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Anotace: Vcelstva (Apis mellifera) jsou vystavena celé fadé patogent, které predstavuji
potencialni riziko pro jejich zdravi. Rizikovymi faktory jsou jednak pfirozeni neptatelé vcel, které
predstavuje celé spektrum patogennich bakterii, virt a parazitii. Dale maji na zdravi vcel vliv rizné
environmentalni faktory, jako jsou polutanty ¢i klimatické podminky. V poslednich letech jsou
V problematice hodnoceni zdravi vcel zduraznovany interakce mezi rGznymi faktory, jejichz
podstatu vSak neni vétSinou snadné identifikovat. Piedlozena metodika se zamétuje na hodnoceni
rizika interakce mezi stievnim patogenem a pesticidy. Sledovani vlivu téchto interakei ,,vyssiho
radu‘ na vcely je znacné zdlraziiovano védeckou komunitou a piedstavuje vyzvu pro identifikace
pri¢in ztrat vcelstev. Konkrétn¢ bylo v modelovém provedeni metodického postupu vyuzito
pomérné nedavno objeveného patogenu vcel Lotmaria passim. Metodika reaguje na potiebu
komplexniho hodnoceni lidské ¢innosti, konkrétné pouzivani pesticidl, na necilové organismy.
Potencialni uplatnéni je na evropské urovni skrze Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA)
a Evropskou agenturu pro Zivotni prostfedi (EEA). Na trovni Ceska je mozné uplatnéni skrze
jednotliva ministerstva a kompetentni organy statni spravy, zejména Ministerstva zemédélstvi CR
(MZe CR) a Ministerstva zivotniho prostiedi CR (MZP CR), ktera danou problematiku rizik
pesticidii v souvislosti se stavy opylovact fesi. Metodika muze piispét k zajisténi udrzitelného
opyleni riznych rostlin a mé tedy konkrétng vztah k Umluvé o biologické rozmanitosti, ktera patii
k nejvyznamnéj§im mezinarodnim mnohostrannym tuUmluvam v oblasti Zivotniho prostiedi.
Metodika je také v souladu s Novou dohodou pro opylovace, ktera se zabyva ubytkem opylovaci

a opatfenimi pro zlepSeni jejich ochrany.



ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © I

Title: Methodology for assessing the interaction between intestinal parasites of honey bees
and pesticides

Annotation: Honey bee (Apis mellifera) colonies are exposed to a number of pathogens that pose
a potential risk to their health. Risk factors include natural enemies of bees, which represent a wide
range of pathogenic bacteria, viruses and parasites. In addition, various environmental factors such
as pollutants or climatic conditions have an impact on bee health. In recent years, interactions
between different factors have been highlighted in the assessment of bee health, but the nature of
these interactions is usually not easy to identify. This methodology focuses on the risk assessment
of the interaction between an intestinal pathogen and pesticides. Monitoring the effects of these
,.higher-order* interactions on bees has been emphasized by the scientific community and poses a
challenge in identifying the causes of colony losses. Specifically, the relatively recently discovered
bee pathogen Lotmaria passim was used in a model implementation of the methodological
procedure. The methodology responds to the need for a comprehensive assessment of human
activities, specifically pesticide use, on non-target organisms. A potential application is at
European level through the European Food Safety Authority (EFSA) and European Environment
Agency (EEA). At the level of Czechia, it can be implemented through individual ministries and
competent state administration bodies, in particular the Ministry of Agriculture of the Czech
Republic (MZe CR) and the Ministry of the Environment of the Czech Republic (MZP CR), which
address the issue of pesticide risks in relation to pollinators. The methodology can contribute to
ensuring sustainable pollination of different plants and is therefore specifically related to the
Convention on Biological Diversity, which is one of the most important international multilateral
environmental conventions. The methodology is also in line with the New Deal for Pollinators,
which addresses the decline of pollinators and measures to improve their conservation.
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1. Uvod

Hodnoceni rizik pesticidi na vcely je zpravidla zaméfeno na ovlivnéni samotného
mnohabunécného organismu. Vyzkumné prace vsak ukazaly, ze vliv pesticidl na zivo¢ichy mize
byt také neptimy piedahujici jejich znamy mechanismus ucinku. Byl popsan nezadouci vliv
pesticidi na vcely skrze mikroorganismy, které jsou se vcelami asociované. Klicové
mikroorganismy zahrnuji symbiotické bakterie obyvajici stievo. Oznacujeme je jako prospésny
mikrobiom v¢el [1]. Pesticidy mohou mit na vcCely negativni vliv, protoze pusobi na
mikroorganismy spojené se véelou medonosnou (Apis mellifera). Vystaveni véel pesticidim muize
ovlivnit prosp&sny stievni bakterialni mikrobiom, coz muize vést k dysbidoze [2-5] a navic v té
souvislosti mizou byt ovlivnény imunitni drahy vcel [6]. Ve stievé vcel se nevyskytuji pouze
prospésné bakterie, ale mohou se vV ném vyskytovat také patogenni mikroorganismy. Pesticidy
muzou interagovat také s patogeny vcel a v piipadé soubézné expozice vel patogenlim a n€kterym
pesticidim muze dojit téZ k dysbidze [7, 8]. V soucasnosti je jednou z piednich vyzev v ochrané
v¢el studium hodnoceni rizik na Grovni hostitel-patogen [9, 10]. JelikoZ jsou véely vystaveny fadé
patogent, je potfeba provadét kontrolované experimenty k posouzeni dopadu konkrétnich interakci
na urovni hostitel-patogen—pesticid, a to se zohlednenim redlnych expozi¢nich davek.
Experimenty by navic mély byt pfizplsobeny patogenim a testovanym pesticidim, protoze
biologické procesy, které tyto faktory ovliviiuji jednotlivé a spolecné, se mohou zasadné liSit

zejména vzhledem k potencialnim synergickym ¢i dokonce antagonistickym ucinkam.

Véele medonosné mohou skodit rizné patogeny a skiidci z riznych skupin, vcetné virt,
bakterii, hub, protistl, rozto¢t i hmyzu [11-13]. Pro G¢ely metodiky se vSak soustiedime na stfevni
parazity. V minulosti byl sledovan vliv jednoho z neonikotinoidii imidaklopridu na pocetnost
stfevnich mikrosporidii Nosema spp. (Vairimorpha spp.) [14]; Nosema ceranae (hmyzomorka
vychodni) a Nosema apis (hmyzomorka véeli) byly pieklasifikovany na Vairimorpha ceranae a
Vairimorpha apis [15], i kdyz o pfejmenovani panuji pochybnosti [16]. Nosemoza je obecné znamé
infekéni onemocnéni veel, které postihuje dospélé veely a je také nazyvano vceli uplavice. Ve
stieveé vcel se vyskytuji také dalsi paraziti, jako zastupci fadu trypanozomy (Trypanosomatida).
Dlouho byla za zastupce této skupiny paraziti vyskytujiciho se ve v¢elach oznacovana Crithidia
mellificae, jejiz prvni popisy sahaji do roku 1967 [17]. Pozdé&ji vSak bylo zjisténo, ze popis

trypanosomatida ve vcele medonosné byl neptesny, jelikoz byl tradicné uznavany parazit C.
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mellificae odliSen od nové popsaného a v dany moment globaln¢ vyrazné dominantniho
trypanosomatida Lotmaria passim. Pro rozliseni téchto dvou druhti bylo potieba specifickych
mellificae se ve skutec¢nosti vztahovaly k L. passim nebo alesponi jejich smiSenému vyskytu. Je

vSak také mozné, ze se pomér vyskytu C. mellificae k L. passim v ¢ase zm¢énil.

Ackoli je parazit L. passim celosvétové dominantnim zastupcem trypanosomatida u véely
medonosné A. mellifera, jeho patogenni G¢inek na hostitele neni vyjasnén [19-21]. V soucasnosti
je proto obtizné jednoznaéné odpovédét na otazku, zda L. passsim véelam Skodi. Jelikoz se L.
passim vyskytuje prakticky ve vSech vcelstvech, 1ze povazovat za nejspravnéj$i odpoved, ze
véelam mize skodit za urcitych okolnosti [22]. Je na misté zlraznit, Ze tito stfevni parazité mohou
podobné jako rtizné dalsi faktory dilezité pro zdravi veel ovliviiovat fyziologii, chovani, imunitu,

mikrobiom ¢i délku Zivota v¢el [19, 23-26].

Dulezitym faktem pro metodiku jsou informace o biologii patogenu L. passim a to zejména
s ohledem na vyskyt ve véelich délnicich. Prevalence L. passim se mize ve vcelstvech lisit a
dochazi ke koinfekcim s jinymi stfevnimi parazity [27-32]. Kromé roku a ro¢niho obdobi, které
ovlivilyji vyskyt L. passim [33, 34], byly pozorovany zna¢né rozdily ve vyskytu L. passim u délnic
rizného stafi a vyvojovych stadii (larvy, kukly, dospélci) [35, 36]. Nepiitomnost detekce L. passim
ve vajickach naznacuje, Ze nedochazi k transovarialnimu pfenosu [35]. Do nedavna nebylo jasné,
zda se L. passim vyskytuje ve véelach v dob¢ lihnuti, a to vzhledem k experimentalnim provedenim
ve studiich [22]. Rizné studie (v minulosti napt. [21, 24, 35, 37]) totiz tradi¢né vyuZzivaji pfi
experimentech noveé vylihlé veely, které jsou z ramkii hromadné sbirany v intervalech vétSinou
1 az 2 dny (24 nebo 48 h) po umisténi ramku S uzavienym plodem do klimaboxu. Véely tak mohou
stravit na ramcich pomérné dlouhou dobu po vylihnuti a mohou se z rdmkl kontaminovat. Neni
navic ovéfeno, zda jsou jednotlivé vcely v momentu, kdy opoustéji buiniku, vitdlni a prosté
prakticky vSudy pfitomného ektoparazita Varroa destructor (klestik zhoubny aneb klestik vceli)
nebo zda na nich rozto¢ neparazitoval po vylihnuti z jinych napadenych véel. Z experimentalniho
hlediska je dilezitym zjisténim, ze lihnouci se v¢ely neobsahuji L. passim, a proto jsou tyto vzorky
veel vhodnéjsi pii zakladani experimentu pro néasledné manipulativni infekce S timto stfevnim
parazitem [22]. Vyuziti lihnoucich se v¢el v experimentech pro studium fyziologickych zmén ve

véelach véetné interakci hostitel-patogen bylo doporucovano i v jinych studiich [38, 39]. Pokud
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by byly pro experimenty pouzity v¢éely hromadné nalihnuté na ramcich, byla by rtizna nezadouci
rizika podstatné vyssi nez v ptipadé sbéru vcel v momenté, kdy opoustéji bunku prokousavanim
vicka [22].

2. Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout obecné¢ platny metodicky postup, ktery bude vyuzitelny pfi
hodnoceni interakci pesticidi a pfipadné dalSich polutantii se stfevnimi patogeny. Potiebé
porozuméni interakcim mezi polutanty a patogeny vcely medonosné je védeckou komunitou
piifazovan ¢im dale vétsi vyznam. Obecnym cilem je pfispét novymi prvky k hodnoceni rizik

pesticidl na necilové organismy.

3. Vlastni popis metodiky

Zakladnim prvkem metodiky je provedeni experimentu, pfi némz jsou véely exponované testované
pesticidni latce a také patogenu za ucelem zjisténi potencialni interakce. Provedenim metodiky je
testovan vliv pesticidni latky na zastoupeni patogenu, z ¢ehoz lze v kone¢ném disledku vyvodit
vliv na v€ely jako hostitele. Metodicky postup obsahuje pfipravu experimentalni klicky, vybér a
odbér vcel pro experiment, expozici vel pesticidu a patogenu, a také odbér véel v prubéhu
experimentu pro analyzy. Uvedeny ,standardni metodicky postup miuze byt dle potieby
modifikovan. Zmény se mohou dotykat zejména volby pesticidni latky. Vhodnou kvantitativni
analyzou patogenu je qPCR, metoda vSak miZze byt modifikovand dle dostupnych pfistroji
Vv laboratotich a ptipadné dle zvolenych kvantifikacnich markerd. Pfi testovani vSak muze byt
zménén také modelovy patogen, mimo L. passim muze byt pouzit C. mellificae. Metodicky postup
je vprincipu vhodny také protesty sN. (V.)apis ¢i N.(V.) ceranae, a to s odpovidajicimi
modifikacemi pro davkovani patogenu. Metodicky postup muize byt aplikovatelny také na

koinfekce patogent a jejich interakce s pesticidy ¢i jinymi polutanty.

3.1. Experimentalni klicka

Klicovym prvkem metodiky je experimentdlni klicka, ktera je zvolena tak, aby umoznovala
testovani vétsiho poctu veel, snadnou vymeénu potravy, apliakci infekéni davky a také snadny odbér
vzorku. Je potieba, aby byl v pribéhu experimentu mozny odbér vzorka bez nutnosti odklopeni

celého vika klicky, coz by mohlo byt rizikové pro unik vcel z klicky. K tomu ucelu se pouzije

-3-
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klicka, ktera bude mit ve viku mensi otvor. Dle metodiky je vhodnou experimentdlni klickou
potravinova doza s odklopovacim kruhovym vikem, ktera se dale upravi pro experimentalni tcely

(obrazek 1).
Material:

1. Hranatéd potravinova déoza LOCK&LOCK o objemu 1800 ml s odklopovacim kruhovym
vikem.

2. Hygienicka piskova podlozka (piskovy koberec) pro udrzeni €istoty na dné klicky.

3. Hydrogel Floria v pytliku z netkané textilie pro udrzeni lepsiho klimatu v klicce.

4. Napgjecka pro ptdky 66 ml a jemna miizka do napéjecky. Mize byt pouzit i jiny typ
napdjecky.

5. Filtraéni papir do kruhového odklopovaciho vika.

6. Aku vrtacka s prislusenstvim, vypalovaci pajka na plast.

7. Panensky vosk pro potieni vnitiniho prostoru klicky.

1. Do dézy se u dna na dvou protismérnych kratSich strandch vyvrtaji nebo vytiznou dva
otvory. Otvory musi byt zhotoveny tak, aby neumoziiovaly pii umisténi krmitka a stiikacky
prilez véelam ven.

2. Do jednoho otvoru ve spodni ¢asti dozy se umisti krmitko (napajecka), kterym se vcely
kontinualné krmi.

3. Druhy otvor ve spodni ¢asti dozy slouzi pro injekéni stéikacku, kterou se aplikuje patogen.
4. Do kulatého vika ve stropnim viku, které slouzi k odebirani vzorkli vcel v prabéhu
experimentu, se vyvrtaji otvory o praméru 2,5 mm, aby byl umoznén pruchod vzduchu.

5. Kulaté viko se prelepi filtracnim papirem, ktery sniZi vyménu vzduchu mezi vnitinim
prostorem experimentalni klicky a okolnim prostfedim. Filtra¢ni papir také slouzi k
prevenci potencialni kiizové kontaminace.

6. Stény klicky se potfou roztavenym panenskym voskem.
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Obrazek 1. Experimentalni klicka, jejiz zaklad tvoti potravinova déza s odklopovacim kruhovym
vikem.

e

\rwl\‘/RAL-HB

DBCARTRANNA
WHSNIKA POOR 0cA

3.2.  Krmivo pro véely

Krmivo pro v€ely piedstavuje 50% cukerny roztok, ktery je smichén s upravenym rouskovanym
pylem. Principieln€ mize zéklad cukerné¢ho roztoku tvofit invertovany cukr nebo fepny cukr.
V metodice je upfednostnén Sirup z invertované¢ho cukru, ve kterém prevazuje fruktéza nad

-5.-
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glukozou. Invertovany cukr musi byt kvalitni a nesmi obsahovat nezadouci balastni latky jako vyssi

cukry. Ackoliv jsou nékdy pouzivany nahrazky pylu [21], v metodice je upfednostnén rouskovany

pyl, vzhledem Kk pfirozenosti pro véely. Pyl v§ak musi byt v biokvalité, aby bylo minimalizovano

riziko vyskytu rezidui pesticidi. Piipravu pylové slozky krmiva znézoriuje obrazek 2.

Materiél:

1.

© N o g B~ W

Postup:

Rouskovany pyl v biokvalit¢.
V nékterych pracech se alternativné pouzilo krmivové aditivum. Byl pouzit napt. Promotor
L (Calier Lab, Barcelona, Spanélsko) o koncentraci 2 % [21], coZ je tekuté doplitkové
krmivo pro drib¢z, které obsahuje 19 aminokyselin (esencialnich a neesencialnich).

Invertovany (glukézo-fruktézovy sirup bez zbytkovych vyssich cukri nebo fepny cukr,

jehoz vysledna koncentrace v krmivu se dle metodiky upravuje na 50 %.

Predvatena a odstata pitna voda.

Mlynek (napt. kavovy).

Ultrazvukovy ponorny sonikator.

Lyofylizétor.

Autoklav.

Lahve (100 ml) se Sroubovacim modrym uzavérem GL 45.

Pyl se nejprve lyofilizuje, aby byl ovéfen zbytkovy obsah vody pro kalkulace navazky
susiny pylu. Pyl se umisti do flaként s dérovanym vickem a filtrem, v nichz je lyofilizovan
ptes noc. Bud’ se lyofylizuje veskery pyl ur€eny pro piipravu, nebo se lyofylizuje pouze
¢ast a hmotnostni rozdil se pouzije pro vysledné kalkulace.

Pyl se rozemele v mlynku (na kavu).

Navazka odpovidajici poZadovanému mnozstvi rozemletého pylu se nasype do laboratorni
sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem a piida se odpovidajici mnozZstvi predvarené
vody. Na 1 g suSiny pylu ptipada 20 g piedvaiené vody.

Provede se homogenizace ultrazvukovym sonikatorem a lahve se autoklavuji.

Pozn. Pfti sterilizaci je nutné nechat uzavér lahve lehce povoleny.

Do zasoby se piipravuje vice lahvi. Jelikoz by se po otevieni mohl pyl kazit, je potieba mit

Vv zaloze néhradni zdroj upraveného pylu.

-6-
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6. Autoklavované a uzaviené lahve pylu s vodou se skladuji v chladu a temnu pfi 4+1 °C.

7. Proaplikaci v krmivu se zasobni vodny roztok pylu micha s cukernym roztokem v takovém
poméru, aby bylo dosazeno koncentrace 5 g pylu na 1 kg potravy a zaroven bylo dosazeno

50% cukerného roztoku.

Obrazek 2. Znazornéni piipravy pylové slozky krimiva, ktera se micha s cukernou slozkou.

3.3.  Vybér latky nebo POR pro hodnoceni a nastaveni experimentalni koncentrace

Pfi vybéru vhodné pesticidni latky nebo formulovaného pesticidu — prostiedku na ochranu rostlin
(POR) se zpravidla zaméfujeme na aktualni vyznam z hlediska spole¢nosti a organti hodnoticich
rizika pesticidi. Pfi vybéru se Ize zaméfit také na modelové latky, u nichz je predpoklad daného

ucinku.

Komentar: Pravé z uvedenych divodi je v metodice uveden v modelovém ptipadé neonikotinoid
imidakloprid. Imidakloprid je sice v soucasnosti pro pouziti v POR v Evropské unii (EU) zakazan,

ale je hojn€ pouzivan jinde ve svété. Povolené pouzivani imidaklopridu mimo EU je tedy s ohledem
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na situaci v EU kontroverzni. V minulosti byl sledovan vliv jednoho z neonikotinoidu

imidaklopridu na pocetnost stfevnich mikrosporidii Nosema (Vairimorpha) spp. [14], a tak byl

predpoklad, ze imidakloprid bude ovliviiovat také jiné patogeny/parazity vcel.

3.4.

Véely pro experimenty

Pro odbér vzorki véel se vybiraji pouze takova vcelstva, kterd 1ze povazovat za zdrava. Takova

vcelstva nevykazuji zndmky onemocnéni, maji rychly rozvoj a plod nevykazuje mezerovitost. Pro

zalozeni experimentu se pouziji délnice, které jsou sbirdny v okamziku, kdy prokousavaji vicko

bunky, aby buiiku opustily. V¢ely musi byt vitalni bez znatelnych problémt s fitness a nesmi byt

parazitované roztoCem Varroa v uzaviené bunce.

Materiél:

Postup:

1.

o o~ wnE

Réamek s uzavienym délni¢im plodem, ve kterém se lihnou vcely.

Pinzeta.

Paratka.

Jendorazové rukavice.

Doéza vystland bunic¢inou pro umist'ovani odebiranych vcel.

Klimabox s nucenou cirkulaci nastaveny na 35 °C pro provedeni experimentu a ptipadnou

inkubaci ramku pro odbér lihnoucich se vcel.

Pro odbér vcel se vybere veelstvo, které nejevi znaky onemocnéni, ma rychly rozvoj a nema
mezerovity plod.

Pozn. Idealni je pouzit v¢elstvo se znamou historii a (dlouhodob¢) sledované. Pripadné se
muze veelstvo pted odbérem vySetfit na patogeny molekuldrnimi metodami.

U vybraného vcelstva se najde rdmek suzavienym plodem, idedln€ s hromadné
vybihajicim plodem.

Pozn. Pokud vybrané vcelstvo nemd v daném momentu vybihajici plod, doporucuje se
udélat prohlidku uzaviené¢ho plodu otevienim nékolika vicek. Vzhledem k aktualnimu
stadiu kukel se odbér vzorkd lihnoucich se vcel nacasuje. Vhodny ramek se oznaci

zvolenym symbolem nebo datumem.
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3. Pred odbérem se z rdmku s uzavienym plodem opatrné sklepnou vcéely nebo se opatrné
ometou, aby neptekazely v odbéru.

4. Vcely se odebiraji v momentu, kdy se prokousavaji vickem a opousteji buitkku. Pii odbéru
se pouzivaji plastové jednorazové rukavice a/nebo pinzeta. Vcely neni vhodné odebirat
holyma rukama. Nesmi dojit k poSkozeni ani kontaminaci vcel.

5. Pro experiment se pouziji pouze vitalni véely, které se vyvijely bez pritomnosti roztoce
Varroa v buiice. Kazda vcela se prohlédne, aby se ovéfilo, ze nema na téle roztoce Varroa.
Zaroven se prohlédne i buiika, ve které by mohl byt rozto¢ také ukryt.

6. Odebrana vcela se opatrné umisti do krabice (vyssi dozy), v niZ je umisténa buniCina, ktera
zmé&k¢uje povrch dna a eliminuje poskozeni véel. Po nasbirani dostate¢ného poctu se véely
premisti do experimentalni klicky, zapiSe se ¢as pro danou experimentalni klicku. Klicka
vybavena krmivem zatim bez jakékoliv experimentélni expozice se umisti do klimaboxu

prednastaveného na 35 °C pro 24hodinovou aklimatizaci.

Komentar: Pokud je to mozné, doporucuje se v teplych dnech, zejména kdy venkovni tepoty
dosahuji kolem 30 °C a vice, odebirat v€ely pfimo na stanoviSti. Vybihani vcel po nékolika
minutach obvykle ustava, a tak se ramek umisti na chvili (cca 10-15 min) zpét do Glu. Alternativné
je mozné ramek prenést do klimaboxu pfednastaveného na 35°C. Ramek je vSak potieba opakované
vracet do klimaboxu a vcely odebirat postupné, protoze lihnuti ustava. Ramek s plodem nesmi
prochladnout. Delsi odlouceni véel od vcelstva také neni Zadouci, proto uptednostitujeme odbér u
vcelstva. To je vSak vhodné v teplych dnech a v dobé, kdy na stanovisti nedochézi k loupezim.

V ptipadé, Ze jsou odebirany véely z izolatorti, je mozné odebirat vzorky.

3.5. Stievni parazit pro expozici véel

DalSim biologickym vzorkem pro experiment je kultura parazita, ktery se pouZije pro infekci.
Jednou moZnosti je vyuziti sbirkovych kmentll. Vyhoda sbirkovych kmenti obvykle spociva v tom,
ze jiz byly pouzity v experimentech rizného druhu. V takovych piipadech lze s vyhodou vyuzit jiz
ziskanych informaci o patogenité kmenu ve srovnavacich studich. Nevyhodu sbirkovych kmenl
vSak predstavuje ovlivnéni patogenity delSim setrvanim V kultufe. Na mozné ovlivnéni mezi
riznymi pasazemi v kulturach L. passim upozornovali v publikaci Buendia-Abad et al. [40], kde

byla experimentalné prokazovana vyssi mortalita v¢el pfi pouziti nizSich pasazi patogenu [40].

Stejna studie [40] také obsahuje optimalizovany protokol pro izolaci L. passim. Nutno brat v potaz,
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ze vyznamnym faktorem ovlivilujicim patogenitu a pfipadné¢ 1 mortalitu vcel v prubéhu
experimentu muze byt riznéd virulence kmenti patogenu. Bez ohledu na pouzity kmen ¢i pasaz
patogenu, které mohou vyrazné ovlivnit prevalenci ve v¢elach, by vSak vysledny efekt pesticidni
latky na interakci mezi patogenem a vcelou mél byt ze statistického hlediska patrny. Zakladnim
piedpokladem signifikantniho zapojeni pesticidu do interakce totiz je, Ze hodnocena latka ovliviiuje
biochemické drahy, coz zpisobi indukci vétsiho pomnozeni patogenu. Teoreticky vSak nelze
vyloucit nesignifikatni nebo také opacény — supresivni efekt pesticidni latky. Pro pribéh
experimentu je potfeba zvolit vhodnou infekéni davku patogenu. Infekéni davku lze povazovat od
5 tisic bunék vyse [41, 42]. Predpoklada se, Ze vcely vypiji primérné 10 ul potravy s 10 tisici
bunkami parazita [24]. Na zakladé téchto informaci se voli vhodna koncentrace patogenu pro
infekéni davku. Je vSak potieba brat také v potaz socialni chovani vcel, diky kterému si jedinci

vzajemné pieddvaji potravu, a tedy i ndkazu.
Material:

1. Kultura patogenu pro infekci. Bud’ se ziska vlastni kmen patogenu izolaci, nebo se pouZzije
sbirkovy izolat. V piipadé L. passim je adekvatni postup pro izolaci detailn€ uveden napf.
v publikaci Buendia-Abad et al. [40]. Je nutné pfistupovat ke kultufe s ohledem na ¢islo
pasaze, jelikoz bylo identifikovano snizeni virulence L. pasim vzhledem k dlouhodobému
drzeni v kultute. Je vhodné konkrétni lokalni kmeny pouzivané v experimentech
charakterizovat, jelikoz se jejich virulence mize vyznamné lisit [40, 43].

2. Biirkerova komtirka (specialni podlozni skli¢ko) pro pocitani infekéni davky.

3. Cukerny sachar6zovy roztok z fepného cukru pro aplikaci patogenu.

4. Predvafena odstita voda.

1. Pfipravi se dieta pro infek¢éni davku L. passim, kde na 1 ml ptipada 100 ul o koncentraci
107 bunék/ml kultury, 600 pl ptevafené odstaté vody a 300 pl 67% cukerného roztoku.
Pozn.: Infekéni davka by méla byt pFipravena tak, aby bylo splnéno alesponi 10* bunék na
10 pl [24] vysledného cukerného roztoku.

2. Redéni pro infekéni davku se pripravi nasledovné. Z bunééné kultury se odebere 100 pl do

mikrozkumavky a ptida se 900 pl fyziologického roztoku s formalinem (10%). Zkumavka
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se promicha. Suspenzi se pak naplni komurka. Pod mikroskopem se spocita mnozstvi bunék

v 1 ml kultury a nasledn¢ se odvodi odpovidajici fedéni pro docileni davky.

Priabéh experimentu v klicce a odbér vzorki

Metodika je zamétena na urceni efektu pesticidu na prevalenci patogenu ve vcelach. Zakladaji se

dv¢ experimentalni série. V obou sériich jsou véely vystaveny patogenu, ale pouze v jedné z nich

Jjsou exponované také pesticidu. Kontrolni sérii predstavuji véely, které nejsou vystaveny pesticidu.

Experiment se zaklada ve tfech opakovanich pro kontrolni variantu bez pesticidu i pro variantu

exponovanou pesticidu. Vcely jsou odebirany v pravidelnych intervalech odpovidajici riznym

dnlim stafi véel po vylihnuti. Alternativn€ mohou byt véely odebrany pouze v urcitém zvoleném

¢asovém intervalu. Experimentalni provedeni znazoriuje obrazek 3.

Material:

S A

Klimabox s nucenou cirkulaci umoziujici stabilni a homogenni teplotu 35 °C.
Klicky (viz kapitolu 3.1.) se véelami sbiranymi v dob¢ lihnuti (viz kapitolu 3.4).
Krmivo pro véely bez pesticidu (viz kapitolu 3.2) a s pesticidem (viz kapitolu 3.3).
Stiikacka s infekéni davkou parazita (viz kapitolu 3.5).

Zkumavky typu Eppendorf pro individudlni sbér vzorku véel.

Mrazici box —60 °C nebo Iépe —80 °C pro uskladnéni biologickych vzorkd.

Prubéh experimentu:

1.

Nasbirané lihnouci se v€ely se umisti do pfipravenych klicek. Do kazdé klicky se umisti 50
jedinci veel.

Do klicky se umisti krmitko s krmivem pro vcely.

Pozn. Krmivo prozatim neobsahuje v exponované skupiné piidany pesticid a je stejné jako
Vv ptipadé¢ kontrolni skupiny.

Klicky se vcelami se umisti do klimaboxu s nucenou cirkulaci a prednastavenou teplotou
na 35 °C.

Pozn. Zvolena experimentani teplota na 35 °C piedstavuje optimalni teplotu v plodisti [44-
46], kde se mladé vcely uplatnuji. Je potieba si uvédomit, ze v¢ely funguji jako krmicky ve
véku piiblizné od 3. do 12. dne od vylihnuti. V nekterych studich byly experimenty
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provadény také pii jinych, nizsich teplotach, napt. 27 °C [21, 47]. Takovéto teploty by vSak
mohly byt vhodné pro 1étavky, které vceli ul opousti, a jedna se rozhodné o starsi vcely.

4. Prvnich 24 hodin probiha adaptace vc¢el. V priibéhu adaptace je véeldm podavano pouze
krmivo bez expozi¢ni latky (ptidaného pesticidu) ani neni aplikovana infekéni davka
patogenu.

5. Dalsich 24 hodin, které nasleduji po adaptaci, probiha infekce patogenem. Odstrani se
krmitko s dietou a do protilehlého otvoru se umisti stiikacka s expozi¢ni davkou patogenu.
Infekéni expozice probiha 24 hodin v kontrolni i expoziéni sérii.

6. Po skonceni infek¢ni expozice se stiikacky vyjmou a vcelam je opét podavano krmivo.
Zatimco v kontrolni varianté je véelam podavano krmivo bez ptidané pesticidni latky, které
je identické krmivu pouzitému pii adaptaci (viz bod 2), tak ve druhé expozicni varianté je
totéz krmivo obohaceno o pesticidni latku. Krmivo je v pribéhu experimentu pravidelné
meénéno (ob den), aby byla zachovana jeho Cerstvost a piedeslo se kazeni.

Pozn.: Experiment je sméfovan primarné ke zjisténi, zda expozice pesticidni latkou
ovlivituje abundanci/prevalenci patogenu. Proto jsou ob¢ varianty infikovany patogenem a
Vv kontrolni expozici se véelam podava krmivo bez pesticidu, zatimco v expoziéni sérii je
naopak krmeni obohacené o pesticid. Je mozné provést negativni kontrolu, kdy v¢ely nejsou
vystaveny vcéelimu patogenu. V takové sérii by neméli byt paraziti detekovani, jelikoz

lihnouci se v¢ely jsou prosté parazita a parazit se tedy nevyviji [22].

Odbér vzorki:

Vzorky vcel se odebiraji Vv raznych casovych intervalech v prubéhu experimentu nebo
V konkrétnim casovém useku. Zalezi na konkrétnim névrhu experimentu, kdy se zvazuje potieba
sledovani v pribéhu starnuti vcel (v ¢ase) nebo jen hodnoceni v urcitém konkrétném cCase.
Z hlediska abundance stfevniho parazita je idealni provadét odbér kolem 10. dne stafi vcel.
Maximalni stafi v€el v experimentu je stanoveno na 15 dni, protoze pozdéji dochazi k vyraznému

nezadoucimu tthynu vlivem parazita i u kontrolnich skupin [21, 22].

1. Vzorky vcel se odebiraji ob den. Pti prvnim odbéru jsou véely staré¢ 5 dni od vylihnuti a
jsou tedy 3. den od provedeni infekce.
2. Odebrané vzorky vcel se jednotlivé umisti do vzorkovnic, standardné typu Eppendorf, a

okamzité se zamrazi.

-12 -



’ {
ZEMES Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy ©

3. Standardné se odebird 6 vcel v kazdém Casovém tseku. (Odbéry v 5 ¢asovych intervalech
se ziska celkem 30 v¢el.)

4. Jednotlivé veely se okamzit€ po odbéru zmrazi na suchém ledu.

3.7.  Schematické znazornéni metodického postupu

Vzorky vcel nasbiranych podle navrzeného experimentu se nasledné analyzuji zvolenymi
metodami. Na obrazku 3 je uvedeno schématické znazornéni typového experimentu, ve kterém
jsou vzorky vcel odebirany v celkem péti ¢asovych intervalech. Je mozné zvolit odbér v méné
Casovych intervalech nebo dokonce v jednom konkrétnim. V takovém piipadé se s vyhodou
odebere vice jednotliveill, nez 6 vcel. Kritickymi ¢asovymi intervaly pro odbér vzorki véel jsou
den 9. aden 11. Nevyhodu odbéru vzorkt v méné ¢asovych intervalech je absence srovnani vyvoje

infekce v dase.

Obrazek 3. Schematické znazornéni metodického postupu. Schéma experimentalniho postupu
s ¢asovym rozvrzenim od sbéru lihnoucich se véel, podavani krmiva, expozice patogenu, expozice
testované latce/pesticidu a sbéru vzorkli. DPI — dny po infekci (po ukonceni 24hodinové expozice
patogenem).

Den 3 Den 5 Den 7 Den 9 Den 11 Den 13
Den 0-1 Den 2
1DPI 3DPI SDPI 7DPI 9DPI 11DPI

. 2 . “ . “ . “ . “
vzorkovani vzorkovani vzorkovani vzorkovani vzorkovani

shér

infekce po krmeni
lihnoucich se

dobu

6 vcel 6 vcel 6 vcel 6 vcel 6 vcel
V(“:el . J . J . J .

24 hodin

pesticid —  krmivo —  krmivo —  krmivo —  krmivo —  krmivo
—  pesticid —  pesticid —  pesticid —  pesticid —  pesticid
adaptatace
24 hodin L J L J L J L J L J

—

3.8.  Analyzy vzorki

Vzorky v€el je mozné analyzovat fadou rtznych zplsobl. Zakladni analyza ptedstavuje
kvantifikaci patogenu, jemuz byly véely vystaveny. Je v§ak mozné vyuzit i dalsich pfistupt, které
poskytnou informace o vlivu expozice pesticidem na interakci host—patogen. Celé véely, jejich
¢asti nebo organy je mozné analyzovat vysokokapacitnimi piistupy jako je transkriptomika,

proteomika, metabolomika. Zalezi na instrumentalnich a také finan¢nich mozZnostech laboratofe a
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zadavatele. Napt. ve studii Erban et al. [22] byla kromé qPCR analyzy zadecku véel provedena
také proteomicka analyza hlav vybranych vzorkl vcel, které byly selektovany dle kvantitativnich

vysledkl pfitomnosti a nepfitonosti patogenu.

3.8.1. Kvantifikace patogenu

V zékladnim provedeni se v¢ely analyzuji na patogen, jimz byly vcely infikovany. Pro analyzu
jsou z celych véel odebirany zadecky vcel, které jsou posléze analyzovany. Metoda analyzy je
zavisla na konkrétnim vybaveni laboratote. Jednou z moznosti kvantitativni detekce L. passim je
qPCR, ktera vychazi z publikace Xu et al. [48], ve které je popsana také kvantifikace C. mellificae.
Metoda je uvedena také v publikaci Erban et al. [22], kde jsou pro kalibraci gPCR detekce namisto
syntetickych DNA fragmentt pouzity fedéni odpovidajici poctim bun¢k L. passim.

Postup:

1. Ze zmrazenych vcel se odeberou zadecky. Zadecky se odebiraji odlomenim zmrzlého
zadecku nebo jeho ufiznutim.

Zadecky se povrchové sterilizuji 96% ethanolem.

Povrchové sterilizované zadecky se oc€isti sterilnim fyziologickym roztokem.

Izoluje se DNA (Kkitem).

o > N

Ptipravi se reakéni smes, kterd obsahuje primery specifické pro vceli gen a patogen (viz

tabulku 2 v publikaci Xu et al. [48]), proby, master mix a nuclease-free vodu.

6. Master mix se smicha s izolovanou DNA nebo v piipadé negativni kontroly s vodou.

7. Pro vypocet mnozstvi DNA ve vzorku vcel (zadecku) se pfipravi standardy o zndmé
koncentraci. Kvantifikace buné¢k patogenu se odvodi z kalibrace podle fedicich fad
odvozenych dle poéitani patogenu v Biirkerové komurce pod mikroskopem [22]. Nebo se
vyuzije syntetickych DNA fragmentd [48], z nichZ jsou vytvofeny kalibrace v fedici fade.

8. Reaké¢ni smés s biologickymi, kontrolnimi a kalibraénimi vzorky se pipetuje do desticek

pro qPCR, které se vlozi do real-time PCR cycleru, ve kterém se provede analyza.

3.8.2. Vyhodnoceni a interpretace dat

Metodika je zaméfena na hodnoceni rizika latek (pesticidi) na interakci mezi véelami a jejich

sttevnimi patogenem. Data se vyhodnoti statistickymi metodami, typicky analyzou rozptylu (téz
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ANOVA z anglického ANalysis Of VAriance), pficemz za hranici signifikantniho rozdilu je
povazovana alespon p-hodnota mensi nez 0,05. Pokud jsou experimenty opakovany v ¢ase, hodnoti
se také rozdily celkového vysledku mezi témito casove zavislymi opakovanimi. V takovém ptipadé
se pouzije multifaktorova varia¢ni analyza (ANOVA) a/nebo Bayesovska analyza [49, 50]. Pro
Bayesovskou analyzu se vyuzije bali¢ek v prostfedi R [51]. Z vyhodnoceni dat je pak mozné
identifikovat miru vlivu opakovani v ¢ase na vysledek oproti samotnému Vvlivu testované latky.
Vyhodnoceni vlivu testované latky na patogen ve véelach v opakovani experimentu je dilezitym
faktorem z hlediska prikazu opakovatelnosti s experimentalnimi véelami odebranymi v jiném roce
nebo v jiné sezéné. Ve vysledku se hodnoti také kmen patogenu pouzitého pro infekci, pii¢emz je

zvazovana také pasaz patogenu Vv kultuie [40].

4. Priklad provedeni metodiky

A. Vybrany modelovy pesticid:

e Hodnocena G¢inna latka: imidakloprid (analyticky standard; PESTANAL®, Supelco,
Sigma—Aldrich).

Komentar: Imidakloprid je jednim z pivodné péti povolenych neonikotinoidi v EU, které
zahrnovaly imidakloprid, thiamethoxam, klothianidin, thiakloprid a acetamiprid. V souc¢asnosti je
z nich v EU povolen jiz jen acetamiprid, ktery ma platnou registraci do 28. unora 2033 [52]. To,
ze je imidakloprid zakazan v EU pro pouziti v prostfedcich na ochranu rostlin (POR), neznamena,
ze neni vyznamny z globalniho hlediska. V fad¢ stati mimo EU je totiZ hojné pouzivan v POR.
Navic je i v EU povoleny v biocidech napt. proti mravencim [53, 54]. Imidakloprid je navic
dobrym modelem z hlediska hodnoceni interakce pesticidu se stfevnimi patogeny vcely
medonosné. Pettis a kol (2012) totiz prokazali, ze imidakloprid zvySuje pocetnost stfevnich
mikrosporidii Nosema spp. (Vairimorpha spp.) [14]. Tato skute¢nost byla pfedpokladem, ze by

mohl imidakloprid ovliviiovat také vyskyt jiného stievniho parazita v¢el L. passim [22].

B. Zakladni suroviny pro krmivo:

e Invertovany sirup: Apisyrup 71/73 (E D & F Man Ingredients).
Experiment byl proveden ve dvou letech po sob¢. ProtoZe byly pouzity dvé riizné Sarze Apisyrupu,

bylo ovéieno jejich slozeni, do jaké miry se odliSuji. Pro experimenty je také dulezity nizky obsah
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HMEF, ktery je pro véely toxicky. V prvnim roce m¢l zasobni sirup tyto presné parametry: i) Brix
72,8; ii) pH 4,2; iii) hydroxymethylfurfural (HMF) 29 ppm; iv) cukry: fruktdza/glukoza/sacharoza
V poméru 42/32/26; a ostatni cukry byly pod mezi stanovitelnosti (LOQ), kterd byla na zakladé¢
metody HPLC 0,5 %. V druhém roce byly piesné parametry zasobniho sirupu nasledujici: 1) Brix
72.,4; 11) pH 3,8; ii1)) HMF 24 ppm; a iv) cukry: fruktéza/glukoza/sachar6za v poméru 40/28/32.
Slozeni Sarzi Apisyrupu je podobné a s nizkym obsahem HMF, a proto by nemély mit vliv na
vysledek.
e Rouskovany pyl: 100% v¢eli pyl rouskovany — BIO (Naturalis).

Komentar: Je potteba pouzit kvalitni invertovany frukt6zo-glukdzovy sirup, bez zbytkovych cukrt,
s nizkym obsahem HMF, které by mohly ¢init travici problémy vcelam. Mize byt pouzit fepny

cukr. Pyl by mél byt v biokvalité, pro minimalizaci rezidualniho vyskytu pesticida.

C. Biologicky material:

e Lihnouci se véeli délnice Apis mellifera carnica, Pollmann 1879: Vyzkumny tstav
rostlinné vyroby, v. v. 1., stanovist¢ Praha-Ruzyné.
e Lotmaria passim: izolat ziskany v kvétnu/¢ervnu 2020 ze zadniho stieva v¢el sbiranych

ve Vyzkumném ustavu vcelarském, S. r. 0. V experimentu byly pouzity pasdze 8 a 11.

D. Vzorky

V kazdém casovém intervalu bylo z kazdé klicky v ramci opakovani nasbirano 6 vcel. Celkové
tedy bylo v péti Casovych intervalech nasbirano pro analyzy 30 vcel. Vcely byly jednotlivé
umistény do zkumavek typu Eppendorf a okamzité byly zamrazeny na suchém ledu. VSechny
vzorky byly skladovany pti —80 °C do zpracovani na analyzy. Byly provedeny celkem dva totozné
experimenty ve dvou po sobé jdoucich letech v obdobném ro¢nim obdobi. Opakovani v Case je

dilezité jako prikaz reprodukovatelnosti.

E. Analyzy:

e (PCR: reakéni smés — DNA izolovana ze zadecku vcel byla analyzovana na real-time
cycleru LightCycler® 480 System (Roche). Reakéni smés predstavovala 5 pl smési

Maxima Probe/ROX Master (Thermo), 1 ul primert (reverzni + forward; viz Xu et al.
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[48]) a sondy (v koneéné koncentraci 100 nM) a 2 pl vody bez nukleazy. 8 ul reakéni
smési bylo pipetovano do 96jamkové PCR desticky a do kazdé jamky byly pfidany 2
ul DNA nebo negativni kontroly (voda). Kalibrace pro kvantifikaci byla provedena
vzhledem Kk poétu bun¢k L. passim ve vzorku.

Proteomicka analyza: tryptické digesce zhlav v¢el byly analyzovany pomoci
nanokapalinové chromatografie (nanoLC) Dionex Ultimate 3000 ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo). Data byla
vyhodnocena pomoci algoritmt label-free kvantifikace (LFQ) v programu MaxQuant
verze 2.4.1.0 [55]. Vyhledavaci databaze predstavovala 23 520 sekvenci z RefSeq
NCBI, které byly stazeny dne 13. kvétna 2023. Déle byla data vyhodnocena v programu
Perseus verze 2.0.7.0 [56].

F. Vysledky:

Byly ziskany vysledky kvantifikace L. passim ve vcelach. Zjisténé hodnoty
odpovidajici po¢tu bun¢k v jednotlivych vzorcich shrnuje tabulka 1. Nejvyssi hodnoty
dosahovaly tadové miliond bunék na wvcelu. Statistické vyhodnceni metodou
multifaktorové ANOVA znézoriiuje tabulka 2.

Proteomickou analyzou hlav vcel bylo celkové identifikovano 3 217 proteint (exaktné
proteinovych hitl), ale po vyfiltrovnani datasetu podle kritéria, kdy identifikace mély
aspont 70 % platnych hodnot v analyzované skuping, poskytlo 2 563 proteinu. Tyto
spolehlivé identifikace byly dale detailné analyzovany a statisticky vyhodnoceny.
Vysledky byly nasledné statisticky vyhodnoceny, pti¢emz vysledek analyzy znazoriiuje
obrazek 4. Vcelku prekvapive byl zjistén pouze jeden statisticky signifikantni protein,
ktery predstavoval transferrin 1, ktery je vSak zna¢né spolehlivy vzhledem

k identifikaci v kazdém vzorku a pomérné vysoké intenzit¢.
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Tabulka 1. Piehled zjisténych hodnot L. passim ve vzorcich vcel (A) bez expozice imidaklopridu
a (B) v kombinaci s expozici 2,5 pl/L imidaklopridu v krmivu. Experimenty a analyzy byly
provedeny ve dvou po sobé jdoucich letech (2021 a 2022). V kazdém roce byla provedena tii
opakovani samotné expozice L. passim a tfi opakovani expozice L. passim v kombinaci
s koexpozici krmiva s koncentraci 2,5 pl/l imidaklopridu. Odbér vzorkt véel byl proveden v péti
Casovych intervalech a kazdy z odbérti zahrnoval 6 jednotlivych vcel. Nejvyssi namétené hodnoty
jsou zvyraznény cervené s nejintenzivngjsi cervenou v nejvyssich hodnotach.

A) B)
Lotmaira passim Lotmaria passim -imidakloprid
3DPI 5DPI 70PI 9DPI 11DPI 3DPI 5DPI 7DPI 9DPI 11DP
5 dnd 7 dni 9 dnii 11 dnd 13 dna 5 dnd 7 dndi 9dni 11 dnd 13 dnd
0 11400 33400 4500 51200 0 32000 0 56000 1260
0 0 0 17400 104400 0 0 0 0 110200
. 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N 0 0 0 0 0 ~ 0 0 0 0 0
%; 0 52200 58600 0 601000 %E 0 39600 74000 224000 145000
< 0 24000 23000 0 508000 H 0 21800 81400 2600000 142600
] 0 0 0 0 638000 w 0 13120 0 14980 962000
2l o 21 .
‘g 0 0 0 0 0 ‘g 0 0 0 9200 0
= 0 0 0 0 0 = 0 0 0 12620 0
z 0 0 0 0 0 z 0 0 0 6080 0
o 0 16960 91400 0 0 e 22000 186200 86600 270000 336000
0 0 0 0 0 358000 26600 326000 16780 202000
- 0 0 0 0 0 | 39000 16500 19780 182200 140800
0 0 0 0 0 0 344000 18980 430000 1106000
0 0 0 0 0 0 28000 13280 81800 54400
0 0 0 0 0 0 0 380000 0 964000
91400 406000 26400 133400 | 3660000 14560 7360 1014000 2400000 | 4700000
14520 99600 1888000 76600 1098000 3420 672000 93000 | 5200000 8200
L | aoe0 744000 1090000 532000 0 | 51800 198400 21800 266000 638000
165600 48200 0 0 0 4440 67000 89600 250000 314000
0 996000 0 0 0 9220 224000 562000 2560000 330000
X 0 0 0 0 0 X 12780 60000 398000 0 0
© 0 0 0 7100 0 © 5960 118600 508000 3200000 = 5920000
& 0 0 0 0 0 & 81600 115600 1144000 1082000 142400
21 . 0 0 0 0 0 21 | 113600 234000 = 2300000 423000 [[7260000
Q 0 0 0 0 0 o 53600 444000 256000 2520 0
'© 0 0 0 0 0 '© 13740 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
o 12340 38000 139400 63800 238000 o 5260 296000 57400 206000 1294000
8720 126000 0 5340 13620 8020 486000 64800 73600 3120
o| 7020 18160 0 0 28600 | 8800 102000 17840 1490000 23400
10120 4080 0 0 83200 0 230000 = 2980000 2380000 1566000
0 0 0 0 0 0 316000 6540 4320 2920
0 0 0 0 0 0 0 35800 1156 0
P 8 13 8 1 11 P 17 24 24 27 24
%P 22 36 22 22 31 %P 47 67 67 75 67
e 39225 198815 418775 105018 638547 & 47400 179178 439534 872121 1098596
58647 320177 695211 178458 1059266 G 85870 176071 750829 1339329 1966550

Legenda: P — pocet pozitivnich vcel z celkového poctu 36 vcel na vek/DPI; %P — procento
pozitivnich v¢el na vék/DPI; © — primérny pocet bun€k L. passim u pozitivnich véel; ¢ —

smérodatna odchylka poctu bunék L. passim u pozitivnich vcel.
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Tabulka 2. Vysledky manipulativniho experimentu s koexpozici véel L. passim-imidakloprid
vyhodnocené vicefaktorovou analyzou rozptylu (ANOVA). Analyza ukazala, ze vyskyt L. passim
byl vyznamn¢ ovlivnén rokem pokusu, datem odbé&ru vzorki (tj. staiim véel od vylihnuti — DPI) a

expozici pesticidu imidaklopridu.

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F) Signif.
Rok 1 7,51E+12 7,51E+12 16,578 5,87E-05 kK
Vzorkovaci_cas 5 1,12E+13 2,25E+12 4,956 0,000218 ook
Imidakloprid 1 7,36E+12 7,36E+12 16,228  6,99E-05 roxk
Klicka 6 1,87E+12 3,12E+11 0,688  0,659376
Rok:Vzorkovaci_c¢as 5 4,78E+12 9,56E+11 2,109 0,064093
Rok:Imidakloprid 1 3,51E+12 3,51E+12 7,74 0,005714 *ok
Vzorkovaci_cas:Imidakloprid 4 5,77E+12 1,44E+12 3,181 0,013874 *
Rok:Klicka 6 3,24E+12 5,41E+11 1,193 0,309482
Vzorkovaci_c¢as:Klicka 20 5,62E+12 2,81E+11 0,62 0,897445
Rok:Vzorkovaci_¢as:Imidakloprid 4 3,09E+12 7,72E+11 1,702  0,149126
Rok:Vzorkovaci_c¢as:Klicka 20 9,32E+12 4,66E+11 1,028 0,427805
Residua 326 1,48E+14 4,53E+11

Kddy signifikance: ‘***’ 0,001 “** 0,01 “*'0,05 ‘’0,1 ‘'1
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Obrazek 4. Analyza rozdili v protecomu hlav vcely medonosné. A) Havajsky graf (Hawaii plot)
znazornuje, ze pouze jeden protein prekurzoru transferinu 1 (NP_001011572.1) se vyznamn¢ lisil
a byl sifikantné regulovan pfitomnosti L. passim, ale ne koexpozici L. passim-imidakloprid.
Signifikance je vizualizovana na hladin¢ vyznamnosti 0,05 a 0,01. VSechny tfi varianty byly
porovnany vuci jejich komplementu (z lat. complementum, dopln€k). B) Vysledky individudlni
kontroly vyznamného proteinu prekurzoru transferinu 1 (NP_001011572.1). Pozoruhodné je, ze
Vv péti biologickych replikatech v ramci kazdé ze tii expozic jsou minimalni rozdily v intenzitach
Log2 LFQ, zatimco v poctech bun¢k parazita jsou velké rozdily.

A Kontrola L. passsim L. passsim-imidakloprid
J
/ \ 'I ”/ \ 0,05
7 0,05 J ‘
- .l"l
.')rl
i
- -~
[=8
(=}
=
N /O
NP_OMMW{{) NP_001011572.1
o = - o -
T T T T
0 5 0 0
Mira rozdilu Mira rozdilu Mira rozdilu
B
Kontroly — bez L. passim i pesticidu imidaklopridu
Oznaceni vzorku A12 B2 B3 B4 BS Pramér
Pocet bunék L. passim 0 0 0 0 0 0
Log2 LFQ intensita 28,1 27,7 28,0 27,7 27,3 27,77

Expozice pouze L. passim

Oznaceni vzorku G10 G11 G3 G7 G9 Prameér
Pocet bunék L. passim 508 000 51 200 104 400 610 000 638 000 382 320
Log2 LFQ intensita 28,8 297 29,2 29,2 284 29,07

Koexpozice L. passim-imidakloprid

Oznaceni vzorku A1 A5 AB A7 A9 Prameér
Pocet bunék L. passim 964 000 962 000 336 000 202 000 1106 000 714 000
Log2 LFQ intensita 27.8 27,5 27,4 27,5 27,9 27,62
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G. Interpretace vysledku:

Kvantitaivni zmény patogenu vlivem imidaklopridu

Hlavnim cilem bylo ur¢it, zda redlnd expozice pesticidni latkou imidaklopridem
v koncentraci 2,5 pg/l v krmivu [57-59] muze ovlivnit vyskyt stievnich paraziti L.
passim u v¢éely medonosné. Vysledek ukazal, ze expozice véel L. passim s koexpozici
imidaklopridem vedla k vyssi prevalenci a také vy$§im hodnotam Vv pfipad¢ expozice
L. passim nez bez vystaveni pesticidu. Imidakloprid ma tedy potencial usnadnit Sifeni
L. passim ve v¢elstvu, ale také do okolnich vcelstev. Imidaklorid tedy zvysuje potencial
neptiznivych a¢inki L. passim na vcelstvo, které se mohou za ur€itych podminek
vyskytnout [19-21]. Zjisténi se do jisté miry podoba diivéjsimu pozorovani, ze
imidakloprid zvySuje pocetnost Nosema (Vairimorpha) u véel [14]. Mezi
imidaklopridem a stfevnimi parazity mohou existovat synergické u¢inky, které mohou
zpusobovat vyssi pocetnost patogenu v populacich vcel. Celkové je zvySena abundance
parazita/patogenu nezbytnou podminkou pro vyvoléni Skodlivych G¢inkd na hostitele.
Vysledky ukazuji, ze ve dvou odlisnych experimentalnich provedenich byly hodnoty
abundance a prevalence pro L. passim odlisné¢ podle roku provedeni experimentu.
V obou opakovanich celého experimentu v riznych letech vsak imidakloprid jasné
zvySoval zastoupeni patogenu ve veelach. Dle dostupné literatury ovliviiuje vyskyt L.
passim také ro¢ni obdobi. [33, 34].

Vysledky z provedenych manipulativnich experimenti ukazuji na moznost, Ze
imidakloprid a také jiné latky s obdobnymi ucinky mohou byt faktorem, ktery zvysuje
pocetnost L. passim ve v¢elstvech, ¢imz se zvySuje riziko onemocnéni vcel.

Podobné jako v predchozich studiich se mnozstvi parazitli zvySovalo s v€kem vcel.
[26, 36] a pieziti se snizovalo s vékem, 1 kdyz se rychlost amrti ve studiich lisila. [21,
60]. Provedeny experiment prokazuje, Ze pfiblizné 10 dni véku je kritickym obdobim,
kdy dochazi k vysokému nardstu pocetnosti L. passim u jednotlivych vcel a u starSich
véel mize dojit k jejich rychlému ubytku [21].

Je na misté uvést, Ze poc€etnost parazitl u jednotlivych vcel 1 mira prevalence mohou
byt silné ovlivnény riznymi faktory prostiedi. V této souvislosti Gomez-Moracho et al.

[21] pozorovali, ze rust L. passim i C. mellificae byl ovlivnén kultiva¢nimi médii; 1ze
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tedy piedpokladat, ze rust L. passim u véel mize byt ovlivnén rozdily ve vyzivé véel a
dal$imi podminkami prostfedi, které se méni i béhem sezény. Vcelstva mohou
z okolniho prostiedi sbirat mnoho riznych latek véetné pesticidd, ¢imz mohou byt
véelstva pfimo ovlivnéna [61, 62]. Vysledky provedeného experimentu vSak ukazuji,
ze spolupiisobeni jediné latky (imidaklopridu) mize zvysit pocetnost L. passim na

vysokou uroven, kterd mize byt pro v¢ely potencialné skodliva.
Proteomicka analyza hlav v¢éel — mechanismus kvantitativnich zmén

Protoze analyza zamétena na kvantifikaci L. passim byla zaméfena na zadecek, bylo
mozné provést se zbyvajicim biologickym materidlem vcéel doplikové analyzy.
Ptestoze byla provedena komplexni proteomicka analyza, kterd umoznila kvantitativni
porovnani 2 347 proteint, byl identifikovan pouze jeden signifikantné odli$ny protein.
Vysvétleni spociva vtom, ze proteomy v hlavé véely medonosné byly znaéné
variabilni. Je potieba zdiraznit, ze transferin 1 byl ve vSech analyzovanych vzorcich
relativné vysoce zastoupenym proteinem, jak ukazuji jeho pocty MS/MS identifikaci a
intenzity, coz ¢ini tento marker vysoce spolehlivym. Za velmi zajimavy vysledek Ize
povazovat, ze hladiny tohoto proteinového markeru byly zjistény podobné v kontrolni
skupiné a pii koexpozici L. passim-imidakloprid, zatimco vysSich hodnot bylo
dosazeno pouze v expozici samotnému patogenu L. passim. To znamena, Ze L. passim
zpusobil zvyseni regulace transferinu 1 a Ze koexpozice imidaklopridu neutralizovala
ti¢inek patogenu na tento protein.

Otazkou je mechanismus, ktery mize vysvétlit regulaci transferinu 1 parazitem L.
passim a vyruseni jeho zvySené exprese ve vcelach expozici imidaklopridu. Transferin
1 je protein vazici a transportujici Zelezo, ktery je indukovan infekci a mize byt soucasti
obrany hostitele [63-65]. Rodriguez-Garcia et al. [66] zjistili, ze jeho regulace (na
urovni mRNA) je zvySena v dusledku infekce N. (V.) ceranae, coz je v souladu s tim,
ze transferin 1 hraje klicovou roli v boji o Zelezo. Navic zjistili, ze RNAi doséhla
potlaceni transferinu 1 a vedla ke snizeni transkripéni aktivity N. (V.) ceranae, zmirnéni
ztraty zeleza a zvySeni imunity spojené s lepSim ptezivanim vcel. [66]. Trypanosomy
V krevnim teCiSti navic ziskdvaji Zelezo z transferinu, coz je hostitelsky protein

prenasejici zelezo [67].
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Vysledek, Ze infekce L. passim byla spojena se zvySenou hladinou transferinu 1, je
v souladu s obecnou tlohou a reakci tohoto proteinu na infekci. Vysledna neutralizace
transferinu 1 spojena se zvysenou Uspésnosti infekce L. passim pomoci imidaklopridu
vSak ziistava nejasna. Je vSak patrné, ze imidakloprid je sloucenina, ktera podobné
zvySuje pocetnost stievnich paraziti, jako je L. passim (tato metodika; [22]) a Nosema
(Vairimorpha) [14] u v¢el. Moznym vysvétlenim je, Ze neocekavany ucCinek
imidaklopridu je zplsoben modulaci mevalonatové drahy, obdobné¢ jak bylo
pozorovano u ¢meldku [68]. Je mozné, ze imidakloprid ovliviiuje bunécnou smrt
parazita zalozenou na ferroptoze [69, 70], ktera je spojena s mevalonatovou cestou [71,

72].

H. Zavér:

Vysledky prokazaly, Ze imidakloprid vyznamné ovliviiuje zastoupeni L. passim ve
véelach. Imidakloprid zasahuje do imunitni odpovédi vcel na piitomnost tohoto
patogenu, coz se jevi podobné diive zjisténému jevu v piipadé Nosema (Vairimorpha).
Krom¢ ptimého ovlivnéni véel hodnocenym pesticidem dochazi ke zvySovani hladin
stfevnich parazitt. L. passim je sice bézny parazit ve véelstvech, jehoz vyskyt nemusi
znamenat riziko pro véely, ale jeho interakce s pesticidem imidaklopridem nebo jinymi

latkami s obdobnym efektem jej mize ¢init nebezpeCnym pro zdravi vcel.
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5. Srovnani novosti metodiky

Metodika piinasi nové prvky do hodnoceni rizik pesticidi na opylovace. Metodika se nezaméiuje
na ptimy vliv pesticidu na vcely, jako je letalni efekt pesticidi. Dokonce se neomezuje na
hodnoceni vlivu pesticidu na fyziologii véel. Hodnoceni v metodice je zaméteno na interakci
vy$§iho fadu, kterd predstavuje interakci mezi pesticidem a stfevnim patogenem, a to

Vv realistickych expozicich.

Metodika nové umoziuje hodnoceni vlivu testovanych pesticidnich latek na vcely z pohledu
zastoupeni stievhiho patogenu. Zaroven vSak metodika umoziiuje hodnoceni vlivu interakce
pesticidu s patogenem na biochemické procesy ve véelach, které maji fyziologické disledky, a to
dopliikovymi analyzami. Dopliikové analyzy mohou piedstavovat napt. vysokokapacitni OMICs
analyzy jako proteomiku, transkriptomiku ¢i metabolomiku, a vysledky mohou identifikovat
podstatu interakce. Klicovym prvkem v metodikce je experimentalni provedeni vedouci k pfiprave
vzorki, které pak mohou byt analyzovdny riznymi zplsoby S ohledem na rizné vybaveni a

moznosti laboratofi, ale také otazky, které je potteba zodpoveédét.

6. Uplatnéni metodiky

Cil uplatnéni metodiky je ve zlepSeni moznosti ochrany zdravi v¢éely medonosné pied dopady
pouzivani pesticidi. Metodika umoznuje odhalovani ,,skrytych” ucinka pesticidi, které presahuji
jejich mechanismus U¢inkli na Skiidce. Obdobné modely jsou poZadovany svétovou védeckou
komunitou a také organy, které se zabyvaji ztratami véel a hodnocenim rizik pesticidii na rizné
necilové organismy. Proto je uplatnéni na evropské trovni napi. skrze Evropsky ufad pro
bezpeénost potravin (EFSA) a Evropskou agenturu pro Zivotni prostiedi (EEA) a na trovni Ceska
skrze jednotlivd ministerstva a kompetentni organy statni spravy, zejména Ministerstvo
zemé&délstvi CR a Ministerstvo zivotniho prostfedi CR. Uplatnéni je také ve vyzkumné &innosti.

Celkové se metodika uplatni pfi posuzovani rizik pesticidli na vcely a prostiedi.

Metodika muze pfispét k zajisténi udrzitelného opyleni riznych rostlin a ma tedy konkrétné
vztah k Umluvé o biologické rozmanitosti (Convention on Biological Diversity, CBD) [73], ktera
patfi k nejvyznamnégj$im mezindrodnim mnohostrannym tmluvam v oblasti Zivotniho prostiedi.
Metodika je také v souladu s dnes aktuani Novou dohodou pro opylovace [74], ktera se zabyva

ubytkem opylovacu a opatienimi pro zlepSeni jejich ochrany. V uzivatelské sféfe se tak metodika
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uplatni pfi ochrané komer¢nich opylovaci a potencialné i pfirozenych opylovact, proze efekty
sledované na v¢ele medonosné jsou do jisté miry a ptipadné s modifikacemi aplikovatelné i na jiné
druhy. Eliminace negativniho vlivu POR je velmi dilezitou soucasti pouzivani POR a celkové
zemedelské produkce. Spravnou definici rizik POR je mozné 1€pe chranit spoleCenstva opylovacii,

ktera piedstavuji nastroje ekosystémovych sluzeb biodiverzity a také zemédélské produkce.
7. Ekonomické piinosy metodiky

Postupy uvedené v metodice se tykaji ochrany vcel pfed negativnimi vlivy POR a v nich
obsazenych ucinnych latek. Postupy uvedené v metodice maji potencial pfispét ke snizeni ztrat
véelstev, jejichz hodnoty Vv korunach jsou kazdoroéné jen v Cesku stamilionové. Aplikace
metodiky do hodnoceni rizik petiscidii zaroven dokaze piedejit problémim zpusobenym jejich
skrytymi nezadoucimi Gcinky a s tim spojenymi naslednymi $kodami na zivotnim prostiedi, ale

pripadné i na zdravi ¢lovéka. Ekonomické pfinosy jsou také v potravinové bezpecnosti.

8. Publikace autora, které piedchazely metodice

Erban T. (2023). Imidakloprid zvySuje pro vcely riziko parazita Lotmaria passim. Moderni vcelai 20
(11): 21-22.

Erban T. (2024). Imidakloprid zvysuje riziko nemoci vcel, ale zeméde€lci mimo EU jej nadale pouzivaji.
AGRObase zpravodaj 2024 (leden): 34-35.

Erban T., Parizkova K., Sopko B., Talacko P., Markovic M., Jarosova J., Votypka J. (2023).
Imidacloprid increases the prevalence of the intestinal parasite Lotmaria passim in honey bee
workers. Science of The Total Environment 905: 166973.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.166973

Erban T. (2023). MassIVE MSV000092818 - Imidacloprid increases the prevalence of Lotmaria
passim in honey bee workers. DOI: 10.25345/C5RN30J5M, ProteomeXchange PXD045086.
https://massive.ucsd.edu/ProteoSAFe/dataset.jsp?accession=MSVv000092818

Hubert J., Bicianova M., Ledvinka O., Kamler M., Lester P. J., Nesvorna M., Kopecky J., Erban T.
(2017). Changes in the bacteriome of honey bees associated with the parasite Varroa destructor,
and pathogens Nosema and Lotmaria passim. Microbial Ecology 73 (3): 685-698.
https://doi.org/10.1007/s00248-016-0869-7

Patizkova K. (2023). Trypanosomatida vcel a jejich interakce s polutanty: magisterskd diplomova
prace. Katedra parazitologie, Pfirodoveédecka fakulta, Univerzita Karlova, Praha, 95 s. (Skolitel
specialista: Tomas Erban)

Erban T. (2018). Nova metodika hodnoceni rizik pesticidii pro véely pro 21. stoleti. Uroda 66 (8): 40—
42.

Erban T. (2018). Pro a proti pouzivani pesticidii: potfeba nové metodiky hodnoceni. Uroda 66 (7): 32—
34.

Erban T., Kamler M., Sulcova K., Titéra D., Seifrtovda M., Riddellova K., Hubert J., Hortova B.,
HaleSova T. (2016). Hodnoceni vlivu xenobiotik na vcely v pribéhu ontogeneze metodami

-25-


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.166973
https://massive.ucsd.edu/ProteoSAFe/dataset.jsp?accession=MSV000092818
https://doi.org/10.1007/s00248-016-0869-7

73
ZEMI:Z‘;!‘ © ['

Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy

proteomické, metabolomické a genomické analyzy: certifikovana metodika. Vyzkumny ustav
rostlinné vyroby, Praha, 36 s. ISBN 978-80-7427-210-3.

-26-



ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © '

9. Seznam citované literatury

1. MottaE. V. S., Moran N. A. (2024). The honeybee microbiota and its impact on health and disease.
Nature Reviews Microbiology 22 (3): 122-137. https://doi.org/10.1038/s41579-023-00990-3

2. Kakumanu M. L., Reeves A. M., Anderson T. D., Rodrigues R. R., Williams M. A. (2016). Honey
bee gut microbiome is altered by in-hive pesticide exposures. Frontiers in Microbiology 7: 1255.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01255

3. Motta E. V. S., Raymann K., Moran N. A. (2018). Glyphosate perturbs the gut microbiota of honey
bees. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 115 (41):
10305-10310. https://doi.org/10.1073/pnas.1803880115

4. El Khoury S., Gauthier J., Bouslama S., Cheaib B., Giovenazzo P., Derome N. (2021). Dietary
contamination with a neonicotinoid (clothianidin) gradient triggers specific dysbiosis signatures of
microbiota activity along the honeybee (Apis mellifera) digestive tract. Microorganisms 9 (11):
2283. https://doi.org/10.3390/microorganisms9112283

5. Rouzé R., Moné A., Delbac F., Belzunces L., Blot N. (2019). The honeybee gut microbiota is altered
after chronic exposure to different families of insecticides and infection by Nosema ceranae.
Microbes and Environments 34 (3): 226-233. https://doi.org/10.1264/jsme2. ME18169

6. Motta E. V. S., Powell J. E., Moran N. A. (2022). Glyphosate induces immune dysregulation in
honey bees. Animal Microbiome 4 (1): 16. https://doi.org/10.1186/s42523-022-00165-0

7. O’Neal S. T., Anderson T. D., Wu-Smart J. Y. (2018). Interactions between pesticides and pathogen
susceptibility in honey bees. Current Opinion in Insect Science 26: 57-62.
https://doi.org/10.1016/j.c0is.2018.01.006

8. Paris L., Peghaire E., Mon¢é A., Diogon M., Debroas D., Delbac F., El Alaoui H. (2020). Honeybee
gut microbiota dysbiosis in pesticide/parasite co-exposures is mainly induced by Nosema ceranae.
Journal of Invertebrate Pathology 172: 107348. https://doi.org/10.1016/j.jip.2020.107348

9. Straub L., Strobl V., Yanez O., Albrecht M., Brown M. J. F., Neumann P. (2022). Do pesticide and
pathogen interactions drive wild bee declines? International Journal for Parasitology: Parasites and
Wildlife 18: 232-243. https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2022.06.001

10. Harwood G. P., Dolezal A. G. (2020). Pesticide—virus interactions in honey bees: challenges
and opportunities for understanding drivers of bee declines. Viruses 12 (5): 566.
https://doi.org/10.3390/v12050566

11. Insolia L., Molinari R., Rogers S. R., Williams G. R., Chiaromonte F., Calovi M. (2022). Honey
bee colony loss linked to parasites, pesticides and extreme weather across the United States.
Scientific Reports 12: 20787. https://doi.org/10.1038/s41598-022-24946-4

12. vanEngelsdorp D., Evans J. D., Saegerman C., Mullin C., Haubruge E., Nguyen B. K., Frazier
M., Frazier J., Cox-Foster D., Chen Y., Underwood R., Tarpy D. R., Pettis J. S. (2009). Colony
collapse disorder: a descriptive study. PLoS One 4 (8): e6481.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0006481

13. Genersch E., Evans J. D., Fries I. (2010). Honey bee disease overview. Journal of Invertebrate
Pathology 103 (Supplement): S2—S4. https://doi.org/10.1016/j.Jip.2009.07.015

14. Pettis J. S., vanEngelsdorp D., Johnson J., Dively G. (2012). Pesticide exposure in honey bees
results in increased levels of the gut pathogen Nosema. Naturwissenschaften 99 (2): 153-158.
https://doi.org/10.1007/s00114-011-0881-1

15. Tokarev Y. S., Huang W.-F., Solter L. F., Malysh J. M., Becnel J. J., Vossbrinck C. R. (2020).
A formal redefinition of the genera Nosema and Vairimorpha (Microsporidia: Nosematidae) and

-27-


https://doi.org/10.1038/s41579-023-00990-3
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01255
https://doi.org/10.1073/pnas.1803880115
https://doi.org/10.3390/microorganisms9112283
https://doi.org/10.1264/jsme2.ME18169
https://doi.org/10.1186/s42523-022-00165-0
https://doi.org/10.1016/j.cois.2018.01.006
https://doi.org/10.1016/j.jip.2020.107348
https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2022.06.001
https://doi.org/10.3390/v12050566
https://doi.org/10.1038/s41598-022-24946-4
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0006481
https://doi.org/10.1016/j.jip.2009.07.015
https://doi.org/10.1007/s00114-011-0881-1

ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © '

reassignment of species based on molecular phylogenetics. Journal of Invertebrate Pathology 169:
107279. https://doi.org/10.1016/j.jip.2019.107279

16. Bartolomé C., Higes M., Martin Hernandez R., Chen Y. P., Evans J. D., Huang Q. (2024). The
recent revision of the genera Nosema and Vairimorpha (Microsporidia: Nosematidae) was flawed
and misleads bee scientific community. Journal of Invertebrate Pathology (in press): 108146.
https://doi.org/10.1016/j.jip.2024.108146

17. Langridge D. F., McGhee R. B. (1967). Crithidia mellificae n. sp. an acidophilic
trypanosomatid of the honey bee Apis mellifera. The Journal of Protozoology 14 (3): 485-487.
https://doi.org/10.1111/j.1550-7408.1967.tb02033.x

18. Schwarz R. S., Bauchan G. R., Murphy C. A., Ravoet J., de Graaf D. C., Evans J. D. (2015).
Characterization of two species of Trypanosomatidae from the honey bee Apis mellifera: Crithidia
mellificae Langridge and McGhee, and Lotmaria passim n. gen., n. sp. Journal of Eukaryotic
Microbiology 62 (5): 567-583. https://doi.org/10.1111/jeu.12209

19. Arismendi N., Caro S., Castro M. P., Vargas M., Riveros G., Venegas T. (2020). Impact of
mixed infections of gut parasites Lotmaria passim and Nosema ceranae on the lifespan and immune-
related biomarkers in Apis mellifera. Insects 11 (7): 420. https://doi.org/10.3390/insects11070420

20. Nanetti A., Ellis J. D., Cardaio 1., Cilia G. (2021). Detection of Lotmaria passim, Crithidia
mellificae and replicative forms of Deformed wing virus and Kashmir bee virus in the small hive
beetle (Aethina tumida). Pathogens 10 (3): 372. https://doi.org/10.3390/pathogens10030372

21. Gomez-Moracho T., Buendia-Abad M., Benito M., Garcia-Palencia P., Barrios L., Bartolomé
C., Maside X., Meana A., Jiménez-Anton M., Olias-Molero A., Alunda J., Martin-Hernandez R.,
Higes M. (2020). Experimental evidence of harmful effects of Crithidia mellificae and Lotmaria
passim on honey bees. International Journal for Parasitology 50 (13): 1117-1124.
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2020.06.009

22. Erban T., Parizkova K., Sopko B., Talacko P., Markovic M., Jarosova J., Votypka J. (2023).
Imidacloprid increases the prevalence of the intestinal parasite Lotmaria passim in honey bee
workers. Science of The Total Environment 905: 166973.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.166973

23. Runckel C., Flenniken L. M., Engel J. C., Ruby J. G., Ganem D., Andino R., DeRisi J. L. (2011).
Temporal analysis of the honey bee microbiome reveals four novel viruses and seasonal prevalence
of  known viruses, Nosema, and Crithidia. PLoS One 6(6): e20656.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020656

24, Schwarz R. S., Evans J. D. (2013). Single and mixed-species trypanosome and microsporidia
infections elicit distinct, ephemeral cellular and humoral immune responses in honey bees.
Developmental & Comparative Immunology 40 (3-4): 300-310.
https://doi.org/10.1016/j.dci.2013.03.010

25. Ravoet J., Maharramov J., Meeus I., De Smet L., Wenseleers T., Smagghe G., de Graaf D. C.
(2013). Comprehensive bee pathogen screening in Belgium reveals Crithidia mellificae as a new
contributory  factor to  winter  mortality. PLoS One 8 (8): e72443.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0072443

26. Strobl V., Yafiez O., Straub L., Albrecht M., Neumann P. (2019). Trypanosomatid parasites
infecting managed honeybees and wild solitary bees. International Journal for Parasitology 49 (8):
605-613. https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2019.03.006

-28-


https://doi.org/10.1016/j.jip.2019.107279
https://doi.org/10.1016/j.jip.2024.108146
https://doi.org/10.1111/j.1550-7408.1967.tb02033.x
https://doi.org/10.1111/jeu.12209
https://doi.org/10.3390/insects11070420
https://doi.org/10.3390/pathogens10030372
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2020.06.009
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.166973
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020656
https://doi.org/10.1016/j.dci.2013.03.010
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0072443
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2019.03.006

ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © '

217. Michalczyk M., Sokot R., Bancerz-Kisiel A. (2022). Coexistence between selected pathogens
in honey bee workers. Journal of Apicultural Research 61 (3): 346-351.
https://doi.org/10.1080/00218839.2021.1994261

28. Hubert J., Bicianova M., Ledvinka O., Kamler M., Lester P. J., Nesvorna M., Kopecky J., Erban
T. (2017). Changes in the bacteriome of honey bees associated with the parasite Varroa destructor,
and pathogens Nosema and Lotmaria passim. Microbial Ecology 73 (3): 685-698.
https://doi.org/10.1007/s00248-016-0869-7

29. Michalczyk M., Bancerz-Kisiel A., Sokét R. (2020). Lotmaria passim as third parasite
gastrointestinal tract of honey bees living in tree trunk. Journal of Apicultural Science 64 (1): 143—
151. https://doi.org/10.2478/jas-2020-0012

30. Tritschler M., Retschnig G., Yafiez O., Williams G. R., Neumann P. (2017). Host sharing by
the honey bee parasites Lotmaria passim and Nosema ceranae. Ecology and Evolution 7 (6): 1850—
1857. https://doi.org/10.1002/ece3.2796

31. Williams M.-K. F., Cleary D. A., Tripodi A. D., Szalanski A. L. (2024). Co-occurrence of
Lotmaria passim and Nosema ceranae in honey bees (Apis mellifera L.) from six states in the United
States. Journal of Apicultural Research 63 (1): 136-139.
https://doi.org/10.1080/00218839.2021.1960745

32. Aguado-Lopez D., Bartolomé C., Lopes A. R., Henriques D., Segura S. K., Maside X., Pinto
M. A., Higes M., Martin-Hernandez R. (2023). Frequent parasitism of Apis mellifera by
trypanosomatids in geographically isolated areas with restricted beekeeping movements. Microbial
Ecology 86 (4): 2655-2665. https://doi.org/10.1007/s00248-023-02266-y

33. Vejnovic B., Stevanovic J., Schwarz R. S., Aleksic N., Mirilovic M., Jovanovic N. M.,
Stanimirovic Z. (2018). Quantitative PCR assessment of Lotmaria passim in Apis mellifera colonies
co-infected naturally with Nosema ceranae. Journal of Invertebrate Pathology 151: 76-81.
https://doi.org/10.1016/j.jip.2017.11.003

34. Stevanovic J., Schwarz R. S., Vejnovic B., Evans J. D., Irwin R. E., Glavinic U., Stanimirovic
Z. (2016). Species-specific diagnostics of Apis mellifera trypanosomatids: a nine-year survey
(2007-2015) for trypanosomatids and microsporidians in Serbian honey bees. Journal of
Invertebrate Pathology 139: 6-11. https://doi.org/10.1016/j.jip.2016.07.001

35. Arismendi N., Castro M. P., Vargas M., Zapata C., Riveros G. (2022). The trypanosome
Lotmaria passim prevails in honey bees of different ages and stages of development. Journal of
Apicultural Research 61 (1): 63-69. https://doi.org/10.1080/00218839.2020.1828239

36. Michalczyk M., Sokoét R., Bancerz-Kisiel A. (2024). Presence of Lotmaria passim, Crithidia
mellificae and Nosema spp. in differently aged Apis mellifera brood. Journal of Apicultural Research
63 (2): 287-296. https://doi.org/10.1080/00218839.2022.2055265

37. Buendia-Abad M., Garcia-Palencia P., de Pablos L. M., Alunda J. M., Osuna A., Martin-
Hernandez R., Higes M. (2022). First description of Lotmaria passim and Crithidia mellificae
haptomonad stages in the honeybee hindgut. International Journal for Parasitology 52 (1): 65-75.
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2021.06.005

38. Erban T., Harant K., Kamler M., Markovic M., Titera D. (2016). Detailed proteome mapping
of newly emerged honeybee worker hemolymph and comparison with the red-eye pupal stage.
Apidologie 47 (6): 805-817. https://doi.org/10.1007/s13592-016-0437-7

39. Erban T., Sopko B., Kadlikova K., Talacko P., Harant K. (2019). Varroa destructor parasitism
has a greater effect on proteome changes than the deformed wing virus and activates TGF-3
signaling pathways. Scientific Reports 9: 9400. https://doi.org/10.1038/s41598-019-45764-1

-29-


https://doi.org/10.1080/00218839.2021.1994261
https://doi.org/10.1007/s00248-016-0869-7
https://doi.org/10.2478/jas-2020-0012
https://doi.org/10.1002/ece3.2796
https://doi.org/10.1080/00218839.2021.1960745
https://doi.org/10.1007/s00248-023-02266-y
https://doi.org/10.1016/j.jip.2017.11.003
https://doi.org/10.1016/j.jip.2016.07.001
https://doi.org/10.1080/00218839.2020.1828239
https://doi.org/10.1080/00218839.2022.2055265
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2021.06.005
https://doi.org/10.1007/s13592-016-0437-7
https://doi.org/10.1038/s41598-019-45764-1

ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © .

40. Buendia-Abad M., Higes M., Martin-Hernandez R., Barrios L., Meana A., Fernandez A. F.,
Osuna A., De Pablos L. M. (2021). Workflow of Lotmaria passim isolation: experimental infection
with a low-passage strain causes higher honeybee mortality rates than the PRA-403 reference strain.
International ~ Journal  for  Parasitology:  Parasites and  Wildlife  14: 68-74.
https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2020.12.003

41. Brown M. J. F., Schmid-Hempel R., Schmid-Hempel P. (2003). Strong context-dependent
virulence in a host—parasite system: reconciling genetic evidence with theory. Journal of Animal
Ecology 72 (6): 994-1002. https://doi.org/10.1046/j.1365-2656.2003.00770.x

42. Logan A., Ruiz-Gonzalez M. X., Brown M. J. F. (2005). The impact of host starvation on
parasite development and population dynamics in an intestinal trypanosome parasite of bumble bees.
Parasitology 130 (6): 637—642. https://doi.org/10.1017/S0031182005007304

43. Maclnnis C. I., Luong L. T., Pernal S. F. (2023). A tale of two parasites: responses of honey
bees infected with Nosema ceranae and Lotmaria passim. Scientific Reports 13: 22515.
https://doi.org/10.1038/s41598-023-49189-9

44, Medrzycki P., Sgolastra F., Bortolotti L., Bogo G., Tosi S., Padovani E., Porrini C., Sabatini A.
G. (2010). Influence of brood rearing temperature on honey bee development and susceptibility to
poisoning by pesticides. Journal of Apicultural Research 49 (1): 52-59.
https://doi.org/10.3896/IBRA.1.49.1.07

45, Cho S,, Lee S. H., Kim S. (2022). Determination of the optimal maturation temperature for
adult honey bee toxicity testing. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology 257: 109359. https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2022.109359

46. Cook D., Blackler A., McGree J., Hauxwell C. (2021). Thermal impacts of apicultural practice
and products on the honey bee colony. Journal of Economic Entomology 114 (2): 538-546.
https://doi.org/10.1093/jee/toab023

47, Martin-Hernandez R., Meana A., Garcia-Palencia P., Marin P., Botias C., Garrido-Bailén E.,
Barrios L., Higes, M. (2009). Effect of temperature on the biotic potential of honeybee
microsporidia.  Applied and  Environmental  Microbiology 75 (8): 2554-2557.
https://doi.org/10.1128/AEM.02908-08

48. Xu G., Palmer-Young E., Skyrm K., Daly T., Sylvia M., Averill A., Rich S. (2018). Triplex
real-time PCR for detection of Crithidia mellificae and Lotmaria passim in honey bees. Parasitology
Research 117 (2): 623-628. https://doi.org/10.1007/s00436-017-5733-2

49. Morey R. D., Rouder J. N., Jamil T. (2015). BayesFactor: computation of Bayes factors for
common designs. CRAN - The Comprehensive R Archive Network. https://CRAN.R-
project.org/package=BayesFactor

50. PugaJ. L., Krzywinski M., Altman N. (2015). Bayesian statistics. Nature Methods 12 (5): 377—
378. https://doi.org/10.1038/nmeth.3368

51. Etz A. (2015). Using Bayes factors to get the most out of linear regression: a practical guide
using R. The Winnower.
https://web.archive.org/web/20151022205527/https://thewinnower.com/papers/278-using-bayes-
factors-to-get-the-most-out-of-linear-regression-a-practical-guide-using-r

52. Evropska komise (EK). (2018). Provadéci natizeni Komise (EU) 2018/113 ze dne 24. ledna
2018, kterym se v souladu s natizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1107/2009 o uvadéni
ptipravkl na ochranu rostlin na trh obnovuje schvaleni ucinné latky acetamiprid a kterym se méni
ptiloha provadéciho nafizeni Komise (EU) &. 540/2011. Utedni véstnik Evropské unie L 20: 7-10.
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX%3A32018R0113

-30-


https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2020.12.003
https://doi.org/10.1046/j.1365-2656.2003.00770.x
https://doi.org/10.1017/S0031182005007304
https://doi.org/10.1038/s41598-023-49189-9
https://doi.org/10.3896/IBRA.1.49.1.07
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2022.109359
https://doi.org/10.1093/jee/toab023
https://doi.org/10.1128/AEM.02908-08
https://doi.org/10.1007/s00436-017-5733-2
https://cran.r-project.org/package=BayesFactor
https://cran.r-project.org/package=BayesFactor
https://doi.org/10.1038/nmeth.3368
https://web.archive.org/web/20151022205527/https:/thewinnower.com/papers/278-using-bayes-factors-to-get-the-most-out-of-linear-regression-a-practical-guide-using-r
https://web.archive.org/web/20151022205527/https:/thewinnower.com/papers/278-using-bayes-factors-to-get-the-most-out-of-linear-regression-a-practical-guide-using-r
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX%3A32018R0113

ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © '

53. Evropsky parlament (EP). (2021). Usneseni Evropského parlamentu ze dne 10. ¢ervna 2021 o
provadécim nafizeni Komise (EU) 2021/621 ze dne 15. dubna 2021, kterym se méni natizeni (EU)
¢. 37/2010 za ucelem klasifikace latky imidakloprid podle maximalniho limitu rezidui v potravinach
zivo¢isného ptvodu (2021/2705(RSP)). https://www.europarl.europa.eu/doceo/document/TA-9-
2021-0284_CS.html

54, European Chemicals Agency (ECHA). (2023). Substance infocard: imidacloprid (ISO); 1-(6-
chloropyridin-3-ylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylidenamine. Evropska agentura pro chemické
latky. https://echa.europa.eu/cs/substance-information/-/substanceinfo/100.102.643

55. Cox J., Hein M. Y., Luber C. A., Paron I., Nagaraj N., Mann M. (2014). Accurate proteome-
wide label-free quantification by delayed normalization and maximal peptide ratio extraction,
termed MaxLFQ. Molecular &  Cellular ~ Proteomics 13  (9): 2513-2526.
https://doi.org/10.1074/mcp.M113.031591

56. Tyanova S., Temu T., Sinitcyn P., Carlson A., Hein M. Y., Geiger T., Mann M., Cox J. (2016).
The Perseus computational platform for comprehensive analysis of (prote)omics data. Nature
Methods 13 (9): 731-740. https://doi.org/10.1038/nmeth.3901

57. Schmuck R., Schoning R., Stork A., Schramel O. (2001). Risk posed to honeybees (Apis
mellifera L, Hymenoptera) by an imidacloprid seed dressing of sunflowers. Pest Management
Science 57 (3): 225-238. https://doi.org/10.1002/ps.270

58. Blacquiere T., Smagghe G., van Gestel C. A. M., Mommaerts V. (2012). Neonicotinoids in
bees: a review on concentrations, side-effects and risk assessment. Ecotoxicology 21 (4): 973-992.
https://doi.org/10.1007/s10646-012-0863-x

59. Bonmatin J. M., Moineau I., Charvet R., Fleche C., Colin M. E., Bengsch E. R. (2003). A
LC/APCI-MS/MS method for analysis of imidacloprid in soils, in plants, and in pollens. Analytical
Chemistry75 (9): 2027-2033. https://doi.org/10.1021/ac020600b

60. LiuQ., LeiJ., Darby A. C., Kadowaki T. (2020). Trypanosomatid parasite dynamically changes
the transcriptome during infection and modifies honey bee physiology. Communications Biology 3
(1): 51. https://doi.org/10.1038/s42003-020-0775-x

61. Ardalani H., Vidkjeer N. H., Kryger P., Fiehn O., Fomsgaard I. S. (2021). Metabolomics unveils
the influence of dietary phytochemicals on residual pesticide concentrations in honey bees.
Environment International 152: 106503. https://doi.org/10.1016/j.envint.2021.106503

62. Arathi, H. S., Bernklau E. (2021). Context-dependent effect of dietary phytochemicals on honey
bees exposed to a pesticide, thiamethoxam. Journal of Insect Science 21 (4): 11.
https://doi.org/10.1093/jisesa/ieab053

63. Yoshiga T., Georgieva T., Dunkov B. C., Harizanova N., Ralchev. K, Law J. H. (1999).
Drosophila melanogaster transferrin. Cloning, deduced protein sequence, expression during the life
cycle, gene localization and up-regulation on bacterial infection. European Journal of Biochemistry
260 (2): 414-420. https://doi.org/10.1046/j.1432-1327.1999.00173.x

64. latsenko 1., Marra A., Boquete J.-P., Pefia J., Lemaitrea B. (2020). Iron sequestration by
transferrin 1 mediates nutritional immunity in Drosophila melanogaster. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 117 (13): 7317-7325.
https://doi.org/10.1073/pnas.1914830117

65. Najera D. G., Dittmer N. T., Weber J. J., Kanost M. R., Gorman M. J. (2021). Phylogenetic and
sequence analyses of insect transferrins suggest that only transferrin 1 has a role in iron homeostasis.
Insect Science 28 (2): 495-508. https://doi.org/10.1111/1744-7917.12783

-31-


https://www.europarl.europa.eu/doceo/document/TA-9-2021-0284_CS.html
https://www.europarl.europa.eu/doceo/document/TA-9-2021-0284_CS.html
https://echa.europa.eu/cs/substance-information/-/substanceinfo/100.102.643
https://doi.org/10.1074/mcp.M113.031591
https://doi.org/10.1038/nmeth.3901
https://doi.org/10.1002/ps.270
https://doi.org/10.1007/s10646-012-0863-x
https://doi.org/10.1021/ac020600b
https://doi.org/10.1038/s42003-020-0775-x
https://doi.org/10.1016/j.envint.2021.106503
https://doi.org/10.1093/jisesa/ieab053
https://doi.org/10.1046/j.1432-1327.1999.00173.x
https://doi.org/10.1073/pnas.1914830117
https://doi.org/10.1111/1744-7917.12783

ZEME Tomas Erban a kol. — Hodnoceni interakce mezi stfevnimi parazity a pesticidy © '

66. Rodriguez-Garcia C., Heerman M. C., Cook S. C., Evans J. D., DeGrandi-Hoffman G.,
Banmeke O., Zhang Y., Huang S., Hamilton M., Chen Y. P. (2021). Transferrin-mediated iron
sequestration suggests a novel therapeutic strategy for controlling Nosema disease in the honey bee,
Apis mellifera. PLoS Pathogens 17 (2): €1009270. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1009270

67. Taylor M. C., McLatchie A. P., Kelly J. M. (2013). Evidence that transport of iron from the
lysosome to the cytosol in African trypanosomes is mediated by a mucolipin orthologue. Molecular
Microbiology 89 (3): 420-432. https://doi.org/10.1111/mmi.12285

68. Erban T., Sopko B., Talacko P., Harant K., Kadlikova K., Halesova T., Riddellova K., Pekas
A. (2019). Chronic exposure of bumblebees to neonicotinoid imidacloprid suppresses the entire
mevalonate pathway and fatty acid synthesis. Journal of Proteomics 196: 69-80.
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2018.12.022

69. Zou Y., Schreiber S. L. (2020). Progress in understanding ferroptosis and challenges in its
targeting for therapeutic  benefit. Cell Chemical Biology 27 (4): 463-471.
https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2020.03.015

70. Li S., Xu W., Wang H., Tang T., Ma J., Cui Z., ShiH., Qin T., Zhou H., Li L., Jiang T., Li C.
(2022). Ferroptosis plays an essential role in the antimalarial mechanism of low-dose
dihydroartemisinin. Biomedicine & Pharmacotherapy 148: 112742.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.112742

71. Zheng J., Conrad M. (2020). The metabolic underpinnings of ferroptosis. Cell Metabolism 32
(6): 920-937. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2020.10.011

72. Hao S., Liang B., Huang Q., Dong S., Wu Z., He W., Shi M. (2018). Metabolic networks in
ferroptosis. Oncology Letters 15 (4): 5405-5411. https://doi.org/10.3892/01.2018.8066

73. Convention on Biological Diversity (CBD). (2005). Section 1X: Nairobi Final Act of the
Conference for the Adoption of the Agreed Text of the Convention on Biological Diversity. In:
Secretariat of the Convention on Biological Diversity (ed.) Handbook of the Convention on
Biological Diversity Including its Cartagena Protocol on Biosafety, 3" edn. Secretariat of the
Convention on Biological Diversity, Montreal, pp. 399-408.
https://www.cbd.int/doc/handbook/cbd-hb-09-en.pdf

74. Evropsky hospodaisky a socidlni vybor (EHSV). (2023). Stanovisko Evropského
hospodaiského a socialniho vyboru k sdéleni Komise Evropskému parlamentu, Rad¢, Evropskému
hospodaiskému a socidlnimu vyboru a Vyboru regiont o revizi iniciativy EU tykajici se opylovacu
—Nova dohoda pro opylovace (COM(2023) 35 final). EESC 2023/01362, dokument 52023AE1362.
Utedni  véstnik  Evropské unie C  349: 173-178.  https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/?uri=CELEX:52023AE1362

-32-


https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1009270
https://doi.org/10.1111/mmi.12285
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2018.12.022
https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2020.03.015
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.112742
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2020.10.011
https://doi.org/10.3892/ol.2018.8066
https://www.cbd.int/doc/handbook/cbd-hb-09-en.pdf
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:52023AE1362
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/?uri=CELEX:52023AE1362

’
ZEME&

3 788074727/4323

ISBN 978-80-7427-432-9



