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SOUHRN

Tato diplomova prace je zaméiena na molekularni diagnostiku rezistence klestika
véeliho (Varroa destructor) Kk pyrethroidni latce tau-fluvalinatu. Molekuly
tau-fluvalinatu se vazi na sodikové kanaly v bunkach roztoce a zptsobuji jejich nevratné
otevieni, ¢imz dochéazi k trvalému transportu sodnych ionti do builkky a naruSeni
iontového gradientu. Rezistence parazita k této latce je zpusobovana bodovymi mutacemi
nukleotidi 1710 a 1712 v genu pro sodikovy kanal klestika véeliho (VmNa), které vedou
k aminokyselinovym substitucim na pozici 925 (¢islovano dle Vsscl Musca domestica)
polyproteinového produktu genu. Molekula tau-fluvalinatu se neni schopna na mutantni
formu sodikového kanalu vazat, nedochazi tak k naruSeni transportu sodnych ionti
a rozto¢i po aplikaci latky prezivaji.

Teoretickd ¢ast diplomové prace je zaméiena na biologii klestika vceliho na
molekularni i obecné Grovni, popis mechanisma vzniku rezistence roztoci K akaricidnim
latkam pouzivanym K jejich hubeni, charakterizaci téchto latek a na vycet technik, které
byly a jsou pouzivany k uréovani rezistence klestika k tau-fluvalinatu.

Prakticka Cast prace se zabyva navrhem a optimalizaci diagnostické metody
umoznujici detekci bodovych mutaci nukleotidti 1710 a 1712 v genu pro sodikovy kanal,
které stoji za vznikem rezistence kleStika k tau-fluvalinatu. Pro detekci mutaci je
navrzena tfiprimerova alelicky specificka PCR amplifikace (3-PAS-PCR) vyuzivajici
schopnosti  diagnostickych  primert  detekovat pfitomnost bodovych mutaci
a charakterizovat je co do konkrétni nukleotidové varianty. 3-PAS-PCR umoziuje
jednoduchou, plosnou, ¢asové a finan¢né nenaro¢nou diagnostiku rezistence klestika

k tau-fluvalinatu.



SUMMARY

This master thesis is focused on molecular diagnostics of resistance of Varroa
dectructor to the pyrethroid substance tau-fluvalinate. Tau-fluvalinate molecules bind to
sodium channel in mite’s cells and lead to itS permanent opening. That causes
non-interrupted influx of sodium ionts into cells and iont gradient disruptment. Varroa
resistance is caused by point mutations at nucleotide positions 1710 and 1712 in sodium
channel gene (VmNa), which lead to amino acid substitutions at position 925 (according
to Vsscl Musca domestica numbering) of polyprotein product of this gene.
Tau-fluvalinate molecules are not able to bind at mutant form of sodium channels, so
sodium ionts transport is not disruped and mites survive tau-fluvalinate treatment.

Theoretical part of this thesis targets on Varroa mite biology on molecular and
general level, then on acaricides resistance mechanisms and on characterization of
techniques which have been used to determine Varroa resistance to tau-fluvalinate.

Practical part deals with desing and optimalization of diagnostic method which
enables detection of point mutations at positions 1710 and 1712 in sodium channel gene
which lead to Varroa mite resistance to tau-fluvalinate. Mutations detection is
implemented by three-primered allele specific PCR reactions (3-PAS-PCR) in which
diagnostic primers are used to detect presence of these mutations and to characterize their
nucleotide variants. 3-PAS-PCR enables simple, areal detection and time and financially

undemanding diagnosis of Varroa mite resistance to tau-fluvalinate.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

3-PAS-PCR

ABPV

ADAR

AchE
Cds

CpG

DDT
DWV

ECso

GABA
GLFLN 1
IAPV
KBV

kdr

LDso

tiiprimerova alelicky specificka polymerazova fetézova reakce (three

primered allele specific polymerase chain reaction)
virus akutni paralyzy véel (acute bee paralysis virus)

skupina enzymu katalyzujicich adenosin-inosinovou editaci RNA

(adenosine deaminase on RNA)
acetylcholinesteraza
kodujici sekvence (coding sequence)

CpG dinukleotidy (cytosin-fosfat-guanin) akumulované v riznych

¢astech genomu
dichlordifenyltrichlorethan
virus deformovanych kiidel (deformed wing virus)

koncentrace latky, ktera zpusobi urcity efekt u 50 % testovanych
organismii dané populace za definovanych podminek, veli¢ina

statisticky odvozena (median effective concentration)
gama-aminomaselna kyselina (gabba-aminobutyric acid)
napét'ove fizeny sodikovy kanal olihné

izraelsky virus akutni paralyzy (Israeli acute paralysis virus)
kasmirsky vceli virus (Kashmir bee virus)

rezistence k insekticidim obsahujicim dichlordifenyltrichlorethan
a pyrethroidy, vznikajici v dusledku bodovych mutaci (knockdown

resistance)

davka latky, ktera je smrtelna pro 50 % testovanych organismu (lethal
dose 50 %)
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LINE

LTR

PCR-SSCP

Rdl

VGSC

VmNa

douhé rozptylené jaderné elementy (long interspersed nuclear

elements)
dlouhé koncové repetice (long terminal repeats)

polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction)
s naslednym jednovlaknovym konformac¢nim polymorfismem (single

stranded conformation polymophism)
typ GABA receptoru (podle dieldrin-resistant mutant Drosophila line)
napétove fizeny sodikovy kanal (voltage-gated sodium channel)

gen pro sodikova kanal klestika v¢eliho (Varroa mite sodium channel)

viii
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1 Uvod

Varroacidni pfipravky na bazi tau-fluvalinatu se vazi na sodikovy kanal klestika
v¢eliho (Varroa destructor) v kapse formované segmenty S4, S5 a P-smyc¢kou domény
DIl, a dale segmentem 6 domény DIII polypeptidu sodikového kanalu. Po jejich navazani
setrvava por sodikového kandlu v otevieném stavu, coz vede k permanentnimu toku
sodnych iontd do buiiky a disrupci membranového potencialu mezi vnitinim a vnéjsim
povrchem cytoplazmatické membrany. Bodové mutace nukleotida 1710 a 1712
(GenBank Accesion no. KC152655.2), zptisobujici aminokyselinové substituce na pozici
925 polypeptidového produktu genu pro sodikovy kandl, znemoziluji navadzani
tau-fluvalinatu do vySe zminéné kapsy, a tudiz zplsobuji rezistenci roztoce
k tau-fluvalinatu.

V této diplomové praci se budu zabyvat detekci bodovych mutaci na
nukleotidovych pozicich 1710 a 1712 genu pro sodikovy kanal, které stoji za vznikem
rezistence klestika vceliho (Varroa destructor) k tau-fluvalinatu, latce piitomné
v nékterych varroacidnich ptipraveich. K detekci bodovych mutaci budu pouzivat PCR
amplifikaci zajmového segmentu genu, provedenou za pomoci specificky navrzenych
diagnostickych primerti. Cilem mé prace bude navrhnout a optimalizovat uspofadani PCR
amplifikacni reakce tak, aby ji bylo mozné pouzit pro detekci pfitomnosti ¢i
nepfitomnosti bodové mutace vySe zminénych nukleotidovych pozic, a urcit tak
vnimavost klestikii k tau-fluvalinatu. Tato metoda by méla byt dostatecné robustni,
jednoduchd, casové a finan¢né nendrocnd a umoznovat ploSnou diagnostiku rezistence

klestiki k tau-fluvalinatu v napadenych vcelstvech.



Cile prace

Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.
Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.
PCR amplifikace DNA klestika v¢eliho (Varroa destructor) za ucelem detekce
bodovych mutaci v genu pro sodikovy kanal, zpusobujicich rezistenci klestika
K varroacidim na bazi tau-fluvalinatu. To zahrnuje:

a) Pripravu klestikt véelich pro izolaci genomické DNA a jeji provedeni.

b) NavrZeni diagnostickych primeri pro detekci bodovych mutaci.

c) Optimalizaci podminek a uspofadani PCR amplifika¢nich reakci pro detekci

bodovych mutaci.
d) Ovefeni ptitomnosti bodovych mutaci restrik¢nim $tépenim PCR produkti

a sekvenaci vybranych vzorkti DNA.



3 Literarni prehled

3.1 Kilestik véeli a jeho zarazeni do systému

Klestik véeli (Varroa destructor) (Anderson et Trueman, 2000) je ektoparaziticky
rozto¢ napadajici véelu medonosnou (Apis mellifera). Ke svému rozmnozovani vyuziva
plodové bunky plastli, ve kterych se vyvijeji nedospélé vcely. Predpokladalo se, ze
vSechna aktivné se krmici vyvojova stadia klestika se vyzivuji sanim hemolymfy hostitele
(Anderson et Trueman, 2000; Le Conte et al., 2010). Vyzkum poslednich let v§ak ukazal,
ze jako potravu vyuzivaji misto hemolymfy tukovou tkan hostitele (Ramsey et
vanEngelsdorp, 2016). Na uzemi dne$ni Ceské republiky (tehdejsiho Ceskoslovenska)
byl klestik véeli poprvé zachycen v roce 1978 (Pohl, 2008; Cermak et al., 2016).

V ramci systematického zafazeni nalezi kleStik vceli do tfidy pavoukovci
(Arachnida), fadu rozto¢i (Acari) a skupiny parazitickych roztoc¢i v ramci Celedi
klestikoviti (Varroidae) (Anderson et Trueman, 2000; Anonymousl, 2018).

Télo klestika je shora kryto kutikuldrnim Stitem, ktery s nardstajicim staifim
jedince ptechazi od svétle hnédé po Gervenohnédou barvu. Ctyfi pary kra¢ivych konéetin
pokryté drapky a pfisavkami slouzi kleStikovi k zachyceni se na vcele, sdm se vSak
aktivné v ramci lu nepohybuje, pokud k tomu neni donucen (Cermak et al., 2016).
Chelicery a pedipalpy ve frontalni ¢asti t€la maji funkci ¢ichového a hmatového organu
(Vesely, 2003).

Samice jsou v porovnani se samci vétsi, dosahuji Sitky 1,5-1,9 mm a délky

1,1-1,5 mm. Samci maji t€lo okrouhlejsi, dosahuji délky asi 0,8 mm (Vesely, 2003).

Klestik zptisobuje u vcel onemocnéni varrodzu (klestikovitost), béhem které
poskozuje kutikulu hostitele a zivi se tukovou tkani napadenych jedincti. Pti rozsahlejsim
napadeni dochazi ke znacnému snizeni fitness celého véelstva (Rosenkranz et al., 2010;
van Dooremalen et al., 2013). V¢elstva hynou v priabéhu 2—3 let po prvotni infestaci,
pokud nedojde k v¢asnému 1é¢ebnému zasahu (Fries et al., 2006). Klestik je mimo jiné
prenaseCem ftady bakterialnich (Hubert et al., 2015) a virovych onemocnéni vcel
(Genersch et Aubert, 2010; Miinstedt et al., 2014; Wilfert et al., 2016). Funguje jako
pfimy vektor pii pfenosu onemocnéni akutni paralyzy véel (ABPV), kasmirského vceliho
viru (KBV), izraelského viru akutni paralyzy vcel (IAPV) a viru deformovanych kiidel
(DWV) (Genersch et Aubert, 2010; Sammataro et Yoder, 2011). Do t¢la napadené vcely
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se infek¢éni virové Castice dostavaji pres kutikulu naruSenou pfii pfisati roztoce. Pfi
napadeni v¢eli larvy, vyvijejici se v plodové bunce, maji tito napadeni jedinci po dosazeni
dospélosti ¢asto pozménénou t€lni morfologii a ¢etné t€lni deformace (tyka se predevsim
DWYV). V¢ely nakaZzené virovym nemocnénim az b&hem dospélosti (fekalné-oralni
cestou) nevykazuji zpravidla zadné morfologické zmény télni stavby. Miize u nich vSak
dochazet ke snizeni schopnosti odolavat dal§im onemocnénim, kratkovekosti, zméné

chovani a zméné miry agresivity (Genersch et Aubert, 2010; Kang et al., 2016).

3.1.1 Struktura genomu klestika véeliho

K odd¢leni vyvojové vétve, do které spada klestik vceli, od vyvojové vétve
nejblize ptibuznych klist'at, doslo pied 336 + 26 miliony lety (Jeyaprakash et Hoy, 2009).
V porovnani s genomy ostatnich roztoc¢t a zminénych klist’at je genom klestika velikostné
ani ne polovi¢ni. Dosahuje celkové velikosti 565 + 3 Mbp (normalizovano podle DNA
Drosophila virilis) (Cornman et al., 2010), genom klistéte jeleniho (Ixodes scapularis)
ma pro porovnani velikost 2100 Mbp (Hill et Wikel, 2005). V genomu klestika byly
detekovany rozsahlé oblasti tvofené LTR transpozony (long-terminal repeats), LINES
(long interspersed nuclear elements), spolu s otac¢ive se replikujicimi helitrony a aktivné
se premist’ujicimi elementy, které vSechny pfispivaji ke genomové evoluci (Cornman et
al., 2010; Gaji¢ et al., 2016).

Pfi studiu miry exprese gent byly odhaleny rozdily mezi jedinci parazitujicimi na
pivodnim hostiteli véele vychodni (Apis cerana) a mezi jedinci parazitujicimi na
evropské véele medonosné (Apis mellifera). Rozdily v mife exprese byly detekovany
U gend asociovanych s mitochondridlni respiraci, apoptézou, U genii regulujicich
reprodukci a oogenezi (Glady et al., 2016). Jelikoz se klestik v¢eli dostal na izemi Evropy
az v prabéhu poslednich piiblizné 60 let, neni jeho adaptace na nového hostitele zcela
dokonala a do jisté miry mu zptsobuje stres. Tomu nasvédcuje i zvySena exprese noveé
demetylovanych genti fidicich mitochondrialni respiraci a apoptozu (Gladys et al., 2016).
Nicméné i pies tato fakta je adaptace a evoluce populaci klestika zna¢né dynamicka
a efektivni, coz potvrzuje rychle se $ifici rezistence roztoce k varroacidiim a jeho vysoce
adaptivni koevoluce s viry zplisobujicimi onemocnéni véel, a to jak na uzemi Evropy, tak
i mimo ni (Mondet et al., 2014; Gladys et al., 2016).

Znatelné rozdily v mife metylace gend jsou patrné i v ramci jedné populace

klestikti, a to predevsim u jedinct liSicich se vnimavosti k varroacidim, latkdm
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pouzivanym k jejich hubeni. U rezistentnich jedinct dochazi k vyrazné demetylaci DNA
v oblasti CpG ostrovl (Strachecka et al., 2015), coz zpusobuje aktivaci puvodné
deaktivovanych genii. Demetylované geny vykazuji vys$si mutagenni aktivitu ve srovnani
s geny metylovanymi (Xia et al., 2012), a tudiz u nich stoupa riziko vzniku spontannich
mutaci. Zména v metylaci CpG ostrovii muze byt epigeneticky pfenasena do potomstva
(Holliday et Grigg, 1993; Ledon-Rettig et al., 2012), kde je rychle fixovana v dusledku
inbredniho rozmnoZovani klestik.

I pies sourozenecké pareni, samce s haploidnim genotypem a zna¢né pusobici
efekt hrdla lahve neni u klestika redukovan geneticky polymorfismus. Obecné se rozlisuji
dva zakladni haplotypy — haplotyp J (Japanese) parazitujici na vcele medonosné
v Japonsku, Americe a na Thaiwanu, a haplotyp K (Korean), ktery je rozsifeny
celosvétove (Anderson et Trueman, 2000). Pozdé&ji byl popsan dalsi sub-haplotyp v ramci
haplotypu K (Navajas et al., 2010; Gaji¢ et al., 2013) a heteroplazmicka linie klestika
v¢eliho (Gaji¢ et al., 2016). Variabilitu na arovni geni lze u klestika najit mezi
populacemi jednotlivych li, kolonii, i vV ramci vétSich geografickych celkt (Dynes et al.,
2016). K miSeni populaci klestiki dochazi piirozenou cestou prostfednictvim jejich
prenosu na vcelach zalétavajicich do cizich ull. Stale Castéji jsou vSak vcelstva uméle
presouvana z divodu jejich umisténi do oblasti bohatéjSich na potravu, ptipadné jsou
st¢hovana v disledku obchodu se veelstvy, coZ umoziluje rychlejsi a rozséhlejsi miSeni
geneticky diverzifikovanych populaci klestika (Cornman et al., 2010).

K analyze popula¢ni variability klestiki je vyuzivano 10 neutrdlnich
polymorfnich mikrosatelitovych lokust z celkového poctu dvou desitek identifikovanych
mikrosatelitovych lokust. Jedna se o lokusy vj272, vj292, vj294, vj295 (Evans, 2000),
a lokusy VD001, VD112, VD114, VD119, VD126, VD163 (Solignac et al., 2003).
Analyzou técho 10 lokust bylo identifikovano 42 polymorfnich alel, které se vyskytuji
v poctu 2 az 13 alel na jeden lokus (Dynes et al., 2016). Autofi studie uvadéji pro téchto
10 lokusii celkovou hodnotu heterozygotnosti jako 0,09, typickou pro populace
s vysokym procentem inbredniho kifizeni, coz odpovida rozmnoZovaci situaci popsané

u klestika (Dynes et al., 2016).

3.1.2 Rozmnozovani klestika v¢éeliho

Rozmnozovaci strategii klestika véeliho je pseudo-arrhenotokie (De Jong et al.,

1982; Martin et al., 1997). Sparené matky kladou vajicka s diploidni sadou chromozomi
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(2n = 14), ze kterych se vyvijeji samice, a haploidni vajicka (n = 7), ze kterych se lihnou
samci (Steiner et al., 1982; De Ruijter et Pappas, 1983; Martin et al., 1997). Ve vajic¢kach,
ze kterych se vyvijeji samci, dochazi kratce po splynuti pohlavnich bunék k eliminaci
paternalni sady chromozomu (Sabelis et Nagelkerke, 1992; De La Filia et al., 2015).

Oplozené samice kladou vajicka do bun¢k véeliho plodu pted jeho zavickovanim.
Pfi dostate¢ném poctu zakladenych plodovych bunék lze najit v kazdé napadené buiice
zpravidla jednu dospélou samici klestika (Fuchs et Langenbach, 1989). S desetinasobné
vys$$i frekvenci si samice klestika vybiraji k napadeni buiky larev déle se vyvijejiciho
trub¢iho plodu (24 dni), d€lnici plod se vyviji pouze 21 dni (Martin et Cook, 1996). Vyssi
efektivity rozmnozovani je dale dosazeno nakladenim pouze jednoho Vvajicka, ze kterého
se vyviji samec, z dalSich 4-5 nakladenych vaji¢ek se vyvijeji samice (De Ruijter et
Pappas, 1983; Rehm et Ritter, 1989; Brown et al., 2015). Embryonalni vyvoj rozto¢e
zadina jiz ve vaji¢ku v téle matky (Ionescu-Varo et Suciu, 1979; Rehm et Ritter, 1989),
po nakladeni vajicek jsou embrya multicelularni, v pokro¢ilém stadiu diferenciace (Rehm
et Ritter, 1989). Vyvoj klestika od nakladen¢ho vajicka po dosazeni dospélosti trva
6,2 dne u samice a 6,9 dne u samce. Po dovrSeni pohlavni dospé€losti dochazi ke spafeni
nove vylihlé generace klestikti v ramci jedné plodové buiiky vcel (sourozenecké pateni)
(Hamilton, 1967; Pohl, 2008). Spafené samice klestika unikaji z plodové bunky po jejim
otevieni pfichycené na lihnouci se vcele, samci v buice hynou (Martin, 1994).

I pti vysoké urovni inbreedingu nedochazi u klestiki Kk inbredni depresi
(Beaurepaire et al., 2015; Dynes et al., 2016). Heterozygotnost populace v tlu se
zachovava predev§im diky pfenosu jedinci pfichycenych na vcelach zalétlych ze
sousednich vcelstev (Frey et Rosenkranz, 2014; Forfert et al., 2015), a dale diky
nesourozeneckému pareni klestikii v plodovych bunkach napadenych vice samicemi —
matkami. Na konci vegetacniho obdobi totiz dochdzi ke snizeni poméru poctu
zakladenych plodovych bun¢k k poctu klestiki, ktefi je napadaji, a tak musi byt jedna

plodova burika napadena vétsim po¢tem dospélych samic (Beaurepaire et al., 2017).

3.2 Chemické varroacidni (akaricidni) pripravky

Kontrola a redukce poctu klestikli v napadeném vcelstvu je nejcastéji provadéna
za pouziti chemickych latek s varroacidnim u¢inkem (Watkins, 2011). Do nepocetné
skupiny pouzivanych varroacidnich latek nalezi pyrethroidy tau-fluvalinat, flumethrin

a acrinathrin, a formamidinovy derivat amitraz (Martin, 2004; Maggi et al., 2011).
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Strukturni vzorce jmenovanych slouéenin jsou uvedeny na obrazku la)—d). V tabulce 1
jsou uvedeny aktualné registrované veterinarni 1é¢ivé pripravky pro vcely, které obsahuji
vySe uvedené slouceniny. K latkdm s varroacidnim ucinkem jsou fazeny také
organofosfatové slouceniny (coumaphos a malathion), jejichZ pouzivani je vsak jiz ve
svété zakazano (Maggi et al., 2011).

Obrazek 1: Chemickd struktura akaricidnich sloucenin obsazenych v syntetickych
varroacidech.

a) Tau-fluvalinat b) Flumethrin

Anonymous?2 (2018) Anonymous3 (2018)
c) Acrinathrin d) Amitraz
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Tabulka 1: Seznam veterinarnich 1é¢ivych ptipravki pro veely obsahujicich syntetické
varroacidy, aktualné registrovanych v Ceské republice dle opatieni Statni veterinarni
spravy pro rok 2019 (pfevzato a upraveno z Hubert et al., 2017; Anonymous6, 2018;
Anonymous9, 2019).

Piipravek U¢inna latka Obsah ucinné latky | Forma aplikace
Apitraz Amitraz 500 mg/prouzek Kontaktni prouzek
Apivar Amitraz 500 mg/prouzek Kontaktni prouzek
Gabon PF Tau-fluvalinat | 90 mg/prouzek Kontaktni prouzek
Koncentrat pro roztok
M-1 AER Tau-fluvalinat | 240 mg/ml k 1éCebnému oSetieni
vcel
MP 10 FUM Tau-fluvalinat | 24 mg/ml Fumigaéni roztok
PolyVar Yellow | Flumethrin 275 mg/prouzek Kontaktni prouzek
Varidol Amitraz 125 mg/ml Fumigac¢ni roztok

V pribéhu poslednich tficeti let uc¢innost varroacidnich latek rapidné klesla
v disledku vyselektovani pocetnych rezistentnich populaci klestiki, a to na tizemi Evropy
(Milani, 1995; Spreafico et al., 2001; Thompson et al., 2003), Severni Ameriky (Elzen et
al., 2000; Rodriguez-Dehaibes et al., 2005), Jizni Ameriky (Maggi et al., 2011)
a jihozapadni Asie (Farjamfar et al., 2018).

V ramci skupiny pyrethroidnich varroacidi tau-fluvalinatu, flumethrinu
a acrinathrinu, které svym ucinkem cili na sodikovy kanal, byla prokazana kiizova
rezistence (Soderlund, 2008). Jedna se o typ rezistence vznikajici u skupiny latek se
stejnym mechanismem uc¢inku (blokace sodikového kanalu). Na odlisném principu je
zalozena takzvana mnohonasobna rezistence mezi pyrethroidem tau-fluvalinatem
a derivatem formamidinu amitrazem, patficimi do riznych strukturnich skupin
varroacidd, Které se v buiice navazuji na odliSna receptorova mista a maji rtzny
mechanismus U¢inku. Amitraz na rozdil od vySe uvedenych pyrethoidd cili na
oktopaminovy receptor, jehoz aktivitu blokuje (Elzen et al., 2000; Casida et Durkin,
2013). Ke vzniku mnohonasobné rezistence dochazi nejcastéji v dasledku vzniku mutaci
v genech pro detoxikacni enzymy, pfi¢emz dochazi k zvysSeni efektivity metabolizace

strukturné odlisnych latek (Sammataro et al., 2005; Hubert et al., 2017). Mnohonasobna
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rezistence byla zaznamenana také mezi v dne$ni dob¢ jiz zakazanymi organofosfaty
(coumaphosem a malathionem) a pyrethroidy tau-fluvalinatem a cypemethrinem (Kanga
etal., 2010).

Rezistence k pyrethroidim je dana mutantni alelou vyskytujici se v DNA
v homozygotni formé (Davies et al., 2007). Bylo potvrzeno, ze po aplikaci pyrethroidu
dochazi v populaci klestikii k nartstu poctu jedincti s homozygotnim genotypem pro
mutantni alelu udilejici rezistenci. V nepiitomnosti varroacidu jsou pak rezistentni
homozygotni jedinci rychle eliminovani ve prospéch vnimavych jedincti (homozygotnich
pro wild-type alelu nebo heterozygotnich) (Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2016 a 2018).
Rezistentni jedinci maji totiz v nepiitomnosti varroacidu vyznamné nizsi fitness, nez
jedinci vnimavi (Kliot et Ghanim, 2012). Podil heterozygotnich jedinct je obecné nizky,
coz je v korelaci se zplisobem dédicnosti vlastnosti v rdmei haplo-diploidniho kodovani
pohlavi klestika, a také s dédi¢nosti a projevem knockdown a super-knockdown resistance
mutaci, které zplsobuji rezistenci klestika k varroacidim (Solignac et al., 2005; Davies
et al., 2007).

3.3 Molekularni aspekty rezistence roztoci k akaricidim

Sekvenace genomu modelového organismu pro studium roztoct sviluSky
chmelové (Tetranychus urticae) ukazala, ze k akaricidové rezistenci dochazi v disledku
diverzifikace a narstu po¢tu genu pro detoxikacni enzymy, nebo kvuli necitlivosti
vazebného mista enzymu ¢i bunééného receptoru k vézajici se molekule. Rezistence
(pfedevsim mitochondrialni), ktera vykazuje maternalni dédi¢nost (Van Leeuwen et al.,
2008; Van Leeuwen et Dermauw, 2016).

Mutace v mitochondridlnich genech ovliviiuji diverzifikaci a funkéni aktivitu
detoxika¢nich enzymii. Jedna se piedevs§im o geny pro cytochrom P450 monooxygenazy,
karboxyl/cholinesterazy, glutathion-S-transferazy a ATP-vazebné kazetové transportéry
(Smissaert, 1964; Grbic et al., 2011; ffrench-Constant, 2013; Feyereisen et al., 2015).
U klestiki rezistentnich k tau-fluvalinatu jsou detoxikac¢ni enzymy aktivnéjsi, napiiklad

monooxygenazy v ramci detoxikaéniho systému cytochromu P450 (Watkins, 1997).

Pravdépodobné nejvyznamnéjSim typem mutaci navozujicim rezistenci roztocii

k akaricidim jsou takzvané kdr nebo super-kdr mutace (knockdown resistance), které
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zpusobuji sniZeni citlivosti nervového systému K puisobici latce v dasledku ptitomnosti
bodovych mutaci v genech pro bunécné receptory (Wang et al., 2002). Tento zpusob
rezistence rozto¢u byl odhalen studiem rezistence T. urticae k organofosfatim, které se
vazi na acetylcholinesterazu (AchE) (Smissaert, 1964). Stejny princip rezistence byl dale
potvrzen u napétove tizeného sodikového kanalu (VGSC) vazajiciho pyrethroidy, DDT
a dicofol, a u GABA-chloridovych kanali vazicich organochloriny a fenylpyrazol
(ffrench-Constant, 2013).

Mutace genu pro VGSC, zpusobujici pyrethroidovou rezistenci, byly detekovany
u fady roztocl a jim blizce pribuznych zivocichi. Kromé svilusky chmelové (T. urticae),
svilusky bramborové (T. evansi) a svilusky ovocné (Panonychus citri), byly mutace ve
VGSC genu zpulsobujici pyrethroidovou rezistenci nalezeny i1 u zakozky svrabové
(Sarcoptes scabiei) a klestika v&eliho (Varroa destructor) (Feyereisen et al., 2015). Tyto
bodové mutace se vSak co do pozice vyskytu neshoduji s zadnou ze dvou nejcastéji
detekovanych mutaci typickych pro ostatni ¢lenovce, kterymi jsou bodové mutace
zpusobujici substituci aminokyseliny L1014F v doméné DII smycky L5-6 (kdr)
a substituci aminokyseliny M918T (super-kdr) (Nyoni et al., 2011). U ¢lenovcu byly
kromé¢ téchto dvou substituci dale identifikovany substituce M918I/L/V, T929C/I/N/V,
L923F, G933V, 1936V (Dong et al., 2014).

Mutace navozujici rezistenci roztoci k syntetickym pyrethroidiim jsou pievazné
druhove¢ specifické. Zpuisobuji aminokyselinové substituce F1638I (T. urticae), G1535D
(T. scabies) a F1528L (V. destructor) v doméné DIII smycky L6 a substituci L1024V
(T. urticae) v domén¢ DII smycky L6 (Wang et al., 2002; Pasay et al., 2008; Liu et al.,
2009; Tsagkarakou et al., 2009). Substituce L925V v domén¢ DII smycky L6 sodikového
kanalu VGSC je asociovana s rezistenci klestika vceliho k tau-fluvalinatu (Gonzalez-
Cabrera et al., 2013; Hubert et al., 2013).

Oproti mnozstvi druhové specifickych, rezistenci navozujicich mutaci v genech
pro sodikovy kandl a acetylcholinesterazu je znamo pouze nékolik mutaci v genu pro
GABA receptory, které vazi cyklodieny a fenylpyrazoly (ffrench-Constant et al., 1998;
ffrench-Constant, 2013). S nejvyssi frekvenci se vyskytuje substituce A301S, ktera
neméni pouze vazebné misto receptoru Rdl (podle dieldrin-resistant mutant Drosophila
line), ale také destabilizuje konformaci receptoru a tim neumoziuje navazani insekticidu
(Zhang et al., 1994). U roztoc¢i se nachazi né€kolik homolognich genti pro Rdl receptor,

pficemz k navozeni rezistence k cyklodienim a fenylpyrazolim musi dojit soucasné
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k mutaci vsech sekvenéné homolognich gent pro Rdl (Zhang et al., 1994; Dermauw et
al., 2012). Mutace T6M v GABA-aktivovaném Rdl receptoru klestika v¢eliho zptsobuje
zménu efektu pasobeni thymolu, latky s varroacidnimi G¢inky. Thymol p#i vazbé na
wild-type formu receptoru snizuje hodnotu GABA ECsg, zatimco pii vazbé na mutantni
T6M formu receptoru pusobi thymol jako inhibitor receptoru (Prince et Lummis, 2014).

Na rezistenci klestiki k pyrethroidim méa mimo jiné také vliv mnozstvi
pritomnych povrchovych kutikularnich proteini a aktivita povrchovych proteaz, které se
podileji na metabolizaci xenobiotik (Strachecka et al., 2013). Metabolizace
tau-fluvalinatu je zprostiedkovana hydrolytickymi reakcemi, nasledovanymi oxidaci
a konjugaci metaboliti s aminokyselinami glycinem, serinem, threoninem a valinem,
a cholovou, taurocholovou a taurochendeoxycholovou kyselinou (Roberts et Hutson,
1999). Vzniklé konjugaty metabolizovaného tau-fluvalinatu misto varroacidniho G¢inku
naopak zpevnuji kutikulu klestika, ktera se stava méné prostupnou pro mnozsti sloucenin,
vcetné samotnych akaricidi. Alternativné miize byt molekula tau-fluvalinatu (cely nazev:
(RS)-a-kyano-3-fenoxybenzyl-N-(2-chloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl)-D-valinat) rozloZzena
proteolytickym systémem za vzniku valinu, ¢imz pfestdva byt pro roztoce toxicka
(Roberts et Hutson, 1999; Strachecka et al.,, 2013). U Kklestiki rezistentnich
k tau-fluvalinatu byla detekovana zvySena aktivita povrchovych proteaz podilejicich se
na rozkladu varroacidd a v souladu s timto faktem i snizené mnozstvi povrchovych

(Strachecka et al., 2013).

3.3.1 Gen pro sodikovy kanal klestika vc¢eliho (VmNa gen)

Koédujici DNA sekvence genu pro sodikovy kanal klestika vceliho (VmNa)
(GenBank Assesion no. AY259834) dava vzniknout cDNA o délce 6645 bp, otevieny
¢teci rdmec koduje 2215 aminokyselin. Vysledny proteinovy produkt ma piibliznou
relativni molekulovou hmotnost 248 kDa (Wang et al., 2003; Anonymousl1l1, 2019).
Polypeptid VmNa genu je organizovany do ¢ty homolognich domén (DI-DIV)
upinajicich se k cytoplazmatické membrané. Kazdd doména je tvofena Sesti
transmembranovymi segmenty (S1-S6) (O’Reilly et al., 2006).

V ramci sekvence VmNa genu byly identifikovany ¢tyfi mozné exony (dle
splicingovych variant) a jeden intron. Tii ze Cctyf splicingovych variant jsou
charakteristické pouze pro VmNa gen, ¢tvrta varianta (exon 3) ma evolucné konzervované
homology i v dalSich vyvojovych liniich. Témi jsou geny pro sodikovy kanal nékterych
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hmyzich zastupct a sodikovy kanal Nay1.6 (Scn8a) obratlovct (Plummer et al., 1997,
Tan et al., 2002).

Unikatni exon 1 kodujici DIIS2-S3 (DII doména, S2—-S3 segmenty) se lisi ve
dvou aminokyselinach od para genu pro sodikovy kanal, izolovaného z Drosophila virilis
(Thackeray et Ganetzky, 1995), ktery koduje DIIS4—S5. Unikatni exon 2 koduje oblast
druhého intracelularniho linkeru v blizkosti DIIS6, kde se nachazi potencialni misto pro
proteinkinazu C. Fosforylace aminokyselin v oblasti linkeru mtZze modulovat aktivitu
kanalu tak, jako je tomu u sav¢ich sodikovych kanalt (Catterall, 2000). Tteti unikatni
exon 4 obsahuje stop kodon. Pokud je tedy splicingem uptfednostnén exon 4, je finalni
proteinovy produkt VmNa na C*-konci o 45 aminokyselin krat$i. Zkraceni polyproteinu
na C‘-konci vyznamné moduluje aktivitu sodikového kanalu a hraje kritickou roli v jeho
funk¢nosti (Mantegazza et al., 2001).

Funkéni diverzita sodikového kanalu je kromé alternativniho splicingu
zajistovana RNA editaci. Pozorovana byla u D. melanogaster (editace DmNay genu
sodikového kanalu) a u klestika véeliho je pfedpokladana (Hanrahan et al., 2000; Rieder
et al., 2013). Nejcastéji se vyskytujicim typem editace genomu je editace adenosin-
inosinova, katalyzovana enzymy skupiny ADAR (Adenosine Deaminase on RNA) (Bass,
2001; Nishikura, 2010). Enzymy ADAR vazi dvouvlaknovou molekulu RNA a katalyzuji
deaminaci adenosinu na inosin, ktery je pfi translaci rozeznavan jako guanosin

(Nishikura, 2010; Rieder et al., 2013).

3.3.2 Sodikovy kanal klestika v¢eliho (VmNa)

Zakladni struktura a organizace VmNa kanalu (n€kdy také oznaceni VdNay) je
totozna se strukturou napétové fizenych sodikovych kanald clenovci (Arthropoda)
i savetd (Mammalia). Konzervovana je struktura transmembranového segmentu S4, dale
intracelularniho linkeru (L3) mezi DIII-DIV, a také vyskyt strukturniho motivu DEKA
(aminokyseliny aspartat, glumat, lysin a alanin) (Catterall, 2000; Wang et al., 2003).

Transmembranovy segment S4 obsahuje 4-8 pozitivné nabitych aminokyselin
nachazejicich se na kazdé tteti pozici polypeptidu, a to u vSech doposud znamych
sodikovych kanalti. Ma funkci napét'ového senzoru iniciujiciho napétim fizenou aktivaci
kanalu. Intracelularni linker (L3) mezi doménami DIII-DIV slouzi k rychlé inaktivaci
kanalu (Catterall, 2000). Ve struktufe vSech znamych sodikovych kanalti Ize najit

aminokyselinovy motiv  DEKA. Tvoii jej aminokyseliny aspartat, glutamat, lyzin
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a alanin. Tento motiv se nachézi v kratkém segmentu spojujicim segmenty S5 a S6 domén
DI-DIV, které formuji vysoce selektivni kanalovy pér propoustéjici pouze Na* ionty
(Catterall, 2000). Domény DI, DII, DIl a DIV se pti formovani poru sodikového kanalu
uspoiadavaji postupné (ve sméru hodinovych rucicek) (O’Reilly et al., 2006).

Regulace aktivity VmNa kanalu probiha prostiednictvim fosforylace. Byla
identifikovana Ctyfi potencialni mista pro fosforylaci cAMP-dependentni proteinkindzy
(PKA). Tti z nich (na pozicich Ser-623, Ser-637 a Ser-722) jsou v misté¢ prvniho
cytoplazmatického linkeru, posledni pak v druhém cytoplazmatickém linkeru. Ve
struktufe se nachazi 12 potencialnich N*-koncovych glykosyla¢nich mist (Wang et al.,
2003). Aktivace i inaktivace kanalu je velmi rychla, k poloviéni maximalni aktivaci
dochazi pti —18 mV a k polovi¢ni maximalni inaktivaci pti —29 mV (Du et al., 2009a).
Gosselin-Badaroudine et Chahine (2017) nové uvadgji vyssi hodnotu pro napétovou
aktivaci kanalu rovnajici se (9,9 + 1,1) mV, pro jeho inaktivaci pak hodnotu
(—28,2+0,5) mV.

Aminokyselinové slozeni vazebné domény VGSC roztoct a ostatnich ¢lenovci se
vzajemné lisi. Tato vzdjemnd diferenciace umoziuje vyvoj selektivnich akaricidi
pusobicich pouze na ektoparazitické roztoce, bez destruktivniho vlivu na hostitele, jako
je tomu v piipad¢ varroacidl cilicich na klestika vceliho, parazita vcely medonosné

(OReilly et al., 2014).

3.3.3 Vazba varroacidi na sodikovy kanal

Pyrethroidni latky ovliviiuji funkei sodikového kandlu Zivocichl. Vazi se na
otevieny kanal, prodluzuji jeho aktivaci a zabrafiuji inaktivaci, coz vede k nartstu doby,
po kterou ma transportovat ptislusné ionty. Dochazi k naruSeni koncentracniho gradientu
sodnych i jinych iontd na extracelularni a intracelularni strané bunééné membrany,
nasledované zamezenim pienosu nervovych vzrucha (Narahashi, 2000; Soderlund, 2012;
Silver et al., 2014; O’Leary et Chahine, 2018).

Pyrethroidy se u roztoc¢t i hmyzu vazi na sodikovy kanal v kapse formované
helikalnim linkerem spojujicim DIIS4-S5, helixy DIIS5 a DIIIS6, a DIIP smyckou.
Mensi molekula DDT se oproti tomu vaze pouze mezi helixy DIISS a DIIIS6, nedostava
se do kontaktu s linkerem propojujicim DIIS4—S5 (Usherwood et al., 2007; Du et al.,
2009b). Oblast kapsy ma hydrofobni charakter stejné jako membrana burky, tudiz je

vazba molekuly pyrethroidu na kanal zna¢né nespecificka (O’Reilly et al., 2014). Druhé
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potencialni misto vazby pyrethroidd na sodikovy kanal je formovano helikalnim linkerem
domény DI, DISS a DIIS6, analogickym k vySe uvedené kapse (DIIS4-S5, helixy DIIS5
a DINIS6, DIIP smycka) (O’Reilly et al., 2006; O’Leary et Chahine, 2018). Ob¢ zminéna
mista vazajici pyrethoidy jsou vzajemné osové symetricka.

Pfi porovnani aminokyselinového slozeni a prostorové struktury vazebnych mist
sodikového kanalu u hmyzu a u roztocu lze najit signifikantni rozdily, které zasadné
ovliviuji ucinnost vazani se vétsiny akaricida (O’Reilly et al., 2014). U roztoc¢u se ve
sttedni Casti helixu DIIS5 nachézi na aminokyselinové pozici 933 (dle Cislovani Vsscl
proteinu sodikového kanalu Musca domestica) aminokyseliny glycin, alanin nebo valin,
zatimco u hmyzu se na této pozici nachazi cystein. Relativné velké molekuly
tau-fluvalinatu a flumethrinu se snadnéji navazuji na sodikovy kanal roztoct. Vazba na
analogické misto hmyziho sodikového kanalu, kde se vyskytuji postranni funkéni skupiny
cysteinu, je problemati¢téjsi (Dong et al., 2014; O’Reilly et al., 2014). Proto by mély
molekuly tau-fluvalinatu a flumethrinu vykazovat vyssi afinitu vazby na sodikovy kanal
roztocl. Gosselin-Badaroudine et Chahine (2017) vsak na zaklad¢é svych pozorovani
uvadéji, ze vyssi afinitu a citlivost k osetfeni tau-fluvalinatem ma sodikovy kanal vcel.
V ramci studie provadéné na napétové fizeném sodikovém kanalu VdNayl klestika
véeliho a AmNayl véely medonosné uvadéji nasledujici hodnoty ECso (median effective
concentration). Pro VdNayl Kklestika pii plsobeni tau-fluvalinaitu o koncentraci
10 umol-dm je ECso = (160 = 50) nmol/l a pro AmNay1 véely je ECso = (60 + 20) nmol/I
(Gosselin-Badaroudine et Chahine, 2017). Hodnota LDsg (LDso = lethal dose 50 %)
tau-fluvalinatu je podle dalSich autort asi 0 14 % nizsi u klestika, tudiz indikuje vyssi

akutni toxicitu pisobeni na parazita (Santiago, 2000).

3.3.4 Mutace asociované s rezistenci kK varroacidim

Doposud identifikované bodové mutace asociované s rezistenci klestika vceliho
k tau-fluvalinatu byly nalezeny v doméné DIIS4-S6 (Wang et al., 2002; Gonzalez-
polypeptidu (¢islovano dle Musca domestica Vsscl proteinu). Tato substituce je klicova
pro vznik rezistence klestika k syntetickym pyrethroidim.

Aminokyselinové pozici 925 odpovida v alternativnim, dfive pouZzivaném
Cislovani aminokyselinova pozice 1002 (GenBank Accesion no. AY259834, cDNA)
(Gonzalez-Carbera et al., 2013; Hubert et al., 2013). V textu bude dale pro oznaceni
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pozice aminokyselinovych substituci zpisobujicich rezistenci klestika k tau-fluvalinatu
pouzivano dnes upfednostiiované Ciselné oznaceni 925.

Prvni identifikovanou aminokyselinovou substituci zptusobujici rezistenci klestika
k tau-fluvalinatu byla substituce L925V (Gonzalez-Carbera et al., 2013). Pozdé&ji byly
identifikovany také substituce aminokyselin L925M a 19251 (Gonzalez-Cabrera et al.,
2016). Vyse zminéné aminokyselinové substituce jsou zpisobeny bodovymi mutacemi
nukleotidii na pozicich 1710 a 1712 (GenBank Accesion no. KC152655.2, parcialni cds).
V alternativnim ¢islovani dle sekvence AY259834 (cDNA) odpovidaji témto
nukleotidovym pozicim pozice 3004 a 3006 (Hubert et al., 2013; Gonzalez-Cabrera et
al., 2016). V textu bude dale pro oznaceni uvedenych nukleotidovych pozic

vvvvv

pozic 1710 a 1712 (GenBank Accesion no. KC152655.2) (Hubert et al., 2013).

Aminokyselinovou substituci L925V zpisobuje bodova mutace nukleotidu
C(1710)—G, byla objevena u populaci klestikii v centralni a jihovychodni Anglii
(Gonzalez-Cabrera et al., 2013) a v Ceské republice (Hubert et al., 2013).
Aminokyselinovou substituci L925M zpusobuje bodova mutace nukleotidu C(1710)—A,
a posledni aminokyselinovou substituci L9251 dvé soucasné mutace C(1710)—A
aG(1712)—A. Klestici postizeni témito dvéma substitucemi byli nalezeni na
jihovychodé Severni Ameriky (Gonzalez-Cabrera et al., 2016). Aminokyselinova
substituce L9251 byla identifikovana také v Recku, jedna se o prvni vyskyt této substituce
na uzemi Evropy (Alissandrakis et al., 2017).

Krom¢ mutaci vedoucich k substitucim na aminokyselinové pozici 925 byly
u klestika vceliho nalezeny i dalsi bodové mutace snizujici senzitivitu sodikového kanalu
K pyrethroidim, které¢ vSak samy o sob& nezpusobuji vznik rezistence. Tyto mutace vedou
k aminokyselinovym substitucim L826P v linkeru spojujicim DIIIS6-DIVSL1, dale pak
substituci F758L v DIIIS6 a substituci 1928V v DIVS5 (Wang et al.,, 2002).
Aminokyselinovou substituci F758L 1ze najit ve vSech doposud znamych sekvencich
sodikovych kanalu zivo¢ichli. Aminokyselinova substituce 1928V nebyla nalezena pouze
v sekvenci proteinu GLFLN1 sodikového kanalu olihné (Wang et al., 2002; Gonzalez-
Cabrera et al., 2013, 2016).

Role nékterych mutaci pti vzniku rezistence k syntetickym pyrethroidim byla
postupné vyvracena. Tyto mutace souviseji pouze s vnitrodruhovou variabilitou

a geografickou separaci populaci klestikii. Vedou k aminokyselinovym substitucim
15



R1318G a M1823l v intracelularnim linkeru mezi DII-DIII, coz je oblast sodikového
kanalu vSeobecné vykazujici vysokou variabilitu napii¢ druhy (Gonzalez-Cabrera et al.,

2013).

3.3.5 Techniky navrzené k detekci mutaci zpusobujicich rezistenci
kleStika véeliho k pyrethroidim

K detekci bodovych mutaci zpusobujicich rezistenci klestika vceliho
k pyrethroidim byla jako prvni pouZzivana tzv. lahvi¢kova metoda (Milani, 2015).
Stanovuje se pii ni procentudlni mortalita rozto¢e (LCso, LCgo a LCgs) vuci definované
koncentraci varroacidu. Principielné se jedna o jednoduchy test, jeho nevyhodou vsak je
nutnost pracovat s zivym biologickym materialem (klestiky). Vysledky testu jsou navic
vyznamné ovlivnény podminkami experimentu (napiiklad teplotou a vlhkosti), pti¢emz
lze tézko pritadit informaci o molekularnim zakladu rezistence.

Pozici mutaci zptsobujicich rezistenci k pyrethroidiim Ize urcit sekvenaci tisekti
zajmovych gend. Pfi zjistovani rezistence klestika k tau-fluvalinatu se sekvenace provadi
na tseku genu pro sodikovy kanal (VmNa) obsahujicim nukleotidové pozice 1710a 1712
(GenBank Accesion no. KC152655.2) (Hubert et al., 2013), a také na mitochondrialnich
genech pro cytochromoxidazu I, IT a Il ATP syntazu 6 a cytochrom b (COI, COII-ATPS,
ATP6-COIII a Cytb dle sekvence GenBank Accesion no. AJ493124.1) (Evans et Lopez,
2002; Navajas et al. 2002; Strachecka et al., 2015). Nevyhodou sekvenovani je vSak
znana cena experimentu (pro rutinni pouziti) a omezena dostupnost potiebného
laboratorniho vybaveni (pfedevsim sekvenatoru) v mensich laboratotich.

Mutace ve vySe zminénych mitochondridlnich genech byly detekovany také
pomoci polymerazové fetézové reakce a nasledného jednovlaknového konformacniho
polymorfismu (PCR-SSCP) (Strachecka et al., 2015). Pii analyze PCR produktd
Vv polyakrylamidovém gelu za nedenaturujicich podminek déavaji vzorky klestikt
rezistentnich k tau-fluvalinatu vzniknout c¢tyfem bandim, DNA tau-fluvalinat
senzitivnich jedinct pak pouze dvéma bandiim. Na hmotnostnim odliSeni jednotlivych
fetézcl DNA se kromé rozdilu v jejich sekvencich podili také mira metylace DNA v CpG
ostrovech, ktera u rezistentnich jedinct vyrazné klesa (Strachecka et al., 2015).

Dalsi diagnosticka metoda vyuziva pro genotypizaci a urceni konkrétni alelické
varianty na nukleotidovych pozicich 1710 a 1712 (aminokyselinové substituce

L925V/M/I) fluorescenéné znatené Tagman® proby (Gonzilez-Cabrera et al., 2016).
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Autofi navrhli probu pro urceni wild-type alely (L925) a tfi proby pro uréeni mutantnich
alel (L925V, L9251 a L925M). Jedna se o specifickou multiplexni metodu umoziujici
diskriminaci az Sesti riznych alel v reakci. Nevyhodou je vSak vysoka cena analyzy
a nutnost vyuzivani specialniho pfistrojového vybaveni (real-time PCR termocyklér).
Nejnoveéjsi metoda PCR-RFLP vyuziva k urCeni pfitomnosti mutace na
nukleotidové pozici 1710 restrikéni Stépeni pomoci Sacl restrikéni endonukledzy
(Gonzalez-Cabrera et al., 2018; Hubert et al., 2018). Enzym $tépi motiv GAGCT/C mezi
nukleotidovymi pozicemi 1709 a 1710, a je tudiz schopny odlisit wild-type alelu majici
na pozici 1710 cytosin od mutantnich alel, u kterych je cytosin nahrazen guaninem nebo
adeninem. Po namnozeni useku DNA obsahujiciho pozici 1710 a ptidani restrikéniho
enzymu do reakce jsou na vysledném elektroforetogramu viditelné dva $tépné produkty
po rozstépeni ptvodniho PCR produktu wild-type alely (1710: C), nebo pouze jeden
nerozstépeny produkt v pripadé detekce mutantni alely (1710: G/A). V ptipadé
heterozygotniho jedince pro rezistentni alelu jsou na elektroforetogramu viditelné tii
produkty odpovidajici nerozs§tépenému puvodnimu PCR produktu a dvojici produktu
Stépnych. Vyhodou této metody jsou piedevsim nizké naroky na laboratorni vybaveni
a moznost snadného rozliSeni wild-type a rezistentnich homozygott, ¢i heterozygotu.
Neni v§ak mozné urcit, ktery nukleotid zménény mutaci a zptisobujici rezistenci klestika

k tau-fluvalinatu se na pozici 1710 nachazi (Stara et al., 2019).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V<eli mél obsahujici klestiky byla véelati odebrana v prabehu let 2015-2018 z 22
stanovist’ na uzemi okrest Frydek-Mistek (14), Chrudim (1), Sumperk (4) a Znojmo (3).
Rozpis a pocet jednotlivych lokalit sbéru klestiki a informace o varroacidni latce
aplikované na zdrojové vcelstvo pied sbérem klestikt jsou uvedeny v tabulce 2.

Klestici, u kterych byla urena rezistence k tau-fluvalinatu (pti 1é¢eni nebyli k této
latce vnimavi), byli poskytnuti RNDr. FrantiSkem KaSparem (Pokusny vcelin Pekaiov,
Vyzkumny ustav véelaisky s.r.o. v Dole). Tito klestici byli odebirani ze 4 stanovist
(A-D). Na 3 stanovisté (A, C a D) byly v prubéhu 4 let opakované aplikovany piipravky
obsahujici syntetické varroacidni latky. Klestici byli odebirani ze sbérné podlozky ve
spodni ¢asti ulu vzdy po 1é¢ebném oSetieni veelstva. U skupiny A byl pro 1é¢eni pouzit
piipravek obsahujici tau-fluvalinat (1. sbér), nasledné fumigacné amitraz (2. sbér).
U skupiny C ptipravek obsahujici flumethrin, u skupiny D nejprve pfipravek obsahujici
flumethrin (1. sbér) a nasledné fumigaéné amitraz (2. sbér). Posledni testovaci skupina B
byla v prubéhu ¢tyt let oSetfovana pouze varroacidnimi piipravky na bazi organickych

kyselin (kyselina $t'avelova a mravenci) a slouZila jako negativni kontrola.

Izolaci genomické DNA predchazelo ocisténi klestiki odebranych v méli od
necistot. Byla pouZita flota¢ni metoda spocivajici v rozmichani méli v 96% ethanolu
a nasledném odebrani roztoct plovoucich na hlading. Poté byli klestici tfidéni do
popsanych sterilnich mikrozkumavek, ve kterych byli uchovavani v mrazicim boxu pfi

—20 °C do doby, nez byli pouziti pro izolaci genomické DNA.
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Tabulka 2: Lokalita sbéru vzorka klestika ur¢enych pro molekularni detekci rezistence
k tau-fluvalinatu, doplnéna o pocéet odbérovych stanovist, rok sbéru vzorki a zpisob
1é¢ebného osetfeni zdrojovych vcelstev.

] Pocet Rok sbéru e o,
Lol stanovist’ vzorki Ucinna latka
Baranovice
1 2016 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) au-tluvalina
Hrusovany nad JeviSovkou 3 2015 vl
(okres Znojmo)
Dobra
1 2016 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) au-tluvalina
Frydek-Mistek .
2 2016 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) uvalina
Janovice
2 2015 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) u-tluvalina
Liskovec
3 2016 a 2018 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) a au-fluvalina
tau-fluvalinat
tau-fluvalinat +
amitraz
Pekafov kyselina mravenci
5 4 (A-D 2017 -
(okres Sumperk) ( ) flumethrin
flumethrin
flumethrin +
amitraz
Przno
2 2015 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) au-fluvalina
Sedlisté
2 2016 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) uvaliné
Vojtéchov 2015, 2016 o
- 1 fluval
(okres Chrudim) 22017 tau-fluvalinat
Vratimov
1 2016 tau-fluvalinat
(okres Frydek-Mistek) au-fluvalina

4.2 Izolace genomické DNA Kklestika vceliho

Genomicka DNA z 1, 5, 10 nebo 50 jedincu klestika vceliho byla izolovana za
pouziti izolaéniho kitu Exgene™ DNA micro (GeneAll), protokol D (Izolace DNA
z vlasu a c¢asti nehti). Pfiblizné koncentrace vyizolované DNA jsou uvedeny v Casti 5

Vysledky (str. 28).
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Pufry byly po otevieni uchovavany pfi laboratorni teploté (20-25 °C). Roztok
20 mg/ml proteinazy K v uchovavacim pufru a 1 mol/l vodny roztok DTT (dithiothreitol)

byly skladovany v —20 °C. Postup izolace DNA byl nasledujici:

1. Klestiky t¥idéné po 1, 5, 10 nebo 50 kusech zhomogenizovat v 1,5ml
mikrozkumavkach mikrohomogenizatorem v 200 pl CL pufru. Pridat 20 nl
20 mg/ml roztoku proteinazy K a 20 pl 1 mol/l roztoku DTT, dukladné
zvortexovat a inkubovat 1 h pii 56 °C v termobloku. Kazdych 10 min
mikrozkumavku vortexovat pro lepsi lyzi tkani klestika.

2. Ke smési v mikrozkumavce piidat 200 pl BL pufru, dikladné zvortexovat a kratce
zcentrifugovat. Inkubovat 10 min pti 70 °C v digitalnim termobloku.

3. Ke smési v mikrozkumavce ptidat 200 pl roztoku 96% ethanolu, vse dikladné
zvortexovat a 10 s centrifugovat v minicentrifuze.

4. Supernatant prenést do mikrokolonky se sbérnou nadobkou, centrifugovat 1 min
pti 6 000 G. Obsah sbérné nadobky vylit do odpadu.

5. Do mikrokolonky ptidat 500 ul BW pufru, centrifugovat 1 minutu pti 6 000 G.
Obsah sbérné nadobky vylit do odpadu.

6. Do mikrokolonky ptidat 700 ul TW pufru, centrifugovat 1 min pii 6 000 G. Obsah
sbérné nadobky vylit do odpadu. Centrifugovat na maximalni otacky 3 min pro
odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Mikrokolonku ptenést do nové 1,5ml
mikrozkumavky. Na membranu kolonky pfidat 50 pl deionizované vody.
Inkubovat 1 min pfi pokojové teploté. Centrifugovat 1 min na maximalni otacky.

7. Vyizolovanou genomickou DNA jedinct klestika v€eliho uchovavat v —20 °C,

behem pouzivani uchovavat v chladnicce.

4.3 Vzorky DNA kleStika véeliho ze zahranici

Pro optimalizaci diagnostické metody byly mimo jiné pouzity vzorky genomické
DNA a cDNA, u kterych byla sekvena¢ni analyzou potvrzena piitomnost jedné ze tii
doposud identifikovanych bodovych mutaci nukleotidd 1710 ¢i 1712, dale pak vzorek
cDNA o wild-type genotypu. Z pohledu aminokyselinovych substituci vzniklych
v disledku téchto bodovych mutaci se jednalo o mutantni vzorky cDNA L1925V, L925M
a L9251 (homozygotni konstituce) a wild-type vzorek 1925 (homozygotni konstituce).
Vsechny vzorky cDNA byly po domluvé poskytnuty vyzkumnym tymem J. Gonzalez-
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Cabrery (University of Valencia, Valencie, Spanélsko). Vzorky zaslané genomické DNA
nesly mutaci zplsobujici aminokyselinovou substituci 19251 (homozygotni
I heterozygotni konstituce). Byly poskytnuty A. Tsagkarakous z vyzkumného tymu

E. Alissandrakise (Technological Educational Institute of Crete, Heraklion, Recko).

4.4 PCR amplifikace genomické DNA Kklestika véeliho

Slozeni PCR reakéni smési pro analyzu 6 vzorku je uvedeno v tabulce 3.

1. Z rozmrazenych sloZzek napipetovat podle sloZzeni uvedného v tab. 3 PCR reak¢ni
smés. Pfed napipetovanim DNA polymerazy k dal$im slozZkdm reakcéni smési tuto
smé&s dukladné zvortexovat a zcentrifugovat, po pfidani DNA polymerazy pouze

lehce zcentrifugovat.

Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési pro amplifikaci 6 vzorkd.

Pipetovany objem (ul)

SloZky PCR reakéni smési Varianta se Varianta se

2 primery 3 primery
Deionizovana voda 44 4 411
Reakéni pufr 10x 6,7 6,7
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 8,0 8,0
Roztok dNTPs (20 mmol/Il) 0,7 0,7
Primer okrajovy F (forward)* 2 (10 pmol/1) 3,3 3,3
Primer okrajovy R (reverse)* 2 (10 pmol/l) 3,3 3,3
Primer diagnosticky™* (10 umol/l) - 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U/pl) 1,0 1,0

* Sekvence viastnich primeru jsou uvedeny v tabulce 3 (¢ast 5 Vysledky).

A Pro amplifikaci vzorkii cDNA byla pouZita dvojice primerii VIOF (5°-TGAAGCT
TATGGCGAAAAG-3‘) a VIIR (5-CGAGAAAGAACGGGATACA-3°) davajici PCR
produkt o velikosti 465 bp (Hubert et al., 2013).

2. Do PCR mikrozkumavek napipetovat 1 pl vyizolované genomické DNA a cDNA
0 koncentraci 5-15 ug/ml. Nasledné napipetovat 9 ul PCR reak¢ni smési.
3. PCR mikrozkumavky vlozit do termocykléru s nastavenym teplotnim a ¢asovym

profilem dle schématul:
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Schéma 1: Zékladni teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.
1. 94°C....5 min
2. 94°C....30s
60°C....30s 35 cykla
72°C....30s
3. 72°C....7min

4.5 Zpracovani PCR produktii pomoci elektroforetické separace

Elektroforetickd separace PCR produkti byla provddéna v horizontdlni
elektroforetické komurce HU10 (Scie-Plas) v 1,5% agarézovém gelu obsahujicim
3 ul roztoku GoodView (na 50 ml agar6zového gelu). Do jamek gelu bylo pipetovano
5ul PCR produktu smiseného s 2 pl nanaseciho pufru. Elektoroforetickd separace
probihala pti 80 V po dobu 45 min. PCR produkty separované v gelu byly vizualizovany

pomoci G:Box dokumenta¢niho systému (Syngene).

4.6 Ovéreni pritomnosti mutace pomoci certifikované metodiky

K zékladnimu roztfidéni vzorkt DNA izolovanych z jednotlivych klestikai na
vzorky DNA nesouci mutaci nukleotidu 1710 (klestici rezistentni k tau-fluvalinatu)
a vzorky DNA bez mutace (klestici vnimavi), byla pouzita Certifikovana metodika pro
hodnoceni rezistence roztoce Varroa destructor vici tau-fluvalinatu (Hubert et al., 2018).

Vzorky DNA byly podrobeny PCR amplifikaci pomoci primera v1440f
(5’-ATTAGGTCTTTGCCATTGCTA-3%) a v2022r (5’-CTCCTTCCATACGCTATA
TGC-3°) (Hubert et al., 2018). Vysledny PCR produkt délky 603 bp byl $tépen pomoci
restrikéni endonukleazy Sacl (New England BioLabs®, kat. ¢. R01568S) podle pracovniho
postupu doporuceného vyrobcem. Na rozstépeni 1 ug DNA byl pouzit 1 ul roztoku
enzymu. Mnozstvi PCR produktu ziskaného po amplifikaci templatové DNA bylo
odhadnuto porovnanim s velikostnim standardem 100 bp DNA Ladder (New England
BioLabs®, kat. &. N32318S). Postup restrikéniho $tépeni byl nasledujici:

1. Do 0,2ml mikrozkumavky napipetovat 10 pul PCR produktu, pfidat 2 pl
10x NEBuffer 1.1 a 0,4 pl restrik¢ni endonukleazy Sacl, smés doplnit na celkovy
objem 20 ul deionizovanou vodou. Smés dikladné promichat propipetovanim

a inkubovat ji v termobloku nastaveném na 37 °C po dobu 15 min.
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2.

3.

Po uplynuti 15 min inkubace zvysit inkubacni teplotu na 65 °C a smés inkubovat
dalsich 20 min, ¢imz dojde k inaktivaci enzymu.

Poté vzorky elektroforeticky separovat v 1,5% agar6zovém gelu pii napéti 80 V
po dobu 45 min. Separované produkty vizualizovat pomoci G:Box

dokumenta¢niho systému (Syngene).

4.7 Sekvenace vybranych vzorkii vyizolované genomické DNA kleStika

U Sesti nahodné vybranych vzorkit DNA pochéazejicich z kledtikii z Ceské

republiky, u kterych byla pfedem urcena ptitomnost ¢i nepfitomnost mutace nukleotidu

1710 pomoci restrikéniho Stépeni enzymem Sacl, byla provedena sekvenace zajmové

¢asti VmNa genu.

4.7.1 lzolace PCR produktii z gelu

PCR produkty byly izolovany pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu podle

postupu uvedeného ve Spin Handbook 07/2002 (Quiagen).

1.

Ptipravit 1% agardzovy gel v 1x TAE pufru (0,75 g agardzy, 75 ml 1x TAE pufru).
Po rozvareni agar6zy ptidat do roztoku 4 pl 1% roztoku ethidium bromidu, smés
nalit do sestavené elektroforetické vanicky s hifebinkem. Nechat tuhnout 45 min.
Po ztuhnuti gelu nalit do elektroforetické vanic¢ky s gelem 1x TAE pufr, do jamek
gelu nanést po 20 pl PCR produktu smiseného se 4 pl nanaseciho pufru, dale do
vedlejsi jamky 1,5 ul standardu délky dvouSroubovice DNA. Separovat pti 80 V
po dobu 45 min.

Pii UV vizualizaci vyfiznout z gelu sterilnim skalpelem separované PCR produkty
a umistit je do 1,5ml mikrozkumavek. Urcit hmotnost vyfiznutych blocki gelu.
Do kazdé mikrozkumavky ptfidat QG pufr v objemovém poméru 3:1
(QG pufr:gelovy blocek). Mikrozkumavky inkubovat v termobloku pii 50 °C do
rozpusténi gelu (asi 5 min).

Do mikrozkumavek ptidat 1 objem izopropanolu (pii navazce 100 pug gelového
blocku piidat 100 pl izopropanolu). Diikladné zvortexovat a zcentrifugovat. Smés
napipetovat do kolonek pro izolaci DNA. Kolonky centrifugovat 1 min pfi
13 000 G. Vylit obsah sbérné zkumavky.

Do kolonky piidat 500 ul QG pufru, centrifugovat 1 min pii 13 000 G. Vylit obsah
sbérné zkumavky.
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7. Do kolonky ptidat 750 ul PE pufru, centrifugovat 1 min pfi 13 000 G. Vylit obsah
sbérné zkumavky. Kolonky opét zcentrifugovat.

8. Kolonky umistit do novych 1,5ml mikrozkumavek, na membranu kolonek
napipetovat 30 ul deionizované vody a nechat stat 1 min. Centrifugovat 1 min pfi

13 000 G. Izolovanou DNA dlouhodobé uchovavat v —20 °C.

4.7.2 Sekvenace

Vyizolované¢ PCR produkty byly oznaceny pomoci Big Dye Terminator v3.1

Cycle Sequencing kitu podle ndvodu uvedeného vyrobcem. Postup ptipravy vzorki:

1. Pied oznacenim nafedit PCR produkty (20 ng DNA v 1 reakci).

2. Ptipravit 2 reak¢éni smési liSici se ve varianté pouzitého primeru (primer Fol nebo
Rol). SloZeni pro 1 reakci: 1 ul Big Dye pufru, 1 pl Big Dye, 2 pl primeru
(1,6 pmol/ul). Smés rozpipetovat po 4 ul do 0,2ml mikrozkumavek.

3. K reak¢ni smési napipetovat 6 pl natedéné¢ho PCR produktu.

4. Mikrozkumavky umistit do termocykleru s nastavenym teplotnim a ¢asovym

profilem (uvedeno ve schématu 2).

Schéma 2: Teplotni a casovy profil prib¢hu sekvenacniho znaceni PCR produktu.

1. 95°C....5min

2. 95°C....30s
55°C....30s 25 cykla
72°C....30s

3. 72°C....10 min

4.8 Pouzité programy

Pro navrzeni primeri a hodnoceni jejich predpokladané kvality pro PCR
amplifikaci byl pouzit program Primer3 (verze 0.4.0) (Rozen et Skaletsky; 2000)
dostupny online. Primery byly navrhovany na zakladé DNA sekvence VmNa genu
klestika véeliho uvedené pod GenBank Accesion no. KC152655.2 (Hubert et al., 2013).

Vizualizace nasedani primerii na templatovou DNA byla provedena za pouziti
programu Geneious (verze 2019.0.4).

Vystup sekvenacni analyzy vybranych PCR produktd byl hodnocen za pomoci
softwaru Mega 7 (Kumar et al., 2016).
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4.9 Pouzité chemikalie

— 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs®)

— Adgarose Electrophoresis Grade, Ultra Pure (Life Technologies)

— Agardza I™ Biotechnology Grade (Amresco)

— Bromfenolova modf (Serva)

— Deionizovana voda

— Ethanol 70% a 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

— Ethylendiaminotetraoctan sodny — Na,EDTA (Lachner)

— GeneRuler DNA Ladder 100 bp (Thermo Scientific)

— GoodView Nucleic Acid Stain (Sigma-Aldrich)

— lzopropanol (Lachner)

— Kiyselina boritd (Lachner)

— Restrikéni endonukleaza Sacl a NEBuffer 1.1 10x (kat. ¢. N3231S, New England
Biolabs®)

— Trishydroxymethylaminomethan — Tris (AppliChem)

— Xylenova modt — Xylencyanol FF (AppliChem)

4.10 Pouzité roztoky

Agardzovy gel, 1.5% roztok
— 50 ml TBE pufru

— 0,75 g agarozy
Dithiothreitol, 1 mol/l roztok
0,15425 g dithiothreitolu (DTT)

— 1 ml deionizované vody
— pfipraveny roztok uchovavat v mrazaku pii —20 °C
— pted pouzitim rozmrazit pti laboratorni teploté

Ethidium bromid, 1% roztok

— 0,1 g ethidium bromid
— 100 ml deionizované vody

TAE pufr, 1x zdsobni roztok

— 40 mmol/l Tris-acetat

— 2mmol/l EDTA
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— doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TBE pufr, 10x zasobni roztok
— 55 g kyseliny borité (HsBO3)

— 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
— 40 ml roztoku kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA) 0,5 mol/l, pH 8,0
— doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Nanaseci pufr (obsahujici xylenovou modf)

— 0,5 ml glycerol
— 20 pg xylene cyanol

— 0,5 ml deionozované vody

4.11 PouZzité soupravy

— Exgene™ Genomic DNA Micro Isolation Kit (GeneAll)
— Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)
— QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

4.12 Pouzité laboratorni pristroje

— Centrifuga Spectrafuge 16M (Labnet International)

— Digitalni termoblok Dry Bath AccuBlock™ (Labnet International)
— Dokumentacni systém G:Box (Syngene)

— Fluorometr Hoefer DyNa Quant 200 (Amersham Biosciences)

— Horizontalni elektroforeticka komarka HU10 (Scie-Plas)

— Chladni¢ka kombinovana (Samsung)

— Laboratorni vahy PS 210.R2 (Radwag)

— Laminarni box PV-100 (Telstar)

— Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl-1 ml (Nichiryo)

— Mikrovinna trouba (Daewoo)

— Minicentrifuga Spectrafuge mini (Labnet International)

— Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

— Termoblok AccuTherm™ Microtube Shaking Incubator (Labnet International)
— Termoblok Mixing Block MB-102 (BIOER Technology)
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Termocykler TC-XP s blokem D PTC-100 (BIOER Technology)
Termocykler T-Personal (Biometra)

UV transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vortex mixér (Labnet International)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

Zdroj stejnosmérného elektrického proudu Power Station 300 (Labnet

International)

27



5 Vysledky

Cilem této prace bylo navrhnout sadu specifickych primert a optimalizovat
uspotfadani a podminky PCR amplifikacni reakce tak, aby ji bylo mozné pouzit k urceni
bodovych mutaci nukleotidli na pozicich 1710 a 1712 genu pro sodikovy kanal klestika
v¢eliho, které zpusobuji rezistenci rozto¢e K varroacidni latce tau-fluvalinatu.

Experimentalni ¢ast prace byla fesena v navazujicich celcich. Jednalo se o:

5.1 Izolaci genomické DNA klestikii odebranych z jednotlivych stanovist’ (véelstev),
ocisténych od necistot pomoci flotace.

5.2 Roztiidéni vzorki vyizolované genomické DNA podle pfitomnosti ¢i absence
bodové mutace nukleotidu 1710 za pouziti Certifikované metodiky pro hodnoceni
rezistence roztoce Varroa destructor vuci tau-fluvalinatu (Hubert et al., 2018)
vyuzivajici restrikéniho $§tépeni (PCR-RFLP), a na zakladé téchto vysledku
vytvofeni testovaci zakladny vzorkli genomické DNA pro optimalizaci
diagnostické metody.

5.3 Navrh parh okrajovych primerti pro namnozeni tseku VmNa genu obsahujiciho
nukleotidové pozice 1710 a 1712, a dale sady specifickych diagnostickych
primert pro diskriminaci znamych nukleotidovych variant na zminénych
pozicich.

5.4 Vybér nejvhodnéjsi dvojice okrajovych primert a variant diagnostickych primert
pomoci testovaci PCR amplifikace, ovéfeni amplifikacni kompatibility paru
okrajovych primerua a pfislusnych diagnostickych primerd.

5.5 Pfiprava tiiprimerové PCR amplifikace, optimalizace reak¢nich podminek PCR
amplifikace.

5.6 Sekvenace vybranych vzorkti genomické DNA pro findlni ovéfeni spolehlivosti

diagnostické metody.

5.1 lzolace genomické DNA Kklestika vceliho

Klestici urceni pro izolaci genomické DNA byli od necistot z v€eli méli o€isténi
flotaci v 70% ethanolu. Izolaci genomické DNA klestika v¢eliho pomoci izola¢niho kitu
Exgene™ Genomic DNA micro (GeneAll) bylo pti izolaci DNA z jedné samice klestika

ziskano 50 ul DNA o koncentraci piiblizné 10 ng/ul, z 5 jedinci DNA o koncentraci asi
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30 ng/ul, z 10 jedinct DNA o koncentraci ptes 100 ng/ul a z 50 jedinci DNA
0 koncentraci asi 300 ng/pul.

DNA byla z kolony vymyta 50 ul deionizované vody misto vymyvaciho AE pufru
(soucast izolacniho kitu), néktera ze slozek AE pufru by mohla negativné ovliviiovat

vysledek sekvenacni analyzy vzorkia DNA.

5.2 Roztridéni vzorkii DNA podle pritomnosti ¢i absence bodové
mutace pomoci restrikéniho Stépeni

K roztiidéni vzorkl vyizolované genomické DNA podle pritomnosti ¢i absence
bodové mutace nukleotidu 1710 byla pouzita Certifikovana metodika pro hodnoceni
rezistence roztoce Varroa destructor vuci tau-fluvalinatu (Hubert et al., 2018) vyuzivajici
piistupu  PCR-RFLP. Byla tak sestavena testovaci zakladna wild-type C(1710)
a mutantnich G/A(1710) vzorkd genomické DNA pro optimalizaci zde prezentované
diagnostické metody pro urcovani rezistence klestika k tau-fluvalinatu.

Vzorky genomické DNA izolované z jednoho Kklestika byly podrobeny
amplifikaci pomoci okrajovych primerd v1440f+v2022r (Hubert et al., 2018), pfi¢emz
byl ziskdn PCR produkt o délce 603 bp. Tento PCR produkt byl nasledné stépen pomoci
enzymu restrikéni endonukleazy Sacl (New England BioLabs®, kat. ¢. R0156S) podle
pracovniho postupu doporuc¢eného vyrobcem.

V ptipad¢, kdy byl stépeni Sacl restrikéni endonukleazou podroben 603 bp dlouhy
PCR produkt vznikly amplifikaci wild-type DNA, ktera pochazela z nerezistentnich
(vnimavych) klestikt, ktefi nenesli bodovou mutaci na nukleotidové pozici 1710,
dochazelo ke vzniku dvou fragmentd o délce 270 bp a 333 bp, které byly po
elektroforetické separaci a nasledné vizualizaci detekovatelné jako dva bandy. Jestlize
byl restrikénimu §tépeni pomoci restrikéni endonukleazy Sacl podroben 603 bp dlouhy
PCR produkt vznikly amplifikaci DNA nesouci bodovou mutaci na nukleotidové pozici
1710 (DNA pochazejici z rezistentnich klestik(), nedoSlo k jeho rozstépeni a po
elektroforetické separaci a vizualizaci tvofil pouze jeden band.

Vzorky genomické DNA klestiki vcelich s urCenou piitomnosti ¢i nepfitomnosti
mutace nukleotidu 1710 (rezistentnich ¢i vnimavych k tau-fluvalinatu) byly uchovavany
v —20 °C, dokud nebyly pouzity pro optimalizaci diagnostické metody vyuzivajici PCR
amplifikaci DNA pomoci specifickych diagnostickych primera.
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5.3 Navrh okrajovych a diagnostickych primeri

Pro detekci bodovych mutaci nukleotidovych pozic 1710 a 1712 ve VmNa genu
klestika vceliho byly navrzeny dvé sady specifickych primera (Primer 3). Prvni sadu
tvorila série dvojic okrajovych primeru slouzicich k amplifikaci zajmového segmentu
VmNa genu. Druhou sadu pak tvortila série diagnostickych primert umoziujicich detekci
znamych nukleotidovych variant potencialné se nachazejicich na pozicich 1710 a 1712.

Celkem byly navrzeny Cétyfi dvojice okrajovych primera (o forward a reverse
uspotadani), jejichz sekvence jsou uvedeny v tab. 4. Dale pak 13 specifickych
diagnostickych primert (o forward i reverse orientaci), jejichz sekvence jsou uvedeny
v tab. 5. Primery byly navrhovany na zakladé sekvence DNA uvedené pod GenBank
Accesion no. KC152655.2 (Hubert et al., 2013).

Tabulka 4: Okrajové primery urené k amplifikaci segmentu VmNa genu klestika
véeliho, obsahujiciho nukleotidové pozice 1710 a 1712. Tuéné vyznacené primery byly
vyhodnoceny jako nejvhodnégjsi k pouziti v rdmci vlastni optimalizované diagnostické

metody pro detekci bodovych mutaci zpiisobujicich rezistenci klestika k tau-fluvalinatu.
Teplota Tm primert je urcena programem Primer3.

Primer Sekvence 5°-3¢ Tm(°C) | Délka produktu (bp)
Fol CGCGCATTAAACGCATTAAC 61,47
Rol GAGAGAAGCGAGGTCACAGG | 60,14 3%
Fo2 CGCAACTTCTTCGAACACAA 60,03
Ro2 GGAGCAAGTTTTGACCTTCG 59,85 023
Fo3 TGCAGATAAACCGGGATTTG 60,83 757
Ro3 GTACGGCGGAATGACCATAG 60,35
Fod GAATCGTTTCTGCGTGTGTAC 58,30
Ro4 ACAATGAGCCAACGAAGGAA 60,64 247
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Tabulka 5: Diagnostické primery navrzené k uréeni nukleotidové varianty na pozicich
1710, 1712 anebo 1710 + 1712 VmNa genu klestika v¢eliho. Tu¢né vyznaéené primery
byly urceny jako vhodné k detekci bodovych mutaci (Vyznaceny Cervené) a byly pouzity
pro dalsi optimalizaci metody. Wild-type sekvence nese nukleotidovou konstituci
C(1710) + G(1712).

Primer Sekvence 5°—3¢ (I(n;) [J[zﬁgjzz; a;’ziiaclgu
A F | TGGGCAAGACGATAGGAGCTA 62,13 | (A)1710 —
C_F | GGGCAAGACGATAGGAGCTC 61,26 | (C)1710 —

G F | GGGCAAGACGATAGGAGCTG 62,20 | (G)1710 —

AAF | TGGGCAAGACGATAGGAGCTATA 62,21 | (A)1710 | (A)1712
AGF | GGGCAAGACGATAGGAGCTATG 62,28 | (A)1710 | (G)1712
CGF | GGCAAGACGATAGGAGCTCTG 61,42 | (C)1710 | (G)1712
GGF | GGCAAGACGATAGGAGCTGTG 62,24 | (G)1710 | (G)1712
_AR | CCAACACAAAGGTCAGGTTACCT 61,52 - (A)1712
_GR | CAACACAAAGGTCAGGTTACCC 60,67 - (G)1712
AAR | CCAACACAAAGGTCAGGTTACCTAT | 61,64 | (A)1710 | (A)1712
AGR | AACACAAAGGTCAGGTTACCCAT 60,89 | (A)1710 | (G)1712
CGR | AACACAAAGGTCAGGTTACCCAG 61,52 | (C)1710 | (G)1712
GGR | AACACAAAGGTCAGGTTACCCAC 61,41 | (G)1710 | (G)1712

Dvoupismenny néazev diagnostického primeru popisuje, kterou nukleotidovou
sestavu (wild-type ¢i mutantni) na pozicich 1710 a 1712 templatové DNA (vzdy v tomto
potadi) ma primer detekovat. Dolni podtrzitko v nazvu primeru poukazuje na skute¢nost,
ze dany primer slouZi k detekci pouze jedné ze dvou zminénych bodovych mutaci,
pfi¢emZ je umisténo na pozici nukleotidu, ktery neni primerem diagnostikovan (opét
v poradi pozic 1710 a 1712). Pismeno ,,F* oznac¢uje forward a ,,R* oznacuje reverse smér

nasedani primeru na templatovou DNA.

Specifické diagnostické primery byly navrzeny tak, aby jejich 3‘-koncovy
nukleotid nasedal na pozice 1710 nebo 1712 templatové DNA, a aby detekoval bazi na
pozici 1710 nebo 1712 (¢i na obou pozicich zaroven). Diagnostické primery se od sebe
vzajemné V 3°‘-koncovém nukleotidu 1isi (respektive nékteré i v tietim nukleotidu od
3‘-konce). Podle obecného predpokladu plati, ze k amplifikaci DNA od primeru dochazi
pouze V piipad¢ tplné komplementarity 3‘-konce tohoto primeru s templatovou DNA, na

kterou naseda. U navrzenych specifickych diagnostickych primerti je vyuzito zminéné
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odlisnosti 3‘-konce téchto primert k ur€eni pfitomnosti a konkrétni varianty nukleotidové
baze v templatové DNA na pozicich 1710 nebo 1712, ptipadné na obou pozicich zaroven.
A to v zavislosti na tom, kterd varianta diagnostického primeru pti amplifikaci templatové

DNA dava vzniknout PCR produktu (obr. 2).

Obrazek 2: Princip nasedani 3°-konce diagnostickych primeri CGR a GGR na
nukleotidovou pozici 1710 v templatové DNA, pokud je a) provadéna amplifikace
wild-type DNA s C(1710) v sekvenci (DNA amplifikuje diagnosticky primer CGR)
ab) provadéna amplifikace mutaci zménéné DNA (DNA amplifikuje diagnosticky
primer GGR). Pfevzato a upraveno z Lahnerova (2017).

a) puivodni wild-type sekvence b) mutaci zménénda sekvence
(k primeru komplementdrni vildkno) (k primeru komplementdrni vidkno)
1710 1710
5‘ ? 3‘ 5‘ ? 3‘
1 |
3C &= 5° CGR IG5 GGR

36K 5 GGR 3C &5 CGR

5.4 Optimalizace podminek PCR reakce, testovani tspéSnosti
amplifikace DNA okrajovymi a diagnostickymi primery, vybér
nejvhodnéjsich primeru.

Okrajové primery

Byla provedena amplifikace smésného vzorku DNA vyizolovaného z 50 klestiku
pomoci Ctyf dvojic navrzenych okrajovych primert (Fol+Rol, Fo2+Ro2, Fo3+Ro3
a Fo4+Ro4). Amplifikace byla postupné provadéna pii teplotach annealingu primert Ta
(annealing temperature) v intervalu 58—64 °C, aby bylo mozné ur¢it optimalni Ta. Kromé
toho byla hodnocena kvalita amplifikace DNA jednotlivymi dvojicemi primera.
Hodnoticim parametrem kvality amplifikace bylo porovnani intenzity vizualizovanych
oc¢ekavanych PCR produkti v gelu, nepfitomnost nespecifickych PCR produkti po
amplifikaci DNA a vysledna optimalni Ta dané dvojice okrajovych primeru (idealné
blizici se teoretické Tm okolo 60 az 62 °C).

Jako nejvhodnégjsi pro amplifikaci byla uréena dvojice okrajovych primerQ
Fol+Rol, ktera davala v ramci intervalu testovanych Ta primerd vzniknout pokazdé

nejintenzivnéj§imu PCR produktu (délka PCR produktu 335 bp). Béhem amplifikace
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DNA témito primery nevznikaly zadné nespecifické PCR produkty a z&djmovy PCR
produkt byl jasné hodnotitelny. Zbylé tfi dvojice okrajovych primerii byly shledany pro
diagnostiku nevhodnymi. Dvojice okrajovych primera Fo2 + Ro2 (PCR produkt 623 bp)
a Fo3 + Ro3 (PCR produkt 757 bp) davaly kromé& hlavniho produktu vzniknout
nespecifickym PCR produktim o0 pfiblizné velikosti 100 bp. PCR produkt dvojice
primerd Fo3 + Ro3 navic nebyl co do intenzity pfili§ vyrazny (Ctvrtinova intenzita pii
porovnani s intenzitou PCR produktu dvojice primeri Fol + Rol). Amplifikace DNA
dvojici primert Fo4 + Ro4 (247 bp) nedavala vzniknout nespecifickym PCR produktim,

ale hlavni PCR produkt byl méné intenzivni, nez produkt dvojice primert Fol + Rol.

Diagnostické primery

Nésledné byla testovana specifita 13 diagnostickych primert prostfednictvim
amplifikaci vzorkd genomické DNA a/nebo cDNA izolované z jednoho klestika.
Diagnostika pifitomnosti a variant bodovych mutaci ma byt provadéna primarné na DNA
genomické. Béhem optimalizace metody vSak nebyly k dispozici vzorky genomické
DNA o vSech doposud popsanych mutantnich variantdch. Proto musela byt specifita
diagnostickych primeri testovana i na vzorcich cDNA.

Cilem primarni analyzy diagnostickych primerti bylo vybrat ty z nich, které budou
jasn¢ identifikovat nepfitomnost ¢i pfitomnost bodové mutace nukleotidi 1710 a/nebo
1712 a jejich konkrétni varianty bez vzniku nespecifickych amplifika¢nich produktu.
Sledovalo se mimo jiné, zda vSechny varianty diagnostickych primert, urcené
k identifikaci jedné nukleotidové varianty, respektive dvou (na téZe nukleotidové pozici),
davaji po amplifikaci stejného vzorku DNA vzajemné si neodporujici vysledek (varianta
nukleotidové baze urcend témito diagnostickymi primery pifi amplifikaci na stejné
templatové DNA je ve vSech piipadech shodnd). Nedostatecné specifické varianty
diagnostickych primert, které davaly vzniknout neodpovidajicim, nejasné hodnotitelnym
¢1 nespecifickym PCR produktiim, byly z dalsi prace vylouceny.

Kazdy z diagnostickych primertt byl v PCR reakéni smési pfitomen spolu
sknému protismérné orientovanym okrajovym primerem. V piipadé amplifikace
genomické DNA se jednalo o primerové uspoiadani Fol primer + reverse diagnosticky
primer nebo Rol primer + forward diagnosticky primer (velikosti PCR produktd viz
tab. 6). Amplifikace vzorki cDNA byla provadéna za pomoci stejnych diagnostickych
forward a reverse primert, které v§ak byly ve trojici s okrajovymi primery V10F a V11R.
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Usporadani bylo nasledujici: V10F + diagnosticky reverse primer nebo V11R +
diagnosticky forward primer (velikosti PCR produktii viz tab. 6). Podminky amplifikace

se fidily t¢émi uvedenymi v tabulce 3 a schématu 1 (str. 21 a 22).

Jako vhodné pro diagnostiku rezistentnich populaci klestikti nesoucich ve VmNa

genu bodové mutace nukleotidi 1710 a 1712 byly vybrany nésledujici diagnostické
primery: C_F, GR a CGR (amplifikujici wild-type DNA) a primery A_F, G_F, AAF,
AAR a GGR (amplifikujici pfislusné mutovanou DNA). Jako optimalni Ta pro
amplifikaci DNA pomoci téchto diagnostickych primert byla ur¢ena Ta 60 °C. Se
zvysujici se teplotou annealingu dochazelo ke snizovani intenzity v gelu vizualizovanych
PCR produkti. Délka PCR produkti vySe zminénych diagnostickych primert +
odpovidajiciho protismérného okrajového primeru je uvedena v tab. 6. Vizualizace
diagnostickych a okrajovych primerti na molekule templatové DNA je viditeln na obr. 3
dale v textu.

Jako nespecifické, a tudiZ nepouZzitelné, byly shledany diagnostické primery
AGF, CGF, GGF, _AR a AGR. Tyto primery davaly vzniknout PCR produktiim pfti
amplifikaci vsech vzorka genomické DNA (wild-type i mutantnich). Stejny vysledek byl

ziskan i po amplifikaci cDNA vzorkll. Zméné vysledku amplifikace nepomohla ani
uprava vzajemného pomeru slozek PCR reakéni smési, teplotniho profilu termocykléru
ani zvyseni Ta primert.

Tabulka 6: Diagnostické primery vhodné k detekci bodovych mutaci nukleotid 1710

a 1712, amplifikujici templatovou DNA spolu s uvedenym protismérné orientovanym
okrajovym primerem, tvofici PCR produkty o uvedenych velikostech.

. . ., | Amplifikace genomické DNA Amplifikace cDNA
Diagnosticky — . —— .
primer Okl:aJOVy Délka Oklja‘] ovy Délka
primer produktu (bp) primer produktu (bp)
A F Rol 207 V11R 267
C_F Rol 206 V11R 266
G_F Rol 206 V11R 266
AA_F Rol 207 V11R 267
_GR Fol 172 V10F 242
AAR Fol 173 V10F 243
CGR Fol 171 V10F 241
GGR Fol 171 V10F 241
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Obrazek 3: Cast VmNa genu klestika véeliho s vyznaGenymi introny (svétle $eda)
a exony (tmavé Sedd), a pozici nasedani okrajovych primerd (modrd) a diagnostickych
primert (zelend) urcujicich substituce aminokyseliny 925 (Cervena).

‘( ‘IO Z.\’.\ ZJITJ 4I0 S;O frlﬁ 70
1,'527 1,5:36 1 E,\'IG (_5,56 ‘x,‘{% 1 %76 (_%BE\

w TATATATATATATATTTCTCTCTGACACATTGCCGCGCGCATTAAACGCATTAACTAAAGCAATAAGTAAAAATTATGA

Intron

% [ AAF (mutant)

i 1 IIC' 120 T_):l 1?\'.1 1 ?:'
1,606 [ C_F(wild-type) \ 163 1646 1656 1666 1676
[ G_F(mutant)
COGTAACCTGACCTTTGTGOGTTG
ATC“ZTTTCT‘.]C‘.‘]T’.]T‘:]TACf]TTACAGT_ . T H _C;TCATC"JCCAACGTT‘SAATCTACT’.]ATATC
. T aw mamee e VMM S R
Intron
Y?’J 1?0 1?3 Y?U 2?3 2!0 ZgO 2;’;0
1,§56 1,6I95 1,7IOS 17"6 I,"/IZS 1_7I36 17'46 Y,7IS$
~ GOR(mutan) |
A ARR(mutang ]
[ A_F(mutant)
CAAGACGATAGGAGCTCTGGGTAACCTGACCTTTGTGTTGGGAATTATCATCTTCATTTTCGCCGTTATG
@l K T TG A BTG O NTHEEE T F INEEENGIEN F I F AT
240 250 2{;{‘ 270 z@» 230 3'.:)\'.' 3!{'
7,7Ié6 1,7.76 1,7I’36 1,{96 l,?'rk')é 1,3I16 ‘,9:26 1,:'3%

CTATCTCGACAACAAGTGTTTGTGAGTATCGCACTTCACGCTTTTTCCTTCGTTGG
@Y EESEENGTKT C

Intron
220 330 240 350 360 370 380 391

1,&]45 1,%56 1,5.‘.6 T,8|75 1,5:56 1,5:% 1,?:5 1,?‘7

Ro1
w CTCATTGTAGCGCTTCTCACTCTCTGTCAGCTTCCCTGTGACCTCGCTTCTCTCTTCGTGATACTAGTACGATGT

Intron

Amplifikace vzorki genomické DNA i ¢cDNA o nukleotidovych konstitucich
A(1710) + A(1712), C(1710) + G(1712) a G(1710) + G(1712) vSemi specifickymi
diagnostickymi primery uvedenymi v tab. 6 davaly spolehlivé nezaménitelné vysledky.
Problematické byly amplifikace vzorki c¢DNA o nukleotidové Kkonstituci
A(1710) + G(1712). Piima diagnostika tohoto typu mutace pomoci primerid AGF nebo
AGR neni mozn4, protoZe tyto primery jsou pro diagnostiku nepouzitelné (nespecifita).
Tento mutantni typ DNA byl krom¢ diagnostickych primerit A F a GR (urcuji tuto

mutaci) amplifikovan nespecificky rovnéz dals$imi diagnostickymi primery (AAF, AAR
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a GGR urcenymi k detekci mutaci), k cemuz nema dochazet (vznik falesné pozitivnich
vysledk). Uréeni mutantni nukleotidové konstituce A(1710) + G(1712) v homozygotni
i heterozygotni sestavé je vSak mozné pii amplifikaci této DNA za pomoci jinych
navrzenych diagnostickych primert (A F, G F a GR), a pfi pouziti schematického
postupu diagnostické amplifikace (viz tab. 7a a 7b). V ramci prvni PCR reakce je
amplifikace provadéna pomoci diagnostického primeru A _F, ktery S protismérné
orientovanym okrajovym primerem Rol tvofi PCR produkt o velikosti 207 bp. V ramci
druhé pomoci diagnostického primeru G_F, pficemz dochazi ke vzniku PCR produktu
primertt G_F a protismérného okrajového primeru Rol o velikosti 206 bp. V ramci tieti
pomoci diagnostického primeru _GR, pficemz dochézi ke vzniku PCR produktu primeri
_GR a protismérného okrajového primeru Fol o velikosti 172 bp. Tyto tii reakce
umoziuji odliseni problematicky detekovatelného genotypu A(1710) + G(1712) od
zbylych tfi genotypt. V rdmci rutinni diagnostiky mutaci vSak neni nutné provadét
amplifikaci pomoci vSech tfi variant (A_F, G_F a G_R) diagnostickych primert (viz tab.

7aa7b).

Rutinni diagnostika

Na zaklad¢ vySe uvedenych vysledkl je pro rutinni diagnostiku pfitomnosti ¢i

absence mutaci nukleotidii 1710 a 1712 VmNa genu v ramci Evropy dostacujici pouziti

tii variant diagnostickych primeri (v kombinaci s pfislusSnym protismérné
orientovanym okrajovym primerem Fol nebo Rol) v ramci tii PCR reakci. Jedna se
o primery CGR, GGR a AAR (v modfe podbarvenych bunkach v tab. 7a a 7b), které
urcuji pfitomnost tii typ nukleotidovych konstituci (genotypti) na pozicich 1710 a 1712
(CG, GG a AA), které byly doposud na izemi Evropy identifikovany.

Pro analyzu populaci klestikli bez izemniho omezeni (mimo Uzemi Evropy),

vV mistech vyskytu mutantnich jedinct s nukleotidovou konstituci A(1710) + G(1712), je
mozné amplifika¢ni analyzu vyskytu bodovych mutaci rutinné provadét za pouziti Etyr
diagnostickych primeri (opét v kombinaci s piislusSnym okrajovym primerem Fol nebo

Rol). Jedn4 o diagnostické primery AAR, CGR, GGR a G_F.

Rozpis diagnostiky vSech mutantnich a wild-type variant DNA VmNa kanalu
V homozygotnim 1 heterozygotnim uspotfadani (doposud zachycenych i teoreticky
odvozenych), provadéné pomoci vybranych specifickych diagnostickych primerd, je

uvedeny nize Vv tab. 7. Rtzové podbarvené heterozygotni genotypy pro varianty GG/AG
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a GG/AA, a dale AG/AG a AAJ/AG od sebe nelze pomoci zde prezentované diagnostické
metody odlisit. Heterozygotni genotyp GG/AG (Seda v tab. 7) vSak nebyl doposud nikdy
zachycen. Jedinci s mutantni nukleotidovou konstituci GG nebo AA se vyskytuji na
geograficky vzdalenych a oddélenych tizemich (GG-Evropa, AG—Amerika), proto neni
pravdépodobnost vyselektovani heterozygotnich mutantnich jedincit GG/AG zatim piili§
vysoka, heterozygotni jedinci maji také snizenou fitness. V ptipad¢ nerozliSitelnych
genotypu AG/AG a AG/AA byly varianty zachyceny, u genotypu AG/AA se vsak jednalo
o statisticky nevyznamné zastoupeni (Gonzalez-Cabrera et al., 2016, tab. 1). Proto by tato
skute¢nost neméla mit vliv na pouzitelnost prezentované diagnostické metody.

Tabulka 7: Rozkresleni vysledku diagnostické amplifikace ¢ty moznych
homozygotnich (7a) a Sesti heterozygotnich (7b) variant DNA, liSicich se v nukleotidech
na pozicich 1710 a 1712 VmNa genu klestika vceliho. Barevné vyznaceni: mutace
vyskytujici se na uzemi Evropy (zelend), diagnostické primery pro diagnostiku v ramci

Evropy (modrd) a pro celosvétovou diagnostiku (Zlutd), vzajemné nerozliSitelné
nukleotidové konstituce (rizova), teoreticky odvozena nukleotidova konstituce (Seda).

Tabulka 7a:

Hli)z)lrlw(;i);%(():tem Diagnosticky primer

o N o N

NI | < CGR|GGR | AAR | GF AF | CF | AAF | GR
— — — —

Délka produktii (bp):

171 171 173 206 207 206 207 172

C G|C G v/ v/
G G|G G v v/ v/
A A|A A v v v/

A B(A B v |V v v | Vv
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Tabulka 7b:

Heterozygotni . S

P . Diagnosticky primer

o N o N

< Q| <Ii< CGR |GGR | AAR | GF AF | CF |AAF | GR
i i i i

Délka produktii (bp):

171 171 173 206 207 206 207 172

Ci G| VvV |V v v v
C G|lA A v vV IV |V |V
e 8(A A vV I IV V| Vv v |V
€ G|A B Vi ivI IV |V v
C/ G|A G V|V |V v IV |V |V
A B(A B v | Vv v v | Vv

Legenda: Prazdné pole = amplifikace nevede ke vzniku PCR produktu.
Zeleny potvrzujici znak = amplifikace vede ke vzniku PCR produktu.
Cerveny potvrzujici znak = amplifikace vede ke vzniku PCR produktu,

k ¢emuZ nemé dochézet.

5.5 Triprimerova PCR amplifikace

Pfi urovani nukleotidovych variant na pozicich 1710 a 1712 maji byt, dle
pocateCniho navrhu diagnostické metody, jednotlivé diagnostické primery schopny
amplifikace DNA, ktera bude provadéna za pouziti tfiprimerové PCR smési sestavajici
z diagnostického primeru a dvou vzdjemné protismérné orientovanych okrajovych
primert. VSechny tfi primery (dva okrajové a jeden primer diagnosticky) budou tedy
pfitomny spolecné v jedné PCR reakéni smési a spolecné se budou podilet na vzniku 1
(kontrolniho) ¢i 2 (kontrolniho + diagnostického) PCR produkti v ramci jedné reakce.
Dva PCR produkty vznikaji v ptipad¢ amplifikace DNA za tcasti vSech tfi primert:
1) dvojice okrajovych primert (Fol + Rol), a 2) diagnostického primeru (zcela

komplementarniho na svém 3°-konci k nukleotidu 1710 respektive 1712 v templatové
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DNA) a k nému protilehlého okrajového primeru (napt. CGR + Fol v ptipad¢ amplifikace
wild-type DNA s cytosinem na pozici 1710 v kodujicim vlakné templatuy).

U amplifikace DNA provedené klasicky pomoci dvojice protihlehlych primeru
(diagnosticky + protismérné orientovany okrajovy primer) neni v piipad¢ nepiitomnosti
amplifikacniho PCR produktu mozné spolehlivé ur€it, z jakého divodu k této situaci
doSlo. Tedy zda za negativnim vysledkem amplifikace stoji nekomplementarita
diagnostického primeru s templatovou DNA, kontaminace PCR smési, chyba
V pipetovani, nevhodné nastaveni termocykléru nebo jiny faktor branici uspésné
amplifikaci templatu.

V pfipadé ttiprimerové amplifikace DNA déavaji okrajové primery Fol + Rol
vzniknout PCR produktu (kontrolni, 335 bp) nezavisle na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
mutace kteréhokoliv z nukleotidi 1710 nebo 1712 (obr. 4). PCR produkt primera Fol +
Rol slouzi k potvrzeni, ze amplifikace DNA pomoci diagnostického primeru v dané
reakéni smési je teoreticky mozna a nebrani ji napf. nizka koncentrace nebo kvalita

templatové DNA.

Obrazek 4: Princip PCR amplifikace DNA pomoci PCR reakéni smési obsahujici tfi
primery v piipadé amplifikace: a) templatové DNA komplementarni s 3°-koncem
diagnostického primeru, a b) templatové DNA, ktera neni komplementarni s 3‘-koncem
diagnostického primeru. Demonstrovano pro prubéh amplifikace wild-type DNA pomoci
trojice primerQ obsahujici a) wild-type diagnosticky primer a b) diagnosticky primer pro
uréeni mutantni varianty DNA. Pfevzato a upraveno podle Lahnerova (2017).

a) Amplifikaci wild-type DNA nezménené mutaci vznikaji 2 riizné PCR produkty pomoci
dvojic primerii Fol + CGR a Fol + Rol (vSechny tri primery pritomny v PCR reakcni
smesi).

Vznika kontrolni produkt primert
Fol+Ro1l (335 bp)
Vznika diagnosticky produkt primer Fol + CGR (171 bp)

1710
. ' ;
5¢——> 3¢ Je—5¢ Je——5
Fol diagnosticky Rol
primer CGR
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b) Amplifikaci wild-type DNA nezménéné mutaci vznika 1 PCR produkty pouze pomoci
dvojice primerit Fol + Rol (kontrolni PCR produkt). Diagnosticky primer GGR je
pritomen v PCR reakcni smési, ale neni na svem 3 “~-konci komplementdarni s templatovou
DNA, proto nevznika 171 bp dlouhy diagnosticky PCR produkt.

Vznika  kontrolni  produkt
primer Fol+Rol (335 bp)

1710
3‘ L 5‘

1
5¢ 3¢ 3‘/%5‘ 3 < 5¢

Amplifikace vzorku DNA pomoci PCR reakéni smési obsahujici tfi primery musi

byt provadéna pomoci enzymu DNA polymerazy bez exonukledzové aktivity. V piipadé
nasednuti vSech tii primerti (dvojice okrajovych primeri Fol + Rol a komplementarniho
diagnostického primeru) by dochazelo pii prodluzovani okrajového primeru RoO1
k odbourani diagnostického primeru CGR o stejné orientaci (obr. 4a). Diagnosticky
primer (CGR) by v tomto ptipadé branil DNA polymeraze prodluzujici okrajovy primer
(Ro1l) pokracovat v amplifikaci, a tudiz by byl jeji 5‘—3° exonukledzovou aktivitou
odstranén. Nedochézelo by tak ke vzniku diagnostického PCR produktu (primerii Fol +
CGR) a byl by ziskan falesné negativni vysledek amplifikace.

5.5.1 Diagnostika rezistence klestika véeliho k tau-fluvalinatu pomoci
tiiprimerové PCR amplifikace

Nasledné byla provedena finalni optimalizace podminek diagnostické PCR reakce
Vv tiiprimerovém uspoiadani. Jak bylo zminéno vyse v textu, tfiprimerovd PCR reak¢ni
smés vzdy sestavala z dvojice okrajovych primerd Fol a Rol (pfipadné dvojice
okrajovych primerd V10F a V11R v ptipadé¢ amplifikace cDNA) a jednoho z k finalni
diagnostice vybranych diagnostickych primera (A_F, G_F, AAR, _GR, CGR nebo
GGR). Celkové slozeni jednotlivych komponent PCR reakéni smési obsahujici tii
primery je uvedeno na str. 27 v tabulce 3 (kapitola 4.3 PCR amplifikace DNA klestika
vceliho).

Amplifikaci DNA za pouZiti tiiprimerové PCR reakéni smési obsahujici plné
komplementarni variantu diagnostického primeru dochazelo ke vzniku dvou PCR
produktt (kontrolniho 335 bp + diagnostického 171, 173 nebo 206 bp v zavislosti na
konkrétni varianté a forward nebo reverse orientaci tohoto primeru). Intenzita obou
vzniklych PCR produktl byla po elektroforetické separaci a nasledné vizualizaci stejna,
piipadné vyssi u kratSiho (diagnostického) ze dvou vzniklych PCR produktt. V piipadé,

kdy méla amplifikované templatova DNA snizenou kvalitu (¢astecné degradovand DNA
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izolovand z poskozenych klestikil), dochazelo ojedinéle pouze ke vzniku kratSiho

(diagnostického) PCR produktu diagnostického + protismérného okrajového primeru.

Pii amplifikaci vzorkii DNA z klestiki odebranych na tGizemi Ceské republiky
dochazelo ke tvorbé dvou PCR produkti (kontrolniho a diagnostického) v piipadé
amplifikace wild-type DNA o0 nukleotidové konstituci C(1710) + G(1712) za pouziti
tiiprimerové reakéni smési obsahujici diagnosticky primer CGR (obr. 5, vzorek 1A). Déle
dochazelo ke vzniku kontrolniho a diagnostického PCR produktu po amplifikaci mutantni
DNA o konstituci G(1710) + G(1712) pomoci tiiprimerové reakéni smési obsahujici
diagnosticky primer GGR (obr. 5, vzorek 2B) nebo primer G_F (335 + 206 bp). Jiné
nukleotidové konstituce neZ tyto (v homozygotni sestavé) nebyly na tzemi Ceské
republiky zachyceny.

Po amplifikaci DNA provadéné pomoci tiiprimerové PCR reakéni smési
obsahujici na 3°-konci nekomplementdrni diagnosticky primer dochézelo ke vzniku
pouze jednoho PCR produktu (kontrolniho) vytvoifeného dvojici okrajovych primeri
Fol + Rol (délka 335 bp) (obr. 5, vzorky 1B a 2B). Ten se tvofil také po amplifikaci
vzorklt DNA klestikii z Ceské republiky provadéné pomoci tiiprimerovych PCR
reakénich smési obsahujicich diagnosticky primer AAR.

Obrazek 5: Diagnosticka tiiprimerova amplifikace 2 typtt DNA molekul klestika vceliho
zachycenych na uzemi Ceské republiky. Vzorky 1A a IB nalezi wild-type DNA
0 nukleotidové konstituci C(1710) + G(1712), vzorky 2A a 2B nalezi mutantni DNA
o0 konstituci G(1710) + G(1712), které zptsobuji aminokyselinovou substituci L925V,
pusobici rezistenci klestika k tau-fluvalinatu. Jedna se o homozygoty pro tyto
nukleotidové mutace. Cislice 1 a 2 oznacuji &islo vzorku, pismena A a B sloZeni primert
V PCR reakéni smési.

M 1A 1B 2A 2B

. wild-type DNA mutant DNA

500 bp —> | —

-

. D @ e —335bp

e -
— 171 bp

Legenda: viz dalsi strana
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Legenda: M...velikostni standard 100 bp.
1...vzorek DNA ¢. 1 (wild-type DNA).
2...vzorek DNA ¢. 2 (mutantni DNA).
A...PCR smés obsahuje primery Fol + CGR + Rol (urcuje wild-type
nukleotidovou konstituci C(1710) + G(1712)).
B...PCR smeées obsahuje primery Fol + GGR + Rol (urcuje mutantni
nukleotidovou konstituci G(1710) + G(1712)).

Na obr. 6 je vyobrazena amplifikace jednoho vzorku DNA pochazejiciho
z klestika odebraného v Ceské republice. Pro amplifikaci byly v ramci t¥iprimerovych
reakénich smési pouzity postupné vSechny Ctyfi varianty diagnostickych primert
(postupné CGR, GGR, AAR nebo G_F), vSechny PCR reak¢ni smési obsahovaly také
okrajové primery Fol + Rol. Analyzovana DNA na obr. 6 nenese mutaci zpusobujici
rezistenci klestika k tau-fluvalinatu, jedna se o wild-type DNA, a proto dochézi ke vzniku
diagnostického PCR produktu pouze u reakéni smési obsahujici diagnosticky primer
CGR (171 bp).

Obrazek 6: Vzorek DNA (¢. 1, wild-type DNA) podrobeny amplifikaci pomoci
tiiprimerovych PCR reakénich smési obsahujicich diagnosticky primer CGR, GGR, AAR
nebo G_F (postupné 1A, 1B, 1C, 1D) v kombinaci s okrajovymi primery Fol + Rol.

M 1A 1B 1C 1D

500 bp —> M-
B B B e < 335Dbp
171bp ————— —

Legenda: M...velikostni standard 100 bp.

1...vzorek DNA ¢. 1.
A...PCR smes obsahuje primery Fol + CGR + Rol (urcuje wild-type DNA
C(1710) + G(1712)).
B...PCR smés obsahuje primery Fol + GGR + Rol (urcuje mutantni DNA
G(1710) + G(1712)).
C...PCR smés obsahuje primery Fol + AAR + Rol (urcuje mutantni DNA
A(1710) + A(1712)).
D...PCR smés obsahuje primery Fol + G_F + Rol (urcuje mutantni DNA
G(1710)).
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Diagnosticka analyza pfitomnosti bodovych mutaci pomoci tfiprimerovych
reakénich smési byla kromé vzorkti genomické DNA z klestikit z Ceské republiky
provadéna rovnéz se vzorky genomické DNA klestikti 0 homozygotni nukleotidové
konstituci (genotypu) pro A(1710) + A(1712) a heterozygotni konstituci C(1710) +
G(1712)/A(1710) + A(1712) zachycenych na tzemi Recka (amplifikace pomoci
reakénich smési obsahujicich okrajové primery Fol + Rol a postupné jeden ze
specifickych diagnostickych primert). Triprimerové diagnostické analyze byly
podrobeny rovnéz vzorky c¢DNA pochazejici z USA (homozygotni nukleotidové
konstituce), v ramci tiiprimerovych reakénich smési vSak byly okrajové primery
Fol + Rol (amplifikuji genomickou DNA) nahrazeny primery VIOF + VIR, které
umoznuji amplifikaci cDNA molekul. Amplifikace vzorki cDNA davala i po zméné
varianty okrajovych primerti (v kombinaci s primery diagnostickymi) vysledky
konzistentni s vysledky amplifikace ziskanymi pii pouziti Fol a Rol okrajovych primert

(s kombinaci se stejnymi diagnostickymi primery) pro amplifikaci genomické DNA.

5.5.2 Reak¢ni podminky tiiprimerové PCR amplifikace

Jako optimalni Ta pro amplifikaci DNA pomoci PCR reakéni smési obsahujici tfi
primery byla ur¢ena Ta 60 °C, stejné jako v ptipadé amplifikace dvouprimerové. Se
zvysujici se teplotou annealingu dochazelo ke snizovani intenzity v gelu vizualizovanych
PCR produkti, pifedev§im produktu primert Fol + Rol (kontrolni, 335 bp). Jako
maximalni vhodna Ta pro amplifikaci DNA pomoci tfiprimerové PCR reakéni smési (Fol
+ Rol + diagnosticky primer) byla ur¢ena T, 64 °C. Pfi vyssich teplotach annealingu byl
vysledek amplifikace DNA nehodnotitelny.

Zvysenim koncentrace hote¢natych iontli v PCR reakéni smési nedoslo k vyrazné
zmeéné intenzity vizualizovanych bandii. V ramci zachovani vysokeé specifity diagnostické
metody tedy byla jako idedlni urena koncentrace hotecnatych iontti v PCR reakéni smési
na 1,8 mmol/l.

K vyznamné zmén¢ intenzity vizualizovanych PCR produktl (zvySeni intenzity
kontrolniho produktu okrajovych primerti o délce 335 bp) nedoslo ani v piipad€ Upravy
vzajemného pomeéru tfi primeri obsazenych v jedné PCR reak¢ni smési. Testovany byly
tyto vzdjemné pomery primert:

a) Fol : diagnosticky primer F : R0l (v tomto pofadi) - 1:1:1, 1:1:2, 1:1:3, 2:1:1, 3:1:1.
b) Fol : diagnosticky primer R : Rol (v tomto pofadi) - 1:1:1, 1:1:2, 1:1:3, 2:1:1, 3:1:1.
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Nejlépe hodnotitelny vysledek amplifikace DNA byl ziskan pii zastoupeni
primert Fol:diagnosticky primer:Rol v PCR reakéni smési, které bylo 1:1:1.

Po optimalizaci tfiprimerové diagnostické metody s DNA vyizolovanou z jednoho
klestika byla provedena analyza rozliSovaci schopnosti této metody pii amplifikaci
smésnych vzorkti DNA. Smésné vzorky DNA byly vytvotreny smisenim vzorki DNA se
znamou nukleotidovou konstituci (wild-type a mutantni) na pozicich 1710 a 1712 genu
pro sodikovy kanal. Jednotlivé smésné vzorky se liSily ve zajemném poméru zastoupeni
mutantni a wild-type DNA. Byly testovany smésné vzorky obsahujici mutantni
a wild-type DNA v pomérech 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:9, 1:11 a 1:14.

Po amplifikaci v§ech smésnych vzorkd DNA bylo zjisténo, ze je mozné spolehliveé
stanovit pfitomnost mutantnich molekul DNA, jestlize se tyto nachdzeji ve smési
swild-type DNA ve vziajemném poméru 1:4 (separace v 1,5% agarozovém gelu,
vizualizace dokumenta¢nim systémem G:Box (Syngene) po barveni GoodView Nucleic
Acid Stain (Sigma-Aldrich)). Pti pouziti barviva s vyssi rozliSovaci schopnosti (niz§im
detek¢énim limitem) v porovnani s barvivem GoodView (napft. ethidium bromid nebo
GelRed), je mozné detekovat ptitomnost mutantnich molekul DNA, které jsou ve smési
s wild-type molekulami ve vzajemném poméru az 1:9. V tomto piipadé je vSak vyrazné
omezena moznost rozliSeni pfitomnosti mutace v ramci heterozygotni nukleotidové
konstituce. Béhem rutinni laboratorni diagnostiky je tedy vhodné&jsi provadét analyzu
rezistence klestiku k tau-fluvalinatu na vzorcich DNA jednotlivel (pro charakterizaci
konkrétni heterozygotni konstituce) nebo na smésnych vzorcich DNA vyizolované z 5

jedincu.

5.5.3 Detekce rezistence Kklestika vceliho k tau-fluvalinitu pomoci

tiiprimerové PCR amplifikace na vzorcich DNA z CR

Detekce rezistence klestika véeliho k tau-fluvalinatu (v ramci CR) byla provedena
na vzorcich DNA (smésnych nebo z jednotlivcl) z celkového poctu 22 sbérnych stanovist
v okresech Frydek-Mistek, Chrudim, Sumperk a Znojmo (tab. 2). Viechny analyzované
vzorky DNA izolované z jednoho jedince byly homozygotni konstituce. Analyza
neodhalila pfitomnost rezistentnich klestikii na stanoviStich v okresech Frydek-Mistek,
Chrudim a Znojmo, i kdyz jsou na téchto stanovistich k 1écebnému oSetieni vcelstev

pravideln€ pouzivany varroacidni pfipravky obsahujici tau-fluvalinat.
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Rezistentni klestici byli identifikovani na tfech odbérovych stanovistich v lokalité
Pokusného véelinu Pekatov (okres Sumperk). Jednalo se o stanoviité A (1. sbér po
oSetieni tau-fluvalinatem, 2. sbér po osetieni amitrazem), stanovisté C (sbér po oSetfeni
flumethrinem) a stanovist¢ D (1. sbér po oSetfeni flumethrinem, 2. sbér po oSetfeni
amitrazem) (tab. 2). Vsichni testovani rezistentni jedinci nesli ve své DNA mutaci
G(1710) ve VmNa genu. V ramci 1. sbéru klestiki na stanovisti A byli tfiprimerovou
diagnostickou analyzou identifikovani rovnéz vnimavi klestici majici wild-type DNA, ve
které se na nukleotidové pozici 1710 nachazi cytosin C(1710). Zadny rezistentni klestik
nebyl identifikovan analyzou jedinci pochézejicich ze stanovist¢ B, které bylo
osetfovano pouze organickymi kyselinami (kyselina mravenci a $tavelova). VSichni

klestici ze stanovisté B méli wild-type variantu DNA s C(1710).

5.6 Sekvenace vybranych vzorkii vyizolované DNA pro potvrzeni
spolehlivosti diagnostické metody

Z dtvodu finalniho ovéfeni spolehlivosti tiiprimerové diagnostické metody bylo
doplnkoveé sekvenovano 6 vybranych vzorki DNA, které byly ureny pomoci
tiiprimerové diagnostické metody a Certifikované metodiky pro hodnoceni rezistence
roztoCe Varroa destructor vici tau-fluvalinatu (Hubert et al., 2018) jako wild-type nebo
mutantni. Pro analyzu vystupu ziskaného sekvendtorem byl pouzit program Mega7
(Kumar et al., 2016). Sekvenované PCR produkty délky 335 bp byly ziskany amplifikaci
templatové DNA pomoci primert Fol + Rol.

U tii ze Sesti vzorkit DNA byla sekvenaci uréena homozygotni konstituce pro
C(1710) + G(1712), odpovidajici wild-type varianté¢ DNA. U zbyvajicich tii vzorka byla
sekvenaci uréena homozygotni konstituce pro G(1710) + G(1712) odpovidajici mutantni
varianté DNA zachycené na uzemi Ceské republiky. Nukleotidové konstituce Sesti
vzorkli DNA urcené sekvenaci odpovidaji tymz, které byly u téchto vzork urceny
pomoci nasi diagnostické tiiprimerové metody a Certifikované metodiky (Hubert et al.,
2018) v ramci rozliSeni wild-type a mutantnich molekul.

Diagnostickou tiiprimerovou detekéni metodu, jejiz spolehlivost byla ovéfena
sekvenaci zajmovych usekd VmNa genu a Certifikovanou metodikou (Hubert et al.,
2018), Ize tedy spolehlivé pouzit pro urceni pfitomnosti ¢i absence bodovych mutaci
nukleotidii 1710 a 1712 ve VmNa genu, tedy wild-type a mutantnich variant DNA klestika

v¢eliho, které vedou k jeho vnimavosti ¢i rezistenci K varroacidni latce tau-fluvalinatu.
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5.7 Triprimerova alelicky specifickdi PCR diagnosticka metoda
(3-PAS PCR) Kk urcovani rezistence Kklestika vceliho
k tau-fluvalinatu
Tato kapitola stru¢né shrnuje postup pii diagnostice rezistence klestika vceliho
k tau-fluvalindtu pomoci tfiprimerové PCR, pro niz byl vytvofen oficialni nazev
Ttiprimerova alelicky specifickdi PCR (3-PAS-PCR, 3-primered allele specific

polymerase chain reaction). K diagnostice rezistence je potieba 6 specifickych primerd.

Uzivatelim 3-PAS-PCR metody je pii analyze vzorkli genomické DNA
doporucen nésledujici pracovni postup:
1. Izolace genomické DNA (komer¢ni kit, fenol-chloroformova metoda atd.)
2. Vybér postupu diagnostiky na zakladé pavodu klestikii a ocekavané

komplexnosti ziskanych vysledkl analyzy: ur€eni pfitomnosti mutantni alely

(podle schématu A), nebo rezistence/vnimavosti ¢i konkrétniho genotypu

(podle schématu B).

Schéma A: Hodnoceni rizika rezistence klestika vceliho k tau-fluvalinatu na zakladé
pfitomnosti mutantni alely analyzou DNA z jednoho nebo z vice klestikli. Diagnostické
primery jsou ¢ervené vyznaceny.

Urceni pfitomnosti mutantni alely
|

DNA vyizolovana z 1 nebo vice klestik(

CR Evropa Svét
Produkt Produkt Produkt Prodvul.<t Produkt Prodvul.<t
primeru CG Iprimeru GGl [primeru CG Smest primeru CG Smesi.
primerd primerd
| | | GG+AA | GG+AA+G_F
wilc;’—t;ype muz;a;vtni wild-type I wild-type I
a i a a i a alela mutantni alela mutantni
I alela | alela
Vnimavost Riziko Vnimavost | T |
rezistence ..
Riziko Riziko
rezistence rezistence

Kazda PCR reakcni smés obsahuje navic kromé diagnostického(ckych)

primeru(it) dvojici okrajovych primerii Fol + Rol tvoricich kontrolni PCR produkt.
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V pripade zjistovani pouze pritomnosti mutatni alely (schéma A) je pro maximalni
zjednoduseni analyzy mozné pripravit dveé primerové smesi: 1. obsahujici okrajové
primery Fol+Rol a diagnosticky primer CGR pro urceni wild-type DNA, 2. obsahujici
okrajové primery Fol+Rol a vSechny 3 diagnostické primery pro mutantni DNA (GG,
AA a G_F v zavislosti na geografickém piivodu vzorkii (CR, Evropa nebo svét)). Zakladni
slozeni PCR reakcni smési uvedené ve schématu C je pak nutné upravit v zavislosti na
konecném objemu vsech obsazenych primeru. Je nutné pipetovat 0,55 ul kazdého
Z primerit (koncentrace kazdého 10 umol/l) pro 1 reakci, objem deionizované vody
doplnit do 10 ul celkového objemu reakce, objem ostatnich slozek smési ziistava
nezmeneény. Po detekci pritomnosti mutantni alely je mozné provést naslednou amplifikaci

(dle schématu B) pro urceni konkrétni varianty mutace.

Schéma B: Urceni genotypu a souvisejici vnimavosti ¢i rezistence klestiki vcelich vaci
tau-fluvalinatu u jedinci odebranych v CR, Evropé¢ nebo mimo tzemi Evropy.
Diagnostické primery jsou cervené vyznaceny.

DNA vyizolovana z 1 jedince

CR Evropa Svét

| | |

Potrebuji 2 PCR Potfebuji 3 PCR Potfebuiji 4 PCR reakeni
reakéni smési: reakéni smési: St < di .

s diag. primerem s diag. primerem >mest: s diag. primerem
CGRas GGR CGR, GGR a s AAR CGR, GGR, AARa s G_F

| | |
Hodnoceni dle tab. 8a Hodnoceni dle tab. 8a Hodnoceni dle tab. 8b

*... Kazda triprimerova PCR reakcni smés obsahuje kromé jednoho diagnostického
primeru dvojici okrajovych primeriit Fol + Rol tvoricich kontrolni PCR produkt.

V pripadé analyzy vzorku DNA izolované z jednoho klestika je mozné urcit
pritomnost/nepritomnost mutace a jeji konstituci (homozygotni/heterozygotni). V pripade
izolace smésné DNA (z 2—5 klestikit) je mozné zachytit pritomnost mutace v tomto vzorku

DNA, ne vsak jeji konstituci.

3. Priprava PCR reakéni smési (schéma C). Rozpis je uveden pro 6 reakci,

vysledny objem jedné reakce je 10 pl (9 pl PCR reakcni smés + 1 pl DNA).
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Nastaveni ¢asového a teplotniho profilu PCR amplifikace na termocykléru je

uvedeno ve schématu D.

Schéma C: Slozeni PCR reakéni smési.

Slozky PCR reak¢ni smési 6 reakci
(D)
Deionizovana voda 41,1
Reak¢ni pufr 10x 6,7
Roztok MgCl2 (25 mmol/l) 8,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7
Primer Fol (10 umol/I) 3,3
Primer Rol (10 pmol/l) 3,3
Primer diagnosticky (10 pmol/l) 3,3
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0
DNA templat (10 ng) 1,0

Schéma D: Teplotni a ¢asovy profil

PCR reakce.
1.94°C....5 min
2.94°C....30s
60°C....30s 35 cyklu
72°C ....30s
3.72°C....7Tmin

4. Elektroforeticka separace PCR produktu v 1,5% agar6zovém gelu, 45 min,

80 V, vizualizace vysledkd.

5. Hodnoceni rezistence dle tabulky 8a (Evropa, ptip. jen CR) a 8b (celosvétove).

Tabulka 8a: Hodnoceni rezistence klestika véeliho vaci tau-fluvalinatu na uzemi Evropy
na zaklad¢ ptitomnosti diagnostickych PCR produktti vzniklych amplifikaci jeho DNA.

Nukleotidova Produkt PCR reakce
pozice s diagnostickym primerem:
Aminokyselina| CGR GGR AAR Rezistence
SIN|Ig | Y| (pozice 925) Délk dukti (b
SRS SRS ¢lka produkta (bp)
171 171 173
Homozygoti CR
C G|C G L/L v/ NE
G|G G VIV v ANO
AiPA|lA A 1/1 v ANO
Heterozygoti
C G|G G L/V v v Riziko
C G|lA A L/ v v Riziko
G G|A A V/I v v Riziko
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Tabulka 8b: Hodnoceni rezistence klestika véeliho vuci tau-fluvalinatu bez tzemniho
omezeni na zakladé ptitomnosti diagnostickych PCR produkti vzniklych amplifikaci
jeho DNA.

Nukleotidova Produkt PCR reakce
pozice s diagnostickym primerem:
Aminokyselina | cGR | GGR | AAR | GF | Rezistence
S N|lgly (pozice 925)
NN N Délka produktt (bp)
171 171 173 206
Homozygoti
CiG|CIG L/L v/ NE
GiG|G G VIV v v/ ANO
AiA|lA A 1/1 v ANO
A G|A G M/ M v v ANO
Heterozygoti
C/G|G G L/V v | Vv Ve
cC G|A A L/ v v Mutantd
cCiG|A G L/M v | VvV | VvV Mutantd
G G|AA V/i v v v ANO
GIG|A G V/M* v v v ANO
AIA|A G 1/ M v v ANO

Legenda: Prazdné pole = amplifikace nevede ke vzniku diagnostického PCR produktu.
Zeleny potvrzujici znak = amplifikace vede ke vzniku diagnostického
PCR produktu.
Cerveny potvrzujici znak = amplifikace vede ke vzniku nespecifického
PCR produktu.
* teoreticky odvozena kombinace mutantnich nukleotidovych variant.

49



6 Diskuze

Cilem této diplomové prace byl navrh, tvorba a nasledna optimalizace
diagnostické metody, kterd by umoznila rutinni diagnostiku rezistence klestika vceliho
(Varroa destructor) k tau-fluvalinatu. Tato rezistence je zpusobovana bodovymi
mutacemi nukleotidti 1710 a 1712 ve VmNa genu, které by mélo byt mozné navrzenou
diagnostickou metodou, vyuzivajici téiprimerové PCR amplifikace se specifickymi
diagnostickymi primery, snadno a ucinné detekovat. Diagnostické primery umoziuji
diskriminaci mutaci prostfednictvim detekce komplementarity jejich 3‘-koncového
nukleotidu a odpovidajiciho, potencialné mutaci zménéného nukleotidu v templatové

DNA, na ktery 3°-koncovy nukleotid diagnostického primeru naseda.

6.1 lzolace genomické DNA Kklestika vceliho

Klestici odebrani ve v¢eli méli byli od necistot ocisténi pomoci flotaéni metody
V 96% ethanolu. Ten mize byt nahrazen také stolnim olejem (Navratil et al., 2012).
Vzhledem k tomu, Ze klestici byli dale podrobeni izolaci DNA, nebylo pouziti stolniho

oleje jako flota¢ni tekutiny vhodné.

Izolace genomické DNA byla provadéna za pouziti izolaéniho kitu Exgene™
Genomic DNA micro (GeneAll) a protokolu pro izolaci genomické DNA z vlast a nehtt.
V izola¢nim protokolu byl zménén posledni krok - vymyti DNA zachycené na membrané
izola¢ni kolony pomoci AE pufru (10 mmol/l Tris-HCI; 0,5 nmol/l EDTA, pH 9,0). Tento
vymyvaci pufr byl nahrazen deionizovanou vodou, jelikoZz byly vzorky DNA dale
sekvenovany a pouZziti AE pufru proto nebylo vhodné (obsah soli). PCR amplifikace
provedena se vzorky DNA rozpusSténymi v deionizované vodé misto AE pufru také davala
po amplifikaci vzniknout intenzivnéj§im PCR produktim.

Izolace DNA byla rovnéz zkuSebné provedena pomoci fenol-chloroformové
metody, ktera je v Laboratoii populaéni genetiky (Katedra buné¢né biologie a genetiky,
PiF UPOL) rutinné pouzivana k izolaci genomické DNA z ptadich erytrocytu.
Porovnanim Gspésnosti izolace DNA touto metodou a pomoci komeréné vyrabéného kitu
nebyly ve vytéZnosti zaznamenany vyznamné rozdily. Vzhledem k relativné vysoké
toxicité chemikalii pouzivanych pii izolaci DNA fenol-chloroformovou metodou byl dale

pro izolaci DNA pouZivan uvedeny komercni kit.

Genomickd DNA byla izolovana z 1, 5, 10 nebo 50 dospélych samic klestika

vceliho. Samci nebyli pro izolaci pouziti, jelikoz se ve véeli méli nachézeji v minimalnim
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poc¢tu, dosahuji mensi velikosti a jejich haploidni genom (n=7) obsahuje pouze polovi¢ni
mnozstvi genomické DNA (Martin et al., 1997).

Smésné vzorky obsahujici DNA z vice individui byly pouzity pro zakladni
optimalizaci diagnostické metody, ktera vyzadovala provedeni vétsiho mnozstvi
zkusebnich reakci. Mnozstvi DNA ziskané z jednoho individua (klestika) je omezené.
Vzorky DNA pochézejici z jednoho jedince byly pouzity pro vybér nejvhodnéjSich
diagnostickych primeri a optimalizaci tfiprimerové PCR amplifikace. Pro rutinni
diagnostiku rezistence klestika vceliho k tau-fluvalinatu je vhodné pouzit vzorek DNA
izolované z jednotlivce €1 smésny vzorek DNA pochazejici z 5 az maximaln€10 jedincu.
Pocet 10 klestikti pro izolaci genomické DNA pouzivaji ve svych pracich také autofi
Hubert et al. (2018), ktefi prezentuji moznost detekce rezistence klestika k tau-fluvalinatu
pomoci restrikéniho $tépeni. Autofi Millan-Leiva et al. (2018) vyuzivajici pro detekci

rezistence rovnéz restrikéni §tépeni izoluji genomickou DNA z jednoho jedince.

6.2 Roztridéni vzorki DNA podle pritomnosti ¢i absence bodové
mutace, restrikéni Stépeni

Pfed samotnou analyzou specifity navrzenych okrajovych a diagnostickych
primeri bylo potfeba provést zakladni rozttidéni vzorkl vyizolované DNA klestikti podle
rezistence k tau-fluvalinatu (tedy pfitomnosti ¢i absence mutace nukleotidu 1710 ¢i
1712). Vzhledem ke geografickému umisténi stanovist’, ze kterych byly odebirany vzorky
klestikd, by mélo zna¢né pievazovat mnozstvi klestiki vnimavych (wild-type DNA).
Oblasti odbéru vzorki doposud nejsou rezistenci k tau-fluvalinatu vyrazn€ postizeny, jak
dokazuji pozorovani mistnich vcelaii. Ke spolehlivému urceni stavu rezistence ve
zminénych lokalitach v§ak chybi vétsi mnozstvi podrobnéjsich dat (Kamler et al., 2016;
Stara et al., 2019). Stav rezistence klestiku k tau-fluvalinatu ve zminénych oblastech neni
zanesen ani v online databazi vytvofené Statni veterinarni spravou (Anonymous7, 2019),
ve které jsou shromazd’ovana data o rezistenci kleStikii k varroacidim ziskana touto

organizaci.

Zékladni rozttidéni vzorktit DNA podle pfitomnosti ¢i absence mutace nukleotidu
1710 (¢i 1712) bylo provedeno pomoci Certifikované metodiky pro hodnoceni rezistence
roztoce Varroa destructor vici tau-fluvalinatu (Hubert et al., 2018). V ramci uvedené
metodiky je vyuzito restrikéniho $tépeni naamplifikovaného useku DNA enzymem Sacl,
ktery rozeznava palindromicky motiv GAGCT/C a §tépi wild-type variantu vlakna DNA

mezi nukleotidovymi pozicemi 1709 a 1710. Stejny princip moznosti ur¢eni mutace
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nukleotidu 1710, za vyuziti aktivity enzymu Sacl rozeznavajiciho totéz restrikéni misto,
byl v témze roce publikovan i autory Millan-Leiva et al. (2018). Metodiky obou
autorskych kolektivi se vyraznéji 1i§i pouze ve dvojici primerd, které jsou vyuzity
k amplifikaci zajmového useku VmNa genu, ktery ma byt rozstépen (obr. 7 viz nize
Vv textu).

Po restrik¢ni analyze byly vzorky DNA ze vSech chovnych soukromych stanovist’
ohodnoceny jako wild-type bez mutace (vnimavé populace). Rozsahla rezistence
k tau-fluvalinatu vsak byla potvrzena u naprosté vétsiny vyselektovanych vzorkda, které
byly odebrany RNDr. Frantiskem KasSparem v lokalitich Pokusného vcelinu Pekafov
(Anonymous8, 2019). V ramci tohoto detaSovaného pracovisté Vyzkumného tstavu
vcelaiského v Dole je provadén vyzkum rezistence klestiki k syntetickym varroacidim
a selekce veelstev odolnych vici napadeni klestikem. Rezistentni populace klestiku jsou

zde v omezeném poctu udrzovany.

6.3 Navrh okrajovych a diagnostickych primeri

Vsechny primery pouzivané v ramci této diplomové prace byly navrhovany
pomoci programu Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Pii navrhu okrajovych primert
bylo cilem ziskat takovou primerovou dvojici, kterd bude amplifikovat templatovou DNA
bez soucasného vzniku nespecifickych PCR produktii. Amplifikace DNA touto dvojici
primert by rovnéz méla vést ke vzniku velkého mnozstvi DNA kopii, idedln€ kopirujici
exponencialni zavislost X - 2", kde X je pocateéni mnozstvi molekul templatové DNA
vstupujicich do reakce a n je pocet amplifikacnich cykla. Pokud by amplifikace
templatové DNA vybranou primerovou dvojici méla nizkou vytéznost, nebylo by mozné
tuto primerovou dvojici v ramci téiprimerové PCR reakéni smési pouzit pro vznik
kontrolniho PCR produktu. Béhem tiiprimerové PCR amplifikace totiz dochazi ke sniZeni
mnozstvi vznikajictho PCR produktu okrajovych primerd ve prospéch kratSich
amplikont diagnostického primeru (+ protismérné orientovaného primeru okrajového).
Vysledek amplifikace by tudiz nebyl hodnotitelny z divodu nizké intenzity
vizualizovanych PCR produkti.

Kvalita a vytéZznost PCR amplifikace dvojicemi okrajovych primert (celkem 4
dvojice) byla rovnéz porovnavana s inzenzitou vizualizovanych PCR produktt, které byly
ziskany amplifikaci DNA pomoci dvojic primeri navrzenych Hubertem et al. (2018)
a Millan-Leiva et al. (2018). Jako nejvhodné&jsi byla vybrana dvojice okrajovych primert
Fol+Rol (PCR produkt délky 335 bp). Vysledek amplifikace je viditelny na obrazku 7.
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Vzhledem k témér dvojnasobné délce PCR produkta primerové dvojice 1,273iR +
1,273iF (PCR produkt délky 701 bp) (Millan-Leiva et al., 2018) i dvojice v1440f +
v2022r (PCR produkt délky 603 bp) (Hubert et al., 2018), jsou jejich PCR produkty po
vizualizaci intenzitou asi polovicni.

Pro tiiprimerovou diagnostiku rezistence klestiki k tau-fluvalinatu je vhodné
pracovat s takovou dvojici okrajovych primeru, ktera vede ke vzniku vyrazného,

intenzivniho PCR produktu.

Obrazek 7: Porovnani intenzity vizualizovanych PCR produkti amplifikace vzorku
wild-type DNA klestika véeliho pomoci okrajovych primert Fol + Rol (A) a dalsich
autortt Millan-Leiva et al. a Huberta et al. (B a C). Vzorky A—C nesouci navic oznaceni
spodnim indexem A—C; byly podrobeny restrikénimu St€peni enzymem Sacl, ktery $tépi
wild-type variantu DNA.

Ll LN | W B— m—
500 bp — S .
-

Legenda: M...velikostni standard 100 bp.
A...amplifikace DNA primery Fol + Rol (PCR produkt 335 bp).
Ar...restrikcni fragmenty délky 148 bp a 187 bp.
B...amplifikace DNA primery 1,273IR + 1,273iF (PCR produkt 701 bp),
(Millan-Leiva et al., 2018).
Br...restrikcni fragmenty délky 437 bp a 264 bp.
C...amplifikace DNA primery v1440f + v2022r (PCR produkt 603 bp),
(Hubert et al., 2018).
Cr...restrikcni fragmenty délky 333 bp a 270 bp.

Pti navrhu diagnostickych primert byl klicovy pfedpoklad, ze amplifikace DNA
od jakéhokoliv primeru je moznd pouze v piipadé, kdy je tento primer zcela
komplementarni s templatovou DNA, dulezita je predev§im komplementarita 3‘-konce
primeru s templatem (Jing et al., 2012). Pokud neni 3°-konec primeru komplementarni,
nenasedne dobfe na templatovou DNA a enzym DNA polymerdza neni schopen tento

primer prodluZovat a syntetizovat béhem amplifikace nové komplementarni vlakno DNA.
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Tento princip je kromé vyse popsané diagnostické metody urCovani rezistence klestika
k tau-fluvalinatu vyuzivan u analyzy SNP (Single nucleotide polymorphism) (Jing et al.,

2012) uplatiujici se v populacnich a evolu¢nich studiich.

6.4 Triprimerova PCR amplifikace

Hlavni vyhodou PCR amplifikace DNA klestika vceliho za pomoci tiiprimeroveé
PCR reak¢ni smési obsahujici dva protismérné orientované okrajové primery a jeden
primer diagnosticky, je fakt, ze ve vysledku dochdzi pokazdé ke vzniku jednoho
kontrolnitho PCR produktu. Lze tak jasné urcit, ze PCR amplifikace za pouziti dané
reakéni smési probihala a nedoSlo k jeji inhibici. Proto je tato tfiprimerova PCR
amplifikace vysoce vhodna pro pouziti u diagnostickych metod.

Ttiprimerovd PCR amplifikace byla v minulosti napiiklad pouzita k urovani
pohlavi jedincti volavky Zlutozobé (Egretta eulophotes) (Wang et al., 2011). Stejné jako
Vv piipad¢ pouziti v rdmci detekce bodovych mutaci zplsobujicich rezistenci klestika
k tau-fluvalinatu, autofi i zde pouzili k amplifikaci DNA dvojici primert pokazdé
davajici vzniknout PCR produktu (namnozeni iseku DNA na chromozomu Z, kontrolni
produkt), a dale jeden primer specificky — pro pta¢i chromozom W (diagnosticky
produkt). V piipadé detekce pohlavi u volavky vSak autofi pouzivali pro amplifikaci
pouze jednu stejnou trojkombinaci primert (existuje pouze jedna varianta diagnostického
primeru). Amplifikace DNA vedla ke vzniku dvou PCR produkti liSicich se délkou
Vv piipad¢ analyzy sami¢i DNA (heterogametické pohlavi, pohlavni chromozomy ZW),
ajednoho PCR produktu pii analyze sam¢i DNA (homogametické pohlavi, pohlavni
chromozomy ZZ). Stejné jako pti diagnostice rezistence klestiku k tau-fluvalinatu, i zde
byly primery v PCR reakéni smési ptitomny ve vzajemném pomeéru 1:1:1.

Stejny princip detekce mutace prostfednictvim specifické vazby 3‘-koncového
nukleotidu diagnostického primeru, jako u zde prezentované diagnostiky rezistence
klestika k tau-fluvalinatu, byl vyuzit k diskriminaci polymorfnich variant genti, které maji
spojitost s vyssi pravdépodobnosti propuknuti Alzheimerovy choroby (polymorfismus
SNP gent BIN1, CLU, ABCA7, CR1 a PICALM) (Darawi et al., 2013). Jedna se metodu
Alelové specifické PCR (Allele specific PCR, AS-PCR) Autofi pouzivaji k diskriminaci
jednotlivych alelickych variant diagnostické primery liSici se vzdjemné 3‘-koncovym
nukleotidem. Stejné€ jako v pfipadé detekce rezistentnich klestiki, i zde jsou jednotlivé
amplifikacni reakce provadény pomoci tfi primeri, nicméné v ramci dvou odd€lenych

PCR amplifika¢nich reakci. Nejprve dvojici okrajovych primert (tvofi kontrolni produkt)

54



a poté diagnostickym primerem spolu s protismérné orientovanym okrajovym primerem
(tvorba diagnostického produktu). Koncentrace primeri v ramcei reak¢éni smési vSak ve
vétsing pripadi neni stejna. Autofi tento primerovy pomér upravuji v zavislosti na
varianté genu, jehoz alelické varianty jsou danymi primery detekovany, a také v zavislosti
na délce jednotlivych primeru (Darawi et al., 2013).

Pti detekci mutaci ve VmNa genu klestika vceliho byly kromé vzajemného
pomeéru zastoupeni tii primerd v PCR reakéni smési (1:1:1) rovnéz testovany pomérové
varianty s vyssim zastoupenim jednoho nebo druhého okrajového primeru. V prvnim
ptipad¢ toho, ktery je svou 5°-3° orientaci protilehly k obéma zbyvajicim primerim
obsazenym v reakéni smési, ve druhém piipad€ toho okrajového primeru, ktery ma
stejnou orientaci, jako dany primer diagnosticky. Okrajovy primer se pak ve smési
nachazel ve dvojnasobné ¢i trojnasobné koncentraci vi€i primerim zbyvajicim.
Vzhledem k faktu, ze pti PCR amplifikaci dochazi k pfednostnimu vzniku krat§ich PCR
produktt na ukor delsich (Lorenz, 2012), vznika pii téiprimerové amplifikaci vétsi
mnozstvi kratStho PCR produktu (diagnosticky + protismérné orientovany okrajovy
primer), nez produktu dvou okrajovych primerd. Po vizualizaci elektroforeticky
separovanych PCR produkti je pak del§i produkt vétSinou méné vyrazny (poloviéni
intenzita) ve srovnani s krat§im produktem. ZvySenim koncentrace primeru protilehlého
ke zbyvajicim dvéma primeriim méla byt teoreticky kinetika PCR amplifikace posunuta
ve prospéch vzniku delStho PCR produktu (Lorenz, 2012). Po zméné vzajemného
primerového poméru vSak nedosSlo ke znatelné zméné intenzity vizualizovanych PCR

produkta.

6.5 Diagnostika rezistence klestika v€eliho k tau-fluvalinatu pomoci
tfiprimerové PCR amplifikace

Diagnosticka ttiprimerova amplifikace smésnych vzorki DNA je schopna odhalit
jednoho rezistentniho klestika (mutantniho homozygota), pokud je izolace DNA
provadéna z 5 jedincu (vizualizace pomoci G:Box vyzualiza¢niho systému (Syngene),
barveni GoodView Nucleic Acid Strain (Sigma-Aldrich)). Jestlize je DNA vyizolovana
z klestik, ktefi byli pfed izolaci uchovavani v optimalnich podminkach (mrazici box,
o¢isténi od veeli méli, nevystaveni sluneénimu zatreni a dlouhodobému ptisobeni vlhkosti
v prostiedi ulu), je mozné odhalit pfitomnost mutantni alely ve smésném vzorku DNA
z 10 jedincii. Vzhledem k tomu, Ze DNA klestiki mize byt v nékterym piipadech
znehodnocena vlivem postupné degradace (u déle uhynulych kust v prostiedi ulu s vyssi

vzdusnou vlhkosti a teplotou) je doporuceno pro zcela spolehlivou diagnostiku provadét
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izolaci DNA z maximalné 5 jedinct (pokud chci znat pfitomnost mutantni alely, pro
ureni genotypu je nutné izolovat DNA pouze z 1 klestika). ZvySeni intenzity
vizualizovanych PCR produkti je mozné dosdhnout pouzitim barviva pro nukleové
kyseliny s niz§im detekénim limitem a vyssi rozliSovaci schopnosti (napt. GelRed,

ethidium bromid).

Co do rozsahu postihnutelné diverzity DNA obsazené v jednom analyzovaném
vzorku (obsahuje DNA pochazejici od vice jedinct) je tedy tfiprimerova diagnostika
srovnatelnd s diagnostickou metodou vyuzivajici restrikéniho $tépeni (Hubert et al.,
2018). Autofi provadégji izolaci DNA ze smésnych vzorku 10 jedincd. V ramci druhé
diagnostické metody vyuzivajici k urceni rezistence klestikt restrikéni $tépeni (Millan-
Leiva et al., 2018) je DNA izolovana z jednoho jedince.

Hlavni nevyhodou diagnostickych metod vyuzivajicich k urceni rezistence
klesiku k tau-fluvalinatu restrikci je fakt, ze tyto metody nejsou schopné urcit konkrétni
typ mutace (nebo mutaci) postihujicich nukleotidové pozice 1710 a 1712 (Stara et al.,
2019). Restrikéni endonukleaza uréuje pouze to, zda je nukleotid 1710 mutovany (v tomto
pfipadé neni enzym schopny rozstépit naamplifikovany usek DNA molekuly). Oproti
tomu zde popsana tfiprimerova diagnosticka metoda umoznuje rozliseni wild-type
nemutované¢ DNA i DNA mutované, u které¢ je dale mozné ur€it vSechny mutantni
genotypy (pro nukleotidové pozice 1710 a 1712: wild-type CG, mutantni GG, AA a AG).

Konkrétni genotypy na nukleotidovych pozicich 1710 a 1712 je moZné urcit
s vyuzitim multiplexnich Tagman® fluorescenénich préb v ramei TagMan® diagnostické
analyzy (Gonzalez-Cabrera et al., 2013 a 2016). Tyto proby jsou navrzeny pro detekci
vSech 4 dosud identifikovanych genotypli zminénych nukleotidovych pozic. Autofi se ve
svém vyzkumu zabyvali pfedev§im rozliSovanim homozygotni a heterozygotni alelické
konstituce na nukleotidovych pozicich 1710 a 1712 postihovanych mutacemi, ne detekci
mutaci (mutantnich alel) ve smésnych vzorcich DNA. V porovnani s tfiprimerovou
diagnostickou metodou je TagMan® analyza rovnéz finanéné nakladngjsi a vyzaduje

pouziti real-time termocykléru.

6.5.1 Rezistence k tau-fluvalinatu u jedincti s mutaci v homozygotni
formé

Aby dochazelo u klestikil ke vzniku rezistence k tau-fluvalinatu, musi se bodové
mutace nukleotidi 1710 a 1712 vyskytovat v DNA v ramci homozygotniho genotypu
(Alissandrakis et al., 2017; Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2016 a 2018). Jedinci
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heterozygotni (pro soucasnou kombinaci pfitomnosti wild-type a mutantni alely) nejsou
zpravidla rezistentni (napf. kombinace CG/GG). Heterozygoti pro dvé rizné mutace
vykazuji pfi oSetfeni rezistenci k tau-fluvalinatu. U nekterych heterozygotii se mize
vyskytovat pouze zvysena odolnost vici pusobeni tau-fluvalinatu (Gonzalez-Cabrera et
al., 2013, 2016).

Tiiprimerova PCR amplifika¢ni metoda neni schopna rozliSit heterozygotni
jedince GG/AG od heterozygotit GG/AA. Vzhledem k tomu, Ze tito heterozygotni jedinci
jsou rezistentni, neni v tomto ptipadé nutné rozliSovat konkrétni nukleotidovou konstituci
a jedinci GG/AG i GG/AA mohou byt charakterizovani jako rezistentni K ptsobeni
tau-fluvaninatu. Heterozygoté GG/AA vsak nebyli doposud v ramci analyzy rezistence
klestika k tau-fluvalinatu a populacnich studii sledujicich diverzitu detekovani
(Gonzalez-Cabrera et al., 2016, 2018).

Dalsi dulezitou skuteCnosti, kterd kompenzuje problemati¢nost rozliSeni
nékterych nukleotidovych kombinaci pomoci tfiprimerové diagnostické metody,
konkrétné homozygotnich jedinci AG/AG od heterozygotnich jedinci AA/AG, je
snizend fitness heterozygoti v pfirozenych populacich. Frekvence zastoupeni
heterozygoti je mensi nez 5 %, at’ uz v ptipadé heterozygotti pro dvé rizné mutace, nebo
pro wild-type a mutantni nukleotidovou kombinaci (Alissandrakis et al., 2017).
Zachyceni rezistentnich homozygoti AG/AG je tudiz pravdépodobnéjsi, nez zachyceni
vnimavych heterozygoti AA/AG (jedna se o rezistentni jedince).

Vzajemné rozliSeni mutantnich genotypti GG/AG a GG/AA ptipadné AG/AG
a AA/AG v piirozenych populacich klestikd je teoreticky mozné odvodit z frekvence
vyskytu dalSich genotypt, které se v dané populaci také vyskytuji a byly analyzou
zachyceny. Dynamika §ifeni mutantnich alel v ramci populaci klestiki vSak nebyla
doposud sledovana, stejné tak vliv haplodiploidniho rozmnozovaciho systému klestika na
Sifeni rezistence k tau-fluvalinatu a studovana nebyla ani vzdjemné vyse fitness vSech

mutantnich genotypt (Farjamfar et al., 2018; Gonzalez-Cabrera et al., 2018).

6.5.2 Rozsah intenzity rezistence klestiki na odbérovych stanovistich
v CR
Analyzou klestikii odebranych na stanoviStich v okresech Frydek-Mistek,
Chrudim a Znojmo (tab. 2) nebyly nalezeni zadni jedinci rezistentni k tau-fluvalinatu,
I kdyz jsou na vsech zminénych lokalitach pravidelné pouzivany k 1é¢ebnému osetieni
véelstev varroacivni pfipravky obsahujici tau-fluvalinat. Aplikovany jsou vSak na

doporuéeni Statni veterinarni spravy CR (Anonymous9, 2019) a Vyzkumného ustavu

57



vcelaiského v Dole (Anonymous10, 2019) v doporuceném lécebném schématu, které
omezuje dlouhodobé pouzivani téchto piipravki z divodu nechténé selekce rezistentnich
populaci roztoce.

Rezistentni rozto¢i byli nalezeni na tfech stanoviitich v okrese Sumperk
(Vyzkumny vcelin Pekafov). Jedna se o stanovisté, na kterych jsou rezistentni populace
rozto¢e udrzovany z divodu pochopeni mechanismu vzniku rezistence klesStika
k jednotlivych syntetickym varroacidnim latkam. Mistni zdrojova véelsta (tab. 2) byla po
dobu 4 let oSetfovana kombinaci syntetickych varroacidi v podleti a na podzim
(Anonymous10, 2019). V prubéhu 4 let byla zaznamendna snizena G¢innost
tau-fluvalinatu (pokles na ucinnost 25 %) a flumethrinu, u kterého se ustalila na a¢innosti
90 % (pozorovani RNDr. F. Kaspara).

U vsech rezistentnich jedinct byla identifikovana pouze pfitomnost bodové
mutace G(1710). Vyskyt této mutace ve VmNa genu klestika je v korelaci s jeho rezistenci
k tau-fluvalinatu (Wang et al., 2002), ¢i s vyraznym sniZzenim varroacidniho t¢inku
zminéné latky. V rdmci analyzy klestiki pochazejicich z 1. sbéru ve skupiné A (spad po
aplikaci tau-fluvalinatu) byli identifikovani jak klestici rezistentni nesouci mutaci
G(1710), tak vnimavi s cytosinem na nukleotidové pozici 1710. Pocet identifikovanych
rezistentnich klestikli vyrazné pievazoval pocet klestikli vnimavych, blizil se 75%
zastoupeni. Ve 2. sbéru ve skupiné A (spad po aplikaci amitrazu) byli identifikovani
pouze rezistentni klestici s mutantnim G(1710) (data ziskana RNDr. F. Kasparem).

Klestici odebrani v ramci 2. sbéru ve skupin€¢ A po oSetfeni zdrojového véelstva
amitrazem (tito klestici byli vnimavi k amitrazu) nesli ve VmNa genu mutaci nukleotidu
1710(G), ktera je ptimo spojovana s rezistenci klestika k tau-fluvalinatu (Wang et al.,
2002). Tato odbérova skupina A byla v rdmci prvniho 1é¢eni (po kterém nasledoval
1. odbérovy sbér) oSetfena tau-fluvalinatem, tudiZ klestici odebrani v rdmci 2. sbéru po
preléceni veelstva amitrazem, museli prvni oSetfeni tau-fluvalindtem piezit a byt k této
latce rezistentni. Rezistenci téchto klestikt k tau-fluvalinatu potvrzuje pfitomnost mutace
1710(G) v jejich DNA. Tato skute¢nost vSak vypovida o tom, ze v ramci odbérové
skupiny A nedochdzi u klestikii ke vzniku mnohonasobné rezistence mezi latkami
tau-fluvalinatem a amitrazem, jak bylo pozorovano diive (Casida et Durkin, 2013;
Kamler et al., 2016; Hubert et al., 2017). Ke vzniku mnohonasobné (¢i kiizové) rezistence
by mélo dochazet podle Soderlunda (2008) i mezi varroacidnimi latkami tau-fluvalinatem
a flumethrinem (pfipadn¢ dal§imi varroacidnimi latkami). Pozorovani uskute¢néna

v ramci Pokusného vcelinu Pekatov (F. KaSpar) vSak tomuto tvrzeni odporuji. VSichni
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klestici ze skupiny D, odebrani po oSetieni flumethrinem (1. sbér, vnimavi k flumethrinu),
maji ve své DNA bodovou mutaci G(1710), a na zaklad¢ pfitomnosti této mutace jsou
rezistentni k tau-fluvalinatu (Wang et al., 2002). Pokud by mélo dochazet ke vzniku
kiizové rezistence mezi latkami tau-fluvalinatem a flumethrinem, museli by byt vSichni
klestici rezistentni Kk tau-fluvalinatu (a nesouci mutaci nukleotidu 1710) zaroven
rezistentni i k varroacidni latce flumethrinu, k ¢emuz podle vySe uvedenych pozorovani
nedochazi. Ptipadné by musela byt rezistence k tau-fluvalinatu dana i jinou mutaci jiného
lokusu. Toto tvrzeni vSak zatim nebylo potvrzeno. Rezistence k flumethrinu nebyla
doposud piimo asociovana s zadnou mutaci v DNA klestiki, je ale pravdépodobné, ze je
zpusobovana mutacemi na jinych nukleotidovych pozicich, nezna 1710 a 1712 ve VmNa
genu. Zadné mutace zpusobujici tuto rezistenci (véetné rezistence k amitrazu) viak

nebyly doposud identifikovany (Santiago et al., 2000; Kamler et al., 2016).
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat diagnostickou metodu
umoziujici plosnou detekci rezistence klestika vceliho k tau-fluvalinatu prostfednictvim
detekce bodovych mutaci nukleotidd 1710 a 1712 ve VmNa genu pro sodikovy kanal,
které zplsobuji aminokyselinové substituce na pozici 925. Diagnosticka tiiprimerova
metoda (3-PAS-PCR) vyuziva PCR amplifikaci templatové DNA pomoci téi primert
obsazenych v jedné PCR reak¢ni smési, jsou jimi dva okrajové primery amplifikujici usek
VmNa genu obsahujiciho nukleotidové pozice 1710 a 1712 postihované mutacemi,
ajeden primer diagnosticky, umoziujici uréeni konkrétni mutacni varianty téchto
nukleotidovych pozic. Pro urceni absence ¢i ptfitomnosti (a varianty) mutace je kliCovy
3‘-koncovy nukleotid konkrétni varianty diagnostického primeru, ktery danou mutaci
selektivné charakterizuje.

V této praci navrzena 3-PAS-PCR diagnostickd metoda umoznuje detekci
wild-type varianty DNA s nukleotidy cytosinem (C) na pozici 1710 a guaninem (G) na
pozici 1712, dale pak detekci tfi mutantnich genotypu G(1710) + G(1712),
A(1710) + G(1712) a A(1710) + A(1712), které zpusobuji rezistenci klestika vceliho
k tau-fluvalinatu, a to jak u homozygotnich tak heterozygotnich jedinct. K diagnostické
analyze slouzi set dvou okrajovych a ¢tyt specifickych diagnostickych primert.

Analyza rezistence klestikii provadénd na vzorcich DNA klestikii odebranych
z 22 stanovist na izemi Ceské republiky v okresech Frydek-Mistek, Chrudim, Sumperk
a Znojmo, odhalila pritomnost wild-type genotypu C(1710) + G(1712) a mutantniho
genotypu G(1710) + G(1712) zptsobeného bodovou mutaci G(1710). Tato bodova
mutace G(1710), typicka pro evropské klestiky rezistentni k tau-fluvalinatu, byla
detekovana u populaci ze stanovist v okrese Sumperk v ramci Pokusného véelinu
Pekarov, kde jsou tyto populace klestiki udrzovany za ucelem studia mechanismu vzniku
varroacidovych rezistenci. Na stanovistich v okresech Frydek-Mistek, Chrudim a Znojmo
byly zachyceni pouze vnimavi klestici s wild-type genotypem C(1710) + G(1712).
Mutantni genotypy A(1710) + G(1712) a A(1710) + A(1712) nebyly v analyzovanych
populaci klestikti na uzemi Ceské republiky objeveny. Pro optimalizaci diagnostickych
primertd urcujicich pfitomnost genotypt A(1710) + G(1712) a A(1710) + A(1712) proto
byly pouzity vzorky genomické DNA pochézejici z Recka a cDNA pochazejici z USA.

V porovnani s jinymi diagnostickymi metodami je tiiprimerova metoda levné;jsi,
proveditelna se standardnim laboratornim vybavenim a vysledky testt jsou snadno

a rutinné hodnotitelné.
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