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Anotace:

Varrooza je tradi¢né vnimana jako onemocnéni véely medonosné Apis mellifera zptsobené
invaznim ektoparazitickym rozto¢em Varroa destructor, ktery je dlouhodobé nejvétsim rizikem
pro veelstva. Dnes je potieba varro6zu vnimat v $irSich souvislostech. V prabéhu parazitace na
zavickovaném plodu a dospélych vcelach rozto¢ kromé odebirani zivin sanim pienasi také viry,
jejichz mnozeni také podporuje. Velmi tzka interakce se utvorila mezi V. destructor a virem
deformovanych kiidel (DWYV). Pravé virové infekce nakonec zptisobuji vyrazna slabnuti veelstev
a jejich tthyny. Pokrocilé stadium varro6zy se projevuje komplexem znakt, které se V literatute
oznacuje jako ,,Syndrom parazitického roztoce* (PMS). Nékteré latky v prostiedi, véetné pesticidd,
mohou navic ovliviiovat interakce mezi rozto¢em a viry, a umochovat tak jejich negativni silu.
Metodika ptedstavuje problém varroozy v komplexnich souvislostech a je zamétena na provedeni
biologického experimentu, kterym se ziskaji vzorky pro hodnoceni vlivu parazitace V. destructor
na vcely. Metodika umoziuje do experimentalniho hodnoceni zahrnout také latky, napft. pesticidy,
které mohou potencialné zesilovat negativni dopady parazitace véel rozto¢em. Piinos metodiky je
v identifikaci novych rizik, ktera mohou piispivat ke ztratam vcelstev. Pochopeni rizik varro6zy
na vcely v komplexnich souvislostech je potfeba pro mitigaci Skod. Pfedpokladané pfinosy jsou
také v dentifikaci a sniZzovani rizik zneci$téni prostfedi pro vcely a pii hodnoceni rizik

polutantli/pesticidii na Zivotni prostiedi.
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Title: Varroosis in comprehensive contexts — Methodology for a cage experiment to assess
the impact of Varroa destructor on bees including interaction with pollutants/pesticides

Annotation:

Varroosis has traditionally been perceived as a disease of honey bees Apis mellifera caused by the
invasive ectoparasitic mite Varroa destructor, which poses the greatest long-term threat to honey
bee colonies. Today, varroosis must be viewed in a broader context. In the process of parasitizing
brood and adult bees, the mite not only sucks up nutrients, but also transmits and promotes the
multiplication of viruses. A very close interaction has formed between V. destructor and deformed
wing virus (DWV). It is the viral infections that ultimately cause significant colony collapse and
mortality. The advanced stage of varroosis is manifested by a complex of signs that is referred to
as “Parasitic Mite Syndrome” (PMS). In addition, certain substances in the environment, including
pesticides, can influence the interactions between the mite and the viruses, thus amplifying their
negative force. The methodology presents the problem of varroosis in a comprehensive context and
is aimed at conducting a biological experiment to obtain samples to assess the impact of V.
destructor parasitization on bees. The methodology also allows the inclusion in the experimental
evaluation of substances, such as pesticides, that can potentially amplify the negative effects of
mite parasitization of bees. The contribution of the methodology is to identify new risks that may
contribute to colony losses. Understanding the risks of varroosis to bees in a comprehensive context
is necessary for mitigation. Benefits are also expected in identifying and reducing the risks of
environmental pollution to bees and in assessing the risks of pollutants/pesticides to the

environment.
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1. Uvod
1.1. Varroa destructor — puvodce varroozy véely medonosné Apis mellifera

Roztoci Varroa jsou ektoparazité plodu a dospélcti véel medonosnych rodu Apis. Rozlisuji se ¢tyti
druhy téchto ektoparazitickych roztoct: Varroa jacobsoni, Varroa underwoodi, Varroa rindereri
a Varroa destructor [1]. Posledni jmenovany druh je tim, ktery se vyskytuje na ,,nasi“ vcele
medonosné Apis mellifera Linnaeus, 1758. Je na mist¢ zminit, Ze puvodné byl chybné oznacovan
za roztode parazitujiciho na A. mellifera druh Varroa jacobsoni Oudemans, 1904. Ze se ve
skute¢nosti jedna o jiny druh, objasnili Anderson a Trueman v roce 2000 pomoci molekularnich
metod. Dospélé samice V. destructor se vsak odlisuji od V. jacobsoni také morfologicky, jelikoZz
jsou vétsi a méné kulovitého tvaru. Tyto druhy jsou navic reprodukéné izolované. Anderson a
Trueman [2] navrhli nové jméno Varroa destructor, které odpovidalo populacim roztoch
vyskytujicich se na asijské pevniné na v¢ele vychodni Apis cerana Fabricius, 1793, ale ve studii
zahrnuli také haplotyp z ostrova Java, jehoz vzorky byly pouzity k prvnimu popisu V. jacobsoni na
zacatku 20. stoleti Oudemansem [3], coz pomohlo vysvétlit chybné oznaéeni rozto¢e parazitujiciho

na A. mellifera [2].

V¢ela medonosna A. mellifera neni ptivodnim hostitelem V. destructor. Piedpoklada se, Ze
k pfesunu roztoce z A. cerana doslo nékdy v 50. letech 20. stoleti. Od té doby se V. destructor
postupné Sifil na populace A. mellifera z vychodni Asie do Evropy, kde se v 80. letech 20. stoleti
rychle rozsitil. Adaptace na nového hostitele, importace matek a pfesuny véelstev usnadnily a
urychlily rozsifeni V. destructor [4—6]. Prvni zdznam o vyskytu V. destructor v tehdejSim
Ceskoslovensku ve vychodnim Slovensku se datuje do roku 1978. Na tizemi Ceska byl objeven
v roce 1981 v okrese Usti nad Orlici [7]. V Cesku je V. destructor uveden na seznamu invazivnich

druhii s vaznym dopadem na zemédélstvi [8, 9].

Spravné oznaceni druhu ektoparazitického roztoce véely medonosné Apis mellifera je Varroa
destructor (Anderson a Trueman, 2000) a jedna se o jejiho neptlivodniho parazita. Existuje vice
druhti Varroa, ktefi parazuji na jinych druzich vcel.

Pozn. 1. Nelze exaktné tvrdit, ze A. mellifera mize napadat jen V. destructor. Svédéi o tom fakt, Ze na

véelach A. mellifera byl v roce 2008 poprvé identifikovan také skuteény V. jacobsoni, a to v oblasti jeho
vyskytu v tichomotské ostrovni zemi Papua-Nova Guinea [10].
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Pozn. 2. Apis mellifera se oznacuje anglicky jako western honey bee nebo European honey bee, doslovny
pteklad do Cestiny je: ,,zapadni véela medonosna“ nebo ,.evropska véela medonosna‘; Apis cerana se
oznacuje anglicky jako eastern honey bee nebo Asian honey bee, doslovny pieklad do ¢estiny je: ,,vychodni
véela medonosna“ nebo ,,asijska véela medonosna®.

Pozn. 3. V Ceském jazyce se setkavame s nejasnostmi ohledné spravného nazvu druhu z rodu Varroa
parazitujiho na A. mellifera. Antonin Kirka uvadi v roce 2005 v seznamu ¢eskych nazvi roztocu pro Varroa
destructor ¢esky nazev klestik zhoubny. Pro Varroa jacobsoni uvadi A. Kirka ¢esky nazev klestik véeli
a jako ,,synonymum, které nedoporucuje pouzivat®, nazev rozto¢ véeli [11]. Antonin Pfidal uvadi v letech
2006 a 2007 ve vcelaiskych Casopisech pro V. destructor ¢esky nazev klestik véeli a jako ,,nespravna
oznaceni uvadi 4 nazvy: Varroa jacobsoni auct., rozto¢ Varroa, rozto¢ véeli, v¢elik zhoubny [12—14]. Pro
V. jacobsoni uvadi A. Ptidal ¢esky nazev klestik Jakobsonuv [14].

Pozn. 4. Setkavame se i s nejednotnosti ohledné nemoci véel zpuisobované rozto¢i Varroa. Nékteti autofi
pouzivaji ¢esky termin varrodza [15—18]. Jini upozoriiuji na nespravnost tohoto terminu a za spravny ¢esky
nazev povazuji varrodza: ,,Spravna etymologie tohoto onemocnéni je varrodza (s priponou -6za, latinsky
-0sis) s Eeskym ekvivalentem klestikovitost véel. V Cesku je pouzivan i nespravny termin varroaza“ [19].
Svétova organizace pro zdravi zvitat (WOAH) uvadi stejn¢ jako fada dalSich organizaci v zahranic¢i jako
oficialni nazev varroatosis [20] nebo varroosis [1, 21-23]). V zahrani¢nich zdrojich se v§ak setkavame také
Vv angli¢tiné pouzivanym nazvem varroasis, coz odpovidd pomérné bézné¢ pouzivanému ceskému nazvu
varroaza.

1.2. Varroéza — samotny roztoc a jeho vliv na véely

Tradi¢né se varrooza definuje jako onemocnéni zpisobené napadenim vcel medonosnych roztoci
Varroa spp., jak je uvedeno v seznamu nemoci Svétové organizace pro zdravi zvifat (anglicky:
World Organisation for Animal Health; zkratka: WOAH) [1]. Na dospélych véelach mimo bunku
stejné jako na plodu lze spatiit samicky. Samecci jsou mnohem mensi a vyskytuji se uvniti buniky,
mimo kterou nepiezivaji [24]. Sami¢ky mizou byt na dospélych véelach piisaty na zadeccich.
Snadnéji je lze rozeznat, pokud se vyskytnou ve foretické fazi na hrudi vcel (obrazek 1). V¢elat by
mél proto pii prohlidce v¢el dbat pozornosti, zda nespatii roztoce na vcelach. Roztoce 1ze spatfit
také na otevieném plodu, pfi¢emz preferuji star$i larvy. PfedevSim jsou koncentrovani na

zavickovaném plodu, na kterém se rozmnozuji [25].

Zatimco na pavodnim hostiteli A. cerana se rozto¢i rozmnozuji pouze na sam¢im plodu,
ktery je véelami méné oSetiovany, v piipadé A. mellifera rozto¢ napada trub¢i i d€lnic¢i plod. Trub¢i
plod A. mellifera je vSak pro V. destructor atraktivnéjsi, takze jej preferuji [26]. Vcely druhu
A. cerana se diky dlouhému souziti s Varroa adaptovaly, a tak jejich délnice diky rozvinutému
Sisticimu pudu dokazou napadeny plod odhalit a odstranit [27—29]. Cistici pud je sledovéan také u
A. mellifera a je definovan jako varroarezistence. Nékdy Ize tedy na zavickovaném plodu spatfit

oteviené buiky, coz indikuje varroarezistenci urcitych populaci A. mellifera. Varroarezistentni
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populace A. mellifera jsou vSak zatim pomérn¢ vzacné [30] a této adaptaci véel je potieba vice
porozumét [31]. Takové chovani v¢el vede k mezerovitému plodu. Znovuoteviené buiiky totiz
zGstavaji prazdné, jelikoz véely larvy a kukly vykousavaji a vyhazuji. Znaky varroarezistence
zaroven indikuji napadeni roztocem. Je vSak potieba takové znaky na plodu souvisejici s varrodzou
odlisit od nemoci plodu jako virova nakaza vceliho plodu, oznacované také jako ,,pytlickovity
plod*, mor véeliho plodu & hniloba véeliho plodu. Cistici pud dokaZe rozvoj varroézy ve véelstvu
zpomalit nejen odstranénim napadené larvy/kukly. Otevienim buiky je navic vyznamné narusen
vyvojovy a rozmozovaci cyklus roztoce, ktery probihd pravé v uzaviené bunce. Vcelstvo sice
prichazi o jednotlivé veely, ale pievazna vétSina vyvijejiciho se plodu je 1épe ochranéna od piimého
napadeni rozto¢i. Kromé varroarezistence se rozliSuje také varroatolerance. Tyto dva pojmy by se
nemély zaménovat, protoze znamenaji néco jiného: rezistence znamena snizeni rozvoje poctu
V. destructor, zatimco tolerance snizuje parazitarni zatéz navzdory podobnému napadeni roztoci
[32, 33]. Varroatolerantni populace tedy snesou vétsi napadeni rozto¢i. Vyssi pocet roztoclt na

stejny pocet véel v ule je samoziejme Iépe rozeznatelny pro véelafe.

Piimy negativni vliv parazitismu V. destructor souvisi s oslabenim hostitele, protoZe parazit
odebird sdnim Zziviny. Lihnouci se v€ely parazitované rozto¢i maji niz$i vahu a obsah vody, coz
narusuje jejich zivotaschopnost. Maji také niz$i obsah bilkovin a sacharidi, zatimco obsah lipid
nebyl ovlivnén [34]. Pomoci proteomického piistupu bylo prokazano, ze téla roztocu V. destructor
obsahuji fadu proteinti ziskanych od hostitelskych vcel [35, 36], a v rozto¢ich byly identifikovany
také virové proteiny [35]. Kromé toho byly v rozto¢ich identifikovany bunééné slozky, napiiklad
z tukového téliska [37], spolu s proteinovymi slozkami hemolymfy [35]. Podle Ramsey a kol.

(2019) se roztoci zivi spise tukovym téliskem vcel nez jejich hemolymfou [37].
Samicky V. destructor jsou okem viditelné na dospélych vcelach, plodu i plastech. Samotni
roztoCi Skodi odebiranim Zivin plodu i dospélym délnicim, ¢imZ je oslabuji a snizuji jejich

Zivotaschopnost. Mezi vcelstvy jsou rozdily ve schopnosti odolavat napadeni roztoci.
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Obrazek 1. Dospélé samicky V. destructor na vcelach i na plastech jsou rozeznatelni okem. Na
jednotlivych véelach se muze vyskytnout v jednom okamziku i vice rozto¢u. Pokud takova vcela
S roztoCi opusti ul, maze §ifit ndkazu do okolnich vcelstev, pricemz zna¢né riziko predstavuje
zalétavani. Vcelai by mél pii prohlidce vcelstev sledovat, zda neobjevi foretické roztoce na
vcelach, jelikoz jsou indikatorem varrodzy. Zvlast¢ foreti¢ti rozto¢i na hrudi jsou dobie
rozeznatelni.

1.3.  Varrodéza neni jen rozto¢ ale i viry, zejména DWV

Vzhledem K rostoucim znalostem o virech v¢el a jejich potvrzené vyznamné roli v souvislosti
s vyskytem V. destructor pii thynech (kolapsech) véelstev vSak varro6za definovana jako vyskyt
roztoCe ve veelstvech jiz nereprezentovala cely proces onemocnéni u A. mellifera [5, 38]. Nejvetsi
riziko pro v€elstva infestovana V. destructor piedstavuje pienos virt na hostitele. Ve skute¢nosti
V. destructor pienasi viry mezi véelstvy a parazitaci zpisobuje zvySovani virovych hladin [5, 39].
Ve véelstvech se vyskytuje mnoho druht riznych virt. Napadeni vcel V. destructor nejvice souvisi
s virem deformovanych kiidel (anglicky Deformed wing virus; zkratka DWV). Tento virus, jak
jeho nazev napovida, zptsobuje deformace vcel (Obrazek 2), coz je povazovano za typicky ptiznak
varroozy na celém svété [40]. Lihnouci se vely totiz v dusledku parazitace rozto¢i pomérné ¢asto
vykazuji morfologické deformace, jejichZ pravdépodobnost vyskytu se zvySuje s mirou napadeni

roztoCi [34].
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Obrazek 2. Vcely parazitované V. destructor v prubéhu vyvoje se lihnou pomérné ¢asto
s deformacemi téla a kiidel v rizném stupni poskozeni. V¢ely mohou mit i vyplazeny jazyk. Takto
poskozené véely jsou typickym znakem varro6zy. Pokud se ve véelstvu vyskytuji takto poskozené
vcely, je V ném varro6za nepochybné v pokrocilém stadiu.

-
s
%

&

Siteni infekce DWV v populacich A. mellifera umocnilo rozsifovani V. destructor po celém
svéte [41]. Z davodu evoluénich, epidemiologickych a ekologickych tlakti se DWV stal z relativné
neznamého viru v A. mellifera dominantnim [40, 42-45]. Pomérné bézné se uvadi, ze vyskyt
V. destructor ve véelstevech je asociovan s mnoha druhy virt (10 i vice), coz neni presné. Kromé
DWYV je vyskyt V. destructor asociovan s viry fazenymi do ABPV (anglicky: Acute (bee) paralysis
virus; cesky: virus akutni paralyzy vcel) komplexu. Nové studie dokonce ukazuji, Ze ani vysoce
virulentni viry ABPV komplexu, pro které jsou historicky piesvédcivé diikazy o aktivnim prenosu
roztoc¢i V. destructor [46], nemusi byt dnes uz asociované s vyskytem V. destructor [47]. Historicky

jsou viry ABPV komplexu obecné€ prvnimi viry spojovanymi s varro6zou co do prevalence a zatéze

-5.-
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[39, 43, 48]. Pozd¢ji je vsak vytla¢il DWV z divodu nadmérné virulence. Dominance DWV

probé¢hla na trovni jedinct a véelstev [39, 48, 49].

Néktera vcelstva dokonce mohou byt tolerantni na DWV i ABPV. Varroarezistenni
vcelstva zaroven 1épe odolavaji virovym infekcim, coz je dulezita adaptace, aby ptezila varrodzu
[50]. V této souvislosti bude patrn¢ dilezity poznatek, ze rozto¢i s vysokym obsahem DWYV rychle
usmrti své dospélé veeli hostitele, zatimco roztoci s nizkou virovou nalozi usmrcuji véely pomaleji.
U v¢el parazitovanych rozto¢i s nizkou virovou nalozi mtize dochazet K Sifeni a sdileni vird, i kdyz
zustavaji asymptomatické [51]. Pro odolnost v¢elstev proti infestaci V. destructor je zjevné klicova

mira odolnosti proti virm, které vcelstva v kone¢ném dusledku zahubi [26].

Patrné kritickou roli v ovlivnéni véelstev varro6zou hraje interakce mezi V. destructor a
DWV, jelikoz ta ovliviiuje vyskyt variant DWV. V soucasnosti se ve velach vyskytuji tii genotypy
DWV-A, DWV-B a DWV-C. Varianty DWV mohou mit rizné vztahy s V. destructor, coz
v disledku ovliviiuje jejich zastoupeni ve véelstvech na riznych lokalitach [52]. Studie ukazuji, ze
V. destructor ma klicovy vliv na evoluci viru, pficemz je sledovana postupna dominance DWV-B
genotypu nad DWV-A [53-55]. Piedpoklada se, z2 DWV-B by mohl pochazet z ptvodniho
hostitele A. cerana [56]. V. destructor vsak ovliviiuje nejen varianty viru DWV, ale ovliviiuje
celkovy virom v¢el, coz ukazala srovnavaci analyza viromu véelich populaci ve stiedni Evropé
S naivnimi populacemi véel v Australii, které byly v dobé provedeni dané studie prosté jak roztoce
V. destructor i DWV [57, 58]. Je na misté zminit, ze evoluci DWV mohl ovlivnit také moderni
chov véel, zahrnujici umély odchov a inseminaci kraloven. Mohlo totiz dojit k obejiti mechanismu

ptirozeného vybéru v evoluci virulence DWV [59].

Po prechodu V. destructor na A. mellifera se mezi parazitujicicmi rozto€i a DWV vyvinul tuzky
vztah, ktery vedl k posileni pozice tohoto viru ve véelach. Pfenos DWV rozto¢em V. destructor
je pro virus optimalni a vznikla interakce ucinila DWV dominantnim virem. Uvadi se, Ze DWV
vytlacil i viry ABPV komplexu, které jsou povazovany za druhou skupinu virl asociovanych
s vyskytem V. destructor ve vcelstvech. V. destructor nejen prenasi DWV a zvysuje jeho hladiny,
ale navic se uplatnuje na jeho evoluci. V. destructor zasadné ovliviiuje virulenci DWV a vyskyt

rtizné virulentnich variant na rGznych lokalitach.



ZEME Tomas Erban — Varrodza v komplexnich souvislostech © I

Interakce na urovni V. destructor—DWYV je uzce spjata se zdravotnim stavem vcel a zdsadnim
zpusobem ovliviiuje schopnost vcelstev odolavat a prezit zejména zimni obdobi. Pochopeni
mechanismu interakce mezi V. destructor, viry a véelami je kritické pro navrhnuti strategii, které
by mohly mirnit oslabovani a thyny vcelstev v disledku varrodzy. Nékteré populace vcel jsou

tolerantni na virové infekce, a tak lépe odolavaji varrodze.

1.4.  Varroéza — syndrom parazitického roztoc¢e

Jelikoz je infestace vcelstev rozto¢i V. destructor spojena s komplexem ptiznakut, setkdvame se
V zahrani¢ni literatufe s oznacenim ,,syndrom parazitického roztoce* (anglicky: Parasitic mite
syndrome; zkratka: PMS). V podstaté se jedna o pokrocilé stadium varrodzy, které je spojeno
s vysokym vyskytem V. destructor ve véelstvu. Typicky lze pozorovat mezerovity plod nebo jeho
vymizeni, lezouci nebo poskozené/deformované vcely, snahu véel o vyménu kraloven nebo pfimo
ztratu Kralovny, a nahlé ,,jinak nevysvétlitelné* snizeni poctu vcel [5, 22, 23, 60]. Pokud je véelstvo
Vv takovémto pokro¢ilém stadiu poskozeni, je s vysokou pravdépodobnosti pozdé na jeho zachranu.
Navic je vcelstvo extrémné velkym nebezpeéim pro Sifeni roztocd V. destructor spolecné
s vysokymi nalozemi virt, zejména DWYV, do okolnich véelstev. Znaky varrodzy v pokro¢ilém
stadiu ¢i PMS ilustruje obrazek 3. Nekteré znaky vSak mohou byt projevem varroarezistence, kdy

véely dokazou detekovat roztoce v bufice a plod odstraiuji (Obrazky 4 a 5). Ptiznaky PMS je nutné

odlisit od jinych nemoci véeliho plodu (viz kapitolu 1.2).

Varro6za se v pokrocilém stadiu projevuje fadou typickych projevi, které se oznacuji
v zahranicnéi literatufe jako ,syndrom parazitikého roztoce” (PMS). Typickymi znaky
pozorovatelnymi ve vcelstvu jsou mezerovity plod nebo dokonce jeho vymizeni, lezouci nebo
poskozené/deformované véely, snahu véel o vyménu kraloven nebo pfimo ztratu matky, a

nahlé ,jinak nevysvétlitelné” snizeni poctu vcel.
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Obrazek 3. Znaky varrodzy v pozdnim stadiu. I kdyz maji v¢ely zasoby, plod slabne, kralovna a
vcely se snazi situaci zachranit, je ale pozdé, i kdyz je zac¢atek srpna. Na relativné malé plose plodu
je vedle sebe uzavieny plod s lihnoucimi se véelami a kuklami, larvy i vajicka. Na jiném ramku
maji lihnouci se vcely uz problém opustit buiiky, nékteré v bunikach zistavaji a maji vyplazeny
jazyk. Ve veelstvu se vyskytuji deformované véely a na nékterych délnicich jsou viditelni foreticti
roztoci, ktefi predstavuji riziko pro okolni vcelstva.
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Obrazek 4. Znaky varroarezistence vcel, které zaroven indikuji pfitomnost V. destructor. Veely
oteviraji bunky, v nichz dokazou odhalit roztoce. A) Véely nékteré kukly vykousavaji. B) Vyvoj
nedospélych roztoclt (nymfalnich stadii) v buice je otevienim buiky pferusen a rozto¢i nepteziji.

s
A b
F b
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1.5. Varroéza — zesileni disledka ovlivnénim interakce s polutanty/pesticidy

Velstva mohou byt negativné ovlivnéna celou fadou moznych faktord, které se mohou podilet na
slabnuti a thynech. Pfi¢iny uhynt se podaii ve svété prokazat jen u mala ptipadt a jedna se obvykle
0 oficialni vySetfovani zamétena na nemoci vcel uvedenych na seznamu WOAH. Takové piipady
piredstavuji pfedevsim varrodzu, mor vceliho plodu a hnilobu vceliho plodu [61]. Dalsi piipady
piedstavuji oficialné potvrzené otravy véel pesticidy [62, 63]. VéEtSina ztrat véelstev vSak zistava
nevysvétlena, a tak jsou jejich piiciny zastieny slozitostmi riznych biotickych a abiotickych
faktorti ovlivilujich veelstva [64—68]. V jiz tak znaéné komplikované interakci mezi V. destructor,
viry a v€elami se mohou navic uplatiiovat i dalsi faktory. Vyznamnou roli mohou hrat latky
vyskytujici se v prostfedi. Moderni vyzkumy totiz ukazaly, ze hladiny vcelich patogenti mohou
ovliviiovat nékteré pesticidy, jejichz ptisobenim muze dochazet k dysbidze, tedy nerovnovaze mezi

mikroorganismy a hostitelem [69, 70].

Jednou z aktualné zdiraznovanych vyzev povazovanou za dilezitou pro ochranu véel, je
zahrnuti do hodnoceni rizik interakce pesticidu s patogeny hostitele [71, 72]. V¢ele medonosné
mohou Skodit ruzné patogeny a Skidci z riznych skupin, vetné virt, bakterii, hub, protistu,
roztocu i hmyzu [64, 66, 73]. I kdyZz se tada organismu rizikovych pro vcely vyskytuje ve
véelstvech vesmés bézné a soubézné, rtzni pivodci mohou zplisobovat nemoc za urcitych
okolnosti. N¢které patogeny, jako Nosema apis (Vairimorpha apis) a Nosema ceranae
(Vairimorpha ceranae) ¢i Lotmaria passim, mohou byt nebezpeéné kvilli zvySovani jejich hladin
skrze interakci s nékterymi pesticidy [74-76]. V ptipadé L. passim sice neni definovana nemoc,
kterou bychom dnes mohli nazyvat podobné jako v pifipadé nosemdzy ,,lotmarioza®, jelikoz neni
pojmenovana [77]. Interakce s nékterymi latkami z prostiedi vSak muze byt pravé dulezitym
faktorem, ktery tohoto parazita uc¢ini nebezpecnym, jelikoz dokaze zvysovat jeho abundanci
v hostiteli [75]. Obdobna situace miZe nastat v piipadé vcelich vird, které mohou interagovat
s pesticidy, pticemz jejich interakce s V. destructor skyta jesté komplexné&jsi situaci [72]. Naptiklad
neonikotinoid thiamethoxam mize zhorSovat G¢inky DWV. Thiamethoxam mutze negativné
ovlivnit letové chovani [78] a zivotni cyklus A. mellifera [79]. V nékterych pfipadech v§ak mohou
parazité a pesticidy pasobit na zdravi véel antagonisticky. Podle Bird a kol. [80] ma kombinované
vystaveni pesticidim a parazitim tendenci pusobit vice letaln¢ nez samostatné, ale je pro vcéely

vyrazné méné smrtelné, nez predpokladané aditivni nebo multiplikativni uc¢inky [80]. Z obecného
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pohledu vsak takovyto ndhled miize byt platny jen pro nékteré situace. Miru rizika je potieba urcit

experimentalng.

Pro ucely metodiky se zaméfime na interakci mezi véelou a parazitickym rozto¢em
V. destructor a pesticidy. Neodmyslitelnou soucasti napadeni V. destructor jsou vsak viry, tedy
jednomysiné¢ DWV. Jelikoz jsou véely piirozené vystaveny mnoha riiznym patogeniim, je potieba
provadét kontrolované experimenty k posouzeni dopadu konkrétnich interakci na urovni
hostitel-patogen—pesticid, a to se zohlednénim realnych expozi¢nich davek. Experimenty by navic
mély byt pfizplisobeny patogentim a testovanym pesticidim, protoze biologické procesy, které tyto
faktory ovliviuji jednotlivé a spole¢né€, se mohou zasadné lisit zejména vzhledem k potencidlnim

synergickym ¢i dokonce antagonistickym ucinkim.

2. Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout obecné platny metodicky postup, ktery umozni pfipravit vzorky pro
hodnoceni interakce parazitismu V. destructor na vcelach s pesticidy a piipadné dal§imi polutanty.
Obecnym cilem je pfispét novymi prvky k hodnoceni rizik varrodzy na véely v komplexnich
souvislostech. Z jiného pohledu je cilem pfispét k hodnoceni rizik pesticidd na véely reprezentujici
necilové organismy. Metodika také predstavuje komplexni a moderni pohled na varroozu a jeji

komplexni projevy.

3. Vlastni popis metodiky

Provedenim metodiky je testovana potencialni interakce pesticidni latky s varro6zou v modelovém
uspofadani a kontrolovanych podminkach. Zdravé lihnouci se véely ze véelstva bez piiznaku jsou
vystaveny roztoc¢im V. destructor, zvolenému pesticidu, jejich kombinaci, a soub&zné jsou
provedeny kontrolni opakovani. V typickém piipadé rozto¢i V. destructor pochazeji ze vcelstva
S ptiznaky rozvinuté varrodzy, resp. S ptiznaky PMS. Zakladnim prvkem metodiky je provedeni
experimentu, pfi némz jsou vcely exponované testované pesticidni latce a také patogenu za Gcelem
zjisténi potencialni interakce. Metodicky postup obsahuje pfipravu experimentalni klicky, vybér a
odbér veel a roztoch pro experiment, expozici véel pesticidu a patogenu, a odbér vcel pro analyzy.
Uvedeny standardni metodicky postup muze byt dle potfeby modifikovan. Zmény se mohou
dotykat zejména volby pesticidni latky, ale tieba i miry expozice rozto¢im (pocet V. destructor na

véelu). Pro analyzu vzorkti mohou byt voleny analytické metody odvislé od moznosti riznych
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v

laboratofi, ale nejvhodnéjsi jsou vysokokapacitni analyzy (protecomika, transkriptomika), které

dokazou identifikovat riizné zmény a také interakce, které mohou nastat.

3.1. Experimentalni klicka

Experimentalni klicka je uzptsobena tak, aby: i) umoznovala véelam volny pohyb; ii) roztoci
nemohli unikat; iii) bylo mozné aplikovat a vyménovat krmivo. Pro vyrobu klicky je idealni
finan¢n€ nenaro¢ny materidl vhodny pro jednordzové pouziti, aby se pfedeslo kontaminacim mezi
riznymi experimenty ¢i opakovanimi. Vhodnym materidlem je hranatad plastova miska s vickem,
ktera se pro experimentalni ticely upravi. Klicka se ve vnitfnim prostoru potie panenskym voskem

pro piiblizeni pfirozenym podminkdm a snadnéj$Simu pohybu véel po sténach klicky (obrazek 6).
Material:

e Prihledna potravinova hranata plastova miska 250 ml nebo 150 ml.
Miska je vyrobena z polypropylenového (PP) materialu a je vhodna pro studené i horké
potraviny, proto nehrozi tepelné poSkozeni pti aplikaci horkého vosku na jeji stény.

e Vicka na misky — pro kazdou misku jsou potieba 2 vicka.

e Sitovina s malymi oky, aby jimi nemohly prolézt samicky V. destructor.

e Panensky vceli vosk pro potieni stén klicky.
Je nutné pouzit panensky vosk pro eliminaci nezadoucich latek, které se mohou ve vosku
ukladat. V zadném pfipadé¢ se nesmi pouzit vosk, ktery by mohl byt kontaminovéan
chemickym oSetfenim (amitraz, pyrethroidy).

e Injekéni stiikacky (1 ml nebo jiny objem) pro napajeni véel krmivem — v kontrole a
S pesticidem.

e Ostré Spicaté nlizky (akuvrtacka s ptisluSenstvim nebo vypalovaci pajka na plast).
Postup:
e Ve dné misky se vysttihnou (vypali) 2 otvory pro sttikacky. Velikost otvorii se ptizptisobi
typu pouzitych stiikacek (1 ml nebo jiny obsah).
Otvory musi byt tésn€, aby po vsunuti stfikaCky nemohli prochazet roztoci. Otvory se
mizou vystfihnout nlizkami, vykrouZit ostrym pfedmétem, napi. Spicatymi rozevienymi

nlzkami, nebo se vyvrtaji ¢i vypdji pajkou na plast.
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e Na vodni lazni se roztavi panensky vosk, kterym se potfou stény plastové misky.
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e Do vicek misky se vystiihne nebo vyfizne otvor.

e Vystithne se sitovina odpovidajici velikosti vi¢ek a pfesahujici vystfiZzeny otvor v téchto
vickach.

e Mezi 2 upravend vicka se vloZi sitovina a vicka se pfimacknou.

e Stiikacky se umisti do vykrouzenych otvorl ve dn¢ misky.

Obrazek 6. Experimentalni klicka, jejiz zaklad tvofi potravinova miska, ktera se dale upravi pro
experimentalni tcely. Vcely ani roztoc¢i nesmi z klicky unikat.

13-
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3.3. Biologicky material — vCely a roztoci

Biologickymi vzorky jsou dospélé samice V. destructor a vceli délnice A. mellifera. Zatimco
rozto€i pochazeji ze vcelstva vykazujiciho znaky varroozy, vceli dé€lnice jsou vybirany ze
,zdravého vcelstva. Véely jsou sbirané v momentu lihnuti piimo ptfed zalozenim experimentu.

Vzorky roztoct se ptipravuji (den) pted odebiranim lihnoucich se vcel.

3.3.1. Vzorky samicek V. destructor

Pro odbér vzorki roztoct je potteba vcelstvo vykazujici Ssymptomy varroo6zy, resp. PMS. Takova
vcelstva se typicky vyskytuji ke konci srpna a pozdéji. Je vSak mozné, ze se vyskytnou nemocna
vcelstva jiz diive. Vyskyt varrodzy prakticky umoznuje provedeni experimentu. Obdobi provedeni
experimentu hraje velmi dulezitou roli, jelikoZ véely se v prub&hu roku fyziologicky 1isi. Od srpna

a zejména Vv zaii vCelstva produkuji dlouhoveké délnice [81].
Material:

e Ramek s plodem ze v¢elstva, u néjz zjistime znaky varroozy, resp. PMS.

e Pinzeta a paratka.

e Jednorazové rukavice.

e Miska nebo doza se véelami (dé€lnice zplodového plastu) pro umistovani roztoca.
Takovéto délnice oznacujeme jako udrzovaci vcely.

e Klimabox s nucenou cirkulaci nastaveny na 35 °C.

e Do misky se umisti v¢ely z plodového pléstu, které budou slouzit jako udrzovaci véely pro
roztoce.

e Ramek s plodem, ve kterém jsou roztoci, se opie do mirn¢ naklonéné polohy.

e Paratky se kruhovym pohybem odvickuji buniky. Rozto¢i samovolné vybihajici z bunék se
sbiraji nebo se véely vytahnou z bunék a pak se sbiraji rozto¢i. K odvi¢kovani je mozné
pouzit pinzetu.

e Odebirani rozto¢i se umistuji do misek s udrzovacimi vcelami. Udrzovaci véely jsou

v miskach krmeny 50% cukrem (stejn¢ jako v ptipadé experimentalnich véel).
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e RoztoCi se nechaji na udrzovacich v¢elach sjednotit do druhého dne (24 hodin) nebo
Vv piipadé potieby i déle. Spole¢nym sanim rozto¢u na udrzovacich véelach se pred aplikaci
na experimentalni v¢ely sjednoti virové naloze Vv roztocich.

e Udrzovaci vcely sroztoci se vyndaji na filtracni papir. Sbirani rozto¢i se umistuji na
experimentalni v¢ely. Rozto¢i nékdy samovolné unikaji z udrzovacich vcel na filtra¢ni

papir, odkud se daji snadno sbirat (obrazek 7).

Obrazek 7. Udrzovaci vCely — rozto€i pro experimentalni expozici.

3.3.2. Vzorky zdravych lihnoucich se véelich délnic

Pro odbér vzorkt véel se vybiraji pouze vcelstva, ktera lze povazovat za zdrava. Takova véelstva
nevykazuji znamky onemocnéni vcetné varrodzy, maji rychly rozvoj a plod nevykazuje
mezerovitost. Pro zaloZeni experimentu se pouziji délnice, které jsou sbirany v okamziku, kdy
prokousavaji vicko buiiky, aby bunku opustily. Odbér véel ilustruje obrazek 8. Véely musi byt
vitalni bez znatelnych poskozeni, problémi s pohybem/fitness. Musi byt jistota, ze v¢ela nebyla
parazitovana V. destructor v jeji bunce. V. destructor je totiz praticky vSudypfitomny a najit

vcelstvo Upln¢€ bez roztoci je prakticky nemozné.
Material:

e Ramek s uzavienym délni¢im plodem, ve kterém se zrovna lihnou vcely.
e Pinzeta a paratka.
e Jednorazové rukavice.
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e Doza vystlana buni¢inou pro umistovani odebiranych vcel.
e Klimabox s nucenou cirkulaci nastaveny na 35 °C pro provedeni experimentu a piipadnou

inkubaci ramku pro odbér lihnoucich se vcel.

Postup:

e Pro odbér veel se vybere veelstvo, které nejevi znaky onemocnéni, ma rychly rozvoj a neméa
mezerovity plod.

Pozn. Idedlni je pouzit vcelstvo s historii, dlouhodobé sledované. Piipadné se miize
vcelstvo pred odbérem vysettit na patogeny molekuldrnimi metodami.

e U vybraného vcelstva se najde ramek s uzavienym plodem, idedln¢ ve stavu hromadné

vybihajiciho plodu.
Pozn. Pokud vybrané vcelstvo nema v daném momentu vybihajici plod, doporucuje se
udélat prohlidku uzavieného plodu otevienim n¢kolika nahodilych vi¢ek. Vzhledem
k aktualnimu stadiu kukel se odbér vzorkt lihnoucich v¢el nacasuje. Vhodny ramek nebo i
vic ramki se oznaci zvolenym symbolem nebo datumem pro snazsi identifikaci pii
opctovném vstupu do ulu.

e Pied odbérem se z ramku s uzavienym plodem opatrné sklepnou vcely nebo se opatrné
ometou, aby nepiekazely pii vzorkovani lihnoucich se vcel.

Pozn. Prudsi neopatrné sklepnuti mtize zpUsobit potfisnéni vi¢ek sladinou/medem, coz je
nezadouct, protoze vcely se mizou olepit, nasat pti lihnuti.

e Vcely se odebiraji v momentu, kdy se prokousavaji vickem a chystaji se opustit buiiku. Pti
odbéru se pouzivaji plastové jednorazové rukavice anebo pinzeta. Nesmi dojit k poskozeni
odebiranych vcel.

Pozn. Na vcely se nesmi sahat holou rukou kvili kontaminaci. Napt. pii proteomickych
analyzach by byla kontaminace vcel stykem s lidskou pokoZkou fatdlni, protoZe by vcely
byly zbyte¢né kontaminované lidskym keratinem.

e Pro experiment se pouZziji pouze vitalni véely, u nichz je ovéfeno, Ze se vyvijely bez
piitomnosti roztoce V. destructor v bunce. Kazda vcela se prohlédne, aby se ovéfilo, Ze
nema na téle roztoce. Zaroven se pii odebirani lihnoucti se vcely prohlédne 1 burika, ve které

by rozto¢ mohl byt také ukryt.
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e Kazd4 odebrana vcela se opatrné umisti do krabicky (vyssi dézy), na jejimz dn€ je umisténa
buni¢ina (nebo papir), ktera zmékcuje povrch dna a eliminuje poSkoZeni vcel pfi
umistovani do dozy. VSechny vcely pro zalozeni série experimentu by mély byt odebrané

V €0 nejkrat$im ¢asovém useku (idealné v rozsahu 1-2 hodiny).

Obrazek 8. Ptiprava lihnoucich se v€el pro experimenty.
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Komentar: Pokud je to mozné, doporucuje se zejména v teplych dnech, zvlast¢ kdyz venkovni
teploty dosahuji kolem 30 °C a vice, odebirat v¢ely pfimo na stanovisti. Vybihani véel po nékolika
minutach obvykle ustava, a tak se ramek umisti na chvili (cca 10—15 min) zpé€t do tlu. Poté se vcely
obvykle zase lihnou Iépe. Alternativné je mozné ramek prenést do klimaboxu prednastaveného na
35 °C. Ramek s plodem nesmi prochladnout. Delsi odlouceni véel od vcelstva také neni zadouct,
proto se uptednostiiuje odbér u vcelstva. To je vSak vhodné v teplych dnech a v dobé, kdy na
stanovisti nedochdzi k loupezim. Jelikoz se varrodza typicky vyskytuje ke konci srpna a pozdéji,
je riziko loupezi pomérné velké. Alternativou mizou byt odbéry v zasitovaném izolatoru, pokud

je na stanovisti k dispozici.

3.3.  Vybér pesticidni latky

Pti vybéru vhodné pesticidni latky nebo formulovaného pesticidu — prostfedku na ochranu rostlin
(POR), se zpravidla zaméfujeme na aktualni vyznam z hlediska spole¢nosti a kompetentnich
organti hodnoticich rizika pesticidii. Vhodné jsou pro testovani také nové latky. Pii vybéru se lze
zam&fit na modelové latky, u nichz je podezifeni negativniho ucinku z hlediska imunity.
Experimentalni davka (koncentrace v diet¢) by méla odpovidat redlnym koncentracim V prostiedi

— V zasobéach vcel, v nektaru ptip. pylu.

3.4. Experimentalni varianty a zaloZeni experimentu

Zaklada se kontrolni varianta bez expozice V. destructor i pesticidu. Dale se zaklada varianta
expozice pesticidem, ale bez V. destructor. Tteti varianta predstavuje expozici V. destructor bez
pesticidu a Ctvrta varianta kombinuje expozice V. destructor a pesticidu. Podle metodiky pokus
probiha 72 hodin v klimaboxu pfi konstantni teploté 35 °C a v temnu (obrazek 9). Pokud jsou
zalozeny vSechny 4 varianty, je mozné porovnat, zda samotny pesticid ovliviiuje véely ve srovnani
expozice pesticidem s expozici s V. destructor. Je mozné snizit poCet variant a porovnavat expozici
V. destructor bez pesticidu s expozici V. destructor s pesticidem — ziskany vysledek z takového

porovnani poskytne hlavni porovnani, i kdyz nezahrnuje kontrolni varianty bez V. destructor.

-18-



ZEMI%? © i’

Tomas Erban — Varrodza v komplexnich souvislostech

Obrazek 9. Experimentalni klicky v klimaboxech. Dulezité je, aby klimabox mél nucenou
cirkulaci, aby byla udrzovana homogenni teplota v uzavieném prostoru.

3.5. Analyzy vzorki a interpretace dat

Ziskané vzorky vcel se nasledné analyzuji zvolenymi metodami. Vzorky vcel je mozné analyzovat
fadou ruznych zpuisobl Vv zavislosti na moznosti a vybaveni laboratofi. Nejvhodné&jsi je aplikace
vysokokapacitnich analyz jako proteomika a transkriptomika, jelikoz vystupy poskytuji komplexni
obraz o zménach v organismu. Kazdy pesticid mize zpusobovat jiné zmény, a pokud je sledovan
pouze jeden nebo nékolik markerti, nemusi byt zjistén dilezity efekt. Testovana pesticidni latka se
povazuje za rizikovou, pokud jsou zjistény signifikantni rozdily zejména mezi variantami
kombinované expozice Varroa—pesticid a Varroa bez pesticidu, coz indikuje vliv pesticidu na

interakci parazitace a vcel.

4. Priklad provedeni metodiky

A. Vybrany modelovy pesticid:

Hodnocena 0i¢inna latka: imidakloprid (kat. ¢islo: 37894; analyticky standard; PESTANAL®,
Supelco, Sigma—Aldrich).

V modelovém piipad¢ je pouzit neonikotinoid imidakloprid. Imidakloprid je sice v sou¢asnosti pro
pouziti v POR Vv Evropské unii (EU) zakazan, ale je hojné pouzivan jinde ve svété. Povolené

pouzivani imidaklopridu mimo EU je tedy s ohledem na situaci v EU kontroverzni a stale aktualni.
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Nékolik studii ukazalo, ze nékteré neonikotioidy vcetn¢ imidaklopridu maji vliv na pocetnost

parazitl i viru [74, 75, 78, 79].

B. Experimentalni varianty a expozice:

Byly zalozeny 4 varianty: i) kontrola (KON) — krmeni: 50% roztok cukru bez ptidavku
imidaklopridu; ii) expozice imidaklopridem bez Varroa (IMI) — krmeni: roztok 50% cukru
s imidaklopridem o koncentraci 2,5 ug/l; iii) expozice Varroa bez imidaklopridu (VAR) — krmeni:
50% cukr, aplikovani roztoc¢i V. destructor v poctu 3 rozto€i na véelu; iv) expozice V. destructor
s imidaklopridem (VAR+IMI) — krmeni: roztok 50% cukru s 2,5 pg/l imidaklopridem, roztoci
V. destructor v poctu 3 roztoct na véelu. Od kazdé varianty bylo zalozeno 8 vcel. Veely byly
Vv experimentu 72 hodin. Poté byl experiment ukoncen. Ze vcel byli odstranéni roztoc¢i. Véely byly
po jedincich zamrazeny ve zkumavkéch typu Eppendorf na suchém ledu a uskladnény pii —80 °C

do zpracovani a provedeni analyzy.

C. Analyzy:

Pro analyzy bylo pouzito 6 vcel v kazdé ze 4 variant. Jednotlivé vzorky celych vcel byly
homogenizovany a 24 vzorka bylo analyzovano proteomickou analyzou. Tryptické digesce celych
véel byly analyzovany pomoci nanokapalinové chromatografie (nanoLC) Dionex Ultimate 3000
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo). Proteomicka analyza
byla provedena v Laboratoti proteomiky BIOCEV. Data byla vyhodnocena pomoci algoritmt
label-free kvantifikace (LFQ) v programu MaxQuant verze 2.2.0.0 [82]. Vyhledavaci databaze
predstavovala 23 521 sekvenci A. mellifera, 6 785 sekvenci selektovanych pro ,,A. mellifera a viry*
a také 30 221 sekvenci V. destructor, sekvence byly stazeny z NCBI. Sekvence A. mellifera a
V. destructor byly selektované z RefSeq NCBI. Dale byla data vyhodnocena v programu Perseus
verze 2.0.7.0 [83].

D. Vysledky:

Byla ziskana kvantitativni data, ktera poskytuji porovnani proteoma vcel ze 4 expozic¢nich variant.
Data byla selektovana na 3 pozivni vysledky pro kazdy protein aspon v jedné varianté. Bylo
ziskano celkem 2 168 proteinl pro porovnani abudance. Chybé¢jici identifikace byla nahrazena
hodnotami z normalni distribuce (Width = 0,3, Downshift = 1,8). Mezi jednotlivymi variantami

bylo provedeno porovnani pomoci permutacniho t-testu s pouzitymi parametry FDR = 0,05; SO =

-20-



ZEME Tomas Erban — Varrodza v komplexnich souvislostech © I

0,05; 1000 permutaci. Mezi IMI a CON nebyly identifikovany signifikantni rozdily. Mezi VAR a
CON bylo identifikovano 5 signifikantnich proteint, ale ve skute¢nosti se jedna 0 4 proteiny, 3
proteiny jsou z A.mellifera, a jeden je virovy DWV polyprotein, vSechny proteiny jsou
upregulované ve VAR (tabulka 1). Mezi VAR+IMI a VAR bylo identifikovano 8 signifikantnich
proteint, 7 proteind bylo downregulovanych a 1 upregulovany ve VAR+IMI (tabulka 2). Mezi
VAR+IMI a IMI byly identifikovany 2 signifikatni proteiny, ptfi¢emz obé¢ identifikace nalezi
k DWV. Vp2 protein je soucasti DWV polyproteinu, identifikaci lze tedy povazovat za artefakt

(tabulka 3). Graficky znazornéné rozdily pomoci volcano plott jsou uvedeny na obrazku 10.
Tabulka 1. Statisticky (FDR = 0,05; SO = 0,05) rozdilnych 5 proteini identifikovanych mezi VAR

a CON, z toho vsak jeden signifikantni vysledek ptedstavuje Vp2 protein z polyproteinu DWV,
takze se jedna o redundantni vysledek vzhledem k identifikaci DWV polyproteinu.

Alog?2
(VAR-CO
-log p N Fasta
5,33 4,79 APP91308.1| polyprotein [Deformed wing virus]
4,62 5,03 NP_001011615.1| hymenoptaecin preproprotein

4,35 4,29 XP_397526.2| uncharacterized protein
4,00 4,48 XP_393293.2| esterase E4

Tabulka 2. Statisticky (FDR = 0,05; SO = 0,05) rozdilnych 8 proteinti identifikovanych mezi
VAR+IMI a VAR.

Alog2
(VAR+IMI
-logp -VAR Fasta headers
3,99 3,11 XP_016771991.1] trypsin

3,57 -1,67 NP_001229586.1| ATP synthase lipid-binding protein, mitochondrial
XP_006564616.1| NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex

3,42 -2,63 assembly factor 3

4,97 -5,38 NP_001011615.1| hymenoptaecin preproprotein

4,16 -4,04 XP_397526.2| uncharacterized protein LOC408807

4,93 -2,06 XP_623908.1| elongin-B

3,42 -3,90 XP_393293.2| esterase E4

3,12 -3,35 XP_624019.1| barrier-to-autointegration factor B
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Tabulka 3. Statisticky (FDR = 0,05; SO = 0,05) rozdilné dva vysledky mezi VAR+IMI a IMI. Ve
skutecnosti se jedna o jediny protein — polyprotein DWYV, jelikoz Vp2 je redundantni identifikace
DWV obdobné¢ jako v tabulce 1.

Alog?2
(VAR+IMI
-logp -IMI) Fasta
5,58 6,71 APP91308.1| polyprotein [Deformed wing virus]

Obrazek 10. Vizualizace rozdilu identikaci mezi jednotlivymi variantami pomoci volcano ploti.

IMI - CON VAR -CON VAR+IMI - VAR VAR+IMI - IMI

%

FDR = 0.05

FDR =0.05
FDR =0.05

-logp

FDR =0.05

T T T
-2 -2 4

[ 2 '] 2 -5 ] 0 5
Alog2 (IMI-CON) Alog2 (VAR-CON) Blog2 (VAR+IMI - VAR) Alog2 (VAR+IMI - IMI)

Vzhledem k identifikaci DWV ve vysledcich prezentovanych vyse byla v zakladnich datech
ovéfena pritomnost Viru v jednotlivych vzorcich. Obdobné ovéteni bylo provedeno pro rozdilny
protein hymenoptaecin a také LOC408807. Vysledky v tabulce 4 poukazuji na kvalitativni rozdily
mezi variantami v proteinech vcetné DWV. Ovéfeni ukazalo ze DWYV byl identifikovan pouze ve
vzorcich exponovanych V. destructor, coz je spravny vysledek, ktery potvrzuje, Ze kontrolni vcely
nebyly DWV infikovany, zatimco V. destructor ptenesl DWV na experimentalni vcely
v expozicich VAR a VAR+IMI. Kromé& jednoho vzorku je patrné, ze DWV byl ve varianté
DWV+IMI abundantnéjsi nez ve VAR, coz znaci potencialné vyssi abundanci DWV puisobenim

imidaklopridu.
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Tabulka 4. Log2 LFQ intenzity naméfenych dat pro jednotlivé vzorky tii vysledkt. Tabulka
ukazuje, ze DWV byl identifikovan pouze ve V. destructor parazitovanych vcelach.

Hymenoptaecin byl identifikovan pouze ve variant¢ VAR, podobné jako unch. protein
LOC408807.

CON IMI
cl 2 3 4 5 6 il i2 i3 i4 i5 i6 MS/MS Protein
count
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 776 DWV polyprotein
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 NP_001011615.1| hymenoptaecin preproprotein
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 39 XP_397526.2| unch. protein LOC408807
VAR VAR+IMI
MS/MS

vi v2 v3 v4 v5 v6 vil vi2 vi3 vid vi5 Protein

count

25 26 25 24 25 27 28 26 28 27 28 23 776 DWV polyprotein
27 23 25 27 26 25 0 0 0 0 0 0 29 NP_001011615.1| hymenoptaecin preproprotein
25 0 26 27 26 25 0 0 0 0 0 0 39 XP_397526.2| unch. protein LOC408807

E. Interpretace vysledkiu:

Hlavnim cilem experimentu bylo zjistit, zda oralni expozice véel imidaklopridem v koncentraci
2,5 ng/l v krmivu [84-86] po dobu 3 dny/72 hodin mize ovlivnit v¢eli délnice, a to v kombinaci

s expozici V. destructor.

Statistické vyhodnoceni vysokokapacitnich proteomickych dat ukazalo, ze oralni expozice
samotnym imidaklopridem nezputsobila signifikantni rozdily v expresi proteind vuci kontrole.
Pouzita realistickd oralni expozice je pomérn€ mala a to 2,5 pg/l a po dobu 3 dni expozice se
neprojevila na zméné proteomu veel. Je mozné, Ze delsi expozice by odhalila znamy chronicky vliv
imidaklopridu a mezi variantami IMI a KON by pak mozna byly identifikovany signifikantni

rozdily.

Nejvice signifikantnich vysledkt bylo identifikovano porovnanim expoziénich variant
VAR+IMI a VAR, coz znaci, Zze imidakloprid zvySuje efekt parazitace vcel V. destructor. Kli¢ovy
vysledek se jevi, ze imunitni protein hymenoptaecin je aktivovan parazitaci V. destructor, jelikoz
byl identifikovan pouze ve variant¢ VAR, ale v kombinaci simidaklopridem, ve varianté
VAR+IMI nebyl hymenoptaecin identifikovan vibec. Tyto kvalitativni rozdily znaci vyznamné
ovlivnéni imunitni odpovédi imidaklopridem. Obdobna situace je v ptipadé unch. protein
LOC408807, ktery byl identifikovan pouze ve varianté VAR. Jedna se o leucine rich repeat domain

protein, ktery souvisi simunitou [87]. V recentni studii Erban a kol. [88] bylo ukazano, ze
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subletalni vliv acetamipridu, podobné jako jiny neonikotinoid thiakloprid, dokaze aktivovat
imunitu v¢el, ale je rozdil v imunitni odpovédi mezi kralovnou a lihnoucimi se véelami. Plisobenim
acetamipridu byl sledovan vliv také na hymenoptaecin a LOC408807 [88], ale jinym zplsobem,
nez zde v testu. Imidakloprid zde mohl potlaé¢it imunitni odpovéd’ vyvolanou V. destructor. Dalsi
identifikované proteiny svéd¢i o pridavném, patrn€ synergickém ucinku imidaklopridu na interakci

V. destructor-DWYV ve véelach.

Vysledky naznacuji, ze imidakloprid by mohl zvySovat hladiny DWV ve vcelach
parazitovanych V. destructor, ale vysledek neni jednotny ve vSech vzorcich, jeden vzorek
DWV+IMI ma nizsi LFQ intenzitu DWV. Imidakloprid byl jiz dfive identifikovan jako faktor,
ktery zvySuje abundanci stievnich paraziti Nosema spp. (Vairimorpha spp.) a L. passim ve vcelach
[74, 75]. Ziskany vysledek pro DWV vsak potiebuje budouci ovéteni a vysvétleni. Dalsi studie
ukazaly, Ze jiny neonikotinoid thiamethoxam miZze zhorSovat u¢inky DWV [78, 79], coz podporuje

potencial pro zvyseni DWV jinym neonikotioidem imidaklopridem.
H. Zavér:

Vysledky ukazaly, ze imidakloprid ma vliv na interakci na trovni V. destructor-DWV. Vysledky
ukazuji, ze imidakloprid ovliviiuje imunitu véel a je mozny jeho synergicky u¢inek v interakci
s varroozou. Del$i expozice a studium na trovni véelstva by mohla odhalit sledované dusledky ve
veétsi mife. Napf. v Kanadé a ve Spojenych statech se potykaji s velmi vysokymi ztratami vcelstev,
jejich mira mize mit souvislost s tim, Ze v téchto zemich je povolen imidakloprid, ktery véelam

Skodi sam o sobé, ale navic mize podporovat rozvoj patogentl.

5. Srovnani novosti metodiky

Metodika ptinasi nové prvky do hodnoceni rizik pesticidii na véelu medonosnou. Metodika se
zamétuje na subletalni efekt pesticidii v interakci s parazitaci V. destructor. Hodnoceni v metodice
je zaméfeno na interakci vyssiho fadu, ktera predstavuje interakci mezi pesticidem a V. destructor

a navic jim pfenaSenymi viry, zejm. DWV, a to v realistickych expozicich pesticidem.

vvvvvv

ohrozujici véely — varro6zu. Soucasné vSak metodika umoznuje hodnoceni vlivu interakce

pesticidu s patogeny na biochemické procesy ve vcelach, které maji fyziologické dusledky.
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Identifikace takovychto interakci mezi polutanty a patogeny vcel je cesta k odhaleni

,hevysvétlitelnych vysokych ztrat véelstev.

Klicovym prvkem v metodikce je experimentalni provedeni vedouci k pfipravé vzorki, které
pak mohou byt analyzovany rtiznymi zplisoby respektujici riizné vybaveni laboratofi a analytické

moznosti.

6. Uplatnéni metodiky

Metodika reaguje na potiebu komplexniho hodnoceni rizik pesticidi na v¢ely se zahrnutim riznych
interakci s patogeny, v¢etné polutantti/pesticidi. Obdobné modely pro hodnoceni jsou pozadovany
svétovou védeckou komunitou a také organy, které se zabyvaji ztratami vcel a hodnocenim rizik
pesticidi na necilové organismy. Konkrétné ma metodika uplatnéni pti identifikaci dosud skrytych
¢i ,,nevysvétlitelnych vysokych ztrat véelstev, coz dokumentuje také konkrétni ptiklad provedeni.
Identifikace rizikovych interakci mezi polutanty a patogeny veel je cesta odhaleni

,hevysvétlitelnych vysokych ztrat véelstev.

Proto je uplatnéni na evropské trovni napt. skrze Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin
(EFSA) a na trovni Ceska skrze jednotliva ministerstva a kompetentni organy statni spravy,
zejména Ministerstvo zemédélstvi CR ve spolupraci s Ministerstvem Zivotniho prostiedi CR.
Metodika mtize prispét k zajisténi udrzitelného opyleni riznych rostlin a ma tedy konkrétné vztah
k Umluvé o biologické rozmanitosti (Convention on Biological Diversity, CBD) [89], ktera patii
Kk nejvyznamnéj§im mezinarodnim mnohostrannym Umluvam v oblasti Zivotniho prostiedi.
Metodika je také v souladu s Novou dohodou pro opylovace [90], ktera se zabyva ubytkem
opylovact a opatienimi pro zlepSeni jejich ochrany. V uzivatelské sféte se tak metodika uplatni pii
ochrané komer¢nich opylovact a potencialné i pfirozenych opylovacu, proze efekty sledované na
vcele medonosné jsou do jisté miry aplikovatelné i na jiné druhy. Eliminace negativniho vlivu POR
je velmi dilezitou soucasti pouzivani POR a celkove zemé&dé€lské produkce. Spravnou definici rizik
POR je mozné 1épe chranit spoleCenstva opylovacu, ktera predstavuji nastroje ekosystémovych

sluzeb biodiverzity a také zemédelské produkce.
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7. Ekonomické piinosy metodiky

Postupy uvedené v metodice se tykaji ochrany zdravi véel s konkrétnim zaméfenim na varroozu.
Metodika ptedtavuje zcela novy pristup, kdy je hodnocen potencialni vliv pesticidi na varroozu,
ktera kombinuje parazitaci V. destructor a pfenosy a mnozeni virti ve véelach. Dusledky varrodzy
jsou ohromného dopadu, jelikoz jde o hlavni faktor zodpovédny za ztraty vcel, které jsou

kazdoro¢né velmi vysoké.

Metodika umoziuje zhodnoceni piispévku znecisténi polutanty/pesticidy na dusledky
varroozy. Odhaleni vlivu pesticidl na interakce vyssSiho fadu, jako je varrodza, mize snizit ztraty
véelstev, coz se mize globalné odrazit i v miliardovych fadech. Proto metodika vysoce piesahuje
naklady na experimenty a analyzy. Konkrétné se naklady na material a sluzby na modelovy

experiment v metodice pohybuji v hodnot¢ cca 150 tis. K¢.

Aplikaci metodiky v praxi a do hodnoceni POR nebo i jinych polutantt se mize snizit mira
ztrat veelstev. Postupy uvedené v metodice maji potencidl pfispét ke snizeni ztrat véelstev, jejichz
hodnoty jsou kazdoro¢né jen v Cesku stamilionové v K&. Aplikace metodiky do hodnoceni rizik
pesticidl zaroven dokaze predejit problémim zpisobenym jejich skrytymi nezadoucimi ucinky a
S tim spojenymi ndslednymi Skodami na zZivotnim prostiedi, ale pfipadn€ i na zdravi ¢lovéka.

Ekonomické piinosy jsou také v potravinové bezpecnosti.
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