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Abstrakt

Véely medonosné (Apis mellifera) jsou celosvétoveé vysoce cenéné diky svym produkttim, ale také jako
opylovaci hospodaiskych plodin a plané rostoucich rostlin. Vzhledem k tésné blizkosti vcel a jejich
socialnimu uspofadani se jak uvnitt vcelstva, tak i mezi vcelstvy $ifi velké mnozstvi patogenti
zpusobujici nasledné oslabeni veelstva. V poslednich desetiletich byly zaznamenany vysoké meziro¢ni
ztraty vcel, které nemaji doposud jednoznacné vysvétleni. Pricina nahlych ztrat véel (oznaCovano jako
syndrom zhrouceni vcelstev) bude pravdépodobné ve vzajemném pisobeni vice faktorti najednou.
Velky podil je pfisuzovan virovym onemocnénim i nékterym parazitickym organismtim; nejistou tlohu
pak hraji paraziti ze skupiny Trypanosomatida. Zastupce této skupiny, Crithidia bombi, je povazovan
za problematického obyvatele traviciho traktu ¢melakd, kterym mutze plsobit vazné komplikace. Blizce
pfibuzné druhy, C. mellificae a Lotmaria passim, jsou pak parazity zejména v¢el medonosnych a nékdy
byvaji spojovani s jejich vyssi imrtnosti. Do popiedi pii hodnoceni ztrat véel se dostavaji také pesticidy,
jejichz ucinky mohou byt velmi toxické a vétSina pesticidil byla proto v EU zakdzana. Tato diplomova
prace je zaméfena na zkoumdani prevalence, rozvoje infekce a hostitelské specifity vcelich
jednohostitelskych trypanosomatid a jejich interakce s pesticidy. Celkem bylo na pfitomnost
trypanosomatid testovano 26 druhti blanokiidlého hmyzu. Infekce C. bombi byla zjisténa
pouze u ¢meldkt (Bombus terrestris; ¢meldk zemni) s prevalenci 32 %. L. passim byla detekovana
pouze u véel medonosnych s prevalenci 43 %, avSak s velmi vysokym zatizenim parazita dosahujici az
9,5 mil bunék na vcelu. Riiznd morfologicka stadia tohoto parazita byla pozorovéana piedevsim v rektu
s obCasnym vyskytem vileu. Pomoci experimentalnich infekci vcel a ¢melakd byla zkoumana
hostitelska specifita L. passim a C. bombi, rovnéz byla sledovana vzajemnd interakce parazitl ve
smésnych infekcich. Zkiizené infekce probéhly uspésné u obou druhli opylovact, a navic byl pozorovan
synergicky vztah mezi parazity pfi smeésnych infekcich véel i ¢melakt, kdy infekce jednim parazitem
zvySovala uspésnost nakazy parazitem druhym. Studium pasobeni pesticidii (imidakloprid) u vcel
experimentalné infikovanych L. passim pfineslo ptfekvapivé poznatky, kdy u vcel exponovanych
pesticidim doslo ke zvySeni abundance paraziti, a to patrné v disledku zmény exprese proteinu

transferrin 1.

Kli¢ova slova: vcela medonosna, trypanosomatida, Lotmaria, Crithidia, cmeladk zemni, pesticidy,

imidakloprid, prevalence, interakce paraziti



Abstract

Honeybees (4pis mellifera) are highly valued worldwide for their products, but also as pollinators of
crops and wild plants. Due to the close proximity of bees in the beehive and their foraging habits, a large
number of pathogens that weaken the bee colonies are spread both inside and between colonies. In recent
decades, high annual losses of bees have been recorded, which still do not have a clear explanation. The
sudden loss of bees (known as colony collapse disorder) is likely due to the interaction of multiple
factors at once. A large part of the problem is attributed to viral diseases and some parasitic organisms;
parasites of the Trypanosomatida group play an uncertain role. A member of this group, Crithidia bombi,
is considered a problematic inhabitant of the digestive tract of bumblebees, which can cause serious
complications. Close relatives, C. mellificae and Lotmaria passim, parasites of honeybees, are
sometimes associated with their higher mortality. Pesticides, whose effects can be very toxic, have also
come to the forefront in assessing bee losses, and most pesticides have therefore been banned in the EU.
This thesis examines the prevalence, infection development, and host specificity of monoxenous
trypanosomatids in bees and their pesticide interactions. A total of 26 species of Hymenoptera were
tested for trypanosomatids. C. bombi infection was detected only in bumblebees (Bombus terrestris)
with a prevalence of 32 %. L. passim was detected only in honeybees with a prevalence of 43 %, but
a very high parasite load of up to 9.5 million cells per bee. Different morphological stages of this parasite
were observed mainly in the rectum, with occasional occurrence in the ileum. Host specificity of
L. passim and C. bombi was examined through experimental infections of bees and bumblebees, and
parasite interactions in mixed infections were also monitored. Cross infections were successfully carried
out in both pollinator species. A synergistic relationship between parasites was observed in mixed
infections of both bees and bumblebees, where infection with one parasite increased the success rate of
infection with the other parasite. The study of the effects of pesticides (imidacloprid) on honeybees
experimentally infected with L. passim yielded surprising results. Exposure to pesticides increased

parasite abundance, possibly due to a change in the expression of the transferrin 1 protein.

Keywords: honeybee, trypanosomatids, Lotmaria, Crithidia, bumblebees, pesticides, imidacloprid,
prevalence, parasite interactions
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Seznam pouzitych zkratek

CCD - syndrom zhrouceni vcel

DNA — deoxyribonukleova kyselina

kDNA - kinetoplast deoxyribonukleova kyselina
RNA - ribonukleové kyselina

rRNA - ribozomalni ribonukleova kyselina

SSU — mala ribozomalni podjednotka

Cytb — cytochrom b

PCR - polymerazova fetézova reakce

qPCR - kvantitativni polymerazova fetézova reakce
VURYV - Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby, v. v. i.
VUVE - Vyzkumny ustav v&elaisky, s.r.o.

PYF UK - Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
LOT - Lotmaria passim

CRI - Crithidia bombi

IMI — imidakloprid

DPI — dny po infekci

DWYV — virus deformovanych ktidel

BQCYV - virus ¢ernani mate¢nikt

LSV - virus jezera Sinai



1 Uvod a cile prace

V¢éela medonosna (Apis mellifera) ma pro lidskou spole¢nost obrovsky ekonomicky a kulturni vyznam
a jeji role opylovace hospodarskych plodin je nepostradatelna pro dostate¢nou produkci potravin po
celém svété. Obhospodatfovana vcelstva stale Castéji Celi fadé problému. Jednim z nich je jejich
potencialni nachylnost k Siroké $kale patogenti patiicich hned do né€kolika skupin — €lenovci, houby,
prvoci, bakterie a viry.

AC¢ jsou prvoci spiSe opomijenou skupinou, souc¢asny zvyseny zajem o jejich parazitické zastupce je
spojen s Castym hynutim véelstev, mj. v disledku tzv. syndromu zhrouceni vcelstev vyznacujici se
zmizenim (thynu) vétSiny délnic a v ule tak zistava opusSténa matka s plodem. Na ztratach vcelstev se
podili vice faktorti, a to jak samostatné, tak se vzajemnym spolupiisobenim. Hlavni pficina je Casto
spojovana s parazitickym rozto¢em Varroa destructor a jim prenasenym virem deformovanych ktidel
(DWV). Nepochybné velky podil na vymirani véel maji virova a bakterialni onemocnéni, nicméné hojné
zmifiovana mezi potencidlnimi ptvodci obtizi vcelstev je 1 mikrosporidie Nosema ceranae.
V neposledni fad¢ je velkd Cast vyzkuml vénovana parazitickym trypanosomatidim, kteii byli
donedavna vnimani jako neSkodni komenzalové. Se vzristajicim zajmem védcii o tuto skupinu parazitii
se odhaluje i fada negativnich ucinkd, at’ uz na zdravi vcel ¢i celych kolonii. Zejména paraziticky prvok
Crithidia bombi mlze zptusobovat vazné zdravotni komplikace u ¢melakt, kdy infikované matky nejsou
tak uspésné pti zakladani novych kolonii, které jsou mensi a maji zpomaleny rist. Zdanlivé neskodlivy
vceli parazit Crithidia mellificae byl nedavno oznacen za organismus ovliviiujici zvySenou imrtnost

vcel. S rozvojem molekularné-genetickych metod byla piehodnocena taxonomie druhti trypanosomatid

vvvvvv

vvvvvv

Velky problém pro vcely predstavuji také pesticidy, se kterymi se véely dostavaji do styku pii
opylovani chemicky oSetfenych plodin a rostlin. ZvySené meziro¢ni ztraty véel jsou tak piipisovany
i variabilit¢ v odolnosti veelstev viici riznym pesticidim. Predevsim diky intenzifikaci zeméd€lstvi
a pokroku ve vyvoji chemickych latek se od minulého stoleti velmi zvysila spotieba pesticidii. Pozornost
je vénovana hlavné neonikotinoidtim (imidakloprid, thiamethoxam, klothianidin, thiakloprid), které jsou
pro hmyz obzvlasté nebezpecné a véely exponované t€mito pesticidy slabnou.

Eusociadlni v¢ely jsou seskupeny ve vcelim spoleenstvi o velmi vysokych hustotach, které
podporuji pienos pesticidi ziskanych z chemicky oSetfenych rostlin, ale také umoznuji snazsi predavani
parazit uvniti vcelstva, ze kterého se mohou infekce Sifit i na dalsi hostitelé — nejen dalsi velstva, ale
i na ¢meléaky ¢i volné Zijici vcely.

Cilem této diplomové prace je shmout dosavadni informace a pfinést nové poznatky
o nejdiskutovanéjsSich vcelich parazitech ze skupiny Trypanosomatida se zaméfenim na jejich
prevalenci, hostitelskou specifitu, rozvoj infekce, ale také na interakce mezi blizce pfibuznymi druhy

parazitl ¢i interakce parazitl s pesticidem.



2 Literarni ptehled

2.1 Monoxenni Trypanosomatida u hmyzu

2.1.1 Rozsifeni a diverzita

Monoxenni trypanosomatida jsou jednobunétné parazitické organismy s kosmopolitnim vyskytem
zahrnujici 1 extrémni biotopy (pousté ¢i pohoti o nadmotské vysce 3500 m). Hranice rozsiteni sahaji az
k severnimu poélu, kde byly objeveny organismy patiici k evolucné mladé postglacidlni fauné
(Podlipaev, 2001). Vyskyt byl zaznamenan témer na vSech kontinentech, av§ak v mnoha rozsahlych
oblastech, jako je napiiklad jihovychodni Asie, Australie a Japonsko, je vyskyt monoxennich hmyzich
trypanosomatid velmi malo prozkouman, a tak neni zatim znamo o jejich rozsifeni na téchto izemich
(Podlipaev, 2001). Prvni zminky o jednohostitelskych trypanosomatidech u hmyzu byly
zdokumentovany v roce 1851 (Burnett, 1851) a pozd¢ji v roce 1880 byly popsany jako rody Leptomonas
a Herpetomonas (Kent, 1880). V letech 1902 — 1904 se Léger zabyval popisem trypanosomatid
u dvouktidlého hmyzu a navrhnul rodové jméno Crithidia (Léger & Dubosq, 1902; Podlipaev, 2000).

Pocet druhil jednohostitelskych hmyzich trypanosomatid byl koncem 90. let odhadovén na relativné
nizky, konkrétn¢ s poctem piiblizn¢ 350 druhti. Pfi¢inou tak nizkého po¢tu mize byt jejich dlouholeté
opomijeni, kdy byly povaZzovany za nedtlezité organismy a nebyly proto predmétem z&jmu vyzkumt
rozmanitost téchto paraziti. Nicméné ne v§ichni hmyzi hostitelé jsou vhodni pro kolonizaci (Podlipaev,
2001) a v porovnani s po¢tem popsanych hmyzich trypanosomatid je pocet vhodnych hostiteld velmi
nizky. Rad dvoukiidli je stale zcela neprozkoumany a kazdy nové objeveny druh by mohl piedstavovat
dalsiho potencionalniho hostitele pro jednoho ¢i vice paraziti a prispét tak k vétsi rozmanitosti
trypanosomatid (Maslov et al., 2013).

2.1.2 Taxonomie a fylogeneze

Na zakladé morfologickych odlisnosti bunék pozorovanych ve svételném mikroskopu byly ptivodné
vytvofeny Ctyfi rody monoxennich hmyzich bicikovct: Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas
a Leptomonas a byly zatazeny do Celedi Trypanosomatidae (Maslov et al., 2001). Kli¢ové znaky pro
puvodni definici rodd spocivaly v rozdilnosti tvaru, velikosti a Sitky buiiky a pozici kinetoplastu viici
jadru (Hoare & Wallace, 1966; Wallace, 1966). Diky pozd&jsim popisim ultrastruktury byly tyto
organismy definovany jako endoparazitické bunky sjednim bic¢ikem ptribuzné volné zijicim
endo/ektoparazitim se 2 bic¢iky — bodonida, s nimiz nalezi do taxonu Kinetoplastea obsahujici jedinou
mitochondrii s kinetoplastem (Luke$ et al., 2002) a do vyssiho taxonu Euglenozoa na zakladé¢
pritomnosti paraxonemalni ty¢e (Simpson, 1997). Pozdéjsi fylogenetické analyzy byly zpocatku
zalozené na genech malé ribozomalni podjednotky RNA (SSU rRNA) (Hollar et al., 1998; Lukes et al.,
1997; Maslov et al., 1996; Merzlyak et al., 2001) a pozd¢ji i na dal$ich genech napf. pro glykosomalni
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu (Hamilton et al., 2004; Yurchenko et al., 2000), kinetoplastid-
specific spliced leader (SL) RNA (Fernandes et al., 1994; Murthy et al., 1992; Ramos et al., 1996) ¢i
internal transcribed spacer (ITS) (Dollet et al., 2012; M. M. G. Teixeira et al., 2011), nebot
konzervativni mal4 ribozomalni podjednotka ptedstavuje problém pfi rozliSeni mezi blizce ptibuznymi
(pod)druhy (Croan et al., 1997; Noyes et al., 2002; Yurchenko et al., 2006). V soucasné dob¢ je
rozeznévano na 19 rodl jednohostitelskych trypanosomatid (Frolov et al., 2021; Kostygov et al., 2021).
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Obrazek 1: Schéma fylogenetického stromu Trypanosomatidae na zakladé sekvenci 18S
rRNA. U kazdého rodu je uveden hostitel vysvétleny v tabulce vpravo; dvouhostitelské rody jsou
zvyraznény rameckem; rody s jednim popsanym druhem jsou oznac¢eny hvézdickou

(Frolov et al., 2021).

2.1.3 Morfologicka stadia

Obvykly pozorovany tvar buiiky je protahly a §tihly se zaoblenym ¢i zaspicatélym koncem. Pocet bicikt

i jadra je konstantni, kter¢ jsou pritomny pouze v jedné kopii. Bi¢ik mize ale v urcitych fazich zivotniho
cyklu chybét — naptiklad Blastocrithidia a Obscuromonas (Luke$ et al., 2021) a nebyl pozorovan
i u nekterych zastupcti — Herpetomonas roubaudi, Leptomonas arctocorixae ¢i L. craggi (Wallace,
1966). Jadro je nejc¢astéji umisténo centralné v 1/3 délky. Celkova délka u nékterych bi¢ikovcl muze
dosahnout az 38,5 um (Wallace, 1966). Morfologie trypanosomatid je definovana tvarem buiilky
a vzajemnou polohou kinetoplastu s bic¢ikem. Diky témto rozdilnym pozorovanym znakiim bylo

vytvoreno celkem 8 morfotypt, které jsou zobrazeny na obrazku 2 (Maslov et al., 2013).
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Obrazek 2: Schematické znazornéni hlavnich morfologickych forem pFitomnych
u trypanosomatid. Zastoupeny jsou hlavni typické pozorované morfotypy, pomicka zastupuje slovo
L.mastigot” (d'Avila-Levy et al., 2015).

Epimastigot ma kinetoplast umistén mezi jadrem a anteriornim koncem bunky, kde lezi bicik
vytvéfejici kratkou undulujici membranu. Tato forma je typickd pro rod Trypanosoma, ale muze se
vyskytnout i u dalSich rodt (napiiklad Blastocrithidia). Podlouhli trypomastigoti definujici rod
Trypanosoma se vyznacuji postnuklearni kDNA a bicikem vychazejici z lateralné-posteriorni kapsy
tvotici dlouhou undulujici membranu. Undulujici membrana vSak nebyla pozorovana u v§ech zastupci,
naptiklad u monoxenniho rodu Rhynchoidomonas. Naopak u protdhlého promastigotniho stadia
nalezneme bic¢ik v anteriorni casti bi¢ikovce, kde se nachazi i kinetoplast umistén pred jadrem.
S promastigotem se setkdme napftiklad u rodu Leishmania, Leptomonas, Lotmaria, Herpetomonas ¢i
ziidka 1 u Trypanosoma. Pro rod Herpetomonas je charakteristicky opisthomastigot, u kterého je
kinetoplast lokalizovan posteriorn¢ za jadrem. Bicik vychazi z dlouhé flagelarni kapsy tdhnouci se skrz
celé t€lo az na anteriorni ¢ast buiiky. Choanomastigot s anteriorné umisténym kinetosplastem je
dominantni pro rod Crithidia a Herperomonas. Pozna se podle ptitomnosti Sirokého limecku, ze kterého
vybiha bi¢ik. U hmyzich monoxennich parazitli maji zastoupeni ve vyvojovém cyklu také amastigoti
(oznacovano téz jako endomastigoti) (Leptomonas, Blastocrithidia, — Herpetomonas).
Amastigot/endomastigot se vyznacuje svym kulovitym tvarem a velmi kratkym bi¢ikem zanofenym ve
flagelarni kapse, diky cemuz plsobi jako stddium nebicikaté. U novéjsich klasifikovanych rodt
Angomonas a Strigomonas byl rozpoznan opisthomorfni typ s apikalnim bi¢ikem a postnuklearnim

kinetoplastem (Kostygov et al., 2021).
2.1.4 Hostitel€ a hostitelska specifita

Z celkového po¢tu miliont hmyzich druhti bylo na monoxenni trypanosomatidy zkoumano pouze 2 500

druht, z nichz vice nez 20 % bylo pozitivni na nckterého parazita z této skupiny. To znamena, Ze
trypanosomatidy tvoii velmi malé procentualni zastoupeni (0,05) u znamych druhti hmyzu (Podlipaev,

2001; Wallace et al., 1983). Bylo vsak také zaznamenano, Ze distribuce hostiteli neni jednotna a dva
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rady hmyzu (Heteroptera a Diptera) pfedstavovaly vice nez 70 % zdokumentovanych piipadu. Pti¢inou
mohou byt snadné cesty pfenosu v ramci skupiny (shlukovani dvoukiidlého hmyzu na zdroji potravy,
vytvareni hustych populaci plostic a jejich predacni, koprofagni ¢i nekrofagni zplisob Zivota). Nicméné
se zda, ze prevalence trypanosomatid v populacich hmyzu bude vyssi nez 5 % (Lukes et al., 2018;
Maslov et al., 2013). Castym hostitelem jsou taktéz zastupci ze skupiny Siphonaptera (Votypka et al.,
2013). Trypanosomatida osidluji i dal$i fady hmyzu, avSak s mén¢ Castym vyskytem. Konkrétné se jedna
o tyto fady Anoplura, Blattodea, Coleoptera, Homoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Mecoptera,
Orthoptera a Trichoptera (Podlipaev, 1990).

Hostitelska specifita trypanosomatid neni zcela prozkoumana. Diive byl zvazovan koncept jeden
hostitel — jeden parazit. Tato hypotéza vSak byla zamitnuta, kdyZ byla objevena pfitomnost vice druhid
parazit v ramci jednoho hostitele ¢i pfitomnost téhoz parazita u SirSiho spektra hmyzu (Podlipaev,
1990; Wallace, 1966). Vzhledem k rozdilnému spolecenskému usporadani hmyzu je plosny vyskyt
trypanosomatid u hmyzich hostiteld nepravdépodobny a specifita hostitele se tak odliSuje mezi
jednotlivymi druhy (Maslov et al., 2013).

Urcitou tkanovou specifitu miizeme vSak pozorovat uvnitf infikovaného hostitele, ve kterém se
paraziti nachazeji predevSim v zaZivaci soustaveé, v mezenteronu a proktodeu. V proktodeu jsou
prichycené svymi biciky a vytvareji kompaktni vrstvu bun€k lemujici stievni sténu. Napt. druh
Herpetomonas muscarum se u svych hostitelti nachdzi pouze v mezenteronu, proto je jejich pritomnost
v hostiteli omezena pouze na podobu volnych bic¢ikovci. Rod Blastocrithidia také preferuje stiedni ¢ast

stfeva, naopak u rodu Crithidia se ¢astéji setkdme s vyskytem v zadnim stfevé a rektu (Wallace, 1966).

2.1.5 Zpusoby pfenosu

Hlavni ulohu v pfenosu hmyzich trypanosomatid plni stfevni stddia (endomastigoti, nebicikati
amastigoti ¢i nespecializovana stadia), ktera jsou infekéni pro dal§iho hostitele (Frolov et al., 2021).
U hmyzich opylovact (napiiklad rod Bombus a Apis) slouzi jako zdroj infekce rostlinné kvéty a plody,
které jsou infikovany od predeslych stravnikti a k nové nakaze dojde pozienim infekcénich stadii
(Vickerman, 1994). Probadana cesta infekce je naptiklad i u plostic, u kterych nédkazu usnadiiyje jejich
zivotni strategie, ktera spociva v kanibalismu (Schaub et al., 1989). Pfenos infekce usnadnuji i dalsi
zivotni strategie — predace, nekrofagie, koprofagie, shlukovani hmyzu pfi pfijimani potravy, Zivot
v populaci nebo predavani potravy mezi jedinci téhoz druhu (Arismendi, Castro, et al., 2020; Frolov et
al., 2021).
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Cannibalism Predation ¢ Necrophagy

Transovum Coprophagy

Obrazek 3: Cesty pfenosu monoxennich trypanosomatid. Na obrazku jsou zvyraznéna infekéni
stadia vcetné ,,pseudocyst “ s barevné vyznacenym jadrem, kinetoplastem a bi¢ikem (Frolov et al.,
2021).

2.2 Monoxenni Trypanosomatida u vcel (Apoidea)
2.2.1 Vcely jako hostitelé

Zastupci ze skupiny blanokiidlych se mezi sebou li§i chovanim a Zivotnimi strategiemi. Podle trovné

sociality rozliSujeme vc¢ely eusocialni az solitérni. U nékterych druhd lze pozorovat pfechody mezi
socialni a samotarskou specializaci, ¢imz se vytvareji dal$i stupné socializace — semisocialni ¢i
subsocialni. Eusocialni v¢ely Ziji ve velkém pospolitém spolecenstvi, ve kterém jsou rozd€leny podle
stafi do rliznych kast odliSnych v pracovnich ¢innostech (Michener, 1974; Wcislo & Danforth, 1997).
Samotarské vCely nevytvaii rozsahla véelstva, ale hnizdi napt. v ptdé, pisku ¢i v dutinach rostlin, nejsou
rozdélené na kasty a kazdé hnizdo je obsazeno pouze jednou samici, ktera tak zastava roli kralovny
a délnice zaroven. Zvlastnosti jsou pak tzv. kukac¢i veely (hnizdni parazité), které si nestavi vlastni
hnizda a k odchovu mlad’at vyuzivaji hnizda cizi (Danforth, 2019).

Véela medonosna (Apis mellifera) je znama svym eusocialnim zpisobem zivota v rozsahlém
spoleCenstvi (véelstvo) rozd€leném na kastu trubcti, délnic a kralovny (matka), které jedina je schopna
klast vajicka. Z vaji¢ek oplozenych trubcem (ktery po oplozeni hyne) se lihne samice (d€lnice, pripadné
nova kralovna) a z neoplozenych vaji¢ek se lihnou trubci. Délnice zastupuji ve vcelstvu vétsinu roli,
které se méni spolu s jejich stafim. Mladé délnice (mladusky) zastupuji v ule tyto role: ¢isténi plastve,
péce o potomstvo (kralovnu), starost o ul a jeho obranu. Starsi délnice (1étavky) vyhledavaji nektar a pyl
mimo ul a pfinaseji je spole¢né s vodou zpét do véeli kolonie (Michener, 1974). Do eusocialnich véel
spadaji v§echny druhy vcel ze skupin Apini a Meliponini a vosy a sr$n¢€ z podceledi Vespinae (Danforth,
2019).
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Cmelaci (rod Bombus) zakladaji primitivngj$i eusocialni kolonie nez véely. Rozdil spoéiva jiz
u samotné kralovny, ktera pii zakladani kolonie zpocatku shani potravu, aby nakrmila larvy, dokud se
nevylihne prvni generace délnic, ktera tuto roli poté piebira. Trubci kolonii opoustéji a zivi se
kvétinovym nektarem a mohou se opakované pafit. Primitivni eusocialni hmyz déle ptfedstavuji vosici
(Polistinae) (Danforth, 2019).

Vétsina druhi vcel je vSak samotaiskych, kde vSechny role plni samostatna samice véetné produkce
potomstva. Kromé kladeni vaji¢ek zajiSt'uje potravu a stavi a chrdni své vlastni hnizdo. Samci velkou
cast zivota vénuji hledani partnerek, ale mohou se uplatnit i pii opylovani kvétl. Mezi nejrozsifenc;jsi
solitérni vcely patii naptiklad zastupci z Celedi Andrenidae, Halictidae, Megachilidae ¢i Colletidae.
Tzv. samotarky nalezneme i ve skupin¢ Apidae (Danforth, 2019).

Prave rozdilné chovani vcel ¢i rozdily v jejich metabolismu by mohly predstavovat urCité bariéry,
které tidi specifi¢nost hostitele pro trypanosomatida. Jedine¢né socialni chovani vcel, jako je
poskytovani mateti kaSicky larvdm a sdileni potravy mezi dospélymi v¢elami (trofalaxe), usnadiiuje
nakazu a zaroven i zvySuje jeji Siteni (McGhee & Cosgrove, 1980).

Trypanosomatida byla pozorovana u vcel jiz v roce 1912 (Fanthan & Porter, 1912) a nasledné byl
tento vyskyt potvrzen az na globalni distribuci s rozsifenim v Evropé, Africe, Australii, Severni
Americe, Jizni Americe a Asii (Yang et al., 2013; Cox-Foster et al., 2007; Fanthan & Porter 1912; Fyg,
1954; Langridge, 1966, Langridge & McGheee, 1967; Lotmar, 1946; Orantes-Bermejo, 1999; Ravoet
et al., 2013; Runckel et al., 2011; Teixeira et al., 2008; vanEngelsdorp et al., 2009).

Pro vceli trypanosomatida jsou diky novym studiim nalézani dalsi vhodni hostitelé, ¢imz se jejich
puvodni vyskyt ze vCely medonosné (¢i ¢melaka zemniho) rozrostl az na 29 moznych hostiteld
nalezicich do 5 rodt — Apis, Bombus, Osmia, Psithyrus a Vespula. VSechny trypanosomatida vyskytujici
se u blanokiidlého hmyzu spadaji do podceledi Leishmaniinae (viz obrazek 4).
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Tabulka 1: Shrnuté poznatky o vyskytu trypanosomatid u véelich hostitelu Apidae.
Reference jsou v tabulce uvedeny ciselné (1. Arismendi et al., 2021; 2. Bartolomé et al.,
2018; 3. Brown et al., 2003; 4. Gallot-Lavallée et al., 2016; 5. Michalczyk & Sokét, 2022;
6. Ravoet et al., 2015; 7. Ravoet et al., 2013; 8. Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006b;
9. R. Schmid-Hempel & Tognazzo, 2010; 10. Schwarz et al., 2015; 11. Stevanovic et al.,
2016; 12. Tripodi et al., 2018; 13. Yang et al., 2013).

Druh véely L. passim | C. mellificae C. bombi C. expoeki | C. mexicana

Andrena vaga + (6)

+(1,7,10,

Apis cerana 11, 13)

A. mellifera +(10,11) +(10)

Bombus barbutellus +(9)

. centralis +(12)

. dahlbomii +(1) +(1)

. diligens + (4)

. ephippiatus +(4) +(4)

. flavifrons +(9)

. hortorum +(9)

. huntii +(4) + (4)

W o W bk b

. impatiens +(7,10,12)

B. insularis +(9)

B.lapidarius +(9) +(9)

B. lucorum +(9) +(9)

B. macgregori +(4)

B. pascuorum + (5)

B. pratorum 9) +(9)

. ruderatus +(1)

. rupestris

. steindachneri +(4)

. terrestris +(2) +(2) +(9) +(9)

. terricola +(9)

. trinominatus +(4) +(4)

. weisi +(4)

W W o ® o

. wilmattae +(4)

Osmia bicornis +(7,10,12)

O. cornuta +(7,10,12)

Vespula squamosa +(7,10,12)
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Obrazek 4: Fylogenetické postaveni véelich zastupcu ze skupiny Leishmaniinae (Crithidia a
Lotmaria); modre dvouhostitelské rody (orig. J. Votypka).

Preferovanou lokalizaci pro véeli trypanosomatida je zadni ¢ast stfeva (ileum ¢i rektum) (Schwarz
etal., 2015). Je zajimavé, ze jejich vyskyt neni vdzan na oblast stfedniho stfeva s mnohem dostupnéj$imi
zivinami. Pravdépodobné je tento nedostatek zivin korelovan priichodem nizkomolekularnich latek
(cukrti, aminokyselin) skrz malphigické trubice do stieva, kde jsou absorbovany rektem (Ramsay,
1958), coz poskytuje idealni prostiedi pro prosperitu téchto paraziti (Brooker, 1971). DalS§im
vysvétlenim by mohlo byt také to, ze se v mezenteronu nemohou prichytit svymi biciky, kdezto
v zadnim stieve se ukotvi na epitel a dojde k rozvinuti infekce (Schwarz et al., 2015). Toto umisténi by
zarovenn mohlo chrénit trypanosomatida pfed expozici antimikrobidlnich fytochemikalii, které jsou
priachodem stiedni ¢asti stieva absorbovany nebo degradovany hostitelem ¢i pridruzenymi stievnimi

mikroorganismy pied prostoupenim do zadniho stfeva (Koch et al., 2019).
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Obrazek 5: Lokalizace trypanosomatid u skupiny Hymenoptera. Obecné schéma traviciho
systému hmyzu (A) a schéma s lokalizaci vybranych zastupct (B) (Frolov et al., 2021).

2.2.2 Paraziti véely medonosné, Lotmaria passim a Crithidia mellificae

Prvni popisy véeliho parazita Crithidia mellificae jsou k dispozici jiz od roku 1967 (Langridge &
McGhee, 1967). Sttevni jednohostitelsky parazit Lotmaria passim byl u véely medonosné identifikovan
teprve nedavno a na zakladé fylogenetické analyzy zafazen do podcéeledi Leishmaniinae spolecné
s rody Crithidia a Leptomonas. Tento organismus byl v§ak pozorovan jiz diive, nicméné po dlouhou
dobu byl zaménovan praveé za druh Crithidia mellificae. K odliSeni téchto rodii pomohla molekularni
studie (gGAPDH, SSU, Cytb), a tak se dnes L. passim a C. mellificae fadi do rGznych rodl. Zda se, ze
v celosvétovém meétitku (Asie, Evropa, Jizni a Severni Amerika) Lotmaria prevlada a je u véel hojnéji
zastoupena. Na rozdil od druhu C. mellificae, ktery se zda byt u véel vzacny a vétSina diive popsanych
pripadd tak pravdépodobné piipada druhu L. passim. Proto je zapotiebi prehodnotit pfedchozi zpravy
o C. mellificae (Arismendi, Castro et al., 2020; Castelli et al., 2019; Schwarz et al., 2015; Vargas et al.,
2017).

2.2.2.1 Hostitelé

Preferovanym hostitelem L. passim je Apis mellifera, ale vyskyt byl potvrzen i u dalsi véely — Apis
cerana (Arismendi et al., 2016; Ravoet et al., 2015; Schwarz et al., 2015; Stevanovic et al., 2016; Yang
et al., 2013). Nedavno byla identifikovana i u ¢melakd, a to v Bombus centralis (Tripodi et al., 2018),
Bombus terrestris (Bartolomé et al., 2018), Bombus ruderatus, Bombus dahlbomii (Arismendi et al.,
2021) a Bombus pascuorum (Michalczyk & Sokoét, 2022). C. mellificae vyuziva Sirokou $kalu hostiteld
blanokiidlého hmyzu, ale byla nalezena i u africkych ovadt (Votypka et al., 2019) a netopyrt a dalsich
savcl v Jizni Americe (Dario et al., 2021). Kromé typického hostitele 4. mellifera byla také molekularné
potvrzena u Vespula squamosa, Osmia bicornis, Osmia cornuta, Bombus impatiens (Ravoet et al., 2015;
Schwarz et al., 2015; Tripodi et al., 2018) a Bombus terrestris (Bartolomé et al., 2018). Nalezy u $ir$iho
spektra hostiteltl tak vypovidaji o nizké hostitelské specifité C. mellificae (Bartolomé et al., 2018).
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Nachylnost k infekci je podminéna pohlavim. V¢Eeli trypanosomatida infikuji pouze dé€lnice
socialnich vcel. Vyjimku vSak tvofi samotaiska vcela Osmia cornuta, kde jsou k infekci nachylnéjsi
samci (Strobl et al., 2019).

2.2.2.2 Morfologie a lokalizace

Pro druh Lotmaria passim je typické pohyblivé stadium promastigot s kopinatym az kapkovitym tvarem
téla a jedinym bicikem postradajicim membranu, ktery je ptipojen k Sirokému zaoblenému piednimu
okraji buniky. Na lateralni stran¢ je ptitomna Siroka hluboka ryha. Promastigoti dosahuji v primeéru délky
7,4 um a Sife v nejSirsi ¢asti téla 3,2 pm. Kromé bicikatého stadia se v zivotnim cyklu vyskytuji
nebicikaté adherentni kulovité bunky (sféroidi o velikosti 3-4 pum). Tyto kulovité buiky byly
pozorovany pouze v zadnim stfeveé, vrektu a prilezitostné v ileu, kde v téchto mistech pokryvaji
lumenalni povrch a vytvari husté agregaty (Schwarz et al., 2015). Mezi té€mito stadii jsou distribuovani
1 promastigoti, avSak v mensi Cetnosti. Stejné€ jako sféroidni buniky jsou lokalizovany v ileu a rektu,
muzou se vSak vyskytovat i v mezenteronu ¢i proktodeu. Lze pozorovat i polymorfni formy, které se
pohybuji mezi témito dvéma popsanymi stadii (Schwarz et al., 2015). Nové byly ve studii Buendia-
Abad et al. (2021) v zadnim stievé (pfedevSsim v rektu) popsany nepohybliva bicikatd stadia
haptomonady, ktera jsou vysoce adhezivni diky morfologicky pfizpisobenému biciku slouzici pro
prichyceni k epitelu, kde jsou uspofadané do jedné bunécné vrstvy. Modifikovany bi¢ik ma deskovity
tvar a s hostitelskou buiikou je spojen pomoci vazebnych komplexti podobnym hemidesmozomim
(Buendia-Abad, Garcia-Palencia, et al., 2021).

Crithidia mellificae se u svych hostiteli vyskytuje ve 3-4 morfologicky rozdilnych forméach.
Prilezitostné se objevuji mirné prodlouzeni promastigoti, ale primarné¢ se vyskytuji ve forme
choanomastigoti se zkracenym piednim koncem, zaoblenym posteriornim koncem bunky
a s hlubokymi uzkymi bo¢nimi ryhami. Choanomastigoti maji jeden bi¢ik vloZzeny do tuzké
periflagelarni kapsy, kterd saha pfiblizné¢ do poloviny délky t€la. Primérnd velikost téla dosahuje
v nejSirsi ¢asti bunky 3,3 um a délky 6,6 um. Ve stievé hostitele kolonizuje predevsim rektum, které
osidluji ve velkém mnozstvi prostiednictvim sféroidt pfipojenych k epitelu, kde tak vytvaii kompaktni
vrstvu pokryvajici hostitelské bunky (Schwarz et al., 2015). Stejné jako u L. passim, bylaiu C. mellificae
popsana stadia haptomonadového typu s modifikovanym bicikem, které se ale na rozdil od L. passim
vyskytuji ve vicevrstevnych shlukach lemujici epitel predevsim v ileu. Husty pokryv bunék v tésném
kontaktu s epitelem nuti haptomonady ptizptisobit svlj tvar dostupnému prostoru. Tento uzky kontakt
s hostitelskym epitelem nebo s bunéénymi shluky naznacuje interakce mezi hostitelem a parazitem

a mezi parazity samymi (Buendia-Abad, Garcia-Palencia, et al., 2021).
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Obrazek 6: Promastigoti L. passim (A) a choanomastigoti C. mellificae (B) ze skenovaciho
elektronového miskroskopu (Schwarz et al., 2015).

2.2.2.3 Vyvojovy cyklus a zpiisoby prenosu

Zivotni cyklus téchto dvou druhii (L. passim, C. mellificae) neni zcela objasnén. K infekci by mohly
slouzit choanomastigoti/promastigoti, ale i haptomonadové formy vyskytujici se hlavné v zadnim stieve,
které mohou po vylouceni z téla hostitele spolu s trusem slouzit k Sifeni infekce. V kazdém ptipadé by
epitelialni pfipojeni haptomondd mohlo hrat kli¢ovou roli v zabranéni predcasnému vylouceni
neinfekcénich stadii z hostitele ¢i by mohlo toto pfipojeni slouzit k upevnéni k substratu (Buendia-Abad,
Garcia-Palencia, et al., 2021).

Vcely medonosné jsou eusocialnim hmyzem, pro ktery je charakteristicky casty kontakt jedinct,
vysoka populacni hustota a nizka geneticka diverzita mezi ¢leny. Témito vlastnostmi vcely spliuji
idedlni podminky pro pfenos parazitli (Schmid-Hempel, 1995; van Baalen & Beekman, 2006). Infekce
je pomérn¢ Casta na jafe a v 1ét€. V zim¢ je prevalence nizka (Fyg, 1954; Orantes-Bermejo, 1999),
ackoliv intenzita infekce u nakazenych jedinci je vysoka (Arismendi, Caro, et al., 2020; Runckel et al.,
2011).

K pfenosu mezi jednotlivymi jedinci dochazi horizontdlni cestou v ramci kolonie, ale také mezi
jednotlivymi véelstvy (Cremer et al., 2018). Infekce véely spociva v pozieni infekénich stadii. Pienos
v souvislosti s cestami mimo 1l jsou spojené s hledanim potravy, ktera mize byt kontaminovana vykaly
s aktivnimi infekénimi buiikami a ty nasledné mizou byt pozfeny novym hostitelem. D¢lnice sbirajici
nektar ¢i pyl na infikovanych kvétinach pak slouzi jako vektor pro celé vcelstvo (Alger et al., 2019;
Durrer & Schmid-Hempel, 1994; Graystock et al., 2015).

Délba prace vcel s sebou nese rizika pfenosu patogend. Riziko disperze infekce mtlize predstavovat
napiiklad ¢isténi plodovych bun€k vcelou Cistickou, kdy beéhem ¢isténi mize vcela roznaset patogeny
mezi jednotlivymi buiikami ¢i nedojde k Uplnému vycisténi bun€k, kde by se mohla skryvat
trypanosomatida. Takto nevycisténé bunky by mohly pfedstavovat zdroj infekce pro budouci larvy.
U délnic probiha krmeni prostfednictvim trofalaxe (vymeéna potravy mezi jedinci), coz pfedstavuje cestu
piimé infekce (Arismendi, Castro, et al., 2020) Vzajemny fyzicky kontakt, osetfovani a dalsi role ve
vcelstvu poskytuji Cetné a rozmanité piileZitosti pro pfenos jakychkoliv paraziti mezi ¢leny v ramci

véeli kolonie (Fries & Camazine, 2001).
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Zajimavy prenos by mohl predstavovat i lesknacek ulovy Aethina tumida, ve kterém byly
identifikovany L. passim, C. mellificae 1 C. bombi. Pravdépodobné tito parazité kolonizuji stfevo larev
broukti zivicich se medem a larvami véel. K horizontalnimu pfenosu mezi v¢elou a broukem muze
dochazet obousméme, jelikoz se paraziticky brouk zivi vcelimi produkty, infikovanymi vykaly
a kanibalizuje jejich mrtva téla. Zarovei se tento brouk v tle vyprazdnuje, ¢imz mize podpofit roznos
infekce v ulu (de Landa et al., 2021; Nanetti et al., 2021).

Vysledky studie Arismendi et al. (2020) piinesly novy pohled na zivotni cyklus parazita spjaty
s vyvojem vcel a oteviel tak nové cesty pfenosu uvnitt kolonie, nebot’ doposud byly popsany pouze
infekce dospélych jedinc a nebyly zaznamenany z4dné infekce u riznych vyvojovych stadii. Na
zakladg tohoto predpokladu bylo vytvoreno schéma moznych cest pfenosti znazornéné na nasledujicim

obrazku 7.

Obrdzek 7: Predstava prenosu Lotmaria passim pfi vyvoji véely. Paraziti se pfenasi poZitim
infikovanych bunék, a to prostfednictvim kontaminované potravy ¢i kontaminované plastve, fyzickym
kontaktem mezi véelami ¢i trofalaxi (1). Po priichodu stfevem jsou infikované buriky vylouceny spole¢né
s vykaly mimo ul nebo i vyjimeéné v ramci ulu (2). Buriky Lotmaria passim se tak mohou dostat zpét do
kolonie spolecné s infikovanou potravou (1,2). V dlu maze dojit bud’ k nové infekci nebo k reinfekci
L. passim prostrednictvim kontaminované potravy uloZzené v plodovych burikach slouzici k infekci larev,
kde roli mechanického vektoru zastupuje vcela kojicka (3). Larvy poté zustavaji infikovany po cely svij
vyvoj (4,5), dokonce i po pfeméné do kukly (6) aZ do dospélosti (7), kde jsou lokalizovany v zadnim
stfevé, kde se rozmnozuji (Arismendi, Castro, et al., 2020).
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Transovarialni ptenos (uvniti vajicka) u hmyzich trypanosomatid nebyl zatim zjistén (Schmid-Hempel
et al., 2019). U vcel tuto hypotézu potvrzuje studie od Arismendi (Arismendi, Castro, et al., 2020), kde
byly provedeny odbéry a nasledné analyzy vaji¢ek a dalSich vyvojovych stadii z Lotmaria-pozitivni
kolonie vcel. Z tohoto vcelstva byl odebran plast s nakladenymi vajicky, plodem rtizného stari, kukly
a zavickovanymi buiiky. Odebirané vzorky byly ocistény (vSechna stadia vcetné vaji¢ek) a nasledné
zpracovany real-time PCR analyzou. Ve vajickach nebyla zjisténa zadna ptitomnost Lotmaria, nicméné
u dal$ich vyvojovych stadii pfitomna byla. U kukel, koji¢ek a dospélych vykazovala prevalence vice
nez 92 %. U larev a nové se lihnoucich vcel byla prevalence vyznamné niz$i s procentudlnim
zastoupenim pod 71 %. Prenos infekce z matky na potomstvo vSak nelze Gpln€ vyloucit vzhledem
k vysoké infekei v nasledujicich vyvojovych stadii vcel (Arismendi, Castro, et al., 2020). Nicméné
urcity prenos skrz vajicka probiha a jde o tzv. transovum, kdy je parazit misto ve vajicku uchycen na
jeho povrchu, kam se dostal s vykaly matky a nasledné¢ mize byt pozifen novymi vylihlymi nymfami
(Frolov et al., 2021).

2.2.2.4 Patogeneze a vliv na kondici véel

Trypanosomy u blanokfidlych, zejména u vcel, pravdépodobné nepiedstavuji zavazny problém
z hlediska akutniho plsobeni na zdravi vcel, nicméné negativné ovlivituji délku Zivota, chovani,
fyziologii a imunitni systém (Arismendi et al., 2020; Gomez-Moracho et al., 2020; Runckel et al., 2011;
Schwarz & Evans, 2013; Strobl et al., 2019). V laboratornim podminkach pti zkoumani uc¢inkt parazit
na vCelu v8ak predstavuji problém stresové podminky (Spatna strava, asocialni kontext ¢i nedostatecna
expozice stfeva mikrobidlnimi organismy), které mohou mit vliv na zvySenou nachylnost k infekci
trypanosomatid, ktera také mize vézt ke zménam v chovani a ve vyvoji (Schwarz et al., 2016; Strobl et
al., 2019).

U vcel infikovanych pouze témito parazity (Lotmaria ¢i Crithidia) nebyl zaznamenan vyrazny
patologicky ucinek. Je pozorované nevyznamné snizeni pieziti u experimentalné infikovanych vcel
medonosnych (Arismendi, Caro, et al., 2020; Buendia-Abad, Higes, et al., 2021; Higes et al., 2016;
Strobl et al., 2019) a samotafskych trubct Osmia cornuta (Strobl et al., 2019). Trypanosomatida
vytvarejici husty pokryv stény zadniho stieva by mohla ohrozit absorpci metaboliti (Molyneux
& Ashford, 1975; Schaub, 1994) a dokonce i tento proces blokovat (Brooker, 1971). Lotmaria se zda
byt pro véely vice patogenni, coz muze byt ovlivnéno i jejim ¢astéjs$im vyskytem. Prestoze infekce
probihaji ve stfevé, nebyla dosud pozorovana zadna poskozeni sttevniho epitelu (Gomez-Moracho et
al., 2020).

Patogenita je tedy nejasnd, prestoze byla pozorovana vysoké mnozstvi téchto parazitl v travicim
traktu vcel, a to v zavislosti na stadiu vcely. U mladych larev (1-2 dny) byla naméfena koncentrace
Lotmaria v rozmezi 1,91 x 10! — 1,13 x 10%a u starSich larev (5-6 dni) 6,62 x 10" — 1,24 x 10°. U Kukel
byly naméfené hodnoty od 1,42 x 10% do 5,14 x 10* bunék a u véel koji¢ek, které jsou staré pouze
<10 dnti, mély koncentraci 1,12 x 10> — 1,58 x 10* Dospé&lé v&ely (>20 dni) vykazovaly zatizeni
1,72 x 10> - 7,39 x 10° bun&k. Dalo by se ocekavat, Ze s rostoucim ¢asem roste i mnoZeni a zastoupeni
parazita. KdyZ se podivime na nové se lihnouci véely (2,80 x 10! — 9,27 x 10%), pozorujeme hodnoty
blizici se hodnotdm namétené u dospélych vcel. Kolisani mnozstvi paraziti by mohlo vypovidat
o reinfekci z plodovych bunék, kam se musela infekéni stadia dostat pred jejim zavickovanim
(Arismendi, Castro, et al., 2020).
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2.2.3 Parazit émeldka zemniho, Crithidia bombi

2.2.3.1 Hostitele
Crithidia bombi byla poprvé u ¢meléaki identifikovana v letech 1987-1988 ve studiich Gorbunov (1987)
a Lipa & Triggiani (1988) (Schmid-Hempel & Tognazzo, 2010). U svych hostitelti vykazuje sezonni

nariist v obdobi opylovani a shanéni potravy s prevalenci dosahujici az 80 % (Shykoff & Schmid-
Hempel, 1991, Imhoof & Schmid-Hempel, 1999). C. bombi je nejrozsitenéjSim parazitem ¢meldkd
vyskytujici se v Sirokém spektru hostiteldi rodu Bombus (Brown et al., 2003); konkrétn¢ byla detekovana
u B. hortorum, B. lapidarius, B. lucorum, B. pascuorum, B. pratorum, B. terrestris, (R. Schmid-Hempel
& Tognazzo, 2010), B. dahlbomii a B. ruderatus (Arismendi et al., 2021). Dale také u pacmelakt
Bombus (dtive Psithyrus): B. barbutellus, B. insularis a B. rupestris (R. Schmid-Hempel & Tognazzo,
2010).

Infekce trypanosomatidy u ¢meléki nejsou omezena pouze na druh Crithidia bombi, ale mizeme se
u nich setkat i s blizce ptibuznymi druhy Crithidia expoeki (R. Schmid-Hempel & Tognazzo, 2010) ¢i
Crithidia mexicana (Gallot-Lavallée et al., 2016), které jsou u ¢meldkd uvddény mnohem méné Casto.
Infekce rodu Crithidia v ¢meléki jsou rozsifené u samic, ale i mezi samci (Ruiz-Gonzalez & Brown,
2006a).

Crithidia bombi neni pouze rodové specificka, ale dokaze infikovat i véely. DalSiho hostitele tak
predstavuje eusocialni druh Apis mellifera (Graystock et al., 2015; Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006a).
Crithidia spp. byla identifikovana i u dvou samotatskych druhti v¢el — Osmia bicornis a Andrena vaga
(Ravoet et al., 2015).

2.2.3.2 Morfologie a lokalizace

Nejcastéjsim morfotypem u C. bombi je choanomastigot hruskovitého tvaru doristajici do primérné
délky 6,03 pm a pramémé $itky 2,31 pm. Dal$imi morfotypy pozorované v zivotnim cyklu jsou rychle
se pohybujici velci promastigoti s dlouhym bic¢ikem pfilozenym k jedné strané€ a amastigoti, kulaté
bunky s extrémné redukovanym bic¢ikem. Které z téchto stadii je ovSem zodpovédné za infekci neni
znamo (Logan et al., 2005). Z vysledka studie Logan et al. (2005) by za pienos infekce uvniti kolonie
mohli byt zodpoveédni promastigoti, jejichz velky povrch téla neni pfizpiisoben pro prenos ve vnéjsim
prostfedi, jelikoz velky povrch s sebou nese riziko rychlého vysychani. Mimo toho se zda, ze se
v zadnim stievé ¢melakt vyskytuji diive nez choanomastigoti a amastigoti, ktefi se diky malému
povrchu téla stavaji odoln€jSimi vii¢i vysychani, coz by jim umoznilo uspé$néjsi pienos mezi koloniemi,
kde musi parazité odolavat vice faktorim (naptiklad UV zafeni). Jak dlouho zlstavaji tyto stadia

zivotaschopna a infek¢ni je zatim téz nejasné (Logan et al., 2005; Schmid-Hempel et al., 1999).
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Obrazek 8: Snimek C. bombi ze skenovaciho elektronového miskroskopu
(R. Schmid-Hempel & Tognazzo, 2010).

2.2.3.3 Zpusoby prenosu a vyvojovy cyklus

Cmeléaci jsou primitivnim eusocialnim hmyzem, kde kralovny na jafe zakladaji kolonie, které se
nasledn¢ rozristaji v podobé délnic a trubct (Goulson, 2003). Pouze vSak spafena kralovna muZe pies
zimu hibernovat a piendset tak infekce do dalsiho roku ¢i vertikaln€ do dalsi generace. Horizontaln¢ se
C. bombi prenasi vramci jednoho spolecenstva ale i mezi riznymi koloniemi prostfednictvim
infikovanych kvéti (Durrer & Schmid-Hempel, 1994).

K pochopeni pienosu v ramci kolonie mize poslouzit studie Folly et al. (2017), kde provadeéli
experimentalni infekce larev, které by mohly piedstavovat zdroj infekce pro dospélé neinfikované
délnice. K pienosu parazita z infikovanych larev na délnice doslo vsak pouze prostfednictvim uchyceni
parazita na povrchu larev. Ve stfevé larvy se parazit nedokdzal uchytit pravdépodobné z diivodu
vysokého osmotického potencialu s vysokym obsahem cukru, ktery je pro vyvoj paraziti inhibujici
(Cisarovsky & Schmid-Hempel, 2014; Pereboom, 2000). Larvy ¢melakt se na rozdil od ostatnich ¢lenti
kolonie nevyprazdiuji a nedochazi tak k fekalné-oralnimu pfenosu, ktery je pro tyto parazity klicovy
(Folly et al., 2017; P. Schmid-Hempel & R. Schmid-Hempel, 1993).

K ptenosu infekce mezi dospélou populaci délnic, trubct a kralovny dochazi peroralni cestou, kdy
se po poziti dostavaji infikované buiniky do zadniho stieva, kde se uchycuji svymi biciky k epitelu ilea
a nasledné se mnozi. Bicikata stadia jsou pfitomna i v rektu, kde se voln€ pohybuji. Po né€kolika dnech
jsou pii defekaci vylouceny infekéni stadia, ktera se uchyti na kvéting ¢i jiném povrchu a slouzi jako
zdroj infekce pro nového hostitele (Koch et al., 2019; P. Schmid-Hempel & R. Schmid-Hempel, 1993).
Protoze ¢melaci nepouzivaji k vyzive larev trofalaxi, patogeny nelze pienaset piimo, ale jsou predavany
pres kontaminované povrchy hnizda ¢i infikované kvétiny. Tento pfenos probihd az ve 40 % piipadi
druhym moznym zpiisoben zatoulani infikované délnice do jinych hnizd, do kterych vstoupi omylem
a zdej$i spoleCenstvo ji prijme za svou, ¢imZz dojde k disperzi infekce (Schmid-Hempel, 2001).
K urychleni §ifeni mezi koloniemi napomahaji i zmény v chovani ¢melaki (zejména delsi traveni Casu
na kvétinach a stfidani vice kvéti bez hledani nektaru), které jsou zplisobeny piitomnosti tohoto
patogenu (Otterstatter et al., 2005).
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2.2.3.4 Patogenita

Crithidia bombi je vysoce virulentni parazit, predevsim pro matky. Infikované kralovny na jate ztraceji
kondici a maji problémy se zakladanim novych kolonii, proto produkuji kolonie s mensim poctem délnic
(Brown et al., 2003). Pozorovana byla i rozdilna alokace zdroji, kdy byla infekce spojena s vyssi
investici zdrojit do svych tukovych zasob nez do reprodukéniho systému. U délnic se zda byt parazit
avirulentni, avSak pfi stresovych podminkéach se umrtnost u infikovanych délnic zvySuje az o 50 %
(Brown et al., 2000). Dale infekce Crithidia postihuje i nepfimo trubce, jelikoz je hlasena snizena
produkce samcti v souvislosti s timto parazitem (Brown et al., 2003).

Nékaza C. bombi je spojena se zhorSenou schopnosti ¢meladkt vyhledavat zdroj potravy. Infekce
pusobi na centralni nervovou soustavu ¢melaka, konkrétné na rozpoznavaci schopnosti opylovact
poznavat kvéty podle barvy a vliné. Vysoka intenzita infekce vyznamné sniZuje rychlost motorického
uceni a zru¢nost pifi manipulaci s novymi kvéty, coz vede ke zvySenému poctu navstev kvétu
a zvySenému Casu potiebny pro nauceni spravné manipulace a pozivani nektaru (Gegear et al., 2005;
Otterstatter et al., 2005). Zména chovani spociva i v ¢astéjsich padech ¢melakd, a to jak z kvétin, tak pfi
vzlétani nebo pfistani (Otterstatter et al., 2005).

Infekce C. bombi ovliviiuje imunitni systém ¢meldka. Parazit indukuje dvounasobné zvysSenou
aktivitu imunitni odpovédi v hemolymf€, kterd ptisobi jako prvni a hlavni obrana proti patogentim
(Brown et al., 2003). Infekce u ¢melaku stejné jako u véel ovliviiuje expresi antimikrobialnich peptidd,

které se podileji na obran€ organismu proti riznym infekcim (Barribeau & Schmid-Hempel, 2013).
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Obrazek 9: Patogenni ucinky C. bombi v zdvislosti na vyvojovém cyklu Bombus spp.

(01) Preziti hibernujici kralovny neni ovlivnéno; (2) Snizeny uspéch zalozeni nové kolonie; (3) Snizeni
raného rustu kolonie; (4) Zvy$ena umrtnost délnic za nepfiznivych podminek prostfedi; (5) ZpoZzdéna
reprodukce; (6) Infekce mohou ovlivnit nahromadéni tukové zasoby kralovny pro hibernaci
(Schmid-Hempel, 2001).
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2.3 Vliv patogenii, polutantii a dalSich faktori na véely (a jejich
trypanosomatida)

2.3.1 Parazitarni a virové interakce v souvislosti se syndromem zhrouceni véel

V¢elstva jsou v piirodé vystavena plisobenim velkym mnozstvim patogenti a polutantli, coz ma za
nasledek urcité ztraty vCel. V poslednich desetiletich v§ak vcelafi pozoruji neobjasnitelné vyssi uhyny
vcel ¢i celych kolonii. Tento jev byl zaregistrovan jiz v roce 2006 v USA a dostal oznaceni CCD (colony
collapse disorder, ¢esky syndrom zhrouceni vcelstev). CCD se vyznacuje nahlou ztratou dospélé
populace délnic. Pro tento thyn je specificky zptisob uhynuti, kdy uhynula téla nejsou k nalezeni uvnitt
ulu a ani v jeho blizkosti. Pfi ubytku celé kolonie vcel zlistava v ule pouze matka s nékolika nove
vylihnutymi v€elami (Ratnieks & Carreck, 2010). Jedna se o ztraty ve vySce az 50-90 % kolonii, ¢asto
v pribéhu jen nekolika tydni (Ellis, 2007). Nejvyssi prevalence dosahuje po zimé, kdy véelstvo s CCD
vykazuje sniZzenou imunitni odpovéd’ (Cornman et al., 2012).

Mnoho faktor(i, vCetné klasickych parazitt, bakterii, virt, pesticidl, ale i environmentalnich,
ekonomickych ¢i klimatickych faktorti, bylo spojeno s celosvétovym poklesem abundance opylovaci.
Ciniteld je nespodet a jejich podil na ubytku véel miize mit pii¢inu v samostatném pisobeni &i
v puisobeni vice faktorti najednou (Ratnieks & Carreck, 2010). Hlavni pfi¢ina hromadného vymirani
byla pfisouzena predevs§im z velké Casti varroaze a virovym onemocnénim. Velky podil je pfipisovan
i pesticidim, zejména v kombinaci s dal§imi faktory. Avsak faktorti, které by mohly mit na vymirani
vcel vliv, bylo nalezeno 61 (vanEngelsdorp et al., 2009).

Parazité jako klestik vceli (Varroa destructor), Nosema ceranaelapis a trypanosomatida predstavuji
hlavni parazitické zastupce, které mohou hrat roli pfi kolapsech vcelstev. Rozto¢ V. destructor je
celosvétove skodici ektoparazit vcel, a tak je jeho role v syndromu zhrouceni vcel v silném podezieni
(Rosenkranz et al., 2010). Napfiklad v zimnim obdobi postaci ke ztratam pouha >2% infikovanost
véelstva (Currie & Gatien, 2006). N. ceranae je oznacovana za patogen, ktery negativné ovliviiuje zdravi
v¢ely medonosné na trovni jednotlivce i véelstva (Higes et al., 2008, 2009) a za uréitych podminek
zpusobuje kolaps vcelstva (Betti et al., 2014; Higes et al., 2013). Problém ptedstavuje i pfenos tohoto
patogenu na ¢melaky, pro které je tento parazit smrtelny (Fiirst et al., 2014; Graystock et al., 2013;
Plischuk et al., 2009). Pfitomnost trypanosomatid ve spojeni s N. ceranae koreluje se ztratami vcelich
kolonii v USA a Belgii (Arismendi, Castro, et al., 2020; Cornman et al., 2012; Ravoet et al., 2013;
Runckel et al., 2011) a naznacuje, ze koinfekce t€émito parazity ma negativni synergicky dopad na
dlouhovékost veelstva.

Takto rozmanity vyskyt paraziti u vcel umoziiuje pozorovat koinfekce a urCité asociace mezi
jednotlivymi parazity. Ve studii od Castelli et al. (2019) byla zaznamenana vyssi parazitace roztoem
Varroa destructor u vzorkl pozitivnich na L. passim. Nékteré studie (Gregory et al., 2005; Navajas et
al., 2008; Yang & Cox-Foster, 2005) prokazaly, ze pfitomnost rozto¢e Varroa je schopna potlacit
imunitni systém vcel, ¢imz by mohla ovlivnit trypanosomatida a podpofit tak jejich mnozeni (Castelli
et al., 2019). S vyskytem L. passim souvisi i zastoupeni viru BQCV (virus ¢ernani mate¢niki), kdy se
tento vir vyskytoval Castéji ve vzorkach s Lotmaria nez bez ni (Buendia et al., 2018). Trypanosomatida
byla zaznamenana i v jisté korelaci s dal$Sim virem — LSV (virus jezera Sinai) (D’Alvise et al., 2019).
Smisené infekce Crithidia mellificae s N. ceranae maji tlohu ve zmén¢ antimikrobialnich peptidi
a snizuji tak bunécnou imunitu svych hostiteld. Mortalita vcel infikovanych trypanosomatidy vSak

nebyla v zadné z téchto studii zaznamenana. Ve spojeni s N. ceranae je zajimavy také supresivni a¢inek
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na parazity L. passim, prestoze oba parazité¢ obyvaji rozdilné niky v hostiteli. K supresi proto
pravdépodobné dochazi az pti akumulaci spor Nosema v zadnim stieve, kde ovlivni vyvoj Lotmaria ¢i
dojde mezi parazity ke kompetici o prostor. Dale u této smésné infekce byla pozorovana snizena exprese
vitellogeninu, ktery je nezbytny pfi regulaci starnuti. Vitellogenin u vcel zabraiiuje vzniku stresu
a obraci proces uzce spojeny se starnutim. Jeho potlacena exprese tak vyvolava rychlé starnuti bunék,

coz ma za nasledek zkraceni délky zivota véely (Arismendi, Caro, et al., 2020).

2.3.2 Vliv potravy na kondici véel/¢melaku a jejich trypanosomatida

Rostlinné fytochemikalie ziskané z potravy opylovaci mohou ptisobit jako tzv. pfirodni 1éky proti
parazitim. Ackoliv se slouCeniny extrahované z rostlinné potravy velmi lisi, sekundarni rostlinné
metabolity obsazené v medu, pylu a propolisu jsou dtlezité v obrané proti patogeniim a parazitim.
U ¢melakt bylo prokazano, ze nékteré¢ metabolity vykazujici antimikrobialni aktivitu redukuji infekci
patogenii (Erler & Moritz, 2016). Ve studii Koch et al. (2019) byly zkoumany ucinky metaboliti
pochazejicich zrostlin (jetel, viesovec popelavy, vies obecny, smetanka, brukev fepka, bfectan
popinavy, ostruzina Cernicova, hadinec obecny, planika obecnd, lipa) na parazity C. bombi. Vysledky
ukazaly, ze in vitro dochazi k inhibici parazitii vlivem plsobeni sekundarniho metabolitu callunene
z nektaru viesu  (Calluna  vulgaris). Kratkodoba expozice timto metabolitem vyvolava
u choanomastigotti ztratu biciku, ktery je potiebny pro rozvoj infekce. Zda se, Ze rostlinné metabolity
tak mohou znemoznit pfichyceni biciku k epitelu ¢i jeho motilitu, ¢imz ztraci Crithidia svou infek¢nost.
Neptitomnost metabolitli, a naopak pfitomnost parazitl v zadnim stievé vSak naznacuje, Ze jsou
slouceniny béhem prichodu travici soustavou metabolizovany a k ovlivnéni parazita dochdzi pouze
béhem prostupu mezenterem. Dale byla zjist€na kompletni inhibice rstu Crithidia u hadince obecného
(Echium vulgare). Vyznamné snizeni rastu parazita bylo zaznamenéno i u sloucenin z lipy (7ilia sp.)
a planiky (4Arbutus unedo). Podle Michaud et al. (2019) kratkodobé vystaveni aucubinem, metabolitem
méla i kyselina citronova. Dale byl zkouméan napft. alkaloid gelsemin ziskany z nektaru jasminovce
vzdyzeleného (Gelsemium sempervirens), ktery vedl téz ke snizeni infekce C. bombi u ¢melakti (Manson
et al., 2010).

Pyl ziskany opylovaci obsahuje v priméru zhruba 35 % bilkovin v€etné 50 % volnych aminokyselin.
Dalsi slozky pylu pak tvofi sacharidy, lipidy, vitaminy a mineraly (Campos et al., 2008). Pylova strava
je dulezitd zejména pro vyvoj larvy, kladeni vajicek a dilezitou roli hraje i v imunokompetenci.
Omezeni v diverzit¢ zivin mize vést k tomu, ze véely nemohou vytvofit i€innou imunitni obranu,
a proto se muze zvySovat riziko infekce (Alaux et al., 2011). O zhorSeni imunitni odolnosti B. terrestris
vuci infekei C. bombi zplisobenou nedostatkem pylu vypovidéa studie Carnell et al. (2020). Jedinci
krmeni pouze cukernou potravou vykazovali sniZenou imunitni odpovéd’ proti parazitim C. bombi
(Carnell et al., 2020; Folly et al., 2017). Ukazalo se, Ze pyl mtze pravdépodobné ovliviiovat i vyvojovy
cyklus parazita (Logan et al., 2005), kdy doslo k naruSeni potadi vyvojovych stadii, ve kterém se paraziti
C. bombi objevovali v zavislosti na slozce potravy. U ¢melakl s pfidanym pylem byl vidét rozdil
v zastoupeni morfotypti — nejdiive se v hostiteli objevovali promastigoti, kteti byli poté zastoupeni
choanomastigoty a amastigoty. Zaroven tato skupina vykazovala vyssi zatizeni parazitem nez skupina
bez pylu. Opaénych vysledkt s pylem dosahla studie Giacomini et al. (2018), ve které neznama G¢inna
latka z pylu slunecnice (Helianthus annuus) zptisobovala silnou inhibici vyvoje C. bombi u ¢melaka

B. impatiens.
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2.3.3 Vliv pesticidu na zdravi v&el/¢meldkt a interakce paraziti s pesticidy

Pesticidy jsou vnimany jako jedna z hlavnich pfi¢in syndromu zhrouceni vcel (CCD) (vanEngelsdorp et
al., 2009). Od 2. poloviny 20. stoleti se zvysila spotieba pesticidi pouzivanych v zemé&dé€lstvi pro lepsi
vynos plodin, coZ s sebou nese i negativni dopad na okolni prostfedi (Carvalho, 2017). Jelikoz je vcela
medonosna hlavnim opylovatem plodin, je kontakt mezi vcelami a pesticidy nevyhnutelny. Pii
opylovani hospodaiskych plodin jsou vcely vystaveny celé fadé pesticidd, jejichz plisobenim se miize
zvySovat nachylnost k patogentim. Nebezpecné jsou predevsim pesticidy ze skupiny neonikotinoidd,
jejichz ucinek spociva ve vazbé na nikotinovy acetylcholinovy receptor bezobratlych sktidcti (Tomizawa
& Casida, 2000). Konkrétné se jedna o imidakloprid, klothianidinu, thiamethoxam a thiakloprid, pro
které je natizeny zakaz pouzivani v EU (European Food Safety Authority (EFSA) et al., 2019; Evropska
komise (EK), 2013). Avsak tento zdkaz neplati pro zemé¢, které nejsou soucasti Evropské unie, proto je
zde mozné setkani s témito u nas omezenymi pesticidy. Povolenym neonikotinoidem v EU zistava
acetamiprid, ktery neni pro v€ely vniman jako rizikovy (European Food Safety Authority (EFSA),
2016). Zakazané neonikotinoidy predstavuji akutni toxicitu pro vcely jiz ve velmi malych davkach,
radove jednotky ng na vCelu (Suchail et al., 2001). Vétsi riziko nez je akutni toxicita vSak predstavuje
subletalni vliv neonikotinoidii spocivajici v ovlivnéni chovani, reprodukce a orientace, coz ma za
nasledek postupné skryté slabnuti vcelstva (Hladik et al., 2018).

Zvlasteé rizikovy je neonikotinoid imidakloprid, ktery je navic spojovan s negativnim vlivem na
uceni a pamet’ veely (Decourtye et al., 2004; Tsvetkov et al., 2017). Jeste vice toxicky je zejména jeho
metabolit imidakloprid-olefin. Pti dlouhodobém vystaveni tomuto pesticidu vznika opozdéné toxictéjsi
metabolit, coz bylo prokdzano u véely medonosné a ¢melakt (Erban, Sopko, Talacko, et al., 2019;
Suchail et al., 2004). Na ¢melacich koloniich bylo prokézano, ze se imidakloprid-olefin kumuluje a jeho
zastoupeni je tak ve ¢melacich az 3,4krat vyssi nez matetska latka imidakloprid (Erban, Sopko, Talacko,
et al., 2019). Ackoliv je imidakloprid v EU zak4zanou latkou, spolu se svymi metabolity mtze
pretrvavat v Zivotnim prostiedi ve vyznamnych mnozstvich po 1éta (Benton et al., 2015). Nebezpeci pro
opylovace tak mtize predstavovat i v zemich, kde se tento pesticid jiz delsi dobu nepouziva, nebot’ mize
dochazet k translokaci z ptidy do rostlinnych pletiv, pylu a nektaru (Bonmatin et al., 2003; Rortais et al.,
2005; Seifrtova et al., 2017). U experimentalnich ¢meléki bylo zjisténo potlaceni mevalonatové drahy
(syntéza hormont) a syntéza mastnych kyselin vlivem dlouhodobého pusobeni imidaklopridu.
Mechanismus tu¢inku spociva ve vazbé a v nasledné blokaci SCAP receptoru, ¢imz se inhibuji nezbytné
drahy pro fungovani organismu (Erban, Sopko, Talacko, et al., 2019). Obdobny efekt je pravdépodobny
i pro véelu medonosnou. Dale byl zaznamenan negativni vliv na produkci plodu (Dively et al., 2015),
kvalitu spermii trubce (Ciereszko et al., 2017), shanéni potravy (Bortolotti et al., 2003), velikost
hypofaryngealnich zlaz (Smodi§ Skerl & Gregorc, 2010), aktivitu a termoregulaci (Crall et al., 2018).
Cmeléci postizeni imidaklopridem vykazuji snizeny rozvoj a kondici kolonii (Whitehorn et al., 2012).

Zavazny problém piedstavuje také kombinace latek, kdy by mohly byt samotné subletalni davky
stovkami rlznymi agrochemikaliemi (Johnson et al., 2010) s nejvys§im zastoupenim kombinace
insekticidl a fungicidi (Erban, Vaclavikova, et al., 2019). Herbicidy a fungicidy jsou Siroce pouzivany
po celém svéte a bylo prokdzano, Ze maji negativni G¢inky na zdravi vcel (Belsky & Joshi, 2020).

Kombinace pesticidi a paraziti u v¢el odhaluje jak antagonistické ucinky (Bird et al., 2021), tak

i predpokladané aditivni ¢i multiplikativni G€inky, ke kterym dospéla metaanalyza Siviter et al. (2021).

28



Vétsina studii véely medonosné se zaméiuje na Nosema spp., Varroa destructor a rizné vceli viry
(Annoscia et al., 2020; Aufauvre et al., 2012; Coulon et al., 2020; Di Prisco et al., 2013; Harwood
& Dolezal, 2020; Odemer et al., 2018; Straub et al., 2019). Nejvétsi hrozbu pro zdravi véel z téchto
zminénych parazitl predstavuje ektoparaziticky rozto¢ V. destructor (Neumann & Carreck, 2010;
Rosenkranz et al., 2010). Negativni dopady parazitii jsou hlavné v dasledku imunitni kompetence
hostitele (Di Prisco et al., 2013, 2016), které pak mohou byt dale prohloubeny soucasnou expozici
pesticidy. Napftiklad bylo prokézano, Ze expozice pesticidy u vcel medonosnych interferuje s imunitni
reakci tak, Ze narusuje imunitni signalni dréhy a snizuje indukci antimikrobialnich peptidd, zpomaluje
hojeni ran a snizuje pocet cirkulujicich hemocytti (Brandt et al., 2017; Di Prisco et al., 2013; James
& Xu, 2012), coz podporuje Sifeni patogent a parazitii (Annoscia et al., 2020; Di Prisco et al., 2013).
Naptiklad v bakalaiské praci (Bartova, 2020) vypracované ve VURV byl sledovan Gi¢inek imidaklopridu
na roztoce V. destructor, kdy u vcel exponovanych timto roztocem a pesticidem doslo k potlaceni
genové exprese pro hymenoptaecin, coz je polypeptid s antimikrobidlnimi ucinky.

Ve studii Fauser-Misslin et al. (2014) byl zkoumam ucinek insekticidli (klothianidin
a thiametoxam) na C. bombi u ¢melaki. Pti tomto experimentu byla odhalena vyznamna interakce mezi
expozici neonikotionidi a infekci C. bombi na pieziti kralovny, kdy pii kombinaci téchto 2 stresorti bylo
celkové reprodukéni Gispésnosti veelstva. V dals$im vyzkumu se stejnymi druhy pesticidii a parazitt bylo
pozorovano u obou faktori snizeni UspéSnosti hibernace ¢melakti, avSak jen pfi jednotlivé expozici.
Nebyl zde zjistén zadny aditivni nebo synergicky ucinek (Fauser et al., 2017). V jiné publikaci
s thiamethoxamem vedl pesticid ke sniZzeni podilu matek schopné klast vajicka (o 26 %), nicméné nebyly
pozorovany zadné interaktivni uc¢inky mezi pesticidem a C. bombi (Baron et al., 2017). Pti expozici
¢melakt glyfosatem nebyl zjistén zadny subletalni vliv, stejn€é jako nebyla nalezena zadna interakce
mezi glyfosatem a C. bombi (Straw & Brown, 2021). Dalsim pozorovanym insekticidem byl naptiklad
lambda (A)-cyhalothrin, ktery nemél zadny vyznamny vliv na Crithia u ¢meléki (Baron et al., 2014).

Vysledky z laboratornich studii vSak nejsou s nejvétsi pravdépodobnosti idealni pro predpovidani
potencialnich ucinkli na divoké véely (Wood et al., 2020), a to zejména u samotaiskych druhid vcel.
Socialni v¢ely by mély byt schopny do ur¢ité miry tlumit negativni dopady na Grovni véelstva. Strategie
k zabranéni vstupu, usazovani a Sifeni patogenti mtize byt napiiklad prosttednictvim socialni imunity
(tj. behavioralni, fyziologické a organiza¢ni adaptace na urovni vcelstva) (Cremer et al., 2007; Meunier,
2015; Wilson-Rich et al., 2008). U solitérnich v¢el by nepfiznivé u€inky pesticidl, patogent a jejich
interakce mély mit vyraznéjsi dopady v disledku absence socialniho chovani (Sgolastra et al., 2019;
Straub et al., 2015). Samotarské vcely hnizdici v zemi jsou také vystavovany pesticidiim, které se
hromadi v ptidach (Willis Chan et al., 2019). Kooperativni péce o mlad’ata v husté osidlenych véelstvech
spolecenskych vcel usnadiiuji Sifeni nemoci (Cremer et al., 2007; Graystock et al., 2015; Manley et al.,
2015). Socialita je tedy dal$im kli¢ovym faktorem ovliviiujici expozici a pienos pesticidi a expozici,
prenos a rezistenci patogenti (Cremer et al., 2007). Uginky pesticidii s nejvétsi pravdépodobnosti
prevazuji nad ucinky patogeni, pravdépodobné proto, Ze veely Zivici se nektarem z kvétin a stavéjict si

ochranna hnizda jsou mén¢ ptizplisobené toxinlim ve srovnani s jinym hmyzem (Tiedeken et al., 2016).
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3 Material a metodika

3.1 Detekce trypanosomatid u volné Zijicich véel a ¢melaki

3.1.1 Sbér a ptvod vzorkt
Vzorky pro detekci vcelich paraziti nam byly poskytnuty od Mgr. Jakuba Straky, Ph.D. (PiF UK).

K odchytu véel byly pouzity zluté misky, které svou barvou pripominaji kvét a lakaji tak opylovace.

K ziskani hmyzu se bézné pouzivaji tyto misky naplnéné jarovou vodou, kterd zajisti utopeni
a kratkodobou fixaci hmyzu. Pro nase ucely jsme potfebovali zjistit, zda dochdzi k degradaci DNA
parazita, ktera by mohla byt ve v¢ele pfitomna. Proto musela byt pouzitd metoda sbéru otestovana (na
vcelach medonosnych, které se do zlutych misek rovnéz chytaji a které byvaji Casto napadeny parazitem
Lotmaria passim) a dle ziskanych vysledki nedoslo k zadnému vyznamngjSimu poskozeni DNA.
Vzorky byly nasledné ptevedeny do lihu a uchovany v -20 °C. Se vzorky v¢el nam byly soucasné

poskytnuty i idaje o druhu, lokalité a datu odchytu. Tyto informace jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: Informace o druhu, poctu a pivodu véel odchycenych pomoci Zlutych
misek a poskytnuty Mgr. Jakubem Strakou, Ph.D.

Druh véely Pocet Lokalita Datum
Andrena spp. (3 druhy) 73 Praha — Dejvice, Lysolaje 04/2019
Apis mellifera 32 Praha — Dejvice, Lysolaje 07/2019
Bombus lapidarius 2 Praha — Lysolaje 04/2019
Bombus pascuorum 1 Praha — Dejvice 07/2019
Bombus terrestris 5 Praha — Lysolaje 04/2019
Colletes cunicularius 11 Praha — Dejvice, Lysolaje 04/2019
Halictus simplex 14 Praha — Dejvice 07/2019
Helictus scabiosae 4 Praha — Lysolaje 04/2019
Lasioglossum spp. (10 druht) 147 Praha — Dejvice, Lysolaje 04/2019
Megachile pilidens 3 Praha — Dejvice 07/2019
Nomada bifasciata 4 Praha — Dejvice 04/2019
Osmia bicolor 7 Praha — Dejvice 04/2019
Polistes dominula 25 Praha — Dejvice 07/2019
Seladonia tumulorum 2 Praha — Dejvice 07/2019
Sphecodes geoffrellus 1 Praha — Lysolaje 04/2019

Dalsi vzorky byly k dispozici diky spolupraci s Vyzkumnym ustavem vcelatskym, s. r. 0. v Dole
a Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby, v. v. i. v Praze. V¢ely medonosné byly sklepany z plodového
plastve do plastového pytle a ihned umistény do polyesterového boxu se suchym ledem. Vzorky byly
poté skladovany v -20 °C. Piehled poé¢tu vzorkd je uveden v tabulce 3.
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Tabulka 3: Informace o poctu a ptivodu vzorkiu véel medonosnych z uld; vzorky
Jjsou sefazeny dle data sbéru.

Druh véely Véelstvo Pocet Lokalita Datum
Apis mellifera 6 84 Dol 08/2020
Apis mellifera 4.1 90 Praha — Ruzyné 07/2021
Apis mellifera 4.8 90 Praha — Ruzyné 07/2022
Apis mellifera 4.10 90 Praha — Ruzyné 07/2022

K odchytu ¢melakii (v ramci udélenych vyjimek a povoleni) byla pouzila entomologicka sitka (na
lokalit¢ Petfin, Praha) a nasledné byli uchovani nazivu az do okamziku pitvy pted niz byli usmrceni
pomoci etanolu nebo byla k odchytu pouzita Malaiseho past (lokalita Ruda, Veseli n.L.) s lihovou

odchytovou nadobou. Udaje o vzorcich viz tabulka 4.

Tabulka 4: Informace o druhu, poc¢tu a plivodu vzorku; vzorky jsou sefazeny dle

data sbéru.
Druh ¢melaka Pocet Lokalita Datum
Bombus terrestris 14 Praha — Petfin 05/2020
Bombus terrestris 9 Veseli n.L. — Ruda 06/2020

3.1.2 Zpracovani vzorku a extrakce DNA
3.1.2.1 Pitva hmyzu

Pied zpracovanim vzorkd byli jedinci, ktefi se uchovavali v lihu, oplachnuti sterilnim fyziologickym

roztokem. K extrakci DNA byly pouzity pouze zadecky, ze kterych se vypitvalo stfevo. Béhem pitvy
byly vzorky uchovany na ledu. Pitva probihala pomoci stereomikroskopu (Zeiss, Stemi 305) a sterilnich
pinzet, které se po kazdé pitve stieva vyzihaly nad lihovym kahanem. Na kazdy vzorek bylo rovnéz
pouzito nové Cisté podlozni sklicko. Stfevo se uchovavalo v 1,5 ml mikrozkumavce s kapkou
fyziologického roztoku opét na ledu. U zivych zastupct byly vzorky jesté prohlizeny pod svételnym
mikroskopem na pritomnost parazitd a ta byla nasledné¢ ovéfena PCR analyzou, kterou podstoupily
i vzorky mikroskopicky negativni.
3.1.2.2 Homogenizace vzorkii a extrakce DNA
Po vypitvani bylo potieba vzorky homogenizovat sterilnimi plastovymi pisty. Homogenizace probihala
jiz s prvnim krokem izola¢niho protokolu DNA izola¢niho kitu (Roche), podle kterého se postupovalo.
Nasledujici reakce zahrnuje 1yzi bun€k, navazani DNA na membranu kolonky, promyvani navazané
DNA, vysu$eni membrany a eluce navazané DNA.

1. Do 1,5ml mikrozkumavky piidat tkan, 200 pl Tissue lysis buffer, 20 pl proteinazy K, promichat

a inkubovat pti 55 °C, dokud nebude tkan kompletné¢ zlyzovana (15 min).

2. Pridat 200 pl Binding buffer, promichat a inkubovat 10 min pfi 70 °C.

Pridat 100 pl isopropanolu a promichat.

4. Vlozit kolonku do sbérné zkumavky. Prepipetovat vzorek do kolonky a centrifugovat 1 min
8000 x g.

W
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5. Vyjmout sbérnou zkumavku s tekutinou a vyhodit. Vlozit kolonku do nové sbérné zkumavky.
Ptidat 500 pul Inhibitor removal buffer. Centrifugovat 1 min 8000 x g.

6. Vyjmout sbérnou zkumavku s tekutinou a vyhodit. Vlozit kolonku do nové sbérné zkumavky.
Ptridat 500 pul Wash buffer. Centrifugovat 1 min 8000 x g.

7. Opakovat 6. krok.

Po odstranéni tekutiny centrifugovat 10 s na nejvyssi rychlost. Vyhodit sbérnou zkumavku.

9. Vlozit kolonku do ¢isté, sterilni 1,5ml mikrozkumavky. Ptidat 200 pl ptedehiaté (70 °C) Elution
buffer. Centrifugovat 1 min 8000 x g.

10.Ulozit mikrozkumavky s DNA do -20 °C.

x

3.1.3 Nested PCR
Pro dtikaz ptitomnosti DNA trypanosomatid byla provedena specificka amplifikace genu pro 18S rRNA
(SSU rRNA) pomoci dvoukrokové polymerazova fetézcova reakce. Pro kazdy krok reakce byl pouzit

jiny UV box. Pro zabranéni dalsi pfipadné kontaminace se pouzivaly Spicky s filtry a sterilni stripy.

1. Prvni krok reakce
Reak¢ni smés jednoho vzorku o objemu 10 pl sestavala z 5 ul Master mix Emerald green (Takara Bio),
4 ul H,O bez nukleaz (Takara Bio), 0,5 pl primerti (Reverse + Forward) a 0,5 ul DNA (koncentrace
DNA nebyla zjistovana). Kazdy PCR b¢h byl analyzovan s pozitivni a negativni kontrolou. Jako
pozitivni kontrolu u vcel jsme pouzili DNA z nami vyizolovanych izolatl Lotmaria passim ze vcely
medonosné a Crithidia bombi ze melaka zemniho (postup kultivace a klonovani popsan v kapitole 3.2.2
a 3.2.3). Jako negativni kontrola slouzila reakéni smés s vodou bez nukleéz.

K detekci veelich trypanosomatid (Lotmaria passim, Crithidia bombi a dalsSich jednohostitelskych
vcelich trypanosomatid) byly pouzity primery pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho SSU rRNA.
Sekvence primert jsou uvedeny v tabulce 5. Amplifikace probihala v termocykleru za podminek

sepsanych v tabulce 6.

Tabulka 5: Pfehled pouZitych primert pro detekci véelich trypanosomatid — prvni
krok nested PCR.

Primer Sekvence Usek Velikost
S762 GACTTTTGCTTCCTCTADTG SSU rRNA cca 2,2 kb
S763 CATATGCTTGTTTCAAGGAC SSU rRNA

Tabulka 6: Amplifikacni podminky pro prvni krok nested PCR.

Krok Teplota Cas Poéet cykli
95 °C 180 s
Denaturace 95 °C 30s
Annealing 55 °C 30s 32
Elongace 72°C 90 s
72 °C 180 s
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2. Druhy krok reakce
Pro druhy krok nested PCR byl pouzit dvojnasobny objem reakéni smési. Jeden vzorek o objemu 20 ul
obsahoval 10 pl Master mix Emerald green, 8,5 pul H>O bez nukledz, 1 pl primert (Reverse + Forward)
a 0,5 pl pfedchoziho PCR produktu. Zde byla jako negativni kontrola pouzit jednak produkt negativni
kontroly z prvniho kroku reakce, tak nova negativni kontrola — opét voda bez nukledz, aby se ptipadné
zjistilo, v jakém kroku ke kontaminaci doslo.

Sekvence primert pouzity pro druhy krok nested PCR jsou znazornény v tabulce 7. Teploty a Casy

jednotlivych krokti amplifikace jsou sepsany v tabulce 8.

Tabulka 7: Pfehled pouZitych primert pro detekci véelich trypanosomatid — druhy
krok nested PCR.

Primer Sekvence Usek Velikost
TRnSSU-F2 GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA SSU rRNA cca 2,1kb
TRnSSU-R2 CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT SSU rRNA

Tabulka 8: Amplifikaéni podminky pro druhy krok nested PCR.

Krok Teplota Cas Poéet cykli
95°C 180 s
Denaturace 95 °C 30s
Annealing 63 °C 30s 30
Elongace 72°C 80s
72 °C 300s

3.1.4 Vizualizace PCR produkti pomoci agar6zového gelu

Pfitomnost amplifikované DNA byla ovéfena a vizualizovana pomoci elektroforézy. Na ptipravu gelu
byla pouzita agaréza (Invitrogen Ltd.) a TAE pufr (AppliChem Gmbh, BioChemica) o vysledné
koncentraci 1 %. Aby mohla probehnout vizualizace pod UV svétlem, bylo pfi pfipravé gelu ptidano
barvivo Sybr Safe (Invitrogen Ltd.). Smés byla nalita do elektroforetické vany s potfebnymi hiebeny.
Po ztuhnuti gelu byly hiebeny vyjmuty a do vytvorenych jamek napipetovano ptislusné mnozstvi DNA
a do jedné jamky GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas life science) pro urceni velikosti
PCR produktu. Nasledné byla spusténa elektroforéza pii napéti 120 V. Po 40 minutach byl odecten

vysledek na zakladé UV transiluminatoru.

3.1.5 Priprava na sekvenaci a nasledna analvza

Vzorky, které byly pozitivni na agarézovém gelu, byly pfipraveny na sekvenaci a nasledné odeslany na
do sekvenac¢ni laboratofe (BIOCEV, PiF UK). Piiprava prob¢hla nasledujicim zptisobem: k 5 ul PCR
produktu byl ptfidan 1 pl enzymu ExoSAP (prace probihala na ledu) a reakéni smés byla vlozena do
termocykleru (37 °C 8 min, 80 °C 2 min, 4 °C). Nasledné byl do 1,5 pl produktu pfidan 1,5 ul Reverse
primer 1000 R (viz tabulka 9) a objem byl doplnén vodou bez nukleaz do 8 pl. Pro pfipadnou sekvenaci
celého useku malé ribozomalni podjednotky (SSU rRNA) byly pouzity dalsi primery (1000 F, 577 F,
577 R, 1510 F, 1510 R — viz tabulka 9).

33



Hotové sekvence z laboratofe byly zanalyzovany pomoci programu BLAST, diky kterému byly
jednotlivé sekvence pfifazeny k odpovidajicimu rodu/druhu organismu.

Tabulka 9: Pfehled pouzitych primeri( pro sekvenaci SSU rRNA.

Primer Sekvence
1000 F AGACGAACTACAGCGAAGGCAT
1000 R ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT
577 F GCCAGCACCCGCGGT
577 R ACCGCGGGTGCTGGC
1510 F CAGGTCTGTGAYGCTG
1510 R CAGCRTCACAGACCTG

3.2 Experimentalni infekce v€el trypanosomatidy

Pro pokusy s experimentalnimi infekcemi byly navrhnuty 3 metodické postupy, a to z divodu 3 riizné
provadénych variant pokusti. VSechny varianty/experimenty jsou pro lepsi piehlednost a orientaci
shrnuty na schématu 1.

Schéma 1: Prehled vsech provadénych experimentu.

N N N
. o Experimentalni infekce Experimentalni infekce
d%’fﬁﬁ”&gg{“?gg d'g‘;%kscneé délnic v€ely medonosné a délnic a trubcl veely
y ¢melaka zemniho medonosné
J J J
( N 4 N 4 )
infekce L. passim, g :
— infekce L. passim — infekce C. bombi, — mfeirkn(‘ig aLk.I g aﬁg/m,
cross-infekce P
_ J _ J _ J
s 2 s 2 s 2
- o & Vyzkumny Ustav Vyzkumny Ustav
— vé\é?/azi‘ksllj(mn[})lolfStZaOVZO — rostlinné vyroby, — rostlinné vyroby,
% ’ Praha, 2021 Praha, 2021, 2022
_ J _ J _ J

Nasledujici kapitoly (3.2.1, 3.2.2, 3.2.3) jsou spole¢né vSem uvedenym experimentim.

3.2.1 Test pfitomnosti trypanosomatid u lihnoucich se véel

Pred planovanim a zahajenim jakékoliv infekce bylo potieba otestovat lihnouci se véely na ptitomnost
paraziti. Odbér probihal pomoci pinzety, kdy vcely byly vyndany za kiidla pfimo z buiiky, aby nedoslo
k zadné kontaminaci, at’ uz s plodovym plastem ¢i s jinymi véelami. Vzorky byly zamrazeny na suchém

ledu v 1,5 mL mikrozkumavkéch. V¢cely byly odebrany ze dvou lokalit: v Dole — Maslovice
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a v Praze — Ruzyni (pfehled uveden v tabulce 10). Vzorky byly zpracovany podle izola¢niho protokolu
v kapitole ¢. 3.1.2 a testovany metodou PCR dle postupu uvedeného v kapitole ¢. 3.1.3.

Tabulka 10: Pfehled odbéru lihnoucich se véel, vzorky jsou sefazeny dle data sbéru.

Druh vcely Véelstvo Pocet vcel Lokalita Datum
Apis mellifera 75 20 Dol 08/2020
Apis mellifera 77 20 Dol 08/2020
Apis mellifera 88 20 Dol 08/2020
Apis mellifera 4.1 20 Praha — Ruzyné 06/2021
Apis mellifera 4.8 20 Praha — Ruzyné 07/2022
Apis mellifera 4.10 20 Praha — Ruzyné 07/2022

Pomoci molekularnich metod bylo také testovano 30 ¢meldkd zemnich (ziskany z certifikovaného
chovu z Belgie a chovany ve VURYV) na piitomnost/neptitomnost paraziti Crithidia bombi z divodu

planovaného experimentu se ¢melaky.

3.2.2 Kultivace trypanosomatid

Pro experimentalni infekce bylo nutné mit kultury Lotmaria passim a Crithidia bombi, na jejichz ziskani
byly pouzity mikroskopicky pozitivni véely a ¢melaci. Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito tekuté BHI
médium (Bacto™ Brain Heart Infusion) o sloZeni:

37 g praskového BHI na 1 litr

HEMIN: 10mg/ml (in 0.1M NaOH) — v fedéni 1:1000

10% heat-inactivated fetal bovine calf serum (FBS)

250-500 pg/mL amikacin

Bunky v plochych kultivacnich zkumavkach (Nunc) byly nésledné ulozeny v horizontalni poloze

v inkubatoru pfi teploté 23 °C a cca kazdé 2 tydny pieockovany ve flowboxu do novych zkumavek.

3.2.2.1 Barveni sklicek dle Giemsa-Romanowski

Vzorky, u kterych byli v¢eli paraziti detekovani pod mikroskopem, byly vyuZity i na pfipravu trvalych
barvenych preparati. Na barveni bylo pouzito barvivo Giemsa-Romanowski. Podlozni sklicko
s parazity bylo fixovano methylalkoholem 3-5 minut. Suchy preparat byl barven zfedénym roztokem
Giemsy-Romanowského (1:20 destilovana voda) 20 min. Preparat byl opldchnut pod tekouci vodou,

nasledné destilovanou vodou a ponechan uschnout ve svislé poloze.

3.2.3 Klonovani
Z bunécné axenické kultury obou druhti (Lotmaria passim a Crithidia bombi) byl ziskén klon, ktery
byl poté v termostatu namnozen a pouzit jako zdroj nakazy pro véely ¢i ¢meléky.

K ziskéni klonu byla nejprve pouZita metoda izolace klonu vysevem na ¢okoladové agarové plotny
pomoci bakteriologické klicky. AvSak tato izolace klonu (kultivace) byla neuspéSna a nedoslo
k zadnému nartstu kolonii na povrchu agarové plotny. Klonovani dale probihalo metodou limita¢niho
fedéni na mikrotitraénich destickach. Inokulum s parazity bylo fedéno kultiva¢nim médiem za
predpokladu, Zze v 96 jamkové desti¢ce budou buiiky pfitomné jen v n€kolika malo jamkach (2-5),
zatimco zbyla vétSina jamek bude napInéna ¢istym médiem. Kultura s buiikami byla nejprve spocitana
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v Biirkerové komtirce a ziedéna médiem na koncentraci 5x10* bun&k/ml. Poté byla vytvoiena fedici
fada az na kone¢nou koncentraci 5 bunék/ml. Posledni fedici suspenze byla pomoci pipety pfenesena
do 50 mL zkumavky s 24 ml BHI média a promichana. Pomoci osmikanalové pipety byla touto fedénou
suspensi naplnéna mikrotritracni desticka (1 jamka o objemu 250 pl). Desticka byla uzaviena
a kultivovana nékolik dni pii 23 °C. Nésledné byla desticka prohlédnuta pod mikroskopem
a z pozitivnich jamek byly vyockovany klonové kultury do kultiva¢niho média.

3.3 Experimentalni infekce Lotmaria passim u véely medonosné

3.3.1 Ptfiprava pokusnych nadob

Na ptipravu prvnich klicek, ve kterych byl proveden pokus na 30 véelach, byl pouzit plastovy kelimek
s hlinikovou sitovinou, jak je videt na fotografii ¢.1. Vnitfek kelimku byl povoskovan a do horni ¢asti

byla vpravena 2ml injek¢éni stiikacka pro potravu a parazity.

Fotografie ¢.1: Pokusna ndadoba pro 30 vcel
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3.3.2 Casové schéma experimentu

Schéma 2: Casovy pldn pokusu s délnicemi véely medonosné.

einkubace sinfekce L. ¢ 1. odbér 3. odbér
véeliho evylihnuti passim ekrmeni *krmeni *2. odbér *krmeni 4. odbér
ramku ekrmeni ekrmeni

Coden | s cen |

3.3.3 Odbér a uchovani véel

Do termostatu byly vlozeny dva ramky se vcelim plodem na vylihnuti (48 h), ve kterém byly i vcely

nasledn¢ uchovany v kelimkach po dobu probihajiciho pokusu (11 dnil). Teplota byla nastavena na 31
°C. Na pokus bylo pomoci pinzety z vylihnut¢ho plodového plastve odebrano celkem 270 vcel
(1 kelimek po 30 v¢elach).

Tabulka 11: Pfehled skupin a poéet odebranych véel.

Skupina Véelstvo Pocet vcel Lokalita Datum
1. Kontrola 75 30 Dol 09/2020
2. Kontrola 75 30 Dol 09/2020
3. Kontrola 75 30 Dol 09/2020
4. L. passim 75 30 Dol 09/2020
5. L. passim 75 30 Dol 09/2020
6. L. passim 75 30 Dol 09/2020
7. L. passim 75 30 Dol 09/2020
8. L. passim 75 30 Dol 09/2020
9. L. passim 75 30 Dol 09/2020

3.3.4 Priprava potravy a infekce

Véely byly po odbéru krmeny 50% cukernym roztokem (1 litr vafici vody na 1 kg cukru) krmitkem
o objemu 1,5 ml.
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3.3.4.1 Infekcni davka parazitit

Infekéni davka paraziti je pievzata z Schwarz & Evans (2013), kdy 1 vcela vypije praimémé 10 pl
potravy s 10 000 butikami parazitl. Davka parazitd byla vceldm podana pouze jednou (48 hodin po
lihnuti).

Bunky Lotmaria passim byly nejprve spocitdny v Biirkerové komirce. Pasdz pouzita pro tuto
infekci byla pasaz ¢islo 6. Z bunééné kultury bylo odebrano 100 pl do mikrozkumavky a ptidano 900
ul fyziologického roztoku s formalinem (10%). Zkumavka byla promichana a touto suspenzi naplnéna
komirka. Nasledné¢ bylo spocitino mnozstvi bunék v 1 ml kultury. Pro tento experiment byla

koncentrace v 1 ml bun&&né kultury 1,116 x 107.

Vypocet infekéni davky paraziti v cukerném roztoku

Aby bylo zajiSténo ptezivani parazitli v cukerném roztoku, byl cukerny roztok fedén bunécnou
kulturou s parazity do riznych koncentraci a po dobu n¢kolika hodin sledovéan pohyb bicikovct.
Cukr byl rozpustén ve vod¢ v poméru 2:1 (67% roztok). Byly sledovany tyto poméry cukru
amédia s parazity: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4. U prvni koncentrace parazité umirali uz po 3 hodinach.
U druhé koncentrace parazité vydrzZeli 24 hodin, nicméné jiZ po n€kolika malo hodinach byla
napadnd sniZzend pohybova aktivita. U nésledujicich poméra ptezivali vice nez 24 hodin bez
zménéné aktivity (vici kontrole), coz bylo pro naSe experimenty klicové, jelikoz parazité byli
vcelam podavany po dobu 24 hodin. Abychom zajistili co nejsladsi potravu, aby byla pro véely
co nejvice atraktivni, vybrali jsme koncentraci mezi 2. (1:2) a 3. (1:3) fedénim. Vysledny pomér
cukerného roztoku a parazita v médiu doplnény o ptevaienou vodou byl 1:2,3, coz odpovida
20% cukernému roztoku. I zde bylo zaznamenavano ptezivani, které bylo sledovano po dobu

24 hodin bez znamek snizeni pohyblivosti bun¢k.

Vysledek infekéni davky parazitii v cukerném roztoku
e 1 ml potravy = 100 ul 107 bun&k/ml kultury + 600 ul prevarené vody + 300 pl 67%
cukerného roztoku
v' Splnéna infekéni davka pro 1 véelu = 10* bunék v 10 pl

v" Splnéna koncentrace cukerného roztoku = 20 %

3.3.5 Odbér a zpracovani vzorku

V¢ely byly odebirany kazdy druhy den (2 jedinci z kazdé skupinky). Prvni odbér byl 72 hodin po podani
L. passim a probihal az do vymfeni vcel (11 dnt1).

Odbér vzorkd probihal pomoci pinzety a v¢ely byly usmrceny v ethanolu a nasledné vypitvany.
Stfeva byla prohlizena pod svételnym mikroskopem s cilem zjistit pfipadnou probihajici infekei, jeji
lokalizaci a intenzitu. Kontrolni skupiny vcel byly zpracovany na nested PCR analyzu dle protokolt
v kapitolach 3.1.2, 3.1.3.
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3.4 Experimentalni infekce L. passim, C. bombi a cross-infekce u vcely

medonosné a ¢melaka zemniho

3.4.1 Ptiprava pokusnych nadob

Pro pokus se ¢melaky a véelami byly klicky zhotoveny z plastovych krabicek (fotografie ¢. 2). Aby mél
hmyz dostatek kysliku, misto klasického vicka byly pouzity 2 vicka, mezi kterd byla vloZena sit
a upevnéna pomoci kancelarské sesivacky. Pro krmivo slouzily 2 injekeni stiikacky o objemu 2 ml. Pro
infekéni davku zde byla navic 1ml injekeni stiikacka, ktera byla po infekei vyjmuta.

Fotografie ¢.2: Pokusna nadoba pro 4 véely/¢melaky

3.4.2 Casové schéma experimentu

Schéma 3: Casovy pldn pokusu s délnicemi véely medonosné a émeldka zemniho.

eshér sinfekce e 1. odbér 3. odbér
vzork( eadaptace parazity ekrmenf e krmeni 2. odbér e krmeni o 4. odbér
0. odbér ekrmeni ekrmeni

o den G den
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3.4.3 Odbér a uchovani veel a ¢meldku

Cmelaci pouziti na experimenty pochazely z certifikovaného belgického chovu a ve VURVu chovany
v plastovych boxech v temné mistnosti a krmeni 50% cukernym roztokem s pylem. Odbér probihal ve
tmé za erveného svétla. Cmelaci byli pomoci oxidu uhligitého uspani. Odebrano bylo 64 ks pomoci
pinzety do plastovych krabicek. Ty se poté uchovavaly v termostatu ve 35 °C.

Pro sbér lihnoucich se vcel byly dilezité pfiznivé podnebni podminky, které maji vliv na chovani
vcelstva. Z tohoto ditvodu pokusy probihaly v 1été za vysokych teplot, kdy vcely zacinaji vice plodovat.
Pro vSechny dalsi experimenty byly vzorky sbirany nasledujicim zptisobem. Ze vceli plastve byly
odebirany Cerstvé se lihnouci vcely, aby bylo zabranéno kontaktu se véelim plastem, kde by se mohla
vyskytovat ptipadna kontaminace ¢i aby bylo zabranéno kontaktu s dal§imi v¢elami, od kterych by se
mohly nakazit. Na fotografii ¢. 3 je zndzorn€no prokousavani véel z bunky. Kazda vcela byla
zkontrolovana na zakladé svého chovani, zda je zdrava, a hlavné bez roztoc¢u (Varroa destructor).
Béhem pokusi jsme pouzivali pouze veely neobsahujici roztoce, aby nedoslo k ovlivnéni vysledk jejich
pritomnosti. V¢elstva pouzita pro experimenty neméla zadné roztoce. Takto odebrano bylo 64 véel na
“krabi¢kovy” pokus (viz tabulka 12) a umisténo do termostatu (35 °C). ProtoZe jsme provadéli cross-
infekce, jednalo se celkem o 4 varianty (L. passim, C. bombi, L. passim + C. bombi, kontrola), kdy vcely
byly uchovény v krabic¢kéach po 4. Kazda varianta byla takto provedena 4% (4 opakovani po 4 vcelach
=4x4),

Fotografie ¢.3: Lihnouci se vcely prokousavajici se zavickovanou burikou
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Tabulka 12: Prehled skupin a pocet odebranych vcéel a ¢melakd.

Skupina Véelstvo Pocet Lokalita Datum
1. Kontrola ¢melaci 1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
2. C. bombi émelaci 1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
3. L. passim ¢melaci 1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
4. C. bombi + L. passim ¢melaci 1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
5. Kontrola véely 4.1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
6. L. passim vCely 4.1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
7. C. bombi vcely 4.1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021
8. C. bombi + L. passim véely 4.1 4x4 Praha — Ruzyné 06/2021

3.4.4 Ptiprava potravy a infekce

Cmeléci i véely dostavali také 50% cukerny roztok, ale sou¢asné s rozpusténym pylem. Pouzivan byl
100% vceli pyl rouskovany (Naturalis). Nejdiive bylo potieba pyl lyofilizovat, aby neobsahoval zadné
mnozstvi pesticidu. Pied lyofilizaci byl pyl pfesypan do zkumavek s dérovanym vickem piekryté
filtranim papirem. SuSeni mrazem probéhlo v lyofilizatoru pfes noc. Poté byla dérovand vicka
vyménéna za klasické vicko a zkumavky byly takto uskladnény v -60 °C. Pyl byl véelam podavam
v koncentraci 5 g pylu na 1 kg potravy. Pro krmeni s pylem byly proto vytvofeny zasobni roztoky pylu
(kapitola ¢. 3.4.4.1). Pyl byl nejprve rozemlet v kavovém mlynku a rozpustén v daném mnozZstvi
prevafené vody. Aby se pyl Iépe rozpustil a neobsahoval vétsi kousky, byl pouzit ultrazvukovy
homogenizator (Bandelin) s nastavenymi hodnoty: ¢as 2 min, puls 10 s. Nasledovala sterilizace

v autoklavu a poté skladovani v +5 °C.

Fotografie ¢.4: Postup pfipravy pylu Fotografie ¢.5: Ultrazvukova sonikace

3.4.4.1 Priprava zasobniho roztoku pylu
Vypocet zasobniho roztoku pylu
e Potfebnd koncentrace: 5 g pylu v 1 kg potravy = 0,5 g pylu ve 100 g potravy

e Zasobni roztok: 1 g pylu rozpustény ve 20 g pfevarené vody
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e Do 100 g potravy bylo ptidano 10,5 g zasobniho roztoku pylu
Vysledny cukerny roztok s pylem
e Cukerny roztok byl ptipraven z 1 kg g cukru + 895 g prevarené vody + 105 g zasobniho
roztoku pylu (50% cukerny roztok)
o Roztok byl uchovavan pti +5 °C a obden obménovan

3.4.4.2 Infekcni davka parazitu

Parazité byli téz obsazeny v cukerném roztoku, jak je uvedeno v kapitole €. 3.3.4.1. Davka parazitii byla
podana véelam a cmelakiim po 24hodinové adaptaci v termostatu, a to opét pouze jednorazoveé po dobu
24 hodin. Infekce probéhly v nasledujicim slozeni: ¢melaci nakazeni (i) Crithidia bombi, (ii) Lotmaria
passim a (iii) souCasn¢ Crithidia bombi + Lotmaria passim; stejn¢ tak vcely nakazeny (i) Lotmaria
passim, (i1) Crithidia bombi a (ii1) soucasné Crithidia bombi + Lotmaria passim. Infekéni davka pro
1 v&elu byla spo¢itdnana 2,7 x 10* bunék v 10 pl potravy a pro 1 émeldka 1,6 x10* bunék v 10 pl potravy
(ptedpokladem je, ze ¢meldk piijme cca dvojnasobek potravy nez vcela) a byla spocitana dle kapitoly
¢.3.3.4.1. Pro infekce s obéma parazity naraz byly tyto kultury smichany v poméru 1:1, kdy byla
celkova infek¢ni davka zachovana, ale obsahovala polovi¢ni ddvku z kazdého trypanosomatida. Pouzita
pasaz byla ¢. 6 pro oba druhy cizopasnikii.

3.4.5 QOdbér a zpracovani vzorku

Véely byly také odebirany kazdy druhy den (z kazdé skupiny 4 jedinci). Prvni odbér byl uskutecnén az
po ¢tyfech dnech (kvuli nizkému poc¢tu nakazenych jedincti) po podani davky paraziti a probihal az do
vymieni véel (12 dni).

V nasledujicich experimentech (i v tomto) nam neslo o lokalizaci a detekci infekce, nybrz o jeji
kvantifikaci. Proto byly vcely a ¢melaci usmrceny na suchém ledu. Jedinci byli vyndani z klicky sterilni
pinzetou a preneseni do plastovych krabicek v polystyrenovém boxu se suchym ledem. Po odbéru ihned
umisténi do -60 °C. Nasledovalo zpracovani vzorkli na qPCR analyzu. Vzorky byly zpracovany jako je
uvedeno v kapitolach €. 3.1.2 s tim rozdilem, ze zde nebyly pitvany stfeva, ale k extrakci DNA byly
vzhledem k vybrané kvantitativni analyze pouzity celé zadecky. Ty se povrchové sterilizovaly 96%
ethanolem a Cistily sterilnim fyziologickym roztokem za ucelem odstranéni povrchové mikroflory
véetné paraziti.

34.6 gPCR

Pro analyzu absolutni kvantifikace byla pouzita polymerazova fetézova reakce v redlném case, a to
konkrétné pro L. passim multiplex (simplex) PCR s fluorescencné znacenymi sondami Tagmanovského
typu (HEX) a pro C. bombi SYBR Green PCR. Pro ¢meléci Crithidia byla navrhnuta i Tagman sonda
s barvivem FAM a primery pomoci databazi Uniprot, NCBI a programu MEGA - alignment tool.
Navrhnuté sondy a primery byly ovéteny v BLAST databazi. AvSak tento navrh nebyl G¢inny, qPCR
nefungovala, a tak byla pouZita esej pro SYBR Green. Pro kontrolu spravné funkce kvantitativni analyzy
a predchazejici izolace DNA jsme testovali vSechny vzorky také na vceli referencni gen, ktery se u vSech
zastupcu vcel vyskytuje v totozném mnozstvi. U vcel jsme analyzovali referen¢éni gen pro skupinu
Hymenoptera za pouziti simplex qPCR s barvivem CY5 a u ¢melakt pro skupinu Apidae SYBR Green.

Cely proces ptipravy na qPCR probihal ve flowboxu na ledu. Reakéni smés u obou obsahovala 5 pl
Master mix (Probe/ROX, SYBR Green), 1 pl primert (Reverse + Forward) a 2 ul vody bez nukleaz.
8 ul této smeési bylo napipetovano do 96jamkové PCR desti¢ky a do kazdé jamky pfidany 2 ul DNA ¢i

negativni kontrola (voda bez nukleaz).
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Aby mohlo byt spocitano mnozstvi DNA ve vzorku, byly vytvoreny standardy o znamé koncentraci.

Bunky byly spocitany v Biirkerové komirce a ndsledné fedény desitkovou fadou. Mezi kazdym

nasledujicim fedénim byla pfedchozi suspenze promichana a stoCena. Pro lepsi a ptesn€jsi odhad

koncentrace bylo vytvoteno i fedéni 1:4 (tabulka 13), které se pouZzivalo misto standardl ptivodnich.

Objem standardt byl zvolen stejny jako objem elu¢niho roztoku pfi izolaci DNA ze vcelich zadecki

(200 pl), aby se koncentrace DNA ve vzorku 1 veely Iépe pocitala. Tato vytvoiena fedici fada byla také

pfidana do desticky, zalepena kryci folii a stocena na centrifuze po dobu 30 s ptfi 3000xg. Jednotlivé

kroky reakce jsou shrnuty v tabulkach 15 a 17 a pouzité primery (sondy) v tabulkach 14 a 16.

Tabulka 13: Prehled pouZitych standardid pro L. passim a C. bombi.

Lo Pocet bunék L. passim ve 100 pl Pocet bunék C. bombi ve 100 pl
el vzorku vzorku

0. 5000 000 8 000 000

1. 1000 000 1600 000

2, 200 000 320 000

3. 40 000 64 000

4, 8 000 12 800

5. 1 600 2 560

6. 320 512

Tabulka 14: Prehled pouZitych primert pro detekci C. bombi a Apidae, SYBR Green
gPCR (Bartolomé et al., 2018).

Primer Sekvence Specifita Usek | Velikost
ApidaeF AGATGGGGGCATTCGTATTG Apidae 18S 130 bp
ApidaeR ATCTGATCGCCTTCGAACCT Apidae 18S 130 bp
CbTOP-F1 CGAGGTGCGGCTCAACA Crithidia bombi TOPII 133 bp
CbTOP-R1 GATGCAGCCATTCGGGCT Crithidia bombi TOPII 133 bp

Tabulka 15: Amplifikacni podminky pro SYBR Green qPCR.
Krok Teplota Cas Pocet cykli
Preinkubace 95°C 10s 1
95 °C 10s
Amplifikace 60 °C 10s 40
72 °C 10's
95 °C 5s
Teplota tani 65 °C 60 s 1
95 °C
Chlazeni 40 °C 30s 1
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Tabulka 16: Prehled pouzitych primert pro detekci L.

Simplex qPCR (Xu et al., 2018).

passim a Hymenoptera,

Primer/sonda Sekvence Specifita Usek | Velikost
Hym18S_F TAACTGGCATTATGTGGTACGTC Hymenoptera 100 b
Hym18S_R CCTCGACACTCAGTGAAGAGC Hymenoptera 18S P
Hym_prb Cy5 AGCTCCTYGCGGGCGGTCCAA-BHQ1 Hymenoptera 200 bp
CGAGCTCATAAAATAATGTAAGCAAAAT .

Lp_CB_F AAG L. passim

100 bp
Lp_CB_R TTTTAGCAATATTTgAGCAACAGTACCA L. passim Cytb
LP_CB_Prb TTGGTGTTTGGCTATGT-BHQ1-MGB L. passim 300 bp

Tabulka 17: Amplifikaéni podminky pro Simplex qPCR.

Krok Teplota Cas Poéet cykli
Pocatecni denaturace 95 °C 10s 1
. 95 °C 15s
Cykleni 60 °C 60 s 40
Chlazeni 40 °C 60 s 1

3.5 Experimentalni infekce L. passim a imidaklopridem u délnic véely

medonosné a L. passim u trubci véely medonosné

3.5.1

Ptiprava pokusnvch nadob

Pro vétsi pokusy a vétsi mnozstvi odebranych véel byly vyrobeny klicky z plastovych boxd s vikem.

Vnittek boxu byl potfen voskem, ktery byl pfedem roztaven ve vodni lazni. Vosk slouzil pro pfirozené;jsi

prostiedi véel. Z duvodu piirozenéjsich podminek byla i na dno boxu vlozZena oboustranna hygienicka

podlozka z pafeného ficniho pisku, mletého vapence, drceného dievéného uhli a mineralnich ptisad
(WIVRAL-HB, fotografie ¢. 9). Aby uvnitf nedochazelo k piilisné vlhkosti, byl do klicky umistén sacek
s hydrogelem (téz fotografie €. 9). Ze stran byly vyvrtany diry, do kterych se upevnila napéjecka

o objemu 50 ml a 2ml injek¢ni stiikacka. Napajecka byla upravena tak, aby nedochazelo k tniku véel

skrz pitko a zaroveil aby uprava nebranila prichodu parazitickych prvokt. Otvor slouzici k ptipadnému

uniku byl zakryt pomoci sitky a pfipevnén plastovym dratkem, aby nedoslo ke korozi (fotografie ¢. 10).

Do vicka bylo vyfezano par dér kvili vyméne kysliku. Aby nedochazelo k cirkulaci kontaminace, byly

diry zakryty filtraénim papirem a pfilepeny lepici paskou (fotografie ¢. 6). Zhotoveny box viz fotografie

¢. 6-11.
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Fotografie ¢.6: Fotografie ¢.7: Fotografie ¢.8:
Pohled shora na vi¢ko Pohled ze strany Pohled ze strany
na napadjecku na injekéni strikacku

Fotografie ¢.9: Fotografie ¢.10: Fotografie ¢.11:

Pohled dovniti na podlozku Upravené pitko NaplInéni injekcni stiikacky
a sacek s hydrogelem se sitkou a dratkem inokulem s parazity
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3.5.2 Casové schéma experimentu

Schéma 4: Casovy pldn pokusu s délnicemi a trubci véely medonosné.

esbér einfekce ¢1. odbér 3. odbér 5. odbér
vzorkd eadaptace L. passim ekrmeni ekrmeni ¢2. odbér ekrmeni ¢4, odbér ekrmeni
*0. odbér e krmeni * pesticid * pesticid ekrmeni * pesticid ekrmeni * pesticid
e pesticid e pesticid

(0_cen AN - (o_cen (VAN -

3.5.3 Odbér a uchovani véel

Véely byly odebirany a kontrolovany na roztoce stejnym zptsobem jako je popsano v kapitole €. 3.4.3.

Uchovany byly téz v termostatu pii 35 °C. Jednotlivé skupinky byly jesté umistény do vétsich plastovych
uzaviratelnych boxti, aby nedochézelo ke vzajemnym kontaminacim. Na pokusy bylo odebrano 350 vcel
v roce 2021 a 305 vcel v roce 2022. V roce 2022 nebyla pouzita skupina Kontrola, ktera pro nase pokusy
neni potiebna. Z piedchozich rokl z kontrolnich skupin a zaroven z analyzy lihnoucich se vcel totiz
vime, ze se Lotmaria passim u lihnoucich vcel nevyskytuje a nelze ji ziskat jinak nez skrz infikované
vykaly, potravu ¢i z plastovych bunék. Déle nas zajimal hlavné rozdil mezi veelami s L. passim a IMI
a véelami s L. passim bez IMI, tzn. interakce IMI a trypanosomatid.

Ze zvédavosti jsme chtéli tentyz pokus provézt i na lihnoucich se trubcich. Jelikoz je ale trubec
preferovanym hostitelem roztoct Varroa destructor, obavali jsme se, ze na trubéim plodu bude
ptitomen, ackoliv na délnicich nebyl nalezen zaddny. Obava se naplnila a zkomplikovala ndm odbér
trubctl, kdy spousta jedinci méla zdeformovana kiidla (viz fotografie ¢. 12). Podatilo se nam odebrat

pouze 5 trubcil bez roztoct ¢i bez viditelnych znamek ptitomnosti viru prenasenych timto roztocem.

r

-l

Fotografie ¢.12: Trubec s roztocem (Varroa destructor) a deformovanymi kfidly

46



Tabulka 18: Pfehled skupin a pocet odebranych vcel.

Skupina Véelstvo Pocet vcel Lokalita Datum
1. Kontrola Vely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
2. L. passim Veely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
3. L. passim Vely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
4. L. passim Veely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
5. L. passim + IMI Vely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
6. L. passim+ IMi Veely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
7. L. passim+ IMI Veely 4.1 50 Praha — Ruzyné 07/2021
8. L. passim Veely 4.8 50 Praha — Ruzyné 06/2022
9. L. passim Vely 4.8 50 Praha — Ruzyné 06/2022
10. L. passim Vely 4.10 50 Praha — Ruzyné 06/2022
11. L. passim + IMI Vely 4.8 50 Praha — Ruzyné 06/2022
12. L. passim + IMI Vely 4.10 50 Praha — Ruzyné 06/2022
13. L. passim + IMI Vely 4.10 50 Praha — Ruzyné 06/2022
14. L. passim Vely 4.10 5 Praha — Ruzyné 06/2022

3.5.4 Pfiprava potravy a infekce

3.5.4.1 Sirupova dieta

Potrava pro vcely byla vylepSena, a kromé pylu (kapitola ¢. 3.4.4.1) byla pfipravena ze sirupu misto
klasického cukru. Sirup (Apisyrup 71/73 Natural Protect) je dodavan v jednotkach °Bx, ktera uvadi
pocet cukru rozpusténého ve vodném roztoku. Jeden stupen Brix odpovida 1 g cukru ve 100 g roztoku.
Sirup byl pfepocitan a nafedén pifevarenou vodou a zasobnim roztokem pylu do potiebné 50%

koncentrace. Vysledny vypocet pro 100 g potravu se sirupem: 68,7 g sirupu + 20,8 g pfevafené vody

+ 10,5 g zasobniho roztoku pylu.

Tabulka 19: Parametry sirupu, LOQ = mez stanovitelnosti.

Parametr Namérena hodnota Jednotka

Brix 72,8 °Bx
pH 4,2

Fruktoza 42 %
Glukoza 32 %
Sacharéza 26 %
Ostatni cukry pod LOQ %
Hydroxymethylfurfural 29 ppm

3.5.4.2 Infekcni davka parazitu

Davka L. passim potiebna k infekci byla spocitana a upravena podle vypocti z kapitoly ¢. 3.3.4.1.

Nékaza trvala 24 hodin u adaptovanych vcel (t€Z 24 h). Infekce se opét primichavala do cukerného
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roztoku, nikoliv do sirupu. Sirup byl pro bic¢ikovce pftili§ husty i v nizkych koncentracich. Pohyb biciki
nebyl patrny ani v 15% sirupu, proto byli podavani v 20% cukerném roztoku jako u vSech ostatnich
nakaz. V roce 2021 pocet buné&k pro 1 v&elu odpovidal 1,561 x 10* a byl pfipraven z pasaze ¢&islo 8, pro
rok 2022 to bylo 1,2 x 10* bun&k/10 pl z pasaze &islo 11.

3.5.4.3 Imidakloprid

U vybranych vcelstev byl do potravy pfimichdn imidakloprid o koncentraci 2,5 pg v 1 1 potravy.
Imidakloprid je dodavan v susing a je ho potfeba do zddané koncentrace natedit.

Vypocet pro iedéni imidaklopridu

e Potifebnd koncentrace IMI: 2,5 pg v 1 1 potravy

e 1000 pg IMI rozpustén v 1 000 ml vody = 2,5 pg IMI ve 2,5 ml vody

e 1000 ml potravy: 2,5 ml zasobniho roztoku IMI

e 100 ml potravy: 0,25 ml zasobniho roztoku IMI
IMI byl ptidan do ptevarené vody a ptes noc ponechan na michacce do tplného rozpusténi. Vytvorené
zasobni roztoky byly uchovany v -20 °C. IMI byl podavan véelam spole¢né se sirupovou dietou a pylem
dle ptedchozi kapitoly €. 3.5.4.1.

3.5.5 Odbér a zpracovani vzorki

Odbér a zpracovani vzorkli délnic i trubcl probihal identickym zptisobem, jak je jiz popsano
v piedchozim experimentu se véely v kapitole €. 3.4.5. Z kazdé skupiny bylo obden odebrano 6 jedincti.

Prvni odbér dle vyse shrnutého ¢asového planu (schéma 4) byl 72 hodin po nakaze.

3.5.6 gPCR
Kvantitativni PCR, reak¢ni smés a standarty byly stejné jako v pfedchozim experimentu v kapitole
¢.3.4.6. Pro detekci L. passim a hostitelské DNA byla pouzita pouze qPCR s pfidanymi barevné

znacenymi sondami HEX a CY5, jelikoz byla vice citlivd nez qPCR bez sond.

Tabulka 20: Prehled pouZitych primert pro detekci L. passim a hostitelské DNA
(Hymenoptera), Simplex Qpcr (Xu et al., 2018).

Primer/sonda Sekvence Specifita Usek | Velikost
Hym18S_F TAACTGGCATTATGTGGTACGTC Hymenoptera 100 ob
Hym18S_R CCTCGACACTCAGTGAAGAGC Hymenoptera 18S P
Hym_prb Cy5 AGCTCCTYGCGGGCGGTCCAA-BHQ1 Hymenoptera 200 pb
CGAGCTCATAAAATAATGTAAGCAAAAT .

Lp_CB_F AAG L. passim

100 pb
Lp_CB_R TTTTAGCAATATTT('I;AGCAACAGTACCA L. passim Cytb
LP_TB_Prb TTGGTGTTTGGCTATGT-BHQ1-MGB L. passim 300 pb
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Tabulka 21: Amplifikacni podminky pro Simplex qPCR.

Krok Teplota Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 °C 10s 1
. 95 °C 15s
Cykleni 60 °C 60 s 40
Chlazeni 40 °C 60 s 1

3.5.7 Priprava na proteomickou analyzu

Vybrané hlavy vcel (od kazdé skupiny 5) byly analyzovidny zavedenym vysokokapacitnim
proteomickym pristupem obdobnym jako ve studii Erban et al. (2019). Byly vSak provedeny jisté
modifikace v analytickém postupu, zejména se jednalo o rozdil v modifikaci Carbamidomethyl (C)
namisto MethylThio. Podminkou pro vybrané vzorky bylo zachovat stejny ¢as odbéru (DPI), aby byla
u vSech hlav zajisténa pfitomnost stejnych proteind. U pozitivnich vzorkd se vybiraly vzorky
s nejvyssim poctem parazitti. Hlavy byly nejprve oddéleny od zbytku t€la a tykadel pomoci skalpelu na
suchém ledu, aby nedoslo k rozmrazeni materialu. Hlavy vcel byly zvazeny a nasledné homogenizovany
v Potter-Elvehjem sklenénych homogenizérech s teflonovym pistem. Véely byly homogenizovany ve
100 mM triethylammonium bikarbonatovém pufru s 2% (w/v) obsahem deoxycholatu sodného.
Homogenizace suspenze byla provedena 3 x u kazdého vzorku (vzdy po 10 minutach). Hruby homogenat
byl prelit do 15ml zkumavek a byl odeslan ke zpracovani. Pfipravené trypsinové §tépy byly analyzovany
na pristrojovém vybaveni nanoLC-MS/MS (Thermo Dionex Ultimate 3000; Orbitrap Fusion — Thermo,
Waltham, MA, USA). Ziskana hruba data z hmotnostniho spektrometru (tzv. RAW data) byla
vyhodnocovana v softwaru MaxQuant (Cox et al., 2014) a poté Perseus (Tyanova et al., 2016). Vysledky
byly prohledavany v neredundantni databazi proteinti z NCBI pro ,,Apis mellifera“. Pii vyhodnoceni
byly pouzity nasledujici modifikace: pevna modifikace: Carbamidomethyl (C); Variabilni modifikace:

acetylace na N-konci, oxidace methioninu na N-konci.

Tabulka 22: Pfehled vzorku na proteomickou analyzu.

Vzorky z posledniho 13. dne (11 DPI) Infekce Hmotnost hlavy (g)
Vzorek G3 L. passim 0,009
Vzorek G7 L. passim 0,010
Vzorek G9 L. passim 0,008
Vzorek G10 L. passim 0,010
Vzorek G11 L. passim 0,011
Vzorek A5 L. passim + IMI 0,011
Vzorek A6 L. passim + IMI 0,011
Vzorek A7 L. passim + IMI 0,011
Vzorek A9 L. passim + IMI 0,011
Vzorek A11 L. passim + IMI 0,012
Vzorek A12 Kontrola — bez infekce 0,010
Vzorek B2 Kontrola — bez infekce 0,009
Vzorek B3 Kontrola — bez infekce 0,009
Vzorek B4 Kontrola — bez infekce 0,009
Vzorek B5 Kontrola — bez infekce 0,010
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4 Vysledky

4.1 Detekce paraziti u volné Zijicich a dalovych véel pomoci nested PCR

Ze vcel odebranych pomoci zlutych misek bylo testovano celkem 331 jedinct pochazejicich z okoli
Prahy (viz. tabulka ¢.1, kapitola 3.1.1). Druhova specifita testovanych vcel byla pomérné vysoka, kdy
se podafilo odebrat v¢ely nalezici do 13 rodd, nékteré rody jsou zastoupeny vice druhy — Lassioglossum
(barvulum, calceatum, laevigatum, laticeps, minutulum, morio, pallens, pauxillum, politum,
punctatisimus), Andrena (flavipes, flavius, gravida, minutula) a Bombus (terrestris, pascuorum).
Rodové a druhové urceni jsem neprovadéla sama, ale jak jiz bylo zminéno, vzorky s udaji nam byly
poskytnuty od entomologa Mgr. Jakuba Straky, Ph.D. (PtF UK). Jednotlivé rody/druhy vcetn€ poctu
odebranych a pozitivnich vzorkt s pfisluSnym druhem parazita jsou v tabulce 23.

Kvantita (degradace) odebranych vzorki byla zna¢né rozdilné, coz se mize odrazet i na vysledcich.
Ze vsech 13 rodil vcel byl pouze druh Apis mellifera (véela medonosnd) pozitivni na naseho kli¢ového
parazita Lotmaria passim a to u 10 jedinct z 32, coz odpovida 31 %. U Bombus terrestris (¢melak
zemni) byl pfitomen pouze parazit Crithidia bombi s prevalenci 60 %.

Rod Crithidia se nam podafilo nalézt i u dalSich zastupci vcel, konkrétn¢ u rodu Andrena
s prevalenci 2,7 % (2 ze 73) a jednalo se o druh blizky druhu Crithidia brevicula. U jednoho
z pozitivnich vzorkid této samotarské véely byla zjisténa smésna infekce s blize nespecifikovanym
druhem rodu Herpetomonas.

Velké zastoupeni u testovanych véel mél druh Leptomonas seymouri, ktery byl zjistén u 4 rodu véel
s nasledujici prevalenci: Lasioglossum 6,1 %, Halictus simplex 21,4 %, Andrena spp. 20,6 % a Colletes
cunicularius 27,3 %.

U ttech jedinct (Lasioglossum laticeps, Halictus simplex a Colletes cunicularius) byli identifikovani

ruzni zastupci skupiny Bodonida.
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Tabulka 23: Vysledky z testovani volné Zijicich véel na pfitomnost véelich

parazita.

Druh véely Pv%iﬁt (preF\,/(a::Z:ce) Druh parazita

Lasioglossum spp. (10 druht) 147 ? Eg ;g Z:; éi@fg’;:as seymouri
2 (2,74 %) Crithidia aff. brevicula

Andrena spp. (4 druhy) 73 15 (20,55 %) | Leptomonas seymouri
1 (1,37 %) Herpetomonas sp.

Apis mellifera 32 10 (31,25 %) | Lotmaria passim

Polistes dominula 25 0

Halictus simplex 14 31((271 ’1443;?)) éi@fg’;:as seymouri

Colletes cunicularius 11 31((297’6297(;1(’)) éigfg’;;as seymouri

Osmia bicolor 7 0

Bombus terrestris 5 3 (60 %) Crithidia bombi

Helictus scabiosae 4 0

Nomada bifasciata 4 0

Megachile pilidens 3 0

Bombus lapidarius 2 0

Seladonia tumulorum 2 0

Bombus pascuorum 1 0

Sphecodes geoffrellus 1 0

Pro testovani pfitomnosti paraziti byly vybrany i vcely ulové, u kterych se zjistovala prevalence
Lotmaria passim. Testovano bylo celkem 354 v¢el medonosnych pochazejicich ze 4 ulti — 1 0l v Dole
ve Vyzkumném ustavu vcelafském a 3 uly v Praze ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby. V Dole

pocet pozitivnich vcel presahl Y5, kdy se u 43 vzorkt z 84 vyskytovala Lotmaria passim. Pocet

pozitivnich vzorkt a tidaje o ulech jsou v nasledujici tabulce 24.

Tabulka 24: Vysledky z testovani ulovych véel na pfitomnost Lotmaria passim.

Druh vcéely Vcelstvo | Pocet vcel (prel:\’lg:z;ce) Druh parazita
Apis mellifera Dol 6 84 43 (51 %) L. passim
Apis mellifera Ruzyné 4.1 90 57 (63 %) L. passim
Apis mellifera Ruzyné 4.8 90 40 (44 %) L. passim
Apis mellifera Ruzyné 410 90 15 (17 %) L. passim

U vcel pochazejicich z ulit Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby byla prevalence zjisténa pomoci qPCR,
takze kromé poctu pozitivnich véel mizeme sledovat i kvantitu parazita. Primérna koncentrace v ulu
¢. 4.1 dosahovala 1,56 x 10° s nejmensi hodnotou 1,27 x 10° a s nejvyssi hodnotou 9,32 x 10%. V ule

¢islo 4.8 se pohybovala koncentrace v rozmezi od 1,08 x 10° do 9,5 x 10° s namé&fenou primérnou
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hodnotou 4,9 x 10°. Ul ¢&islo 4.10 s nejniz$im namé&fenym primérem 7,1 x 10° se pohyboval mezi
hodnotami 1,05 x 10° — 2,04 x 10*. Namé&fené koncentrace bunék parazita v testovanych véelach viz
tabulka 25.

Tabulka 25: Vysledky z kvantitativniho testovani tlovych véel na Lotmaria passim.

Druh vcely Véelstvo P'('g:?;tn éuk:énk(;\elgl;rlz;:e r’;‘sg:lizii Nejvyssi hodnota
Apis mellifera 4.1 1559 311 1268 9 320 000
Apis mellifera 4.8 491 238 1076 9 500 000
Apis mellifera 4.10 7103 1048 20400

Dale jsme testovali i ¢meldky zemni, u kterych se nam podafilo diagnostikovat typického ¢melaciho
parazita Crithidia bombi. Ze vzorkl, které jsme odchytli na Petfiné, bylo 43 % pozitivnich. Vzorky

¢melakt sebrané na Rud¢ byly vSechny negativni.

Tabulka 26: Vysledky z testovani volné Zijicich ¢meldaku na pritomnost Crithidia
bombi.

Druh émelaka Pocet Emelaku PCR+ (prevalence) Druh parazita
Bombus terrestris Petfin 14 6 (43 %) C. bombi
Bombus terrestris Ruda 9 0

4.2 Experimenty

42.1 Test pfitomnosti trypanosomatid u lihnoucich se veel (nested PCR, gPCR)

Tyto vysledky byly pro nase pokusy klicové. Pfed experimenty jsme potiebovali otestovat vcely hned
po vylihnuti, zda v sob& maji v¢eli trypanosomatida. Na tyto testy bylo pouzito 120 lihnoucich se véel
shrnuty i ptredchozi vysledky z kapitoly ¢. 4.1 z divodu napadného rozdilu v prevalenci parazitii
u ulovych vcel s prevalenci parazitii u lihnoucich se vcel pochazejicich ze stejnych ld a odebiranych
ve stejném Case. Zadna lihnouci se véela nebyla infikovana parazitem, a proto byly v nasich
experimentech lihnouci se vCely povazovany za negativni a neschopné ziskat infekci v zavickované
bunice ¢i vertikdlnim pienosem. Stejné negativni vysledky byly zjistény i u ¢meldkt zemnich
pochazejicich z certifikovaného chovu, kdy ve 30 analyzovanych vzorcich nebyl ani 1 infikovan
C. bombi.
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Tabulka 27: Rozdil v pfitomnosti L. passim u lihnoucich se véel a u véel ulovych.

Druh véely Véelstvo Preva'llem':e L. Bassim Prgvalenc':e L. pasvsim
ulovych véel lihnoucich se véel
Apis mellifera Dol 6 43z 84 (51 %) 0z60
Apis mellifera Ruzyné 41 57 ze 90 (63 %) 0z20
Apis mellifera Ruzyné 4.8 40 ze 90 (44 %) 0z20
Apis mellifera Ruzyné 4.10 152ze 90 (17 %) 0z20

4.2.2 Mikroskopickd diagnostika experimentalnich infekci délnic véely medonosné

Pii prvnich experimentalnich infekcich jsme chtéli predev§im ovéfit, zda se nakaza podatila a 1ze nalézt
vceli trypanosomatida v zadni ¢asti traviciho traktu (pfirozené misto vyskytu). Proto jsme jako
diagnostickou metodu vyuzili svételny mikroskop. Byla zaznamenana sila infekce i vyskytujici se
morfologické formy. Kontroloval se i vykalovy vak, zda uz probéhlo prvni vyprazdiiovéni.

Prvni pitva prob¢hla 3 dny po infekci a nadkaza se rozvinula u poloviny testovanych vcel. Pocet
infikovanych jedincii, stejn€ tak jako intenzita infekce, rostl s casem. Vcely byly pozorovany az do
11. dne (vymfeni) a na konci pokusu byla infikovana vétsina vcel. Intenzita u nekterych jedinct byla
velmi silna.

Lokalizace parazitl byla u v§ech pozitivnich v¢el stejna — rektum ¢i u nékterych jedinci byli paraziti

pozorovani i v zadni ¢asti ilea pfed naslednym pfechodem do rekta. Na fotografii ¢. 13 je vidét lokalizace

cizopasniktl jak ve vykalovém vaku, tak i v tenkém stieve, kde jsou patrné shluky trypanosomatid.

Fotografie ¢.13: Lokalizace L. passim v rektu a ileu véely medonosné
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V prubéhu infekce byly zaznamenany zmény v zastoupeni i v Cetnosti jednotlivych morfotypt. Byla
pozorovana bicikata stadia (morfotyp promastigot) vyznacujici se $tihlej$im télem a volnym bicikem.
Pred nastupem bicikatych stadii (zhruba od Sestého dne po infekci), byla pozorovana mala kulovita az
elipsoidni stadia oznacovana n¢kdy za sféroidy. Jejich pocet se v pribéhu infekce snizoval a byl
postupné nahrazen promastigoty. Je ale mozné, ze po cely cyklus byly pfitomny obé morfologické
formy, jen diky velkym bic¢ikovcim byly malé kulovité bunky prehlédnuty/zastinény. Ob¢ stadia viz

fotografie ¢. 14. Morfotypy pozorované ve stieveé vcel pfi pitveé byly shodné se stadii pozorovanymi

v kultiva¢nim médiu ¢1 v infekéni davcee.

. i |
Fotografie ¢.14: Promastigoti (A) a sféroidni buriky (B) L. passim ze véely medonosné
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Tabulka 28: Prehled vysledku experimentalni infekce véel, oznaceni + znazorfiuje
plny vak, oznaéeni — prazdny vak, subjektivni intenzita infekce od nejnizsi 1 po
nejvy88i 5; DPIl — dnd po infekci.

DPI / Skupina véel Pv%c':t V)'(I‘(Izllg vy pasls_;'m + | Lokalizace Iir:]tfeenkz;:!a Morffg:;g;,ické
L1 2 -+ 1 rektum 1 sféroid
L2 2 +/+ 1 rektum 1 sféroid
L3 2 +/+ 0
3 L4 2 +/- 1 rektum 1 sféroid
LS 2 +/+ 1 rektum 1 sféroid
L6 2 +/+ 2 rektum 1/2 sféroid
L1 > iy 2 re_ktum/ 2/2 sféroid_/
ileum promastigot
L2 2 -+ 1 rektum 1 sféroid
L3 2 +/- 1 rektum 1 promastigot
° L4 2 +/+ 1 r(_ektum, 3 promastigot
ileum
L5 2 g 2 rektum 2/q | Promastigot/
sféroid
L6 2 +/+ 1 rektum 1 sféroid
L1 2 +/+ 1 rektum 2 promastigot
L2 2 +/+ 0
L3 2 +/+ 1 rektum 1 promastigot
8 L4 2 +/+ 0
L5 2 +/+ 2 rektum 2/1 promastigot
L6 2 +/+ 1 rektum 4 promastigot
L1 2 +/+ 2 rektum 4/4 promastigot
L2 2 +/+ 0
L3 2 +/+ 2 rektum 1/2 promastigot
10 L4 2 +/+ 1 rektum 2 promastigot
LS 2 +/+ 1 r(_ektum, 5 promastigot
ileum
L6 2 +/+ 2 rektum 3/2 promastigot

Kontrolni skupiny vcel nebyly pozorovany pod mikroskopem, ale byly zpracovany molekuldrnimi

metodami (nested PCR). Vysledky ukazaly, ze zadna z kontrol nebyla infikovana.
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Tabulka 29: Test prfitomnosti L. passim v kontrolnich véelstvech,
oznaceni + znazorriuje plny vak, oznaéeni — prazdny vak.

DPI Skupina véel testov‘:ﬁ?‘(’:‘h veel | V¥kalovy vak PCR +
KA 2 v+ 0
3 K2 2 - 0
K3 2 - 0
KA 2 v+ 0
6 K2 2 Zl- 0
K3 2 v+ 0
KA 2 ¥+ 0
8 K2 2 ¥+ 0
K3 2 v+ 0
KA 2 i+ 0
10 K2 2 +/+ 0
K3 2 v+ 0

4.2.3 Kvantitativni PCR analvyza L. passim a C. bombi u experimentdlné infikovanvch véel a

¢melakt
Pro experimenty s L. passim byla pouZita infekéni davka o koncentraci 2,7 x 10% bun&k v 10 pl potravy
na 1 vCelu. Potrava byla podana v injek¢ni stfikacce. Jiz po chvilce bylo mozné pozorovat, jak se nékteti
jedinci krmi a predavaji si potravu mezi sebou, ¢imz zvySuji i Gspeésnost prenosu infekce. Celkem byly
takto infikovany 4 skupiny po 4 jedincich. Kazdy druhy den byl odebran na analyzu 1 jedinec
z 1 v¢elstva (celkem 4 v¢ely za odberovy den). K Gspésné nakaze doslo ve vSech. Vcely byly udrzovany
po dobu 12 dnd, kdy jejich intenzita infekce dosdhla nejvyssich hodnot. Podle primérnych hodnot
z tabulky 30 je patrné, Ze od prvniho odbéru (4 dny po infekci) do posledniho odbéru (10 dnti infekce)

vzrostl pocet bun€k parazita zhruba na 40nasobnou hodnotu.

Tabulka 30: Intenzita infekce L. passim sledovana v priibéhu experimentu.

Lotmaria passim . ?PI 5 DVPI g I?PI K PPI
(4 vcely) (4 vcely) (4 vcely) (4 véely)
Skupina véel Koncentrace parazita (pocet bunék/véela)
LOT1 0 0 4 260 2700 000
LOT2 102 600 0 0 5740 000
LOT3 0 388 000 2580 000 0
LOT4 0 0 5520 0
Pramér 102 600 388 000 863 260 4 220 000
Median 102 600 388 000 5520 4 220 000
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Stejny experiment byl proveden i s parazity Crithidia bombi, jejichz ptirozenym hostitelem je ¢melak
zemni. K pfirozené ndkaze vcel medonosnych timto bi¢ikovcem v pfirode€ nedochazi, proto byl sestaven
experimentalni model pfenosu. V injekéni stfikacce byl ¢melakiim podan cukerny roztok, kdy na
1 ¢melédka ptipadlo 10 ul s 1,6 x10* buné&k. U 3 jedinct se uchyceni parazit podafilo. Infekce se objevily
az po 8 dnech a priimérna intenzita byla pouze v fadu jednotek tisicti.

Tabulka 31: Intenzita infekce C. bombi sledovana v priubéhu experimentu.

Crithidia bombi (44v2:Ily) (46v'?£:y) (48vI2ePIIy) (1 ?/glp)ll)
Skupina vcel Koncentrace parazita (pocet bunék/vcela)
CRI 0 0 2200 2 340
CRI2 0 0 0 0
CRI3 0 0 0 12 540
CRI4 0 0 0 0
Primér 2200 7 440
Median 2200 7 440

Se stejnym postupem byl navrzen i pokus s obéma parazity souc¢asn¢. Do injek¢ni sttikacky s potravou
byla namichana kultura L. passim s kulturou C. bombi v poméru 1:1. Nakaza C. bombi byla v uchyceni
se ve véelim hostiteli piekvapive vice Uspé$na nez jeji prirozeny parazit L. passim. Zajimavosti vsak je,

ze u vsech tii vcel s infekci Lotmaria byla soucasné pritomna i Crithidia.

Tabulka 32: Intenzita infekce L. passim a C. bombi sledovana
v pribéhu experimentu, LOT=Lotmaria, CRI=Crithidia, tuéné pismo=nakaza obéma
druhy paraziti.

L. passim + C. bombi = I?PI 3 DVPI g I?PI K PPI
(4 véely) (4 vcely) (4 vcely) (4 véely)
Skupina vcel Koncentrace parazita (pocet bunék/vcela)
MIX1 0 0 0 4 580 CRI
Mix 0 0 4580CRI | 6560 CRI
MIX3 0 0 10 040 CRI 23 200 o1
MIX4 0 0 0 6 740 CRI
Pramér LOT 3680 14 820
Median LOT 3680 14 820
Pramér CRI 7 310 8735
Median CRI 7310 6 650

57



Cmelék zemni

Obdobné experimenty se provadely i na ¢melacich zemnich, a to za pouziti stejnych kultur. Vysledky
z tabulky 33 ukazuji, ze ¢meldk zemni je opravdu preferovanym hostitelem. Ze 16 jedinct bylo
pozitivnich 8, z toho 2 uz pii prvnim odbéru (4 dny po infekci).

Tabulka 33: Intenzita infekce C. bombi sledovanad v prubéhu experimentu.

Crithidia bombi 4DP1 6DPI 8DPI 10DPI
(4 Emelaci) (4 Emelaci) (4 Emelaci) (4 Emelaci)
Skupina émelakut Koncentrace parazita (pocet bunék/vcela)
CRI1 2620 0 0 4 440
CRI2 164 800 448 000 630 000 2400 000
CRI3 0 0 0 18 300
CRI4 0 0 0 5740
Pramér 83710 448 000 630 000 607 120
Median 83710 448 000 630 000 18 300

Dale byli ¢melaktiim podavani paraziti L. passim. 16 jedinct bylo infikovano Lotmaria, ale pouze
u 1 z nich se infekce zdafila. Naméfend hodnota byla hrani¢ni pouze s 2 080 buiikami/¢meldk.

Tabulka 34: Intenzita infekce L. passim sledovana v priibéhu experimentu.

Lotmaria passim f‘ DPI, . 9 DPI, . v8 DPI, . 1vo DP,I .
(4 ¢melaci) (4 émelaci) (4 émelaci) (4 émelaci)
Skupina émelakut Koncentrace parazita (pocet bunék/véela)
LOT1 0 0 0 0
LOT2 0 0 0 0
LOT3 0 0 0 0
LOT4 0 0 2080 0
Primér 2080
Median 2080

Rozvoj smésnych infekei u ¢melakt viz tabulka 35 (11 vzorkd ze 16). Vysledky z cross-infekci
u ¢melakl vykazuji stejny trend jako u prvni vzéjemné infekce obéma druhy paraziti u vcel. Opét byl
uspésnéjsi ¢melaci parazit, ktery byl analyzovan u vSech 11 pozitivnich vzorkl; v 1 ptipadé tvoftil
smesnou infekci s Lotmaria a v této smesné infekci dosahovala Crithidia nejvyssi koncentrace
(14 620 000 bunek/¢melak).
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Tabulka 35: Intenzita infekce L. passim a C. bombi sledovana v priubéhu
experimentu, LOT=Lotmaria, CRI=Crithidia, tu¢né pismo=nakaza obéma druhy
parazitu.

L. passim + C. bombi 4DP1 6DPI 8DPI 10DPI
(4 ¢melaci) (4 émelaci) (4 émelaci) (4 émelaci)
Skupina émelaku Koncentrace parazita (pocet bunék/véela)
MIX1 0 1070 CRI 0 922 000 CRI
MIX2 0 220 000 CRI 13 900 CRI 3700 000 CRI
MIX3 0 268000 CRI | 1628000 CRI | 14520 009 CRI
MIX4 0 1506 000 CRI | 14 380 000 CRI | 4180 000 CRI
Pramér LOT 3900 CRI
Median LOT 3900 CRI
Pramér CRI 498 768 5340 633 5855 500
Median CRI 244 000 1628 000 3940 000

Vsechny kontrolni skupiny (16 jedinct ¢meldki + 16 jedinct véel) byly vyhodnoceny pomoci
qPCR jako negativni.

4.2.3.1 Statistické zpracovani qPCR vysledkii

Vysledna data z obou pokust se ¢melaky a véelami byly zpracovany pomoci multifaktorové varia¢ni
analyzy (ANOVA) (tabulka 36) a Bayesovské variacni analyzy (grafy 1.1 a 1.2) v programu R, verze
4.2.2 (D. Morey & N. Rouder, 2022; Etz, 2015; R Core Team, 2022). Ob&é metody potvrdily jako
signifikantni faktor majici vliv na abundanci parazitli interakci inokula a druhu, tedy co je ¢im
inokulovano, ale také interakci mezi obéma parazity (Lotmaria a Crithidia). Dal§im vyraznym faktorem

byl ¢as odbéru veel a ¢melaki (DPI), ktery mél vyznamny vliv na rozvoj infekce Lotmaria i Crithidia.
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Tabulka 36: PFimy vystup statistického vyhodnoceni vlivi jednotlivych faktori( na
mnoZstvi detekovanych parazitiu. Byla pouzita multifaktorova variaéni analyza
(multiway ANOVA). Signifikance je vyznalena pomoci k6di:0,01 (*); 0,05 (.). Byl pouZit
program R, verze 4.2.2.

Sledovany faktor u vcel Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Druh hmyzu (véela/émelak) 1 4.844e+11 4.844e+11 1.440 0.2331

Cas odbéru (DPI) 3 2.250e+12 | 7.502e+11 2.231 0.0896 .
Inokulace L. passim 1 4.858e+11 4.858e+11 1.445 0.2323
Inokulace C. bombi 1 4.767e+11 4.767e+11 1.417 0.2368
Druh : DPI 3 7.751e+11 2.584e+11 0.768 0.5145
Druh : L. passim 1 1.810e+12 1.810e+12 5.383 0.0225 *
DPI : L. passim 3 7.771e+11 2.590e+11 0.770 0.5134
Druh : C. bombi 1 1.796+12 1.796e+12 5.341 0.0230 *
DPI : C. bombi 3 7.601e+11 2.534e+11 0.753 0.5230
L. passim : C .bombi 1 1.795e+12 1.795e+12 5.338 0.0230 *
Druh : DPI : L. passim 3 2.247e+12 | 7.490e+11 2.227 0.0899
Druh : DPI : C. bombi 3 2.225e+12 | 7.416e+11 2.205 0.0925 .
Druh : L. passim : C. bombi 1 4.771e+11 4.771e+11 1.419 0.2365
DPI : L. passim : C. bombi 3 2.221e+12 | 7.404e+11 2.202 0.0929 .
Druh : DPI : L. passim : C. bombi 3 7.621e+11 2.540e+11 0.755 0.5219
Sledovany faktor u ¢melakut Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Druh hmyzu (véela/€émelak) 1 1.337e+13 1.337e+13 5.012 0.0275*
Cas odbéru (DPI) 3 1.181e+13 | 3.938e+12 1.476 0.2260

Inokulace L. passim 1 1.344e+13 1.344e+13 5.036 0.0271 *
Inokulace C. bombi 1 1.346e+13 1.346e+13 5.045 0.0270 *
Druh : DPI 3 1.172e+13 | 3.907e+13 1.464 0.2291

Druh : L. passim 1 1.339e+13 1.339e+13 5.021 0.0274 *
DPI : L. passim 3 1.179e+13 | 3.929e+12 1.473 0.2268

Druh : C. bombi 1 1.337e+13 1.337e+13 5.012 0.0275*
DPI : C. bombi 3 1.181e+13 | 3.938e+12 1.476 0.2260

L. passim : C. bombi 1 1.344e+13 1.344e+13 5.036 0.0271*
Druh : DPI : L. passim 3 1.175e+13 | 3.915e+12 1.468 0.2283

Druh : DPI : C. bombi 3 1.172e+13 | 3.907e+12 1.464 0.2291

Druh : L. passim : C. bombi 1 1.339e+13 1.339e+13 5.021 0.0274 *
DPI : L. passim : C. bombi 3 1.179e+13 3.929e+12 1.473 0.2268

Druh : DPI : L. passim : C. bombi 3 1.175e+13 | 3.915e+12 1.468 0.2283

Grafy 1.1 a 1.2: Grafické zndazornéni vlivu jednotlivych faktoru na vysledek. Faktory
Jjsou postupné vypou$tény z vysledného modelu. Pokud se po vypu$téni faktoru model
zhorsi (oranzovy sloupec smérujici doleva), je vysledny model horSi nez puvodni, tzn.
faktor ma vliv na vysledek a velikost vilivu je zobrazena délkou sloupce. Modry sloupec
smérujici doprava znaci, Ze vysledny model je bez daného faktoru lep§i nez plvodni,
tzn. faktor nema vliv na vysledek. V grafu 1.1 byly pozorované faktory u véel, v grafu 1.2
u ¢melaka. Sledované faktory: druh experimentalniho organismu, ¢as odbéru vzorku
(DPI), inokulace L. passim, inokulace C. bombi a interakce téchto faktoru. Graf byl
vyhodnocen Bayesovskou analyzou v programu R, verze 4.2.2 a rozS§ifujiciho bali¢ku
BayesFaktor, verze 0.9.12-4.4.
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4.2.4 Kvantitativni PCR analyza L. passim u véely medonosné v interakci s imidaklopridem

Tento experiment byl zrealizovan 2x — jednou v roce 2021 a jednou 2022. Prvni pokus byl proveden na
350 vcelach. Nasledné bylo molekuldrné zpracovano 210 reprezentativnich vzorkd, jelikoz behem
pokusu prubézné dochazelo ke ztratdm vcel. Nejvyraznéjsi ztraty byly sledovany 13. den, proto se jiz
po tomto dni neodebirali a neanalyzovali zddné vzorky.

Sesti skupinam po 50 véelach byla po adaptaci podana davka Lotmaria o koncentraci 1,56 x 10*
v 10 pl (pfepocteno na 1 vcelu). Z téchto skupin byla vybrana polovina, které se pii prvnim a posléze
pii kazdém dalSim krmeni zamichal do potravy pesticid imidakloprid. U skupiny s ptfidavkem pesticidu
byla zjisténa vyssi prevalence i intenzita infekce, které byly patrné jiz pii analyzach prvniho odbéru
vzorkl, ale 1 vétsi umrtnost na konci sledovaného pokusu. U skupin bez pesticidu bylo z 90 vcel
vyhodnoceno 15 pozitivnich s celkovou primérnou intenzitou infekce 149 030 bunck. V piipadé
expozice imidaklopridem bylo zjisténo témér 50 % (43 z90) vzork pozitivnich na Lotmaria.

Abundance parazit byla rovnéz vyssi se zjisténou primérnou hodnotou 229 528 bunék.

Tabulka 37: Intenzita infekce L. passim sledovand v pribéhu experimentu.

Lotmaria passim 3 DPI 5 DPI 7 DPI 9 DPI 11 DPI
(18 véel) (18 véel) (18 véel) (18 véel) (18 véel)
Skupina véel Koncentrace paraziti (bunék/vcéela)
0 11 400 33400 4 500 51 200
0 0 0 17 400 104 400
1 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 52 200 58 600 0 601 000
0 24 000 23 000 0 638 000
2 0 0 0 0 508 000
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 16 960 91 400 0 0
0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
Pocet pozitivnich véel 0z18 4z18 4218 2z18 5218
Priamérna koncentrace 26 140 51 600 10 950 380 520
Median 20 480 46 000 10 950 508 000
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Tabulka 38: Intenzita infekce L. passim sledovana v pribéhu experimentu

s pesticidem.

L. passim + IMI 3 Dlv’I 5 DFv’I 7 DIV°I 9 Dlv'-‘l 11 DvPI
(18 vcel) (18 vcel) (18 vcel) (18 vcel) (18 vcel)
Skupina vcel Koncentrace paraziti (bunék/vcela)
0 32 000 0 56 000 1260
0 0 0 0 110 200
3 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 39 600 74 000 224 000 145 000
0 21800 81400 2 600 000 142 600
5 0 13120 0 14 980 962 000
0 0 0 9 200 0
0 0 0 12 620 0
0 0 0 6 080 0
22000 18 6200 86 600 270 000 336 000
358 000 26 600 326 000 16 780 202 000
6 39 000 16 500 19780 182 200 140 800
0 344 000 18 980 430 000 1106 000
0 28 000 13 280 81 800 54 400
0 0 380 000 0 964 000
Pocet pozitivnich véel 3z18 9z18 8z18 12z 18 11z18
Primérna koncentrace 139 667 78 647 125 005 325 305 378 569
Median 39 000 28 000 77 700 68 900 145 000

Pro kontrolu spravné manipulace se véelami i s parazity byla vytvofena kontrolni skupina 50 vcel,
snimiz se zachazelo jako se skupinami experimentdlnimi. Vcely vykazovaly podobné chovani
a prirozenou umrtnost srovnatelnou se vcelstvy s Lotmaria (tedy nizs§i nez u vcelstev s pridanym
neonikotinoidem). VSechny kontrolni vzorky vysly negativné za pouziti metody qPCR.

Opakovany pokus v roce 2022 m¢l totozné podminky. Jedinou vyjimkou byla kontrolni skupina
(tj. bez parazitli i bez pesticidil), kterd v tomto roce nebyla zahrnuta do experimentu, protoze bylo ndmi
prokazano, ze lihnouci se véely nemaji L. passim. Na zaklad¢ vysledkt z roku 2021 byla sledovana
pouze interakce mezi parazitem a pesticidem (tedy jako vztazna skupina slouZzila experimentalni skupina
s Lotmaria).

Pro rok 2022 byla infek¢éni davka pro 1 véelu spocitana pomoci Biirkerovy komtrky o vysledné
koncentraci 1,2 x 10* bunék/10 pl. Pii poéitani tak vysoké koncentrace je vSak obtizné dosdhnout totozné
infek¢ni davky jako v pfedchozich experimentech. Proto byla vybrana takova koncentrace, aby byla
zachovana tadové stejna davka potfebna k infekci a rozdil mezi jednotlivymi davkami nebyl vyssi nez
hodnota potfebna k rozvoji infekce. Infekce byly zaznamenany uz pii prvnich odbérech v obou
skupinach: bez pesticidu 8 pozitivnich vzorkd z 18, s pesticidem dokonce 14 vzorkt z 18 odebranych.

Intenzita infekce dosahovala u vSech vzorki vysSich hodnot nez v roce 2021 a to i pfes to, Ze byla
infekéni davka nepatrné niz8§i nez v predeslém experimentu. U vzorkll s pesticidem vySplhala
v poslednim odbérovém dnu azna 7 260 000 parazitl na v¢elu a prumérna (ze vSech pozitivnich vzorki)
koncentrace bun¢k Lotmaria v jedné v¢ele byla 758 546. U vcel bez pesticidu byla naméfena méné nez

polovicni primérna koncentrace (359 918).
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Tabulka 39: Intenzita infekce L. passim sledovand v pribéhu experimentu.

Lotmaria passim 2 D?I < D'?' i D?I 9 D?I th DvPI
(18 véel) (18 véel) (18 véel) (18 véel) (18 véel)
Skupina vcel Koncentrace parazita (pocet bunék/vcela)
91 400 406 000 26 400 133 400 3660 000
14 520 99 600 1 888 000 76 600 1 098 000
2 4 060 744 000 1 090 000 532 000 0
165 600 48 200 0 0 0
0 996 000 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 7 100 0
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
12 340 38 000 139 400 63 800 238 000
8720 126 000 0 5 340 13 620
4 7 040 18 160 0 0 28 600
10 120 4 080 0 0 83 200
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
Pocet pozitivnich véel 8z18 9z18 4z18 6z18 6z18
Priimérna koncentrace 39 225 275 560 785 950 136 373 853 570
Median 11 230 99 600 614 700 70 200 160 600
Tabulka 40: Intenzita infekce L. passim sledovand v priubéhu experimentu
s pesticidem.
L. passim + IMD 3 Dlv?I 5 DFv’I 7 DIE’I 9 DI?I 1 DvPI
(18 véel) (18 véel) (18 véel) (18 véel) (18 véel)
Skupina vcel Koncentrace parazita (pocet bunék/vcela)
14 560 7 860 1014 000 2 400 000 4 700 000
3420 672 000 93 000 5300 000 8 200
1 51 800 198 400 21 800 266 000 638 000
4 440 67 000 89 600 250 000 314 000
9 220 224 000 562 000 2 560 000 330 000
12 780 60 000 398 000 0 0
5960 118 600 508 000 3200 000 5920 000
81 600 115 600 1144 000 1 082 000 142 400
5 113 600 254 000 2 300 000 428 000 7 260 000
53 600 444 000 256 000 2520 0
13 740 0 0 0 0
0 0 0 0 0
5260 296 000 57 400 206 000 1294 000
8 020 486 000 64 800 73 600 3120
8 800 103 000 17 840 1490 000 23 400
6 0 230 000 2980 000 2 380 000 1 566 000
0 316 000 6 540 4 320 2920
0 0 35 800 1156 0
Pocet pozitivnich véel 14z18 15z 18 16z 18 15z 18 13z18
Priamérna koncentrace 27 629 239 497 596 799 1309 573 1707 849
Median 11 000 224 000 174 500 428 000 330 000
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4.2.4.1 Statistické zpracovani gPCR vysledkii

Vysledky byly téZ vyhodnoceny pomoci multifaktorové varia¢ni analyzy (ANOVA) (tabulka 41)
a Bayesovské variacni analyzy (grafy 2.1 a 2.2) v programu R, verze 4.2.2 (D. Morey & N. Rouder,
2022; Etz, 2015; R Core Team, 2022). Ob¢ analyzy ukazaly signifikantni rozdily ovliviujici abundanci
parazita mezi jednotlivymi roky, ¢asem odbéru (DPI) a ptfitomnosti imidaklopridu. Nejvétsi vliv na
uchyceni parazita mél rok, ve kterém byl experiment proveden. Pfi testu ANOVA (krom¢ samotného
faktoru roku) se ukazala i dilezita interakce mezi rokem a imidaklopridem, coz vypovida o rozdilné
reakci parazita na pesticid sledovaného v riznych letech. Nepatrné signifikantni zmény byly pozorované
u interakce imidaklopridu s DPI, tudiz pti ovlivnéni parazitii pesticidem bude hrat roli i samotny rozvoj

infekce (pocet dnii od infekce). Plivod véel (Gl) nemél na zmény v pocetnosti parazitd zadny vliv.

Tabulka 41: PFimy vystup statistického vyhodnoceni vlivii jednotlivych faktord na
mnoZstvi detekovanych parazitu. Byla pouzita multifaktorova variaéni analyza
(multiway ANOVA). Signifikance je vyznacena pomoci k6du:0 (***); 0,001 (**); 0,01 (*);
0,05 (.). Byl pouzit program R, verze 4.2.2.

Sledovany faktor u vcel Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Rok experimentu 1 7513e+12 | 7.513e+12 | 16578 | 28705
Cas odbéru (DPI) 5 1123e+13 | 2.246e+12 |  4.956 0.000218
Imidakloprid 1 7.3556+12 | 7.355e+12 | 16208 | 099605
Veeli l 6 1871e+12 | 3.119e+11 |  0.688 0.659376
Rok : DP| 5 | 4778e+12 | 9.556e+11 | 2109 | 0.064093 .
Rok : Imidakloprid 1 3.508e+12 | 3.508e+12 7.740 0.005714 **
DP! : Imidakloprid 4 5.767e+12 | 1442e+12 | 3181 | 0.013874*
Rok : Ul 6 3.244e+12 | 5.407e+11 1.193 0.309482
DPI : Ul : Imidakloprid 20 | 5.622e+12 | 2.811e+11 |  0.620 0.897445
Rok : DPI : Imidakloprid 4 3.086e+12 | 7.715e+11 |  1.702 0.149126
Rok : Imidakloprid : Ul 20 | 9.321e+12 | 4.660e+11 |  1.028 0.427805

Grafy 2.1 a 2.2 — Grafické znazornéni vlivu jednotlivych faktoru na vysledek. Faktory
Jjsou postupné vypou$tény z vysledného modelu. Pokud se po vypu$téni faktoru model
zhorsi (oranzovy sloupec smérujici doleva), je vysledny model horSi nez puvodni, tzn.
faktor ma vliv na vysledek a velikost vlivu je zobrazena délkou sloupce. Modry sloupec
smérujici doprava znaci, Ze vysledny model je bez daného faktoru lep§i nez plvodni,
tzn. faktor nema vliv na vysledek V grafu 2.1 byly pozorované jednotlivé faktory, v grafu
2.2 jednotlivé faktory + interakce téchto faktori. Sledované faktory: rok experimentu, ¢as
odbéru vzorku (DPI), imidakloprid, véeli al a interakce téchto faktorG. Graf byl
vyhodnocen Bayesovskou analyzou v programu R, verze 4.2.2 a roz$ifujiciho bali¢ku
BayesFaktor, verze 0.9.12-4.4.
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4.2.4.2 Proteomickd analyza pozitivnich (a kontrolnich) vzorkii
Proteomicka analyza hlav vcel umoznila identifikaci 2554 proteind pfislusejicich k Apis mellifera.
Vysledky proteomu jednotlivych vzorkd byly velmi variabilni v rdmci vzork(t hlav. Proto bylo
pristoupeno k vytvoreni komplementu jako negativni kontroly pro vyhodnoceni. Porovnani tfech variant
Spearmanovy poradové korelace bylo provedeno za pouziti korekce typu FDR (false-discovery rate)
0,01 a 1000 randomizacemi. Toto aplikované statistické vyhodnoceni indikovalo 1 signifikantné
rozdilny marker. Signifikantné rozdilnym markerem (-Logp = 3,76; FDR = 0,01) byl transferrin
1 precursor (NCBI protein: NP_001011572.1).

Nésledny navrat do hrubych dat (tabulka 42) ukazal, Ze se jednd o intenzivni marker, ktery byl
v analyze identifikovan celkem 2513 MS/MS identifikacemi. V tomto ohledu se jednalo o 40. marker
s nejvice MS/MS identifikacemi z celkového poctu 2554 identifikovanych proteint. Z rozdilt praméri
log2 LFQ intenzit trasnferrinu 1 pro jednotlivé varianty pak vyplyva, Ze tento rozdil (log2-nasobna
zmeéna) je i) mezi Lotmaria passim a kontrolou 1,3 a ii) mezi Lotmaria passim a Lotmaria passim
+ imidakloprid 1,5, iii) zatimco rozdil mezi Lotmaria passim + imidakloprid a kontrolou je pouze -0,2.

Rozdily na log2-nasobnou zménu vétsi nez 1 1ze povazovat za podstatné.

Tabulka 42: Namérené hodnoty ve zméné abundance pro protein transferrin 1.

Vzorek Skupina Hmotnost | Transferrin 1 (log2 Primérna hodnota
hlavy (g) LFQ intenzita) (log2 nasobna zména)

G3 L. passim 0,009 29,21

G7 L. passim 0,010 29,18

G9 L. passim 0,008 28,47 29,07

G10 L. passim 0,010 28,82

Gl11 L. passim 0,011 29,70

AS L. passim + IMI 0,011 27,49

A6 L. passim + IMI 0,011 27,43

A7 L. passim + IMI 0,011 27,53 27,61

A9 L. passim + IMI 0,011 27,84

All L. passim + IMI 0,012 27,78

Al2 Kontrola 0,010 28,15

B2 Kontrola 0,009 27,75

B3 Kontrola 0,009 27,97 27,77

B4 Kontrola 0,009 27,73

B5 Kontrola 0,010 27,27

4.2.5 Kvantitativni PCR analyza L. passim u trubct véely medonosné

Po 3 dnech experimentu doslo k uhynuti v§ech jedinct, a tak byly vzorky zamrazeny v -60 °C. Poté byly
zpracovany dle izolacniho protokolu a testovany metodou qPCR. V zadném vzorku nebyla detekovéana

Lotmaria.
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5 Diskuse

5.1 Detekce trypanosomatid u socialnich a volné Zijicich vcel

Prvnim cilem diplomové prace bylo zjistit prevalenci vybranych patogeni u vé€el, zejména
u eusocialnich (Apis mellifera, Bombus terrestris), ale do prace bylo zahrnuto i velké mnozstvi vcel
samotarskych. Analyzovani Sirokého spektra zastupcii blanokiidlého hmyzu by mohlo odhalit mozny
presun parazitl (L. passim, C. bombi) z ptirozenych hostiteld (véela medonosna, ¢meldk zemni) na dalsi
potencionalni hostitele.

Na pfitomnost trypanosomatid bylo celkem testovano 386 vcel medonosnych. Na vzorcich
z lokality VUV¢ Dol, Maslovice byla stanovena prevalence L. passim u ulovych véel v srpnu v roce
2020 na 51 %. Nasledujici dva roky (vzdy v Cervenci) byly testovany vcely pochazejici ze vcelnice
VURV, v. v. i. v Praze Ruzyni. Ke stanoveni prevalence byly vybrany 3 uly a z jednotlivych uli se
vzorky odebraly ve stejny Cas. Vysledky ukazaly, Ze abundance L. passim byla velmi variabilni (63 %,
44 % a 17 %) v ramci 3 analyzovanych uld, a to i pfesto, Ze vcely pochéazely z jedné lokality (navic se
jednalo o stejnou genetiku — matky vznikly z jednoho vcelstva) a tly byly dokonce umistény blizko
sebe. I tak ale mohou existovat n&jaké odliSnosti v genetice, eusocidlni imunité¢ v¢el ¢i mohla byt
rozdilnost prevalence mezi uly dana odliSnym slozenim stfevniho mikrobiomu, ktery hraje velkou roli
pfi rozvoji infekce. Variabilita prevalence byla podobna jako v ptfedchozich studiich — naptiklad
v devitileté studii v Srbsku se prevalence pohybovala v rozmezi 39-83 % (Stevanovic et al., 2016);
v Chile doséhla jest¢ vysSich hodnot pohybujicich se od 44-92 % (Arismendi et al., 2016). Vysledky
sledovani pocetnosti paraziti v Ulovych vcelach sbiranych z plodového plastuzlet 2021-2022
(z VURV) ukazaly vysoké zatizeni parazitem pohybujici se v rozmezi od 1 048 do 9 500 000 bunék
Lotmaria na veelu. Tyto naméfené koncentrace jsou obdobné hodnotam zjisténych v jinych studiich
(Arismendi, Castro, et al., 2020; Xu et al., 2018). Nejvyssi naméfené koncentrace parazita v predchozich
studiich byly vSak v Fadu 10°, kdeZto pfi naSem pozorovani se hodnoty pfiblizuji k fadu 107. Vysledky
tedy ukazuji, Ze maximalni hodnoty parazita L. passim mohou byt i o fad vyssi nez v dosavadnich
studiich, kdezto pozorovana prevalence byla naopak vyrazné nizsi v porovnani s ostatnimi vyzkumy
(Arismendi et al., 2016; Stevanovic et al., 2016). Vysoka koncentrace parazita mohla byt ovlivnéna
sezonou, kdy nejvétsi pocetnosti nabyva parazit pied a po pfezimovani, pravdépodobné z divodu
klidného chovani vcel v zimé¢ (Higes et al., 2010, 2013). Vysoké zatiZeni parazitem v naSem piipade
muze byt vysvétleno i1 vékem vcel. Testovany byly totiz véely z plodového plastu pied vzlétnutim (cca
10-15 denni vcely), coz je doba, kdy se za experimentalnich podminek parazit nejvice rozmnozuje
a dosahuje ve vcele nejvyssich hodnot (Logan et al., 2005; Strobl et al., 2019). Prevalence L. passim
byla testovana také na nékolika vzorcich vcel odchycenych pomoci zlutych misek, ve kterych byla
odhalena 31% prevalence. Primérovani vysledki zlet 2020-2022 ukazalo cca 43 % prevalence
L. passim u v¢el medonosnych v Praze a jejim okoli v letnim obdobi. Vzhledem ke zjisténé prevalenci
v jinych zemich (az 92 %) je vyskyt L. passim u nas mén¢ Casty, avsak studie Hubert et al., (2017)
zaznamenala infekci L. passim na naSem uzemi skoro ve vSech analyzovanych ulech (90 %).

Dale byla diplomova prace zaméfena na vyskyt trypanosomatid ve voln€ Zijicich v¢elach. Na
pfitomnost jednohostitelskych trypanosomatid bylo testovano celkem 299 jedincG rtznych
blanokfidlych zastupcii z okoli Prahy. Diilezité pro urceni prevalence bylo i samotné zvoleni vhodného
zpusobu odchytu hmyzu. Nejpouzivangjsi a zaroven nejjednodussi metodu odchytu florikolniho hmyzu

predstavuji barevné miskové pasti. Nejcastéji maji zlutou barvu (tzv. Moerickeho pasti) pfipominajici
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kvét rostliny. Misky jsou naplnéné konzervacni tekutinou s kapkou detergentu, ktery snizuje povrchové
napéti vody. Tato metoda odchytu se osvédcila, protoze jsme ziskali vysoky pocet vzorki. Problémy pfi
pouziti této univerzalni metody sbéru se tykaji fixace a uchovani vzorku pro detekci parazitarni DNA.
Nase vysledky z analyz z odbért v roce 2020 pomoci zlutych misek vsak vykazuji celkem vysokou
prevalenci L. passim u véel medonosnych (31,25 9%). Celosveétova prevalence L. passim u vcel
medonosnych se pohybuje v rozmezi 15-75 % (Castelli et al., 2019; Cepero et al., 2014; Ravoet et al.,
2013; Runckel et al., 2011; Stevanovic et al., 2016). N&s vysledek tak odpovida zhruba primérné
zjisténé prevalenci, proto povazujeme tuto metodu sbéru hmyzu za vhodnou. Pomoci Moerickeho pasti
se podafilo nasbirat i dalsi druhy v¢el, L. passim vSak nebyla detekovana v zddném z nich. Vysledky
dokazujici nepfitomnost L. passim u voln¢€ zijicich vcéel/¢melakli poukazuji na to, Ze na nami
sledovanych lokalitdich nedochdzi k prenosu paraziti mezi 4. mellifera a dal$imi potencionalnimi
vCelimi hostiteli. Nekteré studie (Arismendi et al., 2016, 2021; Bartolomé et al., 2018) uvadi parazitaci
Lotmaria i u dalSich eusocidlnich vcéel — Apis cerana (asijskd v€ela medonosna, ta se vSak na naSem
uzemi nevyskytuje) a Bombus spp. Detekce u jiného druhu v§ak nutné nemusi znamenat, ze tento druh
muze skutecné slouzit jako novy hostitel. Jedinci jinych druhtt mohou patogeny pouze pasivné pienaset,
ale neumoznuji jejich replikaci (Graystock et al., 2015; Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006b). Byt novym
hostitelem navic nemusi nutng¢ vést ke stejnému rozvoji infekce jako u ptivodniho hostitele a to z dvodu
ruzné citlivosti vici patogentim (Feng et al., 1990; Jensen et al., 2009).

V této praci bylo zjisténo u volné Zijicich vcel relativn€ vysoké zastoupeni Leptomonas seymouri,
ktery byl potvrzen u 4 roda vcel (Lasioglossum spp. 6,1 %, Halictus simplex 21,4 %, Andrena spp.
20,6 % a Colletes cunicularius 27,3 %. Pivodnim a zaroven nejbéznéj$im hostitelem Leptomonos je
skupina Hemiptera (Votypka et al., 2012; Wallace, 1977; Yurchenko et al., 2006). Infekce L. seymouri
byla pozorovana i u lidi, kam musela byt pravdépodobné zanesena krevsajicim ¢lenovcem a adaptovat
se na preziti v obratlovci (Kraeva et al., 2015). Vyskyt u v¢el je tudiz také mozny, nicméné vzhledem
k vysoké citlivosti nested PCR se mohlo v n€kterych ptipadech jednat o kontaminaci, a tak prevalence
nebude pravdépodobné tak vysoka. U dvou jedinct samotaiské véely Andrena flavius byl identifikovan
druh Crithidia brevicula (2,7 %), ktera navic u jednoho z téchto vzorki tvofila smésnou infekci
s druhem Herpetomonas sp. U tfech dalSich jedinch vcel byli detekovani rtizni volné Zijici zastupci
skupiny Bodonida (konkrétn€ u Lasioglossum laticeps, Halictus simplex a Colletes cunicularius).
V tomto piipadé se pravdépodobné jednalo o s vodou nahodné nasaté bodonidy, které se podatilo
detekovat diky vysoké citlivosti metody nested PCR.

Dale byli na trypanosomatida pomoci nested PCR testovani ¢melaci — 28 Bombus terrestris,
2 Bombus lapidarius a 1 Bombus pascuorum. Pouze u 9 (32 %) vzorkid B. terrestris byla zjiSténa
pritomnost C. bombi. Vzhledem k nizkému poctu odchycenych ¢meldki B. lapidarius a B. pascuorum
je negativni vysledek pfedpokladatelny, u obou druht je vSak vyskyt C. bombi potvrzen (Michalczyk
& Sokot, 2022; R. Schmid-Hempel & Tognazzo, 2010). Prevalence téchto paraziti u ¢melakt zemnich
se postupem sezony zvysSuje (Cameron et al., 2016; R. Schmid-Hempel et al., 2014) a sezonni narQst
mezi ¢ervencem a srpnem muze dosahovat az 80 % (Shykoff & Schmid-Hempel, 1991). Ackoliv mtze
¢melak predstavovat hostitele pro vice druhti véelich parazitt, naptiklad C. expoeki (R. Schmid-Hempel
& Tognazzo, 2010) ¢i dokonce vceli Lotmaria (Bartolomé et al., 2018), nam se podaftilo detekovat pouze
C. bombi. V zadném z 415 testovanych vzorkl (32 v€el medonosnych odchycenych pomoci zlutych

misek, 84 ulovych medonosnych vcel z Dolu, 299 ostatnich druhti vcel viz tabulka 2) nebyla
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diagnostikovana Crithidia mellifiace, ¢imz se potvrzuje jeji vzacny vyskyt (Schwarz et al., 2015;
Stevanovic et al., 2016) oproti blizce ptibuznému druhu L. passim, ktery byl u v€el hojné zastoupen. Po
popisu C. mellificae trvalo zhruba cCtyficet let, nez byla k dispozici molekularni data, ktera by slouzila
k presn¢jsi identifikaci a popisu nového druhu L. passim (Ravoet et al., 2015). Tento fakt je potieba
zvazovat pro starsi publikace uvadéjici vyskyt C. mellifiace.
5.2 Experimentalni infekce s L. passim a C. bombi
(nepfitomnost) parazitli, aby mohly byt zahajeny pokusy s naivnimi (L. passim negativnimi) vcelami.
Sbér lihnoucich véel musel byt uskute¢nén ze stejného 0lu, nejlépe ze stejného plodového plastu, aby
byli zajiSténi geneticky stejni jedinci. Zaroven odbér lihnoucich se vcel probihal ve stejny cas, jelikoz
s Casem (se stadiem a stafim vcely) se méni chovani vcely ¢i slozeni mikrobiomu, ktery by mohl ovlivnit
nachylnost vici parazitim. Tyto podminky vSak nékteré studie nespliluji a experimenty provadéji na
v¢elach rtizného stati (Buendia-Abad, Garcia-Palencia, et al., 2021; Schwarz & Evans, 2013), kdy se
vcely pted infekci lihnou na ramku v termostatu. Timto zptsobem lihnuti se kromé rozdilného véku
pokusnych vcel umoznil 1 kontakt s vnéjsi ¢asti plastve ¢i jinou véelou, coz muze vést ke kontaminaci
vzorku (respektive k nakazeni vcely) a tedy i ke zkresleni vysledki. Obdobnou chybu jsme udélali
v prvotnim zkugebnim experimentu (VUVE Dol, 2020). Ve viech ostatnich pokusech jsme jiZ
postupovali disledné a byly odebirany pouze lihnouci v¢ely prokousavajici se vickem vceli buiiky bez
kontaktu s vnéjsim okolim, stejné jako bylo provedeno ve studiich Erban et al. (2016); Erban, Sopko,
Kadlikova, et al. (2019). Navic vcelstvo v experimentech Schwarz & Evans (2013) bylo postizené
roztoCem Varroa destructor. Hubert et al. (2017) ve své studii popisuji ovlivnéni mikrobiomu vcely
medonosné napadené timto roztocem, ktery prispiva ke zmé€nam ve slozeni bakterialniho spolecenstva
dospélych veel. Proto je otazkou, zda brat takové studie (s roztoci) za relevantni. Nami spravné odebrané
lihnouci se véely, u nichz bylo zabranéno styku vcel s vngj$i ¢asti plastve, zasobami ¢i dalSimi véelami
(navic kontrola na nepfitomnost roztocll), jsme analyzovali pomoci qPCR. Analyza potvrdila, zZe
lihnouci se v¢ely jsou negativni na pritomnost trypanosomatid, toto zjisténi potvrzuji i predeslé studie,
ve kterych byli vzdy jako hostitelé uvadeéni pouze dospéli jedinci (tedy jedinci, ktefi se nakazi az po
vylihnuti z buniky).

Avsak vysledky studie Arismendi et al. (2020) pfinesly novy pohled na Zivotni cyklus parazita spjaty
s vyvojem vcel a otevrely tak nové cesty pfenosu uvnitf kolonie. Pied touto studii byly popsany pouze
infekce dospélych jedincii a nebyly zaznamenany zadné infekce u vyvojovych stadii vcel; naopak
Arismendi et al. (2020) zaznamenavaji infekce u larev, kukel, a dokonce i u lihnoucich se véel. Dalsi
studie Taric et al. (2020) potvrzuje infekci mimo dospélé vcely, pficemz autoti odhaluji pritomnost
L. passim u kukel v¢ely medonosné, coz by mohlo indikovat pfipadnou pfitomnost L. passim i u noveé
lihnoucich se vcel. Ve vyzkumu Michalczyk et al. (2022) identifikovali Lofmaria ve vsech
analyzovanych stadiich vcel (larva, kukla, dospélec). Vyse uvedené studie tedy dokladaji pfitomnost
Lotmaria u riznych vyvojovych stadii véetné larev ¢i novée vylihlych vcel (v n€kterych ptipadech vsak
jiz vylihlych na plastu) a mohou tak zpochybnovat v§echny ptredeslé nalezy. Tato skute¢nost by zna¢né
zkomplikovala jakékoliv infek¢éni experimenty se véelami, pokud by jiz lihnouci se vCely byly prirozené
infikovany. Otdzkou zlstava, jak by k pfipadnému pienosu trypanosomatid na lihnouci se véely
dochazelo. U vcel nebyl zatim potvrzen pfenos z matky na plod (tedy transovarialn¢), nicméné mutze

teoreticky probihat tzv. transovarum pienos, kdy nejsou paraziti pfimo ve vajicku, ale jsou uchyceni na

70



jeho povrchu (Frolov et al., 2021). Pii experimentech s vajicky je proto dilezité se zbavit vsech necistot
vcetné povrchove pfitomnych patogenil (Arismendi, Castro, et al., 2020).

Vysvétleni infekce lihnoucich se vcel miize spocivat i v pouhé kontaminaci, kdy mohla byt vceli
plodova burika zanesena patogeny pied jejim zavickovanim, jak zminiuje Arismendi et al. (2020) ¢i se
mohly larvy nakazit od tlovych vcel pfi jejich krmeni. K takovym pienostim infekce vSak mtze dojit
spiSe velmi vzacné ¢i v ojedinélych pfipadech a nami negativné analyzované lihnouci vcely (120
vzorkill) a negativné analyzované kontrolni vcely (90 vzorkd) povazujeme za opravdu nenakazené.
Navic lihnouci se vcely byly odebrany spolecné se vcely ulovymi, u kterych jsme pozdéji na zakladé
qPCR zjistili vysokou prevalenci L. passim. Nové vylihlé véely tedy pochdzely z vysoce infikovanych
uld, a presto u nich k zadné nakaze nedoslo. V soucasné dobé nedokazeme uspokojiveé vysvétlit tento
zjevny rozpor mezi noveé publikovanymi nalezy a naSimi vysledky, i kdyz by S$lo spekulovat napf.
ze na zékladé nami provedenych experimentt byly kontrolni vcely opravdu negativni na ptitomnost
L. passim, u nakazenych vcel se pak jednalo o experimentalni nakazu laboratornim kmenem (klonem)
parazita.

Na pfitomnost trypanosomatid byli analyzovani i ¢melaci zemni pochazejici z certifikovaného
(=neinfikovaného) chovu z Belgie. U zadného znich nebyla detekovana C. bombi (ani jiny

trypanosomatid), proto jsme je mohli bez obav zahrnout do experimentd.

Pti prvotni experimentalni infekci véel byl sledovan vyvoj parazita L. passim. K rozvoji infekce doslo
u 50 % pokusnych vcel. V mnoha pfipadech byla pozorovanid vysoké intenzita infekce (rostouci
s Casem), ze je té¢zko predstavitelné, ze by tento parazit mohl byt jen pouhym viceméné komensalnim
(nepatogennim) organismem. Pod svételnym mikroskopem byly pozorovany jak kulovité (sféroidni)
bunky, tak bic¢ikaté. Které z téchto dvou stadii je zodpovédné za rozvoj infekce L. passim neni zatim
znamo. Mohlo by se jednat o sféroidni buniky, které se vyskytovaly v travicim traktu dfive nez velci
bic¢ikovci a jsou hojné zastoupeny i v kultuie. Stejné poradi nastupu jednotlivych morfotypl zaznamenal
1 vyzkum se veely (Ruiz-Gonzélez & Brown, 2006b), kde ale pozorovanym parazitem byla C. bombi
u v¢el medonosnych. Zaznamenani byli amastigoti u Sdennich vcel, které pak doplnili promastigoti
a choanomastigoti 15. den infekce. Studie se ¢melaky Logan et al. (2005) pfisla s opacnymi vysledky,
kdy se jako prvni v travicim traktu objevila bic¢ikata stadia, ktera byla poté nahrazena amastigoty. Ve
vyzkumu vcel medonosnych byli promastigoti L. passim pritomni po celou dobu pozorovani, avsak
v mensi Cetnosti nez sféroidni bunky (Schwarz et al., 2015). Dosavadni studie jsou rozdilnych nazort
ohledn¢ infek¢nosti pozorovanych stadii. Naptiklad studie Higes et al. (2016) provadéli nakazu pomoci
sféroidl, kdezto studie Buendia-Abad et al. (2021) pomoci promastigotl. (Mozné hypotézy ohledné
infek¢nich stadii trypanosomatid jsou uvedeny v kapitolach 2.2.2.3 a 2.2.3.2). Je tedy pravdépodobné,
ze ob¢ stadia (sféroidi i promastigoti) jsou schopna v hostiteli rozvinout infekci. Pro pfesny popis
zivotniho cyklu trypanosomatid bude zapotiebi dalSich studii. V Zivotnim cyklu trypanosomatid je
v ramci jednotlivych studii stabilni lokalizace parazitl — zadni stfevo, ve kterém jsme pozorovali
Lotmaria ptedevsim v rektu s ob¢asnymi nalezy v ileu. Ke stejnému zavéru dosli i ve studii Buendia-
Abad, Garcia-Palencia, et al. (2021), ve které byla sledovana kromé L. passim 1 C. mellificae, ktera

vykazovala na rozdil od Lotmaria vétsi tropismus pro ileum.
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DalSi zameéfeni této prace bylo na zkiiZené infekce a interakci véelich paraziti, a to pro
experimentalni infekce L. passim a C. bombi u véel a ¢melaka. Cmelaci a véely medonosné jsou si
fylogeneticky blizci (Lockhart & Cameron, 2001), sdileji podobnou ekologii a chovani (hledani potravy,
prekryvani se v terénu, sdileni zdroje potravy). Kombinace jmenovanych faktori tak mize umoznit
obéma druhim paraziti prezit nebo dokonce rozvinout infekci u nespecifického hostitele, coz se za
laboratornich podminek zdarn€ dafi (Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006b). U riznych linii monoxennich
trypanosomatid byla téz prokazana genetickd vymeéna, a tak miize diky extrémni diverzité genotypt
kazdy hostitel nést sviij vlastni infekeni koktejl slozeny z témét jedinecnych kment (Schmid-Hempel &
Reber Funk, 2004; R. Schmid-Hempel et al., 2011).

Ackoliv neni vcela medonosna piirozenym hostitelem C. bombi, u 19 % vzorki se nam
v manipulativnim experimentu podafilo navodit infekci timto parazitem. Ve vyzkumu Ruiz-Gonzalez
& Brown (2006b) se povedla nakaza dokonce u 27 % vcel, coz je vskutku zajimavé. V ptipadé smésnych
infekci se u vcel prekvapiveé uchytila vice C. bombi nez vceli parazit Lotmaria. Kazdopadné se jedna
také prehlédnout vzajemny synergisticky vztah mezi obéma parazity, kdy v ptipad¢€ podarenych infekci
L. passim byl tentyz vzorek nakazen i C. bombi.

Pti experimentu se ¢melaky se infekce Crithidia uchytila u 50 % jedinct, kdezto Lotmaria pouze
u 1 ¢melaka. Neni proto piekvapivé, ze vysledek korelace mezi druhem hmyzu a druhem parazita vysel
signifikantni. Ve studii Ruiz-Gonzalez & Brown (2006b) byla také zkouSena infekce C. mellificae
u ¢melaku, ktera se ale nezdatila. U nami provedenych smésnych infekci ¢melakt byla nakaza Lotmaria
uspésna téz u 1 jedince, u kterého se zarovenn ujmula i C. bombi, a to az v neuvéfitelné vysoké
koncentraci (u jednoho jedince az 14 620 000 bunék). Je dilezité zminit, Ze vy$si koncentrace paraziti
muze byt disledkem pfijimani vétStho mnozstvi potravy ¢meldkem nez vcelou a také jeho vétsi
velikosti. Pokud by ¢melék pozil 2x vice potravy nez vcela, mohlo by dojit i k 2x vyssi intenzit€ infekce,
1 kdyz tento poznatek byl korelovan infekéni davkou, kterd byla u ¢melaka nizsi. Vzhledem k GspéSnym
smesnym infekcim v tomto i v pfedeslém piipade (C. bombi + L. passim u v¢el) je tedy mozné, Ze jeden
parazit zvySuje uspesSnost ndkazy parazita druhého a dochazi tak ke vzajemnému prosperujicimu ci
synergickému vztahu mezi nimi. Toto zjisténi potvrzuji i statistické vysledky, kdy u obou experimentt
vysel jako signifikantni faktor interakce mezi obéma parazity. U obou experimentti byl patrny i trend
ohledn¢ poctu infikovanych jedinct rostoucich s ¢asem. Stejné tak i mnozstvi parazitti nabyvalo vyssich

hodnot se vzristajicimi DPI.

Dalsim cilem prace bylo u experimentalné infikovanych vcel sledovat piisobeni pesticidu na
parazity. Infekce L. passim se neuchytila u vSech 360 inokulovanych véel, ale pouze u 46 % (z toho
71 % tvotily vzorky s expozici pesticidu), ackoliv vSechny vEely mély stejny piistup k potrave s infekéni
davkou. Také z divodu probihajici vymény potravy mezi jedinci by bylo mozné ocekavat vyssi
prevalence. K infekci doslo jiz po 3 dnech od podéani inokula a v nésledujicich dnech bylo pozorovano
u infikovanych vcel rapidni mnoZeni (pfedevsim u vcel krmenych pesticidem). Vrchol infekce nastava
béhem 9. az 11. DPI, kdy se mize vyskytovat az 7 260 000 L. passim ve stievé vCely. Studie Strobl et
al. (2019) zabyvajici se kvantifikaci vcelich trypanosomatid u experimentalné infikovanych vcel
popisuje nejvetsi nartst posledni den experimentu (19 DPI; prvni pozorovani zahajeno az 6 DPI

s pozitivnim nalezem), v naSem pfipad¢ byla téZ nejvyssi zaté€z sledovana posledni den experimentu
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(11 DPI; prvni pozorovani zahajeno 3 DPI s pozitivnim nalezem). V 15dennim experimentu Logan et
al. (2005) bylo sledovano nejvétsi zastoupeni parazita 13. den od infekce s uchycenim parazita jiz
v prvnim dni. Nékteré vcely v naSem experimentu vykazovaly vysoké infekce v fadech miliont jiz
7 DPI. Vysoké hodnoty pietrvavaly az do konce experimentu, nebyl pozorovan zadny vyrazny pokles.
Nase poznatky koreluji s vysledky ze studie Strobl et al. (2019), u nichz byl pozorovan taktéz narist
infekce L. passim u lihnoucich vcel bez poklesu infekce ke konci experimentu, ackoliv v této studii se
mezi prvnim a poslednim pozorovanym dnem zvysila infekce pouze 6,6krat, u nds v nékterych
pripadech doslo az ke stonasobnému nartistu ptivodnich hodnot. Vysoky rozdil v abundanci parazita by
mohl byt zptisobeny absenci pylu v potravé v experimentu Strobl et al. (2019), kdy by u¢inek pylu mohl
pusobit inhibi¢né na rdst parazita, jak je popsanu u Logan et al. (2005). Hlavni roli pfi tak vysokych
hodnotach parazita namétenych v naSich experimentech vSak bude hrat ve vétSing ptipadech ptidani
pesticidu do potravy.

Nase vysledky predevsim naznacuji, Ze k vysoké infekci dochézi tedy predevsim u vcel ovlivnénych
(=krmenych) modelovym pesticidem imidaklopridem. Toto pozorovani bylo potvrzeno i u opakovaného
pokusu a vypovidaji tak o jisté interakci mezi parazity ze skupiny Trypanosomatida a pesticidy z fad
neonikotinoidil. Lotmaria se uchytila rychleji, ve vétsim poctu jedincti a dosahovala vétsiho poctu bunék
na vcelu za pfitomnosti pesticidu. Statistické analyzy potvrdily, ze imidakloprid je signifikantni faktor
zvysujici infekei véel Lotmaria. V opakovaném pokusu se podafilo navodit infekci u vétsiho pocétu
jedinct a zaroven dosahnout i vys$si koncentrace parazita. Infekéni davka byla mezi obéma roky nepatrné
rozdilna (1,56 x 10* oproti 1,2 x 10%), avSak pro rozvoj infekce je potfeba minimélni koncentrace 5 000
— 25000 bunek (Brown et al., 2003; Logan et al., 2005), proto tento rozdil (3 400 bunék) mizeme
povazovat za nevyznamny a nezda se byt divodem vys$siho uchyceni parazita v druhém opakovani
pokusu, ve kterém navic byla pouZita niz§i koncentrace (1,2 x 10%). Diivodem rozdilného uchyceni
parazita v riznych letech tak mtize byt i samotné rozdilné chovani véel. Vysledek korelace mezi rokem
a imidaklopridem vysel signifikantng, tudiz kazdy rok vcely reaguji na pesticid jinak, avSak stale je
zachovan stejny trend — zvyseni infekce L. passim zplisobena imidaklopridem. Pouzita davka pesticidu
byla v obou pokusech o koncentraci 2,5 pg na 1 I potravy. Realisticky obsah neonikotinoidti v nektaru
a pylu dosahuje fadové nékolika jednotek pg (az dokonce 10 pg) na 1 kg pylu nebo nektaru (Erban,
Sopko, Talacko, et al., 2019; Rortais et al., 2005; Wood et al., 2018). Nase vysledky tak vypovidaji
o vyznamném vlivu imidaklopridu na L. passim i v takto nizkych expozicich (2,5 pg/L), avsak toto
zjisténi bude muset byt do budoucna potvrzeno, nebot’ zatim zddné studie nezkoumaly vliv
imidaklopridu na infekci L. passim.

Ovlivnéni parazitll (zejména trypanosamid) ve vcelach se vénoval pouze omezeny pocet studii.
Casto nejsou pozorovany zadné vyznamné interakce, aviak nékteré publikace uvadi uéinky v rozsahu
od antagonismu po synergismus. Nachylnost vii¢i patogenu v disledku vystaveni vcel pesticidim byla
prokazana naptiklad u N. ceranae (Rouzé et al., 2019) ¢i byl ve spojeni s pesticidem thiamethoxam
pozorovan nartist viru chronické paralyzy vcel (Coulon et al., 2019). V bakalarské praci (Bartova, 2020)
vypracované v laboratoii ve VURV byly zjistény synergické Gi¢inky pesticidu ve spojeni s pfitomnym
ektoparazitem, kdy 72hodinova expozice imidaklopridem o koncentraci 2,5 pg/L zpusobila vyssi
replikaci viru prenaSeného roztocem Varroa (shodné ucinky pesticidu jako v naSem pozorovanim
s L. passim). U trypanosomatid nebyl zatim pozorovan zadny vyznamny u¢inek ¢i interakce
s pesticidem. Ve studii Fauser-Misslin et al. (2014) se ¢melaky infikovanymi C. bombi byl zjistén vliv
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insekticidi na parazity a byla odhalena vyznamna interakce neonikotionidii (klothianidin
a thiametoxam) a C. bombi, kdy kombinace téchto 2 faktorii negativné ovliviiovala piezivani kralovny.

Vliv pesticidii nemusi byt pouze pfimy, ale i nepiimy skrze ovlivnéni organisma asociovanych se
vCelami vetn¢ patogenti a symbiotickych bakterii pfitomné v mikrobiomu (Goulson et al., 2015; Pettis
et al., 2013). ZvySeni nachylnosti vli¢i patogenim bylo pozorovano naptiklad u glyfosatu, a to
v souvislosti pravé se zménou mikrobiomu véel (Motta et al., 2018). U experimentalnich infekcich
L. passim byly pozorovany taktéz zmény ve slozeni stievniho mikrobiomu, a to konkrétn€¢ narist
celkové biomasy mikrobioty (Schwarz et al., 2016). Ve vysvétleni nartistu mikrobiotickych organismi
by mohl hrat roli obranny mechanismus hostitele ¢i se miZe jednat o pouhé vyuzivani hostitele ve svijj
prospech, kdy L. passim né¢jakym zplsobem vyuziva mikroorganismy svého hostitele. Je mozné, ze
inokulum parazitem interaguje s mikrobiomem vcely tak, Ze narusi stfevni homeostazu, nebo umozni
komenzalnim stfevnim bakteriim proniknout stfevni bariérou, coz vede k antibakterialni reakci hostitele
(Barribeau & Schmid-Hempel, 2013). Mikrobiotické bakterie ovliviiuji imunitni a jiné signalni drahy,
proto miize zména v mikrobiomu vést k provazanému ovlivnéni vyzivy, fyziologie a infek¢énich chorob
(Harris et al., 2019; Tauber et al., 2019). Vystaveni vcel tak vysokému spektru patogenti a pesticidli
muze mit za nasledek snizeni imunokompetence az kolaps vcelstva (Grassl et al., 2018). Pro objasnéni
mechanismu interakce bude zapotiebi provést komplexni studie, které budou zahrnovat kromé interakce

patogenti mezi sebou a interakci patogent s pesticidy i jejich interakci se symbiotickymi organismy.

Probéhlé experimenty se véelami (¢melaky) byly velmi rozsahlé, slozité a provadéné opakovang, proto
bylo vhodné vytvofit dostatecné robustni protokol. Hlavnim omezenim pfi sestavovani vhodného
protokolu a metodologickych postupti se tykaji ranych fazi zpracovani vzorku a extrakce nukleovych
kyselin. Zejména to plati pro homogenizaci a inkubaci vzorku, které ovliviiuji nejen ti€innost extrakce
nukleové kyseliny, ale také jeji celistvost a slozeni. Na detekci i kvantifikaci parazitl byl pouzit zadecek
vcel, kde se mnozi témét vSechny vceli patogeny a probihd odtud i vylucovani infek¢nich stadii do
prostfedi. Na exoskeletu tak mohou ziistat zachycené tyto infekcni ¢astice ¢i je muze veela ziskat pasivné
z infikovaného prostfedi. Proto pfed izolaci byl abdomen vcely zbaven vSech necistot pomoci
absolutniho lihu a sterilniho fyziologického roztoku, které kontaminanty z povrchu odstrani.

Naésledné zpracovani vzorka probihalo pomoci qPCR. K ziskani standartni kiivky byl pouzit PCR
produkt o znamé koncentraci parazitil, ze kterého jsme desitkovym fedénim vytvofili vlastni standardy.
Po otestovani jsme ale zjistili, Ze toto fedéni neni vhodné a kvantifikac¢ni systém zaznamenava pouze
infekce o fadu 1 000 a vys. Proto byl vytvofen novy standard s fedénim 1:4, ktery zajisti rozsahlejsi
interval pro amplifikované DNA a moznost detekce i slabsich infekei. Pii pouziti téchto standardd byl
detekovan i vzorek o nizsi koncentraci (avSak stale 10°), ktery ale pii opakovaném pouziti selhaval
(z divodu degradace DNA). Proto se vytvorily zasobni alikvoty, které se vzdy pouzivaly jen na nékolik
malo méfeni. Nase vysledky jsou tedy fadoveé omezené pouze na tisice a vyse. Pro zaznamenani nizkych
infekci by bylo mozna vhodnéjsi zvolit zakoupené syntetické standardy nez vyroba vlastnich
z purifikovaného PCR produktu. Za tvahu stoji 1 zvoleni jiného zptisobu izolace, u kterého by byla
vytéznost DNA vyssi. Koncentrace nukleovych kyselin u standardii byla naméfena pouze 24 ng/pl.
Jelikoz byly vSechny vzorky izolované stejnym izolacnim kitem bez nasledného méteni extrahované
DNA, postup izolace u standardli se neménil. Toto zkresleni bylo vylouceno diky zahrnuti referenc¢nich

gentl pro Hymenoptera (¢i Apidae) do analyz. U vSech vzorkil byl tento referen¢ni gen pritomen ve
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stejném zastoupeni, tudiz izolace probé&hla spravné. Dalsi kontrola spocivala v odstranéni falesné

pozitivnich a negativnich vysledkd, proto byly vzorky v triplikéatech.

Nedilnou soucasti experimentl se véelami je i samotny vybér vhodnych podminek pro chovani vcel se
zahrnutim experimentalnich infekci. Tato faze byla vSak dost stézejni, jelikoz se mezi studiemi vyskytlo
nckolik odchylek. Prvnim dulezitym aspektem byla potrava vcel, kterou jsme chtéli zajistit co
nejprirozenéjsi skladajici se z proteinti a cukrti ziskanych z kvétniho nektaru a pylu. Navozeni této
piirozené cesty se vSak ostatni studie nefidily a jejich potrava pro véely byla zalozena pouze na
cukerném roztoku (Buendia-Abad, Garcia-Palencia, et al., 2021; Buendia-Abad, Higes, et al., 2021;
Higes et al., 2016; Schwarz & Evans, 2013; Strobl et al., 2019). Je znamo, Ze pyl zvysuje pteziti vcely
medonosné, ale také zvySuje napiiklad intenzitu infekce mikrosporidiemi N. ceranae, ktera je pro vcely
patogenni (Jack et al., 2016). NedostateCna vyziva hostitele miize vést ke snizeni populace paraziti, jako
napiiklad ve studii se ¢melaky infikovanych C. bombi (Logan et al., 2005). Prvni pficinou snizeni
populace parazitii mohlo byt prosté snizeni dostupnosti zdrojii. Druhym vysvétlenim mohlo byt, ze
nepiitomnost pylu méni stievni prostfedi tak, ze je nevhodné pro riist parazitt. Pokud maji vcely ¢i
¢melaci prilezitost, budou konzumovat pyl po celou dobu svého Zivota (Smeets & Duchateau, 2003).
V disledku toho by v podminkach vhodné dostupnosti zdroji mely byt populace paraziti v hostitelich
vysoké. Naproti tomu, kdyz jsou kolonie potravné stresované, jako tomu je pii laboratornich
podminkach, populace paraziti by mély klesat. Proto by se pfi experimentech mél zvazovat tento aspekt
a do potravy vc¢el/¢melakii zahrnout i pyl, jako tomu je v pfirozenych podminkach hostitele. Je tedy
diskutabilni uvadéné vysoké prezivani experimentdlnich jedincii, kterym byl odebran zdsadni zdroj
bilkovin a esencialnich aminokyselin. V pfirozenych podminkach je Zivotnost délnice véely medonosné
20-40 dnid (Winston, 1991). V porovnani s predeslymi studiemi, kde je n€kde uvadéna zivotnost vcel za
laboratornich podminek az 30 dni (Higes et al., 2016), bylo pfezivani vcel v nasich experimentech velmi
nizké, nebot’ k vymfieni doslo jiz po 13. dnech, a to i pi'es to, Ze jsme se snazili navodit véelam maximalné
prirozené prostiedi, a to 1 v podobé povoskovani pokusnych nadob s vétsim poétem jedincil, coz v zadné
z predeslych studii neprobéhlo. Kdyz vezmeme v uvahu tyto ptedchozi studie s absenci pylu v potrave,
tak je nepravdépodobné, Ze by snizeni preziti délnic bylo zptisobeno nedostatkem bilkovin. Pro¢ doslo
v naSich experimentech k tak brzkému uhynu vcel vzhledem k ostatnim vyzkumim nedokazeme
bohuzel uspokojiveé vysvétlit.

Dalsi problém v experimentalné navozenych infekcich predstavuji i samotné druhy rostlin, které
jsou vcelam v ptirodé dostupné k opyleni. Nekteré sekundarni metabolity ziskané z rostlin mohou totiz
predstavovat profylaxi ptred parazity opylovact. Nicméné je nutné prozkoumat zptisob, jakym jsou
fytochemikalie zpracovavany ve vCelim stievé a do jaké miry parazity ovliviiuji. Zaveér je zatim takovy,
ze alespon nekteré metabolity ziskané opylovacem z rostlin vedou k ¢astecné inhibici vyvoje vcelich
trypanosomatid (Koch et al., 2019; Manson et al., 2010; Michaud et al., 2019).

Ve studiich se vsak objevily i dalsi faktory jako je teplota, vék véel v dobé podani infekce, zpiisob
podavani inokula a vySe infek¢ni davky, které¢ by mohly mit vliv na rozdilné vysledky mezi jednotlivymi
studiemi (v€etné té nasi). V¢ely byly ve vétSin€ studii (Buendia-Abad, Garcia-Palencia, et al., 2021;
Buendia-Abad, Higes, et al., 2021; Higes et al., 2016) chovany pfi teploté 27 °C, coZ je teplota optimalni
pro rast vcelich paraziti (Langridge & McGhee, 1967), avsak nikoliv pro vcely. Optimalni teplota

v plodisti véel je 35 °C, kterou jsme po celou dobu experiment udrzovali. Nékteré studie pouzili
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obdobnou teplotu, a to 30 °C (Logan et al., 2005) ¢i 33 °C (Schwarz & Evans, 2013). Teplota, pii které
jsou véely udrzovany mohla zptisobit urcité rozdily ve vysledcich, zejména proto, Ze tento aspekt byl
povazovan za kli¢ovy faktor v morfologickych zménach jinych druhti trypanosomatid — Leishmania
(Darling & Blum, 1987; Stinson et al., 1989). Pro vSechny pokusy jsme pouzivali naivni lihnouci se
vcely bez parazitl, avSak mnoho studii infikovalo v€ely rizného staii (Gémez-Moracho et al., 2020;
Higes et al., 2016; Liu et al., 2020; Ruiz-Gonzalez & Brown, 2006b).

Rozdil byl i ve zpiisobu podavani parazitt, at’' uz se jednalo o podani individudlné ¢i kolektivné. My
jsme, stejné jako Buendia-Abad, Garcia-Palencia, et al. (2021), vybrali pro infekci klonalni linii
paraziti, a to i pfesto, Ze vétSina autord k infekci pouziva infekéni staddia ziskana z vykalt nakazenych
vcel. Tato varianta se zda byt mozna lepsi z hlediska navozeni pfirozeného prenosu patogentl, nicméné
tento zptsob je velmi naro¢ny a musela by se udrzovat populace vcel slouzici pouze k nakaze, coz je
nepiedstavitelné z hlediska Zivotnosti vcel za laboratornich podminek a zajisténi tak vysoké infekce
reprodukovatelna). Navic pouziti klonalni linie paraziti zajistuje 100% reprodukovatelnost mezi
jednotlivymi opakovanimi experimentu, coz je pii pouZiti ,,smésnych* infekcei z trusu véel nemozné.

Infekéni davka trypanosomatid se ve studiich pohybuje od 5 000 — 25 000 piipadajici na jednu véelu
(Brown et al., 2003; Logan et al., 2005). Pro nase pokusy byla vybrana vyssi varianta z ditvodu
snadnéjsiho navozeni infekce. Rozdilné bylo téz nacasovani infekce po ulozeni véel do termostatu, které
se pohybuje v fadu hodin. Po ulozeni v¢el do termostatu jsme zahéjili fazi adaptace (24 h) kvli stresu
zplisobenym sbérem, proto jsme nechtéli véelam pritézovat jesté parazity ¢i dokonce pesticidy, které
byly podéany az 24 hodin po infekci.

U nékterych faktort (vék a zpasob infekce) bylo zvazovano, Ze maji signifikantni vliv na infekci
sttevni mikrosporidie N. ceranae (Urbieta-Magro et al., 2019), proto je mozné piedpokladat vliv téchto
faktorQ i na infekci trypanosomatid. Dal§im vyznamnym faktorem bude zajisté i variace infek¢ni davky
parazita, kterd je u zminovanych studii zna¢né€ rozdilna, a tak by mohla pfispét k riznym ziskanym
vysledkiim (Gomez-Moracho et al., 2020). Pii interpretaci vysledk je proto dulezité upozornit na tyto
faktory, které by mohly ovlivnit virulenci parazita ¢i tmrtnost v€el. Odchylek ve studiich bylo nalezeno
nespocet, proto by bylo potfeba zavést v§eobecné akceptovany protokol pro experimentalni infekce vcel
trypanosomatidy, diky kterému by byly vysledky mezi jednotlivymi studiemi lépe porovnatelné.

Problematikou vzajemného vlivu vcelich parazitl a pesticidii se doposud zabyva velmi nizky pocet
studii. Proteomicka analyza umoznila nahlédnout na interakci z pohledu zastoupeni proteinti ve vcelich
hlavach infikovanych L. passim a ovlivnénych imidaklopridem a véel sice infikovanych L. passim ale
bez vlivu imidaklopridu. Statistické vyhodnoceni identifikovalo pouze jeden signifikantni proteinovy
marker, kterym byl transferrin 1 precursor [Apis mellifera] (NCBI protein: NP_001011572.1), a to na
zakladé 5 opakovanich. U vsech dalSich sledovanych markerti nebyla pozorovana zadna nendhodna
odchylka. Tento receptorovy protein, plnici funkci v pfenosu Zeleza, vykazoval obdobné hodnoty u vcel
kontrolnich (tj. nenakazenych) a infikovanych v¢el s pfidanym pesticidem, zatimco u vcel s Lotmaria
bez imidaklopridu doslo k signifikantnimu zvySeni jeho exprese.

Jak tedy muze imidakloprid ovliviiovat ispéSnost uchyceni parazita a jeho pocetnost v souvislosti
s transferinem? Je mozné, Ze Lotmaria zplsobi zvySeni exprese tohoto proteinu ve véele, naopak

imidakloprid tento efekt vyrusi, ¢imz dojde ke sniZeni hladiny transferrinu 1 na ptivodni hodnotu. Zelezo
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je zakladnim regula¢nim signalem pro faktory virulence u mnoha patogenti a je nezbytné pro jejich
vyvoj. SniZzend exprese transferrinu pravdépodobné vede k tomu, Ze Lotmaria zacne vice vychytavat
zelezo receptorem zprostfedkovanou endocytézou hostitelského transferinu vazaného na své
transferrinové receptory, a proto se v hostiteli za¢ne vice mnozit a uchyti se ve vétSim mnozstvi.
Vycerpani zasob intracelularniho Zeleza by vedlo k inhibici ristu paraziti, jako je popsano u jinych
druhti trypanosom (Van Luenen et al., 2005), kde nedostatek Zeleza stimuluje nadprodukci
transferrinového receptoru potfebného pro navazani transferrinu (Fast et al., 1999; Gilabert Carbajo et
al., 2021; Mussmann et al., 2004). Pro potvrzeni hypotézy o interakci mezi Lotmaria a imidaklopridem
musi byt vSak provedena dalsi studie na vétSim mnozstvi vzorkd a s vét§Sim poctem opakovani.

Experimenty s trubci véely medonosné se bohuzel nezdatily a v experimentu doslo k jejich uhynuti jiz
po 3 dnech od zavedeni pokusu s L. passim. Navic se nam podafilo ziskat pouze 5 lihnoucich se trubct,
nebot’ v odebiraném vcelstvu byla vétSina postizena V. destructor (trubec je preferovanym hostitelem
roztoCe). VSechny analyzované vzorky byly bez nalezu L. passim. Vysledky jsou vSak nejisté vzhledem
k tak malému poctu odebranych vzorkl a k tak rychlému vymieni bez moznosti rozvoje infekce.
Dtivodem nezachyceni Lotmaria ve stfeveé po tak kratké expozici by mohlo byt kompletni vyprazdnéni
vykalového vaku trubcti. Tyto negativni vysledky by vSak mohly potvrdit hostitelskou pohlavni specifitu
parazita omezujici se pouze na délnice; u matek (stejné jako u trubcl) nebyla infekce zatim detekovana.
Rozdil v predispozici pohlavi je v nékterych studiich vysvétlen genetickou heterozygotnosti hostitele,
ktera mize zvySovat odolnost vi¢i patogenu (Penn et al., 2002). U blanokiidlého hmyzu pochazeji
haploidni samci z neoplozenych vajicek a postradaji heterozygotnost v imunitnich lokusech (Gerber
& Klostermeyer, 1970; O’Donnell & Beshers, 2004). Pokud by platila hypotéza o haploidni nachylnosti,
méli by byt naopak samci vice nachylni k infekcim nez diploidni d€lnice.
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6 Zavér

Vyskyt trypanosomatid byl testovan celkem u 26 druhd blanok#idlého hmyzu. U 42,8 % wvcel
medonosnych (Apis mellifera) byla detekovana Lotmaria passim. Zatizeni timto parazitem bylo
sledovano u ulovych vcel s primérnou hodnotou 686 tis. bun¢k na véelu. V zadném vzorku nebyla
diagnostikovana vzacné se vyskytujici Crithidia mellificae. U ¢meldkd zemnich (Bombus terrestris)
byla u 32 % vzorka zjisténa ptitomnost Crithidia bombi. Vsechny testované samotaiské vcely
(291 jedinct) byly negativni na cilova trypanosomatida L. passim a C. bombi, nicméné€ byla odhalena
pritomnost druhu Leptomonas seymouri (Lasioglossum spp. — 6,1 %, Halictus simplex — 21,4 %,
Andrena spp. — 20,6 % a Colletes cunicularius — 27,3 %), Crithidia brevicula (Andrena flavius — 2,7 %)
a Herpetomonas sp. (Andrena flavius — 1,4 %).

Na ptitomnost trypanosomatid byly pomoci qPCR testovany Cerstvé lihnouci se véely medonosné.
Ze 120 testovanych nové vylihlych vcel nebyla zadna pozitivni na L. passim; rovnéz tak kontrolni
skupiny lihnoucich se vcel ziistaly negativni po celou dobu experimentu, proto cerstvé lihnouci se véely
povazujeme za neinfikované. Negativita pomoci qPCR (na C. bombi) byla prokazana v chovech
certifikovanych (=neinfikovanych) ¢melakti zemnich.

U experimentalnich infekci véel medonosnych byl sledovan vyvoj parazita L. passim
mikroskopickym pozorovanim vypitvanych stfev. Infekce byla zaznamenana jiz po 4 dnech od nakazy
a k rozvoji infekce doslo u poloviny nakazenych jedinci, pfi¢emz intenzita infekce byla v nékterych
pfipadech velmi vysoka. Patrny byl také postupny nartst pocetnosti zvysujici se s DPIL. V prvnich dnech
infekce (do 6 DPI) byli pozorovani parazité ve forme tzv. sféroidnich bungk, které poté doplnili/nahradili
pohyblivi promastigoti. Ob¢ stadia se vyskytovala v zadnim stievé (dominantné v rektu, méné Castéji
v ileu).

Zabyvala jsem se také hostitelskou specifitou druhti L. passim a C. bombi. Pravdépodobné diky
schopnosti C. bombi infikovat rizné druhy ¢melaku a fylogenetické a ekologické podobnosti ¢melak
a vcel, se podafilo prokézat zkiizenou infekci u C. bombi u 3 vcel z 16 (ale také L. passim u 1 ¢meldka
z 16), coz ukazuje na potencial C. bombi i L. passim infikovat i nespecifické hostitele. Pomoci
experimentalnich infekci véel a ¢melakt byla sledovana také vzajemna interakce obou parazitl ve
smésnych infekcich. U vcel se smiSena infekce uchytila u 18,8 %, v ptipad¢ ¢melakt u 6,3 %, navic byl
pozorovan urCity synergisticky vztah mezi obéma parazity, kdy se jeden druh snaze uchyti za
pritomnosti druhého.

Zjistili jsme pozitivni vliv pesticidu imidaklopridu na rozvoj infekce L. passim. Experimentalné
infikované vcely vystavené plisobeni pesticidu mély signifikantné vyssi prevalenci infekce (64 % vs
27 %) 1 vyss§i primérnou intenzitu nakazy (389 tis. vs 284 tis. parazitt/vcela). Postupem ¢asu se u vcel
vystavenych imidaklopridu mnozstvi paraziti zvySovalo na extrémni hodnoty 7,3 mil (11 DPI).

Na zakladé proteomické analyzy vcelich hlav byl odhalen protein, ktery je pravdépodobné
zodpovédny za zvySeni pocetnosti L. passim v imidaklopridem ovlivnénych vcelach. Jedna se
o transferrin 1, ktery hraje roli v pfenosu zeleza a je mj. dileZity pro rust paraziti. Domnivame se, Ze
Lotmaria zvySuje expresi tohoto proteinu ve vcele. Po pfidani imidaklopridu naopak dojde ke snizeni
hladiny transferrinu, na coz Lotmaria reaguje zvySenym vychytdvanim zeleza pomoci transferrinu

vazaného na své transferrinové receptory.
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