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Abstrakt

Nosematoza patii mezi sttevni onemocnéni veel, které je hojné€ rozsifené jak po

svéte, tak i v Ceské republice. Zptisobuji ji spory Nosema apis a Nosema ceranae.

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit vyskyt spor Nosema na tizemi ZO
CSV Bysttice, popsat druhovou variabilitu a posoudit vliv roéniho obdobi na vyskyt
spor Nosema apis a Nosema ceranae. Pro zjisténi nakazeni vcelstev bylo pod
mikroskopem vySetfeno 5 veel z vybranych ulll. U pozitivnich vzorka na nosematozu

byl molekularné zjistovan druh spor Nosema.

Celkem bylo vysetteno 93 vzorkl od 15 chovateld. Vzorky byly odebirany na
jare a v 1été roku 2017. Odbéry probihaly jak u malochovateli, tak i u farmari s vice
jak 150 ti vcCelstvy. Pfi letnim odbéru bylo nalezeno vice pozitivnich vcel nez pti

jarnich odbérech. Vcelati byli dale posuzovani podle poctu chovanych vcelstev.

Po nésledném rozboru ziskanych vzorka pomoci metody PCR byla v drtivé

vétsing véelstev pritomny spory Nosema ceranae.

Klicova slova:

véela medonosna; Nosema spp.; diagnostika; PCR, nosematoza

Abstract

Nosematosis belongs to the intestinal disease of bees, which is widely spread
both in the world and in the Czech Republic. It is caused by Nosema apis and Nosema

ceranae.

The aim of this diploma thesis was to evaluate the occurrence of the Nosema
dispute in the territory of CSV Bystiice, to describe species variability and to assess
the effect of the season on the occurrence of Nosema apis and Nosema ceranae. To
detect infection of colonies, 5 bees from selected hives were examined under the
microscope. In positive specimens on nosematosis, the species of Nosema spore was

molecularly examined.

In total, 93 samples from 15 breeders were examined. Samples were taken in
the spring and summer of 2017. The sampling took place both for malachists and for

farmers with more than 150 bee colonies. During the summer sampling more positive



bees were found than in spring sampling. Beekeepers were further assessed by the

number of hives.
Following the analysis of the samples obtained using the PCR method, Nosema

ceranae disputes were present in the vast majority of colonies.

Keywords:

honeybee; Nosema spp .; diagnostics; PCR, nosematosis
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1 UVOD

Hlavni vyznam vcely medonosné nespociva pouze v produkci medu, vosku a
mateti kasic¢ky, ale zejména v opylovani rostlin. Velka ¢ast rostlin je totiz odkazana
na prenos pylu hmyzem. Z tohoto diivodu je véela nepostradatelnd v udrzeni razu
krajiny a ptirozeného ekosystému. Infekce vcel nemoci ma za nésledek snizeni
opylovaci schopnosti v¢elstev a stresové faktory ovliviiuji chovani vcel a jejich délku
Zivota.

V¢elateni je jednim z mala obori lidské ¢innosti, kterd nijak nenarusuje zivotni
prosttedi a jednd se o zcela pfirozenou a neodmyslitelnou soucéast ptirody. Pti
opylovani hmyzosnubnych rostlin maji véely zasluhu na navySeni vynosu az z 95 %.
Zbylych 5 % ptipada na ostatni opylovace, jako jsou vcely samotarky, ¢melaci a
ostatni ptileZitostn€ opylujici hmyz.

A4

Cim dal vyssi poptavka po medu a ostatnich véelich produktech zvysuje i
zajem o vcelafstvi. Mladez vcelafenim efektivné vyuziva svilj volny Cas a starsi vCelafi
hledaji u v¢el klid v harmonii s ptirodou. V soucasné dobé ve velké miie vznikaji 1
vceli farmy zaméfené na produkci medu, oddéelkti a chov matek. Ty poskytuji sluzby
i pro jiné vcelafe.

V Ceské republice se véelaistvim zabyva bezmala 55000 ob¢and a
obhospodaiuji 600 000 vcelstev. Je zde funkéni spolek, ktery zastituje vétsSinu véelatt
a pomahd jim v zacatcich véelafeni a nasledné pti léCeni veelstev. Je zde snaha statu
o udrZzeni ¢i zvySeni poctu chovanych vcelstev a pro zacinajici vcelafe jsou
vypisovany dotacni tituly.

Cilem kazdého vcelafe je mit zdrava a silnd vcelstva, nebot’ jen ta mu zajisti
vysoké vynosy medu a radost z dobte odvedené prace. Véelaf proto musi dbat na
spravnou techniku chovu, na dobré zazimovani, krmeni a celkovou prevenci proti

nemocem. V mnoha ptipadech pravé nemoc ukon¢i vcelateni.

Nemoci v€el se rozdéluji na nakazlivé a nenakaZzlivé. Pfi nenakazlivém
onemocnéni vEely hynou nejcastéji hladem, zimou, ale také v disledku prijmu nebo
zacpy. Infekéni nemoci rozdélujeme na infekce zptisobené houbami, bakteriemi, viry

prvoky a roztoci.
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Druhou nejrozsifenéj$i nemoci vcel po varrodze je nosemat6za, na kterou se
zametuji v této diplomové praci. Tato nemoc vétSinou nema vcasné viditelné projevy
a presto vcelstvo oslabuje. NebezpeCi nosematozy spociva v rychlém Sifeni a
masovém namnozeni, které dale zptisobuje zpomaleny rozvoj veelstva, nasledné nizsi

vynosy medu a mize dojit az k uplnému thynu vcelstva.

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci, ktera se zabyvala

stfevnimi onemocnénimi véel, mezi které fadime 1 nosematozu.
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 Historie objeveni nosematézy

Nosematoza byla poprvé objevena Donhoffem Vvroce 1857 ve vcelich
vykalech a byla zafazena mezi houby (Vesely a kol., 2003). Za ptivodce nosematozy
u v¢el byla oznac¢ena mikrosporidie Nosema apis roku 1909 Zanderem. Ta byla az do
roku 1996 povazovana za jediné¢ho ptivodce nosematdzy u Evropské véely medonosné
(Apis melliefa). Roku 1996 byl popsan novy paraziticky patogen u vcel asijskych
(Apis cerana). Ten byl pojmenovan Nosema ceranae (Fries a kol., 1996). Ta byla

prvné v Evropé detekovéana ve Spanélsku (Higes a kol., 2006).

Do roku 2006 byla mikrosporidie Nosema apis fazena mezi prvoky. Na
zaklad¢ porovnani DNA byla roku 2006 mikrosporidie Nosema apis zafazena mezi
houby (Hrabak, 2007). Do dne$ni doby byly objeveny dva druhy mikrosporidii
vyskytujicich se u v¢el Nosema apis (Zander., 1909) a Nosema ceranae. Zatimco N.
apis je puvodni parazit Evropské vcely medonosné (Apis mellifera), novy invazni
druh N. ceranae pochazi od asijské véely medonosné (Apis cerana) (Fries a kol.,
1996).

1.2 Projevy nosematozy

Pokud dojde k infekci véely sporami Nosema, tento patogen piipravi svého
hostitele o dostupné zdroje Zivin, sam hostitel bude trpét silnym energetickym
stresem. Infikovani hostitelé mohou vypadat, Ze kompenzuji takovou situaci tim, ze
spottebovavaji vice zasob, ackoli jsou také méné efektivni pti ziskdvani energie nez
neinfikovani hostitelé. Proto nejenze paraziti vezmou Ziviny a energii z hostitell, ale
také snizuji miru, v niZ je energie dostupnd pro hostitele, aby vykonaval Zivotné
dilezité funkce. Zmény v chovani krmeni po infekei jsou jen jednim prikladem mnoha
potencidlnich zmén, které by mohly vzniknout kviili potfebé asimilovat vice Zivin a
energeticky stres typicky spoc¢iva v mnoha fyziologickych a behavioralnich zménach

vyvolanych infekci (Martin Hernandéz a kol.,2012)

1.3 Biologie nosematézy

Mikrosporidie jsou spongiformni houbové patogeny, které se vyvijeji jako
intracelularni organismy a infikuji Sirokou $kalu hostitel, od hmyzu po savce.

Vzhledem k tomu, ze postradaji mitochondrie a rychle se mnozi v hostitelské butice a
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ptebiraji ATP z jejich okoli, parazitické mikrosporidie maji obzvlast’ silny tlak na své

hostitele (Martin Hernandéz a kol.,2012).

Nosema apis a Nosema ceranae jsou nicivé pro vcely, protoze dokoncuji svij
zivotni cyklus uvnitt stfevniho ustroji véel, coz vede k anatomickym a fyziologickym
zménam, které vedou ke zhorSeni zdravi v€el a dokonce k ipInému zhrouceni kolonie

(Praszynska, a kol. 2018).

kotevni disk

 cyto-
plasma

R
‘“‘-‘im-‘.ﬁ: Epa gt RN e pOIOVe

“viakno

N - jadro

PV - spodni
vakuola

Obr.¢.1 Vnitini uspotfadani spory Nosema (Anonym., 1)

Pti mikroskopickém rozliSeni je patrny rozdil ve velikosti spor mikrosporidii.
Spora Nosema apis ma primérnou velikost 5,8 x 3,3 um a je ovalného tvaru. Spora
Nosema ceranae je mensi velikosti 4,6 x 2,5 um a je spiSe cylindrického tvaru (Kamler
a kol., 2011).
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Obr. ¢.2 : Spory Nosema apis (vlevo) a Nosema ceranae (vpravo) ve svételném
mikroskopu (Kamler a kol., 2011).

Mikrosporidie jsou vnitinimi patogeny se Sirokou $kalou hostitelii. VSichni jsou
vnitfnimi parazity a jsou casto rezistentni vii¢i imunitni odpovédi jejich hostitelti
(Higes., 2006). Pro sviij vyvoj a $ifeni potiebuje spora Nosema apis spravnou teplotu.
Oprimalni je teplota v rozmezi 30-35 °C. Pokud se zméni teplota od idedlnich hodnot,
vyvoj se znacn¢ omezi. Ptfi dlouhodobém putsobeni teplot nad 35 °C dochazi

k usmrceni spor (Malone a kol., 2001).

Parazit se ve v€elach vyskytuje po cely rok a témét ve vSech véelstvech. Vyskyt
se zvySuje pii oslabeni vCelstva, na jafe a na podzim kdy v chladnéj$im pocasi kolisa
mnozstvi plodu. V zimé& jsou spory jen vyjimecné nalezeny nebo se vyskytuji u silné

infikovanych v¢elstev (Anderlova., 2013)

1.4 Porovnani Nosema apis x Nosema ceranae

Pfi porovnani nosematozy zptsobenou mikrosporidiemi Nosema apis se zda,
ze Nosema ceranae je virulentnéjsi jak na urovni jednotlivce, tak na Urovni celé
kolonie. Tato zvysena virulence miize odrazet skutecnost, Ze vztah parazit-hostitel se
Nosema ceranae vyvinul béhem relativné kratkého obdobi, a proto ptipravuje svého
hostitele o vice energie. Diisledky energetického stresu na virulenci na Grovni kolonie
je tieba vzit v Givahu, protoze zvyseni potieby krmiva miize nést nepifimétené zatizeni
veelstva. Pti infekci je asi 0 30 % vice energie véelstva potieba na krmeni pfi snizeni

energetické dostupnosti jednotlivcli ve spojeni se zménami rychlosti metabolismu.

14



Proto infekce miize siln€ ovlivnit energetickou bilanci na urovni kolonii a nasledkem

toho zdravi celého véelstva (Martin Hernandéz a kol., 2012).

Silny energeticky stres zplsobeny sporami Nosema ceranae ve srovnani
s Nosema apis muze souviset s potlacenim imunitniho systému u infikovanych
véel. Existuje jasny kompromis mezi ziskanim energie a aktivaci imunitniho systému
hmyzu v boji proti infekcim (Schmid a Hempel., 2005). Kratkodoby vypadek
dostupnosti potravy v ptirod¢ vede k snizené obranyschopnosti imunitniho systému,
coz vede k mensSimu odporu pfi napadeni infekci. Pfi optimalnich sniskovych
podminkach dochazi k obnoveni imunitniho systému, ktery spliiuje energetické
naroky spojené s udrzenim uc¢inného imunitniho systému. Na rozdil od aktivace
imunitniho systému sporami  Nosema apis, spory Nosema ceranae zpusobuji
potlaceni imunitniho systému (Anttnez a kol., 2009), podobné jako rozto¢ Varroa
destructor, ktery vyvolava energeticky stres a usnadituje mnohonasobné koinfekce ve

véelstvech (Gregory a kol., 2005).

1.5 Sireni nosematdozy

V¢ely se nakazi sporami pii krmeni. Zdroje spor v prostiedi zahrnuji potravu
a vodu, ktera byla kontaminovana vykaly. Spory Nosema ceranae byly nalezeny v
pylu vrby jivy. Tento pyl muze zpusobit infekci (Higes a kol., 2008). Toto zjisténi
naznacuje, ze kvétinové zdroje mohou byt kontaminovany vykaly z infikované
vcely. Pritomnost spor na kvétech poukazuje na tyto sdilené zdroje jako vyznamny
zdroj rozSifovani patogend (Graystock a kol., 2015). Takto donesené spory jsou
ukladany do vcelich plastl. Délnice, které spottebovavaji pyl se nakazi. Tento pienos
neni mozny na trubce a kralovnu, jelikoz nevylétavaji za potravou a nechédvaji se krmit
od délnic (Fries., 1993). Nosema ceranae mize byt pienasena horizontaln¢ od

infikovanych délnic ke kralovné (Higes a kol., 2009).

Potencialni riziko expozice sporam v tlu se zvysuje, kdyZ neptiznivé pocasi
zabranuje vylétavani infikovanych véel (Retschnig a kol., 2017).

Nejvyznamnéjsi prenos spor Nosema ve véelstvu je trofalaxi. U napadenych
veel dochazi ke zhorSeni traveni ptijaté potravy vlivem poskozeni bunék zalude¢ni

sliznice a po preplnéni vykalového vaku dochazi ke kaleni véel uvnitt ulu. Tyto vykaly

jsou z divodu nedokonalého traveni potravy sladké a vcelami Cistickami rychle
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odklizeny. Pfi tom dochdzi k nakazeni téchto véel. Nakazené vcely Iétavky nasledné
ve vn¢jSim prostiedi pti kaleni kontaminuji zdroje potravy — vodu i pyl. To ma za
nasledek dalsi Sifeni infekce souvisejici se zalétavanim vcéel do jinych ul.
Nedostate¢nd obména dila, kontaminované ramky i plasty jsou dal$im zdrojem spor
Nosema, stejn¢ tak i loupez v siln¢ infikovanych véelstvech na pokraji zhrouceni

zejména v podleti (Kamler a kol., 2011)

Nosema apis infikuje epitelialni vrstvu zaludku a stieva dospélych vcel Apis
mellifera, coz zptsobuje zazivaci potize a zkracuje zivot v¢el s naslednym poklesem

populace v¢el, zejména v zimnich mésicich (Higes., 2006)

Spory Nosema apis a Nosema ceranae se pireménuji bud’ na primarni spory nebo na
zralé spory po 48 az 96 hodinach po infekci (Higes a kol., 2007). Primarni spora je
produkovéna $tépenim sporontu za vzniku dvou sporoblastti, z nichz kazdy ma tenkou
sporu a kratké polarni vlakno. Primarni spora je schopna piendset infekci do
sousednich bunék autoinfekci (Becnel a Andreadis., 1999). Hlavni rozdily ve vyvoji
a morfologii mezi primarni sporou a zralou sporou je silny obal spory a delsi polarni
vlakno pozd¢ji. Nakonec se infikovand bunka stavad pevné vyplnénd parazity, coz
vede k prasknuti a uvolnéni spor do stfevniho lumenu. Zralé spory mohou projit pies
konecnik ve stolici, slouzici jako inokulum pro ostatni v€ely. Primarni spora zlistava

v zaludku a infikuje jiné bunky.
1.6 VIliv nosematozy na zdravi délnic

Nakaza ma specifické t¢inky na vcely. Starsi v€ely po nakazeni v kratké dobé
umiraji a mladé vcely ve snaze udrzet ptijem pylu a nektaru prebiraji jejich tlohu ve
véelstvu. Snizeny pocet vcel v tle nedokaZze udrzet optimalni teplotu pro spravné
fungovani véelstva. Pokud u vcely doslo k infekci béhem prvniho tydne Zivota, neni
schopna spravné travit potravu a produkovat dostatek kaSicky pro plod. Z tohoto
diivodu ma tendenci pteskocit chovnou fazi svého Zivotniho cyklu a rovnou se z ni

stava létavka. Délka jejiho Zivota se muze snizit az o 78 % (Munssen., 2011)
1.7 Vliv nosematoézy na zdravi matky

Infekce miize vyvolat zmény dalSich faktori souvisejicich s reprodukénimi
problémy kralovny. Terminalni oocyty kraloven infikovanych sporami Nosema
apis vykazuji dikazy autolyzy a mitochondrie, endoplazmatické retikulum, ribosomy

a zloutkové granule se zdaji nerovnomérné rozptyleny nebo se zhorsuji (Liu., 1992).
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Po nakaZzeni sporami Nosema prochdzi zloutkovy materidl degeneraci
vajecnikl, hladina prekurzorového proteinu zloutku a hladina vitellogeninu (Vg), se
zvySuje u infikovanych kraloven. Osm dnti po naoc¢kovani bylo zjisténo, ze kralovny
infikované sporami Nosema ceranae maji téméf dvojnasobné mnozstvi Vg nez
kontrolni matky zdravé (Alaux a kol., 2011). Pfi¢iny zvySeni Vg v hemolymfg
kréloven jsou doposud nejasné. Vitellogenin je kontinualné syntetizovan v tukovém
télisku a sekretovan do hemolymfy kraloven (Fluri a kol., 1981), ptes kterou je veden
do vajecnikii pro zrani vajicek (Hagedorn a Kunkel., 1979). Zvysené hladiny Vg
v hemolymf€ infikovanych kraloven mohou byt do¢asnym stavem kviili zhorSeni

specifickych receptorti na vajecnicich, které usnadiuji piijem.

Vceli kralovna se mize nakazit stejné¢ jako délnice pfi konzumaci potravy
obsahujici spory Nosema. Po nakazeni nejprve dojde ke snizeni poctu kladenych
vajicek a mize vést aZ k Gplnému preruseni kladeni krdlovny. Byl zjistén rozdil ve
velikosti vaje€nikil a nékteré byli dokonce svrastélé. Pti kladeni matka denné naklade
az 2000 vajicek z tohoto mnozstvi nakladenych vaji¢ek nakazenou matkou nebyla

zna¢na Cast infikovana (Hassanein., 1951)
1.8 Vliv nosematézy na zdravi trubct

Vliv trubcii pii formovani zdravi véelstev muze byt pii identifikaci dopadu
infek¢nich onemocnéni prehlédnut. Trub¢i plod a dospélci jsou nachylni k piirodni
infekci N. ceranae (Traver a Fell., 2011). Zatimco zatiZeni spor nemusi dosahnout
urovni pozorovanych u dé€lnic, dikazy naznacuji, ze infekce N. ceranae ma vétsi

negativni vliv na télesnou hmotnost trubce a pieziti nez u délnic. (Retschnig a

kol., 2014).

Ptedpoklada se, ze muzsky spolecensky hmyz udrzuje vysoky reprodukéni
potencidl tim, Ze investuje do produkce hojného a vysoce kvalitniho spermatu (Boer
a kol., 2010). Nicméné s touto investici dochazi ke snizeni ptidélenych zdroji pro

nereproduk¢ni procesy, jako je imunitni systém (Baer a kol., 2006).

Objevuji se vsak dukazy, ze trubci vyvinuli mechanismy na ochranu spermii
pfed negativnimi uCinky infekénich onemocnéni, jako je napiiklad Nosema spp.
Diagnostika spor pomoci PCR, a rozbor semenné tekutiny odhalil ptitomnost proteinu
a neproteinovych faktord, které maji vysokou ucinnost proti sporam Nosema apis.

Tyto faktory ptisobi vyvolani kli¢ivosti extracelularnich spor (Peng a kol., 2016) a
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jsou spojeny s humordlni imunitni odpovédi a produkci antimikrobidlnich latek
(Grassl a kol., 2017). Dodatecné studie by mély potvrdit, zda jsou antimikrobialni
ucinky semenné tekutiny také u¢inné proti Nosema ceranae (Goblirsch., 2018).

1.9 Prevence vzniku niakazy

Hlavni vyznam v boji proti nosematéze je chov zdravych a silnych vcelstev,
mlada vitalni matka a ulové hygiena. Ptiprava vcelstev na zimu a zajisténi neruseného

zimovani je dal$im nedilnym faktorem v boji proti onemocnéni (Hanousek., 1991).

Vymeéna plastii za nové je dilezity prvek v prevenci. Pfedev§im zacatkem jara
odebrani kontaminovanych plastii, aby se nové vylihlé vcely nenakazili pfi CiSténi.
Plasty kontaminované sporami udrzuji Zivotaschopnost spor az po dobu dvou let

(KubiSova a Halsbachova., 1998).

Uly maji byt pravideln& ¢istény, aby se minimalizovalo mnoZstvi infek&nich
onemocnéni pritomnych v Glu. Pii pouziti varroaden dochazi ke snizeni zdroju infekce
druhtt Nosema tim, Ze snizi kontakt véel s ilomky ulu. Ulomky propadnou skrz dno
na podlozku a v¢ely k nim nemaji ptistup Dezinfekce alu je dulezitym faktorem v
oblasti zdravi v¢elstev, nebot’ nedavné studie prokazaly, ze zvySena udrzba a ¢isténi

ulu pomohou snizit mnozstvi zimnich méli béhem zimy (Copley., 2012).

Zpusobem, jak predchazet propuknuti nakazy je na jaie nepodavat véelam pyl
ani pylové nahrazky obsazené v medocukrovém tésté. Pfi podani medocukrového
tésta dojde k donuceni konzumace starymi vcéelami, které jsou na okraji chumace. Ty
obsazené¢ bilkoviny v krmivu pro svou vyzivu nevyzaduji a pii zvySeni obsahu
bilkovin v trdvicim traktu vznikaji vhodné podminky pro intenzivni rozvoj
nosematozy (Vesely a kol., 2013). Dojde-1i ve véelstvu k propuknuti nakazy je nutné
ze veelstva zlikvidovat co nejdiive vSechny spory, které jsou na plastech, sténach tlu

1 mednych zasobach (Rejni¢ a kol., 1987).
1.10 Lécba nosematozy

Hlavni vyznam pfi 1é¢bé nosemat6zy ma dezinfekce véelarského vybaveni. Je
potieba dezinfikovat prazdné uly, plasty, medomet a veskeré véelaiské nacini, které

prichazi do styku se vcelami (Sochlikov a Ignatijev., 2008)

Pro ohniskovou desinfekci se pouzivaji vypary kyseliny octové o minimalni

koncentraci roztoku 60 %. Vsechny spory se zni¢i béhem nékolika hodin. Pii zvysené
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koncentraci 1ze dosahnout stejného t¢inku do nékolika minut (Bailey., 1957). Po této
dezinfekci je potfeba nechat veskeré dezinfikované vybaveni minimalné¢ 14 dni

vyvétrat pied dal§im pouzitim v tle.

Pokud chceme zkontrolovat spravnost provedeni dezinfekce musime provést
biologickou zkousku. Vzorek ziskdme smyvem vodou z dezinfikovaného vybaveni.
V zachycené tekutiné se koncentruji spory, které se smichané s cukernym roztokem
podévaji 2-3 mladuskam v oddéleném termostatickém inkubatoru. Pockame 7 dnti pro
dokonceni vyvojového cyklu parazita a pod mikroskopem hodnotime vyskyt spor.
Pokud v zorném poli mikroskopu najdeme maximalné¢ tii spory, dezinfekci

povazujeme za uspéSnou (Sochlikov a ignat’jev., 2008).

V ¢casti Evropskeé unie je povolen k 1é€bé ptipravek Fumagilin. Ten je moZné
aplikovat postiikem, smési s medocukrovym téstem nebo pii doplilovani zimnich
zasob v roztoku. K tomuto kroku se pfistupuje jen z divodu potieby t¢inné latky proti
nosematoze. Jedna se o antibiotikum, které se nasledné miiZze objevit v medu (Vesely

a kol., 2013).

Jelikoz v Ceské republice v soucasné dobé nemame zadny povoleny lécebny
preparat jako je Fumagilin, je zvladnuti nemoci zavislé pouze na zptsobu oSetfovani
vcelstva vCelafem. Ten nedokaze spory nicit, jelikoz se vyskytuji ve vSech vcelstvech

ale pouze tlumit, aby se neprojevili jejich klinické piipravky (Holubec., 2006).

Béhem studie byla vcelam v cukerném roztoku do krmeni pifidavéana
sloucenina Porfirin. Po pfidani doSlo k vyraznému snizeni po¢tu mikrosporidii bez
vedlejSich ucinkt na zdravi v¢el. Anti-mikrosorpidni aktivita nonmetalloporfyrint
je pravdépodobné zodpoveédna za inhibici syntézy makromolekularnich sloucenin a
za smrt mikrosporidii vystavenym porfyrinim (Praszynska a kol., 2018). Tato metoda

léceni nebyla dosud uvedena do praxe a nachazi se ve fazi experimentt.
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2 CIL PRACE

Ze ziskanych dat o infekci nosematozou se vyhodnoti faktory, ovliviujici
nakazu a tim i zdravotni stav véelstva. Cilem prace bylo vyhodnotit vyskyt a procento
infekce nosemat6zy u délnic véely medonosné ve vybranych chovech na tizemi ZO
Bysttice. Déle se zjistovalo, jestli je infekce nosematdzou zavisla na poctu chovanych
véelstev veelafem a jestli infekci mikrosporidiemir. Nosema ovliviiuji sami chovatelé

a zda se li8i infekce mikrosporidiemi béhem roku.
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3 METODIKA

3.1 Umisténi stanovist’

ZO CSV Bystiice se nachazi ve stiedodeském kraji nedaleko Bene3ova.

Nadmoftska vyska stanovist’ veelstev se zde pohybuje od 350 do 450 m.n.m.

Prvni pylova sntiska je zde tvofena vrbou jivou. Po ni nasleduji v rozkvétu
ovocné stromy. Tato sniska je vyuzita pro jarni rozvoj véelstev. Nasledné rozkvétaji
v této lokalité¢ hojné péstované ozimé fepky. Ty tvoii nejvétsi podil piineseného

nektaru.

Po odkvétu fepky plynule za¢ina sntiska z malinikd, ostruzinikti a lip. V roce
sledovani se v lokalité Bystficka vyskytla 1 medovicova sniska. Tyto medy byly ze
vCelstev opét vytoCeny a nasledovalo krmeni cukernym roztokem. Toto krmeni

probihalo u vétSiny veelait od 20.8.2017.
3.2 Prehled sledovanych chovi

Na tizemi Bysttické organizace byli osloveni chovatelé vSech vékovych skupin
s rozdilnym staiim vcelaiského vybaveni. Celkem poskytlo vzorky 15 chovatelii z 21

stanovist’ pfi jarnim odbéru a 12 chovatelt z 19 ti vCelstev pii letnim odbéru.

V dobé¢ sledovani nebyly u véelstev pouzity zadné 1é¢ebné piipravky. Ani
jinymi termo fyzikdlnimi metodami nebylo bojovano proti nosematoze. Jediné
opatteni, které bylo provadéno je vyfezavani trubCiny na snizeni invazniho tlaku

rozto¢e Varroa destructor na véelstva.

Vybrani chovatel¢ se véelstvy nekocuji a pocetni stavy na stanovisti se ménily
pouze z ditvodu ztrat vcelstev uhynem ¢i vytvofenim oddélkdi v rdmci stanovisté.
Vsichni véelafi chovaji véelu medonosnou kraniskou (Apis mellifera carnica), néktefi
chovatelé se zabyvaji produkci oddélkt a rozchovavaji kmen Singer, Sklenar a Vigor.
Vsichni chovatelé zapojeni do odbérii pouzivali Uly palubkové zateplené s plnym

podmetem.
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Tab. ¢.1 Prehled stanovist' a poctu chovanych vielstev na stanovisti

Nézev stanovist Chovatel Jaro Léto
Splav ¢.1 2 2
Huté ¢.2 28 28
Vokov ¢3 33 33
Skalka ¢.3 55 55
Popovice ¢.3 40 35
Bezejovice ¢.3 30 -
Bakos ¢.3 40 38
Miroslav c.4 50 50
Kobyli c.4 45 45
Viiz Oubénice ¢.5 7 7
Viz Sysel ¢.6 12 10
Oborak ¢.7 20 18
Oub¢nice ¢.7 - 35
Vrbétin ¢.8 14 15
Nesvacily ¢.9 11 -
Nesvacily u kostela ¢.10 19 19
Lhota ¢.10 20 20
Konopisteé ¢.11 30 40
Zahotany ¢.12 16 15
Listénec ¢.13 12 12
Lisno c.14 15 15
LiSno zastavka ¢.15 30 -
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U tii chovatelti jsou uly umistény ve dfevéném vceliné. Dva chovatel¢ maji uly
umistény ve voze. Zbyli chovatelé maji uly rozmistény na zeleznych ¢i dievénych

podstavcich volné v ptirodé po 4-6 ti ve skupinach.

Vétsina chovateld pouziva v Cesku nejrozsifendjsi ramkovou miru 39x24.
Zbyli chovatelé véelaii na ramkové mite 39x27,5 a 39x28. Uly jsou rozdilného staii
od jednoho roku do 40 let. VétSina ula je v rozmezi 2-10 ti let stafi. Dezinfekci
veelafského vybaveni pomoci plamene ¢i dalsich fyzikalnich ¢i chemickych ptipravka

provadi pouze nekteti chovatelé.

Pravidelnou obménu dila provadi vice jak 2/3 chovatelli. Za pravidelnou

vyménu dila je povazovano obménéni kazdy rok minimalné 1/3 vSech tlovych ramki.

3.3 Odbér vzorku

Odbér vzorkl probihal v jarnim obdobi od 29.4 do 8.5.2017 a v letnim od 10.8
do 15.8. 2017. Na stanovisti byly ndhodné vybrany 2-3 uly dle velikosti stanoviste.
Témto ulim bylo pfid€leno identifikacni Cislo, aby se mohl odbér dle potieby
opakovat. Z kazdého vybraného tlu bylo odchyceno v polednich hodinach 8-10
dé€lnic vylétajicich z ¢esna. Ty byly umistény do nové transportni klicky na matky a
popsany piidélenym identifikatnim c¢islem. Po nasledném transportu a usmrceni
chladovym Sokem byly umistény do mraziciho boxu o teploté¢ -18 °C. Zamrazené

vzorky byly uchovany az do vlastniho vysetteni.

3.4 Priprava vzorka

Po vyjmuti z mrazaku byly jednotlivé véely vypreparovany pod binolupou. Pro

dalsi rozbor byly pouzity pouze Zzaludky a stfeva.
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Obr.¢.3 Stievo véely s vykalovym vackem piipravené k vySetieni

Ziskané zaludky a stfeva se casteéné rozetfely na podloznim sklicku a po
ptidani fyziologického roztoku jsem je prohlizel pod mikroskopem. Z kazdého vzorku
bylo vysetieno 5 vcel. Nasledné doslo k rozttidéni na pozitivni véely se sporami
mikrosporidii a negativni. Ziskané pozitivni vzorky stiev a zaludki vySetfovanych

vc¢el jsem dale uchovaval zmrazené pro dalsi rozbor.

3.5 Barveni podle Giemsy

Pozitivni stfeva a zaludky na mikrosporidie jsem rozetfel na podloznim
sklicku. Po dokonalém zaschnuti vzorku jsem provedl fixaci bun¢k na podlozni

skli¢ko pomoci metanolu.

Nasledné jsem podlozni sklicko ponofil do 5 % cerstvého roztoku Giemsova
C¢inidla, které jsem si piipravil smichanim Gimsova barviva s destilovanou vodou.
Takto pfipraveny vzorek jsem nechal 25 minut probarvit a nasledné na vzduchu

vysusil.

Toto barveni zbarvi buné¢na jadra do ¢ervenofialové, plazmu epiteld a prvoku
do svétle modré, plazmu leukocytti do svétle fialové, erytrocyty do razové a bakterie

modrofialové.

3.6 lzolace DNA mikrosporidii ze stfev pomoci CTAB

Abych mohl urcit, zda se jedna o mikrosporidie Nosema apis ¢i Nosema ceranae,
potieboval jsem ziskat Cistou DNA pro PCR amplifikaci. 1zolace DNA probihala

ptimo z Zaludkd a stfev.
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Pracovni postup izolace DNA:

1.

Predehtal jsem extrakéni pufr na 65 °C (495ul extrakéniho CTAB pufru a
5ul beta-mercaptoethanolu na jeden vzorek).

Do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek jsem vlozil stieva a
zaludky v¢el a piidal predehtaty pufr. Cely obsah byl dukladné
zhomogenizovan.

Inkubace probihala po dobu 5 minut pii 65 °C a béhem procesu probéhlo 1x
lehké protiepani.

Nasledovalo ptidani 500 ul chloroformu — IAA a 5 minut protfepavani.

Po vloZeni do centrifugy na 5 minut pfi maximalni rychlosti a pokojové
teploté doslo k oddé€leni vodné faze.

Vzniklou vodnou fazi piepipetuji do novych zkumavek (cca 300ul) pfidam
200ul izopropanolu a 3x lehce promicham.

Inkubace probéhla v mrazaku na -20 °C po dobu 10 ti minut.

Centrifugaci 5 minut pii 4 °C na maximalni rychlost doslo k oddéleni
jednotlivych slozek. Odstranim supernatant.

Po pfidani 1ml ledového 70 % ethanolu, centrifuguji 5 minut na maximalni
rychlost pti 4°C. Vznikly supernatant opét odstranim a ususim pelety pti
37°C.

10. Vzniklé pelety se rozpousti pii 37°C ve 20- 200 ul TE pufru
11. DNA se skladuje pii -20°C

Takto ziskand DNA se da skladovat pouze omezenou dobu. Pro Ucely dalsi

prace je ale pln¢ dostacujici.

3.7 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jednd se metodu pro rychlé namnoZeni pozadovaného tseku DNA v

termocykleru. Tento pfistroj dokdze v kratkych intervalech rychle zvySovat ¢i

snizovat teplotu. Diky tomu dochazi k replikaci ¢asti nukleovych kyselin.

3.7.1 Sekvence primeru

Primery ohraniCujici potfebnou ¢ast DNA pro replikaci.
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3.7.1.1 Nosema ceranae

Primer | Forward GGC GAC GAT GTG ATATGA AAAT

Primer | Reverse CCC GGT CAT TCT CAA ACA AAA A

3.7.1.2 Nosema apis

Primer Forward GGG GCA TGT CTT TGA CGT ACT A

Primer Reverse GGG GGG CGT TTA AAATGT GAA

Tab. ¢.2 Mnozstvi a latky potiebné pro piipravu reakce

Latka Objem (ul)
H.O 7
Ptipraveny mastermix 10
Forward

Reverse

Podle tabulky ¢.2 jsem si pfipravil master mix a po ptidani lul DNA napipetoval
do mikrozkumavek. Tyto zkumavky jsem vlozil do termocykleru s nasledujicim

amplifika¢nim programem.

Tab. ¢.3 Nastaveni amplifika¢niho programu pro termocykler

Krok Teplota Cas

¢.1 | Pocatecni denaturace 95 °C 2 min
¢.2 | Denaturace 95 °C 30 sec.
¢.3 | Nasedani primerii 62 °C 30 sec.
¢.4 | Dosyntetizovani nového fetézce 72 °C 45 sec.
¢.5 | Finalni extenze 72 °C 7 minut

Termocykler znacky Bioer opakoval kroky 2-4 v 35 cyklech. Po vyjmuti

z termocykleru jsem pouzil vzorky pro elektroforézu.
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3.8 Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy byla zjistovana velikost PCR fragmentt. Na 1%

agarozovém gelu s ptidavkem ethidium-bromidu byl detekovan vysledny produkt

PCR a nasledn¢ vizualizovan pomoci UV zafeni.

Pracovni postup:

1.

Ptipravil jsem agar6ézu s 1x TAE pufrem (pro 1,5 % gel smichat 1,5 g agarozy
se 100 ml TAE pufru).

Agardza se rozpousti v mikrovlnné troubé a zchladi pod tekouci vodou
pfiblizné na teplotu 50 °C.

Nasledovalo ptidani 3,5 pl ethidium-bromidu a promichéni.
Do ptedem piipravené formy jsem nalil gel, vlozil hieben a nechal ztuhnout.
Gel jsem vlozil do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem.

Do prvni a posledni jamky jsem nanesl 1x 5 ul ladderu a zbylé jamky naplnil
10 pl PCR produktti.

Separace fragmentii probiha prvnich deset minut pii 30 V, pak dojde ke

zvyseni na 90 V (ptiblizné 60 minut).

Vysledek jsem vyhodnotil pomoci UV transiluminatoru, ktery vizualizoval

fragmenty DNA.

3.9 Statistika

Data byla zpracovana pomoci programi MS EXCEL a STATISTICA CZ 11.0.,

Stat Soft, Inc. Nejprve byla otestovana homogenita variance Bartlettovym testem.

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly zjistovany pomoci jednofaktorové

analyzy variance (ANOVA). Pokud byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi

skupinami byl nasledné pouZzit Tukyeho test mnohondsobného porovnavani pro

zjiSténi statisticky vyznamné odliSnosti mezi skupinami.
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4 VYSLEDKY

V roce 2017 jsem odebiral vzorky od 15 ti chovateli na izemi Bysttické
organizace, ktefi obhospodatuji kolem 700 vcelstev. Byly odebrany a vySetieny
vzorky z 93 veelstev. To predstavuje 465 odebranych a vysetfenych véel. Z téchto
véel bylo 133 infikovanych mikrosporidiemi a 332 negativnich.

Primarni roztfidéni vzorki probihalo pod mikroskopem na pozitivni a negativni
stteva a zaludky vcel. Z pozitivnich se dale izolovala DNA. Ta se pomoci PCR
metody namnozZila a za pouziti elekftoforézy vyhodnocovala piitomnost jednotlivych
druht mikrosporidii. Z vyhodnocovanych vzorka se pouze u jednoho vyskytovali obé
mikrosporidie Nosema apis a Nosema ceranae ve vsech ostatnich se vyskytovala

pouze Nosema ceranae

Pii Gimsové barveni se na jadra spor navazala modra barva a doslo k jejich

zvyraznéni. Na obr. ¢.4 je viditelné silné napadeni mikrosporidiemi nosematozy.

Jedna se o mikrosporidii Nosema ceranae.

Obr. ¢.4 Mikrosporidie Nosema ceranae po Gimsové barveni
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4.1 Porovnani vyskytu mikrosporidii u jednotlivych
chovateli

Jednotlivi chovatelé se 1i§i poctem obhospodafovanych vcelstev a z tohoto
divodu jsem posuzoval vysledky rozbort dle jednotlivych chovateli. Chovatelé na

odebiranych stanovistich méli od 2 do 55 vcelstev.

Tab. ¢.4 Procento nakazenych véel mikrosporidiemi u jednotlivych chovateld.

Chovatel ¢. jaro 1éto
1 20 30
2 6,7 33,3
3 40 23,3
4 26,7 16,7
5 60 0
6 20 100
7 40 20
8 20 0
9 40 0
10 30 30
11 0 0
12 20 30
13 50 0
14 50 40
15 80

Pti jarnich odbérech mél pouze jeden chovatel 100 % vcel negativnich na

mikrosporidie. Béhem letnich odbérti nebyla zjisténa mikrosporidie u ¢tyt chovatelt.

U jednoho chovatele byly vSechny vySetfované vcely napadené
mikrosporidiemi. To ukazuje na silné napadeni véel. I pfes tuto skutecnost si véelstva

s infekci dokézala poradit a do zimy piezila.
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Graf ¢.1 Procento nakazenych vcel mikrosporidiemi podle chovatelt

Graf'ukazuje velkou variabilitu hodnot mezi jednotlivymi chovateli i terminem

Vv

snisky v dané lokalité¢. U chovateli vcelstev nelze zajistit striktni oddéleni
jednotlivych chovli a dochazi k zalétavani vcel a tim pfenosu onemocnéni mezi

chovateli.

4.2 Porovnani vyskytu spor Nosema V zavislosti na
stanovisSti
Stanovisté se 1iSi svou orientaci na svétové strany a polohou umisténi. Dveé
stanovisté jsou Vv tésné blizkosti rybnika. Sedm stanovist’ je umisténo na kraji lesa,
aby les poskytoval v odpolednich hodinach stin na stanovisti. Jedno je umisténo na
volném prostranstvi bez jakéhokoliv zastinéni. Zbyla stanovisté veelstev jsou v lese

S celodennim zastinénim vzrostlymi stromy.

Pti porovnani vyskytu mikrosporidii Nosema v zavislosti na umisténi stanovisté

nebyl pozorovan statisticky prikazny rozdil.

Pti jarnich odbérech bylo z 21 stanovist’ negativni pouze jedno a pfi letnim

odbéru bylo z 20 odebiranych stanovist’ 14 pozitivnich na spory Nosema.
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Tab. ¢.5 Procento nakazenych véelstev dle stanovisté

Stanovisté jaro léto
Bakos 70 50
Bezejovice 60 Neodebrano
Huté 6,7 33,3
Kobyli 46,7 20
Konopisté 0 0
Lhota 50 30
Lisno 50 40
LiSno zastavka 80 Neodebrano
Listénec 50 0
Miroslav 6,7 13,3
Nesvacily 10 Neodebrano
Nesvacily u kostela 40 0
Oborak 40 13,3
Oubénice Neodebrano 30
Popovice 20 13,3
Skalka 20 6,7
Splav 20 30
Vokov 50 0
Vrbétin 20 0
Viz Oubénice 60 0
Viz Sysel 20 100
Zahotany 20 30
Zahotany les Neodebrano 60

Stanoviste, které bylo negativni pti obou odbérech bylo zaloZeno v roce 2016.

V tento rok bylo osazeno novymi palubkovymi zateplenymi ly s oddélky. Ptijarnich
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odbérech nebylo mozné odebrat dvé stanovisté z divodu znemoznéni pfistupu na tato
mista. Pfi letnich odbérech nebyly odebrany vzorky ze tii stanovist. Zde odmitli

chovatelé odbery.
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Graf. ¢.2 Procento nakazenych vcel na stanovisti

Béhem letniho odbéru byla lepsi zdravotni situace na vétSin€ stanovist’. Pfi¢ina
tohoto zlepSeni mtize byt i kratsi generacni interval vymény vcel ve veelstvu. Zatimco
véely pfi jarnim odbéru mohli byt 1 8 mésicii staré v letnich mésicich se stari véel
pohybuje kolem 1 mésice.

4.3 Porovnani vyskytu spor Nosema V zavislosti na

velikosti chovu

Pro posouzeni vlivu vyskytu spor Nosema apis a Nosema ceranae jsem si
odebirané chovatele roztfidil do t¥i skupin, a to scelkovym poc¢tem chovanych
veelstev do 15 ti, dalsi skupinu tvofili chovatelé s poctem véelstev 15-30 a posledni

skupinou jsou chovatelé¢ obhospodatujici vice nez 30 vcelstev.
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Tab.¢.6 Pocet nakazenych vcel dle velikosti chovu

Jarni a letni odbéry 0-15 veelstev | 15-30 vcelstev <30vcelstev
Celkovy pocet vCelstev 149 278 642
Pocet vySetfovanych veelstev 28 28 37
Pocet vySetfovanych vcel 140 140 185
Pocet nenakazenych 97 98 137
Pocet nakaZenych 43 42 48

Nejvice vysetfovanych stanovist’ bylo u chovatelti s po¢tem chovanych vcelstev
vice nez 30. Je to z diivodu, Ze na izemi Bystfické organizace plisobi dvé véeli farmy
S primérnym poctem 40 vcelstev na stanovisti. Zbyli chovatelé jsou hobby vcelafi,

kteti v€elaii hlavné pro radost.

Pti posouzeni vlivu poctu chovanych véel véelafem a vyskytu spor Nosema neni

statisticky prukazny rozdil.

4.4 Vliv ro¢niho obdobi na vyskyt spor Nosema

Vlivem ro¢niho obdobi, teploty okolniho prostiedi a délce produktivniho Zivota
véel, se liSi 1 mnoZstvi nakazenych délnic ve vcelstvech. Zména je viditelnd na

nasledujicich grafech

Jaro Léto

=

= pozitivni véely = negativni vcely = pozitivni véely = negativni véely

Graf ¢.3 Zndzornény vlivu ro¢niho obdobi na vyskyt spor Nosema
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Pfi letnich odbérech bylo 0 11 % pozitivnich vzorkt na spory Nosema méné nez
pfi jarnich odbérech. Pokles miize byt zapfiinén zvysenim poctu vcel v ulu
Vv zavislosti na mnozstvi nakladenych vajicek. Pfi jarnim odbéru mohla byt ve

véelstvu zastoupena zimni generace dlouhovékych véel.

4.5 ldentifikace druhu mikrosporidii

Ze vsech pozitivnich i1 ¢asti negativnich vzorkd stiev pitvanych vcel byla

izolovana DNA, pomoci PCR amplifikovana a po elektroforéze vyhodnocena.

Z 51 pozitivnich vzorkid byla ve vSech nalezena DNA mikrosporidie Nosema
ceranae. Pouze v jednom vzorku byla nalezena Nosema ceranae a Nosema apis

spole¢né. Nosema apis se v zadném vzorku nevyskytovala samostatné.

Pii vySetfeni 47 negativnich vzorkl se nasla DNA mikrosporidie Nosema
ceranae Vv 12 ti vzorcich. Zde je mozna pticina vyskytu kontaminace pii pitvé vcel.
Mikrosporidie také mohli byt ve vzorku pfitomné jen ve velmi malém mnozstvi, kdy
nebylo mozné spory zjistit pod mikroskopem. Pfi prohlizeni pod mikroskopem se
neda zjistit stddium infekce kdy jsou nakazeny pouze stfevni €i zalude¢ni buiky ale

jesté nedochazi k vytvaieni spor.

Svételna vyraznost vzorku se odviji od mnozstvi DNA ptitomné mikrosporidie.
Mnozstvi DNA mikrosporidii se méni v zavislosti na mnozstvi DNA zjiStované
mikrosporidie ve vzorku stfev a zaludkGi ze véel. Cistoté izolace a délce

amplifika¢niho programu.

20n, 20p, 37n, 37p, 68n, 91p,97n,97p,108n,108p  12p, 18n, 40n,44p,65p,75p,80p,128p,98n,98p

Obr. ¢.5 Vyhodnoceni gelu po elektroforéza s primery Nosema apis

Na obrazku ¢. 5 je zaznamenan vysledek elektroforézy s primery Nosema apis.
Celkem bylo na jednom agarozovém gelu vysettovano pii jednom rozboru 20 vzorki.
Vzorek s cislem 44p je jako jediny pozitivni na pfitomnost DNA mikrosporidii
Nosema apis a Nosema ceranae. Vzorek pochazel ze stanovisté Bezejovice. Na tomto

stanovi$ti se V dob¢ odbéru nachazelo 30 vcelstev. Stanovisté je umisténo na kraji
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lesa, kde les poskytuje zastinéni ulti v dopolednich hodinach. Majitel stanovisté
celkem vcelati se 198 vcelstvy. Jednalo se o jarni odbér. Pii letnim odbéru se ve

véelstvu vyskytovaly pouze spory Nosemy ceranae.

20n, 20p, 37n,37p, 68n, 91p,97n,97p,108n,108p 12p, 18n,40n,44p,65p, 75p, 80p,128p,98n,98|

Obr.¢.6 Vyhodnoceni gelu po elektroforéze s primery Nosema ceranae

Ptitomnost DNA mikrosporidii Nosema ceranae ve vzorcich je vidét na
obrazku ¢.6. Z 20 ti vzorkl byla mikrosporidie pfitomna ve 12 ti vzorcich. Prvni a
posledni jamka napInéna ladderem slouzi jako marker pro prehlednéjsi odecitani a
urceni délky fragmentl. Vzorky byli ndhodné vybrany jak z letniho, tak jarniho

odbéru.
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5 DISKUZE

Vysledky pokusu diplomové prace ukazali, ze pivodce nosematdzy je ptitomen

témet ve vsech veelstvech (Lampeitl., 1996).

Uvadi se, 7e na tizemi CR se vroce 2011 vyskytovala nosematéza z 4010
vySetfovanych vzorki u 2167. To predstavuje prevalenci 54 %. Z toho 678 vzorki
bylo pozitivnich na Nosemu apis, 1134 na Nosemu ceranae a u 356 se vyskytovala

smiSena infekce Nosema apis a Nosema ceranae (Kamler a kol.,2011).

Dle vysledki mé diplomové prace se s timto tvrzenim shoduji. Podle mych
vysledkii se nosematéza vyskytovala pii jarnich odbérech u 32 vcelstev z 48
odebranych. To pfedstavuje prevalenci 66,7 %. Pfi letnich odbérech, kdy bylo
vySetfovano 46 veelstev tak bylo pozitivnich 22 veelstev. Zde je prevalence 47,8 %.

Vysledky se ale neshoduji u poméru zastoupenych mikrosporidii. Pfi mém
rozboru bylo zjisténo, Zze se vyskytovala Nosema ceranae pii jarnim odbéru v 31
pozitivnich vzorcich a v 1 vzorku se vyskytovaly mikrosporidie Nosemy apis i
Nosemy ceranae. Pti letnich odbérech se vyskytovala ve vSech 22 vzorcich pouze

Nosema ceranae.

Piimou souvislost mezi umrtim veelstev a vyskytem spor Nosema nelze v ramci

mé prace prokazat.

Udava se, ze v¢ely infikované sporami Nosema apis se vyprazdnuji uvnitt Glu,
kde kontaminuji plasty miliony infek¢nich spor. Dochdzi k poskozeni stfevni tkan€ a
sekundarni infekci, ktera by méla zptsobovat uplavici. Ta se projevuje hnédymi
prujmovymi skvrny na sténach ulu a ramcich (Mussen., 2011). V odebiranych
véelstvech se tento ptiznak silné nakazy nevyskytoval, a tudiz se tvrzeni nepodaftilo

prokazat.

Nosema ceranae se vyznacuje zejména vyraznym poklesem produkce medu a
omezenim schopnosti pfijimat z pfijaté potravy Ziviny. Mize to vést aZ k uplnému
kolapsu veelstva (Cox-Foster a kol., 2007). Béhem sledované sezony dosdhla vcelstva
v dané lokalité nad dlouholeté primérné vynosy 35 kg ze vcelstva, a proto nelze
prokazatelné tvrdit, Ze se na vynosech projevila infekce sporami Nosema ceranae.

Pocet veel v ulu je dao silou vcelstva, intenzitou sniisky a vedlejSimi vlivy jako je
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velikost Glového prostoru, staii matky a chemickymi latkami pouzivanymi k ochrané

porostii v okoli.

Epidemiologické diikazy naznacuji, ze Nosema ceranae mize globalné
nahrazovat Nosema apis. To naznacuje potencialni konkurenéni vyhodu. SmiSené
infekce obéma druhy ve vcelstvech se vyskytuji jen malo. Toto ma za pfic¢inu, ze se
Nosema ceranae stala dominantni ve vétSiné zemépisnych oblasti (Milbrath a kol.,
2015). Toto tvrzeni se mi podafilo prokazat, jelikoz se v nakaZzenych vcelstvech

vyskytovala az na jeden ptipad pouze Nosema ceranae.

Rozdily ve vyskytu infekce ve stfevech nebyli vyznamné v zavislosti na
terminu odbéri. Obecné se vyskytovaly vyssi urovné infekce u obou druhil na jate a

na zacatku Iéta, po nichz nasledné doslo k poklesu hladin na podzim (Copley., 2012).

Infekce sporami Nosema ceranae muze byt ve vcelstvech nalezena ve vSech
ro¢nich obdobich (Martin-Hernandez a kol., 2007; Higes., 2008) zatimco infekce
zpusobena sporami Nosema apis se vyskytuje pfevazné na jafe a na podzim (World
Organisation for Animal Health., 2008). Toto tvrzeni nemohu prokazatelné tvrdit,
jelikoz se u mnou sledovanych vcelstvech vyskytla nakaza Nosema apis pouze u

jednoho vc¢elstva pti jarnim odbéru.

Nosema ceranae se dava casto do souvislosti s CCD (syndrom zhrouceni
vcelstev), kdy vCelaii nachazeji pouze prazdné tly, coz je s nejvétsi pravdépodobnosti
zpusobeno silnym napadenim Nosema ceranae a roztocem Varroa destructor
(Staron., 2010). Toto tvrzeni se mi bohuzel nepodaftilo prokéazat. Pro posouzeni vlivu
spor Nosema ceranae na CCD a s tim souvisejici thyny by musel vyzkum probihat

delsi dobu. V roce 2017 nebyl zaznamenan silny varoazni rok.

Vcely infikované sporami Nosema apis ¢i Nosema ceranae maji vyssi spotiebu
energie pro vlastni potiebu a béhem letu sesbiraji mensi mnoZstvi pylu a sladiny.
Podnikaji kratsi lety z diivodu nedostatku ziskané energie z potravy. Nemaly vliv ma
1 stres spojeny s onemocnénim. To vede ke sniZzeni opylovaci funkce vcelstva

(Boothroyd., 2000)
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6 ZAVERY

e Mikrosporidie nosematézy byly ptitomné u vétsiny chovateli a témét na vsech
stanovistich.

e Ve vSech pozitivnich vzorcich se vyskytovali spory Nosema ceranae. Pouze
V jednom byli pfitomny ob&é mikrosporidie jak Nosema apis, tak Nosema
ceranae.

e Mezijarnim a letnim odbérem vzorkt byl pozorovéan pokles o 11 % ve vyskytu
mikrosporidii.

e Vysledky ukazuji na pfevladnuti neptivodni mikrosporidie Nosema ceranae
nad mikrosporidii Nosema apis.

e Pii jarnich odbérech se nosematdza vyskytla u 32 vcelstev z 48 odebranych.
To ptedstavuje prevalenci 66,7 %. Pti letnich odbérech, kdy bylo vySetfovano
46 vcelstev, tak bylo pozitivnich 22 vcelstev. Zde je prevalence 47,8 %.

e Béhem sledovani nebyl zndm ve sledovanych chovech zddny thyn souvisejici

S touto nemoci.
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