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Abstrakt

Nosemova ndkaza je celosvétové rozsifena nemoc vcel, kterou zpasobuji dvé
mikrosporidie (Nosema apis a Nosema ceranae).

Cilem diplomové prace je sledovat vyskyt a promofenost vybranych vcelstev
Nosemou spp. v navaznosti na klimatické podminky a zji§téni miry zavislosti mezi
rozvojem N. apis, N. ceranae, klimatickymi podminkami a stavem vcelstva.

V praci bylo vyuzito dvou zpusobu identifikace pivodce. Prvnim byla
mikroskopie, pii které se zjistily zna¢né zmény v poctu spér na 1 véelu v prubéhu
roku. Zaznamenany pocet spor byl po skonceni experimentu vyhodnocen ve vztahu
k venkovni teploté, vlhkosti, po¢tu obsednutych ramkd, poétu nastavkd, mirnosti
vCel a sezeni na plastech. Druhym zplisobem bylo vyuziti metody PCR. Touto
metodou se stanovilo procento pozitivnich véelstev na vybranych stanovistich. Dale
byl uréen procentudlni vyskyt kazdého z plivodeti a vyhodnoceni, zda dochazi

k vzajemnému ovliviiovani Nosema spp. ve vcelstvech.

Kli¢ova slova: véelaistvi, véela, Nosema spp., Nosema apis, Nosema ceranae.



Abstract

The nosem infection is a worldwide spread bee illness caused by two
microsporidia (Nosema apis and Nosema ceranae).

The aim of this thesis is to follow the occurrence of Nosema spp. and density
of infection in the selected bee colonies considering the relation between N. apis,
N. ceranae, climatic conditions and the condition of each bee colony concerned.

In my thesis, | have used two ways of originator identification. The first was
microscopy, using which we have discovered significant changes in the number
of spores in one bee colony within one year. After the experiment had finished,
we evaluated the number of measured spores in connection with the outside
temperature, humidity, number of colonized frames, extenders, gentleness of bees
and their sitting on the honey combs.

The second way was using the PCR method. Through this method we have
identified the percentage of positive bee colonies on the selected locations.
Furthermore, we have confirmed the occurrence of each of the originators

and evaluated if there is a mutual influence of Nosema spp. between bee colonies.

Key words: bee, apiculture, Nosema spp., Nosema apis, Nosema ceranae.
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1 Uvod

Vyznam chovu v¢el spociva v opylovani hmyzosnubnych rostlin. Béhem chovu
dochazi ik produkci vcelich produktt, kterymi jsou napiiklad vceli med, matefi
kasicka a propolis s antibakterialnimi G¢inky. S narUstajici intenzitou zemédélské
produkce nabyva vcelafstvi jesté na vétsim vyznamu. Z pocetné tiidy hmyzu se prave
vcela podili nejvétsi ¢asti na opylovani rostlin. Bez vcel by se jen do omezené miry
dokazala udrzovat rozmanitost Krajiny i existence nékterych rostlin. Mimo jiné
vCelafstvi patii mezi nejstarSich obory lidské cinnosti. Také nikterak nenaruSuje
zivotni prostiedi.

Véelaft, jenz ma zajem o chov vcel, by mél podnikat takové kroky, jenz mu zajisti
zdrava a silna vcelstva. Nebot jen takova vcelstva jsou schopna vysokych mednych
vynost. Pfispét tomu mulze spravnou technikou chovu, v€asnym poskytnutim
cukerného roztoku na zimu, spravnym zazimovanim a vhodnym zachazenim
s léCivymi pfipravky vyuzivanymi ve vcelaistvi. LéCivé preparaty piirodniho
I primyslového plivodu se pouzivaji v boji s infekénimi chorobami, které délime
na mykoézy (zvapenaténi vceliho plodu, zkamenéni vceliho plodu), virézy (virova
nakaza vceliho plodu, virova paralyza vcel), parazitozy (nosemova ndakaza,
rozto¢ikova nékaza, varrodza) a nemoci bakteridlniho piivodu (mor vceliho plodu).
Béhem léCeni se nesmi zapominat na problémy souvisejici s lécbou vcel. Mezi
né bychom mohli zafadit vznikajici rezistence a pfitomnost rezidualnich latek
v medu i dalSich produktech. S nemocemi neinfekéniho puvodu je véelai schopen
bojovat 1 bez l1éCivych preparatl, jelikoz do této skupiny fadime napiiklad prijmy,
zacpu, hynuti véel hladem a zimou.

Prace je zaméfena na infekéni nemoc nazyvana nosemova nakaza. Tuto nakazu
u vcel zptisobuji dva piivodci, jenz fadime do tfidy hmyzomorky. Prvnim je Nosema
apis, ktera byla poprvé zaznamenana ve vcelich vykalech. Druhym moznym
pivodcem je Nosema ceranae. Prokazani tohoto ptvodce ve vcelstvu
bylo provadéno pomoci mikroskopie a PCR vySetfeni. Odbér vzorkd pro
mikroskopické vySetfeni probihal z deviti vcelstev, které se nachdzely na tfech
riznych stanovistich. Pro metodu PCR bylo odebrano 40 vzorki z osmi stanovist

Vv Jihoceském kraji.



2 Literarni piehled

2.1 Nosemoza

Nosemoza (diive nazyvana nosematoza) je invazivni a ploSn¢ se vyskytujici
onemocnéni dospélych vcel (Titéra, 2017). Vcela mize byt infikovana dvéma druhy
mikrosporidii: Nosema apis a Nosema ceranae (Milbrath et al., 2015). V minulosti
prevazoval vyskyt N. apis, ale v poslednich letech se stale Castéji setkavame
s N. ceranae. Neni ani vyjimkou smiSena infekce obéma druhy (Titéra, 2017).
Rostouci prevalence mikrosporidiovych infekci u medonosnych véel je v poslednich
letech pozorovana po celém svété (Botias et al., 2012a). V Ceské republice jsou
pluvodci zaznamenavani piiblizné u 50 % vcelstev, av§ak mira ndkazy znaéné kolisa

(Titéra, 2017).

2.1.1 Véela — hostitel

Véelu fadime mezi ¢lenovce pro své typicky clankované télo, které se sklada
z hlavy, hrudi a zadeCku. Celé télo je husté¢ pokryto chloupky riznych tvarh
s rozdilnymi funkcemi (Toporcak, 1999).

Na hlavé se nachazi pottebné smyslové organy z ¢asti kryté chitinizovanym
koznim krunyfem. O¢ni soustavu tvoii 3 o¢i jednoduché slouzici k zachyceni obrazu
Vv kratké vzdalenosti a 2 oci slozené pro vidéni do dalky (Toporcak, 1999). DalSim
multifunkénim organem jsou tykadla, pomoci nichz vcela rozliSuje hmatové,
chutove 1 ¢ichové vjemy spole¢né s vnimanim teploty, vlhkosti a koncentrace COo.
Na hlavé lze také nalézt celni Stitek, horni pysk, dolni pysk, kusadla a sosdk
(Danihlik et al., 2017).

Hrud’ je tvofena tfemi plvodnimi hrudnimi c¢lanky (pfedohrud’, stfedohrud’,
zadohrud’) a prvnim zadeCkovym c¢lankem (bedry). Na kazdém z hrudnich ¢lankt 1ze
nalézt ¢ast hibetni a bfisni, které oddé€luje cast bocni (Vesely et al., 2003).
Na predohrudi jsou vybézky kryjici prvni hrudni priduch spolecné s prvnim parem
koncetin. NejvétSim z ¢lank je stfedohrud’ nesouci dalsi par koncetin a prvni dvojici

kiidel. Na zadohrud’ se upina posledni par kiidel i koncetin. Bedra se zadeckem jsou
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propojena stopkou, v niz vede jicen s aortou, nervovou paskou a vzdusnici (Danihlik
etal., 2017).

V zadecku je umisténa vétSina vnitinich organti vcetné traviciho, pohlavniho,
vymeéSovaciho Ustroji, cévni, dychaci i nervové soustavy. U dé€lnic i vCeli matky
se zadecek sklada z Sesti ¢lankd tvofenych bfisni (Sternit) a hibetni ¢asti (tergit)
(Vesely etal., 2003). Trubec ma o jeden ¢lanek vice (Hanousek, 1991). Volné
membranové spojeni Sternitii a tergitu umoznuje rozSifovani a smrstovani zadecku

potiebné k spravné ¢innosti jednotlivych soustav (Vesely et al., 1985).

2.1.2 Travici a vyméSovaci ustroji — misto vyvoje a vyskytu nosemoézy

Travici ustroji slouzi k pfijimani, pfesunu a zpracovani potravy. Spole¢né
s vyméSovacim uUstrojim dochdzi k odstraiiovani nestrdvené potravy 1 jejimu
docasnému skladovani v dobé¢ snizenych moznosti vyleti z Glu (Vesely et al., 2003).

Travici ustroji se déli na tfi ¢asti. Predni ¢ast (stomodeum) je slozena z hltanu,
jicnu a medového vacku. Ve stredni ¢asti (mesenteron) se nachazi zaludek a zadni
¢ast (proctodeum) je slozena ztenkého stieva, vykalového vaku a kone¢niku
(Toporcak, 1999).

Jediny Zaludek byl vytvofen z vnitiniho zirode¢ného listu, proto ma vlastni
Zlaznaty epitel umozZiujici traveni. JelikoZz zbyvajici dv€ casti byly utvoieny
vchlipenim vnéjSiho zarodecného listu, jsou podobné svou stavbou pokozce (Vesely
et al., 2003).

Vstup do traviciho ustroji zacina tUsty pokracujici hltanem, jenz pomoci
roztahovani a stahovani vnitinich svalll pfijima a posunuje potravu. Stény hltanu
pokryvaji dvé hltanové desticky po stranach vyust'ujici v hltanové Zlazy. Uz v hlavé
dochdzi k zuZovani hltanu v jicen, prochdzejici hrudi az do zadecku, kde se rozsituje
v medovy vacek (Svoboda et al., 1968). Tento velmi roztazny vacek je umistén
v piedni ¢asti zadecku, ktery pfi naplnéni miize dosahovat az 50 mm?® (Danihlik
etal., 2017). Medovy vacek ma tenkou epitelialni vrstvu se svalstvem situovanym
uvnitf epitelu. Jeho hlavni funkci je transport vody, medovice a nektaru, ale i pylu,
jenz je dale ptesouvan do Zaludku nebo miize byt vracen obsah zpét do sosacku
(Svoboda et al., 1968). Jako dalsi organ travici soustavy je Ceslo ve tvaru nalevky.

Jeho pfedni ¢ast vyCniva v medovém vacku a protéjsi konec vstupuje do zaludku.
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U vstupu do Cesla se nachazi Ctyfi svalové chlopné, které maji silné kryty vnitini
okraj chloupky. Hlavnim divodem pfitomnosti téchto chloupkd je zachytavani
pevnych c¢astic. Mimo pylu jsou z volatka odstranovany také patogeny (naptiklad
spory puvodcit moru vceliho plodu ¢i nosematdzy). Tento organ lze zaradit mezi
dilezitou slozku imunity vcelstva, protoze seskupené organismy maji snizenou
patogenitu a jsou véelami vyluovany spolecné s vykaly mimo 0l (Danihlik et al.,
2017). Nasledujici zaludek je od deseti do devatenacti milimetrti dlouhy ve tvaru
rourky tvofici smycku s fasnaté slozenou sténou, ¢imz dochazi ke zvétSeni plochy
kryté epitelidlnimi bunikami. Z pfedni izadni ¢ésti je oddélen pomoci chlopni
(Vesely et al., 1985). Zde ptitomné epitelové buiiky jsou schopny tvofit sit’ pevnych
vlaken (rhabdorium). U téchto vlaken dochazi k jejich odluovani po vrstvach
do lumina zaludku a vytvofeni ochranné bariéry (peritrofickda membrana). Vyznam
této membrany spociva v ochrané pted ostrymi objekty v obsahu zaludku (napt. pred
ostrymi vnéj§imi blanami pylovych zrn) (Danihlik et al., 2017). Naopak propousti
travici enzymy, stravené Zziviny, ale ibic¢iky spor hmyzomorky (Nosema apis)
(Vesely et al., 2003). Dalsim organem je tenké stievo, zacinajici svalnatou chlopni,
rozméliujici potravu (Svoboda et al., 1968). Uvniti stieva je pfitomna mikroflora,
ktera umoznuje dal§i traveni potravy, umélé vytvaii nékteré vitaminy a brani
pronikani patogent (Danihlik et al., 2017). Posledni ¢ast traviciho ustroji tvofi
kone¢nik (vykalovy vak). Jeho funkce spo€ivd v hromadéni nestravené potravy
vV dobé¢, kdy vcelam neni umoznén vylet mimo Ul. Vykalovy vak mé sténu sloZenou
do hustych zdhybu. Diky témto zahybim, okruznimu a podélnému svalstvu
je schopen nabyvat velkého objemu (az 57 % hmotnosti dospélé vcely) (Vesely
et al., 2003). Piekro¢eni vySe zminéného procenta v zimnich mésicich vede ke kaleni
uvnitf tlu (Toporcak, 1999). Rektalni Zlazy konecniku brani svym sekretem kvaseni
nevyuzitych zbytki potravy a nejspiSe ovliviiuji i vodni rezim vcely (Vesely et al.,
1985).

VymeéSovaci Ustroji tvofi takzvané Malpighiovy trubice, které vykondvaji
podobnou funkci jako ledviny u obratlovei (Hanousek, 1991). Jejich ulozeni
je v zadeCku, kde maji podobu asi sto padesati slepé koncicich trubic. Druhy konec
usti do tenkého stieva v oblasti pyloru (Svoboda et al., 1968). Malpighiho trubice
omyva hemolymfa, v niZ jsou zachytavany odpadni latky za pomoci vystelkovych

bun¢k, shromazd'ovany do vezikul a vpuStény do dutin soustavy. Poté dochazi

12



Kk ptesunu pies tenké stievo do vykalového vaku a jejich naslednému vylouceni

spole¢né s vykaly (Danihlik et al., 2017).

2.1.3 Pavodce ze tiidy Microsporidia

Mikrosporidie jsou parazitické organismy bezobratlych i obratloveu (Mathis
et al., 2005). Jako parazity je nazyvame z divodu jejich ziti na ukor hostitelského
organizmu. Jednd se o velice pocetnou skupinu mikroorganizml, protoze €itd zhruba
1300 druht. Dle diive pouzivaného ceského pojmenovani mikrosporidii —
hmyzomorky — mizeme odvodit, Ze jejich hostiteli jsou rtizni zastupci z tfidy hmyzu.
Jejich hlavnim znakem je zplisobeni oportunni (ptilezitostné) infekce (Titéra, 2017).
Rozvoj mikrosporidii probiha vyhradné v infikovanych hostitelskych bunkach (vyvoj
mimo bunku nebyl nikdy popsan). Proces infekce zacind klicenim spor,
tj. vymr$ténim polového vlakna, které prochazi membranou hostitelské burnky
a pienasi sporoplazmu do cilové buiiky. Zivotni cyklus se déli na fazi proliferaéni
a sporogonickou (Gisder et al., 2011).

Vétsina mikrosporidiovych infekci se pfenasi oradlnim pozitim spér, avSak rozvoj
nemoci probihd az v gastrointestinalnim traktu (Xu et Weiss, 2005). U hostitelt
napadenych mikrosporidiemi dochédzi ke vzniku infekce bez projeveni klinickych
ptiznakt, dokud nedojde k naruSeni imunitniho systému vlivem dalSich faktorti napf.
Spatnou vyzivou. Poté by doslo i ke znaénému namnozeni parazita a projevu
klinickych pfiznak u hostitele (Titéra, 2017).

Pro rozliSeni jednotlivych druht rodu Nosema spp. je jednim z urcujicich znakl

pocet zaviti v polarnim vlaknu (Burges et al., 1974).

2.1.4 Nosema apis a Nosema ceranae

Nosema apis je prvok, ktery ma ceské pojmenovani hmyzomorka vceli. Jeho
prvni zachyceni ve v€elich vykalech bylo v roce 1857, kdy ho nespravné zaradili
mezi plisn€. Az v roce 1909 doslo ke spravnému zafazeni (Peroutka et Drobnikova,
1987).

Tento parazit tvoii spory o piiblizné velikosti 6 x 4 pm. Tato spéra je uloZena

Vv chitinovém obalu s otvorem na jednom konci, kde dochazi k vymrsténi pélového
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vladkna 80krat vétsiho nez samotna spoéra (Svoboda, 1968). Déle se uvnitt nachazi
dvoujaderny sporont (Peroutka et Drobnikové, 1987). Pti pokusech stanoveni
zivotaschopnosti spory bylo zjiSténo, ze pii béznych podminkach vydrzi nejméné
7 mésicu a ve fyziologickém roztoku ptezivaji po dobu nejméné 2 let (Svoboda et al.,
1968). Ve wvng&jsim prostiedi se nejCastéji vyskytuje u spoleénych napajedel
(Sammataro et Avitabile, 2011).

Pii mikroskopické diagnostice se N. ceranae prezentuje jako mensi, valcovita
a Spicatéji zakonCend spora (Titéra, 2017). Pii hodnoceni rozméri bychom méli
naméfit pribliznou délku 4,7 um a S$itku 2,7 um (Fries et al., 1996). Pouze
zanedbatelny podil spor (4 %) mél stiedni velikost mezi uvedenymi typickymi
rozm&ry N. apis a N. ceranae (Titéra, 2017). Vné je dvoujaderny sporont. Polarni
vlakno je isofilarni s primérem 96-102 nm a je uspotadano ve 20-23 zavitech v zadni
a stfedni casti spor. V predni ¢asti jsou té€sn¢ zabalené ptiblizn€ 11 nm silné lamely.
Zadni lamely jsou tlustsi a méné pravidelné. V zadni ¢asti zralého sporu bylo Casto
pozorovano dobfe fixované posteriorni télo interpretované jako posterosom (Fries
et al., 1996).

Infekce N. ceranae vede k vys§im zatizenim sport nez N. apis. N. ceranae
indukovala jemné, i kdyz ne vyznamné, vys$i umrtnost nez N. apis (Sinpoo et al.,

2018).

2.1.5 Rozvoj Nosema ceranae v Evrop¢ a dalSich castech svéta

Mikrosporididza (nosemova choroba) vcel se rozsifila po celém svété a zpisobila
tézké ekonomické ztraty ve vcelaistvi (Huang et al., 2007). Nosema ceranae, diive
povazovana za parazita pouze u v¢ely vychodni (Apis cerana), v poslednich n¢kolika
letech piekvapila o rozsahu svého rozsifeni (Paxton et al., 2007). Prvni zaznam
0 pfirozené infekci u véely medonosné byl v roce 2005 ve Spanélsku. Do této doby
byla védecky popsana v roce 1996 pouze u vcely vychodni (Titéra, 2017). AvSak pfi
rozboru archivovanych vzorkt véel z Finska v letech 1986-2006 dochazi ke zjisténi,
ze N. ceranae je pritomna v Evropé nejméné od roku 1998 (Paxton et al., 2007).
Prvni zaznam ze Spanélska o piitomnosti N. ceranae v medu je z roku 2000 (Botias
et al., 2012Db).
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V soucasnosti se jedna o celosveétové rozsifeni na mista chovu véely medonosné.
Souvislost N. ceranae se ztratami vcelstev byla dokazana v teplejSich zemich jako
napi. Recko, Spanélsko. V zemich s chladn&jsim klimatem k tomuto prokazani zatim

nedoslo (Titéra, 2017).

2.1.6 VIiv N. ceranae na véely

Nosema ceranae je relativné novy parazit zapadni vcely (Apis mellifera), ktery
vyvolava novou formu nosemoézy. Ve srovnani s Nosema apis, ktera infikovala véely
delsi dobu, se zda, ze u tohoto hostitele zpusobila vice virulentni onemocnéni
(Martin-Hernandez et al., 2011).

N. ceranae ma vyznamny vliv na chovani infikovanych véel (Naug et Gibbs,
2009). Vysledky jejich experimentu naznacuji, ze infikované vcely jsou vice
vnimavé na sachardézu a méné nachylné sdilet tento zdroj energie s jinymi vcelami.
Toto naznacuje vyssi troven hladovéni (Naug et Gibbs, 2009).

Prostfednictvim dalSich experimenti s krmenim vcel v zajeti se ukazala vyssi
konzumace cukrového sirupu u vcel infikovanych N. ceranae oproti vcéeldm
infikovanych N. apis a skupinou kontrolnich véel. Spotieba cukrového sirupu byla
také vyssi u veel infikovanych N. apis nez u kontrolnich (Martin-Hernandez et al.,
2011). Pii mikrosporidii se zvysila umrtnost a konzumace cukrového sirupu
Vv zavislosti na rostoucim mnozstvi spor, které byly podany pro infekci. Rozdily
Vv energetickych pozadavcich mezi Nosema spp. nejsou stejné, coz miiZze zaviset
na vztazich mezi hostitelem a parazitem (Martin-Hernandez et al., 2011).

Koevoluce mezi hostitelem a patogenem vede k vzajemnym adaptacim, jenz
umoziuji patogenu zvysit vykofistovani hostitele nebo hostiteli, aby minimalizoval
naklady na infekci (Kurze et al., 2016). Vzhledem k tomu, Ze rezistence viaci
patogeniim je Casto spojena se zna¢nymi naklady, tolerance muize byt evolu¢ni
alternativou. Kurze et al. (2016) zkoumali energeticky stav v nosema tolerantnich
acitlivych vcelach, které celi infekci. Kvantifikovali tfi hlavni hemolymfové
karbohydraty (fruktozu, glukézu a trehaldzu) za pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Urovei trehalézy v hemolymfé byla negativné spojena
s intenzitou infekce N. apis a infekci N. ceranae bez ohledu na intenzitu infekce

u citlivych vcel. Tato zjiSténi naznacuji, Ze dostupnost energie u tolerantnich vcel
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nebyla infekci ohrozena (Kurze et al., 2016). Tento vysledek ziskany na individualni
urovni muze mit také dasledky na trovni kolonie, kde mohou délnice i ptes infekci
nosema stale fungovat, stejn¢ jako zdravé vcely, coz udrzuje produktivitu kolonii
(Kurze et al., 2016).

Pfiméfena vyziva bilkovinami podporuje zdravi vcely a snizuje nachylnost
k onemocnéni (Basualdo et al., 2014). O vlivu stravy na vyvoj Nosema ceranae
narusujici proteinovy metabolismus véel je vSak znamo jen malo. Proto Basualdo
etal. (2014) zkouSeli vliv pfirodnich a nepfirodnich bilkovinnych diet na titr
hemolymfovych bilkovin a na tvorbu spdr. Pfirozend strava vedla k vys$§im hladindm
bilkovin a rozvoji parazita, avSak pteziti véel bylo vys$i nez u nahradni stravy
(Basualdo et al., 2014).

Pii pokusu Zheng et al. (2014) zaznamenali vztah mezi mnoZstvim spor
aptijmem pylu. Krmeni pylem zvysilo sporné zatizeni medonosnych vcel ihned
nékolikanasobné. Zménou V mnozstvi pylu spotiebovaného véelami v zajeti
se ukazalo, ze zatizeni sporami Se zvySuje se zvySovanim piijatého pylu (Zheng
etal., 2014). Nosemové infekce snizuji zivotnost medonosnych véel a transkripci
vitellogeninu, a to bud’ s podavanim pylu nebo bez néj. Snizeni spotieby pyli vSak
mélo veétsi vliv na zivotnost v¢el a hladinu vitellogeninu, nez na narist poctu spor,
zpiisobenych podavanim pylu. Tyto vysledky naznacuji, ze zat€Z spor nemusi byt
pouzita sama jako piimy indikator zavaznosti infekce N. ceranae u vcel (Zheng
etal., 2014).

Benvau et Nieh (2017) prokazali infikaci larev véely medonosné puivodcem
Nosema ceranae. Pii pokusu infikovani larev rizné€ vysokymi davkami spor
se zjistilo, ze nizka davka 10 K vedla k vyznamné vyssi infekci nez vysoka davka 40
K a to 1,3krat vice sport a 1,5krat vice infikovanych vcel (Eiri et al., 2015). Muze
se jednat o diferencidlni imunitni aktivaci, jestlize vys§i davka vyvolala silnéjsi
imunitni odpovéd’ larvy, ktera vyustila v mén¢ spor u dospélych (Eiri et al., 2015).

Infikované buniky, mohou piisobit proti invazivnimu patogenu iniciovanim vlastni
smrti (apoptozou) jako obrannou strategii. K urCeni, zda N. ceranae blokuje
apoptozu v infikovanych buikach, byla bunéénd smrt hodnocena pomoci testu
TUNEL aimunohistochemie pro kaspazu-3. Ventrikuldrni epitelidlni bunky
z infikovanych vcel byly vétsi nez v neinfikovanych kontrolnich vcelach
a obsahovaly N. ceranae ve zralych i nezralych stadiich (Higes et al., 2013).

Apoptotické jadra byla pozorovana pouze v né€kterych omezenych oblastech, zatimco
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apoptéza byla typicky pozorovéna v epitelu u neinfikovanych vcel. Apoptoticky
index byl skutecné vyssi u neinfikovanych versus infikovanych véel. Vysledky
naznacovaly, ze N. ceranae zabranuje apoptdze v epitelidlnich buiikach infikovanych
komor, coz je mechanismus, ktery je navrzen tak, aby zvySoval vyvoj paraziti (Higes
etal., 2013).

Spravny obsah bioelementl je zasadni pro zdravi vSech organismd, vetné vcel.
Nicméné situace je v téchto dilezitych opylovacich komplikovanéjsi vzhledem
K tomu, ze béhem zimy méni svou fyziologii, aby pfezila relativné drsné klimatické
podminky (Ptaszynska et al., 2018). V zimé maji vyrazné vys$i obsah: Fe,
Mn, Nia Cd. Ptaszynska et al. (2018) zjistili, ze infekce N. ceranae vedla
ke zvySenému obsahu: S, Sr aPb. U v¢el bez nosemy byly zaznamenany vyssi
mnozstvi B a Si. Proto navrhuji, aby nedostatek Fe, Mn, Ni a Na pozorovany u véel
infikovanych nosemou, mohl byt divodem vyssi imrtnosti v¢el béhem ptfezimovani.
Krom¢ toho muze byt nedostatek bioelementli, jako jsou B a Si, divodem pro
zrychlené starnuti, které je pozorovano po infekci N. ceranae (Ptaszynska et al.,
2018). V zimé byl obsah bioelementu silngji ovlivnén infekci N. ceranae nez v 1été.
Vysledkem je zjisténi silného vztahu mezi obsahem bioelementtl, sezonou (1éto nebo
zima) ainfekci nosema (Ptaszynska et al., 2018). | u plodu, ktery byl vychovan
nemocnymi véelami, byly zjiStény zmény v hodnotdch mikroelementii (Peroutka
et Drobnikova, 1987).

U infikovanych vcel, které jsou krmeny ad libitum se doslo k zavéru, Ze jejich

délka zivota je stejna jako u vcel prostych nakazy (Mayack et Naug, 2009).

2.1.7 Vyvojovy cyklus

Spole¢né s potravou mize véela pfijmout i spory Nosema spp., které maji sviyj
typicky ovalny tvar s charakteristickou velikosti (Svoboda, 1968). Svym vyvojem
a reprodukci jsou jednotlivé druhy vazany na buiiky rGznych tkani svych hostitell.
K jejich mnozeni dochazi az poté, co do nich proniknou (odborné proces nazyvame
obligatné intracelularni parazitismus) (Titéra, 2017). Po pteneseni spor do vhodného
prostiedi se prvok mlze zacit rozmnoZzovat (Hanousek, 1991). Za vhodné prostiedi
je povazovan prostor zaludku a stiev (Titéra, 2017). AvSak spory N. ceranae byly

zaznamenany i V hypofaryngealnich zlazach, slinnych zlazach, malpighickych
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trubicich a tukové tkani (Chen et al., 2009). Pro spravny vyvoj parazita je také
potiebna optimélni teplota 30 az 35 °C (Cermak et al., 2016).

Jakmile se spory dostanou do zaludku dojde k vymrs§téni dutého polového vldkna,
skrz n¢j prochéazi planont, jenz je timto zplisobem vpraven do epitelialni buiky
(Vesely et al., 2003). Také je zde sporoplazma pievedena do cytoplazmy hostitelské
bunky (Xu et Weiss., 2005). Buiky, které poslouzily k rozvoji parazita, odchazi
spolu se vzniklymi sporami do vnitiniho prostoru zaludku, odtud putuji do tenkého
stteva anasledné¢ do vykalového vaku (Hanousek, 1991). Ve vykalovém vaku
se muze nashromazdit az 180 miliona spoér (Hanousek, 1991).

Existuji dukazy, ze N. ceranae je virulentnéjs$i nez N. apis, protoze N. apis vice
podléha environmentalnim faktorim, jako je klima (Gisder et Genersch, 2013).
Zkoumanim vlivu teplot se zjistilo, ze pfi teplotach 25 a 37 © C je bioticky potencial
N. ceranae vyssi nez u N. apis (Martin-Hernandez et al., 2009). Zachovani zivotnosti
spor N. ceranae po oSetfeni pii teplot¢ 60 ° C naznacuje dobrou odolnost vuci
vysokym teplotim. AvSak zahifivani spori N. apis po dobu nejméné 15 minut pfi
60 °C zcela parazita zabije. Byla pozorovana lepsi adaptace N. ceranae nez N. apis
na teplotu (Fenoy et al., 2009). Infekce N. apis se béhem roku vyskytuje vice
vV mirné&j§im obdobi, jako je jaro a podzim (Martin-Hernandez et al., 2007).

Schématické znazornéni udalosti v Zivotnim cyklu N. ceranae je zndzornéno

V obrazku 1.
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Obrazek 1. Vyvojovy cyklus N. ceranae (Gisder et al., 2011).
Spory extruduji polarni trubici, ktera propichuje bunéfnou membranu cilové

buiiky, néasledovanou injekci sporoplazmy do hostitelské buiky (a). Sporoplasma
se v hostitelské buiice objevuje jako malé sférické telo (b), pak se vyviji
do vietenovitého meronu (c), ktery se zacina délit, coz vede ke vzniku parovych
merontd (d). Tyto dvojice merontli pak podstoupi nékolik kol bunééného déleni (e),
az se oddéli a rozvinou do ovalnych sporontl, jenz jsou kondenzovany

a charakterizovany zesilenou plazmovou membranou (f) (Gisder et al., 2011).

Zahajeni tvorby sporid N. ceranae in vivo bylo pomalejsi ve srovnani s N. apis.
Pfi pouzitych infekénich davkach spor byly pozorovany zralé spory N. apis Ctyii dny
po infekci, zatimco soucasn€ nebyly detekovany Zadné zralé spory N. ceranae. Plné
vyvinutd infekce v Zaludku se vSak zdala byt dosazena asi 10-12 dni po infekci
U obou parazitti, pficemz byl piitomen podobny pocet spor (pfiblizné 20 + 4 x 10°

spor) (Forsgren et Fries, 2010).

2.1.8 Zdroj a sifeni infekce

Zdrojem nosemové nakazy jsou spéry, které se vyskytuji jako soucast vykalt
na dile, ramcich, sténach ulu a v napajedle (Svoboda et al., 1968). Vcely béhem
odklizeni vykalil v tlu pfijimaji soucasné i spory (KubiSova et Haslbachova, 1992).
Tento proces (koprofagii), podporuje hlavné fakt, ze exkrementy pii nosemové
nakaze jsou sladké (Titéra, 2017). Dalsi moznosti Siteni mohou byt takzvani pasivni
ptenaSeci. Do této skupiny fadime ¢meldky, vosy, mravence a zavijece, jeZ jsou
pouze hostiteli spdor. Pivodce je zde bez ztraty Zivotnosti, ale soucasné i bez

moznosti mnoZeni (KubiSova et Haslbachova, 1992). Mezi nositele mizeme nové
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zaradit také malého brouka (Aethina tumida), u kterého byla zjiSténa ptitomnost
DNA Nosema ceranae (Cilia et al., 2018). I v¢elaf mize piispét k zaneseni infekce
do vcelstva, kdyz spojuje slaba vcelstva se zdravymi nebo pfemistovanim plasti
a sousi mezi vcelstvy (Titéra, 2017).

Z dtvodu rychlého rozsiteni N. ceranae doslo i k vysetfeni trubct na pfitomnost
spor. Vysledek bylo zjisténi, ze i trubci mohou byt nakazeni timto parazitem.
S ohledem ke sklonu téchto véelich samcu zalétavat do jinych ult, jedna se o dalSiho
mozny zpusob pienosu mezi véelstvy (Traver et Fell, 2011). Také byla zjisténa
infekce 1 ve spermatu. Vzhledem k tomuto zjisténi se muze hovofit o pohlavné
pienosné nemoci véel (Roberts et al., 2015). | N. apis je pfitomna v pohlavnich
organech trubcl. Pfitomnost spor v reprodukéni tkdni ma vliv na plodnost
(Peng et al., 2015).

U experimentaln¢ infikovanych véelich matek N. apis Webster et al. (2015)
zaznamenali pfitomnost spor na mistech typickych pro tuto nakazu, ale Zadna spora
se nevyskytovala na vaje¢nicich. Toto zjisténi navadi k myslence, ze N. apis neni
schopna vertikalniho pienosu (Webster et al., 2015). Traver et Fell (2012) zjistili pfi
vysetfeni vCelich matek na N. ceranae piitomnost tohoto parazita i ve vajecnicich.
V tomto piipadé se da hovofit o vertikdlnim pfenosu N. ceranae (Traver et Fell,
2012). U infikovanych matek dochazi ke zménam v mnozstvi feromont a hladindm
vitellogeninu (Alaux et al., 2011). Také byl zjistén vliv véku na vznik infekce, kdy
mlad$i matka je vice nachylnéjsi ke vzniku infekce nez star$i (Chaimanee et al.,
2014). Horizontalni pienos je také moznosti pfenosu ve vcelstvu. K infikovanym
délnicim 5 000 Zivotaschopnymi spérami byla pfidana matka, ktera byla nasledné

nakazena. Vznikla infekce zpusobila smrt matky do 3 tydnt (Higes et al., 2009).

2.1.9 Klinické ptiznaky

U vcelstva, ve kterém jsou pfitomny spéry nosemy se nemusi vzdy vyskytovat
klinické ptiznaky (Titéra, 2017). Nékdy v zimnim obdobi mizeme pozorovat neklid
ve vcelstvu projevujici se neplnohodnotnym vytvorenim zimniho chomace (Rytif,
1937). Nemocna vcela nemize zcela spravné travit pfijatou potravu a vyuZivat
z ni Ziviny. Toto je divod, pro¢ je vcela nucena piijimat vice potravy, coZ ma

za nasledek rychlejsi naplnéni vykalového vaku v zimnim obdobi (Marek, 1978).
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Nasledné se objevuje zdufeni zadecku, bezletnost, prijem a kaleni v ule nebo
nadesné (Cerméak et al, 2016). Nakazené véely slabnou a hynou v kiedich
doprovazenych chvénim kiidel zhruba o jeden tyden difive (Marek, 1978). Ztraty
d€lnic mohou zplsobit neplnohodnotné obsedani plodu, ktery zachladne. Nové
vzniklé vcely ze zastydnutého plodu se lihnou se zakrnénymi kiidly (Rytit, 1937).
Pfi individualni kontrole vcely se zvétSenym zadeckem muzeme preparaci zjistit
zvétSeny zaludek bélavé barvy na rozdil od zdravého zaludku zluté barvy (Titéra,
2017). Béhem kontroly v¢elstva bychom mohli zaznamenat neobvykle vysoky pomér
mladusek k celkovému stavu vcel. Nejvétsi pravdépodobnost projevi klinickych
ptiznaki je koncem dubna a zac¢atkem kvétna. U N. ceranae i v pribéhu letniho

obdobi (Cermék et. al., 2016).

2.1.10 Diagnostika

Mikroskopické diagnostika

Pro spolehlivé urceni nosemové ndkazy muizeme vyuzit mikroskopického
vySetfeni obsahu stfev nebo vykali vcely. Pro diagnostické ucely se vyuZzivaji
uhynulé véely nebo Zivé véely, které je nutno pred vlastnim pokusem usmrtit. Zivé
vCely usmrtime za pouZiti éteru, chloroformu nebo zmrazenim. Jediny ptipad, kdy
se nepfistupuje k usmrceni véely je vySetieni matky (Svoboda et al., 1968).

Z uhynulych nebo wutracenych vcel vétSinou pouzijeme celé zadecCky.
U skupinového vysSetieni se odstiihne 30 zadeckli mrtvolek, vlozime do tfeci misky
a pridame vodu (Peroutka et Drobnikova, 1987). Té pridavame od 0,5 do 1 ml
na 1 vcelu (Titéra, 2017). Smé&s dikladné rozetteme a vzniklou suspenzi nakdpneme
na podlozni sklo. Poté pfikryjeme krycim sklickem a pozorujeme pii 400X zvétSeni

(Peroutka et Drobnikova, 1987).

Pracovni postup dle University of Minnesota
1. Odd¢lime zadecky z 25 vcel a vlozime do misky.
2. Pomoci tloucku rozmélnime obsah v tfeci misce.
3. Pokud pouzivame hemocytometr, ptidame pro kazdou véelu 0,5 ml

vody.
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4. Pomoci pipety dikladné¢ promichame zkuSebni vzorek a poté
odebereme dil¢i vzorek.

5. Pro zajisténi presnosti vyplnime obé¢ strany komirky.

6. Umistime komurku pod mikroskopickou c¢oc¢ku a najdeme pocitaci
miizku. Pouzijeme nizké zvétSeni (100Xx), dokud nenajdeme miizku
Vv pohledu. Poté pfepneme na vetsi zvétseni (400X).

7. Spory Nosema spp. jsou pravidelné¢ tvarované ovaly s tmavym
obrysem.

8. Spocitejme pocet spor v péti Ctvercich.

9. Vynasobme pocet spdr v 5 ¢tvercich 25 000, abychom ziskali pocet
spor na vzorek. Naptiklad 100 spor celkem v péti ¢tvercich x 25 000 = 2,5
milionu spor na vcelu.

10. Ped dalSim vzorkem oplachneme veskeré zafizeni a osuSime

(Reuter et Spivak, 2012).

Spory nosemy jsou pod mikroskopem napadné svym pravidelnym tvarem,

velikosti a svétlolomnosti. RozliSeni obou druhi nosemy je mozné, ale vyzaduje

zna¢nou zkuSenost a standartni vzorky pro porovndni. Spory nyni stale Castéjsi

Nosema ceranae jsou o néco mensi, vietenovitého tvaru na rozdil od vétSich

a ovalnych spor Nosema apis (Titéra, 2017).

Vysetieni vCelich matek se provadi koprologickou metodou. Matku nechame, aby

se vykalela na pfipravené podlozni sklicko. To poté prikryjeme krycim sklickem

a pozorujeme pod mikroskopem pFitomnost spor (Svoboda, 1968).

Vyhodnoceni mnozstvi nalezenych spor

Pti objemu suspenze 0,005 pl v zorném poli mikroskopu odpovidad 1 nalezena

spora 1 milionu spor ve vzorku. V laboratofich je provadéno hodnoceni na kiizky:

0 beznalezu;

+ ojedin€ly vyskyt spor (méné nez 3 spdry/zorné pole);

++ slaba invaze (3-10 spor/zorné pole);

+++

++++

sttedné silna invaze (10-100 spor/zorné pole);

silna invaze (vice nez 100 spdr/zorné pole) (Titéra, 2017).

Vice v kapitole metodika.
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Molekuléarni diagnostika

Piesna diferenciace mezi N. apis a N. ceranae je nejlépe dosazena molekularnimi
metodami (Gisder et Genersch, 2013). Pouzitim PCR a specifickych primera lze
rozlisit jednotlivé druhy Nosema spp. (Smart et Sheppard, 2012). Infekci je také
mozné zjistit pomoci qPCR umoziujici souc¢asnou detekci jedné nosemy i koinfekci
obou druhi (Copley et al., 2012).

Podrobngjsi popis v kapitole metodika.

Sérologicka metoda

Také byla vyvinuta nova metoda detekce parazita Nosema ceranae. Doslo
Kk porovnani této metody ELISA s mikroskopii a kvantitativni PCR v realném case
(qRT), které se v soucasné dob¢ pouzivaji. ELISA je v citlivosti s gqRT-PCR méné
nakladna a rychlejsi. Tento test poskytuje prvni sérologickou metodu pro detekci
N. ceranae u vcel, ktera je stejné citliva jako amplifikace DNA. Lze ji snadno pouzit

Vv laboratofi i terénu (Aronstein et al., 2013).

2.1.11 Lécba a prevence

Dutlezitou podminkou pro boj s nosemovou nakazou je sila vcelstva a matka
schopna reprodukce (Hanousek, 1991). K 1é¢bé se diive vyuzivalo t¢inku antibiotika
fumagillin. V soucasné dob¢ neni tento ptipravek na uzemi EU registrovan a nesmi
se pouzivat (Cermak et al., 2016). Hlavnim problémem neprob&hlé registrace
je ne zcela znamy ucinek na vcelu a problematika vyskytu rezidui. Doposud neni
stanovena maximalni hranice rezidui v medu (Titéra, 2017). Jednd se o produkt
plisn¢ Aspergillus fumigatus (Peroutka et Drobnikova, 1987). Hlavni ucCinek
fumagillinu spociva v zasazeni do syntézy DNA parazita v prabéhu vyvojového
cyklu (Toporcdk, 1999). Véelam se podava jako soucast cukerného roztoku nebo
medocukrového té€sta (Marek, 1978). Dal§im prostfedkem je kyselina mravenci, ktera
vyvolava devitalizaci spor (Cermak et al., 2016). Také fytoterapeutika mohou byt
pouzita v boji Snosemovou nakazou. Jedna se o 1éCiva rostlinného pivodu.
Nejvyznamngj§im ptipravkem je extrakt z dubové kiry, cukrové fepy nebo soli
kyseliny salicylové. VétsSinu 1é€ebnych postupl praktikujeme pii krmeni vcelstev

na obdobi zimy (Titéra, 2017). Dal$im ptipravkem dfive pouzivaného k lécbé
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vCelstva je tuzemsky vyrobek Nitekabin a.u.v. Spofa. Jeho slozkami jsou
guanidinhydrochlorid, formalin, glycerin a voda (Peroutka et Drobnikova, 1987).
Tento ptipravek aplikujeme v jarnim obdobi do krmiva (Kubisova et Haslbachova,
1992).

Zakladnim preventivnim opatfenim je chov vcelstev s kvalitnimi matkami. Béhem
pfipravy na zimu je nutné zajistit v€elstvu vcas kvalitni krmivo. V jarnim obdobi
poskytneme vcelam hygienicky nezédvadnou vodu. Staré uly mizeme dezinfikovat
¢i nahradit za nové (Svoboda et. al., 1968). Jako dalsi krok pfi tlumeni nosemoézy
patfi umoznit vcelstvu obménu dila (alesponi jednu tfetinu v pribéhu celého roku).
V krajnim pfipadé¢ u vyssiho zamofeni muzeme i celé vcelstvo pfenést na nové
mezistény. Hlavnim aspektem pro zachovani sily vcelstva je dostate¢ny zdroj pylu
(Titéra, 2017). Takeé pravidelna dezinfekce slouZzi jako prostfedek k tlumeni choroby
(Hanousek, 1991).

2.1.12 Dezinfekce

Ul a celé jeho vnitini vybaveni byva u nemocného véelstva silné zamoien sporami
nosemy. Z tohoto divodu se provadi dezinfekce (Marek, 1978). Pod timto pojmem
simizeme predstavit zneSkodfiovani mikroorganismii pomoci fyzikalnich,
chemickych nebo kombinovanych postupti. Cilem je dosdhnout prostiedi bez
patogennich mikrobtd, které by mohly mit negativni vliv na vnimavého jedince
(Titéra, 2017). Pred vykonanim dezinfekce se nejdiive pfistupuje k mechanickeé
oCist¢ (Svoboda, 1968). Na zaklad¢ nakazové situace d¢lime dezinfekci
na ochrannou a ohniskovou (pribéznou a zavére¢nou) (Titéra et al., 2009).

U dezinfekce starych uli a rdmkl se nejprve provede mechanicka odista.
Seskraband hmota se spali (Svoboda, 1968). Takto ptipravené uly dezinfikujeme
za pouziti ohné. Kdy stény z obou stran opalime do hnéda (Vesely et al., 2003).
Jelikoz ohen nemusi zaplsobit ve vSech mistech ulu, je vhodné doplnit tento krok
0 dezinfekci né&kterym chemickym prostfedkem (louhy) (Marek, 1978). Mezi
nejpouzivanéjsi louhy patii hydroxid sodny nebo draselny. Ve vzniklém zasaditém
prosttedi spora vystteli polové vldkno a dojde ke ztraté jeji infekCnosti (Titéra,
2017). Dezinfekce ramkl probiha stejnym zplisobem. Také je miZeme vlozit

na 15 minut do vafici ¢isté vody (Vesely et al., 2003).
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Dezinfekci plasti provadime pomoci par kyselin a plyni. Mezi pouzivané
kyseliny patii kyselina mravenci, octovd, peroxyoctova a sifiCitd. Pouzivanym
plynem je etylenoxid (Titéra et al., 2009). Dalsi moznost dezinfekce plasth
je za pouziti pétiprocentniho roztoku formalinu. Tento pfipravek se nechava
ucinkovat po dobu 24 hodin (Svoboda, 1968). Také mizeme vyuzit slunecniho
zareni pii taveni plasti ve slune¢nim tavidle (Titéra et al., 2009).

Med a zasoby ziskané ze vcelstva se fedi pridanim vody (Titéra, 2017). Takto
vzniklou smés povaiime 15 minut (Vesely et al., 2013). Po daném oSetfeni muzeme
smés pouzit k piikrmu (Peroutka et Drobnikova, 1987).

K dezinfekci napajedel se pouziva pétiprocentni roztok louhu nebo formalinu.
Poté povrch oplachneme cistou vodou a naplnime (Svoboda, 1968). Dezinfekce
naradi se provadi za pouziti vysokych teplot nebo pomoci komerc¢né vyrabénych
pripravku (Titéra, 2017). Pti dezinfekci pudy pred uly se pouziva vapenné mléko.

U zpevnéného prostoru se pouziva formalin (Svoboda, 1968).
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3 Metodika a material
3.1 Mikroskopické vySetteni

3.1.1 Material

Jednotliva stanovisté jsou popsana v tabulce 1.

Tabulka 1. Lokality odbéru vzorku

Stanovi$té  Pocet vcelstev  Misto Oznaceni stanovisté
na stanovisti

Sindlovy 5 Zahrada 1

Dvory

Sindlovy 8 Les 2

Dvory

Dobsice 20 Les 3

3.1.2 Odbér vzorkl k mikroskopickému vySetieni

Odbér vzorkti probihal v pribéhu sezony roku 2018. Prvni odbér vcel
se uskutecnil 7.3. 2018 a posledni prob¢hl 14.11. 2018. V tomto datumovém rozmezi
prob&hlo celkem 13 odbéri na tfech rtiznych stanovistich. Na kazdém stanovisti
se vysetfovala 3 vcelstva. Po celou dobu vyzkumu byly na kazdém stanovisti uloZeny
datalogery, které prubézné€ zaznamenavaly teplotu a vlhkost. Frekvence zaznamu
byla nastavena po 60 minutach. Po ukonceni sledovani se ze ziskanych hodnot
vytvotily denni priméry a nasledné priméry, které charakterizovaly obdobi mezi
jednotlivymi odbéry. Teplotni i vlhkostni priméry byly rozdéleny do tfid za pouZiti
Sturgesova pravidla. Pfi odbéru vcel se soucasné hodnotila mirnost na bodové
stupnici 1 az 4 (1 velmi mirné, 2 mirné, 3 nervozni, 4 bodavé) a sezeni na ramcich
na stejné hodnotici Skale (1 pevné sedi na plodu, 2 pohyblivé na plodu, 3 ptfechézi
na med, 4 opoustéji ramek) (Vesely et al., 2013).

Odchyt v€el pro vySetieni probihal z vrchnich louc¢ek mednych rdmka v medniku.
Celkem se odchytavalo 20 vcel (d€lnic) z kazdého ulu do pfedem pfiipravenych
sterilnich nadobek s uzaviratelnym hrdlem. Takto zajisténé vzorky byly

konzervovany Vv alkoholu do doby vysetieni.
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3.1.3 Piiprava vzorkl a vlastni mikroskopovani

Prvnim krokem bylo vyjmuti vcel z konzervantu. Poté se postupné vSem vcelam
odstiihly zadeCky, které se nasledné rozetiely tlouckem v tieci misce s vodou.
Na kazdy zadecek byl pfidan 1 ml vody. Vznikla smés byla dukladn¢ piefiltrovana
do nové kadinky. Dalsim krokem bylo pfeneseni potfebného objemu za pomoci
melanzeru do Biirkerovy komurky a nésledné mikroskopovani. Prace probihala
na mikroskopu se zvétsenim 400x. Celkem bylo vyhodnoceno 10 malych ¢tverci
o plose 0,04 mm?, hloubce 0,1 mm a o objemu 0,001 mm?. V téchto &tvercich
se hledaly spory Nosema ceranae a Nosema apis. Po kazdém vzorku byly veskeré

pouzité pomucky dikladné ocistény.

3.1.4 Pocitani v Biirkerové komurce

Poditaji se spory v 10 ¢&tvereéeich o velikosti 1/25 mm? (Obrazek 2), které
se nachazi uvniti ¢tvereCku a dotykajici se levé a horni hrany. Spory, které se nachazi
pfi pravé a dolni lince, se nepocitaji. Pocet spdr na jednu vcelu se zjisti vynasobenim

primérného poctu spor V jednom ¢tverecku hodnotou 50 000 (Louda et al., 2001).

Obrazek 2. Pohled na pocitaci miizku (Human et al., 2013).
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3.2 VySetieni PCR

3.2.1 Material

Jednotliva stanovisté jsou popsana v tabulce 2.

Tabulka 2. Lokality odbéru vzorku

Stanovisté Pocet vielstev na  Misto Oznaceni
stanovisti stanovisté
Stipoklasy 20 Sad 1
Tuchonice 29 Okraj lesa 2
Poiezany 26 Louka 3
(koCovny viiz)
Poiezany 30 Okraj lesa 4
(K¥izek)
Horni 38 Okraj lesa 5
Knézeklady
Stipoklasy 19 Les 6
(sever)
Dobsice 20 Les 7
(koCovny viz)
TFitim 37 Louka 8

3.2.2 Odbér vzorka k vysetieni PCR

KPCR vySetieni bylo odebrano celkem 40 vcelstev z 8 rlznych stanovist'.
PficemZ na kazdém stanovisti bylo vySetfeno pét nahodné vybranych veelstev. Odbér
v¢el probihal zcela totozné jako u pfedchoziho vysetfeni. Konzervace byla v tomto
ptipadé provedena Sokovym zmrazenim vcel. Odbér probéhl jednordzoveé posledni

tyden v fijnu roku 2018.

3.2.3 Ptiprava vzorkil na PCR

Jako prvni krok bylo vyjmuti v€el z mraziciho boxu. Nasledn¢ byly pfipraveny
mikrozkumavky, které byly fadn¢€ oznaceny pofadovym cislem. DalSim ukolem bylo

vypreparovani zadeCku kazdé z dvaceti délnic. Vypreparovanim se ziskal Zaludek
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a stieva (Obrazek 3). Ziskany material byl vzapéti vlozen do mikrozkumavky a zacal

vlastni proces PCR.

B
s -

Obrazek 3. Vypreparovana ¢ast traviciho ustroji véely
Zadni cast traviciho Gstroji délnic: A = zZihadlo; B = konec¢nik; C = tenké stievo;

a D = ventriculus (Fries et al., 2013).
3.2.4 Genotypizace

Izolace DNA

Celkova DNA byla extrahovana piimo z vcelich zaludki a stfev pomoci Exgene
Stool DNA mini (Gene All Biotechnology) podle nasledujiciho postupu:

1. Vlozit vzorky do Safe-Lock-Tube.

2. Pridat 0,5 mm sklenéné kulicky a 1 mm zirkonové kulicky a 1 ml Lysis FL
pufr.

3. Rozbit pomoci FastPrep® - 24 Instrument (MP Bio) 1 minutu pii rychlosti
5,5m/s.

4. Inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté€ a centrifugovat 5 minutu pii 14 000 g.

5. Veskery supernatant prenést na Ezpass kolonu.

6. Centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

7. Na kolonku napipetovat 100 pl EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

8. Vyhodit bilou kolonku a napipetovat 500 ul PB pufru do sbérmé zkumavky

a promichat pipetovanim.
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9. Veskery obsah sbérné zkumavky pfenést na mini spin column.

10. Centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g a vylit odpad ze sbérné zkumavky.

11. Napipetovat 500 ul NW pufru na stfed kolony a centrifugovat pii 14 000 g.

12. Vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

13. Pfenést kolonu na Cistou ependortku.

14. Napipetovat 200 ul EB pufru na kolonu, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni

teploté a centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g. Ziskanou DNA skladovat pii — 20 °C.

3.2.5 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

V této studii byly pouzity primery zaméfené na malou podjednotku 16S rRNA
genu N. apis a N. ceranae (Khezri et al., 2018). Soucasti kazdé reakce byla pozitivni
a negativni kontrola. Pozitivni kontrola byla pouzita z DNA, ktera byla vyizolovana

Z pozitivnich vcel.

Nukleotidové sekvence specifickych primeria (Khezri et al., 2018)

Nosema ceranae

Primer - Forward 5'-CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA- 3’
Primer - Reverse 5'-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG- 3’
Nosema apis

Primer - Forvard 5'-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA- 3’
Primer - Reverse 5'-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG- 3’

Objemy pouzité v reakéni smési jsou vypsany v tabulce 3.
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Tabulka 3. Reakéni smés pro PCR

Reagencie MnoZstvi
AccuPower®
Taq PreMix
(Bioneer, Jizni korea)
Taq DNA polymeraza 1U

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

250 uM (kazdy)

reak¢ni pufr (s 1,5mM MgCly) 1x
Deionizovana H,0 (Top-Bio, CR) 17,0 ul
Primer 5° (10 pM, Generi Biotech, CR) 0,5 pul
Primer 3" (10 uM, Generi Biotech, CR) 0,5 ul
DNA 2,0 ul
Celkovy objem 20,0 pl

Pti PCR byl pouzit amplifika¢ni program. Postup od denaturace po findlni extenzi

se odehraval v 35 cyklech.

Amplifika¢ni program pro termocycler je popsan v tabulce 4.

Tabulka 4. Amplifika¢ni program pro termocycler

KROK TEPLOTA (°C) CAS
Pocate¢ni denaturace 94 3 min.
Denaturace 94 45 sec.
Nasedani primert 62 45 sec.
Dosyntetizovani 72 60 sec.

nového fetézce
Finalni extenze 72

7 min.
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3.2.6 Gelova elektroforéza

Velikost PCR fragmentli byla vyhodnocovana pomoci gelové elektroforézy.
Na 1% agar6zovém gelu s ptidavkem ethidium-bromidu byl zachycen vysledny

produkt PCR a posléze vizualizovan pomoci UV transiluminétoru (302 nm).

Chemikalie:

1. TAE pufr (242 g tris baze; 57,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA pH 8, 00)

2. 100 bp DNA Ladder (O’Gene RulerTM, Biogen, CR)

3. ethidium-bromid (Sigma-Aldrich, CR)

4. agaréza (Biotech, CR)

Postup:

1. Smichat agarézu s TAE pufrem (pro 1% gel smichat 0,4 g agardzy se 40 ml
TAE pufru; pro ziskdni 2% gelu smichat 0,8 g agar6zy se 40 ml TAE pufru).

2. Rozpustit agardézu v mikrovinné troubé a za pouziti studené tekouci vody
zchladit na teplotu 50 °C.

3. Ptidat 3 pl ethidium-bromidu a diikladné promichat.

4. Do pfedem ptipravené formy nalit vychlazeny gel, vloZit hieben a nechat
samovolné ztuhnout.

5. Formu s gelem vloZit do elektroforetické vany s TAE pufrem.

6. Do jamek vytvofenych hfebenem nanést 10 pl ladderu a 20 pl PCR produkti.

7. Nastavit napéti na 90 V a vyvijet po dobu potiebnou pro separaci fragmentl
(ptiblizné€ 60 minut).

8. Za pouziti UV transiluminatoru vizualizovat fragmenty DNA.

3.2.7 Extrakce DNA z gelu (Gen Elute Sigma)

1. Vyfiznout fragment DNA z gelu Cistym skalpelem a pfenést ho do sterilni

1,5 ml mikrozkumavky.

2. Do ependorfky s fragmentem DNA z gelu pfipipetovat 500 pl Gel
Solubilization Solution.
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3. Inkubovat 10 minut pfi teploté 50 °C v termobloku, za pravidelného michani
kazdé 2—-3 minuty béhem inkubace.

4. Piedehtat pcr vodu na 65 °C

5. Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pul Column Preparation Solution
a centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

6. Ke vzorku pfipipetovat 150 pl isopropanolu a promichat.

7. Ptepipetovat véskery objem na kolonu a centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

8. Vylit odpad ze sbérné¢ zkumavky, pfipipetovat 700 pul Wash Solution G,
centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

9. Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

10. Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a znovu centrifugovat 3 minuty pfi
14 000 g.

11. Kolonu dat do nové ependorfky, provést eluci napipetovanim 30 pl pcr vody
predehiaté na 65 °C, inkubovat 1 minutu a centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

12. Ziskanou DNA skladovat pii — 20 °C.

3.2.8 Sekvenace

Vybrané PCR produkty byly sekvenovany za pouZiti pfisluSnych primerd.
K ptipravé vzorkll k sekvenaci se pouzil ABI BigDye® Terminator v 3.1. Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a ABI3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem).

3.3 Vyhodnoceni dat

Ke zpracovani dat bylo vyuzito programt Microsoft Office 365 ProPlus
(Microsoft Word a Microsoft Excel) a statistického programu Statistica 12 StatSoft®
(Anova, Tukeyiv HSD test, Spearmanovy korelace, Chi-kvadrat test, 2x2 tabulka
a Kruskal-Wallistv test). K rozlozeni dat do tiid u zjisténych teplotnich a vlhkostnich

hodnot se vyuzilo Sturgesova pravidla.
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4 Vysledky

4.1 Mikroskopie

Cilem diplomové prace je sledovat vyskyt a promofenost vybranych vcelstev
Nosemou spp. v navaznosti na klimatické podminky a zji§téni miry zavislosti mezi
rozvojem N. apis, N. ceranae, klimatickymi podminkami a stavem vcelstva.

Mira zavislosti jednotlivych kritérii ziskanych Vv ramci stanovist byla
vyhodnocena pomoci statistické metody (Neparametrické statistiky — Spearmanovy
korelace) a nasledné byly vyhodnoceny jednotlivé vztahy mezi sebou. Tento test byl
zvolen pro zjiSténi zavislosti, protoZze data neméla normdlni rozdéleni, tedy
nespliiovala podminky pro pouziti Pearsonova korela¢niho koeficientu. Nulova
hypotéza (Ho) je, ze mezi sledovanymi proménnymi neexistuje linearni zavislost.
Cerven& oznaGené hodnoty jsou korelaéni koeficienty pro p < 0,05 (Ho zamitnuta
ve prospéch alternativni). Zavislost byla prokazana.

U stanovisté 1 je patrna mirna zaporna korelace poctu spor s vlhkostni t¥idou,
poctem nastavki a poctem ramku (Tabulka 5). Na stanovisti 2 se projevuje vyzna¢na
zaporna zavislost teplotni tfidy, po¢tu nastavkli a zaporna velka zavislost poctu
ramkd s poétem spor (Tabulka 6). Pro stanovisté 3 je charakteristicky vyznaény
signifikantné¢ negativni vztah vlhkostni a teplotni tfidy. Mirnost je v mirném
zaporném vztahu k poctu spor (Tabulka 7). Z vysledku vyplyva, ze pouze na jednom
stanovisti (stanovisté 2) se korelacni zavislost teplotni tfidy a poctu spor projevila
signifikantné (korelace negativni, rs= -0,56). Také signifikantné negativni korelace
vlhkostni tfidy s poctem spor byla na stanovisti 1 (rs= -0,38). Je zajimavé, Ze u téchto
dvou stanovist na zvolené hladin€ vyznamnosti byla prokazana zavislost poctu spor
i spodtem ramku (respektive s poctem nastavki), ale v mirném (stanovisté 1)

az stiednim (stanovisté 2) stupni zavislosti Spearmanovy korelace.
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Tabulka 5. Korela¢ni vazby jednotlivych proménych na stanovisti 1

Spearmanovy korelace
ChD vynechany parové
Oznag. korelace jsou vyznamné na hl. p <,05000

pocet teplotni | vlhkostni | pocet pocet Mirnost Sezeni
. spor tfida tfida nastavkd | ramk
Proménna
pocet spor 1,00 0,06 -0,38 -0,41 -0,40 -0,21 -0,13
:‘;I,z':t”' 0,06 1,00 -0,65 0,57 0,70 -0,05 0,01
;’vr'g';osm' -0,38 -0,65 1,00 0,38 -0,45 0,08 0,08
pocet -0,41 057  -0,38 1,00 092  -0,02 -0,05
nastavkl
pocet -0,40 070  -0,45 0,92 1,00 0,00 -0,02
ramkU
Mirnost -0,21 -0,05 0,08 -0,02 0,00 1,00 0,45
Sezeni -0,13 -0,01 -0,08 -0,05 -0,02 0,45 1,00
Tabulka 6. Korela¢ni vazby jednotlivych proménych na stanovisti 2
Spearmanovy korelace
ChD vynechany parové
Oznag. korelace jsou vyznamné na hl. p <,05000
pocet teplotni | vlhkostni pocet pocet Mirmost | Sezeni
L spor trida trida nastavku ramk
Proménna
pocet 1,00 -0,56 -0,32 -0,68 0,72 -0,08 0,25
spor
:‘;,z':t”' -0,56 1,00 0,30 0,11 0,09 0,10 -0,33
;’F'%';OS"“' 0,32 0,30 1,00 0,51 0,46 028  -0,13
pocet -0,68 0,11 0,51 1,00 0,93 0,42 0,11
nastavkl
pocet 0,72 0,09 0,46 0,93 1,00 0,51 0,14
ramkU
Mirnost -0,08 0,10 0,28 0,42 0,51 1,00 0,47
Sezeni 0,25 -0,33 -0,13 0,11 0,14 0,47 1,00
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Tabulka 7. Korela¢ni vazby jednotlivych proménych na stanovisti 3

Spearmanovy korelace
ChD vynechany parové
Oznag. korelace jsou vyznamné na hl. p <,05000

pocet teplotni | vlhkostni | pocet pocet Mirnost | Sezeni
spor tfida tfida nastavku ramku
Proménna
podet spor 1,00 0,22 0,25 0,19 -0,20 0,32 0,05
:‘;,Z':t”' 0,22 1,00 -0,54 0,31 0,63 0,55 0,44
;’F'g';osm' -0,25 -0,54 1,00 0,10 0,29 0,25 -0,49
pocet -0,19 031  -0,10 1,00 0,92 028 041
nastavkul
pocet -0,20 0,63 -0,29 0,92 1,00 0,43 0,46
ramkU
Mirnost 0,32 0,55 0,25 0,28 0,43 1,00 0,45
Sezeni 0,05 0,44 -0,49 0,41 0,46 0,45 1,00

Pomoci Anovy byly pii porovnani stanovist’ zjistény rozdily u vlhkostni tiidy

a u sezeni na plastech. Nulova hypotéza (Ho) nam tika, Ze se stanovisté nelisi. Jelikoz

p-hodnota je < 0,05 zamitame Ho ve prospéch alternativni (H1). Rozdil je prukazny

na hladiné vyznamnosti @=0,05. Nésledné mnohonasobné porovnani pomoci

Tukeyova HSD testu pro nestejnd N prokdzalo, Ze se prikazné li§i stanovisté¢ 3

od ostatnich. Ostatni kritéria musela byt porovnana K-W testem, protoze nebyly

splnény piedpoklady pro pouziti Anovy. K-W testem nebyly zaznamenany zadné

dalsi rozdily mezi stanovisti.

Priikazné rozdily zaznamenané u kritéria sezeni na plastech jsou vyznaceny

na obrazku 4. V primérnych hodnotich u sezeni na plastech se li§i stanovisté 1

(primérna hodnota 1,82 bodu) o 0,49 bodu a stanovisté 2 (primérna hodnota 1,92

bodu) 0 0,39 bodu od stanoviste 3, kde je primérna hodnota 2,31 bodu.
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Soucasny efekt: F(2, 99)=10,419, p=,00008
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Obrazek 4. Kritérium sezeni vcel na jednotlivych stanovistich

Obrazek znazoriiuje rozdily Vv ramci

na ramcich. Priméma hodnota ze vSech

stanovist’

stanovist’

je 3 a minimum je 1. P hodnota vyS$la mensi nez 0,001.

u hodnoceni sezeni vcel

byla 2,03. Maximum

U vlhkostnich tfid je primér za vSechny stanovisté 5,44. Minimélni zaznamenana

tiida byla 2 a maximalni byla tiida 9. Stanovisté 1 charakterizuje primérna tiida 6,2.

Na stanovisti 2 je praimérna t¥ida 6,0 a na poslednim stanovisti 4,4 (Obrazek 5).
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Soucasny efekt: F(2, 72)=15,566, p=,00000
Vertikalni sloupce oznaéuji 0,95 intervaly spolehlivosti
7,0

6,5

6,0

55

5,0

4,5

Primérna vihkostni skupina za dané obdobi

4,0

3,5

1 2 3

Stanovisté

Obrazek 5. Primérna vlhkost na jednotlivych stanovistich

Pocty zaznamenanych spor na jednu vcelu béhem jednotlivych odbért jsou

zaznamenany v tabulce 8 az 10.

Tabulka 8. Pocet spor piepocéteny na 1 véelu pro stanovisté 1

Poradi
odbéru Vcelstvol Vcelstvo2 Vcelstvo3

1. 225000 760000 230000
2. 310000 450000 220000
3. 65000 100000 40000
4. 30000 45000 25000
5. 25000 50000 15000
6. 10000 20000 5000
7. 10000 25000 0
8. 0 0 0
9. 0 5000 10000
10. 0 0 0
11. 0 5000 0
12. 0 0 0
13. 10000 10000 0
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Tabulka 9. Pocet spor piepocéteny na 1 véelu pro stanovisté 2

Poradi
odbéru Vcelstvo1l Vcelstvo2 Vcelstvo 3

1. 890000 345000 300000
2. 170000 180000 335000
3. 175000 295000 105000
4. 40000 25000 20000
5. 20000 10000 10000
6. 10000 0 0
7. 5000 5000 0
8. 5000 0 5000
9. - - -
10. - - -
11. - - -
12. - - -
13. - - -

Na tomto stanovisti doslo pied 9. odbérem ke ztraté vcelstev.

Tabulka 10. Pocet spor ptepocteny na 1 v¢elu pro stanovisté 3

Poradi

odbéru Vcelstvo 1 Vcelstvo 2 Vcelstvo 3

1. 405000 180000 520000
2. 360000 145000 280000
3. 95000 50000 160000
4, 30000 15000 50000
5. 10000 20000 5000
6. 10000 10000 20000
7. 0 5000 20000
8. 10000 5000 0
9. 0 5000 0
10. 0 0 5000
11. 5000 0 0
12. 0 0 0
13. 10000 0 5000

Na vSech tiech stanovistich je patrny klesajici pocet spor v pritbehu roku.

Primérné vlhkostni a teplotni hodnoty z jednotlivych stanovist' jsou uvedeny

v tabulce 11.
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Tabulka 11. Primérné hodnoty za sledované obdobi na jednotlivych stanovistich

Stanovisté 1 Stanoviste 2 Stanoviste 3
Primérna teplota | 17,8 18,64 18,31
°C)
Primérna vlhkost | 72,4 71,89 64,52
(%)
4.2 PCR

Vysetienim 40 vzorkd z 8 riznych stanovist’ v JihoCeském kraji bylo zjisténo,
ze Nosema apis se vyskytuje jako samostatna infekce u 30 % vcelstev. Zamorenost
zpusobena pouze puvodcem Nosema ceranae dosahuje 20 %. SmiSena infekce
je natrovni 45 %. Tudiz N. apis se vyskytuje u 75 % vcelstev a druhy z ptivodctu
je zaznamenavan ve vysi 65 %. Pouze u 5% vcelstev neni pfitomen ani jeden

z patogent (Obrazek 6).

45
30
30
X 25
= 20
20
15
10
5

Nosema ceranaei Nosema ceranae Nosema apis Negativni
Nosema apis

o wn

Obrazek 6. Zastoupeni Nosema spp. v chovech

Pro ovéfeni, zda je rozdil v poméru mezi pozitivnimi a negativnimi vcelstvy
na stanovistich 1 az 8 byl pouzit Chi-kvadrat test. U Nosema ceranae na hlading
spolehlivosti  @=0,05 nezamitame hypotézu Ho (Chi-kvadrat=4,83517, sv=7,
p=,680071, p hodnota je vétsi nez 0,05), to nam tikd, Ze neni rozdil mezi jednotlivymi
stanovisti. AvSak stanovist¢ Tuchonice, Potezany (Kiizek), Horni Knézeklady

a Dobsice se vyznacuji nejvyraznéj§im rozdilem mezi pozitivnimi a negativnimi
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vCelstvy. Ostatni stanovisté¢ maji vyrovnany pomeér v pritomnosti a nepfitomnosti
puvodce (Obrazek 7). Piiporovnani vysledki u Nosema apis také doslo
K nezamitnuti hypotézy Ho (Chi-kvadrat= 12,2667, sv=7, p=,092123) na hladin¢
spolehlivosti a=0,05. Nicméné vysledna p hodnota byla vétsi nez 0,05 a soucasné
mensi nez 0,1. Tyto hodnoty naznacuji, ze danéd stanovisté¢ maji tendenci se mezi
sebou liit. Zna¢ny podil pozitivnich véelstev byl na stanovisti Stipoklasy, Pofezany,

Potfezany (Ktizek), Horni Knézeklady a Ttitim. Tuchonice a DobSice jsou stanovisté

s mensim podilem pozitivnich véelstev (Obrazek 8).
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Obrazek 7. Zastoupeni vcelstev pozitivnich na N. ceranae a negativnich vcelstev
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Obrazek 8. Zastoupeni v¢elstev pozitivnich na N. apis a negativnich véelstev
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Pro zjisténi vzajemné zavislosti vyskytu mezi Nosema spp. byl pouzit
neparametricky test (2x2 tabulka). Dle vysledku p-hodnoty (0,25), ktera je vétsi nez
0,05 nezamitame Ho. U vyskytu N. apis a N. ceranae nedochazi ke vzajemnému

ovlivitovani (Tabulka 12).

Tabulka 12. Vzajemny vliv Nosema spp. na vyskyt

Tabulka 2x2
Nosema Nosema Radek
ceranae ceranae (celkem)
(pozitivni) (negativni)

Nosema apis (pozitivni) 18 12 30
Procent z celku 45 % 30 % 75 %
Nosema apis (negativni) 8 2 10
Procent z celku 20 % 5% 25%
Sloupec celkem 26 14 40
Procent z celku 65 % 35%
Chi-kvadrat (sv=1) 1,32 p=,2508

Jednotlivd stanovisté, na kterych probéhly odbéry vcel, jsou vyznacena

na obrazku 9.
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Obrizek 9. Stanovisté odbéru véel: Sindlovy Dvory (1), Stipoklasy (2),
Tuchonice (3), Pofezany (4), Horni Knézeklady (5), Dobsice (6), Ttitim (7)

Zdroj: Mapy.cz, 2019 (upraveno).
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5 Diskuze

5.1 Mikroskopovani

Béhem mikroskopického vySetiovani vcel, které zacalo na jafe roku 2018
a skoncilo na podzim téhoz roku bylo zjisténo, Ze na zac¢atku vyzkumu se ve vcelach
nachazel vysoky pocet spor. S poctem odbérti se pocet spor nasledné snizoval. Toto
zjisténi potvrzuji i vysledky, jenz uvadi Traver et al. (2012). Vysledky, které
zaznamenali, popisuji rozdily v Grovni infekce kolonii v riznych obdobich roku.
etal., 2012). I Botias et al. (2012a) uvad¢ji, ze vysledek analyzovani dil¢ich vzorkt
muze byt velice ovlivnén mésicem odbéru.

Pfi porovnavani vlivli na stanovistich se zjistilo né€kolik korelacnich vztaht,
at’ v kladném ¢i zédporném sméru, v raznych stupnich zavislosti. Korelacni vazba
vlhkosti mimo uly a po¢tu spér na pozorovanych stanovistich demonstruje mirny
stupent zavislosti, nicmén¢ vztah neni signifikantni, vyjma jednoho stanovisté
(stanoviste 1). Zde byla prokazéna statisticky vyznamnd korelaéni zavislost
na zvolené hladin¢ vyznamnosti (o = 0,05). Eouzan et al. (2019) pisi, ze vykyvy
ve vlhkosti probihajici ve vné&jSim prostiedi nemaji Zadny nebo zcela zanedbatelny
vliv na regulaci vlhkosti uvnité véelstva. Mirné rozdily by mohly nastat v jarnim
obdobi, kdy dochazi ke zvySené aktivité uvniti véelstva (Eouzan et al., 2019).
Z tohoto diivodu Ize souhlasit s Eouzanem et al. (2019), ze probiha regulace vlhkosti
uvniti ulu bez vlivu vihkosti mimo 1l.

Béhem hodnoceni vlivu venkovni teploty a mnozstvi spor na sledovanych
stanovistich se souvislost projevila vyhradné¢ na stanovisti Cislo 2 (statisticky
vyznamna zaporna korelace, p < 0,05). Retschnig et al. (2017) se také zabyvali
vlivem venkovni teploty na vyvoj nosemdzy. Jejich tkolem bylo zhodnotit jaky je
podil dnil s nizkou teplotou (pod 10 °C) umoznujici prolet véelam. Vysledky ukazaly
negativni korelaci poméru dnli umoZzuji prolet a mnozstvim spor. Zjisténi naznacuje
pozitivni vliv nizkych teplot na intenzitu arozvoj nemoci, jelikoz véely maji
snizenou moznost proletu spojenou s defekaci (Retschnig et al., 2017). Toto zjisténi
casteCné potvrzuje i vysledek této prace (zejména na stanovisti 2), protoze béhem
prvnich odbérti byla zjisténa intenzita spor prepocitana na jednu véelu na nejvyssi

urovni Z celého obdobi odbéru. V ptipadé celorocniho zaznamenavani teploty
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a souc¢asné¢ho vyhodnocovani poctu spor, lze predpokladat, ze by byla prokazana
signifikantni korelace i u zbyvajicich stanovist. Je vSak pravdépodobné, Ze by se
nachazela v jiném stupni korela¢ni zavislosti.

Z dalsiho vyhodnoceni korela¢nich vztahl se zjistilo, ze pocet nastavku, ktery
je doprovazen poctem ramki, ma signifikantni vyznam pro pocet spor. Na stanovisti
1 a 2 byla zaznamendna zaporna korelace vazand napocet spor. Se vzriistajici
prumérnou denni teplotou dochazi K postupnému zvySovani poctu vcel v ule. Vielar
musi na tento stav reagovat navySovanim poc¢tu ramkt i nastavki, aby umoznil
dostatecny prostor pro vSechny jedince ve véelstvu véetné plodu i zasob. NavySenim
poctu véel v tle béhem vcelaiské sezony, doprovazené o zvysenou moznost defekace
vcel mimo ul, dochazi k zaznamendni plivodce v niz§ich hodnotach, coz potvrzuje
zjisténa korelace (stanovisté 2, rs= -0,56).

U mirnosti véel se pouze na stanovisti 3 podafilo prokazat signifikantni korelaci
S mnozstvim spér. Vzajemny vztah byl v mirné zaporné korelaci. Dalsi sledované
kritérium bylo sezeni na ramcich, u kterého byl zkoumén stejny vztah ke spordm.
Ze statistickych vysledk vyplyva, Ze ani na jednom ze stanovist' se neprojevila
zadna korelace. Na vlivu sezeni na ramcich a mirnosti v¢el se podili individualita
kazdého vcelstva. Podle Veselyho et al. (2003) maji na vliv chovani feromony, které
se tvofi ve specifickych zlazach. Naptiklad poplasné feromony maji za tikol vyvolani
agresivity a utoc¢nosti. Béhem néckolika malo sekund dochéazi k hromadné reakci
vSech vc¢el. Shromazd'ovaci feromony a feromony vceliho plodu jsou naptiklad
hlavnim diivodem soudrznosti véel (Vesely et al., 2003). Mirnost v¢el a pud sezeni
na ramcich se ztohoto divodu spiSe odviji dle vlastnosti kazdého vcelstva nez
na okolnostech spojenych s nosemovou nékazou.

Pfi vzajemném porovnani stanovist’ byl zjistén rozdil v kritériu sezeni na ramcich.
Od primérné hodnoty 1,82 (stanovist¢ 1) a hodnoty 1,92 (stanovisté 2) se lisi
stanovisté 3 se svou hodnotou 2,31. Odlisny stav na poslednim stanovisti mize byt
op¢t zpusoben feromony vcelstev, nikoliv nemoci. Také se lisi ve vlhkostni tfidé.
Stanovisté 1 ma primérnou hodnotu 6,2. Na stanovisti 2 se primérna hodnota drzi
na 6,0 a posledni stanovisté¢ je charakterizovano prtimeérnou tiidou 4,4. Rozdilna
hodnota na poslednim stanovisti muze byt zpusobena tim, Ze véelstva na tomto

stanovisti jsou ve vCelaiském voze a dataloger byl také ulozen vné tohoto vozu.
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5.2 PCR

Na 8 stanovistich v JihoCeském kraji byla zkoumana pfitomnost N. ceranae,
N. apis a smiSena infekce. Z vysledkii vyplyva vyssi pocet vzorkl s pozitivnim
nalezem N. apis a to ve vysi 75 %. O 10 % méné vzorkl je napadeno pivodcem
N. ceranae. SmiSend infekce byla prokazana u 45 % vcelstev. Napadeni vcelstev
pouze N. apis je na trovni 30 %. A samostatny vyskyt N. ceranae je u 20 % vzorkd.
Pouze u 5% vcelstev nedoSlo k pozitivhimu nélezu ani jednoho z ptvodct.
V Kanad¢ byly také vysetfovany vzorky vcel pouzitim PCR. Cilem bylo zjistit, zda
je mozny vyskyt obou druhd soucasné. Vysledkem bylo nalezeni spér u 86,5 %
vzorkd. N. apis se vyskytovala u 18,9 %, N. ceranae u 48,6 % a smiSeny stav
se projevil na trovni 18,9 % ze vSech pozorovanych vcelstev (Burgher-Maclellan
etal.,, 2010). Ve Svédsku probéhl na jafe roku 2007 vyzkum, pii kterém bylo
odebrano 967 vzorku od 521 véelaiti. Po PCR vySetieni byla zjisténa jasna pievaha
N. apis (Forsgren et Fries, 2013). V Ceské republice byl také proveden pokus pro
zjisténi intenzity pozitivnich vcelstev. Kamler et al. (2011) uvadi dalsi odlisné
hodnoty. Ze 4010 odebranych vzorkt bylo 2167 pozitivnich (54 %). N. apis byla
zaznamenana v 16,9 %, N. ceranae v 28,3 % a smiSend infekce ve vcelstvech
byla pozorovana u 8,9 % vzorkd (Kamler et al., 2011).

Z vyse zminénych zaznami vychazi, ze jsou rozdily v zastoupeni jednotlivych
pivodell v ramei let i v ramci stanovist. V porovnani s vysledky na uzemi Ceské
republiky se tato prace lisi v procentu pozitivnich vzorkt celkem o 40 %. Rozdil
Vv zastoupeni samostatné infekce Vv porovnani s praci je u N. apis piiblizné o 13 %
vyssi, ale u N. ceranae je nalez nizsi o 8 %. Nasledné vsak doslo k nardstu u smisené
infekce 0 36 %. V porovnani se Svédskem se na nasem tizemi vyskytuje N. ceranae
pomérné v hojném stavu. S vysledky z Kanady je mira infekce vyssi o necelych 9 %.

Pti zhodnoceni N. ceranae mezi stanoviSti nic nenasvédCuje tomu, Ze by mél
existovat n¢jaky rozdil ve vyskytu v ramci stanovist. Tudiz nedoSlo k prokazani
vlivu stanovisté na pfitomnost pivodce. AvSak pro stanoviste Tuchonice, Pofezany
(Ktizek), Horni Knézeklady a DobSice je charakteristicky nepomér v poctu
pozitivnich a negativnich vcelstev. Ostatni stanovi§t¢ maji vyrovnany pomér
Vv piitomnosti a nepfitomnosti ptivodce. U N. apis je tomu jinak. Z vysledkt vyplyva

odli§ny stav napadnutelnosti mezi stanoviiti. Napiiklad na stanovisti Stipoklasy,
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Pofezany (Kfizek) a Ttitim jsou vSechna vySetfovand vcelstva pozitivni. Tuchonice
a Dobsice jsou stanovist¢ s mensim podilem pozitivnich vcelstev.

Vzajemné porovnani vyskytu N. apis a N. ceranae u danych véelstev naznacuje,
Ze se dani piivodci navzajem neovliviuji. Patrna je i 45% pravdépodobnost vyskytu
obou dvou puvodctl vjednom vé&elstvu. Napiiklad vySetfenim véel ve Svédsku
se doslo k zavéru, ze nedochazi k jevu, ktery by naznaCoval nahrazovani jednoho
puvodce za druhy (Forsgren et Fries, 2013). Zde totiz zGstava i nadale dominantni
N. apis bez zjevné tendence nahrazeni druhym puvodcem nosemové nakazy
(Forsgren et Fries, 2013). Stejného nazoru o nenahrazovani jednoho puvodce
za druhy jsou i Gisder et al. (2017).
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6 Zavér

Pomoci prislusnych metod byla ve vzorcich detekovana N. ceranae i N. apis.

Pti mikroskopickém vysetieni, které probihalo od jara do podzimu roku 2018,
se projevila klesajici intenzita poétu spor v prubéhu roku. Nejvétsi mira napadeni
vc¢el probihala na zacatku roku. Na jednu vcelu se pocet spdr v této ¢asti vyzkumu
pohyboval od 150 000 do 750 000. Od Sestého odbéru, jenz probéhl 20.6.2018
se zaCaly vyskytovat vzorky bez nalezu spor. Pii  vyhodnocovani vlivi
na stanovistich se zjistily korela¢ni vztahy v kladném 1 zaporném sméru rtzné
intenzity. U vlhkosti se podafilo prokazat korelaci pouze u jednoho stanoviste.
Z uvedeného diivodu toto kritérium neni smérodatné pii rozvoji nosemové nékazy.
U venkovni teploty byla korelace prokazana také jen u jednoho stanovisté. Vliv
narozvoj pivodce je stejny jako u predchoziho kritéria. Pocet nastavkli a pocet
ramkd se projevoval nadvou stanoviStich v zaporné korelaci k poétu spor,
tj. odpovida rozvoji veelstva a snizujicimu se po¢tu spor. Vazba mirnosti véel a poctu
spor byla detekovdna na zakladé korelacni analyzy pouze u jednoho stanovisté,
zatimco vazba pudu sezeni na ramcich a poctu spor nebyla vubec detekovana. Podle
mirnosti a pudu sezeni na plastech nelze usuzovat o propojeni s nosemovou nakazou,
nebot’ se jedna o vlivy, které jsou hlavné ovliviiovany feromony kazdého vcelstva.
Pii porovnani stanoviSt byly zjiStény rozdily u vlhkostnich tfid a V sezeni
na ramcich. Tato zjiSténi nejspiS nemaji Zadnou spojitost s nakazou.

Z PCR vysetfeni vychazi, ze u chovatelt, od kterych byly vzorky odebrany,
se pohybuje procento pozitivnich vcelstev na urovni 95 %. Uvedené procentické
zastoupeni je vyssi, nez uvadi literatura popisujici stav v Ceské republice. Byly
zaznamenany samostatné infekce i vyskyt obou ptivodci soucasné. N. ceranae byla
prokazéana u 65 % vcelstev. Na jednotlivych stanovistich se pocet pozitivnich ptipadi
pohyboval vrozmezi 2 az 4 nalezii z5 vySetfovanych vcelstev. Pfi hodnoceni
vyskytu N. apis se zjistilo, ze je pfitomna u 75 % vcelstev. Na stanovistich
Stipoklasy, Pofezany (Kiizek) a Tfitim se zjistil vyskyt ptivodce dokonce na viech
vySetiovanych vcelstvech. V Tuchonicich a DobsSicich jsou 2 véelstva pozitivni a 3
negativni na N. apis. Pfi porovnani vyskytu obou plvodci na vySetfovanych
stanovistich se zjistilo, ze N. apis ani N. ceranae nemaji tendenci vedouci

ke vzajemnému nahrazovani.
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Ve sledovanych véelstvech se mize vyskytovat pouze jeden z pivodci (N. apis,
N. ceranae) nebo muzou byt evidovani oba piivodci soucasné nebo lze evidovat
| v¢elstva nosemové nakazy prosta.

Z vysledku prace je ziejmé dosazeni stanoveného cile, pfesto pro objektivizaci
vysledkt doporucuji ziskani vétsiho rozsahu dat z pozorovanych ukazateld a zajisténi
opakovani provedenych analyz (vcetné¢ PCR), aby byly veskeré vazby zcela

evidentni.
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