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Abstrakt

Mikrosporidie rodu Nosema apis a Nosema ceranae zpusobuji stievni

onemocnéni vcel, které je hojné rozsifeno po svété véetné Ceské republiky.

Cilem mé bakalatské prace bylo vyhodnotit vyskyt Nosema na riznych mistech
Ceské republiky. Literatura obsahuje jen omezenou miru informaci o nosematoze,

kterou ob¢ mikrosporidie zptsobuji.

Celkem bylo odebrano ptes 135 vzorkl z 27 stanovist. Vzorky byly odebirany
od listopadu 2019 do ledna 2020. Odbéry probihaly v okoli velkych mést, v jejich
okoli, kde byla zeméd¢lsky obdélavana krajina a na zemédélsky malo ovlivnénych

mistech.

Po rozboru ziskanych vzorkti pomoci PCR byla v drtivé vétSin€ piitomna

mikrosporidie Nosema cerenae zatimco Nosema apis nebyla nikde.
Kli¢ova slova
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Abstract

Microsporidia of the genera Nosema apis and Nosema ceranae cause bee
intestinal disease, which is widespread throughout the world, including the Czech

Republic.

The aim of my bachelor thesis was to evaluate the occurrence of Nosema in
various places in the Czech Republic. The literature contains only a limited amount of

information about nosematosis caused by both microsporidia.

In total, over 135 samples were taken from 27 sites. Samples were taken from
November 2019 to January 2020. Sampling took place in the vicinity of large cities, in
their vicinity, where the landscape was cultivated and in places with little agricultural
impact.

After analysis of the obtained samples by PCR, the vast majority of

microsporidia of Nosema cerenae was present, while Nosema apis was nowhere.
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Uvod

Vyznam véely medonosné spocivéa v produkei medu, vosku a mateii kasicky,
a predevs§im opylovani rostlin. Zna¢na ¢ast rostlin je odkdzana hlavné na ptenos pylu
hmyzem. Proto je vcCela nepostradatelna v udrzeni razu krajiny a pfirozeného
ekosystému. Vceli onemocnéni zplisobené infekci vyvolava stresové faktory, které

ovliviyji jejich chovani, opylovaci schopnosti a délku zivota.

Onemocnéni nosematédza je zpusobeno mikrosporidiemi rodu Nosema. Tato
nemoc nema véasné viditelné projevy, a piesto vcelstvo oslabuje. Napada stievni
ustroji vcely. Hlavnim nebezpecim nosematdzy spociva ve velmi rychlém Sifeni a
masovém namnozeni, které zptisobuje zpomaleni rozvoje vcelstva, nasledné nizsi
vynosy medu, coz miize vést az k iplnému thynu véelstva. Upadek véelstev by vedl
k zna¢né ekonomickym, ale i ekologickym problémum, které by se negativné mohly

projevit na zdravotnim stavu lidské populace.

V pfedchdzeni nemoci je nejdilezitéjSi prevence a spravnd dezinfekce.
Bohuzel i ptes dodrzovani se nemoc muze ve vcelstvu objevit. U nosematozy lze
aplikovat ptipravek Fumagilin, ktery se aplikuje postiikem ve smési s medocukrovym

téstem nebo v roztoku pii dopliiovani zimnich zasob.



1 Teoreticka Cast

1.1 Historie nosematozy

Prvni zminky o onemocnéni nosematéza zaznamenal Donhoffem v roce 1857 ve
veelich vykalech. Zatazena byla mezi houby (Vesely, 2003). Zander roku 1909 oznacil
za puvodce nosematdzy mikrosporidii Nosema apis. Do roku 1996 byla povazovana
za jediného pivodce nosematdzy u Evropské véely medonosné (Apis melliefa). U véel
asijskych (Apis cerana) byl roku 1996 popsan novy paraziticky patogen. Byl
pojmenovan Nosema ceranae (Fries, 1996) a jeho prvni vyskyt v Evropé byl
detekovéan ve Spanélsku v roce 2004 (Higes, 2006).

1.2 Biologie mikrosporidii rodu Nosema

Mikrosporidie rodu Nosema jsou spongiformni houbové patogeny vyvijejici se
jako intracelularni organismy, které infikuji celou skalu hostiteld od hmyzu po savce.
Tyto patogeny nemaji mitochondrie, piebiraji ATP z jejich okoli a velmi rychle se
mnoZi V hostitelské bunice. Tyto parazitické mikrosporidie maji na své hostitele velmi

silny tlak (Martin-Hernandez, 2012).

Vnitinimi patogeny jsou mikrosporidie, které maji velmi Sirokou $kalu hostitelt.
Casto jsou rezistentni vii¢i imunitni odpovédi svych hostitel (Higes, 2006). Pro sifeni
a vyvoj pottebuje Nosema apis spravnou teplotu. Optimalni teplotou je 30-35 °C, pii
zméné optimalni teploty se vyvoj znaéné omezi. Dlouhodobym ptisobenim teplot nad

35 °C dochéazi k usmrceni spor (Malone, 2001).

Nosema tvoii dva typy spor. Primarni a zralé spory 48 aZ 96 hodin po infekci
(Higes, 2007). Rozdil mezi primarni a zralou sporou spoc¢iva ve vyvoji a morfologii,
kde je silny obal spory a delsi polarni vlakno. Primarni spora ziistava v Zaludku, kde
infikuje jiné bunky a zrala spora prochéazi ptes konec¢nik do stolice, kde slouzi jako

inokulum pro dalsi vcely.

U dospélych véel medonosnych Nosema dokoncuje sviij zivotni cyklus uvnitf
sttevniho Ustroji coz vede k naruSeni epitelidlni vrstvy zaludku a stev, které nasledné
vede k zazivacim potizim a zkracuje Zivot s naslednym poklesem populace vcelstev,

pfedevs§im v zimnich mésicich (Higes, 2006).



1.3 Projevy nosematozy

Zacatek nemoci je nenapadny. V zimé& pii plném propuknuti choroby je mozné
pozorovat neklidné sezeni véelstva a zvyseny poéet mrtvol na dné tlu. Celni sténa tlu
spolecné s plasty jsou silné pokaleny zlutavymi vykaly S nepfiznivym zapachem.
Vcelstvo, které je siln€ nosematické, padne jesté v zimnim obdobi. Propukne-1i ndkaza
V jarnim obdobi (duben, kvéten), 1ze zde pozorovat kolisani poctu jedincti a postupné
slabnuti az v Glu zGstane hrstka vcel kolem kralovny. Nakazené vcely maji nateklé
zadeCky. Pfi preparaci traviciho ustroji je patrnd bélava barva zaludku a zaludecni

sténa se snadno trha. Zdrava vcela ma zlutorizovy zaludek s pevnou sténou (Vesely,

2003).

Pii infekci sporami Nosema ptipravi véelu o dostupné zdroje zivin. Hostitel sam
bude trpét velmi silnym energetickym stresem. Paraziti nejenze vezmou Ziviny a
energii z hostiteld, ale také snizuji miru dostupnosti energie pro hostitele, aby

vykonaval zivotné dulezité funkce (Martin-Hernandez, 2012).

Nosema cizopasi v travicim traktu vcel, kde naruSuje sténu Zaludku a nasledné

sténu stiev, coz vede k prijmu a naslednému tthynu véel (Holubec, 2006).

1.4 Sifeni nosematozy

Vcely se do kontaktu se sporami dostanou pii Cisténi lového prostiedi nebo
pfimo pfi pfijimani potravy. Hlavnim nebezpe¢im je pozirani vykald nebo — li
koproféagie. U vcel se jedna o Cistici instinkt. U nakaZenych v¢el jsou vykaly sladkeé,
stravené, diky narusené vystelce Zaludku vcel nakazenych nosematdzou (Rejnic,

1987).

Nemoc se muize také prenést za pomoci zbloudilych véel z jinych ula. Dalsi
moznou cestou, jak se k nosematdze dostat je pies travici trakt mezihostitele (¢melak,
vosa, mravenec, zavije€), kde jsou spory bez ztraty zivotnosti, pficemz se parazit

nerozmnozuje a tim se mezihostitel stava pasivnim pfenaSe¢em (Kubisova, 1992).
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Dale nakazu muze $itfit samotny vcelai vyménou kralovny, napajedly nebo
krmivem. Krmivo se musi vyrabét hlavné z medu, ktery byl odebran pouze u zdravych
vcelstev. Nosematozu lze prenést pii prevéSovani plasti z nemocnych vcelstev do
zdravych. Riziko expozice sporam v ulu nabird hodnot, kdyz nepiiznivé pocasi

zabranuje infikovanym v¢elam vylétnout z ulu (Retschnig, 2017).

1.5 Prevence vzniku nakazy

Dulezitym aspektem v boji proti nosematdze je chov mladych a vitalnich matek,
ulova hygiena a celkove zdrava a silna vcéelstva. DalSim faktorem je pfiprava na zimu,
kdy je dulezité zajisténi neruseného zimovani (Hanousek, 1991). Pro zdravi vcel je
dalezité pravidelné cisténi a dezinfekce ull, aby se minimalizovalo mnoZstvi
infekénich onemocnéni. Nedavné studie prokazaly, ze zvySena udrzba a celkové
¢isténi ulu pomohlo snizit mnozstvi nemoci, které méli béhem zimy (Copley, 2012).
Dulezitou roli také hraje vymeéna pléastl v prevenci proti nosematdze a to predevsim
na zacatku jara kdy se odebiraji kontaminované plasty, aby nové vylihlé vcely se
nenakazily pfi ¢isténi. Spory v kontaminovanych plastech udrzuji zivotaschopnost az

po dobu dvou let (Kubisova, 1998).

Predejit ndkaze lze tim, ze se zamezi podavani pylu a pylové ndhrazky, které
jsou obsazené v medocukrovém tésté. Staré veely, které jsou na okraji chumace, jsou
hlavnim  konzumentem tohoto tésta. Diky vysokému obsahu bilkovin
Vv medocukrovém tésté¢ vznikaji vhodné podminky pro intenzivni rozvoj nosematozy
(Vesely, 2013). Pii propuknuti ndkazy je velmi nutné a dilezité co nejrychleji
zlikvidovat vSechny spory, které se nachazi na plastech, st€énach ulu a medovych

zasobach (Rejnic, 1987).

1.6 Lécba nosematozy

Onemocnéni nelze vylécit tplng. Veelstvo se nikdy nedokéaze zbavit vSech spor
tohoto parazita. D4 se jen utlumit rtiznymi dezinfekcemi vcelaiského vybaveni.
Dulezité je dezinfikovat prazdné uly, plasty, medomet a veskeré nacini, které pfichazi

do styku se véelami (Holubec, 2006).

Na nékterych mistech Evropské unie je k 1é€bé nosematdzy povolen piipravek

Fumagilin. Jedna se o antibiotikum. Aplikuje se postiikem ve smési s medocukrovym
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téstem nebo v roztoku pii dopliiovani zimnich zdsob. Tento krok se pouziva jen
z diivodu potieby G¢inné latky proti nosematoze. Muze se objevit v medu (Vesely,

2013).

Dalsim dezinfek¢nim ptipravkem jsou vypary kyseliny octové v minimalni
koncentraci 60 %. Toto zni¢i vétSinu spor béhem nékolika hodin. Stejného Gcinku lze
také dosahnout se zvySenou koncentraci do nékolika minut (BAILEY, 1955). Pied
dalSim pouzitim lu je nutné nechat vSechno dezinfikované vybaveni minimaln¢ 14

dni vyvétrat.

V experimentalni fazi se nachazi metoda, kde se véelam piridava do cukerného
roztoku sloucenina Porfirin. Bez vedlejsiho ucinku zde doslo k snizeni poctu
mikrosporidii. Porucham integrity membrany a bunééné stény, kterou zpusobuji
porfyriny, se spojuje s anti — mikrosporidni aktivitou nonmeralloporfyrini. Ty
zodpovidaji za inhibici syntézy makromolekularnich sloucenin a za smrt mikrosporidii

vystavenych porfyrint (Ptaszynska, 2018).

V Ceské republice nejsou povolené lé¢ebné prostiedky jako je Fumagilin ani
jiné. Proto je zvladnuti nemoci zévislé hlavné na zplisobu oSetfovani a dezinfikovani
véelstva veelafem. Témito metodami se vzhledem k vysokému vyskytu nosematozy
ve vSech veelstev se nedaji ni€it spory, ale spise jen tlumit, aby se neprojevily jejich
klinické ptiznaky (Holubec, 2006).
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1.7 Porovnani Nosema apis x Nosema ceranae

Mikrosporidie Nosema ceranae je ve srovnani S Nosema apis mnohem
virulentnéjsi nejen na rovni jednotlivce, ale i na trovni celé kolonie. Za zvySenou
virulenci je zodpovédné relativné kratké obdobi, béhem kterého se vyvinul vztah
parazit — hostitel. Proto Nosema ceranae oslabuje svého hostitele vice. V prib&hu
onemocnéni vcelstvo spotiebuje o 30 % energie vice na krmeni, pfi sniZené
energetické dostupnosti jednotlivell ve spojeni se zménami rychlosti metabolismu.
Proto Nosema miize siln¢ ovlivnit energetickou bilanci vcelstev, coz ma za nasledek

zdravi celého vcelstva (Martin-Hernandez, 2012).

Patrny rozdil je ve velikosti spor. Nosema apis ma pramérnou velikost 5,8 x 3,3
um a ma ovalny tvar, zatimco Nosema ceranae je mensi o velikosti 4,6 x 2,5 um a ma

cylindricky tvar (Kamler, 2011).

Nosema apis Nosema ceranae

lpm

Obrazek 1 Porovnant spor Nosema apis a Nosema ceranae (Ptaszynska, 2012)
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1.8 Vliv nosematdzy

1.8.1 Trubci

Pti identifikaci dopadu infekénich onemocnéni mtize byt vliv trubct pfi
formovani prehlédnut. Trubci plod a jeho dospélci jsou nachylni k ptirodni infekei N.
ceranae (Traver, 2011). Dukazy naznacuji, ze infekce N. ceranae ma vétsi negativni

dopad na télesnou hmotnost a pieziti trubce nez u délnic (Retschnig, 2014).

Muzsky spoleCensky hmyz udrzuje vysoky reprodukéni potencidl tim, Ze
investuje do produkce kvalitniho spermatu. S touto investici dochazi ke snizeni

imunitniho systému (Baer, 2006).

1.8.2 Délnice

Nosematoza ma specifické t€inky na vcely. StarSi véely po nakazeni umiraji
velmi rychle zatimco mladé véely se snazi udrzet piijem pylu a nektaru tak prebiraji
ulohu starSich vcel ve vcelstvu. Nizsi pocet vcel v ule nedokaze udrzet optimalni
teplotu pro spravné fungovani vcelstva. Jestlize doslo u vcely k infekci béhem prvniho
tydne zivota, tak neni schopna spravng travit potravu a tim padem produkovat dostatek
kaSicky pro plod. Timto dochazi k pteskoceni chovné faze rovnou na fazi létavky

(Mulholland, 2012).

1.8.3 Matka

Ve¢eli kralovna se nakazi stejné jako ostatni pfi konzumaci potravy obsahujici
Nosema. Po nakazeni dojde ke sniZeni poctu kladenych vajicek a mizZe vést az
k pieruSeni kladeni vajicek. Rozdil byl zjistén ve velikosti vajecnika a nékteré byly i
svrastélé. Pii kladeni zvladne matka denné naklast az 2000 vajicek, z tohoto mnoZstvi

nakaZzenou matkou nebyla znac¢na ¢ast infikovana (Amiri, 2017).
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1.9 Vcéela medonosna (Apis mellifera)

Apis mellifera jinak fe¢eno v¢ela medonosna patii do tiidy hmyzu (Insecta) a do
radu blanoktidlych (Hymenoptera). Jedna se o jednoho znejzndméjsich zastupct
spole¢enského hmyzu, kam mimo jiné patii i mravenci, ¢melaci a vosy.

V¢ela se vyviji proménou dokonalou, to znamena, ze nejdiive je vajicko, pak
se lihne larva, ktera se zakukli, a nakonec vznikne dospélec (Rejnié, 1987).

Plivodni rozsifeni véely bylo hlavné okoli Sttedozemniho mote. V dnesni dobé
se vyskytuje po celém svété, protoze je ¢lovékem dobie ovladatelna. Pocet druhti véel
je néco kolem 30 tisic a z toho byla polovina zaznamenana entomology a zatazena do
sedmi Celedi. Vice nez deset druhli zahrnuji véely medonosné z rodu Apis z celedé
Apidae. Jen nékteré jsou vhodné pro chov v tlech. V celosvétovém chovu jsou
vyuzivané predevsim evropska plemena druhu Apis mellifera. V Asii je dosud také

vyuzivan druh Apis cerana (Bradbear, 2009; Thompson, 2014).

1.9.1 Vyznam

Diky chovu vcel mame mnoho plnohodnotnych a uzitecnych produkti (vceli
med, vosk, propolis, véeli jed, mateti kaSicku), které jsou svymi vlastnostmi
zastoupeny V lidském jidelnicku. Dale také v pfirodni medicing, kosmetice a dalSich
cizosprasnych rostlin. V ekosystému maji dillezitou roli opylovaci, kteti opyluji plané
rostouci rostliny, na jejichZ produkci jsou zavislé dal$i organismy. Tim zachovavaji
biodiverzitu zemédélské krajiny. Ve svéte je celd fada opylovacl, nejvyznamnéjsi je

ovSem v¢ela medonosna (Ravoet, 2013; Runckel, 2014).

1.9.2 Struktura téla

T¢lo se sklada z tfi hlavnich ¢asti (hlava, hrud’ a zadecek). Celé je pokryto
chitinovym krunyfem jinak feceno vnitini kostrou. Vné&jsi kostru téla tvoii pokozka,
kterda mé hlavni funkci ochrany vnitinich organt. Sklada se ze tii vrstev (kutikula,
epidermis a podstavna blana). Vnéjsi kostra je také sloZena z chitinu, ale jesté

z glycidt, voskt a zivice (Vesely, 2013).
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usporadani paru kiidel

hrudni dychaci
otvor s hrebinkem
dychaci otvory
zadecek

segment s hrbetnim
i, brisnim Elankem

Zaludek (v fezu) srdee
vyluCovaci organ

(0. Malpighiho)

tenke stiovo
vonna

létaci horizontalni svaly

mozek 2laza
(nadjicnova
zauzlina)
slinna Zlaza
hitan
mozek ceslo
{podjicnova medovy vadek voskove 2azy  Zihadlo  koneénik

{wykalovy vak)

zauzlina)

usta

jazyk

NejdileAatest orginy v ek véely (podélny fez),

Obrazek 3 Vnitini Fez telem véely medonosné (Vesely, 2013)
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1.9.3 Zdravotni stav

Vcela medonosna je ¢lovékem chovand uz nékolik tisic let a oproti jinym
hospodarskym zvifatim neni ovlivnéna natolik, aby byla povazovdna za
domestikovaného zivocicha. V minulych dobach se ptedpokladalo, ze vcelstva od
véelaii by byla schopna piezivat dobfe i bez jeho zasahu ve volné piirodé.
V poslednim desetileti vCelafi zaznamenali globalné zvySené uhyny vcelstev, které
jsou spojovany s vyskytem paraziti a patogend, kterym vcelstva vétSinou nejsou

schopna sama ¢elit (Bradbear, 2009).

1.9.4 Syndrom zhrouceni véelstev

V¢elstva jsou vystavena velkému mnozstvi parazitii a patogend, které mohou
za urCité ztraty. Néktefi veelafi se potykaji s neobvyklym jevem, ktery se nazyva
,»syndrom zhrouceni v¢elstev (anglicky Colony Collapse Disorder). Jev byl poprvé
pozorovan v roce 2006 v USA. Projevuje se nahlou ztratou dospé€lé populace délnic,
aniz by zdastala v okoli alu nebo uvniti uhynula téla, se zavickovanym plodem a
zasobami. K zna¢nym negativnim dopadim, které mohou takové ztraty vcelstev

pfinaset, je tato problematika zajmem vcelaii, vefejnosti i védct (Ratnieks, 2010).

Syndrom zhrouceni véelstev ma rtizna vysvétleni. Mohou to byt nemoci a
Sktdci vcel, pesticidy pouzivané vV zemédélstvi, ekonomické a enviromentalni faktory
nebo klimatické podminky. Podle nékterych védcti mohou mit vliv také kontroverzni
geneticky modifikované plodiny. Pfi¢iny tohoto syndromu stale nejsou zcela
pochopeny, patrné ale je, Ze zdsadnim problémem pro vcelstvo (i pro vcelate) je

pusobeni patogenti a Skuidct (Ratnieks, 2010).

Mezi potencionalni ptvodce syndromu zhrouceni vcelstev je Casto fazena i
mikrosporidie N. ceranae, které parazituje u asijské véely vychodni. V soucasné dobé
prevlada ve véelstvech vice nez N. apis. Zadna konkrétni kompetitivni vyhoda ovem
zjiSténa nebyla. Piestoze druh N. ceranae byl objeven na vcelstvu s pfiznaky tohoto
syndromu, tak molekularni studie ukazaly, Ze tato mikrosporidie se vyskytuje i
Vv prosperujicich vcelstvech jiz po desetileti, dlouho pfedtim, nez byl syndrom

zhrouceni v¢elstev vitbec objeven (Tritschler, 2017).
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2 Metody pouzité k detekci

2.1 lzolace DNA pomoci CTAB

Tato metoda slouzi k extrakci vétsiho mnozstvi pomérné ¢isté DNA pro ucely
standardizace metod a pro ucely PCR analyzy a sekvenovéani. Ptidanim
polyvinylpyrrolidu odstranuje kontaminanty a umoznuje ziskani Cisté a kvalitngjsi

DNA.

Cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB) metoda je zaloZzena na schopnosti
vytvafet komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli
rozpustny, ale pfi snizené koncentraci soli vytvaii srazeninu (Murray, 1980). CTAB
zaroven pusobi jako detergenéni ¢inidlo, které uvolituje DNA z komplexu membran a
proteinti. Na zakladé rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA je Ize oddélit a

ziskat dostateéné ¢istou DNA.

2.2 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Metoda slouzi k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA v in
vitro podminkach. K PCR metodé se pouziva DNA vyizolovana z riznych zdroju,

jejiz amplifikaci se daji ziskat miliony stejnych kopii vybrané oblasti DNA.

Je to metoda rychlého namnozeni urcitého tiseku DNA, ve kterém probiha
replikace nukleovych kyselin. Pokud zndme okrajové sekvence daného useku,
muzeme k amplifikaci vybrat libovolny usek z libovolné molekuly DNA (rostlinné
nebo zivoCi$né tkané, ale i komplementarni DNA) (Brown, 2007; Ishmael a Stellato,
2008). Reakce probéhne jediné pii hybridizaci dvou kratkych oligonukleotidd
s molekulou DNA. Zde jsou piitomny 4 zakladni nukleotidy (adenin, cytosin, guanin
a thymin), enzym DNA polymeraza, ktera prodluzuje namnozeny usek (Ishmael a

Stellato, 2008), Mg?* (slouzici ke zpevnéni vazby DNA — polymeraza) a voda.
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Zakladni kroky v PCR:

(1) Pocate¢ni denaturace
e Rozruseni vodikovych mistkii spojujici k sobé vlakna DNA
(2) Denaturace
e dsDNA je denaturovana na jednotliva vlakna
(3) Annealing
e Vitomto kroku dochéazi k nasedani kratkych ologonukeotidi
neboli primert na specificka mista SSDNA dle komplementarity
bazi
e Teplota a doba nasedani primerti zavisi na délce a sloZeni
jednotlivych primera
(4) Elongace
e Dochézi k aktivaci enzymu Tag DNA polymerazy, které se
pfipojuje k primeriim, které jsou jejich startovaci mista a od
nichz dochéazi k syntéze nového vldkna komplementarniho
k templatovym molekulam DNA
e Syntéza probiha ve sméru 5" > 3’
(5) Zavéretna elongace
e Dochazi ke komplementaci v§ech amplifikovanych tisektt DNA
Kroky 2, 3 a 4 se cyklicky opakuji 25 — 40x. Coz ma za nasledek geometrické

navySeni amplikont po kazdém cyklu. Lze to také vyjadfit jako 2", kde n je pocet

cykli (Ishmael, 2008).

] -
e —
nucleatide P 4 ;i_: \
h en 5’ I 3
R . ; ~ — ~ - -
— * 3
]
g 1) o~
5' I 3
, , Denaturation Annealing Elongation
3 5 | I
|
Ny 3 I — -
~ . N — e
DNA primer ~ P ] ~
original DNA 5' ¥
to be replicated 3 -l
N =
|
~~

Obrdazek 4 Pritbeh PCR reakce

(https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_introduction.php)
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3 Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo odlisit na molekularni Grovni druhy Nosema apis
a Nosema ceranae, které zptsobuji nosematozu u véel. Z jednotlivych stanovist’ byly
odebrany vzorky vcel, ze kterych se izolovaly jednotlivé druhy mikrosporidii a za
pomoci molekularnich technik byly rozliSeny na druhové trovni. Vysledky byly
zpracovany piislusnymi bioinformativnimi metodami, spole¢n¢ s literarni reSersi na

téma nosematdzy vcel.
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4 Metodika

4.1 Odbér vcel

Odebrany byly dlouhoveéké zimni véely v obdobi na pfelomu mésice fijna a
listopadu ze zasobniho plastu z okraje zimniho sezeni vcelstva. Usmrceni vcel bylo
provedeno pifimo na stanovisti zamrazenim na suchém ledu. Vsechny vzorky byly
uchovavany v -80 °C. Izolace DNA ze v¢el byla provedena pro kazdy tl zvlast. Pro

PCR vyhodnoceni byl pouzit smésny vzorek z celého stanovisté.

Vzorky byly odebrany z rtiznych stanovist z Ceské republiky. Z oblasti pro
srovnani vyskytu vcelich onemocnéni ve velkych méstech, v zemédélsky obdélavané

krajin& pobliz t&chto mést a v zemédélsky mélo ovlivnénych mist jako je Sumava.

Tabulka 1 Seznam vzorki

Cislo vzorku Stanovisté Cislo vzorku Stanovisté
1. Drslavice 1 15. Marnovice 1
5. Borsov nl. Vltavou 16. Nekvas 1
3 Brno 1 17. Nekvas 2
4 Brno 2 18. Nekvas 3
5 Brno 3 19. Ostrava 1
6. Brno 4 20. Ostrava 2
7 Bruntal 1 21. Poluska 1
8 Buk 1 22. Poluska 2
9. Bysttice 1 23. Praha 1
10. Bysttice 2 24. Praha 2
11. Havifov 1 25. Praha 3
12. Haj ve Slezsku 1 26. Praha 4
13, Kvilda 1 7 UhhrskelJanovwe
14. Malonty 1
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4.2 Priprava vzorku

Jednotlivé odbéry vcel byly rozdrceny v ptedem vyklavované keramické tieci
misce za pomoci kapalného dusiku, aby jednotlivé vzorky byly stale zmrazené. Poté

nasledovala samotna izolace DNA.

4.3 lzolace DNA

Byly testovany dvé metody izolace DNA — izolace DNA pomoci TriReagent a
izolace DNA pomoci CTAB.

4.3.1 lzolace pomoci TriReagent

Vzorek byl homogenizovan v roztoku TriReagent 120 mg (1 vcela) s 500 pl
pufru. Po nasledné centrifugaci 5 000 rmp/ 1 minutu pii 4 °C byl supernatant pfemistén
do nové mikrozkumavky. Do které¢ bylo ptidano opét 500 ul TriReagentu a nékolikrat
bylo promichano. Dale bylo pfidano 200 pl chloroformu, fadné promichano po dobu
minimalné 15 sekund a inkubovano pii pokojové teploté¢ 3 minuty. Naslednou
centrifugaci 14 000 rmp/ 15 minut pfi 4 °C doslo k rozdé€leni suspenze na tfi faze.
Horni bezbarva vodni faze byla odebrana do nové mikrozkumavky a pouzita k izolaci

RNA, zbytek obsahu staré mikrozkumavky byl pouzit pro izolaci DNA.

Z mikrozkumavky pro izolaci DNA byla odebrana zbyld vodna faze, kterd
zbyla po odebrani pro izolaci RNA. Ke vzorku bylo ptidano 300 pl 100 % etanolu,
fadn€ promichano a inkubovédno 3 minuty pifi pokojové teploté. Nasledovala
centrifugace 3 000 rmp/ 5 minut pti 4 °C. Vznikly supernatant byl odstranén a do
mikrozkumavky bylo pfidano 1 ml 1 molarniho citratu trisodného, ktery byl v 10 %
etanolu. Inkubovano 30 minut pii pokojové teploté za obcasného promichani.
Nasledovala centrifugace 3 000 rmp/ 5 minut pii 4 °C. Supernatant byl odstranén a
vznikly pelet DNA byl rozpustén v 1,5 ml 75 % etanolu. Nasledovala inkubace 15
minut pii pokojové teploté. Po findlni centrifugaci 3 000rmp/ 5 minut pii 4 °C byl pelet

vysuSen a nasledné rozpustén ve 100 pl TE pufru a skladovan piti -20 °C.
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4.3.2 lzolace pomoci CTAB

Extrakéni pufr byl predehiaty na 65 °C (495 ul extrakéniho CTAB pufrua 5 pl
beta-mercaptoethanolu na jeden vzorek). Do mikrozkumavek byl dan vzorek
nadrcenych véel (2 kopistkové 1zicky) a predehtaty pufr. Vzorek byl 2—3krat lehce
promichan. Inkubovano po dobu 5 minut pii 65 °C. Poté bylo ptfidano 500 pl
chloroformu — 1AA a 5 minut protfepavano. Centrifugovano 14 000rmp/ 5 minut pii
pokojové teploté. Vznikla vodna faze byla piepipetovana do novych mikrozkumavek
(cca 300 pl) a ptimichano 1/3 izopropanolu, parkrat lehce promichano a vlozeno do
mrazaku (-20 °C), kde bylo inkubovano po dobu 30 minut. Po centrifugaci 14 000rmp/
5 minut pii 4 °C doslo k oddéleni jednotlivych slozek a supernatant byl odstranén. Byl
pfidan 1 ml ledového 70 % etanolu a nasledovala centrifugace 14 000rmp/ 5 minut pii
4 °C. Supernatant byl odstranén a vznikly pelet ususen pti 37 °C. Nasledny ususeny
pelet byl rozpustén v 150 pl TE pufru a vysledny vzorek byl ulozen v mrazaku pii -20
°C.

4.4 Sekvence primeri pro PCR

Oligonukleotidové primery byly pievzaty z védeckého ¢lanku (Ryba, 2012). Pro
N. apis primery ohranicuji isek DNA dlouhy 218 bp a pro N. ceranae tsek 321 bp
(Tabulka 2).

Tabulka 2 Sekvence primerii (Ryba, 2012)

T
Nazev prirxgru Sekvence Délka fragmentu
Nosema apis Forward GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 218 bp
Reverse |GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG
Forward CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA
Nosema ceranae 321 bp

Reverse CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG
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45 PCR

Amplifikace probihala v konvencnim termocykleru T3000 (Biometra,

Némecko).

Tabulka 3 Slozeni PCR reakce

Slozky Objem (ul)
Master mix 5

Forward primer 0.25
Reverse primer 0.25
Extrahovana DNA 1

PCR H20 (Top — bio s.r.0., CR) 3,5

PCR probihala v objemu 10 pl. Slozky PCR byly uchovavany v lednici poté
nasledné promichany a smichany v fadném poméru (Tabulka 3). Prabéh PCR reakce

je v Tabulce 4.

Tabulka 4 Priibéh PCR reakce

Krok Teplota (°C) Cas
Denaturace a aktivace 95 1 min
Denaturace 94 30s
Annealing 72 1 min
Elongace 72 1 min
Opakovani kroku (2—4) 35x
Zaveérecna elongace 72 8 min
Chlazeni 4 o0

4.6 Gelova elektroforéza

Produkty PCR byly pteneseny do 2 % agarosového gelu v 1x TBE pufru
(Trizma base, kyselina borita, 0,5 M EDTA). DNA fragmenty byly obarveny
s pomoci ethidium bromidu a spole¢né se 100bp DNA ladderem, velikostnim
markerem, separovany v gelu pii 120 V pfiblizn€¢ 40 minut. Vyhodnoceni prob&hlo
za pomoci UV transluminatoru s UV svétlem o vlnové délce 312 nm, snimaciho

kamerového systému a vyhodnocovaciho softwaru.
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5 Vysledky

Pro ucely této prace jsem analyzovala 135 vzorki, které byly odebrany z 27
stanovist’. Stanovisté se nachazela ve velkych méstech Ceské republiky, v zem&dé&lsky
obd¢lavané krajin¢ pobliz velkych mést, a nakonec v zemédélsky malo ovlivnénych

mistech jako je napiiklad Sumava.

U vsech analyzovanych vzorkli byla provedena PCR z davodu amplifikace
produktu o oc¢ekavané délce 218 bp (N. apis) a 321 bp (N. ceranae) a posléze

elektroforéza k vizualizaci amplikonii.

Na nasledujicich dvou elektroforeogramech je vidét ladder, 16 vzorku (Brno 1,
Brno 2, Brno 3, Bruntal 1, Drslavice 1, Havifov 1, Praha 1, Nekvas 1, Uhlifské
Janovice 1, Praha 2, Praha 3, Praha 4, Ostrava 1, Nekvas 2, Brno 4, Nekvas 3) a

negativni kontrola (NK). Obrazek 5 se vztahuje na kontrolu N. apis a Obrazek 6 na N.

cerenae.
NK  jadder
ladder
= . s
— ; -
. -
B

SR LT

Obrazek 5 Elektroforeogram vzorkii analyzovanych na pritomnost N. apis; Poradi vzorkii: 1. velikostni marker; 2.
Brno 1; 3. Brno 2; 4. Brno 3; 5. Bruntal 1; 6. Drslavice 1; 7. Haviiov 1; 8. Praha 1; 9. Nekvas 1; 10. Uhlirské
Janovice 1; 11. Praha 2; 12. Praha 3; 13. Praha 4; 14. Ostrava 1; 15. Nekvas 2; 16. Brno 4; 17. Nekvas 3; 18. NK
— negativni kontrola, 19. velikostni marker
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Obrazek 6 Elektroforeogram vzorkii analyzovanych na pritomnost N. cerenae; Poradi vzorkii: 1. velikostni marker;
2. Brno 1; 3. Brno 2; 4. Brno 3; 5. Bruntal 1, 6. Drslavice 1; 7. Havirov 1; 8. Praha 1; 9. Nekvas 1; 10. Uhlirské
Janovice 1; 11. Praha 2; 12. Praha 3; 13. Praha 4; 14. Ostrava 1; 15. Nekvas 2; 16. Brno 4; 17. Nekvas 3; 18. NK
— negativni kontrola; 19. velikostni marker

Na nasledujicich dvou elektroforeogramech je také vidét ladder, 11 vzorka
(Bystiice 1, Kvilda 1, Poluska 1, Manovice 1, BorSov nad Vltavou 1, Poluska 2,
Bysttice 2, Haj ve Slezsku 1, Ostrava 2, Malonty 1, Buk 1) a negativni kontrola (NK).
Obrazek 7 se vztahuje na kontrolu N. apis a Obrazek 8 na N. cerenae.

ladder NK  ladder
-
= poet
— -
—— —
-

Obrazek T Elektroforeogram vzorkit analyzovanych na pritomnost N. apis; Poradi vzorkii: 1. velikostni marker; 7.
Bystrice 1, 8. Kvilda 1; 9. Poluska 1, 10. Manovice 1; 11. Borsov nad Vitavou 1, 12. Poluska 2; 13. Bystrice 2; 14.
Hdj ve Slezsku 1; 15. Ostrava 2; 16. Malonty 1; 17. Buk 1; 18. NK — negativni kontrola; 19. velikostni marker
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Obrdzek 8 Elektroforeogram vzorkii analyzovanych na pritomnost N. cerenae; Poradi vzorkii: 1. velikostni marker;
7. Bystrice 1; 8. Kvilda 1; 9. Poluska 1; 10. Manovice 1; 11. Borsov nad Vitavou 1, 12. Poluska 2; 13. Bystrice 2;
14. Hdj ve Slezsku 1; 15. Ostrava 2; 16. Malonty 1; 17. Buk 1; 18. NK — negativni kontrola, 19. velikostni marker

Z celkového mnozstvi testovanych stanovist' byla ve vétSin€ pozitivnich
vzorkll prokézana pifitomnost druhu N. ceranae naopak N. apis se nevyskytovala
na zadném testovaném stanovisti. Souhrn vysledka detekce N. apis a N. ceranae u

jednotlivych vzorkt je v Tabulce 5.

27



Tabulka 5 Prehled testovanych vzorkii a vysledkit PCR detekce N. apis a N. ceranae, ,, +* — pozitivni vysledek; ,,-

,, — negativni vysledek

Vzorek

. apis

N. ceranae

Drslavice 1

BorSov n. Vltavou
1

+

Brno 1

Brno 2

Brno 3

Brno 4

Bruntal 1

Buk 1

Bysttice 1

Bysttice 2

Havifov 1

H4j ve Slezsku 1

Kvilda 1

Malonty 1

Marnovice 1

Nekvas 1

Nekvas 2

Nekvas 3

Ostrava 1

Ostrava 2

Poluska 1

Poluska 2

Praha 1

Praha 2

Praha 3

Praha 4

Uhlitské Janovice
1
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6 Diskuze

Mikrosporidie rodu Nosema je pivodce onemocnéni nosematdza, které napada
stievni Ustroji véely medonosné (Higes, 2006). V posledni dobé dochazi k castym
uhynim vcelstev, a proto je dilezité zaméfit se na vySetfovani jejich zdravotnimu
stavu a ptripadné zlepSeni preventivnich opatieni. V této praci jsem se proto zaméfila

na detekci mikrosporidii rodu Nosema ve véelstvech na uzemi CR.

Prvnim krokem byl vybér a ptipadna optimalizace metody izolace DNA ze vcel.
Zkusila jsem dvé metody izolace DNA — pomoci TriReagent a CTAB. Izolace pomoci
roztoku TriReagent® je zalozena na pouziti smési guanidin thiokyanatanu a fenolu
Vv monofazovém roztoku, ktery se pouziva kizolaci DNA, RNA a bilkovin
z jakychkoliv biologickych materiald (TRI Reagent® (Guanidine Thiocyanate &
Phenol) Protocol, 2016). Pii pouziti tohoto extrak¢éniho roztoku by podle vyrobce mélo
byt mozné postupné z jednoho vzorku vyextrahovat DNA, RNA i proteiny. Vzhledem
K tomu, ze pro analyzu celkového zdravotniho stavu vcel je potieba izolovat DNA i
RNA (napf. pro analyzu RNA virl), jevila se tato metoda jako vhodna. Pomoci této
metody se mi bohuzel nepodatilo vyizolovat dostatecné mnozstvi DNA ze vzorkd,
proto jsem zkousSela metodu izolace pomoci roztoku CTAB. Metoda CTAB je
zaloZena na polyvinylpyrrolidonu, ktery odstraiiuje kontaminanty a umoznuje ziskani
Cisté a kvalitnéj§i DNA jinak fe¢eno ma schopnost vytvaiet komplex s nukleovymi
kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny, ale pti snizené koncentraci
soli vytvari srazeninu (Murray, 1980). Tato metoda uz prob&hla uspésné. Pro izolaci

celého souboru vzorki jsem proto vybrala metodu izolace pomoci roztoku CTAB.

Vlastni PCR analyzy ukézaly, Ze piivodce nosematdzy se vyskytuje velmi casto,
coz odpovida tvrzeni (Lampeitl, 1996). Uvadi se, Ze v roce 2011 se na tizemi Ceské
republiky vyskytovala nosematoza z 4010 vySetfovanych vzorkd u 2167 vzorki. Z
toho 678 vzorki bylo pozitivnich na N. apis, 1134 na N. ceranae a u 356 se
vyskytovala smisena infekce N. apis a N. ceranae (Kamler, 2011). Vysledky z roku
2011 se neshoduji s vysledky, které byly ziskany v ramci mé bakalaiské prace v
poméru zastoupenych mikrosporidii. Pfi mé analyze bylo zjisténo, ze Vv testovanych
vzorkach se vyskytovala prevazné N. ceranae, zatimco N. apis se nevyskytovala nikde.
Od roku 2011 se nakazova situace velice zménila pficemz N. cerenae tplné vytlacila

N. apis z jeji ekologické niky.
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Epidemiologické diikazy naznacuji, ze N. ceranae muze globalné nahrazovat N.
apis. Smisena infekce obéma druhy se ve véelstvech vyskytuje malo. To ma za pficinu,
7e N. ceranae se stala dominantni ve vétsiné zemépisnych oblasti (Milbrath, 2015). To
potvrzuji 1 vysledky mych analyz, jelikoz se v zadném vcelstvu na vySetfovanych

stanovistich nevyskytovaly ob&é mikrosporidie.

Nakaza N. ceranae se vyznacuje sniZenym poctem vcel ve vcelstvu. To je
potravy ziviny. MuzZe to vést az k uplnému kolapsu vcelstva (Cox-Foster, 2007). N.
ceranae se dava casto do souvislosti s CCD (syndrom zhrouceni v¢elstev), kdy vcelati
nachdzeji pouze prazdné tly, coz je s nejveétsi pravdépodobnosti zplisobeno silnym
napadenim N. ceranae (Ratnieks, 2010). Vzhledem k tomu, Ze moje Setfeni v ramci
této prace probihalo pouze jednu sezonu, nemohu posoudit vliv spor N. ceranae na
CCD. Tato problematika vSak bude predmétem mého dalSiho, dlouhodobéjsiho

vyzkumu.
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[ Zavér

V posledni dobé dochézi béhem zimy k naristu poctu kolonii vcel, které uhynuly
v dusledku infekce zpuisobené mikrosporidiemi r. Nosema. Vzhledem k rozdilné
bionomii a infek¢nosti jednotlivych druhti rodu Nosema je diilezité znat a identifikovat
presné jednotlivé piivodce thynu vcelstva tak, aby bylo mozné efektivné vypracovat

plan ochrany pted infekci. Molekuldrni techniky detekce jsou jednim ze zptsobu, jak

spolehlivé identifikovat riizné organizmy.

V ramci této bakalaiské prace jsem testovala piitomnost mikrosporidii N. apis a
N. ceranae. Ze vcelstev z celkem 27 stanovist’ bylo vyizolovano 135 vzorki DNA
pomoci roztoku CTAB. Z nésledné PCR analyzy plyne, ze ve vSech pozitivnich
vzorcich se vyskytuje neptivodni mikrosporidie Nosema ceranae, zatimco Nosema

apis se nepodafilo detekovat v Zadném z testovanych véelstev.
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