nékolika malo taxont - rodd a druhtt (Maslov et al.
2013). V bicikatém stadiu je mozné od sebe nékteré zastupce vzajemné odlisit
na zaklad¢ tvaru, spolehlivé urceni druhu ovSem vyZaduje molekularné biologické

metody (Schwarz et al. 2015).

2.3.2 Metody molekularni biologie

S rozvojem molekularnich metod jsou druhy klasifikovany na zakladé¢
genetického zalozeni. Pro pochopeni taxonomickych vztahti z evoluéniho hlediska
jsou analyzovany piedev§im pomalu se vyvijejici (SE, z ang. Slow Evolving) useky

DNA, kter¢ maji vypovidajici hodnotu piedev§im v delSim casovém rozmezi.
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Ve fylogenetice jsou vyuzivany geny malé ribozomalni podjednotky (SSU rRNA),
ovSem analyza téchto usekli nemusi byt vzhledem k jejich pomalému vyvoji vzdy
spolehliva, napiiklad p#i ur¢ovani druhi ze stejné ¢eledi (Kaufer et al. 2017).

K rozliSeni druhti jsou proto vyuzivany také nékteré tzv. ,,housekeeping® geny,
které koduji proteiny potiebné pro bézné procesy v bunce. Jedna se napiiklad o geny
pro glykozomalni glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu (gGAPDH), nejvétsi
podjednotku  RNA polymerazy II (RPOIILS), katalyticky polypeptid DNA
polymerazy o (POLA) nebo nékteré proteiny teplotniho Soku, tzv. ,,heat shock*
proteiny (Kaufer et al. 2017).

Druhy a populace mohou byt odliSeny také na zaklad¢ sekvenci SL RNA
(z ang. Spliced Leader) a ITS (z ang. Internal Transcribed spacer) oblasti (Merzlyak
et al. 2001; Maslov et al. 2013; Lukes et al. 2014).

Ve fylogenetice umoznily tyto molekuldrni metody sjednoceni dixenniho rodu
Leishmania s monoxennimi rody Leptomonas a Crithidia do vyssi taxonomické
skupiny — pod¢eledi Leishmaniinae. Autofi Kostygov a Yurchenko (2017) mimoto
navrhli zfizeni dvou podskupin (infrafamilies) — Leishmaniatae a Crithidiatae.
Podskupina Crithidiatae by zahrnovala rody Crithidia, Leptomonas a Lotmaria
(Kostygov a Yurchenko 2017).

2.4 Crithidia mellificae

Druh C. mellificae byl popsan v roce 1967 ve staté¢ Victoria v Australii
(Langridge a McGhee 1967). Autoti Langridge a McGhee (1967) se po prvni
experimentalni infekci druhem C. mellificae domnivali, Ze nema patogenni ucinky
na jedince a vcelstvo. Druh byl nasledné z toho divodu po vice neZ Ctyficet let
ptehlizen. V souvislosti s celosvétové vysSimi ztrdtami vcelstev v poslednim
desetileti si tento pomérné malo prozkoumany druh, spolu s dal§imi parazity vcel,
ziskava opét pozornost védcu. Nedavné studie navic prokazaly, Ze trypanosomatida
maji pravdépodobné vedle roztoce V. destructor a mikrosporidie N. ceranae vliv
na zvysenou mortalitu véelstev.

U ¢melaka je v soucasné dobé dobie popsan piibuzny druh Crithidia bombi,

ktery mé zésadni negativni vliv na zdravi a zZivotaschopnost kolonii. Navzdory této
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znalosti jsou ucinky druhu C. mellificae na vcelstvo ponékud malo prostudované
(Szalanski et al. 2016).

2.4.1 Charakteristika druhu

Druh C. mellificae spada dofadu Trypanosomatida. Tvar téla ma
prevazné ovoidni, s viditelnou zadni Casti as bicikem, ktery nemusi byt patrny
u fixovanych preparati (Obrazek 3). Pro druh C. mellificae je typickd predevsim
forma choanomastigotu, muze se vyskytovat také ve formé podlouhlého
promastigotu. Primérna délka a Siika téla je 7,04 pum resp. 5,48 um v zivych
organismech a 6,47 um resp. 3,16 um v kultufe.

Bylo zjisténo, ze kultury rostou nejlépe pfi nizsich hodnotach pH mezi 5 a 6,
jedna se tedy o acidofilni organismy. Druh C. mellificae napada rektalni papily véel,
rektum a zadni Cast ilea, a to jak volng, tak pfipojenim ke sténé rekta. Zpravidla je

rektum kolonizovano vétSim mnozstvim sféroidli, nepohyblivymi kulovitymi

buiikami, ¢imz je vytvofena kompaktni vrstva parazitii na povrchu stievni stény

(Langridge a McGhee 1967; Schwarz et al. 2015).

Obrazek 3: Snimek druhu C. mellificae kmene 30254 z rastrovaci elektronové mikroskopie

(ang. Scanning electron microscope, SEM); méfitko 2 um; zdroj: Schwarz et al., 2015
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2.4.2 Hostitelské spektrum druhu

Pavodnim hostitelem druhu C. mellificae je pravdépodobné evropsky druh
v¢ely medonosné A. mellificae, schopnost infikovat véelu vychodni ale A. cerana
neni vylou¢ena (Morimoto et al. 2013).

Hostitelské spektrum druhu C. mellificae zahrnuje vice druhti blanokiidlého
hmyzu — véely medonosné (Apidae: Apis: Apis mellifera), vosy druhu Vespula
squamosa (Vespidae: Vespula), druh samotaiské vcely zednice (Megachilidae:
Osmia: Osmia bicornis) a dalsi (Schwarz et al. 2015).

Roku 1974 byla bunéfna kultura zamerickych vzorkt véely medonosné,
uschovana do sbirky jako kmen ATCC 30254 (ATCC, z ang. American Type Culture
Collection) a byla rovnéz uschovana kultura ze vzorki vos (Vespula squamosa) —
ATCC 30862 (Xu et al. 2018). Druh C. mellificae byl detekovan v Australii, Belgii
a USA. K potvrzeni vyskytu druhu v Australii v 60. letech ovSem nejsou dostupna

molekularni data (Ravoet et al. 2015).

2.4.3 Crithidia bombi - p¥ibuzny druh, parazitujici na ¢melacich

Druh C. bombi parazituje na ¢melacich (rodu Bombus) a muize jim zptsobovat
vazné zdravotni komplikace (Ravoet et al. 2015; Szalanski et al. 2016). Donedavna
se jednalo o jediny popsany druh z fadu Trypanosomatida u ¢melaku; v roce 2010
byl popsan a odliSen novy druh, parazitujici v travicim traktu ¢melaku, C. expoeki
(Schmid-Hempel a Tognazzo 2010).

K infekci ¢melac¢i matky dochazi pfedevSim na jafe, coz je kritické obdobi
Vv zivotnim cyklu ¢melakut, zasadni pro uspésné zalozeni kolonie. Vysoka prevalence
druhu C. bombi je v obdobi opylovani a shanéni potravy, kdy jich muze byt
infikovano az 80 % (Ruiz-Gonzalez a Brown 2006). Druh C. bombi neni podobné
jako druh C. mellificae pouze rodové specificky; byl identifikovan u dvou druhd
samotarskych véel — Osmia bicornis a Andrena vaga (Andrenidae: Andrena; Ravoet
et al. 2014).

Virulence, intenzita infekce, rozSifeni a také vnimavost jedince k nakaze
druhem C. bombi je ur¢ovana také genotypem hostitele a hostitelskou heterogenitou.

Ve vztahu parazita a hostitele jsou pozorovany interakce obou genotypti. U kmenti
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C.bombi s rychlym zivotnim cyklem je bézny pfesun v ramci jedné kolonie,
oproti tomu kmeny s pomalym zivotnim cyklem nebo ty, odolné k vysychani, jsou
prizpisobeny pfenosu mezi koloniemi.

V béznych podminkach neni napadeni druhem C. bombi pro ¢melaky fatalni,
napadené matky ovSem nejsou tak Uspeésné pii zakladani kolonii a napadené kolonie
jsou nasledné mén¢ pocetné a je u nich pozorovan zpomaleny rust. NaruSena je také
jejich schopnost rozpoznavat a vybirat kvéty k opyleni na zdklad¢ znakt jako je
barva, viné, velikost apod. (Ruiz-Gonzalez a Brown 2006; Stuart et al. 2008;
Schmid-Hempel et al. 2011).

2.5 Lotmaria passim

Donedavna byl druh C. mellificae povazovan za jediny druh trypanosomatid
uvéel. V roce 2015 poukazali Schwarz et al. (2015) ve své studii na nutnost
pfezkoumat a  pifehodnotit  taxonomické  zafazeni  skupin  patficich
mezi trypanosomatida s vyuzitim fylogenetiky, nikoliv morfologie. Zaroven popsali
novy druh, L. passim. Byl pojmenovan po mikrobiologovi a odbornikovi na vcely,
Ruth Lotmarovi, ktery publikoval v poloviné 20. stoleti rozsahlou praci, zkoumajici
trypanosomatida u blanokiidlych (Schwarz et al. 2015; McFadden et al. 2016).
Druhovy nazev je z latinského slova passim, tedy ,,vSude,” vyjadiujici globalni
a hojné rozsifeni druhu v populacich véely medonosné, A. mellifera. Obsahuje také
anagram ,,apis m,* odkazujici na typického hostitele druhu, Apis mellifera.

L. passim podle soucasnych studii u v¢el ptevazuje, naopak druh C. mellificae
se u v€el objevuje jen ziidka (Schwarz et al. 2015).

2.5.1 Charakteristika druhu

Ve formé promastigotu ma druh L. passim kopinaty az kapkovity tvar téla
S jednim volnym bi¢ikem vnotfenym do flagelarni kapsy. Promastigot je vodorovné
zplostély s ryhou, zuzujici se do prodlouzené zadni ¢asti (Obrazek 4). Primérna
délka téla je 7,44 pm (4,66—11,40 um) a sitka 3,15 pm (1,50—4,65 pm). Sféroidi (3—
4 um) adheruji ke stfevni sténé¢ a tvori jednotnou hustou vrstvu, pfedevSim mezi

rektalnimi papilami v pfedni Casti rekta a v koncové ¢asti ilea. Pozorovatelna jsou
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polymorficka stadia v rozmezi mezi promastigotem a sféroidni formou (Schwarz

et al. 2015).

Obrazek 4: Lotmaria passim, kmen BRL; SEM; métitko 4 um; zdroj: Schwarz et al. 2015

2.5.2 Hostitelské spektrum druhu

Prvni udaje o vyskytu druhu L. passim v travicim traktu véel jsou datovany
od roku 2010. Dosud byl tento druh izolovan pouze z véely medonosné a v jednom
ptipad¢ také z véely vychodni (Apis cerana; Schwarz et al. 2015).

Bunééna kultura ATCC PRA 403 kmene SF byla uloZena do sbirky ptivodné
jako druh C. mellificae (Runckel et al. 2011). Autofi Schwarz et al. (2015) bunécnou
kulturu pfifadili k novému druhu, L. passim. V mnoha diivéjsich studiich jsou ovSem
druhy C. mellificae a L. passim zaménovany. Pro identifikaci druhu je rovnéz

k dispozici hapantotypovy vzorek kmene BRL (ATCC PRA-422).

2.5.3 Rozsireni druhu

Druh L. passim byl popsan teprve vroce 2015. Dtive byl identifikovan
Vv Belgii, USA, Cing, Italii, Japonsku, SV)’/carsku a Turecku. V téchto studiich byly
ovSem ziskané sekvence puvodné pfifazeny kdruhu C. mellificae. Druh byl
identifikovan také napf. ve Svycarsku, v Ceské republice, na Slovinsku (Runckel,
DeRisi a Flenniken 2014; Schwarz et al. 2015; Hubert et al. 2017; Cersini et al.
2015). Vyskyt tohoto druhu ve vcelstvech se predpoklada i v dalSich zemich.
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2.6 Sifeni trypanosomatid vel

Monoxenni trypanosomatida mohou infikovat hostitele nékolika zpusoby:
pozienim parazitickych bun¢k v podobé amastigotu z vykalli infikovaného hmyzu,
pozfenim jiného infikovaného druhu nebo druhu ptibuzného (kanibalismus; Kaufer
etal. 2017).

Pienos trypanosomatid byl popsan u piibuzného druhu C. bombi. Po poziti
hostitelem se parazitické bunky pfipoji ke stievni sténé, kde dochazi k jejich
rozmnozovani. V urcitém stadiu vyvoje opousti stovky az tisice parazitickych bunék
télo hostitele spolecné s vykaly a dostavaji se na kvéty a do pidy. Na kvéty miize byt
parazit pienesen také piimo na té€le hmyzu. Infikované kvéty jsou pak zdrojem
nakazy pro dalsi hostitelské organismy. Neni dosud zndmo, jak dlouho je parazit
takto schopny Vv prostiedi prezit (Ruiz-Gonzalez a Brown 2006; Cersini et al. 2015).

Autofi Ruiz-Gonzalez and Brown (2006) se zabyvali otazkou, zda muze dojit
K infekci vely medonosné druhem C. bombi a naopak infekci c¢melaka
trypanosomatidy vcel. Bylo zjisténo, ze vcéela medonosnd muze slouzit jako vektor
druhu C. bombi. Parazit muze byt pfenesen na téle véely a dokonce piezit prichod
vcelim travicim traktem a vyckat do obdobi, kdy vcela vylétava z ulu a infikuje kvéty
rostlin vykaly. Pfi nepfiznivém pocasi zlstavaji délnice v ulu a mohou zde Sifit
parazitické bunky vykaly na dalsi vcely, ¢imz se jeSté zvySuje pocet vcelich vektori.
Béhem experimentu byly parazitické buniky druhu C. bombi Vv travicim traktu vcely
medonosné 1 pét dni po inokulaci schopné infikovat svého specifického hostitele.
Infekce vcely ale nebyla pozorovana. Podobné také nedoslo kinfekci ¢melakt
drunem C. mellificae (Ruiz-Gonzalez a Brown 2006). Druhy C. mellificae a
L. passim byly detekovany ve vzorcich ¢melaka také v soucasnych studiich (napf.

Tripodi, Szalanski a Strange 2018; Bartolomé et al. 2018).

2.7 Odliseni druhi C. mellificae a L. passim
Ackoliv se druhy C. mellificae a L. passim li§i morfologickymi vlastnostmi,

neni mozné je pod svételnym mikroskopem bezpecné rozpoznat. K odliSeni druhti

C. mellificae a L. passim se vyuziva n¢kolik molekularné biologickych metod.
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V soucasné dobé¢ je jiz v databazi GenBank zafazeno mnoho sekvenci DNA
druhti L. passim a C. mellificae. Pro identifikaci a odliSeni druhti trypanosomatid jsou
nejvice vyuzivany lokusy SSU rRNA a gGAPDH. Oba druhy jsou si v téchto
nukleotidovych sekvencich navzijem znacné¢ podobné, ovSem je mozné nalézt
specificka mista umoznujici jejich odliseni (Arismendi et al. 2016).

Kuréeni druhi se vyuziva také gen pro cytochrom b, ktery je soucasti kDNA.
Tento lokus byl pouzit napiiklad pro identifikaci blizce ptibuznych druhii rodu
Crithidia — C. bombi a C. expoeki, napadajici ¢melaky (Schmid-Hempel a Tognazzo
2010; Schwarz et al. 2015).
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3 Cil prace

Podle nedavnych studii se dlouho piehlizena trypanosomatida vyskytuji bézné
Vv travicim traktu vcéel a mohou se podilet na zvySenych thynech vcelstev
Vv poslednich letech. Jejich vyskyt a plisobeni by proto nemély byt opomijeny.

Cilem prace bylo ov¢fit incidenci druhti C. mellificae a L. passim ve véelstvech
v Ceské republice, konkrétné v Plzefiském a Jihoeském kraji. Aktualné publikované
metody detekce specifickych tisekti DNA umoziiuji identifikovat a bezpecné odlisit

tyto druhy.

4 Material a metodika

4.1 Sbér a priprava vzorki

Sbér vzorkd probihal vsrpnu a zafi 2017. Do flakonkd, matefich klicek
nebo plastovych krabic¢ek s otvory bylo z kazdého lu odebrano cca 10 zivych délnic.
Vzorky véel pochazely z Jiho¢eského (n = 85) a Plzefiského kraje (n = 36), kde byly
poskytnuty predevsim drobnéjsimi chovateli. V¢elstva pilisobila na pohled zdravé,
bez zjevnych piiznakt chorob. Celkem bylo odebrano 121 vzorki véel ze shodného
poctu uli. Vzorky véel byly pievezeny do laboratofe, kde byly mrazem usmrceny
a kratkodobé uchovany pii -20 °C do extrakce DNA.

Pied samotnou izolaci byl pod binokularni lupou pomoci dvou sterilnich pinzet
vypreparovan travici trakt véel. Z kazdého vzorku bylo pouzito 5-10 vcel. Stievni
trakty vcel byly ptfed izolaci DNA zhomogenizovany ty€inkou s malym mnoZstvim

homogeniza¢niho pisku.

4.2 lzolace DNA

K izolaci DNA vzorki byl pouzit E.Z.N.A.®Tissue DNA kit (OMEGA bio-
tek, USA). Izolace byla provedena podle postupu uvedeného vyrobcem a zahrnovala
tyto kroky:

1. Lyze bun¢k
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2. Zajisténi vhodnych podminek navazéni DNA na membranu
3. Navazani DNA na membranu

4. Promyvani navazané DNA (3X opakovani)

5. VysuSeni membrany

6. Eluce navazané DNA

Zhomogenizovany material byl inkubovan s lyzaénim pufrem po dobu 3-12

hodin. Mezi vyse uvedenymi kroky byly vzorky sto¢eny Vv centrifuze podle postupu

uvedeného vyrobcem.

4.3 Amplifikace vybranych useki DNA

K identifikaci druht C. mellificae a L. passim (Cm + Lp) byl pouzit primer
pro amplifikaci SSU useku rRNA podle Schwarze et al. (2015). Pro identifikaci

druhu C. mellificae byl pouzit primer podle autort Stevanovic et al. (2016). Témito

primery byly amplifikovany tseky mitochondridlni DNA, kodujici protein

cytochrom B, o délce cca 140 bp. Druh L. passim byl identifikovan pomoci primert

pro amplifikaci useku genu pro gGAPDH druhu L. passim (Lp) o délce cca 402 bp

(Arismendi et al. 2016). Sekvence primert jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Piehled pouzitych primert pro PCR

Primer Sekvence Specifita Usek

Zdroj

CmC
4 AGTTTGAGCTGTTGGATTTGTT

b F Stevanovic et
Cm Cyto B

CmCyt al., 2016

bR AACCTATTACAGGCACAGTTGC

Lp-gF TTGCGAAGAGCTCGCCTGAGGT Arismendi et
Lp 9GAPDH

Lp-gR TCGCCGTGTAGGAGTGAATGGTC al., 2016

SSU-F  GGCGTCTTTTGACGAACAAC c L SSuU Schwarz et

m +
SSU-R TACGTTCTCCCCCGAACTAC P rRNA al., 2015
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PCR reakce o celkovém objemu 20 ul obsahovala Master Mix, jeden par
primerd, DNA templat a H,O urcenou pro PCR (Tabulka 3). Pomér komponent
Vv PCR reakéni smési byl stejny pii amplifikaci useku SSU rRNA trypanosomatid,
genu pro gGAPDH druhu L. passim i genu pro cytochrom B druhu C. mellificae.
Pii reakci byly pouzity také vzorky pro pozitivni kontrolu (PK). Spolecné se vzorky
probéhla v kazdé reakci kontrola pouzitych chemikalii, obsahujici vSechny
komponenty PCR reakce bez DNA templatu (NK).

Pozitivni vzorky druhu L. passim byly ziskany po prvni reakci s primery
pro SSU rRNA. Pozitivni vzorek druhu C. mellificae byl poskytnut autorkou

navrzenych primert pouzitych pro detekci tohoto druhu.

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési na PCR

Master Mix 10 pul
H,0 7u
Primer (forward) 0,5 ul
Primer (reverse) 0,5 ul
DNA teplat 2 ul
celkovy objem 20 ul

Pro pouzité pary primerd byly nastaveny odlisné teplotni podminky (Tabulka
4) na termocykleru, podle protokolu autorti uvedenych v Tabulce 2.

Tabulka 4: Teplota a ¢as jednotlivych krokti PCR reakci

Krok Cm CytoB Lp gGAPDH SSU rRNA
Poc. denaturace 95 °C /2 min 94 °C/ 3 min 95 °C/ 5 min
Denaturace 95°C/30s 94°C/30s 95°C/45s
Annealing /30s 60°C/20s 60°C/45s
Elongace 72°C/20s 72°C/45s 72 °C/ 1,5 min
Zav. elongace 72 °C /2 min 72 °C /7 min 72 °C /10 min
Pocet cyklu 40 35 35



4.4 Ovéreni vysledki na agarézovém gelu

K ovéfeni PCR produkt byla provedena horizontalni elektroforéza. Gel byl
ptipraven z TBE pufru (Tris-Borat-EDTA) a agardzy s vyslednou koncentraci 1—
2,5 %, podle velikosti separovanych fragmentt (Tabulka 5). Pro vizualizaci pod UV
lampou bylo pied elektroforézou do gelu pfidano interkalac¢ni barvivo — Ethidium

bromid. Pro uréeni velikosti PCR produktu byl pouzit 100bp ladder.

Tabulka 5: Podminky elektroforetické separace PCR amplikonii

Specifita Velikost amplikonu Koncentrace agarézového gelu
Cm 140 bp 25%
Lp 402 bp 1,5%
Cm+Lp 763/773 bp 1%

4.5 Priprava vzorki na sekvenaci

Naamplifikované useky genu pro SSU rRNA vybranych dvou vzorkl byly pro
ovéteni osekvenovany.

K 10 pl PCR produktu byly ptidany 2 pul EXoSAP-IT reagent. Vzorky byly
nasledné inkubovany 20 minut pii 37 °C. Pro inaktivaci enzymu byly vzorky
nasledné inkubovany 15 minut p#i 80 °C. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo k obéma
vzorklim ptidano 5 pl forward primeru pro SSU rRNA trypanosomatid. Pfipravené

vzorky byly odeslany do firmy SEQme a osekvenovany metodou dle Sangera.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 DNA extrakce

Pouzitim kitu bylo ziskano dostatetné mnozstvi ¢isté DNA pro naslednou
PCR. Komer¢ni kity umoznuji rychlou a snadnou izolaci nukleovych kyselin
bez pouziti toxickych latek, jako piti fenol-chloroformové extrakci. Nevyhodou
pouziti kitd je ovSem jejich vyssi cena. Pro extrakci DNA trypanosomatid byla
publikovana také vysolovaci metoda SODE (z ang. salting-out DNA extraction).
Tato metoda nevyzaduje Zadna organicka rozpoustédla pro extrakci a zahrnuje pouze

Ctyfi kroky, provedené v jediné zkumavce (Rotureau, Gego, a Carme 2005).

5.2 Amplifikace iiseku SSU rRNA

Pro amplifikaci useku SSU rRNA byly pouzity primery, které navrhli Schwarz
et al. (2015). PCR produkt o odpovidajici délce cca 770 bp (Tabulka 5) byl
vizualizovan a zachycen pod UV zafenim (Obrazek 5).

Rozdil v délce fragmentti mezi druhem C. mellificae (763 bp), kmeny 30254
a 30862, a L. passim (773 bp), kmen BRL a SF, je dan jednonukleotidovymi
polymorfismy (SNP, z ang. Single Nucleotide Polymorhism) a inzercemi a delecemi
(tzv. indely; Schwarz et al. 2015). Rozdil 10 bp je ovsem pii elektroforéze obtizné
detekovatelny, a je proto tieba PCR produkt ovéfit sekvenovanim. Dva (vzorky
094D a R2) byly proto namatkou vybrany, osekvenovany a porovnany s databazi
GenBank. Sekvence byly identické z 99-100 % se zafazenymi sekvencemi SSU
rRNA druhu L. passim v databazi a vzorky byly pro nasledné reakce pouzity jako
pozitivni kontrola.

Trypanosomatida byla pomoci této metody detekovana v 67 % vzorcich
(81/121). Pti potiebe odlisit druhy C. mellificae a L. passim je casové a financné

vyhodnéjsi specifictéj$i metoda bez nutnosti sekvenovani.
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MT71C

Obrazek 5: Vysledek elektroforézy po amplifikaci tiseku SSU rRNA trypanosomatid
pod UV lampou; 1% gel, 90 V/45 min; NK — negativni kontrola

Pro specifickou detekci obou druhii byly pouzity primery navrZzeny na usek
genu pro gGAPDH (L. passim) a genu pro cytochrom B (C. mellificae). Variabilita

mezi témito sekvencemi obou druhti je dana SNPs (Schwarz et al. 2015).

5.3 Amplifikace aseku genu pro gGAPDH druhu L. passim

Pro druhové specifickou identifikaci druhu L. passim byly pouzity primery
pro amplifikaci useku gGAPDH (Arismendi et al. 2016). PCR produkt o délce cca
400 bp (Tabulka 5) byl amplifikovan u 71 % vzorka (86/121; Obrazek 6).

U péti vzorka byl namnozen usek genu pro gGAPDH, pfestoze nebyl ziskan
PCR produkt sprimery pro detekci SSU rRNA. Mezi dosud zaznamenanymi
sekvencemi kmend druhu L. passim BRL a SF neni stoprocentni identita, a to

predevsim v nukleotidové sekvenci gGAPDH (98,7-99 %). Oproti tomu identita
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nukleotidovych sekvenci SSU rRNA je pti porovnani kmenit BRL a SF vyssi (99,7—
100 %; Schwarz et al. 2015)

Obrazek 6: Vysledek elektroforézy po amplifikaci useku gGAPDH druhu L. passim;
1,5% gel, 90 V/45 min; NK — negativni kontrola

Arismendi et al. (2016) ovéfili specifitu téchto primerd také na vzorcich
trypanosomatid, C. mellificae a C.bombi, které nebyly témito primery amplifikovany
(Arismendi et al. 2016). V diplomové praci byl pro ovéfeni specifity pouzit vzorek
DNA druhu C. mellificae. Porovnanim nukleotidovych sekvenci genu pro gGAPDH
druhd C. mellificae aL. passim, odélce 1041 bp, bylo zjisténo, ze jsou z 91,1
az 93,8 % identické. U téchto druhi byly porovnany také predikované proteinové
sekvence, koédované genem pro gGAPDH. Identita mezi obéma druhy byla

napii¢ 347 aminokyselinami v rozmezi od 92,7 % do 95,9 %.

5.4 Amplifikace useku genu pro cytochrom b druhu Crithidia mellificae

Primery pro detekci druhu C. mellificae, pouzité v této praci, by mély

amplifikovat fragmenty o délce 140 bp (Obrazek 7), ovsem zadny ze vzorkl nebyl
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pozitivni. Uspé&$nost amplifikace useku genu pro cytochrom b byla tak ovéfena
pouze pozitivni kontrolou zaslanou autorkou navrzenych primerid (Stevanovic et al.
2016).

Gen pro cytochrom b je vhodny tusek pro detekci druhové prislusnosti
vzhledem k 11-12% mezidruhové variabilité a nizké variabilité (>1 %) v ramci
druhu. Identita v nukleotidové sekvenci genu pro cytochrom b (o délce 589 bp) byla
mezi druhy L. passim a C. mellificae v rozmezi od 88 do 88,6 %. Z celkem 195
predikovanych aminokyselin genu pro cytochrom b byla shoda mezi druhy od 97,9
do 98,4 % (Stevanovic et al. 2016; Schwarz et al. 2015).

Testovanim vzorklh véel se smiSenou infekci trypanosomatidy bylo
Vv publikované studii zjiSténo, Ze diive navrzené primery, specifické pro druh
C. mellificae, Trypan F1/R (Cox-Foster et al. 2007) a druh C. bombi, CB-
SSUrRsNA-F2/B4 (Schmid-Hempel a Tognazzo 2010), detekuji rovnéz druh
L. passim. To muze vést k falesné pozitivnim vysledkim pii detekci trypanosomatid

(Arismendi et al. 2016).

M61B M356C 82D H14B H38A M71A M36D 095B

Obrazek 7: Naamplifikovany usek genu pro cytochrom b druhu C. mellificae; 2,5% gel;
90V/45 min; PK — pozitivni kontrola (ziskana DNA druhu); NK — negativni kontrola

5.5 Dalsi zpisoby detekce a odliSeni trypanosomatid

Dalsi metodou odliSeni druhl trypanosomatid je napiiklad vyuziti lokush
s délkovym polymorfismem. Ravoet et al. (2015) navrhl jeden par primert,
amplifikujici Gsek ITS1 (z ang. Internal Transcribed Spacer) trypanosomatid vcel

a ¢melakt — L. passim, C. mellificae, C. bombi a C. expoeki. Druhy jsou od sebe
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odliSeny na zaklad¢ variability v délce tohoto lokusu. Velikost fragmentu ITS1
se pohybuje v rozmezi od 314 do 318 nukleotidi u C. mellificae a od 384 do 400
nukleotidi u L. passim. Vyuziti tohoto tGseku se jevi jako vhodny zptsob identifikace
a odliSeni obou trypanosomatid bez nutnosti nasledného sekvenovani. Uspé&$nost
amplifikace ITS1 markeru ovSem zfejmé zavisi také na mife infekce vzorkt (Ravoet
et al. 2015).

V soucasné dobé¢ bylo snahou vytvofit metodu, kterou je mozné detekovat vice
druht trypanosomatid v jedné reakci a uSetfit tak Cas i vydaje. Szalanski et al. (2016)
publikovali metodu pro detekci druhu L. passim a Crithidia spp. v jedné reakci.
Druhové specifické primery ovSem obsahuji palindromické sekvence, a nebyly proto
pouzity v této praci.

Pro rychlou identifikaci trypanosomatid u vcel (Apis spp.) a ¢melakt (Bombus
spp.) publikovali Bartolomé et al. (2018) postup zaloZzeny na multiplexové PCR.
Autofi vzali v ivahu moznost pienosu parazitickych bun¢k trypanosomatid z vcel
na ¢meldky a naopak a navrhli primery pro detekci velké podjednotky RNA
polymerazy II (RPBI1) druhu L. passim, gGAPDH druhu C. mellificae a DNA
topoizomeraza Il (TOPII) druhu C. bombi (Bartolomé et al. 2018).

Xu et al (2018) navrhli triplex real-time PCR pro amplifikaci genu
pro cytochrom b a interni kontroly. Detekce patogeni metodou PCR mize
podle autorti u vzorkd sbiranych v polnich podminkach vykazovat falesné negativni
vysledky, zptisobené napt. nékterymi inhibi¢nimi latkami. Je proto vhodné pouziti
interni kontroly, jako je 18S rRNA genu blanoktidlych. Neuspésna amplifikace této
kontroly indikuje nespravnou DNA extrakci vzorku nebo inhibici PCR a umoziuje

interpretaci falesné negativnich vysledku (Xu et al. 2018).

5.6 Trypanosomatida v testovanych vzorcich

Z celkového mnozstvi testovanych vcelstev (n=121) byla ve vétSiné vzorkt
prokazana ptritomnost druhu L. passim, celkem v 71 % (86/121). Tento druh byl
jiz diive v Ceské republice identifikovan ve vzorcich véel z roku 2014 (Hubert et al.
2017). Naopak druh C. mellificae se nevyskytoval v zadném testovaném vcelstvu,

stejné jako ve studii Huberta et al. (2017), a pravdépodobné tak neni v dosud
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publikované literatufe k dispozici dikaz o vyskytu tohoto druhu u nas. Vysledek

detekce trypanosomatid u jednotlivych vzorku je v Tabulce 6.

Tabulka 6: Piehled testovanych vzorki a vysledkt PCR detekce trypanosomatid; ,,+ —
pozitivni vysledek; prazdna bunika — negativni vysledek; ,,-/+“ — odlisny vysledek s SSU
rRNA a gGAPDH primery

Vzorek Meésic sbéru Okres Lotmaria passim Crithidia mellificae
BO1 srpen Plzen-mésto

BO3 srpen Plzen-mésto +
BO2 srpen Plzen-mésto +
HK srpen Plzen-mésto +
HA15 srpen Plzen-mésto +
HA3 srpen Plzen-mésto +
V1 srpen Jindfichiv Hradec +
JV2 srpen Jindtichiv Hradec +
JV3 srpen Jindtichiv Hradec +
V4 srpen Jindtichiv Hradec +
JV5 srpen Jindtichiv Hradec +
K5 srpen Plzen-mésto

K1 srpen Plzen-mésto +
K2 srpen Plzen-mésto +
K3 srpen Plzen-mésto +
K4 srpen Plzen-mésto +
L1 srpen Jindtichtv Hradec +
L2 srpen Jindtichtv Hradec +
L3 srpen Jindtichtv Hradec +
L4 srpen Jindtichtv Hradec +
L5 srpen Jindtichav Hradec +
MA1 srpen Plzen-mésto +
MAZ2 srpen Plzen-mésto +
MA3 srpen Plzen-mésto +
M2 srpen Plzen-mésto +
M1 srpen Plzen-mésto +
M3 srpen Plzen-mésto +
MU3 srpen Plzen-jih +
MU1 srpen Plzen-jih +
MU2 srpen Plzen-jih -+
NO2 srpen Plzen-mésto +
NO1 srpen Plzen-mésto +
NO3 srpen Plzen-mésto +
R2 srpen Plzen-jih +
R1 srpen Plzen-jih +
R3 srpen Plzen-jih +
R5 srpen Plzen-jih +
R4 srpen Plzen-jih +
ST srpen Plzen-mésto +
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ST5
ST1
ul4
u68
UKY
uis
NB1
77B
77C
77D
TTA
81A
81B
81C
81D
82D
82A
82C
82B
83A
85A
85D
105A
105D
105B
105C
H12B
H12C
H14C
H14B
H14A
H14D
H16D
H16A
H16C
H16B
H58D
H58A
H58C
H58B
H60C
HG60A
H60D
H66A
H66B
H66C
H67C
H67D
H67B

srpen
srpen
srpen
srpen
srpen
srpen
srpen
zari
zari
zari
zari
zari
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zafi
zari
zari
zari
zari
zari
zari
zafi
zafi
zafi
zari
zari
zari
zari
zari
zari
zari
zari
zari
zari
Zari
Zari
zarfi

Plzen-mésto
Plzen-mésto
Plzen-mésto
Plzen-mésto
Plzen-mésto
Plzen-mésto
Plzen-jih
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Cesky Krumlov
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
Ceské Budgjovice
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H67A Zafi Ceské Budgjovice +

M15B Zafi Ceské Budgjovice
M15C Zafi Ceské Budgjovice
M36C Zafi Ceské Budgjovice +
M36D Zai Ceské Budgjovice
M36A Zai Ceské Budgjovice
M56D Zafi Ceské Budgjovice +
M56B zari Ceské Budgjovice -+
M56C Zai Ceské Budgjovice +
M61B Zafi Ceské Budgjovice +
M61D Zafi Ceské Budgjovice
M61C Zai Ceské Budgjovice
M71A Z4i Ceské Budgjovice
M71C Z4i Ceské Budgjovice -+
M71B Z4i Ceské Budgjovice -+
094D Z4i Ceské Budgjovice +
094A Z4i Ceské Budgjovice +
094C Z4i Ceské Budgjovice
094B Z4i Ceské Budgjovice
095D Z4i Ceské Budgjovice +
095C Z4i Ceské Budgjovice
095B Z4i Ceské Budgjovice
096C Z4i Ceské Budgjovice
0968 ZAi Ceské Budgjovice +
096D 74 Ceské Budgjovice
097B 74 Ceské Budgjovice +
097D Z4i Ceské Budgjovice +
097A Z4i Ceské Budgjovice +
097C Z4i Ceské Budgjovice +
098A Z4i Ceské Budgjovice +
098B Z4i Ceské Budgjovice +
098C Z4i Ceské Budgjovice
098D 74 Ceské Budgjovice

5.7 Rozsifeni trypanosomatid a jejich vliv na zdravi véelstev

Druh L. passim (do roku 2015 oznacovan jako C. mellificae) se vyskytoval
hojné ve vétsin€ nedavnych studii a je povazovan téméf za vSudypiitomny.

Trypanosomatida se ve vcelstvu vyskytuji na jare, v 1ét¢ i na podzim, ovSem
najare je jejich vyskyt oproti letnim a podzimnim mésicim znacné niZsi.
Ve Svycarsku se trypanosomatida vyskytovala ve vzorcich na jafe (56 %), v 1été
(70%) i na podzim (63 %). Mira infekce je pravdépodobné nejvyssi v zimé
(Arismendi et al. 2016; Hartmann et al. 2015).

44



Autofi studii vcelich trypanosomatid se mnohdy piili§ neshoduji v tvrzeni,
do jaké miry vcelstvu tito parazité skodi a zda se podileji na zimnich uhynech
veelstev (Arismendi et al. 2016).

V Jizni Americe byla doposud zvySena zimni imrtnost a snizend produktivni
schopnost vcelstev pfipisovana predev§im druhu N. ceranae. Prevalence tohoto
druhu u analyzovanych vcelstev Vv Chile byla ovSem znaéné nizs$i (18 %)
nez prevalence druhu L. passim (90 %). Druh L. passim se podle vysledka jevi
jako dalsi mozny faktor pusobici ztraty vcelstev v této oblasti (Arismendi et al.
2016).

V devitiletém prizkumu véelstev (2007-2015) v Srbsku se prevalence druhu
L. passim pohybovala v rozmezi od 44 % do 92 %. Oproti tomu, druh C. mellificae
se nevyskytoval v zadném z testovanych vcelstev (Stevanovic et al. 2016).

V belgické studii byl druh L. passim nalezen v 70,5 % (256/363) vzorcich
(Ravoet et al. 2013). Ravoet et al. (2013) zjistil, ze na zakladé¢ vyskytu druhu
L. passim spole¢né s roztocem V. destructor a mikrosporidii N. ceranae Vv letnim
obdobi lze ptfedpovidat, zda vcelstvo bude uspéSné pirezimovat nebo uhyne.
Patogenni organismy ovSem mnohdy pusobi synergicky a obecné lze fici, ze se
zvySujicim se mnozstvim patogennich druhti ve veelstvu jsou pozorovany také vyssi
ztraty prezimujicich vcelstev. Pfi vétSim mnozstvi detekovanych druhli patogenti
(nad Sest) se ovSem tmrtnost stabilizuje okolo 50 % (Ravoet et al. 2013).

Nekteti autofi naopak nepovazuji trypanosomatida za vyznamny faktor
ovlivitujici ztraty vcelstev. Hartman et al. (2015) sledovali vyskyt trypanosomatid
od &ervence do ledna (2010 resp. 2011) ve Svycarsku. Trypanosomatida se hojné
vyskytovala ve vcelstvech, kterd uspéSné zimovala, a lze tedy podle autorii
predpokladat maly nebo zaddny negativni vliv t€chto parazitli na zdravi vcelstev.

Vysledky mohou byt ovlivnény také Zivotni fazi trypanosomatid. Sféroidni
forma druhu C. mellificae se pravdépodobné nepodili na zvySenych uhynech véelstev
a neovliviiuje jejich dlouhovékost. Patogenita v riznych fazich Zzivotniho cyklu
trypanosomatid se miize ménit, podobné tak miize byt dosazeno odlisnych vysledkt

Vv in vitro a v pfirodnich podminkach (Higes et al. 2016).
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5.7.1 Variabilita ve vnimavosti k patogeniim

V diplomové praci byl pouzit vzorek z n€kolika vcel zkazdého ulu. Pri
vyzkumu ve Svycarsku byly véely analyzovany individualng, a pfestoze druh L.
passim je povazovan jiz za bézného parazita véel, u vétSiny vzorkl se nevyskytoval.
Podobn¢ tomu bylo také v ptipadé¢ mikrosporidie N. ceranae, ktera je rovnéz ve
vcelstvech velmi rozsifena. To muize byt zpisobeno odliSnou nachylnosti délnic
K tomuto druhu. Geneticka odliSnost uvniti véelstva je dana pfedevSim polyandrii
vceli matky, kterd je pfi pafeni oplozena az dvanacti trubci a vcelstvo se néasledné
sklada z mnoha tzv. patrilinii. Mira infekce pravdépodobné zavisi na genetickém
zalozeni jednotlivych véel, ale také na jejich véku a vyzive (Tritschler et al. 2017).

Hartmann et al. (2015) zjistovali ve své studii pfitomnost trypanosomatid
Vv télech rizné starych vcel. Na zdkladé analyzy vzorka zimnich vcel a v€el v prvnim,
druhém a tfetim tydnu po vylihnuti zjistili, ze trypanosomatida kolonizuji nejvice
travici trakt starSich délnic. Trypanosomatida se vyskytovala v travicim traktu vcel
az vdruhém a tfetim tydnu (ve 30 % resp. 42 %). Trypanosomatida byla ovSem
detekovéana v télech veel po vyjmuti traviciho traktu, a to ve vSech tfech tydnech
odbéru (ve 12 %, 33 % resp. 58 %). U zimnich v¢el byla prevalence trypanosomatid
V travicim traktu nejvyssi (54 %), urcité mnozstvi trypanosomatid bylo detekovéano
také v télech délnic s odebranym travicim traktem (17 %).

Studie interakci mezi patogennimi organismy vcely medonosné byly dosud
zamétené predevSim na délnice a matky nez na trubce. Trubci jsou v porovnani
se sami¢im zastoupenim vcelstva fyziologicky 1 chovanim pomérné odliSni.
Predpoklada se, ze absence heterozygotnosti v lokusech spojenych s imunitou mize
byt zodpovédnd za odliSnosti v imunokompetenci, tedy schopnosti Ccelit
onemocnénim. Bylo zjisténo, ze trubci jsou nachylnéjsi k roztoci V. destructor, ale
pravdépodobné méné nachylni k DWV, ktery je timto rozto¢em prenaSen. Vnimavost
k mikrosporidiim se li§i, zatimco k druhu N. apis je srovnatelnd u obou pohlavi,
k druhu N. ceranae jsou pravdépodobné trubci vnimavéjsi. V experimentalnich
podminkach vedla inokulace sporami ke zvySenym thyniim a nizs$i hmotnosti téla
trubcti. Umrtnost byla pozorovéna jiz béhem prvniho tydne od inokulace (Retschnig
et al. 2014). Dosud nebyla provedena studie, zkoumajici pfipadné odlisnosti

ve vnimavosti délnic a trubct k infekci trypanosomatidy.
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5.8 Vztahy mezi mikroorganismy v travicim traktu vcel

Zdrava a produktivni vcelstva jsou schopna celit fad¢ organismi, které je
osidluji, bez patogennich symptomut. Vzajemnou koevoluci hostitele s parazity
a patogeny dochézi k urcité rovnovaze, kterd ovsem miize byt naruSena nékterymi
dalsimi faktory, napf. pfitomnosti dalSich parazitd (jako je V. destructor, N. spp.
nebo trypanosomatida), pesticidy aj. (Schwarz, Moran a Evans 2016). Mikrobialni
druhy v travicim traktu véely mohou tvofit spole¢né ruzné mezidruhové vztahy,
a to symbioticky (koexistence), synergicky (vzajemné nebo jednostranné posilujici)
nebo antagonicky (vzajemné nebo jednostranné inhibujici). Tyto vztahy vyznamné
ovliviiuji rozsifeni a virulenci patogennich druhi, a je proto vhodné sledovat vyskyt
béznych patogeni a parazitd vcel soucasné (Retschnig et al. 2014; Hartmann et al.
2015).

Urcity synergicky efekt mize byt pozorovan naptiklad pfi naruSeni stfevni
stény parazitem a umoznéni tak pribéhu sekundarni infekce jinym parazitem.
Hartman et al. (2015) pozorovali naopak negativni vztah mezi trypanosomatidy
a AmFV, kdy vzorky vcel bez vyskytu trypanosomatid vykazovaly znacné vyssi

mnozstvi AmFV.

5.8.1 Interakce mezi trypanosomatidy a druhem Nosema ceranae

Mezi druhy L. passim a N. ceranae je pravdépodobné uréity pozitivni vztah.
Ackoliv byl vliv na ztraty vcelstev niz8i pii kombinaci obou patogenti neZ soucet
pusobeni kazdého zvlast, Ravoet et al. (2013) pozoroval také zesilujici efekt
pfi koinfekci témito patogeny. Casta koinfekce obéma druhy byla pozorovana také
Vv devitiletém prizkumu vcelstev v Srbsku (Stevanovic et al. 2016). Vétsina vcelstev
(60,5 %, 98/162) byla infikovana obéma druhy a pouze tfi vcelstva (1,9 %) byla
béhem vyzkumu infikovana samostatné druhem L. passim (Stevanovic et al. 2016).

Mezi druhy je ovSem Vinfikovaném hostiteli prostorové oddé€leni.
Zatimco druh L. passim kolonizuje predevs§im zadni cast traviciho traktu,
mikrosporidie byla detekovana v zaludku, kde dochdzi k rozmnoZovani a vyvinu
spor, ale také v jinych castech téla, napt. ve slinnych zlazach, malpigiho trubicich

nebo v buiikach tukovych télisek. Svycarsti védci uvedli, ze nedochazi ke kompetici
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mezi druhy L. passim a N. ceranae, a jsou mezi nimi proto malé nebo zadné
interakce. OvSem vzhledem k pozitivni korelaci mezi mirou infekce v hostiteli
napadeném obéma druhy nevylucuji autoii studie urcitou kooperaci mezi druhy
(Tritschler et al. 2017). Koinfekci druhy C. mellificae a N. ceranae je pravdépodobné
snizena produkce nékterych latek spojenych se spuSténim imunitni reakce hostitele
(Schwarz a Evans 2013).

Vztahy mezi témito parazity mohou pravdépodobné vysvétlit kontroverzni

nazory na vliv mikrosporidie N. ceranae na zimni umrtnost véelstev (Ravoet et al.

2013).

5.8.2 Vyznam symbiotickych mikroorganismu

K pochopeni mechanismii umoziujicim vcéeldam adaptovat se na ménici
se podminky Zivotniho prostfedi piispivd znalost a zkoumani genomu vcel.
V souvislosti se zdravim vcel je ovSem nutné brat v uvahu také genomy jejich
symbiotickych mikroorganismti. VétSina studii byla dosud zaméfena spiSe
na mikroorganismy, které mohou byt plivodci chorob, neZ na nepatogenni
mikroorganismy, které maji velky vliv na zdravi v¢ely a celého vcelstva. Podileji
se napiiklad na tvorbé vitamint, obrané proti patogenim a vyvinu imunity. Mimo
jiné také kompetitivné inhibuji invazi patogeny, adherenci ke stievni stén¢. Genom
véely a téchto mikroorganismi se vyvijeji spole€né a pfizpisobuji se ménicim
se podminkam zivotniho prostiedi (Schwarz, Huang a Evans 2015; Wu et al. 2013).

Narusenim rovnovahy mikrobidlni populace v travicim traktu vcely mtze byt
také zvySena nachylnost vcelstva k infekénim chorobam a parazitim. ZvySeny
vyskyt patogenii a parazitl, vcetné¢ trypanosomatid, mulze pak vést
ke zna¢nym uhynim vcelstev. Jednim z faktort, ktery mize mikrobialni osidleni
narusit je napfiklad pouzivani antibiotik k 1é¢bé vcelstva (Raymann, Shaffer,
a Moran 2017). NaruSena rovnovaha v travicim traktu véel mize souviset s vyskytem
CCD. Ve vcelstvech s pozorovanym CCD bylo pozorovano rapidni zvySeni
gammaproteobakterii, betaproteobakterii a zastupci kmene firmicutes a zaroven
snizeni alfaproteobakterii a aktinomycet V porovnani se zdravymi vcelstvy (Schwarz,

Moran a Evans 2016).
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V souvislosti s trypanosomatidy byl studovan vliv dodani symbiotické bakterie
S. alvi pied infekci druhem L. passim. U vcelstva ovSem takto dosSlo k naruseni
nebo dysbidze v travicim traktu a zaroven ke zvySené vnimavosti vcelstev k druhu
L. passim. V¢elstva s pfirozené ziskanou mikrobialni populaci v travicim traktu byla
schopna u¢inngji omezovat tohoto parazita (Schwarz, Moran a Evans 2016).
Pfi zkoumani vlivu trypanosomatid na mikrobialni osidleni traviciho traktu vcely
nebyl pozorovan zadny vliv druhu L. passim. Druh C. mellificae nebyl nalezen
Vv zadném z testovanych vzorkl, a do tohoto experimentu proto nebyl zahrnut

(Hubert et al. 2017).
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6 Zaver

Pisobeni patogenil a parazitli je povazovano za hlavni pfi¢inu zvySenych ztrat
véelstev v poslednich letech. V této souvislosti si ziskala pozornost také
jednohostitelska trypanosomatida vcel — Crithidia mellificae a Lotmaria passim.
Donedavna byl u véel znam pouze prvni z vyjmenovanych druhd, v roce 2015 byla
ptehodnocena taxonomie a byl popsan odlisny druh, L. passim. Tento druh
Vv soucasné dobé ve vcelstvech pfevlada, na rozdil od druhu C. mellificae, ktery
se vyskytuje spise ziidka.

Vyskyt trypanosomatid byl otestovan na vzorcich vcel z Jihoceského
a Plzenského kraje. Metodou PCR Dbyl detekovan usek genu pro SSU rRNA
trypanosomatid, genu pro gGAPDH druhu L. passim a genu pro cytochrom b druhu
C. mellificae. Pouzitymi primery bylo mozné identifikovat a odlisit oba druhy
sekvenovanim, u druhové specifickych primerii pak i1 bez nutnosti sekvenovani.

Druh L. passim byl detekovan ve vétsiné vcelstev, celkem v 71 % (86/121).
Oproti tomu druh C. mellificae nebyl nalezen v zadném vzorku. Dosud tak u nas
tento druh pravdépodobné nebyl detekovan. V testovanych vcelstvech je dale tieba
zjistit souvislost mezi vyskytem druhu L. passim a Gspésnosti ptezimovani.

Odlisné vystupy studii v souvislosti s vlivem trypanosomatid na véelstvo mohou
byt zplsobeny rtiznymi faktory, naptiklad podminkami, ve kterych jsou experimenty
provadény, nebo bunéénymi stadii, které jsou pro experimentilni infekci vcel
pouzity. Vliv trypanosomatid mize byt také odliSny pii nerovnovaze v mikrobidlnim
osidleni traviciho traktu vcel nebo pii jejich interakci s nékterymi dalSimi
patogennimi druhy.

Trypanosomatida jsou evolu¢né Gspésni a Siroce rozSifeni parazité, kteti mohou
zpusobovat zna¢né zdravotni komplikace svému hostiteli. Plisobeni trypanosomatid
na Zivotaschopnost veelstva by mé¢lo byt s ohledem na vySe zminéné faktory nadale

studovano.
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