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Abstrakt éesky

V této diplomové praci se vénuji jednomu z aktudlnich témat, a to celosvétovému
ubytku veelstev. VEela medonosna celi fad¢ faktort, které ovliviiuji jeji zdravotni stav,
kondici a zivotaschopnost. Mezi tyto faktory patii mimo jiné i v¢eli viry, z nichz fada
vyvolava virézu pytlickového plodu nebo vceli paralyzu at’ uz akutni ¢i pomalou.
Kvili virovym onemocnénim nemohou infikované véely plnit svoji roli vulu a
vzrustajici pocet postizenych vcel mize negativné ovlivnit celé veelstvo.

V praktické casti této prace jsem pomoci zakladnich metod molekularni biologie
provedla detekci tii v€elich vira ve vzorcich vcel, ziskanych z 50 stanovist’ v rdmci
celého izemi Ceské republiky. Prvni dva viry zptisobuji paralyzu véel — virus akutni
vceli paralyzy (Acute bee paralysis virus, ABPV) a virus pomalé vceli paralyzy (Slow
bee paralysis virus, SBPV). Ttetim detekovanym virem byl Sacbrood virus (SBV).

V ptipadé ABPV jsem detekovala 20 pozitivnich ptipadi z 50 stanovist’ (40 %).
Naopak SBPV nebyl detekovan v Zadném stanoviSti. V 6 stanovistich se objevila
nakaza SBV (12 %), z toho ve 4 ptipadech byl detekovan ABPV spolecné se SBV
(8 %).

Kli¢ova slova

V¢ela medonosna, Virus akutni paralyzy vcel, Virus pomalé paralyzy vcel, Sacbrood
virus, izolace DNA, PCR, Sekvenovani



Abstract

In this diploma thesis I deal with one of the current topics, namely the worldwide
decline of bee colonies. The honey bee faces a number of factors that affect its health,
condition and viability. These factors include, but are not limited to, bee viruses, many
of which cause bag fetal virus or bee paralysis, whether acute or slow. Due to viral
diseases, infected bees cannot play their role in the hive and the growing number
of affected bees can negatively affect the entire bee colony.
In the practical part of this work, using basic methods of molecular biology,

I detected three bee viruses in bee samples obtained from 50 habitats throughout
the Czech Republic. The first two viruses cause bee paralysis - Acute bee paralysis
virus (ABPV) and slow bee paralysis virus (SBPV). The third virus detected was
Sacbrood Virus (SBV).

In the case of the ABPV, I detected 20 positive cases from 50 habitats (40%).
In contrast, SBPV was not detected at any site. SBV infection (12%) occurred in 6
sites, of which ABPV was detected together with SBV (8%) in 4 cases.

Key word
Honey bee, Acute bee paralysis virus, Slow bee paralysis virus, Sacbrood virus,

izolation DNA, PCR, Sequencing
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Uvod

Vcéela medonosna (Apis mellifera) hraje zasadni roli v zemédé€lstvi tim, ze zajistuje
opyleni mnoha rostlin a plodin, zvlasté téch nutri¢né a ekonomicky vyhodnych. Dale
jsou také dilezité pro udrzeni ekologickych a genetickych rozmanitosti rostlin. AvSak
tyto sluzby, které nam vcely zajiStuji jsou ve velkém upadku, kvili thynu vcelstev,
kvasinkovymi ¢i virovymi.

Vcely jsou hostiteli velkého mnozstvi vird. Nékteré viry skryté pretrvavaji
v populaci v€el a ve vhodnych podminkach nasledné vytvoii ohnisko ndkazy. Takova
ohniska nékterych viri mohou mit fatilni nésledky pro jednotlivce, ale i pro celé
kolonie.

Akutni paralyza v¢el (ABPV) je zplisobena Cripavirem z rodiny Dicistroviridae.
U infikovanych vcel se rozviji paralyza, neschopnost 1étani, nakonec vcely ztmavnou
a mnohdy nésledné umiraji.
Iflavirem, ktery se tadi do fadu Pisonivirales. SBV postihuje larvy a znemozni jejich
rust. SBPV je skryta infekce bez projevi klinickych symptomt, i pfesto je vSak letalni

pro dospélé véely.
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1. Literarni prehled

1.1 Vdela medonosna

Vcela medonosna (lat. Apis mellifera) se tadi mezi blanokiidly hmyz. Jedna se
o jednoho z nejznamé;jSich zastupci tohoto fadu (Tabulka 1.1) (Smrcka, 2020). Vcela
medonosnd se fadi do vysoce socidlniho hmyzu s velmi vyvinutym zptisobem délby
prace a komunikace prostfednictvim vceliho tance a vypousSténych feromont

(Dufkova, 2013).

Tabulka 1.1 Taxonomie véely medonosné (zdroj: Prokop, 2013)

Véela medonosna Latinsky nazev
Kmen: Clenovci Arthropoda
Podkmen: Sestinozi Hexapoda
Trida: Hmyz Insecta
Rad: Blanokridli Hymenoptera
Podrad: Stihlopasi Apocrita
Celed’: Véeloviti Apoidae
Podceled’: Véely Apinae
Rod Viela Apis

Pravdépodobné vcela medonosna vznikla mutaci véely vychodni (4pis cerana) asi
pred 10 000 lety. Piivodné Zila pouze v Evropé, Asii a Africe. Avsak v 17. stoleti byla
dovezena i do Ameriky, Australie a Nového Zélandu (Obrazek 1.1) (Smrcka, 2020).

PUVODNI

[ NEPUVODNI I i -

Obrazek 1.1 Mapa rozSifeni Viely medonosné (zdroj:
zoochleby.cz)
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1.1.1 Stavba téla

Dospéla véela ma stejnou stavbu téla jako ostatni hmyz (Obrazek 1.2). Jeji télo se
skladé ze ti hlavnich ¢asti: hlavy, hrudi a zadecku. Tyto ¢asti jsou od sebe oddélené
zuzenim, které umoznuje jejich vzajemnou pohyblivost. Z hrudi vystupuji dva pary

ktidel a tfi pary nohou (Williams, 2019)

EarkEidel hrud (thorax)

hrudni dychaci otvor
s hiebinkem

oko
slozené (facetové)

zadedek

(abdomen) jednoduché ocko

tykadlo

Celni titek
horni pysk
mandibuly

5 -

<5 ‘}5@@5.‘_"&19{ (5.2
PysK »

segment s hibetnim spodn

bfisnim cldankem sbéraci nohy ¢istici noha

Obrazek 1.2 Stavba téla véely medonosné (zdroj: iV¢elarstvi.cz)

1.1.2 Hlava

Hlava vznikla pevnym sristem Sesti ¢lankt, které nelze rozliSit. Na prvnim ¢lanku
po strandch hlavy jsou umisténé dvé slozené oc¢i a tfi jednoduché oci. Ty jsou
na vrcholu temene. Na rozdil od lidského oka, véela vidi ultrafialové barvy, diky
kterym vyhledava kvétiny. K vidéni pouziva pouze slozené oc¢i. Temenni oc¢i slouzi
ke svételnému dradzdéni. V jednou sloZeném oku délnice se nachazi asi 3000
jednotlivych ocek (facet), zatimco u trubce asi 6500. Ocka nasledné skladaji
z bodového obrazu celkovy obraz. Véely také mohou vnimat polarizované svétlo,
kter¢ je dilezité pro orientaci pifi zatazené obloze (Williams, 2019)).

Na druhém c¢lanku hlavy se nachéazi dva organy, které jsou ve stiedu predni
strany — tykadla. Na nich jsou umisténé smyslové vjemy jako jsou napft. ¢ich, orientace
ve tm¢, vnimani teploty, rychlosti vzduchu a hmat. Prochazi jimi nervy i hemolymfa.
U délnic jsou sloZeny tykadla ze 12 ¢lankd a u trubeti ze 13. Ctvrty, paty a Sesty ¢lanek
nese kusadla, ¢elist a spodni pysk. Kusadla jsou velmi ostra, zvlasté€ u délnic. Spodni
pysk a Celist spole¢né tvoii sosdk, ktery slouzi k sani tekutin a naslednému krmeni

larev (Prokop, 2013).
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Tvar vceli hlavy je u matky srdcovity, u délnice trojihelnikovy a u trubce
kruhovity. S hrudi je spojena tenkym, a vSak pevnym pohyblivym krkem, kterym

prochazeji z hlavy do téla organova ustroji (Williams, 2019).

1.1.3 Hrud’

V hrudi se nachézi centrum pohybového aparatu. Mohutné vnitini svalstvo v hrudi
ovlada hlavu, zadecek, nohy i kiidla. Cely pohybovy aparat je kontrolovan nervovym
systémem. V¢ela ma 3 pary nohou a kazdou nohu tvofi 6 ¢lanki. Které jsou navzajem
spojeny klouby. Jednotlivé klouby maji omezenou pohyblivost, ta je kompenzovana
velkym poctem kloubli a jejich postaveni v riznych thlech, udavaji smér pohybu
(Williams, 2019).

Na prvnim paru nohou je tvrdé ochlupeni a vyznamny Cistici organ, ktery je
umistén na paté. Vcela jim protahuje sva tykadla po kazdém kontaktu s kvétem, aby
je zbavila pylu a prachu, a tim wudrzovala spravnou funkci tykadel.
Druhy par nohou mé na sobé¢ kartacek a trn, ktery slouzi k vypichovani pylové rousky
z kosickil. Na tfetim paru se nachazi organ pro sbér pylu. (Prokop, 2013)

V<ela ma na bocich 2 pary blanitych ktidel. Prvni par kiidel je vétsi nez druhy
a ma bohatSi zilkovani, které slouzi jako kostra. S hrudi jsou spojeny klouby.
Na kiidlech jsou umistény hacky. Pomoci rizného spojeni malych a velkych kiidel je

vcela schopna letét odliSnymi sméry nebo stat na misté (Williams, 2019).

1.1.4 Zadeéek

Zadecek je slozen z velkého hibetniho a malého bifisniho segmentu. Zadecek je s hrudi
spojen kratkou stopkou, diky tomu se mize véela volné pohybovat ve v§ech smérech.
Zadecek se miize zvétSovat a stahovat zpét. To je nutné kvuli pfitomnym organam,
jejichz tvar se v pribchu roku vyrazné méni. Roztahovani zadecku také pomaha
pfi dychani a pti vyméné tlaku télnich tekutin (Prokop, 2013).

V zadecku jsou ulozeny travici organy s medovym vackem, zaludkem, ¢eslem a
kone¢nikem. Déle pak voskové Zlazy, vonné zlazy, srdce, tukové télisko, dychaci
systém, pohlavni organy a zihadlo s jedovatym vackem o obsahu jedu 0,26 mg.

Zihadlo ma tfi funkén& odli§né &asti; motoricka Gast, propichovaci ¢ast a ¢ast
napojenou na jedovy vacek. V propichovaci ¢asti se nachazi stylet a lancety, které jsou

zakryty ostny ve tvaru Ctyfsténu. Tyto ostny znemoznuji véelam pfi utéku zatdhnout
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zihadlo z ktze savcu. Tato situace muze vést k oddéleni zihadla a jeho ptidruzenych

svalli od bficha. Vc¢ely nésledné umiraji za 18 — 114 hodin (Pucca et al., 2019).

1.2 Vyvojova stadia véely medonosné

Veéely ziji ve spolecenstvi, které se nazyva vcelstvo. V kazdém vcelstvu nalezneme
jednu matku — kralovnu, mnoho dé€lnic a proménlivé mnozstvi trubcii. Mnozstvi trubcti
je zavislé na sile vcelstva, ronim obdobi, pfistupnosti k pylu a nektarové sntsky.
VSsichni ¢lenové vCelstva jsou na sobé zavisly (Jones, 2017) a kazdy ma svou roli v tlu,
ktera je jasn¢ dana (Smrcka, 2020).

Cetnost véel se v pribéhu roku méni. Véelstvo ma kolem 20 000 délnic a v 1ét&
jejich pocet stoupa na 40 000 — 60 000. K nim se ptipocitava ptiblizn¢ 300—-600 trubcti
a jedna kralovna (Pleva, 2019).

Vyvoj veely medonosné je zapocat nakladenim oplozenych vaji¢ek do vceli
buiikky nebo do mateti misky. Neoplozena vajicka klade matka do trubCich bunék.
Z vajicka se vylihne larva v ¢ervi¢kovitém tvaru potazena chitinovou pokozkou. Larva
je bohaté zivena, a proto velmi rychle roste, dokud nedosahne potiebné velikosti a sily.
Poté se zaptede do zamotku a proméni se v kuklu. V ni probihd vyvijeni téla a kiize
vCely, pigmentace o¢i a nardst ochlupeni. Kdyz je vcela dovyvinuta, vylihne se
pripraveny hmyz (Obrazek 1.3). Tento popsany proces trva 21 dni, pokud se jedna
o d€lnici. V ptipadé matky, kterd je nepfetrzité krmena mateti kasSickou (vymeések
hltanovych zlaz mladych délnic) vyvoj trvd jen 16 dni. Nejdéle vSak trva vyvoj
u trubce a to 24 dni (Pleva, 2019).

Obrazek 1.3 Vyvoj véely medonosné (zdroj: iVielafstvi.cz)

14



1.2.1 Matka

Vceli matka (Obrazek 1.4) je jedina plnohodnotna samice ve vcelstvu a je
nevytvoii. Matka vypousti feromon (matefi latka), kterym informuje ostatni vcely
o svém stavu (Linhart, 2019).

Matky hned po vylihnuti bojuji o post kralovny. Nejsilngjsi vyhrava, porazené
umiraji. Asi 6 den po vylihnuti vyletuji za tzv. snubnim letem, kdy poprvé a naposled
za sviyj zivot opusti Ul. Pfi snubnim letu se spaii az s 6 - 10 (i vice) trubci. Jejich sperma
si uchova v semenném vacku a postupné cely Zivot s nim oplodiiuje vajicka. Protoze
pti kladeni prochazeji vajicka okolo vyvodu semenného vacku a matka na kazdé
vajicko vysttikne nékolik spermii. Pafeni jiz nikdy neopakuje. TudiZ jeji hlavnim
ukolem je zit v tllu a klést vajicka. A protoZe to je jeji jedina tloha, d€l4 ji velice dobfe.
V dobé¢ vrcholného rozvoje veelstva je schopna naklast i vice nez 2000 vajicek za den.
Klade 2 druhy vajicek. Z oplozenych se stavaji matky a délnice a z neoplozenych se
lihnou trubci (Prokop, 2013).

Béhem dospélého zivota se od ostatnich vcel lisi svou velikosti. Méfi kolem
20-25 mm (to je o 1 cm vice nez dé€lnice) a vazi az 260 mg. Doziva se 3-5 let, piicemz

vcelafi si je nechéavaji 2-3 roky, pokud nezemiou sami (Pleva, 2019).

Obrazek 1.4 Matka mezi délnicemi (zdroj: vlastni)
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1.2.2 Délnice

Jsou nedokonalé samice, ale zastavaji vétSinu prace v ulu. Vyvijeji se z oplozenych
vajicek jako matky, ale na rozdil od matky maji pro praci uzplsobené télo (trny,
kosicky,...). Délnice maji zakrnélé pohlavni organy, a proto se nemohou spafit

(Prokop, 2019). Faze vyvoje se odviji od jejich véku (Tabulka 1.2).

Tabulka 1.2 Vyvojové faze délnice (zdroj: ivcelarstvi.cz)

Véeli délnice
Den Stadium Cinnost
o szzmi .| Cisticka Cisteni bunék
4. den Krmicka Krmendi larev
7.den Kojicka Krmeni matky mateii kaSickou
11.den Stavitelka Stavéni véeliho dila

Piebira med od létavek
14.den | Skladnice reair med of Jeraren @
uskladiiuje jej do plastvi

16. den Termostatka UdrZuje klima v ulu
StraZkyné
18.den Pe Stieteni vehodu do iilu
Cesna

22.den Létavka Zajist ovani potravy do ulu

Délnice maji dlouhy sosak (pramérné 6,4 mm), ktery je pfizpiisobeny k sani nektaru,
medovice a vody. Produkuji vosk, pomoci voskotvornych Zlaz, které maji umisténé
na bfiSnich Supinach a vyuzivaji ho na stavbu vceliho tlu. V hlavé maji hltanové Zlazy,
jimiz vytvari mateti kaSi¢ku jako potravu pro matetfi larvy a matky v dobé kladeni.
Délnice obstaravaji veskerou potfebnou potravu jako je napt. voda, pyl, nektar,
medovice, ale i tmel, ktery slouzi jako hmota na potahovani alu. Uvniti tlu vykonéavaji

potitebné prace: ukladaji potravu, zahuStuji nektar s medovici a pomoci enzymd je
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pretvareji v med, ddle pak krmi a oSetfuji vceli matku. Udrzuji také Cistotu v ulu a
provadéji stavarské prace, aby se jim obydli nezniCilo (vytmeluji Skviry, stény, ramy
1 povrch plastil) (Prokop, 2019).

Délnice jsou v ulu nejdrobnéjsi. Méfi kolem 12-14 mm a vazi 100 mg. Délka
zivota se odviji podle roc¢niho obdobi. V 1été se véely dozivaji 6-8 tydnd, zatimco vcely

narozené koncem Iéta a na podzim se dozivaji 6-8 mésict (Pleva, 2019).

1.2.3 Trubci

Trubci jsou vceli samecci, kteti se lihnou z neoplozenych vajicek. Jejich hlavnim
ukolem je spafit se s matkou. Oproti véelam jsou vEtsi a robustnéjsi a nemaji Zihadlo,
voskotvornou a hltanovou Zlazu a ve vcelstvu se témét nezucastituji zddné Cinnosti.
Avsak v tlu pomahaji alespont udrzovat konstantni teplotu, a to tim, Ze zahtivaji plod.
V prvnich dnech po vylihnuti je krmi dé€lnice, poté o n¢ ztrati zajem a trubci se musi
zacit krmit sami (Pleva, 2019).

Trubci méti kolem 15-17 mm a vazi az 220 mg. Nedozivaji se dlouho, ptiblizné
jen 24 dni (nejstarSi objeveni trubci byli staii 45 az 50 dni). VEely nenechaji trubce
ve véelstvu piezimovat. Zraly trubec ma 1-1,5 mm?® spermatu, tj. 6-9 miliéndi spermii

(Prokop, 2013).
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1.3 Med
Zv1asté na jare, kdy rozkvétaji riizné druhy kvétin a ptiroda hyti krasnymi barvami, se
zaCinaji objevovat tisice v€el medonosnych vSude kolem. Vcely létavky sedaji
na kvéty a zacinaji sbirat nektar nebo pyl. Avsak se jim neZzivi jako napt. motyli. Tim,
ze provadéji sntisku, tim zajist'uji i opyleni kvétt (The power of Honey, 2006).
Jestlize 1étavka nalezla novy vydatny zdroj nektaru, dolétne do ulu a svym vcelim
tancem upozorni ostatni 1étavky a ukdze jim smér. Naviguje pomoci nattasani zadecku
a pohybem ve sméru k novému zdroji. Béhem nepravidelnych kratkych prestavek,
dava létavka ochutnat nektar i ostatnim véelam. Létavky vyrazi za zdrojem diive, nez

tanec skonci (Ptacek, 2007).

1.3.1 Vyroba medu

Na dn¢ kazdého kvétu na véelu ¢eka kapka nektaru, tu nasaje do medného vacku a nez
doleti do ulu odpaii se znektaru 50% vody. Nektar si létavka ptredava s 1-3
skladnicemi pomoci kusadel a ptedni ¢asti sosdku. Nektar z kvéth je roztok obsahujici
jednoduché cukry. Jak prochdzi hltanovymi zlazami vcel, pomoci peristaltickych
pohybl se misi saminokyselinami aenzymy, které méni glukézu s fruktézou
na medovici. (Ptacek, 2007).

Nésledné po predani nektaru se vcela skladnice presune do klidnéjsiho mista
k plastvim. Dale zaujme vertikalni pozici hlavou vzhiru. V této poloze sedi necinné,
a pritom dale zpracovava nektar pomoci stniho ustroji, dokud se z nektaru neodpari
voda a jeji obsah necini 14 %. Tento proces kolisavé trvd az 20 minut. Poté vcela
vyhled4 vhodnou buiiku v pléastvich a ulozi do ni kapku, kterou zahustila. Do bunky
vstupuje bfisni stranou hlavou dolu a je-li buiika prdzdna, potird medem zadni konec
horni stény. Odtud med stéka po dnu bunky. Pokud bunka jiz med obsahuje, pomoci
kusadel jednoduse ptida svou porci. Med nakonec dosdhne cukernatosti 80 %. Med je
husty a bohaty na rizné vyzivné slozky (Tabulka 1.3 Hlavni slozky medu (zdroj:
pharmanews.cz)Tabulka 1.3) (Ptacek, 2007).
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Tabulka 1.3 Hlavni sloZky medu (zdroj: pharmanews.cz)

HLAVNI SLOZKY MEDU i
Fruktdza 30-38% <l >
Glukéza 26-33 % ()
Sacharéza 1-5% ~——
Vyssi cukry 1-10% —
Voda 17-18%
Enzymy 0,1-0,6 % |(glukozooxidaza, fosfatdza, invertaza, diastaza, katalaza)
Vitaminy 0,1% (kyselina pantotenova, B1, B2, B3, biotin, C)
Mineraly 0,1-1,0% |(K, Na, Ca, Mg, Fe, P, S, Mn, Zn, Cu)
Organické kyseliny | 0,1-0,5% |(kyselina pyrohroznova, glukonov4, jable¢nd, citrénova)
Aminokyseliny 0,1-0,5% |(fanylalanin, prolin, alanin, valin)
Hormonalni latky |(noradrenalin, acetylcholin, adrenalin, dopamin, latky z matefi kasicky)
Barviva ( rutin, kverutin, akacetin, karoten)
Vonné latky (diacetyl, acetaldehyd a 50 dalSich)

Véelstvo spotiebuje rocné 100-120 kg medu a 80 kg pylu jen pro své vlastni potieby.
Vcela se zivi hotovym medem, kdy po nakrmenim 1 g medu uleti mnoho desitek
kilometri. Med je také dulezity pro vyzivu pfii piezimovani vcel, protoze je pro né
jedinou potravou. Vyroba medu je ¢asové naro¢nd, na jednu 1zicku medu je potieba,
aby létavka sesbirala nektar na 50 000 kvétech. Jedna kolonie ve svém tlu skladuje

az 5 kg medu (The Power of Honey, 2006)

1.3.2 Plasty

Voskové plasty jsou nejveétsim organem vcelstva, zajistuji mnoho funkci jako napf.
skladovani, zdsobarnu medu a pylu nebo plodové hnizdo potomstva. Jsou povazovany
za stavebni kostru Ulu, také zajiSt'uji informacni sit’ a pamét’ mezi véelami. A jsou
dilezité hlavné jako prvni obrana vcelstva at’ uz fyzicka, chemické nebo imunitni (The

Power of Honey).
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1.4 Virova onemocnéni

Virus je drobna ¢astice, ktera je tvofena pouze bilkovinnym pouzdrem. Uvnitt pouzdra
se skryvé dédicnd informace ve formé DNA nebo RNA. Viry jsou mnohem mensi nez
bakterie. To znamena, Ze je obtizné je vidét v bézném svételném mikroskopu, a tedy
je nutné pouzit mikroskop elektronovy. To komplikuje diagnostiku virovych
onemocnéni. Ta se provadi vétSinou nepiimo, na zakladé piiznakid nemoci, ptipadné
prikazem protilatek. ZvySend hladina protilatek v organismu je dikazem, Ze se télo
s virovou infekci setkalo a zacalo si proti ni vytvaret protilatky (Rosypal, 1994).
Detekce virt se mize provadét pomoci molekularné-biologickych metod (PCR).

Viry zptsobuji velké mnozstvi vyznamnych infekénich chorob u vsech
organismil. Diky jednoduché struktute se viry mohou snadno meénit a ptizpisobovat
se podminkdm (Rosypal, 1994). Tudiz naprosta vétSina i v€elich virti ma schopnost
rychle mutovat a modifikovat své vlastnosti (Chen et al., 2006).

1.5 Sifeni véelich viréz

Virézy byly poprvé popsany v Ceské republice veterindfem, vyzkumnikem a autorem
nekolika desitek odbornych ¢lanktt MV Gr. Jaroslavem Rytifem v roce 1926 (Valtera,
2018). Do dnesni doby jiz bylo popsano kolem 20 vcelich virdz, vétSinu z nic neni
mozné rozpoznat podle klinickych pfiznakti (Schldppi et al., 2020). Tyto viry se
mohou mnozit v téle dospélych veel i plodu, nékteré i v pfenasecich. Pfitomnost viru
v jednotlivych vcelach 1 ve vCelstvu se nemusi navenek nijak projevovat. Za urcitych
podminek se ale ndkaza viry mize negativné projevit viditelnymi klinickymi ptiznaky
a muze vcelstva zeslabit nebo znicit. Viry jsou taky schopny vyvolat u nakazenych
jedincti zmény v chovani, které jsou skodlivé pro né samotné (ztrata orientace) nebo
1 pro celé véelstvo (zmény v péci o plod, vliv na dlouhovékost). Zajimava je tfeba
ztrata schopnosti adaptace na nizké teploty (Titéra, 2017).

Védci stale vedou spory o to, zda povazovat viry za zivé organismy, ¢i spise
za komplikované molekuly. Viry sice maji jako jiné zivé organismy vlastni dédi¢nou
informaci a jsou také schopny se rozmnozovat. VSak nic z toho nedokazou
bez hostitelské buniky, protoze nemaji zadny vlastni metabolismus jako zdroj energie
(Rosypal, 1994). Podle zpiisobu pienosu viru, rozliSujeme dva sméry $iteni infek¢nich

¢astic, a to vertikalni nebo horizontalni zptsob pienosu.
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1.5.1 Horizontilni pienos

K horizontalnimu pienosu virt dochazi v ramci jedincl jedné generace vcel. Miize
k nému dochazet bud’ pifimou nebo nepfimou cestou. Obecné plati, Ze infekce
pfenaSené horizontalng jsou virulentnéjsi a jsou Casto doprovazené pozorovatelnymi

klinickymi ptiznaky (Chen et al. 2006).
Piimy horizontalni pFenos

Tento zplisob pfenosu vyzaduje tésny fyzicky kontakt s nakazenym jedincem, pobyt
v infikované oblasti nebo pozieni infikované potravy. Co se tyce jednoho vcelstva,
hraje velikou roli pii pfenosu viru rozd€leni tikolu jednotlivych d€lnic. Kazda délnice
se pfi své cinnosti vystavuje kontaktu s infikovanymi jedinci, zasobami nebo
materidlem a zdroven se miiZe stat potenciondlnim pienaseCem. U fady virt se bézné
vyskytuje pienos z dospélé veely na larvu prostfednictvim infikované potravy. Délnice
potravu produkuje pomoci hltanovych Zlaz, které jsou Casto viry napadany. Proto
nemusi byt infikovana jen larvalni potrava, ¢i mateii kasicka, ale i dalsi v¢eli produkty,
které ptijdou do kontaktu se slinami (Chen et al. 2006).

Dalsi moznosti horizontalniho pfenosu, je pienos viru prostiednictvim
infikovanych vykalt, kdy je v€ely mohou pozfit, ale tento prenos nema silny tcinek.
Vir se mize také ptenaSet pohlavnim stykem trubct s matkou, ale tento zptisob neni
zcela prozkoumany. Nabizi se moznost, ze za pienos viru je zodpovédny 1 véelat tim,
ze spojuje slaba vcelstva, aby vytvoftil v€elstvo siln€j$i, nebo vyménuje material mezi

uly (Chen et al., 2006).

Neprimy horizontalni prenos

Nepifimy pienos viru je zapti¢inén pomoci prenasecl. Za jednoho z nejznaméjsich
pienasecl je povazovan Varroa destruktor.

Varroa destructor

Varroa destructor (klestik vceli) je povazovan za nejvyznamnéjSiho parazitického
roztoce vcCely medonosné. Je hlavni pfi¢inou rozSifovani a vyvolavani virovych
infekcich u véel. Pochazi z Asie a do Evropy se dostal na poc¢atku 20. stoleti, odkud se
rozifil do celého svéta. V Ceskoslovensku byl objeven v roce 1978. Jeho pivodni

hostitel véela vychodni si vyvinul v rdmci evoluce, obranné systémy, které vsak vcela
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medonosna postradd. Tedy bez zasahu c¢loveéka je invaze kleStika do vcelstva
devastujici (Kamler et al., 2017)

Trubci jsou hlavnimi pfenaSeci Varroa destruktor, protoze €asto zalétaji do cizich
ult, a tak je jednoduché, aby rozto¢ seskocil z jejich téla, na kterém je prichyceny
(Obrazek 1.5, 1.). Avsak podobné jsou pienaSecCi i délnice, které roztoce Sifi
pii loupezich nebo rojeni. Za Siteni Varroa destruktor vSak muze i vcelaf, ktery

premist’uje plasty a uly (Hubert, 2018).

Obrazek 1.5 1. Varroa destruktor na vcele; 2. Klestik véeli v plastvy (zdroj: news.utexas.edu;
blog-veto-pharma.com)

Samicky Varroa destruktor jsou viditelné okem. Maji lesklou ¢ernohnédou az hnédou
barvu a vyviji se u nich tvrdy hibetni §tit. Samicky jsou vétsi nez samecci. Samecci
jsou Sedobili a maji mekkou pokozku. Vyvojovy cyklus probiha na vcelim plodu. Pred
zavickovanim do bunky piejde oplozena samicka Varroa destruktor z dospélé vcely a
poté nasedne na vceli larvu (Obrazek 1.5, 2.). V hodnou chvili naklade své vajicka
na sténu buiikky. Beéhem 7 dnti se vyvinou pohlavné zrali jedinci. Samecci po spareni
hynou a samicky se uchytavaji na vceli larvu. Poté spolecné opoustéji buitku (Kamler
et al., 2017).

Na plastech pteziva samicka rozto¢e az 40 dnii, na uhynulych véelach 11-17 dnt.
Mimo vcelu zije rozto€ v zavislosti na vnéjSich podminkach 6—7 dnt. Béhem zimy

pfiblizn€ uhyne 10 % samicek (Hubert, 2018).
1.5.2 Vertikalni pfenos

Jedna se o zpiisob pienosu viru z rodi¢e na potomstvo, tedy na dalsi generaci. Dochazi
k nému prostfednictvim vajecniki, pokud se jedna o matku, nebo pomoci spermatu,
jestlize se jedna o otce. U pienosu z matky na potomstvo, miizeme posuzovat prenos

viru podle zavislosti styku virovych ¢asti s vyvojovou fazi vajicka. Tedy rozliSujeme,
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zda jsou virové Casti na povrchu nebo vné vajicka. Tento zplisob pfenosu byl

zaznamenan napi. u SBV (Chen et al., 2006)

1.5.3 Prenos viru kontaminovanym nektarem

Nektar mtze slouzit jako jeden z prostiedki pro pienos vcelich virt. Bylo zjisténo, ze
iflaviry (DWV, SBV), Cripavirus (KBV, ABPV) a Triatovirus (BQCV) mohou med
kontaminovat (Chen et al., 2006).

Med zacina jako nektar, ktery je ziskavany vcelami z kvéta rostlin. Dale jej veely
ukladaji do plastt, kde se nektar rozpadd na jednotlivé cukry. Neustalé¢ vétrani
zabezpecené kiidly vcel zplisobuje odpatovani vody a vytvaii sladkou tekutinu
medu. Viry se poté §ifi podavanim kontaminované¢ho medu vcelim larvam. Vcely se
také mohou infikovat virem pfi ¢iSténi bunc¢k obsahujicich infikované larvy (Chen
et al., 2007).

Detekce vcelich viri v medu naznacuje, Ze virova kontaminace muze pochazet
z nektaru. Je to vSak pravdépodobné méné casty zplsob kontaminace medu. Vcely
medonosné zpracovavaji nektar na med tak, Ze jej smichaji se sekretem
z hypofaryngealnich zlaz v jejich hlavach. V nich se nachazi spousty enzymu (napf.
Invertdzy), které jsou pouzivané¢ kpfeméné sacharézy na  glukézu
a fruktézu. U infikovanych véel mohou byt tyto Zlazy naplnény virem, a proto jsou
zlazové sekrece nejpravdépodobnéjSim zdrojem virové kontaminace medu. Je také
mozné, ze med je nékdy v kolonii kontaminovan pomoci malého mnozstvi pylu, ktery
je virem infikovany. V ptipadech, kdy dojde k ptenosu virovych ¢astic na med pomoci
nektaru obsahujici vir, nejpravdépodobnéji to bude vysledkem nahodného ukladéani
kontaminovanych vykali opylovace do kvéti (Jones, 2018).

V disledku horizontalniho pfenosu viru, ke kterému dochazi prostiednictvim
kontaminovaného nektaru, je zfejmé, ze model Sifeni virti v populaci véel se podoba
tém modelim pro pienos pylem. V situacich, kdy populace opylovaci, vsech druhi,
z nichz kazdy se vyskytuje ve velkém poctu a virové infekce je rozsifena, je velka
pravdépodobnost, Ze tato ptenosova cesta prispéje k vyskytu novych hmyzich virt.
Dtivodem je neustaly piisun kontaminovanych kvétin patficich k riznym druhtim
kvetoucich rostlin, ze kterych by mohla opakované ziskavat viry fada kolonii

a riznych druhti hmyzu. (Jones, 2018)
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1.6 AkKkutni paralyza véel - ABPV

Vcela medonosna Celi fad¢ faktort, které ovliviiuji jeji zdravotni stav, kondici
a zivotaschopnost. Mezi tyto faktory patii mimo jiné i véeli viry, z nichz fada vyvolava
véeli paralyzu. Kvuli paralyze nemohou infikované vcely plnit svoji roli v lu
a vzristajici poget postizenych véel miize negativné ovlivnit celé véelstvo (Cukanova

et al., 2020).

1.6.1 Cripavirus

Virus akutni paralyzy vcel patii do rodiny Dicistroviridae, ktera se tadi pod tad
Picornavirales. Viriony Cripaviru nemaji Zadné pouzdro a jejich primér se pohybuje
kolem 30 nm. Genetickd informace je uloZzena do jednovlaknové RNA (ssRNA)
pozitivni polarity o velikosti pfiblizné 8500 — 10 200 bp s obsahem GC v rozmezi
od 35 % do 45 %. Kapsid je organizovany v pseudo T=3 ikosahedralni symetrie.
Virion tvoii RNA (30 %) a proteiny (70 %). Viriony obsahuji tfi hlavni strukturni
(kapsidové) virove proteiny — VP1, VP2 a VP3. RNA obsahuje dva ¢teci rdmce (ORF),
kterymi se 1isi od vétSiny zastupct tiidy Picornavirales. Cripavirus je v ptirodé volné

rozsifeny a infikuje bezobratlé (msice, véely, mravence apod.) (King et. al; 2012).

1.6.2 Onemocnéni

V roce 1963 byl poprvé popsan virus akutni paralyzy véel (ABPV), ktery ma vlastnosti
podobné fadu Picornavirales. Ac¢koli byl ABPV schopen zptisobit paralyzu dospélych
vcel pfi injekénim podani, zpocatku se ve Velké Britanii nehlasilo, Ze by virus mohl
souviset s pfirozené€ se vyskytujicimi pfiznaky choroby. Od té doby se vSak zjistilo, Ze
ABPYV zabiji larvy, kukly a dospé€l¢é vcely v koloniich v jinych ¢astech svéta, pokud
jsou thyny nalezeny ve spojeni s parazitickym rozto¢em Varroa destructor (Granoff
a Webster, 1999).

Napt. ve Velké Britanii je ABPV nejcastéji detekovan béhem pozdnich letnich
mésicl, kdy je pocet kolonii nejvyssi, ale béhem podzimnich a zimnich mésict rychle
klesa na nizkou uroven (Granoff a Webster, 1999).

ABPV byl plvodné objeven jako inaparentni infekce v laboratornich
experimentech. Sifi se prostiednictvim sekrece slinnych zlaz dospélych véel. ABPV
byl identifikovan jako hlavni faktor zptsobujici vysokou timrtnost v¢el ve véelstvech,

ktera byla napadena roztoc¢em Varroa jacobsoni (Benjeddou et al., 2001).
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ABPV muze vyvolat umrtnost dospélych vcel, které nejprve predchazeji
symptomy. Nejdiive se projevuje postupujici paralyza — tiepajici se pohyb,
neschopnost létat, ztrata ochlupeni na hrudniku, a nakonec postupné ztmavnuti téla

(Obrazek 1.6) (Schlippi et al., 2020).

fot.BGrazynaTopolska

Obrazek 1.6 ABPV  symptomy (zdroj:
windowbee.com)
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1.7 Virus pomalé vceli paralyzy - SBPV

Paralyza vcel byla poprvé popsana ve 30. letech 20. stoleti ve Spojenych statech.
V roce 1945 byl poprvé potvrzeny virus, ktery nemoc zptsobuje (C. E. Burnside).
V Bulharsku paralyzy oznacovali jako ,kvétnovd nemoc®. Nakonec se vSechny
hypotézy spojili v roce 1966 kdy v Italii vySetfovali etiologii tzv. ¢erné nemoci vcel
(Fijan, 1966). V Anglii byl objeven v roce 1974, béhem experimentd, ktery zahrnoval
detekovani tehdejsiho viru X (Miranda et al., 2010).

1.7.1 Iflavirus

Virus pomalé vceli paralyzy se tfadi do rodiny [flaviridae, ktera se fadi do tadu
Pisonivirales. Neobalené viry maji velikost v priméru 22-30 nm. Geneticka informace
virionu je tvofena jednovlaknovou RNA pozitivni polarity (+ssRNA) o velikosti 9 000
— 11 000 bp. Kapsid je organizovany v pseudo T=3 ikosahedralni symetrie. IRES
umoziuje piimé translace polyproteinu. Ten je zpocatku zpracovan virovou proteazou
na ruzné prekurzory a zralé proteiny za vzniku strukturnich proteint, které nakonec
vedou k lyze hostitelskych bunék. Iflavirus napadd bezobratly hmyz a ptfenasi se

prostiednictvim Varroa destructor (Prochazkova et al., 2020).

1.7.2 Onemocnéni

Virus pomalé vceli paralyzy (SBPV) je jednim z nékolika virii véel spojenych
s vysokou umrtnosti kolonii zamotenych ektoparazitickym roztoCem Varroa
destructor (Carreck et al., 2010). Jako vétSina vcelich virti se pfenasi prostfednictvim
zlazovych sekretli a SBPV pretrvava pfirozené jako skryta infekce (Miranda et al.,
2010).

Byl nalezen u vcel ve Velké Britanii a pii experimentech, kdy pozorovali
symptomy zjistili, ze pifiblizn¢ po 10-12 dnech po injekénim podani viru, SBPV
zpusobuje ochrnuti dospélych vcel (Granoff a Webster, 1999). Na jedné strané se
objevila vysokd akumulace viru, ktera byla nalezena v hlavé, hypofaryngeélnich,
mandibulérnich a slinnych zlazach, tukovém téle a pfednich koncetinach. Na druhé
stran¢ se naslo men$i mnozstvi v oblasti zadnich koncetin, stfednich stiev, kone¢niku
a hrudniku (Denholm, 1999).

Jak nazev napovida, tato infekce a jeji patologie ji odliSuje od rychle ptsobicich

vird akutni a chronické paralyzy (Granoff a Webster, 1999).
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1.8 Sacbrood virus - SBV

Z v¢el medonosnych byla izolovana cela fada virtt podobnych tiid¢ Picornaviridae.
HFiltrovany virus®, ktery byl pozdéji v roce 1964 identifikovan jako Sacbrood virus
(SBV), byl poprvé izolovan vroce 1913 a pfi¢itan virové infekci vroce 1917

(Grabensteiner, et al. 2001). Izolovan byl z véely medonosné a pozdéjii z véely asijské

(Apis cerana) (Granoff a Webster, 1999).

1.8.1 Iflavirus

Viz - 1.7.1 Iflavirus

1.8.2 Onemocnéni

Virus SBV spolecné s virem chronické paralyzy vcel (CBPV) produkuji jako jedni
zmala klinické pfiznaky onemocnéni. Vcelafi jsou schopni jasné piiznaky
identifikovat na rozdil od ostatnich pfiznakii jinych virovych onemocnéni vcel.
Z jedné strany se ptredpokladd, Ze vétSina virG zpiisobuje pretrvavajici, né vSak
podobné infekce. Na druhou stranu souvislost virové infekce s imrtim vcelstev
zustava stale nevysvétlené (Tentcheva et al., 2004).

SBV je zplsobena virem, ktery se ptfenaSi z dospélych vcel do mladych
larev. Larvy jsou nejcitlivéj$i ve véku 2 dnl a jsou infikovany zlazovymi sekrety
infikovanych krmicek (Wang et. al., 2019). SBV se ptendsi prostfednictvim roztoce
Varroa destructor (Grabensteiner et al., 2001)

SBV zplisobuje virovou infekci ovliviiujici plod veel, ktera ma za néasledek smrt
larev. Larvy postihnuté SBV selhdvaji a aktivni enzymatickd ekdysialni tekutina
bohata na vir, se hromadi pod jejich kizi a tvoii vacek. Infikované larvy méni barvu
z perlové bilé na bledé Zlutou a kratce po smrti vyschnou a vytvoii tmaveé hnédy

gondolovy tvar (Obréazek 1.7) (Grabensteiner et al., 2001; Berényi et al., 2006).

Obrazek 1.7 Gondolovy tvar larvy (zdroj:
University of Georgia)
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SBV miize také ovlivnit dospélou vcelu, ale v tomto ptipadé chybi zjevné klinické
pfiznaky onemocnéni. Infikované v€ely vSak mohou mit sniZenou délku zivota. SBV
se vyskytuje nejcastéji na jare, kdy kolonie rostou nejrychleji a je k dispozici velké

mnozstvi vnimavych larev a mladych dospélych vcel (Grabensteiner et al., 2001).
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1.9 V¢eli imunita

1.9.1 Lidské faktory

Nékteré horizontalni virézy lze snadno eliminovat snizenim poctu Varroa destruktor
(Varroa destructor) ve vcelstvu. K Sifeni virdz také napomahd Sifeni infekcnich
pylovych zasob. Je prokazano, ze viry ,,pieziji* v pylu po dobu pil roku pii bézném
skladovani plésta (teploty od -6 do +30 °C) (Ptidal a Svoboda, 2012)

Viry nelze vymytit, v podstaté drtiva vétSina vcel je infekéni na virdzy vyskytujici
se na naSem uzemi. Podle Smrcky (2020) je pro 1écbu viréz vhodné pouziti
schvalenych 1é¢iv pro Ceskou republiku, které pracuji na principu odpafovani kyseliny
mravenéi — piirodni latka, kterd nezanechavd rezidua a ani roztoCi, ani
mikroorganismy se proti ni nedokdzou branit. Kyselina je pouzita v podobé
Formidolu.

Formidol (Obrazek 1.8) je preventivni 1éCivo, které Ize pouzit i bez veterinarniho
predpisu. Je to odparovaci deska s kyselinou mravenci o obsahu: 40 ml 85% kyseliny

mravenci v jedné desce. Formidol 1ze pouzit od jara do podzimu 3 — 4x ro¢n¢ (Ptidal

a Svoboda, 2012)

prouzky do dlu
um  Urbeno pro viely

o dosah
e e ‘Suchié desky spale
ZIRAVINA

Obrazek 1.8 Deska formidolu (zdroj: vceliobchod.cz)

Véely se daji také Slechtit na odolnost vici virim. Existuji vEelstva, kterd zkolabuji
na virézu pii nizkém napadeni Varroa destruktor (kolem 3000 roztoct na vcelstvo),
ovSem jinad vcelstva vydrzi napadeni i mnohatisicové (5 — 12000), bez velkého
propuknuti klinickych p¥iznaki virdz. Slechtitel nasledné vybira ta véelstva, ktera
snesou vyssi tlak bez poskozeni virézou (Schittny et al., 2020). VEelafi ovSem také

Slechti na mirnost a vysokou produkci medu (Titéra, 2017).
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1.9.2 Ptirodni faktory

Vciely se tfadi do skupiny ,,Socidlniho hmyzu“ spole¢né¢ s mravenci a termity.
Tato skupina je idealnim modelem pro studium mechanismi regulujicich
prenos nemoci v socialnich skupindch. Socidlni hmyz poskytuje ideédlni prostiedi
pro pfenos patogentl, protoze Sifeni nemoci v koloniich je siln¢ zavislé na socialnich
interakcich mezi jedinci. I kdyZ jsou v€ely medonosné tercem velkého poctu patogenti,
maji podstatné méné genid spojenych s vrozenou imunitni odpovédi ve srovnani se
»olitérnimi druhy hmyzu“. To naznacuje, ze v¢ely medonosné si mohli vyvinout
alternativni strategii na boj proti patogenim (Evans et al., 2006)

U socidlniho hmyzu se vyvinulo n€kolik behavioralnich adaptaci, které zajist'uji
obranu proti parazitim a patogennim infekcim. Behavioralni adaptace se rozdélili
do tii skupin. Prvni skupina chovani zahrnuje odstranéni infikovanych jedinct nebo
vyhybani se zdroji infekce. V¢ely medonosné snizuji dopad patogennich bakterii, hub
a parazitl prostfednictvim hygienického chovani, kdy délnice identifikuji a odstranuji
infikované larvy ze zdravého plodu. Véely medonosné mohou také vyvolat ,,socialni
horecku®, kdy délnice zvysuji teplotu v plodu, aby zabili larvi patogeny (Richard et al.,
2008).

Druhy projev behavioralnich odpovédi na infekci zahrnuje zménu chovani
infikovaného jedince, aby se snizil pfenos nemoci. Z infikované vcely se stava
Létavka, aby méla mensi kontakt s plody a kralovnou. Ackoli tyto modifikace chovani
mohou snizit Sance a/nebo rychlost parazitického Sifeni v kolonii, mohly by také
odrazet urCitou parazitni manipulaci hostitele (Richard et al., 2008).

Tteti skupina chovani zahrnuje zménu sociadlnich interakci mezi zdravymi
a nemocnymi uly. ZvySeny kontakt mezi zdravymi a infikovanymi jedinci mize mit
za nasledek ,,ockovéani“ zdravého jedince a tim zvySeni jeho imunity i imunity
vcelstva. Snizend pohyblivost infikovaného jedince by mohla snizit Sifeni patogeni
v kolonii (Richard et al., 2008).

Tyto studie naznacuji, Ze v€ely mohou rozliSovat zdravé a nezdravé jedince,
ackoli v mnoha ptipadech je tieba provést studie na urovni kolonii, aby se zjistilo, zda
upravy chovani skute¢n¢ snizuji Sifeni nemoci. Krom¢ toho nejsou znamy
mechanismy, pomoci nichZ by vcely rozliSovaly nemocné a zdravé jedince (Richard

et al., 2008).
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2. Cile prace

1) Izolace RNA ze vzorkll véelstev vyskytujicich se na rizném tizemi Ceské
republiky.

2) Detekce ptitomnosti viru akutni paralyzy vcel (ABPV), pomalé paralyzy vcel
(SBPV) a viru pytlickovitosti plodu (SBV)

3) Shrnuti vyskytu virovych onemocnéni véel v Ceské republice
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3. Metodika

3.1.1 Material

Pro metodickou ¢ast byli k dispozici vzorky zimni generace v¢el, které byly odebrané
v tijnu roku 2019 na uzemi péti velkych ¢eskych mést — Praha, Brno, Plzen, Ostrava a
Ceské Budgjovice. Dale pak na péti zemddélsky intenzivné vyuzivanych oblasti
v okoli téchto mé&st a také pak ve zvlasté chranénych uzemich, které tolik zeméd¢€lsky
dotcené nejsou. Zkazdé z 11 oblasti bylo vybrano 5 vcelafskych lokalit, kde
z 5 ndhodn¢ vybranych 0l byly odebrany vzorky cca 50 vcel. Véely byly okamzité
po odbéru usmrceny podchlazenim v suchém ledu. Dale byly uchovany pfi teploté

- 80 °C.
3.1.2 Piiprava vzorku

Uchované vcely v mrazéku v - 80 °C jsem presunula do polystyrenové misky s nalitym
tekutym dusikem, aby byly vcely stale na mrazu a netaly. Poté jsem je homogenizovala
v tfeci misce pomoci tloucku, které¢ byly predem vychlazeny v mrazaku. (Obrazek

3.1). Musela jsem dbat na tadné rozdrceni mékkych tkani vcel.

Obrazek 3.1 Rozdrceni véel (zdroj: vlastni)

Rozdrcené vcely jsem rychle pfesunula pomoci mikrolzicky do oznacené
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, ve které byl jiz napipetovany roztok TriReagentu
¢iré rizoveé barvy (500 ul). Celou praci jsem provadéla v laminarnim boxu. Nechala
jsem vzorek inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci jsem
do mikrozkumavky ptidala 200 ul chloroformu (bez IAA — kyselina indol-3-octova)
(Obrazek 3.2, 1) a tadné¢ zvortexovala po dobu 15 s, dokud se vzorek
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nezhomogenizoval. (Obrazek 3.2, 2). Pokud by se tak nestalo, véely v mikrozkumavce
vytvoii zabranu mezi reagenciemi a chloroform se s TriReagentem nesmicha. A ani
po centrifugaci by nenastala v mikrozkumavce zadna zmeéna.

Po tfiminutové inkubaci pifi pokojové teploté jsem dala vzorky centrifugovat
pti 14000 rpm na 15 min, pfi teploté 4 °C. Nésledné jsem odd¢lila supernatant (Cira
tekutina) od sedimentu (riizova tekutina a rozdrcené vcely) (Obrazek 3.2, 3).

V dalsi fazi izolace jsem k supernatantu ptidala 500 ul isopropanolu a opatrné
jsem je spolu promichala pomalym pfevracenim ze strany na stranu, abych nerozbila
fetézce RNA. Poté jsem vzorek inkubovala 10 minut pti pokojové teploté a dala jsem
ho centrifugovat pti 14 000 rpm na 10 minut pii 4 °C. Opét jsem odd¢lila supernatant
od sedimentu (vysrazend RNA). V tomto pfipadé¢ m¢ zajimal sediment, a proto jsem
supernatant opatrné odpipetovala do odpadu.

Do mikrozkumavky k sedimentu jsem napipetovala 1 000 ul 75 % ethanolu,
aby se RNA shlukla a tim se separovala z roztoku. Poté jsem dala vzorek opét
zcentrifugovat pii 14000 rpm na 5 minut pii 4 °C a supernatant jsem
z mikrozkumavky odstranila. Pelet jsem dala na 30 minut ususit na pracovni plochu.
Nakonec jsem pelet dala rozpustit na 10 minut ve 100 ul DEPC vody pfi 60 °C,
pricemz jsem v prubéhu vzorek vortexovala. Rozpustény vzorek jsem dala na led, aby

izolovand RNA nedegradovala.
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o

1 2

Obrazek 3.2 Izolace (zdroj: vlastni)




3.1.3 Méreni koncentrace RNA

K méfeni koncentrace vyizolované RNA jsem pouzila ,spektrofotometr
pro biologické védy* BioSpec-nano.

Tento spektrofotometr je vhodny pro méfeni koncentrace vzorkid nukleovych
kyselin. Kvantifikace DNA a RNA Ize rychle a jednoduse provést s velmi malo
objemnymi vzorky vrozmezi od 1 ul. Propustnost analyzy je vylepSena diky
specializovanym funkcim, jako je automatické cteni vzorkti, nasledné vycisténi plochy
a snadno pouZitelny operaéni software spektrofotometru. (Shimadzu, 2020)

Po zapnuti a automatickém nastaveni pfistroje, jsem napipetovala 1 ul DEPC
vody na méfici tercik a zmétila BLANK. Poté jsem napipetovala 1 ul vyizolovaného
RNA vzorku na méfici terCik. V pocitaCovém programu jsem vzorek nadepsala
ptfisluSnym ndzvem a zvolila tlacitko ,,Meassure”. Na obrazovce se poté objevila
naméiend hodnota a graf. Biotech-nano si nasledné¢ sdm tercik vycistil. Vzorek jsme
pak vratili do ledu a dali uchovat do -80 °C. Idealni namétena hodnota byla nad 100

ng/ul.

3.1.4 Prepis RNA do cDNA

Reverzni transkripci provadime z diivodu, Ze RNA nelze amplifikovat pomoci 7Tag
polymerazy v bézné PCR reakci. Protoze v momentalni dobé nebyla nalezena RNA
termostabilni polymeraza, ktera by se dala pouzit v PCR reakci. Proto je nutné RNA
prepsat do formy cDNA. V této ¢asti prace se snazime mit co nejcastéji RNA na ledu.

Vzorky RNA jsem pifesunula zmrazédku (-80 °C) na led. Jako prvni jsem
potfebovala ptecistit RNA. K tomu jsem pouzila komeréné dostupny kit na precisténi.
Do nové oznacené mikrozkumavky jsem napipetovala reagencie:

- 2ul objemu ,,10x DNAse buffer

- 1 ulrDNAse

- 20 ul vzorku vyizolované¢ RNA
Reagencie jsem promichala pomoci vortexu a dala inkubovat na 20 minut pti 37 °C.
Poté jsem do smési pfidala 2 ul objemu DNAse inactivation reagentu a nechala stat
2 minuty pii pokojové teploté. Mikrozkumavku se vzorkem jsem dala do centrifugy,
ktera byla nastavena na 10 000 rpm na 90 s. Poté jsem odd¢lila supernatant (pfecisténa

RNA) od sedimentu (necistoty) a pienesla ho do nové ozna¢ené mikrozkumavky.
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Po precisténi RNA jsem mohla piejit k vlastni syntéze cDNA, ke které jsem pouzila
komer¢né dostupny kit. Celou syntézu jsem pracovala na ledu. Jako prvni se museli
navazat primery na RNA. Do ¢isté¢ mikrozkumavky jsem napipetovala:

- 1 ul Nuklease free H2O

- 1 ul Oligo (dT) 15 primer

- 3 ul pfecisténé RNA
Tuto smés jsem dala inkubovat na 5 minut pfi 70 °C. Mezitim jsem si v jiné
mikrozkumavce pfipravila Master mix pro reverzni transkripci o celkovém objemu
15 ul:

- 6,6 ul Nuclease free H>O

- luldNTP

- 1 ul RxN Buffer

- 2,4 ul MgCh

- 1 ul RT enzym — V teple je nestabilni, proto jsem ho musela pfidat az nakonec
Celé¢ mnozstvi namichaného Master mixu jsem piepipetovala k RNA s primerem a
nechala inkubovat 5 minut pfi 25 °C a poté 60 minut pii 42 °C. Nakonec jsem vzorek

nafedila stejnym mnozstvim, tedy 20 ul, PCR vodou.

3.1.5 PCR (Polymerazova retézova reakce)

K této praci jsem pouzila end-point PCR, kdy vysledek vidime az po skonceni reakce,
oproti napt. Real-time PCR, pii které vysledky miizeme pozorovat v prubéhu reakce.

Polymerazova fetézova reakce vyuziva podobného principu jako pii replikaci
v buiice. Aby doslo k syntéze DNA vyuziva se termostabilni DNA polymerazy, kterd
nasedd na templatovy tsek DNA s jiz nasedlym primerem. Polymeraza tak startuje
od primeru (nami navrhnuty kratky oligonukleotid) a pomoci volnych nukleotidt
sestavuje druhé vldkno podle komplementarity bazi. Tim ve vysledku vzniknou dvé
komplementarni vlakna.

Pii reakci se vyuzivaji 3 reakéni faze. Pomoci denaturace je dvoutetézcové vlakno
separovano na dvé jednofetézcova vldkna a reakce miize déale probihat na stejném
principu. Pfi nasledné fazi annealingu nasedd primer na jednofetézcové vlakno.
A nakonec nasleduje faze elongace, pii které DNA polymeraza dosyntetizuje usek
DNA (Obrazek 3.3).

35



3 5
¥
5 3
——_———5
5
3 5
¥
3 5
5 3
5 3
3 5

Obrazek 3.3 Schéma PCR reakce (zdroj: vlastni)

Tyto kroky se cyklicky opakuji obvykle 35x a nasledné vznika vice nez 1 miliarda
molekul DNA.

Pro tuto praci jsem pouzila Termocycler T 3000 od spole¢nosti Biometra
(Obrazek 3.4). Tento termocycler ma k dispozici 3 bloky, které se daji nastavit
na rtizné programy. Programovani je jednoduché a usnadiuje ho vysoce jasny graficky
LCD displej. Celkova kapacita je 1500 programovacich krokl, coz odpovida
250 primérnym programim. Termocycler ma teplotni rozsah od -3 °C az 99,9 °C.

(Biocomare, 2007).

Obrazek 3.4 Termocycler T3000
(zdroj: vlastni)
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3.1.6 Priprava primeru

Jako prvni jsem si pfipravila primery. Primery piiSly od vyrobce (Macrogen)
v lyofilizovaném stavu, a proto jsem je musela nejdiive nafedit, a to na koncentraci
100 pmol/ul. Mnozstvi sterilni vody, které jsem musela ptidat k primeru, bylo napsané
na zkumavce (mnozstvi vody je specifické pro mnozstvi zaslaného primeru).
Po pfidani vody jsem primer dala zahtat na 37 °C. Dale jsem primer dostatecné
zvortexovat a stocila. Tim vznikl zasobni roztok primeru, ktery jsem musela znovu
nafedit v poméru 1:10. Do nové mikrozkumavky jsem napipetovala 10 ul primeru a
90 ul sterilni vody. Pfi fedéni jsem pouzivala Spicky s filtrem, aby nedoslo k zddné
kontaminaci.

V mé praci byly pouzity primery ABPV a SBV navrzené podle Tencheva et al.
(2004). Pro SBPV jsem pouzila primery navrzené dle Miranda et al. (2010). Pouzité

primery jsou znazornény v tabulce (Tabulka 3.1).

Tabulka 3.1 Pouzité primery (zdroj: Tentcheva et al. 2004; Miranda et al. 2010

Velikost
Vir Sekvence primeru (5'-3") produktu |Publikovano
(bp)
TGAGAACACCTGTAATGTGG (F) Tencheva ot
ABPV 452 o0
ACCAGAGGGTTGACTGTGTG (R) al. (2004)
GCGCTTTAGTTCAATTGCC (F) Miranda et
SBPV 226 L 5010
ATTATAGGACGTGAAAATATAC al. (2010)
GGATGAAAGGAAATTACCAG (F) Tencheva et
SBV 426 oo
CCACTAGGTGATCCACACT (R) al. (2004)
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3.1.7 Vlastni PCR

Nejdiive jsem si nastavila programy pro detekci jednotlivych vira (Tabulka 3.2;

Tabulka 3.3; Tabulka 3.4).

Tabulka 3.2 PCR ABPV

ABPV
Faze Teplota Cas
1. Denaturace 95 °C S min
Denaturace 95 °C 45 s
Annealing 48 °C 30s
Ellongace 72 °C 1 min
Cykly 35x
Zavérecna ellongace 72 °C 10 min
Zaver 4 °C co
Tabulka 3.3 PCR SBPV
SBPV
Faze Teplota Cas
1. Denaturace 95 °C S min
Denaturace 95 °C 45 s
Annealing 60 °C 30s
Ellongace 72 °C 1 min
Cykly 35x
Zavérecnd ellongace 72 °C 10 min
Zaver 4 °C co
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Tabulka 3.4 PCR SBV

SBV

Faze Teplota Cas
1. Denaturace 95 °C S min
Denaturace 95 °C 45 s
Annealing 48 °C 30s
Ellongace 72 °C 1 min
Cykly 35x
Zavérecnda ellongace 72 °C 10 min
Zaver 4 °C co

Ptipravila jsem si vychlazeny stojanek, polystyrenovou misku s ledem a popsané
mikrozkumavky (stripy) o objemu 0,1 ml. Z mrazdku jsem vyndala roztoky pro PCR
a ptepsané vzorky do cDNA, které jsem nasledné rozmrazila, zvortexovala a stocCila
v mikrocentrifuze. Poté jsem je dala zpatky na led.

Do mikrozkumavek jsem napipetovala:

- 1ul cDNA

- 5ul Master mixu

- 2ul PCR H20

- 1 ul Primeru Forward

- 1 ul Primeru Revers
Tim jsem piipravila reakéni smés o objemu 10 ul. Pro PCR reakci jsem také pfipravila
negativni kontrolu, abych zjistila, jestli se primer nevaze nespecificky. Do stripu jsem
napipetovala vSe dle ndvodu, krom¢ DNA. Vzorky jsem fadné¢ promichala, stocila
a dala zpatky na led. Mezitim jsem zapnula PCR reakci, aby se nahtal blocek na stripy.
Kdyz byl blo¢ek dostate¢né nahtaty, zmackla jsem tlacitko ,,pause* a umistila vzorky
do termocycleru. Pak jsem zmackla tlacitko ,,pokracovat™ a PCR pokracovala podle

nastaveného programu.
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3.1.8 Optimalizace reakce

KdyZz mi reakce PCR nevysla podle doporucenych teplot (vznik nespecifickych
fragmentil), pouZila jsem metodu PCR gradient. Pomoci této metody se optimalizuje
vhodna teplota annealingu pro primer v jedné reakci.

Pfi této reakci jsem pouzila jeden vzorek, ktery jsem namichala
do 12 mikrozkumavek ve stejném mnozstvi. A ve stejném slozeni jako pii predeslé
PCR. Protoze jsem provadé¢la gardient pro ABPV, ktery mél teplotu annealingu 48
°C, nastavila jsem teplotu gradientu od 48,0 °C do 55,6 °C (Tabulka 3.5). A provedla
PCR.

Tabulka 3.5 Nastavené teploty gradientu (zdroj: vlastni)

Teplota (°C)
48,0 48,7| 49,4| 50,1| 50,8| 51,5 52,2 52,9| 53,6| 54,3|55,0| 55,6

PCR produkty jsem umistila na 1,5 % agardzovy gel. U vysledné elektroforézy
(Obrazek 3.5) se neobjevily Zzadné nespecifické prouzky, a proto jsem pouZila

prostfedni hodnotu navrhované teploty 52,0 °C.

Obrazek 3.5 Elektroforéza - Gradient
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3.1.9 Elektroforéza

Separacni metoda zaloZena na rozdilné pohyblivosti slozek vzorku v elektrickém poli.
Vzorek se separuje do gelu na zakladé jeho molekularni hmotnosti.

Jako prvni jsem si nafedila Lader (Zebiik). Do mikrozkumavky jsem z komeréné
dostupného kitu napipetovala 1 ul Ladderu, 2 ul barvy a 10 ul vody.

Navazila jsem si 1,5 g agardzy a kvantitativné prevedla do banky spolu se 110 ml
pufru, abych ziskala 1,5 % agar6zovy gel. Roztok jsem zahtivala v mikrovinné troubg,
dokud se agardza plné nerozpustila a roztok se nestal ¢irym. Zahtaty gel jsem schladila
pod tekouci vodou na cca 70 °C a ptidala do néj 8 ul ethydium bromidu, diky kterému
se zviditelni vzorek na gelu pod UV lampou. (pracovala jsem v rukavicich
a s peclivosti, protoze ethydium bromid je vysoce karcinogenni latka). Tekuty gel jsem
vylila do formy na gel s bo¢nim tésnénim, aby tekutina nevytekla a s hfebinkem pro
vytvoreni uréitych jamek pro umisténi vzorku (Obrazek 3.6, 1). Po 10 minutach byl
gel jiz dostateéné ztuhly, aby se zné¢j dalo sundat tésnéni. Gel jsem piemistila
do elektroforetické vany s nalitym TBE pufrem a podle potieby ho doplnila.

Ladder jsem napipetovala na prvni misto v gelu a na druhé misto jsem umistila
negativni kontrolu. PCR produkt, ktery uz je smichany s kontrastni latkou (z Master
Mixu), jsem po 5 ul napipetovala do vzniklych jamek v gelu od tietiho mista.
Elektroforetickou vanu jsem zaviela vikem a napojila elektrody do zdroje (Obrazek
3.6, 2). Zdroj jsem nastavila nejprve na 120 V na prvnich 10 minut a poté sniZila

na 90 V na délku zbylych 40 minut.

Obrazek 3.6 Elektroforéza (zdroj: vlastni)
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Hotovy gel jsem pfesunula na UV lampu do transluminatoru a oteviela obraz
v pocitacovém programu piislusného zatizeni. Gel jsem vyfotografovala a upravila

V programu.

3.1.10 Vyrezavani z gelu

Do transluminatoru jsem vloZila gel a vyfotila jsem si ho. Vypnula UV svétlo.
V programu jsem z fotografie zjistila vznik/umisténi prouzku, ktery nasledné poslu
na sekvenovani. Oteviela jsem dvifka translumindtoru a vysunula stolek s gelem.
Pted pfistroj jsem si postavila plexisklovy §tit, abych zabranila kontaktu o¢i s UV
svétlem.

Rozsvitila jsem si UV svétlo (vypnutim pojistky v hornim pravym rohu), a tim
jsem si zviditelnila prouzky. Pouzila jsem ocistény skalpel a vyfizla prouzek s co
nejméné zbyteCnym gelem okolo. Mezi kazdym vzorkem jsem pomticky ocistila, aby
se vzorek nekontaminoval. Vyfiznuty gel jsem presunula pomoci ocisténé pinzety
do ptfipravené mikrozkumavky (Obrazek 3.7).

Pracovat jsem musela rychle, aby UV svétlo nevysvitilo ethydium bromid. Pak by

prouzek nebyl dale vidét.

Obrazek 3.7 Vyriznuty gel v mikrozkumavce
(zdroj: vlastni)
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3.1.11 DNA extrakce z agardézového gelu

Abych mohla pokracovat s DNA, ktera byla obsazena v gelu, musela jsem gel prevést
do tekutého stavu pomoci kitu ,,NuckleoSpin Gel and PCR Clean-up*.

Pted vlastnim rozpousténim gelu jsem nejdiive nechala nahtat inkubétor na 50 °C.
Do stejné mikrozkumavky s vyfiznutym gelem jsem napipetovala 200 ul roztoku
NTL. Vzorek jsem zvortexovala a umistila do nahtatého blocku na 5-10 minut. Béhem
inkubace jsem vzorek prubézné promichavala, aby se gel snadnéji rozpustil.

Ptipravila jsem si kolonku, do které jsem nasledné ptfevedla vzorek (minimélné
700 ul). Kolonku jsem dala zcentrifugovat pti 11 000 rpm na 30 s pii pokojové teplote,
DNA se zachytila na kolonku a sediment ve spodni €asti jsem vylila. Déale jsem
na kolonku napipetovala 700 ul roztoku Buffer NT3. Opét jsem dala vzorek
centrifugovat pii 11 000 rpm na 30 s pifi pokojové teploté. Spodni ¢ast jsem vylila
a tento krok jsem znovu opakovala.

Pii poslednim kroku jsem kolonku pfesunula do nové ozna¢ené mikrozkumavky,
ve které budu DNA dale uchovavat. Pozorné jsem napipetovala 20 ul roztoku Buffer
NE na bily ter¢ik na kolonce. Mikrozkumavku s kolonkou jsem dala centrifugovat
na 1 minutu pfi pokojové teploté na maximalni vykon.

V mikrozkumavce mi ztstalo 20 ul DNA a kolonku jsem vyhodila.

¥ wew

3.1.12 Precisténi PCR produktu pomoci Exosapu

Nejdiive jsem provedla PCR reakci ndsledovanou piecisténim produktu pomoci
Exosapu. Exosap je enzym, ktery se musi uchovavat v mrazu, aby nedegradoval. Proto
jsem ho ptfed pouzitim dala do vychlazené¢ho stojanku a po pouziti hned zpatky
do mrazéku.

Jako prvni jsem si nechala nahtat inkubétory na 37 °C a na 80 °C. K rozpusténému
gelu (PCR produkt) v mikrozkumavce jsem napipetovala 2 ul Exosapu a zvortexovala.
Ziskala jsem vzorek o objemu 20 ul. Poté jsem vzorek dala inkubovat na:

- 15 minut pti 37 °C
- 15 minut pfi 80 °C

Po inkubaci jsem k vzorku ptidala 5 ul Forward primeru.
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3.1.13 Sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani vyuziva proces replikace DNA jako pii PCR. Typické
provedeni metody se provadi tak, Ze k jednotfetézcové DNA nasedd 15-25 bp dlouhy
primer, ktery je komplementarni k fet€ézci DNA. Od navazaného primeru probiha
syntéza DNA pomoci DNA polymerazy. Syntéza probihda za pfitomnosti
deoxynukletidi (ANTP - dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a jednoho z dideoxynukleotidu
(ddNTP - ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), ktery je zastoupen v poméru
1:100 deoxynukleotidiim.

Diive se provadéla metoda v jednotlivych zkumavkéach (zkumavka pro jeden
ddNTP). V dnesni dob¢ se Sangerova metoda jiz provadi v kapilarnim sekvenatoru.
Sekvenovani se provadi z velké casti ve specializovanych pracovistich. Jednotlivé
fragmenty DNA jsou pfedptipravené v PCR, tedy jsou amplifikované. Pti jednom
béhu sekvenatoru jsme schopni ziskat maximaln¢€ 96 sekvenci o délce cca 700 bp a
tedy maximalni vytézek z jednoho b&hu sekvenatoru je cca 67 bp. Chybovost metody
se pohybuje kolem 1,5 % (Klasické metody sekvenovani, 2019).

Vzorky ziskané z PCR, které jsem vyftizla z gelu, jsem nasledné rozpustila pomoci
komer¢né dostupnému kitu. Rozpusténé vzorky jsem precistila Exosapem za ptisobeni
dvou riznych teplot. Poté jsem ptidala ke vzorktim 5 ul ptislusného Forward primeru.
Ziskala jsem vysledny objem vzorku 25 ul. Vytvofila jsem objednavku
do specializované firmy SEQme (vzorek jsem namichala dle instrukci firmy).
Mikrozkumavky jsem fadné oznacila a odnesla do sbérné schranky, umisténé
na ptirodovédecké fakulté.

Vysledky jsem dostala za 2 dny v elektronické podobé ve tfech forméach ulozeni
(FASTA, .phd, .seq). Soubor FASTA jsem vyhodnotila v pocitacovém programu
BioEdit. Poté jsem prectené baze zkopirovala a vlozila do webového nastroje BLAST

(Madden et al., 1996) od internetové domény https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (NCBI

Resouce Coordinators, 2018). V programu jsem zjistila, zda jsem hledany vir opravdu
detekovala a s jakou procentudlni ptesnosti odpovidd stejnym/podobnym viriim

ulozenym v databézi.
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4. Vysledky

V ramci vyzkumu vcelich onemocnéni, byly ziskany vzorky zimni generace vcel,
odebrané v fijnu roku 2019 na uzemi péti velkych ¢eskych mést — Praha, Brno, Plzen,
Ostrava a Ceské Budgjovice. Z kazdé z 11 oblasti bylo vybrano 5 véelaiskych lokalit,
kde z 5 ndhodn¢ vybranych ult byly odebrany vzorky cca 50 vcel.

Nasledné bylo izolovano 206 vzorkl véel z 50 stanovist’ a zméfena koncentrace
vyizolované RNA (Tabulka 4.1). Déle pak byla RNA piepsana do cDNA, na ni byla

provedena PCR a pozitivni vzorky byly nasledn¢ zaslany na sekvenovani.
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Tabulka 4.1 Naméiena koncentrace RNA

Cislo . Naméiena Cislo . Naméiena
vzorku Stanovisté Koncentrace vzorku Stanovi§té Koncentrace
(ng/ul) (ng/ul)
Ceské Budéjovice centrum 26 NS 304,41
1 HU 163,95 27 BY 463,14
2 ST 121,46 28 SP 479,11
3 PL 196,30 Plzeri centrum
4 VR 137,11 29 BP 624,24
5 BM 648,05 Plzen venkov
6 CHB 128,45 30 TR 194,94
Ceské Budéjovice venkov 31 SN 104,46
7 DO 241,53 32 HN 140,41
8 MA 261,25 33 MAN 362,78
9 1B 151,73 34 SM 248,76
10 MAL 235,67 Ostrava centrum
Sumava 35 ZOB 535,70
11 AR 289,58 36 BO 343,10
12 PO 380,23 37 OL 276,46
13 VN 262,69 38 OM 1048,23
14 GB 570,02 39 oS 193,90
15 KV 446,67 Ostrava venkov
16 DE 312,23 40 RV 340,76
Praha centrum 41 HJ 171,79
17 PS 531,57 42 BU 328,97
18 PSS 293,72 43 VF 381,00
19 PF 453,52 44 HA 96,01
20 PHI 545,44 45 HSP 357,77
21 PZM 695,72 Brno centrum
22 PZK 493,85 46 BC 593,96
Praha venkov 47 MH 456,30
23 uJ 1017,45 48 MH2 376,45
24 BK 652,50 49 BB 160,23
25 BO 364,28 50 BM 648,05
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4.1 ABPV
Po piepsani RNA do cDNA byla provedena PCR reakce. Byla pouzita teplota

annealingu 52, 0 °C.

L NK1 2 3 4. 5 Sl St 1 vl

]

L NK 15 1617 16T 159 20 S 2t e 52027 28

Obrizek 4.1 Elektroforeogram PCR vySetfeni vzorki ¢. 1 — 28 na pfitomnost viru ABPV:
L — Ladder (100bp), NK — Negativni kontrola, 1- vzorek ¢.1 (HU), 2 - vzorek &. 2 (ST), 3 -
vzorek ¢. 3 (PL), 4- vzorek ¢.4 (VR), 5 - vzorek €. 5 (BM), 6 — vzorek ¢. 6 (CHB), 7- vzorek
¢.7 (DO), 8 - vzorek ¢. 8 (MA), 9 — vzorek €. 9 (IB), 10- vzorek ¢.10 (MAL), 11 — vzorek ¢.
11 (AR), 12 - vzorek €. 12 (PO), 13 — vzorek €. 13 (VN), 14- vzorek ¢.14 (GB), 15 - vzorek
¢. 15 (KV), 16 — vzorek ¢. 16 (DE), 17- vzorek ¢&. 17 (PS), 18 - vzorek ¢. 18 (PSS), 19 —
vzorek €. 19 (PF), 20- vzorek ¢.20 (PHI), 21 - vzorek ¢. 21 (PZM), 22 — vzorek ¢. 22 (PZK),
23- vzorek ¢.23 (UJ), 24 - vzorek ¢. 24 (BK), 25 — vzorek ¢. 25 (BO), 26- vzorek ¢.26 (NS),
27 - vzorek ¢. 27 (BY), 28 — vzorek ¢. 28 (SP)

Na obrazku Obrazek 4.1 je zobrazen vysledek PCR detekce viru ABPV u vzorki
¢. 1-28. Z obrazku vyplyva, ze pozitivni vysledek vysel u vzorku €. 3, 8, 10, 13, 14,
16,21, 23,24,27 a 28. Vzorky ¢. 1,2,4,5,6,7,9, 11,12, 15,17, 18, 19, 20,22,25a

26 vysly s negativnim vysledkem.
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L 29303132 33 34 353637 38 39404142 NK

L NK 43 44 45 46 47 48 49 50

Obrazek 4.2 Elektroforeogram PCR vySetfeni vzorki €. 29 — 50 na piitomnost viru
ABPV:L — Ladder (100bp), NK — Negativni kontrola, 29- vzorek ¢. 29 (BP), 30 - vzorek ¢.
30 (TR), 31 — vzorek &. 31 (SN), 32- vzorek &.32 (HN), 33 - vzorek &. 33 (MAN), 34 — vzorek
¢. 34 (SM), 35- vzorek ¢.35 (ZOB), 36 - vzorek ¢. 36 (BO), 37 — vzorek €. 37 (OL), 38-
vzorek ¢.38 (0S), 39 - vzorek ¢. 39 (RV), 40 — vzorek ¢. 41 (HJ), 42- vzorek ¢.42 (BU), 43 -
vzorek ¢. 43 (VF), 44 — vzorek ¢. 44 (HA), 45- vzorek ¢.45 (HSP), 46 - vzorek ¢. 46 (BC),
47 — vzorek ¢. 47 (MH), 48- vzorek ¢.48 (MH2), 49 - vzorek ¢. 49 (BB), 50 — vzorek ¢&. 50
(BM)

Z vysledného PCR viru ABPV, u vzork 29-50 (Obrazek 4.2), bylo detekovano
9 pozitivnich vzorkt a to vzorky ¢. 29, 35, 36, 38, 39, 41, 43, 48 a 49. Vzorky ¢. 30,
31, 32,33, 34,37,40,42, 44, 45, 46, 47, 50 vysly s negativnim vysledkem.

Celkem bylo nalezeno 20 pozitivnich ABPV vzorku. Vzorek €. 41 byl vybran
k naslednému sekvenovani. Jeho prouzek byl vyfiznut z gelu, rozpustén a piecistén

pomoci Exosapu. Poté byl k vzorku pfidan Forward primer viru ABPV a byl zaslan
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na sekvenovani do firmy SEQme. Vyslednd sekvence byla zkontrolovana

v pocitacovém programu BioEdit (Obrazek 4.3).

on RNA Windov Help
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Obrazek 4.3 Vysledna sekvence ABPV vz. ¢. 41

Sekvenci vzorku jsem nasledné vlozila do webového nastroje BLAST, abych zjistila,
zda jsou pouzité primery specifické (Obrazek 4.40brazek 4.4). Sekvence vykazovala
témet 100 % shodu se sekvencemi viru ABPV v databazi NCBI.

Max  Total Acc

Description Scientific Name
- - Score  Scorg Len
v v -
Acute bee paralysis virus isolate 277/2017 nonstructural protein gene, partial cds Acute bee paraly... 481 481 408
Acute bee paralysis virus isolate 247/2016 nonstructural protein gene, partial cds Acute bee paraly... 481 481 408
Acute bee paralysis virus isolate 246/2016 nonstructural protein gene, partial cds Acute bee paraly... 481 431 of 408

Obrazek 4.4 Analyza sekvence vzorku ¢. 41 pomoci webového nastroje BLAST
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4.2 SBPV

Po izolaci byla pfevedena RNA do ¢cDNA, aby mohla probéhnout detekce pomoci
PCR. V ramci doporuc¢enych hodnot annealingu, byla pouZita teplota 60 °C (Obrazek
4.5). Vsechny vzorky byly negativni.

LNK1 234 56 78 91011121314 L NK 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 3940 4142

L NK 151617 18 19 202122 23 24 25 26 27 28 L NK 43 44 45 46 47 48 49 50

Obrazek 4.5 Elektroforeogram PCR vySetieni vzorki ¢. 1 — 28 a 29 — 50 na piitomnost viru SBPV: L — Ladder (100bp),
NK — Negativni kontrola, 1- vzorek ¢.1 (HU), 2 - vzorek &. 2 (ST), 3 — vzorek ¢. 3 (PL), 4- vzorek ¢.4 (VR), 5 - vzorek ¢.
5 (BM), 6 — vzorek ¢. 6 (CHB), 7- vzorek ¢.7 (DO), 8 - vzorek ¢. 8 (MA), 9 — vzorek ¢. 9 (IB), 10- vzorek ¢.10 (MAL), 11
—vzorek €. 11 (AR) 12 - vzorek ¢&. 12 (PO), 13 — vzorek ¢&. 13 (VN), 14- vzorek ¢.14 (GB), 15 - vzorek ¢&. 15 (KV), 16 —
vzorek ¢. 16 (DE), 17- vzorek ¢. 17 (PS), 18 - vzorek ¢&. 18 (PSS), 19 — vzorek ¢. 19 (PF), 20- vzorek ¢. 20 (PHI), 21 -
vzorek ¢. 21 (PZM), 22 — vzorek ¢. 22 (PZK), 23- vzorek ¢.23 (UJ), 24 - vzorek ¢. 24 (BK), 25 — vzorek ¢. 25 (BO), 26-
vzorek £.26 (NS), 27 - vzorek &. 27 (BY), 28 — vzorek &. 28 (SP), 29- vzorek &.29 (BP), 30 - vzorek &. 30 (TR), 31 — vzorek
& 31 (SN), 32- vzorek &.32 (HN), 33 - vzorek & 33 (MAN), 34 — vzorek &. 34 (SM), 35- vzorek &.35 (ZOB), 36 - vzorek &.
36 (BO), 37 — vzorek ¢. 37 (OL), 38- vzorek ¢.38 (OS), 39 - vzorek ¢. 39 (RV), 40 — vzorek ¢. 41 (HJ), 42- vzorek ¢.42
(BU), 43 - vzorek ¢. 43 (VF), 44 — vzorek ¢. 44 (HA), 45- vzorek ¢.45 (HSP), 46 - vzorek ¢. 46 (BC), 47 — vzorek ¢. 47
(MH), 48- vzorek ¢.48 (MH2), 49 - vzorek ¢. 49 (BB), 50 — vzorek ¢. 50 (BM)
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4.3 SBV
Vyizolovand RNA byla pfepsana do cDNA a nésledné bylo provedeno PCR

s doporucenou vhodnou teplotou annealingu 48 °C.

LNK123 45 6,78 91011121314

EE ]

L NK151617 18 19 20212223 242526 2728

Obrazek 4.6 Elektroforeogram PCR vySeti‘eni vzorkii ¢. 1 — 28 na pFitomnost viru
SBV:L — Ladder (100bp), NK — Negativni kontrola, 1- vzorek ¢.1 (HU), 2 - vzorek ¢. 2
(ST), 3 — vzorek ¢. 3 (PL), 4- vzorek ¢.4 (VR), 5 - vzorek ¢. 5 (BM), 6 — vzorek ¢. 6 (CHB),
7- vzorek ¢.7 (DO), 8 - vzorek ¢. 8 (MA), 9 — vzorek ¢. 9 (IB), 10- vzorek ¢.10 (MAL), 11 —
vzorek ¢. 11 (AR) 12 - vzorek ¢. 12 (PO), 13 — vzorek ¢. 13 (VN), 14- vzorek ¢.14 (GB), 15
- vzorek ¢. 15 (KV), 16 — vzorek ¢&. 16 (DE), 17- vzorek ¢&. 17 (PS), 18 - vzorek ¢. 18 (PSS),
19 — vzorek ¢&. 19 (PF), 20- vzorek ¢. 20 (PHI), 21 - vzorek €. 21 (PZM), 22 — vzorek ¢. 22
(PZK), 23- vzorek ¢.23 (UJ), 24 - vzorek ¢. 24 (BK), 25 — vzorek ¢&. 25 (BO), 26- vzorek ¢.26
(NS), 27 - vzorek &. 27 (BY), 28 — vzorek &. 28 (SP)

Na obrazku Obrazek 4.6 je zobrazen vysledek PCR detekce viru ABPV u vzorki
¢. 1-28. Z obrazku vyplyva, Ze pozitivni vysledek vySel u vzorka €. 9, 11, 24 a 27.
Vzorky¢. 1,2,3,4,5,6,7,8,10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26
a 28 vysly s negativnim vysledkem.
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L NK29303132 3334353637 3839404142

L NK 43 44 45 46 47 48 49 50

Obrazek 4.7 Elektroforeogram PCR vysetfeni vzorki ¢. 29 — 50 na piitomnost viru
SBV:L - Ladder (100bp), NK — Negativni kontrola, 29- vzorek ¢. 29 (BP), 30 - vzorek ¢.
30 (TR), 31 — vzorek & 31 (SN), 32- vzorek &32 (HN), 33 - vzorek & 33 (MAN), 34 — vzorek
¢. 34 (SM), 35- vzorek ¢.35 (ZOB), 36 - vzorek ¢&. 36 (BO), 37 — vzorek &. 37 (OL), 38-
vzorek ¢.38 (OS), 39 - vzorek ¢&. 39 (RV), 40 — vzorek ¢. 41 (HJ), 42- vzorek ¢.42 (BU), 43 -
vzorek ¢. 43 (VF), 44 — vzorek ¢. 44 (HA), 45- vzorek ¢.45 (HSP), 46 - vzorek ¢. 46 (BC),
47 — vzorek ¢. 47 (MH), 48- vzorek ¢.48 (MH2), 49 - vzorek ¢. 49 (BB), 50 — vzorek ¢. 50
(BM)

Z vysledného PCR viru SBV, u vzorkii 29-50 (Obrazek 4.7), byly detekovany
2 pozitivni vzorky ¢. 38 a 39. Vzorky ¢. 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 40, 41, 42, 43,
44,45, 46, 47, 48 a 50 byly negativni.

Celkem bylo nalezeno Sest pozitivnich SBV vzorkl. Nasledn¢ byly vybrany 2
vzorky €. 24 a 29. Jejich prouzky byly vyfiznuty z gelu, rozpustény a preciStény
pomoci Exosapu. Poté k nim bylo pfiddno Forward primer viru SBV a byly zaslany

na sekvenovani do firmy SEQme. Vysledné sekvence byly zkontrolovany
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v poc¢itaCovém programu BioEdit (Obrazek 4.9; Obrazek 4.10) a zkontrolovana

v internetovém programu BLAST (Obrézek 4.8; Obrazek 4.11).
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Obrazek 4.9 Vysledna sekvence vzorku ¢. 24

Description

Scientific Name
v

-

Sacbrood virus isolate 3062 nonstructural protein gene, partial cds Sacbrood virus

Sacbrood virus isolate SBY_MR, complete genome

Sacbrood virus
Sacbrood virus isolate MD2, complete genome

Sacbrood virus

Obrazek 4.8 Analyza sekvence vzorku €. 24 pomoci webového nastroje BLAST

V BLASTU bylo potvrzeno osekvenovani viru ve vzorku ¢. 24. Byly zjiStény

procentudlni hodnoty Query Cover a Percent Identity, které vykazovaly témét 100 %
shodu se sekvencemi viru SBV v NCBI.

¥
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Obrazek 4.10 Vyslednzi sekvence vzorku ¢. 29

M Total . § Acc.

Description Scientific Name R | W) ATy ce

v st Score | Scorg Len

b4 v v

Sacbrood virus isolate 3062 nonstructural protein gene, partial cds Sacbrooed virus 418 418 356
Sacbrood virus isolate SBY_MR, complete genome Sacbrood virus 411 41 8830
Sacbrood virus isolate MD2, complete genome Sacbrood virus 407 407 8861

Obrazek 4.11 Analyza sekvence vzorku ¢. 29 pomoci webového nastroje BLAST

U vzorku €. 29 byla potvrzena detekce viru SBV. Sekvence vykazovala témét 100 %
shodu se sekvencemi viru SBV v databazi NCBI. (Obrazek 4.11 Obrazek 4.11).
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Tabulka 4.2 Shrnuti vysledki Tabulka 1

Stanovisté VIR

Ceské Budéjovice centrum ABPV SBPV SBV
1 HU Neg. Neg. Neg.
2 ST Neg Neg. Neg.
3 PL Pozit Neg Neg.
4 VR Neg Neg Neg
5 BM Neg. Neg. Neg.
6 CHB Neg Neg. Neg.
X Ceské Budéjovice venkov X X X
7 DO Neg Neg Neg.
8 MA Pozit Neg. Neg.
9 IB Neg. Neg. Pozit
10 MAL Pozit Neg. Neg.
X Sumava X X X
11 AR Neg. Neg. Pozit
12 PO Neg. Neg. Neg.
13 VN Pozit Neg. Neg.
14 GB Pozit Neg Neg.
15 KV Neg Neg Neg.
16 DE Pozit Neg. Neg.
X Praha centrum X X X
17 PS Neg Neg Neg.
18 PSS Neg Neg Neg
19 PF Neg. Neg. Neg.
20 PHI Neg. Neg. Neg.
21 PZM Pozit. Neg Neg.
22 PZK Neg. Neg Neg
X Praha venkov X X X
23 uJ Pozit. Neg. Neg.
24 BK Pozit. Neg. Pozit
25 BO Neg. Neg Neg.
26 NS Neg. Neg Neg.
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Tabulka 4.3 Shrnuti vysledki Tabulka 2

Stanovisté VIR

Praha venkov ABPV SBPV SBV
27 BY Pozit Neg. Pozit.
28 SP Pozit Neg. Neg.
X Plzeii centrum X X X
29 BP Pozit Neg. Neg.
X Plzen venkov X X X
30 TR Neg. Neg. Neg.
31 SN Neg. Neg. Neg.
32 HN Neg. Neg. Neg.
33 MAN Neg Neg Neg
34 SM Neg Neg Neg
X Ostrava centrum X X X
35 ZOB Pozit Neg Neg
36 BO Pozit Neg Neg
37 OL Neg. Neg. Neg.
38 OM Pozit Neg. Pozit
39 oS Pozit Neg. Pozit
X Ostrava venkov X X X
40 RV Neg. Neg. Neg.
41 HJ Pozit Neg. Neg.
42 BU Neg. Neg. Neg.
43 VF Pozit Neg Neg
44 HA Neg Neg Neg
45 HSP Neg Neg Neg
X Brno centrum X X X
46 BC Neg Neg. Neg.
47 MH Neg Neg Neg.
48 MH?2 Pozit. Neg. Neg.
49 BB Pozit. Neg. Neg.
50 BM Neg. Neg. Neg.
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5. Diskuze

Ubytek véelstev je jedno z aktualnich témat v celosvétovém méfitku. Véela
medonosna hraje zasadni roli v zemédélstvi tim, Ze zajiStuje opyleni mnoha rostlin
a plodin, zvlaste¢ téch nutricné a ekonomicky vyhodnych. Déle jsou také dulezité
pro udrZeni ekologickych a genetickych rozmanitosti rostlin (Berényi, 2006). Avsak
tyto sluzby, které nam vcely zajist'uji jsou ve velkém upadku, kvili thynu vcelstev,
kvasinkovymi ¢i virovymi (Paudel et al, 2015).

Tato diplomové prace je zaméfena na jeden z hlavnich faktori, ktery zplisobuje
uhyn vcel, a tim jsou infekce zptsobené véelimi viry. Do dneska védci identifikovali
kolem 20 v¢elich virdz (Schlippi et al., 2020). Vcely jsou hostiteli velkého mnozstvi
virtl a nékteré z nich pretrvavaji skryt€ v populaci vcel a ve vhodnych podminkach
nasledné vytvoii ohnisko ndkazy. Takova ohniska nékterych viri mohou mit fatalni
nasledky pro jednotlivce, ale i pro celé kolonie. Kvili virovym onemocnénim
nemohou infikované véely plnit svoji roli v ulu a vzrustajici pocet postizenych vcel
muze negativné ovlivnit celé velstvo (Titéra, 2017).

V ramci vyzkumu vcelich onemocnéni, jehoZ soucasti je ma diplomova préace,
byly ziskany vzorky zimni generace vcel, odebrané v fijnu roku 2019 na uzemi péti
velkych mést Ceské republiky — Praha, Brno, Plzefi, Ostrava a Ceské Bud&jovice.
Z kazdé z 11 oblasti bylo vybrano 5 vcelaiskych lokalit, kde z 5 ndhodné vybranych
ult byly odebrany vzorky cca 50 vcel. Nésledné bylo izolovano a déle testovano
celkové 206 vzorki z 50 stanovist'.

Akutni paralyza vcel (ABPV) je onemocnéni zptisobené Cripavirem, ktery patii
do rodiny Dicistroviridae (Tentcheva et al., 2004). Vcely infikuje virem roztoC Varroa
destructor, ktery je pfenaSeCem onemocnéni. ABPV mize vyvolat imrtnost dospélych
vcel. (Schlippi, D. et al., 2020).

Ptitomnost ABPV jsem detekovala pomoci RT-PCR pfi teploté¢ annealingu
48 °C. Primery byly navrzeny podle Tentcheva et al. (2004). Po zobrazeni
nespecifickych prouzkii po prvni RT-PCR, jsem nasledné pouzita metodu
optimalizace reakce PCR a zjistila jsem vhodnéjsi teplotu annealingu 52 °C. Tentcheva
et al. (2004) ve svém vyzkumu pracuje s teplotou annealingu 56 °C, proto
predpokladam, ze pouziti teploty 52 °C bylo pfiblizeni k vhodné teploté annealingu,

coz se nasledné potvrdilo i ve vysledku. 4 pozitivni prouzky na gelu byly v porovnani
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s prouzky z PCR reakce provedené s piivodnimi teplotnimi podminkami vyraznéjsi,
kdyz byla pouzita teplota 52 °C. Navic bylo detekovano pozitivni ABPV u 4 dalSich
vzorkd.

Sacbrood virus (SBV) je virové onemocnéni, které je zpusobené [flavirem.
Tento vir spadd pod tad Pisonivirales. SBV je zpusobena virem, ktery se pienasi
z dospélych vcel do mladych larev. SBV se ptendsi prostrednictvim roztoCe Varroa
destructor (Grabensteiner et al., 2001). Jedna se o virovou infekci ovliviiujici plod
vcel, kterd ma za nésledek smrt larev. (Grabensteiner et al., 2001; Berényi et al.,
2006).

Pro detekci SBV byla pouzita metoda RT-PCR s doporuc¢enou teplotou nasedani
primera 48 °C. Primery byly pouzity podle studie Tentcheva et al. (2004). V jejich
vyzkumu byla pouZita teplota annealingu 56 °C. AvSak niz$i pouZitd teplota
nevytvofila zadné nespecifické prouzky, a proto se o vysSich teplotich dale
neuvazovalo.

Pomala paralyza vcel (SBPV) je onemocnéni zplisobené Iflavirem ktery spada
pod tad Pisonivirales. Jako piedeSlé vceli viry se SBPV piendsi prostfednictvim
rozto¢e Varroa destructor a nasledné Zlazovymi sekrety vcel. SBPV pretrvava
ptirozené jako skryta infekce v téle véel (Miranda et al., 2010).

Ve Velké Britanii a pfi experimentech pozorovali symptomy onemocnéni.
Nasledné zjistili, Ze pfiblizné po 10-12 dnech po injekénim podani viru, SBPV
zpisobuje ochrnuti dospélych véel. Jak ndzev napovida, rozvoj infekce a jeji patologie
ji odliSuje od rychle ptisobicich virti akutni a chronické paralyzy (Granoff a Webster,
1999). Dle Miranda et al. (2010) se vyskyt SBPV jevi jako vzacny, protoze jej
v 90. letech 20. stoleni detekovali pouze v Anglii, FidZi a zdpadni Samoi.

Pritomnost SBPV ve vcelstvech byla detekovana prostfednictvim RT-PCR
pii teploté¢ annealingu 60 °C. Primery byly pouzity podle Miranda et al. (2010).
Vysledek vsech 50 stanovist’ byl na vyskyt SBPV negativni. Dle vysledki Miranda
et al. (2010) detekovali SBPV v riznych statech EU (Tabulka 5.1), a tim potvrdili, Ze
vyskyt pomalé paralyzy vcel je opravdu vzacny. V ramci vysledkd detekce SBPV

v této diplomové praci se toto téz potvrdilo.

57



Tabulka 5.1 Testovani SBPV v EU (zdroj: Miranda et al., 2010)

3 Pocet testovanych
Stat Rok . SBPV
kolonii

Francie 2002 360 Negativni

Svycarsko | 2007 100 Negativni
2008 29 Pozitivni (5 kolonii)
2009 100 Pozitivni (3 kolonie)

Svédsko 2008 9 Negativni

Anglie 2008 360 Pozitivni (4 kolonie)

U detekce akutni paralyzy vcel (ABPV) se potvrdilo 20 pozitivnich vysledkt
z celkovych 50 vzorki (stanovist). Coz odpovida procentualnimu zastoupeni 40 %.
Pokud porovname zastoupeni pozitivnich ABPV v Ceské republice se sousedicim
Rakouskem (Berényi et al., 2006), kde prokazali 68 % pozitivnich a s Francii
(Tentcheva et al., 2004) s pozitivnimi 58 % je vyskyt tohoto virového onemocnéni
v Ceské republice v men§im méfitku neZ v ostatnich zemich.

Sacbrood virus (SBV) byl pozitivn¢ detekovan v 6 piipadech z celkovych
50 vzorkli (stanovist). Coz odpovidd procentudlnimu zastoupeni 12 %. Oproti
Rakousku, kde detekovali 49 % ptipadi (Berényi et al., 2006) a Francii, ve které méli
zamoteni SBV v 86 % piipadi (Tentcheva et al., 2004), je v Ceské republice malé
mnozstvi nemocnych vcel. AvSak je nutné podotknout, ze ve Francii, kde bylo
detekovano velké mnozstvi, byl odebiran i plod. V Rakousku a v Ceské republice
nikoli a potvrzené ptipady jsou Cisté z dospélych vcel.

Ve 4 pozitivnich pfipadech byla detekovana pfitomnost obou virt ABPV a SBV
(8 %).
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Zavér
V ramci vyzkumu véelich onemocnéni, jehoz soucasti je i tato diplomova prace, byly
ziskany vzorky zimni generace vcel, odebrané v fijnu roku 2019 na tizemi péti velkych
mést Ceské republiky — Praha, Brno, Plzeii, Ostrava a Ceské Budg&jovice. Z kazdé
z 11 oblasti bylo vybrano 5 v¢elatskych lokalit, kde z 5 ndhodné vybranych ult byly
odebrany vzorky cca 50 v¢el. Nasledn¢ bylo izolovano 206 vzorkt dospélych vcel.

Tato diplomova prace se zabyva detekci viru akutni paralyzy vcel (ABPV), viru
pomalé paralyzy véel (SBPV) a Sacbrood viru (SBV).

V ramci velkych mést Ceské republiky byly detekovany 3 piipady ABPV
a 1 piipad SBV na uzemi Ceskych Budg&jovic, 3 ptipady ABPV a 1 piipad SBV
na Sumavé. Déle pak bylo detekovano 5 piipadi ABPV a 2 piipady SBV
na uzemi Prahy. Ve dvou stanovistich, byla detekovana pfitomnost obou virat ABPV
a SBV. Nasledné byly zjistény 2 pozitivni piipady ABPV na izemi Brna a 1 pozitivni
stanovisté na uzemi Plzné. Déle pak bylo detekovano 6 ptipadit ABPV a 2 ptipady
SBV na uzemi Ostravy, kdy se opét detekovali dvé stanovisté s pfitomnymi viry
ABPV i SBV.

Dohromady bylo prokazano 20 pozitivnich vysledki ABPV z celkovych
50 stanovist’ (40 %), 6 pozitivnich vysledki SBV (12 %). SBPV nebyla detekovana

v zadném z 50 stanovist’.
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Seznam zkratek

ABPV Virus akutni paralyzy vcel

BLAST Internetovy program

BQCV Virus ¢ernani mate¢niku

CBPV Chronické paralyza vcel

cDNA Komplementarni DNA

ddNTP Dideoxynukleotid

DEPC Voda bez nukledz, sterilné filtrovana s ptidavkem DEPC
(diethyl pyrokarbonat)

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTP Deoxynukleotid

DWV Virus deformovanych kiidel

FASTA Fast alignment

H>O Voda

IAA Kyselina indol-3-octova

IRES Vnitini misto pro vstup ribozomu

KBV Kas$mirovy virus

NCBI Internetova doména

ORF Cteci ramec

PCR Polymerazova fetézova reakce

RNA Ribonukleov kyselina

RT Reverse transkript

SBPV Virus pomalé paralyzy vcel

SBV Sacbrood virus

ssRNA Jednovlaknova RNA

uv Ultrafialova lampa

VP1 Virovy protein 1

VP2 Virovy protein 2

VP3 Virovy protein 3
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