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Souhrn

V této bakalarské praci jsem se zabyvala kleStikem vcelim (Varroa destructor),
vyznamnym parazitem vcely medonosné (Apis mellifera). Konkrétné jsem se zaméfila
na detekci bodovych mutaci v genu pro sodikovy kandl v souvislosti s rezistenci
klestika k varroacidnim ptipravkiim na bazi tau-fluvalinatu.

V teoretické Casti prace jsem se vénovala biologii v€ely medonosné, jejimu
zafazeni do systému a zminila jsem nékteré aspekty chovu vcel. Dale jsem se zam¢étila
na morfologii klestika v€eliho a na jeho zatazeni do systému, rozmnozovaci cyklus
a zvyseni jeho nebezpec¢nosti ve spojitosti s virovymi onemocnénimi véel, ktera prenasi.
Nasledné jsem rozebirala diagnostiku varro6zy — onemocnéni zpisobovaného
klestikem, a také metody, kterymi je mozné proti tomuto rozto¢i aktivné bojovat.
Nakonec jsem se zaméfila na charakterizaci genomu kleStika a na vyskyt bodovych
mutaci v genu pro sodikovy kanal, které jsou spojovany se vznikem rezistence tohoto
roztoce k varroacidnim pfipravkiim ur¢enym k jeho hubeni.

V experimentalni Casti prace jsem na zakladé znamé sekvence genu pro
sodikovy kanal klestika véeliho navrhla diagnostické primery pro PCR detekci dvou
bodovych mutaci. Navrhovala jsem je tak, aby svym 3‘-koncem byly komplementarni
k nukleotidu v templatové DNA na pozici, kde se mize vyskytnout bodova mutace.
Jeden diagnosticky primer byl navrzen pro pavodni sekvenci, druhy pro sekvenci
s mutovanym nukleotidem. Pouze v pfipadé komplementarity nukleotidu na 3°‘-konci
diagnostického primeru s jemu odpovidajicim nukleotidem v templatové DNA PCR
amplifikace sekvence probiha. Kazdy z diagnostickych primeri ma byt schopen
amplifikovat templatovou DNA v kombinaci s jednim z dvojice primert, které byly
pouzity k namnozeni segmentu genu béhem sekvenaéni identifikace bodovych mutaci.

Cilem této prace bylo optimalizovat podminky PCR amplifika¢ni reakce tak, aby
ji bylo mozné stanovit pfitomnost ¢i absenci dvou bodovych mutaci v genu pro
sodikovy kanal, vyskytujicich se Vv souvislosti s rezistenci kleStika vceliho
k tau-fluvalinatu, a to bez potieby sekvenace casti tohoto genu. Nové vytvoiena
metodika urCovani pfitomnosti mutace méla byt levngjsi, snadnéji proveditelna,
spolehliva a rychlejsi nez sekvenace, ¢ehoz bylo zatim dosazeno pouze pro jednu
nukleotidovou pozici (nukleotid na pozici 3004) s ne zcela spolehlivymi vysledky.
Proto bude vhodné na detekci bodovych mutaci PCR amplifikaci dale pokracovat,

naptiklad s nove€ navrzenymi primery.



Summary

In this bachelor thesis | target on mite Varroa destructor, a significant
ectoparasite of Honey Bee (Apis mellifera). | focused on detection of point mutations in
sodium channel gene, which are associated with a resistance of Varroa mite to acaricide
agents based on tau-fluvalinate.

In the theoretical part of the thesis | devote to biology of Apis mellifera, its
taxonomic classification and some aspects of beekeeping. Then | focused on
morphology of Varroa destructor, its taxonomic classification, reproduction cycle of
this parasite and on its danger for bees which is growing with a transmission of viruses
by this parasite. | analyzed diagnosis of varroosis — illness of bees which is caused by
Varroa mite and also some methods of treatment. Finally | characterized genom of
Varroa destructor and | discussed a presence of point mutations in sodium channel gene
which are associated with resistance of this mite to acaricide agents.

In the experimental part | designed diagnostic primers for detection of two point
mutations by PCR amplification. These primers were designed on a base of known
sequence of Varroa destructor sodium channel gene. 3’-end of these primers is
complementar to nucleotide in template DNA which is changing by one of point
mutations. One primer was designed for wild sequence, next primer for mutant
sequence. PCR amplification is proceeding when 3’-end of diagnostic primer is
complementar with corresponding nucleotide in template DNA. Each of diagnostic
primers is supposed to amplify template DNA in a pair with one of two primers, which
were used in process of identification of this point mutations by sequencing.

The purpose of this thesis was to optimalize conditions of PCR amplification
reaction in order to be possible to determine presence or absence of two point mutations
associated with resistance of Varroa destructor to tau-fluvalinate without sequencing of
a part of this gene. This new methodology of detection of point mutations should be
cheeper, easier to done, reliable and faster than sequencing. This was achieved just for
one nucleotide position (nucleotide 3004) with not entirely reliable results. It is
appropriate to continue on detection of point mutations by PCR amplification with new

designed primers.
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1 Uvod

Inhibice funkce sodikového kanalu je jednim z mechanismi, kterymi na roztoce
pusobi akaricidni pfipravky pouzivané k jejich hubeni. Zablokovanim tohoto iontového
kanalu dochazi ke ztraté membranového potencialu mezi obéma povrchy plazmatické
membrany bunék, a nasledn¢ k ochromeni nervové soustavy sSkiidce. Pokud dojde
k mutaéni zméné v kodujici oblasti genu pro sodikovy kanal, nejsou molekuly
varroacidu schopné navazat se na proteinovy produkt tohoto genu, a blokovat tak jeho
funkci, roztoci po aplikaci varroacidu piezivaji.

V této bakalarské praci se budu zabyvat detekci dvou bodovych mutaci v DNA
v sekvenci genu pro sodikovy kanal, které se vyskytuji v souvislosti se vznikem
rezistence klestika vceliho (Varroa destructor) k tau-fluvalinatu — latce piitomné
v n¢kolika varroacidnich piipravcich. Pro detekci bodovych mutaci, spojovanych
s rezistenci klestika, pouziji PCR amplifikaci segmentu genu pro sodikovy kanal
pomoci specificky navrzenych diagnostickych primerd. Cilem mé prace bude
optimalizovat metodu tak, aby bylo mozné za pouziti PCR amplifikace s reakéni smési
obsahujici tii primery potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost bodovych mutaci, detekovanych
v segmentu sledovaného genu a spojovanych s rezistenci. Detekce bodovych mutaci
pomoci PCR amplifikace by méla byt jednodussi a ¢asove, financné€ 1 materidlné méné
naro¢na, nez kdyby byly tyto bodové mutace detekovany sekvenaci piisluSného

segmentu genu.



Cile prace

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

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

b) NavrzZeni diagnostickych primert pro detekci bodovych mutaci.

c) Optimalizaci podminek a uspofadani PCR amplifikaéni reakce a detekci

bodovych mutaci touto reakei.



3 Literarni prehled

3.1 Biologie v€ely medonosné a jeji zarazeni do systému

Vcela medonosna (Apis mellifera) se fadi do tfidy hmyzu (Insecta), fadu
blanokiidli (Hymenoptera), podiadu stihlopasi (Apocrita) a celedi véeloviti (Apidae)
(Anonymousl, 2016).

V¢elstvo, jakozto spolecenstvi skupiny geneticky ptibuznych, spoluzijicich vcel,
sestava z vceli matky (kralovny), ptiblizn¢ 10 000-50 000 d€lnic, piiblizné 2 000 trubcti
a vceliho dila. Pocet dé€lnic a trubci ve veelstvu je kromé ro¢niho obdobi zavisly
naptiklad také na sile vCelstva, nadmotské vySce stanovisté, podnebi a zdravotnim stavu
véelstva (Pohl, 2015).

Ukolem matky je klast vaji¢ka do pfipravenych plastovych bunék. Do vétsich
(pramér 6,9 mm) ukladda vajicka neoplozena, z nichZz se lihnou trubci. Do menSich
(pramér 5,3 mm) pak oplozena vajicka samici, z nichZ se lihnou dé€lnice, pfipadné se
Z nich lihne novéa matka, pokud ji vcelstvo néhle ztrati nebo se ji rozhodne vyménit.
Vcelstvo odchovava matky ve zvlast vystavénych mateénicich. Dospélé délnice
zajistuji veskeré Cinnosti, které je tfeba v Glu 1 mimo né&j vykondvat. Trubci se v ulu
obvykle vyskytuji pouze béhem jara a 1éta. Podileji se na oplozeni mladé matky pfi
takzvaném snubnim letu. Béhem né&j od nékolika trubc mlada matka ziskava sperma,
které si uklada do semenného vacku a pouziva jej k oplozeni délni¢ich vajicek a vajicek,
ze kterych se lihnou matky (Vesely, 2003; Pohl, 2015).

Télo veely je ¢lenéno na tfi segmenty: hlavu, hrud’ a zadecek. Hrud’ nese tii pary
segmentovanych nohou. Vnéjs$i podnéty vcela piijimd pomoci organi smyslové
soustavy, dvou velkych slozenych o¢i a tfi jednoduchych ocek, tykadel s receptorovou
funkci a ustnim Ustrojim s trubickovitym sosakem. Gangliova nervova soustava,
vylucovaci Malphigiho trubice, ob&hova soustava a vzdusnicovy dychaci systém jsou
morfologicky podobné soustavdm dalSich zastupcii tfidy hmyz (Insecta). Travici
soustava je doplnéna mednym vackem, umoznujicim pomoci ¢esla oddéleni piijimané
sladiny od obsahu Zaludku. T¢lo je kryto chitindzni kutikulou s obsahem bilkovin, tukt
a katecholaminti (Vesely, 2003). Na spodni stran¢ zadecku usti vyvody voskovych zlaz.

Zadecek matky a délnic je zakonceny zZihadlem se zpétnymi hacky. Pohlavni ustroji je



pln¢ vyvinuto u matky a trubcd, délnice jej maji rudimentarni (Vesely, 2003;
Pohl, 2015).

Vyvojova proména véel je dokonala, zahrnuje stadia: vajicko, larva, kukla
a dospélec (imago). Néktefi autofi zafazuji i stadium predkukla (Harris et Danka, 2008),
kterym Ize dobfe definovat fazi, béhem niz jsou vceli larvy napadany samicemi klestika
vc¢eliho. Délka vyvoje véeli matky po dosazeni dospélosti je 16 dni, u délnice 21 dni
a u trubce 24 dni (Vesely, 2003; Pohl, 2015).

Po genetické strance se matky od dé€lnic prakticky nelisi. OdlisSny vyvoj je
zajiStén rozdilnou velikosti buniky, ve které se matka vyviji (tzv. mateti buiika, pozdéji
matecnik), a celozivotnim pfijimanim mateti kasicky produkované délnicemi. Dé&lnici
atrub¢i larvy se na rozdil od budouci matky po tfech dnech vyvoje zaCinaji krmit
medem (zdroj sacharidi) a fermentovanym pylem (zdroj proteint).

Med vznikd zahu$ténim nektaru ¢i medovice d€lnicemi, které zredukuji
mnozstvi vody obsazené ve sladiné¢ na 16-18 %. Vymésky slinnych zlaz do sladiny
pridavaji antimikrobidlni latky a enzymy, umoznujici jeji snadnéjsi stépeni (Pohl, 2015;
Cermék et al., 2016). Medovici produkuje hmyz sajici rostlinné §tavy (msice a Gervci).
Po priichodu tekutiny travicim traktem sajiciho hmyzu ulpivé kapka kondenzovaného
cukerného roztoku na kaudalni ¢asti jeho zadecku a je odtud vcéelami odebirana. Nektar
1 medovice jsou vcelou béhem transportu do ulu pfenaSeny v medném vacku (Vesely,
2003). Po priletu do ulu dochazi k pfedani obsahu medného vacku dalsim véelam, které
jej zpracuji a uskladni.

K zachyceni pylu vcele slouzi karta€ovité utvary nachazejici se na vnitini strané
pat kazdého paru nohou. Pyl je odtud v¢elou ukladan do kosicku, které se nachazeji na
vngjsi strané holené tfetiho paru nohou ve formé prohlubné. Prohluben je vybavena
trnem, kolem néhoz se pylova zrna nabaluji (Vesely, 2003).

Synchronizace déni v tlu se z velké ¢asti uskuteciiuje pomoci rozsahlé Skaly
feromond. Matka jimi naptiklad brzdi rozvinuti vyvoje rozmnozovaci soustavy délnic.
Dalsi komunikace mezi vcelami je zajisténa také pomoci vysilani zvukovych vin
avibraci nebo také organizovanym pohybem vcel po plastech, ktery je znamy pod

terminem ,,v¢eli tanecky* (Pohl, 2015).
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3.1.1 Chov véely medonosné

V ptirozeném prostiedni véely sidli nejcastéji v dutinach stromt. V nich ve
svislé poloze stavéji voskové plasty slozené z bunek. Tyto bunky slouzi k odchovu
potomstva a skladovani medovych a pylovych zasob. Vcely jsou nejcastéji chovany
v ulech, ve kterych voskové plasty stavéji do nékolika az nékolika desitek svisle
umisténych ulovych ramkd.

Pfed zacatkem jara zacind matka klast do bunék plastd. V ptedjaii dochazi
k vyméné staré zimni generace dlouhovékych vcel za kratkoveéké letni. Z tulu
vylétavajici v¢ely sbiraji nektar a pyl, béhem jara a 1éta pokracuji ve shromazd’ovani
cukernych zasob, které pokryji potravni spotifebu zimnich vcel. Pokud dojde pfi
medobrani k odebrani mednych zasob, ztrata se kompenzuje dodanim cukerného
roztoku vcelstvu. Schopnost zimovat na nahradni potravé je jako dalsi dulezité
vlastnosti podminéna geneticky (Cermék et al., 2016).

Slechténi novych, odolngjsich plemen véel neni podporovano pouze kvili snaze
ziskat véely snadno zimujici, neagresivni, vynosng&jsi, ale pfedevsim potiebou, aby byly
ptirozené odolné vici parazitim. V souvislosti s varro6zou je sledovano, jak vcelstva
snaseji pritomnost parazita bez zasahti chovatele (Brown et al., 2015). Ta, ktera se se
situaci vyrovnaji nejlépe, jsou urcena k dalsi plemenitbé. Zpusoby, kterymi vcelstva
srozto¢em pfirozené bojuji, jsou znamé pod oznafenim hygienické chovani
a hygienicka citlivost vii¢i roztocim rodu Varroa. Tato genetickd predispozice
k aktivnimu potlacovani rozmnozovani klestika ve vcelstvu je u vcel dédi¢na (Parker et

al., 2012).

3.2 Klestik véeli

Klestik véeli (Varroa destructor), ozna¢ovany také jako klestik zhoubny, je
ektoparaziticky rozto¢ napadajici véely a zivici se jejich hemolymfou (obrazek 1).
Bunky plasti s véelim plodem, ve kterych se vyvijeji rana ontogenicka stadia hostitele
(larva a kukla), vyuziva za Gfelem vlastniho rozmnozovani. Zptisobuje onemocnéni
znamé jako varrodza (klestikovitost). Je mozné se setkat i s pojmenovanim varrodza,
nicmén¢ koncovka -aza je v Ceském jazyce pouzivana predev§im pfi pojmenovavani
enzymt (Pfidal, 2007; Cermak et al., 2016). Krom& mechanického poskozovani

kutikuly véel je S varrodzou spojovan i prenos virovych onemocnéni (Genersch et
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Aubert, 2010). Systematicky je klestik vceli fazen do tfidy pavoukovci (Arachnida),
fadu roztoCi (Acari) a skupiny parazitickych roztoci v ramci celedi klestikoviti

(Varroidae) (Anonymous2, 2016).

Obrazek 1: Dospéla samice kleStika véeliho prichycena na véeli kukle.

http://www.scienceimage.csiro.au/image/7014, navstiveno dne 25. 4. 2017

Klestik véeli byl do konce 20. stoleti znam jako Varroa jacobsoni. Nazev zavedl
holandsky zoolog Anthonie Cornelis Oudemans, kdyz v roce 1904 popsal exemplaf
ektoparazitického roztoce zaslaného Edwardem Jacobsonem z Javy, napadajiciho véelu
vychodoasijskou Apis ceranae (Cermak et al., 2016). Tento rozto¢ byl také povazovan
za ektoparazita a pivodce onemocnéni véely medonosné Apis mellifera, vyskytujici se
na uzemi Evropy. V roce 2000 byl vsak tento urcen jako samostatny druh klestika
apojmenovan Varroa destructor (Anderson et Trueman, 2000). V ¢lancich
publikovanych pfed rokem 2000 je tedy pouzivano oznaceni Varroa jacobsoni misto
dnes uzivaného Varroa destructor (Anderson et Trueman, 2000).

Doposud byly popsany ¢tyii druhy rozto¢d rodu Varroa: V. destructor,
V. jacobsoni, V. rindereri a V. underwoodi a rozliSeny dalsi haplotypy: V. sp. 'Luzon 1,
V. sp. 'Luzon 2" a V. sp. 'Mindanao’ (Anonymous3, 2016).

Zatimco vcela vychodni dokéaze Zzit s kleStiky v rovnovéaze bez znatelnych
populacnich ztrat, vcelstvim vcely medonosné napadenym klestikem hrozi po
2-3 letech po expanzi parazitd ve véelstvu kolaps, predevsim v dusledku nedostateéné
vyvinutych mechanismtl potla¢ujicich rozmnoZovani roztode (Cermak et al., 2016).
K prvotnimu nakazeni evropskych vcelstev doslo pfi jejich importu do oblasti Asie. Po
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zpétném piesunu téchto vcelstev se klestik véeli v Evropé rychle rozsitil. Viibec prvni
véelstva jevici znaky varro6zy byla pozorovéana v 60. letech 20. stoleti v Ciné a asijské
asti Ruska, nasledné v Evropé, Africe a Severni Americe (Cermék et al., 2016). Na
vychodé tehdejsiho Ceskoslovenska byl zachycen v roce 1978, na toto tizemi byl
pravdépodobné zavleCen ptes vychodni ¢ast Slovenska ze zakarpatské oblasti SSSR
(oblast dnesni Ukrajiny). Napadena vcelstva byla dle nafizeni utracena, nicméné Sifeni
varroozy tak zabranéno nebylo, proto se piikrocilo k jejimu léceni. Horizontdlnimu
Sifeni varrodzy mezi véelstvy napomahaji vCely pii rojeni, zalétavani do sousednich ala

nebo loupezi (Pohl, 2008).

3.2.1 Morfologie kleStika véeliho

T¢lo kleStika ma pti pohledu shora pficné ovalny tvar, je Sirsi nez delsi a ploché.
Tvarové se podoba krunyii Zzelvy (obrazek 1 a 2). Hibetni stranu pokryva silny leskly
kutikuldrni Stit chranici télo se Ctyimi pary kracivych koncetin, zakoncenych drapky
a piisavkami, které parazitovi pomahaji udrzet se na pohybujici se véele (Pohl, 2008;
Cermék et al, 2016). Chelicery a pedipalpy v piedni &asti t&la slouzi klestikovi jako
¢ichovy a hmatovy organ (Vesely, 2003). Nekteti autofi uvadeji, ze klestik je schopen
samostatného pohybu po plodovych plastech alu (Brown et al., 2015). Obecné se
predpoklada, Ze by takovi klestici byli ihned odklizeni &isticimi véelami (Cermak et al,
2016). K vytvoreni otvoru v kutikule véely a naslednému piijmu hemolymfy slouzi

samicim kleStika bodavé saci ustni Ustroji.

Obrazek 2: Schematicky pohled ,,skrz“ dorzalni stranu samice (vlevo) a samce
(vpravo) klestika véeliho.
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http://www.padil.gov.au/thai-bio/pest/main/140447, navstiveno dne 25. 4. 2017
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Télo samice je 1,5-1,9 mm S$iroké a 1,1-1,5 mm dlouhé (obrazek 2, vlevo).
Barva nedospé€lych jedinct je svétla, u dospélce prechazi od ¢ervenohnédé po hnédou.
Samci klestika vceliho jsou v porovnani se samicemi mensi, délka samciho jedince Cini

asi 0,8 mm, télo maji kulatéjsi, svétle az bile zbarvené (obrazek 2, vpravo).

3.2.2 Vyvojovy cyklus a charakteristika rozmnoZovani klestika vceliho

Ontogeneticky vyvoj klestika vceliho tvofi Ctyfi stadia: vajicko, protonymfa,
deuteronymfa a dospélec. U stadii protonymfy a deuteronymfy je dale rozliSovana jejich
mobilni a imobilni vyvojova faze (Harris et Danka, 2008).

K rozmnozovani vyuziva klestik plodové buriky v¢el, do kterych pronika kratce
pied jejich zavickovanim. Oplozena samice kleStika se dostava do plodové bunky
ze vcely pecujici 0 larvy. Na dospélych vcelach rozto€i setrvavaji kromé premist'ovani
i v bezplodém obdobi (Pohl, 2008), které v podminkach mirného pasu béhem zimy trva
nékolik mésicu (Brown et al., 2015). Dosud nebylo prokazano, zda samice kleStika
rozeznavaji v¢eli larvy stafim vhodné k napadeni na zakladé typického pachu, teploty,
pohybu larvy nebo podle ni vyvijeného CO> (Pohl, 2008).

V burice se samice klestika ukryje do krmné kaSicky nachazejici se na dné
plodové buiiky, dokud z ni neni osvobozena spotifebovanim potravy krmici se larvou.
Béhem této doby dycha samice vychlipenym respiratornim organem (peritreme), aby
nedoslo k jejimu uduseni (Harris et Danka, 2008). 4 hodiny po zavickovani se samice
klestika prichycuje k vceli larvé a zacina sat jeji hemolymfu. 60 hodin po zavickovani
se pousti nedospélé vcely, ktera prechazi do stadia predkukly, a klade prvni vaji¢ko na
sténu horni ¢asti bunky, blizko jejiho vrcholu. Jako ¢as uplynuly od zavickovani po
nakladeni prvniho vajicka se uvadéji 2—-3 dny (Anonymous4, 2008; Cermak et al.,
2016). Nasleduje nakladeni dalsich 4-5 vaji¢ek (Brown et al., 2015; Cermak et al.,
2016) v intervalu asi 30 hodin (Anonymous4, 2008). Potadi vaji¢ek kladenych
Vv zavislosti na jejich pohlavi je ptfesné dané, je uvedeno v tabulce 1 a podrobnéji
popsano dale v textu. Vylihlé potomstvo zacina postupné sat hemolymfu z otvoru
Vv kutikule vceli larvy, jehoz prichodnost zajistuje matka. Klestici ve stadiich
protonymfy a deuteronymfy nemaji Ustni Ustroji dostate¢né silné k poruseni kutikuly
véeli larvy. Dospéli klestici se v ramci buiiky mezi sebou spafi, ovsem vyjma matky. Pfi

lihnuti v¢ely se z plodové bunky spolu s ni dostavaji ven vSechny dospélé dcery. Syn
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a nedospélé dcery v bunce hynou. Jednotlivé faze ontogenetického vyvoje klestika

v¢eliho s pfislusnymi ¢asovymi intervaly jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Faze ontogenetického vyvoje kleStika v¢eliho v buiice plastu
véely medonosné, rozdélené do ¢asovych intervali. Ozna¢eni matka odpovida
samici klestika proniklé do plodové buiiky, syn a dcera jejim potomkim.

Ckzll:;z?kg :?;:::;:E;:;E;c)e Proces probihajici v plodové buiice a odpovidajici faze
. ontogenického vyvoje potomstva klestika vceliho
do plodové buiiky [h]

0 Matka se dostava do buiky vceliho plodu kratce pted jejim
zavickovanim.

60 Nakladeni neoplozeného vajicka blizko vrcholu bunky,
Z vajicka se vyvine samec.

90 Sam¢i protonymfa je vyvinuta, matka klade prvni oplozené
vajicko, z vajicka se vylihne prvni dcera.

120 Prvni dcera je ve stadiu protonymfy, matka klade druhé
oplozené vajicko.

150 Matka klade tieti oplozené vajicko, syn a prvni dcera dosahuji
stadia deuteronymfy a druha dcera stadia protonymfy.
Matka klade ¢tvrté oplozené vajicko, tieti dcera se lihne a na

180 NN , e
stén¢ builky se hromadi kupka vykalti.
Syn a prvni dcera dosahuji dospélosti, shromazduji se

220 u hromadky vykald, druha, tieti a ¢tvrta dcera také dospivaji
a vSechny samice se postupné pari se samcem.
Lihnouci se véela opousti buniku spolu s matkou a nékolika

300 spafenymi dcerami, nedospélé dcery a Syn hynou uvnitf
prazdné bunky.

(Upraveno podle Martin, 1994)

Klestici vcéeli se rozmnozuji specifickou rozmnozovaci strategii S oznafenim
pseudo-arrhenotokie (De Jong et al., 1981; Martin et al., 1997). Samice se vyvijeji
z oplozenych vajicek (2n = 14), samci z neoplozenych (n = 7), ovSem i pfed kladenim
sam¢ich haploidnich vajicek musi byt matky ptedem spafené (Steiner et al., 1982;
De Ruijter et Pappas, 1983; Martin et al., 1997). Podobny typ rozmnoZzovani se objevuje
u blizce pfibuzné celedi Dermanyssidae (¢melikoviti). Samci se lihnou z oplozenych
vajicek, ve kterych dochazi v raném embyonalnim vyvoji K eliminaci paternalni sady
chromozomu (Sabelis et Nagelkerke, 1992).

Vyvoj klestika od nakladeného vajicka po dosazeni dospélosti trva 6,2 dne
u samice a 6,9 dne u samce. Cytologickym vySetienim poc¢tu chromozomu ve vzorcich
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postupné kladenych vaji¢ek bylo uréeno, ze z prvniho nakladeného vajicka se lihne
samec a z nasledujicich samice (Rehm et Ritter, 1989). Do roku 1989 se predpokladalo,
ze z prvniho nakladeného vajicka se vyviji samice, Z druhého samec a z nasledujicich
vaji¢ek opét samice (De Ruijter et Pappas, 1983; Ifantidis, 1983, Rehm et Ritter, 1989).

Pii vybéru plodovych bunck vcel si samice klestika s 0 10 % vyssi Cetnosti
vybiraji pro odchov potomstva plodové bunky trubéi. Vzhledem k delSimu vyvoji
trub¢iho plodu (24 dni trub¢i plod, 21 dni délni¢i plod) je v zavickované buiice mozno
odchovat vice potomka (Martin et Cook, 1996).

Embryonalni vyvoj roztoCe zacina ve vajicku v téle matky pted jeho nakladenim
(lonescu-Varo et Suciu, 1979; Rehm et Ritter, 1989). Po nakladeni vaji¢ek jsou embrya
multicelularni, v pokro¢ilém stadiu diferenciace (Rehm et Ritter, 1989).

Efektivita rozmnozovani je zvySena strategii vychyleného poméru pohlavi
potomstva. Matka klade jedno vajicko, ze kterého se vyviji syn, a 2-5 vajicek, ze
kterych se vyvijeji dcery. Tim dochazi ke zvySeni mozného poctu potomkd v dalSich
generacich, které jsou schopny dcery vyprodukovat (Hamilton, 1967). K pafeni mezi
sourozenci dochazi v zavickované bunce ihned po dosazeni jejich dospélosti. Probiha
v nékolika cyklech, aby doslo k nahromadéni takového mnozstvi semene, které samicim
vystaci K oplozeni vSech vaji¢ek kladenych po zbytek jejich reprodukéné aktivni ¢asti
zivota (Pohl, 2008). Pokud nedojde ke spafeni v zavickované buice, z divodu
nevylihnuti nebo neplodnosti samce, zlstavaji samice neoplozené a neschopné
produkce vajicek (Hamilton, 1967).

Uhyn samci klestika v plodovych buiikach véel je pomérné Gasty (Kustermann,
1990; Martin, 1994; Martin, 1995; Donzé et al., 1996). Defekty v rozmnozovani
klestika maji pravdépodobné znaény vliv na celkovou dynamiku souziti se v¢elami
(Fuchs et Langenbach, 1989) a na schopnost v¢el tolerovat jeho pfitomnost ve vcelstvu
(Anderson, 1994; Harbo et Hoopingarner, 1995). Pro defektni rozmnozovani klestika
byl zaveden nazev non-reprodukce (Martin et al., 1997). Pti¢iny jejiho vzniku nejsou
stale objasnéné, mize mezi né¢ patfit napiiklad: unik neoplozenych samic klesStika
z plodové bunky, reprodukce nespafenych samic a stabilita reprodukéni strategie
rozto¢d rodu Varroa (Martin et al., 1997). Nespravny vyvoj samci V plodové bunce

muze byt zpiisoben poskozenim samce kleStika pohybujici se vceli larvou, chybnym
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nakladenim vajicka matkou (Donzé et Guerin, 1994) nebo také vyhodnou obranou

rozto¢u proti Sifeni recesivnich mutaci v jejich populaci (Smith et Shaw, 1980).

3.2.3 Virova onemocnéni prenaSena kleStikem véelim

Virova onemocnéni se ve vcelstvu cCastéji projevuji jako nasledek oslabeni
varroozou (Bailey et al., 1981). Nizké titry virovych ¢astic jsou v télech vcel a jejich
ptibuznych (Apis ceranae, Vespula germanica, Bombus spp.) pfirozené piitomny,
nedochazi vSak k jejich rozsiteni do celého organismu (Genersch et Pohl, 2008). Byvaji
omezeny pfedevSim na travici soustavu (Genersch et Aubert, 2010). Vcely je mezi
sebou S§ifi fekalné-oralni cestou, infikovanymi vajicky, spermatem nebo pifimo
vzdjemnym kontaktem (Genersch et Aubert, 2010). Klestik pti poruseni kutikuly a sani
hemolymfy riznych jedinc funguje jako ucinny mechanicky vektor. PfedevS§im pro
vyvijejici se véeli kukly byvaji nasledky fatalni, lihnouci se v¢ela byva ¢asto postizena
deformacemi (obrazek 3) (Pohl, 2008).

Nejznaméjsi  vceli viry, které maji prokazatelné nebezpecnéjsi projev
v souvislosti s varro6zou, jsou uvedeny a popsany v tabulce 2. Vycet dalSich doposud

objevenych véelich virti je uveden v tabulce 3.

Obrazek 3: Véela s pokroucenymi kiidly napadena virem deformovanych
kidel (DWYV).

https://www.flickr.com/photos/klaasdegelder/5137849412, navstiveno dne 28. 4. 2017
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Tabulka 2: Virova onemocnéni vcel oznaena pouzZivanou zkratkou,
anglickym a ¢eskym nazvem zpisobovaného onemocnéni, doplnéna priznaky bez

a v souvislosti s varroézou.
Nézev viru Rok Priznaky
Anglicky Cesky objeveni | e, varroszy s varroézou
Acute Bee Virus akutni 1963 slabé thyn v dtsledku
Paralysis Virus paralyzy vcel virulentni ochrnuti
. . . ah dusledku
Chronic Bee Virus chronické slab¢ v V us ?
Paralysis Virus aralyzy vcel 1963 virulentni ochrnuti po prenosu
y parayzy fekalné-oralni cestou
Virova nékaza
Sack_brood Véeli,}vlo plF)du 1964 hyn larev rychlej él rcjzéifem’
Virus (pytlickovitost V ramci vcelstva
plodu)
Kashmir Bee Kaémir_sky veeli 1974 . slab¢ ’ hyn
Virus virus virulentni
Slow Bee Virus pomalé 1974 slabé thyn v dtsledku
Paralysis Virus paralyzy vcel virulentni ochrnuti
Black Queen Virus z&ernani 1977 ¢erné zbarveni dhvi
Cell Virus matecnikl mate¢nikl e
Cloudy Wing | Virus zakalenych nepruhledna ,
Virus kidel 19801 yalnd kiidla dhyn
. kratkovekost zimni
Virus y y
Deformed , slabé generace véel,
. . deformovanych 1980 . , . . ”
Wing Virus ., virulentni znetvoreni a thyn pfi
kiidel "
nakazeni Kukly
. Izraelsky vi
sraeli Acute | ey | 2002 slabe dhyn
Paralysis Virus Icv)el ey virulentni Y
¢

(Upraveno podle Pohl, 2008 a Miinstedt et al., 2014)

U ctyf vySe zminénych vir: viru akutni paralyzy vcel (ABPV), kasmirského

vceliho viru (KBV),

izraelského viru akutni paralyzy vcel (IAPV) a viru

deformovanych kifidel (DWV), se podatilo prokazat pfimou souvislost mezi intenzitou

projevu virem zpusobené infekce a fungovanim klestika, jakozto vektora pienosu

(Genersch et Aubert, 2010). V textu za tabulkou 3 nasleduje piehled zakladnich

informaci tykajicich se ¢tyf jmenovanych virt.
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Tabulka 3: Dalsi viry zptsobujici onemocnéni vcel s uvedenym rokem
objevu viru, cestou pruniku infekce a priznaky onemocnéni.

Rok
Nazev viru . 0 .| Prunik infekce Priznaky
objeveni
Arkansas Bee Virus 1974 oralni bez viditelnych ptiznakt
Berkeley Bee o
. . . 1974 alni telnych ptiznakd
Picorna-like Virus 9 oralni bez viditelnych ptiznaki
Apis Iridescent Virus 1976 oralni bez viditelnych piiznakt
Filamentous Virus 1978 oralni bez V.ldlt,elnyCh pnz,naku’
spojovan s nosemozou
Egyptsky virus vcel 1979 oralni bez viditelnych ptiznaki
Z viditelnveh oiznake
il Py
1980 oralni PoJe ,
Lo a ménavkovou nakazou,
Veli virus Y o
kon¢i thynem
Aphid Lethal Paralysis 1
P _ y 1992 oralni bez viditelnjch piiznaka
Virus
Big Sioux River Virus 1998 oralni bez viditelnych pfiznaki
oralni. voskozend malformace kfidel, zvétSeni
Virus roztoc¢e Varroa 1 2004 ’ p. zadecku, dezorientace, ties,
kutikula )
ochrnuti
. deni ¢ t
Virus Kukago 2004 orélni flapadichil REVOve soustavy,
zvyseni agresivity véel
. letargie, neschopnost 1état,
Invertebrate Iridescent o . g , P ; e
. 2010 oralni fialovo-modré zbarveni v oblasti
Virus Type 6 oy -
vnittnich organt
Varroa destructor oralni, poskozena | . . . ,
Macula-like Virus 2011 kutikula informace v literatufe nedostupné
Lake Sinai Virus 1 iditelnych ptiznaku
i 2011 orélni bez viditelnych priznaki,
Lake Sinai Virus 2 spojovan s véelimi viry X a 'Y
Macula-like Virus 2011 oralni bez viditelnjch priznakd,
spojovan s varro6zou
Aphid Lethal Paralysi
phid Let . al Faralysts 2011 oralni bez viditelnych ptiznaka
Virus
Virus krouzkovitosti (1992)* | oralni, poskozena zkraceni doby Zivota, zmény
tabaku 2014 kutikula chovani (neurotropni virus)

Pozn.: Cesky ndzev viru je uveden, pokud se v Ceské literature aktivné pouziva.

* Rok objeveni viru, pricemz nebyl zndmy jeho patogenni viiv na véely.

(Upraveno podle Sammataro et Yoder, 2011 a Miinstedt et al., 2014)
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Virus akutni paralyzy véel (ABPV), kaSmirsky véeli virus (KBV) a izraelsky virus
akutni paralyzy véel (IAPV)

Nalezi mezi paralytické RNA viry pattici do ¢eledi Dicistroviridae. Bylo
prokdzano zvySeni virulence pii prenosu klestikem (Ball, 1985). Viriony se Sifi
nakazenou potravou, kapénkami nebo injektaci do hemolymfy. U larvalnich stadii vcel
je nakazeni virem bezptiznakové, propuknuti infekce u dospélct je typické piiznaky,
jako je chvéni jedince nasledované paralyzou kiidel nebo téla, ktera kon¢i uhynem
(Genersch et Aubert, 2010). Ten u dospélci nastava za 1-2 dny (ABPV), respektive za
6 dni (KBV) od nakaZeni (Bailey et al., 1963). IAPV je spojovan s hromadnymi thyny
véel, znamymi jako Syndrom zhrouceni véelstev (CCD — Colony Collapse Disorder)
(Cermak et al., 2016).

Virus deformovanych kiidel (DWV)

Virus nalezi do ¢eledi Iflaviridae. Lihnouci se nakazené veely jsou deformované,
maji zkraceny zadeCek a zkroucena kiidla (viz obrazek 3), ovSsem pouze pokud byly
virem nakaZzeny v raném embryonalnim vyvoji (Ball, 1989; Genersch et Aubert, 2010;
Klima, 2016). Vcely, které se virem nakazi po vylihnuti, jsou kratkovéké a ¢asto hynou
béhem podzimu nebo zimy. Pfed objevem viru se piedpokladalo, Ze deformace vznikaji
z diivodu ubytku hemolymfy v¢elich kukel po sani klestika (De Jong et al., 1982; Koch
et Ritter, 1991). Virus je pienasen také ¢melikovitym roztoéem Tropilaelaps
mercedesae (Yue et Genersch, 2005; Yang et Cox-Foster, 2007) a broukem lesknackem
ulovym (Aethina tumida), ktery se Zivi zbytky latek organického pivodu nachazejicimi
se v ulu (Eyer et al., 2007). Lesknacek virus pienasi pouze na dospélé véely (Eyer et al.,
2009).

Klestik véeli a Tropilaelaps mercedesae pii pienosu viru funguji jako biologicti
vektorové, v nichz dochazi k aktivhimu pomnozovani viru za souc¢asného nartstu titru
virovych ¢astic v jejich téle. Dikaz byl podan detekci anti-sense RNA v télech
nakazenych parazitt, ktera vznika pouze pii replikaci viru (Dainat et al., 2009;
Gisder et al., 2009). Po dosazeni vysokého titru virovych castic v téle se vcely stavaji
aktivnimi vektory pfenosu, virus §ifi na vyvijejici se larvy pfi jejich krmeni, poté se

z téchto nakazenych larev lihnou vcely s deformacemi.
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3.3 Diagnostika varroozy

Kontroly vcelstva na pfitomnost a silu varro6zy se provadéji celorocné
Vv pravidelnych intervalech. Za klicové obdobi je pokladano 1éto, béhem kterého dochazi
K nartstu poctu klestikti a soucasnému zpomaleni plodovani véel a snizeni jejich poctu
v ulu. Daéle podleti, kdy je odchovavana zimni generace dlouhovékych vcel (Pohl,
2008). Pro redukci populace klestikti ve véelstvu je nutné provadét 1é¢ebna a ochranna
opatieni (Cermék et al., 2016).

Zakladni diagnostickou metodou ptitomnosti varrodzy je sledovani spadu
rozto¢t na podlozkdch ve spodni ¢asti Gld. Nékteré tly mohou obsahovat specialné
upravena varroadna, opatiena podlozkou a sitkou s oky, ktera jsou dostate¢né velka na
propadnuti kleStikli na podlozku, avsak vcelam zabraiiuji odklidit roztoce z lu ven
(Pohl, 2008). Vypocitava se ptirozeny spad klestikt za jeden den. Jako kritickou hranici
uvadgji Cermék et al. (2016) hodnotu 6—8 spadlych samic klestika b&hem jednoho dne
pii sledovani spadu po poloving Cervence. Pii téchto spadovych hodnotach je ohrozen
odchov zdravé generace zimnich vcel.

Napadeni d¢lnic kleStikem je mozné kontrolovat smyvem. 200-300 vcel
odebranych z mednych nastavkll se usmrti zmrazenim. Vceli mrtvolky s pfisatymi
foretickymi klestiky se promichaji v nadobé obsahujici vodu s detergentem, jehoZz
pusobenim se od sebe vcely a klestici oddéli. Nasledné se obsah nadoby promyva pies
dvojité sito, na hornim s vétSimi oky se zachyti vcely, na spodnim s oky jemnéjSimi
klestici. Stanovuje se procentualni podil napadeni odebranych vcel, pfepocteny na
celkovy pocet vcel v ulu. Jako kriticka hodnota je uvadéno 10% napadeni v Cervnu
a20% koncem ¢ervence (Cermaék et al., 2016). Misto promichani usmrcenych véel ve
vodé s detergentem je mozné metodu modifikovat poprasenim Zzivych vcel jemnym
praskovym cukrem s naslednym oklepanim foretickych klestiki na podlozku
a vypusténim tchto véel (Cermak et al., 2016).

Dalsi vyuzivanou metodou je diagnostika napadeni trubéiho plodu. Sleduje se
pfi ni zamofeni trubich larev nékolik dni pied jejich lihnutim. Trub¢i larvy se
odvickovaci vidli¢kou odstrani z plodovych bun¢k a hledaji se na nich dospélé samice
klestika, pfipadné jeho dalsi vyvojova stadia. Pomérem poctu vyjmutych larev
a napadenych bunck se vypocita procento napadeni. Podéln¢€ rozlomeny trub¢i plod je

také mozné prohlédnout, aby se zjistilo, zda se v burnkach plodu nenachazeji vykaly
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klestikd. Ty jsou patrné jako shluk bilych ¢astic na horni sténé bunky plastu, asi v jedné
tieting jeji vysky ode dna (Cermak et al., 2016). Vyhodou metody je moznost
prozkoumani vétsiho poc¢tu bunék v fadach, ze kterych se procento napadeni stanovuje
s vys$i referen¢ni hodnotou (Pohl, 2008; Cermaék et al., 2016).

Kontrolu napadeni vcel klestiky je mozné dale provést prohlédnutim plastt
obsednutych véelami. Za normélniho stavu az do mirného stupné napadeni nejsou na
vcelach patrni zaddni roztoCi. VSechny vcely by mély vykazovat pfirozenou aktivitu,
zietelné prouzkovani ochlupeného zadeCku a nemély by mit deformovana kiidla.
Detekce roztoci na deformovanych véelach svéd¢i o silném napadeni a nutnosti
okamzitého zasahu, jinak dochazi k uhynu vcelstva (Pohl, 2008).

Ze zékona 166/1999 Sb. o veterinarni pé€i a o zméné souvisejicich zakoni,
ve znéni pozdgjsich predpisii, maji v Ceské republice chovatelé véel povinnost odevzdat
nejpozdéji do 15. 2. vzorek smésné zimni méli ze stanovist, pfi¢emz se mél z podlozek
sbird po dobu 4 tydnt. Jako zimni mél je chapan smésny odpad nalezeny na podlozce
ulu po 31. 12., ¢istd podlozka je vkladédna nejpozdé€ji 6 dni po poslednim léCeni. Na
zékladé vysledkt rozborti provadénych akreditovanymi laboratofemi pak vyda Statni
veterindrni sprava pied zacatkem vcelarské sezony aktudlni napravna opatfeni formou
mistnich vyhlasek (Anonymous5, 2008; Anonymous6, 2016).

Zimni mél podava informaci o situaci nastalé po podzimnim léceni. Stav
konkrétniho vcelstva neni mozné urcit vzhledem k tomu, Ze vSechna vcelstva na
stanovisti nebyvaji napadena stejnou merou. Jedno nebo dvé vysoce zamorena veelstva
mohou udaje zkreslovat (Cermak et al., 2016).

Chovatel¢ vcel se mohou také zapojit do programu sledovani vyvoje spadu
roztode klestika véeliho na vuzemi Ceské republiky (znamy pod nazvem
Varroamonitoring systém) prostfednictvim internetové aplikace vyvinuté Pracovni
spole¢nosti nastavkovych vcelaiit CZ. Ta ma pomoci chovatelim a pracovnikim Statni
veterinarni spravy pii potlacovani varro6zy. Aplikace je dostupnd na webovém odkazu

www.varroamonitoring.cz (Anonymous22, 2017).

3.4 Tlumeni varrodzy
Opatieni a zasady tykajici se omezovani populaci klestika véeliho jsou v ramci
integrované ochrany vcelstev rozdéleny dle povahy pouzitych piipravkt do tii

zakladnich skupin. V praxi se nejvice kombinuji zasahy zootechnické s pouzitim
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chemickych akaricidii (varroacidi), at uz jde o pfipravky na bazi ptirodni, nebo
syntetické (Cermak et al., 2016). Rozdé&leni zasahtl je uvedeno v nazvech nasledujicich
podkapitol.

Pro ptehlednost je uvedena tabulka 4, ktera shrnuje jednotlivé zakroky omezujici
rist populace klestika a dalsi 1é¢ebné kroky, spolu s ¢asovym obdobim, ve kterém jsou
provadény. Terminy provadéni opatfeni jsou orientacni vzhledem k nadmoiské vysce,
sile vCelstva a jinym faktorim oliviiujicim konkrétni stanovisté (napiiklad k obdobi

snusky a medobrani, k ndkazové situaci v okoli, vyvoji pocasi v daném roce a dalSim).

3.4.1 Zootechnické metody boje proti varrooze

Pti pouzivani zootechnickych (biotechnickych) metod v boji proti klestikovi se
lze GipIn€ vyhnout pouzivani chemickych ptipravki, ptipadné mohou byt tyto ptipravky
pouzivany jen k doprovodné 1écbé. Hlavni vyhodou zootechnickych metod je tedy
Cistota ziskanych vcelich produktii bez rizika, Zze budou obsahovat chemické rezidua.
Jsou tedy vhodné i pro biovcelaistvi. Nevyhodou je omezeni doby provedeni zakroku
pouze na urcité ro¢ni obdobi ve vztahu k Zivotu veelstva. VSechny zootechnické metody
jsou zaloZeny na zékladnim ptedpokladu, Ze klestik vyuziva ke svému rozmnozovani
zavickovany vceli plod. Pokud se podafi na ném parazita zachytit, naptiklad pfidanim
plastu s otevienym plodem, na kterém je donucen se soustied’ovat, 1ze jej spolu s nim
z ulu pozdgji efektivng odstranit. Uspésnost téchto opatieni je az 90 %, po zikroku
zlstava ve vcelstvu ptiblizné 10 % ptvodni populace roztocd (Brown et al., 2015).
Mezi zootechnické metody patii naptiklad:

1. Tvorba plodovych oddélki

Metodu Ize vyuZit na jafe a poCatkem léta, kdy je vétSina roztocl v plodovych
bunkach. Na dospélych vcelach se nenachazeji Za4dni nebo jen minimum klestikd.
Zavickovany plod obsednuty ¢asti dospélych vcel (pfiblizn€ jednou tetinou) se odebere
a premisti do prazdného Ulu. Matka oddélku je vzdy novéa, bud piidand, nebo
odchovand vcelstvem v mate¢niku. Béhem jara je tvorba oddélkd vhodnym
protirojovym opatfenim. Oddélky bez plodu je vhodné pied plodovanim oSetfit

chemickymi ptipravky (Pohl, 2008).
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Tabulka €. 4: Vycet opatieni provadénych za ticelem omezeni pocetnosti
populace klestika véeliho (Varroa destructor) ve véelstvech, S orienta¢nimi terminy
aplikace téchto opatfeni béhem roku. Seda = vhodna aplikace, svétlemodra =
mozZna aplikace opatieni.

>
‘®
N

OPATRENI

Leden
Unor
Biezen
Duben
Kvéten
Cerven
Rijen
Listopad
Prosinec

éervenec
Srpen

Sledovani spadu
na podlozce

Tvorba plodovych
oddélka a smetencu

Odstranéni trubé¢iho
plodu

Véznéni matky
na plastu

Klickovani matky

Metoda sv. Anny

Kyselina mraven¢i
a kyselina mlééna

sublimace

Kyselina
$tavelova

pokap

Thymol (Apiguard,
Thymovar)

Prostredky tézké
chemie (syntetické *
pyrethroidy, amitraz)
Pozn.: * — predjarni preventivni oSetieni vceliho plodu ndtérem pripravku je mozné

provadeét podle narizeni Statni veterinarni spravy do 15. 4. (Malena, 2015).

(Upraveno podle Brown et al., 2015)
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2. Tvorba smetencii
Provadi se na jafe, vét§ina roztocu se nachazi v bunkach plodu, dospé€lé véely na
sob¢ nesou jen malo roztoct. Smetenim dospélych vcel z vice ull lze ziskat lehce
napadena vcelstva, kterd mohou byt jesté¢ dodatecné navic oSetfena. Matka je vzdy
ptidavana nova (Pohl, 2008).
3. Odstranéni trubciho plodu
Nedosahuje tak vysoké efektivity jako jina zootechnicka opatieni, nicméné je
oblibené¢ diky pomérné malé Casové narocnosti. Lze jim redukovat rychlost nartstu
populace klestikéi béhem letnich mésicti. Casto mu predchazi vySetfeni napadeni
trubciho plodu a podle intenzity je hodnoceno, zda ma byt odstranén veskery trub¢i plod
nebo jen jeho &ast (Cermak et al., 2016).
4. Véznéni matky na plastu s naslednym odstranénim plodu
Matka je spolu s nezakladenou sousi vlozena do specialniho izolatoru z matefi
miizky tak, aby ji bylo umoznéno klast vajicka. Ostatni véely k ni maji pfistup pies oka
miizky, mohou se o ni starat a krmit ji. Vzdy po deviti dnech se izolator s matkou
pfemisti na novou, nezakladenou sous, a to do té doby, neZ jsou postupné zakladeny tii
souSe. Poté se matka vypusti. Vyvoj v¢eliho potomstva v kazdém zakladeném plastu je
tedy o devét dni posunuty. Pii vkladani treti souse Se z lu odstrani prvni, zakladeny
plast (po 18 dnech, jesté pred lihnutim zavickovaného vceliho plodu). Za dalSich 9 dni
(celkem po 27 dnech) se odstrani druhy zakladeny plast, v ulu v té dobé& zistava
posledni zakladeny plast. Samice klesStika jsou timto donuceny se soustfedit pouze na
jediném plodovém plastu. Pokud se z tlu po dalSich 9 dnech odstrani, pocet roztocu
v ulu je vyrazné zredukovan. Doba aplikace metody trva 36 dni, provedenim se fadi
k naro¢ngjsim (Cermak et al., 2016).
5. Klickovani matky
Pti klickovéani je matka uzaviena v ploché klicce umisténé v centru plodisté,
vcely se pres oka klicky o matku staraji. Matce tak neni umoznéno pohybovat se po
plastu a klast vajicka do jeho buné€k. Ziska se vcelstvo bez plodu, v némz se nachazeji
pouze foreticti klestici, kterych je mozné se zbavit ptipravky ,,lehké™ nebo ,tézké*

chemie. Opatieni je provadéno béhem podzimu a zimy (Cermék et al., 2016).
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6. Metoda sv. Anny

Metoda je pojmenovéana podle obdobi, ve kterém by méla byt provadéna —
kolem svatku sv. Anny (26. 7.). Prvni variantou metody je odstranéni vSech plasti
s plodem, do ulu jsou misto nich vlozeny prazdné souse, do kterych matka muze klast.
Nez se vsak ve vcelstvu objevi novy plod, soustfed’uji se vSichni klestici na dospélych
vcelach, ze kterych je mozné je odstranit pied zavickovanim plodu pielécenim pomoci
ptipravki ,,lehké” nebo ,,tézké* chemie. Pfi druhé variant¢ metody je mozné v ulu
ponechat jeden plast s otevienym plodem, na tento plast se soustiedi vSichni klestici
v ulu. Po zavickovani je plast s napadenym plodem z Ulu odstranén a znicen, vyvoj
véelstva je v8ak po tomto zasahu o 1 az 2 tydny opozdén. Jako alternativni moznost

muze byt véelstvo pfemeteno na mezistény.

3.4.2 Chemické metody boje proti varroéze — ,,lehka chemie*

Latky tazené do kategorie ,,lehka chemie® jsou pfirodniho piavodu. Jejich hlavni
vyhodou je, Ze pfi jejich spravné aplikaci nehrozi nebezpeéi vzniku skodlivych rezidui
ve vcelich produktech. Dtlezit¢ je nepiekracovat pouzivané mnozstvi ucinné latky
a dodrzovat predepsany zpusob aplikace. V opaéném ptipadé muze dojit ke
znehodnoceni medu, piipadné k poskozeni nebo otravé véel (Cermak et al., 2016).

Mezi zékladni latky ,,lehké chemie® patii nékteré organické kyseliny (mravendi,
mlééna a $tavelova) a thymol fadici se k monoterpentim (Cermak et al., 2016).

1. Kyselina mraven¢i

Pro ucel tlumeni varro6zy je ve svété pravdépodobné nejdéle pouzivanou latkou.
Aplikuje se ve formé odparnych nosi¢l, které se umist'uji do hornich prostor ulu,
uvolnované pary kyseliny jsou téZ§i nez vzduch a klesaji. Neni vhodné dévat odparniky
do pfimého kontaktu s plodovymi plasty, idealni vzdalenost jejich umisténi je do
20 centimetrd nad plodem. Jako podlozka odparniku se vyuzivaji horni loucky ramka
(Cermék et al., 2016).

Utinkuje na roztoe nachazejici se jak na dospélych véelach, tak v plodu, zde je
ovsem ucinnost nizsi. Pokud je v ulu zavickovany plod, je tfeba aplikaci kyseliny
mravenci provést i po jeho vylihnuti. U dé€lni¢iho plodu minimalné po 12 dnech,
u trub&iho po 14 dnech. Cermék et al. (2016) uvadi, Ze pii pouziti kyseliny mravenéi na
roztoCe uzaviené v plodovych bunkach se c¢ast samic klestika lihla poskozena

a neschopna rozmnozovani, ptipadné nebyly schopné se spafit se samcem.
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Z hlediska délky ptisobeni se rozliSuji odparné systémy kratkodobé (ucinnost
2-4 dny) a dlouhodobé (2—-3 tydny). U obou lze pouzivat koncentrovanéjsi kyselinu
mravenci (85%) nebo méné koncentrovanou (65%), ktera je z hlediska bezpecnosti vcel
preferovangjsi (Cermak et al., 2016).

Odparné systémy je mozné pouzivat od jara do podzimu pii teplotach od 15 do
25 °C. Pti nizsich teplotach dochazi ke snizeni G¢innosti, v¢ely se totiz shlukuji a nejsou
rovnomérné rozprostieny po plastech. Pti vyssich teplotach se zvysuje riziko poskozeni
vcel, protoze 1 kdyZ je kyselina mravenci latkou piirodni a pro vcely pfirozenou, ve
vy$8ich koncentracich na né¢ muze pusobit toxicky. Pii vybéru pouzivané koncentrace
kyseliny mravenc¢i je vzdy nutné vzit v tivahu vSechny okolnosti, at’ uz velikost tlu,
veelstva, silu napadeni kleStikem, nadmotskou vySku stanovisté, teplotu, vlhkost
a celkovy vyvoj pocasi, proto je jeji pouzivani pti léCeni veelstev pomérné narocné. Pti
nespravném pouziti hrozi ztrata véelstva (Cermak et al., 2016).

Oficidlnim systémem vyuZivajicim plsobeni kyseliny mraven¢i je piipravek
Formidol ve variantach Formidol 41 g a Formidol 81 g prouzky do tlu. Odpatovaci
systém je tvofen celulozovou deskou napusténou 85% kyselinou mravenci, s obalem
umoziujicim regulaci davkovani. Celkova doba oSetfeni ¢ini 4 dny, systém je mozné
pouzit jednou nebo dvakrat za rok. Uéinkuje také proti nosemoze (ptivodcem
onemocnéni jsou hmyzomorka vceli Nosema apis a dosud ¢esky nepojmenovana
hmyzomorka Nosema ceranae) a zvapenaténi véeliho plodu (pivodcem je houba
Ascosphaera apis), ktery je tak véelami intenzivngji odstratiovan (Cermak et al., 2016).
Ptipravky se nesmé&ji pouzivat v obdobi sniSky, kdy je v Glu med urceny pro
konzumovani (obecné od 16. 4. do 30. 9.) (Kamler et al., 2014). Z dlouhodobé
pusobicich odpafovacich systémi lze jmenovat odpafova¢e Nassenheider, Yannick,
MiteGone a Liebigliv odpafova¢ v riiznych upravach, které viak nejsou v Ceské
republice oficialné povoleny (Cermak et al., 2016). Liebigovy deskové odpafovade se
skladaji z plochého nosi¢e umisténého na ramcich a odpatfované kyseliny (vétSinou
65%, nelze u nich regulovat rychlost odparu) (Kamler et al., 2014; Cermak et al., 2016).

V Ceské republice je od tnora roku 2017 oficialn& povoleno pouzivat pii lééeni
véel proti varrodze noveé schvéaleny piipravek VarroMed, ktery sestdva z kombinace
pusobeni kyseliny mraven¢i a kyseliny s$tavelové. Oficidlné je tento pfipravek

registrovany pod nazvy VarroMed 5 mg/ml + 44 mg/ml a VarroMed 75 mg/ml +
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660 mg/ml (koncentrovanéjsi varianta baleni 1é¢ivého piipravku). Aplikuje se pokapem
ve form¢ disperze na vCely na obsazenych mistech v plodisti, pfipravek by nemél byt
pouzivany v obdobi produkce medu (Anonymousl5, 2017; Anonymousl6, 2017). Po
aplikaci ptipravku byla v preklinickych a klinickych studiich velmi ¢asto pozorovana
zvySena mortalita dé€lnic, kterd je spojovéana s piisobenim kyseliny $tavelové obsazené
v piipravku VarroMed po jeho opakovaném pouziti nebo nespravném davkovani
(Anonymous16, 2017).
2. Kyselina mlécna

Aplikuje se na dospélé vcely ve formé aerosolu 15% roztoku L(+) formy
kyseliny mlécné pii teplotach do 25 °C. Na roztoce v zavickovaném plodu neptisobi.
Vyuziva se piedevSim na oSetfeni oddélkd nebo smetenct, pifipadné v produkénich
véelstvech bez plodu v zimnim obdobi. Pfi postiikani je nutné odebrat postupné
vSechny ramky obsednuté vcelami a z obou stran je orosit, celkem dvakrat s odstupem
nékolika dni, coz mize byt u velkého produkéniho vcelstva nepraktické (Pohl, 2008).
V Ceské republice zatim neni jeji pouZivani pii 1é¢eni vel oficialng povoleno (Cermak
etal., 2016).

3. Kyselina St’avelova

Pii 1éCeni lze pouzit kyselinu $tavelovou ve formé jejiho cukerného roztoku
03,5 az 4,5% koncentraci nebo kyselinu v pevném stavu, ktera sublimuje za pouziti
specialniho vyvijece. Pfi vhanéni sublimované formy do ulu neni tieba pouzivat velké
mnozstvi kyseliny, u¢innost aplikace je vysoka. V Ceské republice je oficialné od tinora
2017 povoleno pouzivat piipravek VarroMed s jejim podilem, jmenovany vyse
(Anonymousl15, 2017; Anonymousl6, 2017). Kyselina §tavelova je hlavni slozkou
ptipravku Oxuvar 41 mg/ml, jehoz pouzivani k léeni vcelstev je povoleno od
2.2.2017 (Anonymousl16, 2017). Piipravek je ureny k oSetieni vcelstev bez plodu
pokapem ve formé cukerného roztoku obsahujiciho rozpusténou Géinnou latku kyselinu
Stavelovou nebo aerosolem vhanénym do ulu pomoci specialniho vyvijece
(Anonymous17, 2017).

Pouzivani kyseliny Stavelové v jiné formé, nez jsou registrované piipravky
VarroMed a Oxuvar, neni v Ceské republice na rozdil od jinych evropskych zemi
(naptiklad Rakouska, Némecka nebo Velké Britanie) oficialné povoleno (Cermak et al.,

2016; Anonymous21, 2017). Pokud se kyselina stavelova aplikuje na vcelstvo vicekrat
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za rok, je nutné, aby se v ném pokazdé nachdzela nova generace véel. Jak zminuji
Cermék et al. (2016), jeji nevyhodou je omezeni vstiebavani vapniku do téla véel.
Gregorc et al. (2004) uvadéji, ze neni vhodné ji pouzivat, pokud se ve v¢elstvu nachazi
plod z divodu mozného poSkozeni bun¢k sliznice stieva nékolikadennich véelich larev.
Dale ovsem pisi, ze vétSina poskozenych bunék stievni sliznice je po poskozeni rychle
nahrazena bunkami novymi. Kyselina stavelova je vhodna na oSetfeni roji, smetenci
nebo mladych véelstev bez zavickovaného plodu (Pohl, 2008) a jako ekvivalent
fumigaéniho oSetfeni syntetickymi varroacidy (Cermak et al., 2016).

Ve spojitosti s kyselinou stavelovou se spekuluje o moznosti jejiho pronikani do
v¢elich produktt, predev§sim do medu. I kdyz je tato kyselina v malych mnozstvich
v medu pfirozené¢ piitomna, neni Zadouci, aby se v ném vyskytovala ve vétsi
koncentraci, coz by mohlo negativné ovlivitovat pfedev§im jeho chut. Bylo potvrzeno,
ze kyselina s$tavelova se do medu dostava prirozenou ¢innosti vcel, nicméné neni
znamo, zda se do n&j dostava z nektaru, nebo pylu (Cermék et al., 2016). Kyselinu
Stavelovou je mozno najit ve stopovych mnozstvich pfimo v né€kterych tkanich vcel
(Nozal et al., 2003). Obsah organickych kyselin v medu siln¢ kolisa, kyseliny §tavelové
muze byt ptitomno 8-300 mg/kg, pro srovnani kyseliny mravenéi 9-1 229 mg/kg
(Danihlik, 2008).

4. Thymol

V koncentraci, ve které se thymol uvoliiuje pii 1éCeni do tlu, je pro samice
klestika vceliho toxicky. Dochazi k usmrceni roztoct prichycenych na véelach. Kromé
thymolu jsou k léCeni vcelstev neoficidlné pouzivany také dalSi terpenické silice
pusobici stejny udinek, jako je napiiklad menthol ¢&i limonen (Cermak et al., 2016).

Ptipravky s obsahem thymolu se aplikuji na horni loucky plasti, nechavaji se
v ulu po dobu 6-8 tydnd, jsou jimi eliminovani i rozto¢i nachazejici se na pocatku
aplikace v plodu. Prodluzovani délky ponechani ptipravku v ulu neni vhodné, mohou se
po ném objevovat nezadouci rezidua latek v medu a vosku. Pfi oSetfovani veelstev je
vhodné umistit thymolové vyvije¢e do vSech uli na stanovisti, thymolovy zapach totiz
vede k nerozpoznani loupicich véel v tilu domovskymi véelami (Cermak et al., 2016).

Thymol je vhodnou alternativou misto pouziti kyseliny mravenc¢i. Jeho vyhodou
je moznost pouziti pti vyssi vzdusné vlhkosti. Teplota vzduchu by neméla klesnout pod

15 °C (Pohl, 2008). V Ceské republice jsou registrovany dva piipravky obsahujici
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thymol, uréené primarné k oSetfeni zimni generace véel: Thymovar, 15 g prouzky do
ulu pro véely a Apiguard 25% thymol. Thymovar je aplikovan formou prouzkt
Z materialu na bazi celuloézy, napusténych ucinnou latkou. V jednom prouzku je 15 g
thymolu. Apiguard se aplikuje ve formé gelu, v jedné davce je 12,5 g thymolu
(Pohl, 2008). Ptipravky se nesmé&ji pouzivat v obdobi sntsky, kdy je v tlu med uréeny
pro konzumovani lidmi. Plasty v plodisti, které byly béhem 1é€by ptipravkem ptitomny

V ulu, se nesmé¢ji vytacet v priabehu nasledujiciho jara.

3.4.3 Chemické metody boje proti varrooze — ,,téZka chemie*

Pod pojmem ,,t€Zka chemie® si je ticba ve spojitosti s piipravky pro boj proti
klestikovi predstavit syntetické¢ akaricidy. V zasad€ obsahuji dvé skupiny uUc¢innych
latek. Prvni z nich jsou syntetické pyrethroidy: tau-fluvalinat, flumethrin a acrinathrin,
druhou zastupuje amitraz. Pouzivany jsou od 80. let 20. stoleti, v§eobecné ziskaly
oblibu uzivatel kratce po svém uvedeni na trh. Hlavni vyhodou je jejich snadna
aplikace a vysoka ucinnost. Ta ovSem zacala postupem let klesat, i kdyz se davky
pouzivaného 1é¢iva nezmensovaly (Cermak et al., 2016). Do popiedi se zacala dostavat
mySlenka mozného vzniku rezistence roztoct K akaricidim, ktera byla brzy poté
potvrzena. Prvni zndmka rezistence na ucinnou latku tau-fluvalinat byla zaregistrovana
v severozapadni Italii kolem roku 1991. Nasledné byli rezistentni rozto¢i nachéazeni
napfi¢ celou kontinentalni Evropou a rovnéz ve Velké Britanii (Martin, 2004).
V nékterych zemich dosahlo mnozZstvi rezistentnich populaci klestiki takovych hodnot,
Zze je v nich pouzivani syntetickych akaricidd naprosto bezucelné. U skupiny
pyrethroidnich 1é¢iv byla prokazana rezistence ktizova — pokud vznikne rezistence na
jednu U¢innou latku v ramci této skupiny, jsou zaroven net¢inné i latky ostatni, kvili
podobné chemické struktufe a systému ptlisobeni. Dal§im negativem pouZivani
syntetickych latek je vznik rezidui ve vcelich produktech pii jejich nespravném
davkovani, piedev§im ve vosku. Vosk je povahou hydrofobni a syntetické akaricidy
jako latky v tomto smyslu stejné povahy se v ném snadno rozpousteji.

V textu nasleduje vycet ptipravki uréenych pro tlumeni varro6zy, obsahujicich
jako tc¢innou latku syntetické pyrethroidy (tau-fluvalinat, flumethrin a acrinathrin) nebo
amitraz, pouzivanych na uzemi Ceské republiky (Kamler et al., 2014). Strukturni vzorce

vySe jmenovanych sloucenin jsou uvedeny na obrazcich 4a)—d). Aktualnost uvedenych
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informaci o 1éCivych pfipravecich byla hodnocena porovnanim se Seznamem
Veterinrnich 1é¢ivych ptipravki schvalenych a registrovanych Ustavem pro statni

kontrolu veterinarnich biopreparata a 1é¢iv (Anonymous7, 2016).

Obrazek 4: Chemicka struktura akaricidnich sloucenin obsaZenych
Vv syntetickych varroacidech.

a) Tau-fluvalinat b) Flumethrin
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Ucinna latka tau-fluvalinat

M-1 AER 240 mg/ml

Piipravek lze aplikovat aerosolem, pokud se v¢ely nachéazeji v zimnim hroznu,
nebo natérem vicek plodu vodni emulzi ptipravku. Davkuje se 5 kapek ptipravku do
50 ml vody. Aerosolova forma neplsobi na roztoce v plodu, natér vicek plodovych
bunék na zavickované roztoCe pusobi, neucinkuje vSak na jejich vajicka. Nelze
pouzivat, pokud je v Glu med uréeny pro konzumovani lidmi. Vhodné obdobi pouzivani
ptipravku je piiblizné od 1. 10. do 15. 4. Ptipravek je dostupny na veterinarni piedpis.
Je ucinny také proti houb¢ patiici do tfidy hmyzomorky (Microsporidia), hmyzomorce
véeli Nosema apis a piibuznému druhu Nosema ceranae (Kamler et al., 2014,
Anonymous7, 2016).

MP 10 FUM 24 mg/mi

Aplikuje se fumigaci v mnozstvi 2 kapky pfipravku na jeden obsednuty
nastavek, neobsednuté nastavky se nepocitaji. Princip fumigace spociva v uvolhovani
ucinné latky z doutnajicich zapélenych fumigacnich prouzki, které jsou tvorené
ptirodnim materialem (vétSinou celuldozové) a jsou impregnované smési dusi¢nand,
umoziujicich uvolhovani navazané G¢inné latky nakapané na prouzky. Fumigace se
provadi pii teplotach nad 10 °C, kdy v¢ely nelétaji. Ptipravek je dostupny na veterinarni
ptedpis (Kamler et al., 2014; Anonymous7, 2016).

Gabon PF 90 mg

Aplikuje se pomoci paskt s dlouhodobym té¢inkem, jeden pasek obsahuje 90 mg
tau-fluvalinatu. Jedna se o kontaktni antiparazitikum urcené zejména k ochrané zimni
generace veel v podleti a na podzim, ve véelstvu je v tuto dobu zavickovany plod.
Utinna latka je zabudovana v polymerni smési z termoplastického kauduku, tvoii
mikrovrstvu na povrchu prouzku z gabonového dieva. Po instalaci difunduje na povrch
prouzku, odkud se dostava na téla vcel, které jsou s prouzkem v kontaktu. Na ostatni
véely se roznasi jejich vzajemnym kontaktem. Rozto¢i jsou zasaZzeni pii piimém
kontaktu s uc¢innou latkou ulpélou na télech vcel.

Pouzivaji se 2 pasky na jeden a dal$i 1 pasek na dal$i plodovy nastavek.
Ponechéavaji se ve vcelstvu po dobu odchovu dvou generaci zavickovaného plodu
(24-30 dni). Nepouzivaji se, pokud je v ulu med uréeny pro konzumovani lidmi.

Ptipravek je dostupny na veterinarni piedpis (Kamler et al., 2014; Anonymous7, 2016).
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U&inna litka flumethrin

Gabon Flum 4 mg prouzky do ulu

Piipravek je aplikovany kontaktnimi pasky s dlouhodobym uéinkem, které se
svisle zavéSuji mezi plodové plasty. Pro 1écbu stfedné silného vcelstva se do ulu
umist'uji dva pasky napusténé ucinnou latkou. Ty se ve vcelstvu ponechavaji po dobu
dvou period zavickovaného plodu, tedy 24 dni béhem 1é¢by d€lni¢iho plodu a 30 dni,
pokud je piitomen trub¢i plod. V piipadé reinvaze rozto¢e je mozné prodlouZit expozici
maximaln¢ o jednu periodu zavickovaného délni¢iho plodu (o 12 dni) po poradé
s odpovédnou osobou — piipravek se momentaln€ nachazi v klinickém testovani.

Gabon Flum 4 mg se pouziva ptevazné v podleti k ochrané zimni generace véel

(Anonymous9, 2014).

Udcinna latka acrinathrin

Gabon PA 1,5 mg prouzky do ulu

Diive byl zndmy pod oznacenim Gabon PA 92. Ptipravek je aplikovany
kontaktnimi pasky s dlouhodobym uc¢inkem jejich zavéSenim mezi plodové plasty.
Stfedn¢ silna vcelstva jsou lécena davkou obsazenou ve dvou pascich. Pasky se ve
vcelstvu ponechavaji po dobu dvou period zavickovaného plodu, tedy 24 dni béhem
lécby délni¢iho plodu a 30 dni, pokud je pfitomen trub¢i plod. V piipadé reinvaze
roztoce je mozné prodlouzit expozici maximalné o jednu periodu zavickovaného
dé€lniciho plodu (o 12 dni) po porade s odpovédnou osobou.

Gabon PA 1,5 mg se nachazi v klinickém testovani, protoze acrinathrin jako
lé¢iva latka neni zatim v Evropské unii zavedena. Po zméné legislativy tykajici se
veterinarnich piipravki byl z této kategorie z nafizeni Komise Evropské unie vyfazen
a od roku 2010 musi byt registrovan jako 1€k. Pouziva se k ochrané zimujicich vcel.
Pusobi také na véelomorku obecnou Braula coeca patfici do fadu dvouktidli (Diptera)
(Anonymous8, 2003; Vesely, 2010).

Ucinna latka amitraz

Varidol

Aplikuje se fumigaci nebo aerosolem. Aplikace aerosolem se provadi v zimé,
kdyz se vcely nachazeji v zimnim hroznu. Aerosol vhanény do tlu pomoci kompresoru

a specialniho vyvijece pronika mezi vCely. U¢inna latka, pfedem ptipravena jako vodni

33



emulze (pfi teplotach nad 10 °C) nebo acetonovy roztok (pfi teplotach od -5 do 10 °C),
se vhani ¢esnem do ulu. Pfi pouziti acetonu je doba aplikace 30 sekund, pii pouziti vody
2 minuty.

Amitraz pisobi na rozto¢e nachazejici se na vcelach, do zavickovaného plodu
nepronika a neni zde u¢inny. Varidol se nesmi pouzivat v obdobi sniisky, kdy je v tlu
med urceny pro konzumovani lidmi (obecné od 16. 4. do 30. 9.). Pfipravek je dostupny
na veterinarni piedpis (Kamler et al., 2014; Anonymous7, 2016).

Apitraz 500 mg

Ptipravek je aplikovan pomoci plastovych prouzkii napusténych ucinnou latkou
amitrazem v celkovém mnozstvi dvou prouzkii na jeden ul, které se zavési mezi dva
ramky. Ptipravek by se mél pouzivat v dobé, kdy vcelstvo nedosahuje své maximalni
velikosti, ale je stale aktivni (netvoii zimni hrozen). Po aplikaci neni vhodné Sest tydnti
vytacet med. Prouzky je z ulu nutné odstranit po Sesti tydnech 1é¢by, neni jej vhodné
pouzivat na léceni vCelstev napadenych roztoci, u kterych byla zaznamenana rezistence

na amitraz (Anonymous7, 2016; Anonymous10, 2017).

3.4.3.1 Tau-fluvalinat a princip jeho Gcinnosti

Tau-fluvalinat se tadi mezi syntetické pyrethroidy, derivaty pfirozené se
vyskytujicich insekticidnich pyrethrini ziskanych z chryzantémy (Chrysanthemum
spp.), které ovliviyji funkci sodikového kanalu zivocichd (Narahashi, 1988). Struktura
molekuly je vyobrazena na obrazku 4a). Zakladni molekula fluvalinatu obsahuje
4 cykly, molekula vlastniho tau-fluvalinatu je sloZzena pouze ze 2 diastereoizomernich
cyklt, které jsou zodpovédné za insekticidni pasobeni latek s jejich obsahem
(Anonymousl1l, 2016). Sumarni vzorec tau-fluvalinatu je C26H22CIF3N203, dle IUPAC
nomenklatury nese slou¢enina nazev (RS)-a-kyano-3-fenoxybenzyl-N-(2-chloro-a,a,a-
trifluoro-p-tolyl)-D-valinat (Anonymousl2, 2016). V téle zivocichi se rozpada na
metabolity — kyselinu anilinovou a haloanilin. Patii do pyrethroidi skupiny II, ktera se
od pyrethroidd skupiny 1 1i§i pfitomnosti funkéni a-kyano skupiny na
fenoxybenzylalkoholu (Anonymous12, 2016).

Iontové kanaly jsou bilkovinné struktury prostupujici plazmatickou membranou
bungk, podileji se na transportu iontd mezi obéma stranami membrany, protoze ta je za
normalnich okolnosti pro nabité ¢astice neprostupna. Sodikovy kanal transportuje ionty

sodné, je slozeny z velké a-podjednotky formujici transmembranovy poér a nékolika
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malych auxilarnich B-podjednotek (Dong, 2007). V reakci na zménu elektrického
potencialu na membrané bunék se sodikovy kanal otevira, sodné ionty prochazeji pies
membranu bun¢k do vnitrobunééného prostoru a membranu depolarizuji. Uzavieni
sodikového kanalu se d&je v reakci na proudéni draselnych ionti pies plazmatickou
membranu v opaéném smeéru pres sousedni draselné kanaly. Timto mechanismem
dochazi k S$ifeni nervového vzruchu pies axony nervovych bunék (Dong, 2007).
Pyrethroidy skupiny Il zptsobuji trvalé otevieni sodikového kanalu, depolarizaci

membrany a supresi ak¢niho potencialu (Dong, 2007).

3.5 Genom klestika véeliho

Velikost genomu klestika byla stanovena pomoci pratokové cytometrie
na 565 + 3 Mbp (normalizovano podle DNA Drosophila virilis) (Cornman et al., 2010).
Je vétsi nez genom zastupcu tiidy hmyzu, nicméné nedosahuje takové velikosti jako
genomy piibuznych klistat a dalSich roztoct (vice nez 2 000 Mbp). Genomy rozto¢t
vykazuji vysokou variabilitu obsahu DNA. Neni jasné, zda ke zvétseni genomu klestika
doslo vlivem narGstu podilu nekddujici DNA, nebo v disledku polyploidizace
(Cornman et al., 2010). VV genomu klestika byly detekovany rozsahlé oblasti tvoiené
LTR transpozony (long-terminal repeats), LINEs (long interspersed nuclear elements),
spolu s otacivé se replikujicimi helitrony a aktivné se pfemistujicimi elementy, které
pfispivaji ke genomové evoluci (Cornman et al., 2010).

Ve srovnani s klistétem Ixodes scapularis, patificim do blizce pfibuzného fadu
(Ixodida) oddéleného pied 336 + 26 miliony let (Jeyaprakash et Hoy, 2009), dochazi
u klestika k rychlejsi aminokyselinové evoluci. I pies sam¢i haploiditu a pafeni, ke
kterému dochdzi jen mezi sourozenci, neni u klestika redukovan geneticky
polymorfismus, ten v populacich zistava pomérné vysoky. K jeho zachovani piispiva
miseni populaci odlisnych vyvojovych linii (Cornman et al., 2010). Polymorfismus
populaci roztoe Ize vySetfovat napiiklad diky identifikaci polymorfnich
mikrosatelitnich lokust v genomické DNA (Solignac et al., 2003; Beaurepaire et al.,
2015).

Znama je kompletni CDNA sekvence genu pro sodikovy kanal klestika vceliho
(oznaceni para genu pro sodikovy kanal tohoto roztoce je VmNa) (GenBank
AY259834), ktery je orthologem para genu pro sodikovy kanal, jehoz sekvence byla

jako prvni ziskana analyzou DNA octomilky obecné (Drosophila melanogaster). Dale
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jsou znamé také nekompletni genomické DNA sekvence klestika vceliho (GenBank
ADDG00000000, FJ216961, FJ216962, FJ216963, KC152657, KC152655) nebo cDNA
sekvence (GenBank AY144351) (Hubert et al., 2013) a sekvence vice nez 17 dalSich
gend (Anonymous13, 2016).

3.6 Vznik rezistence kleStika véeliho k tau-fluvalinatu v souvislosti

S bodovymi mutacemi vV genu pro sodikovy kanal

Snizeni  senzitivity sodikového kanalu k  pyrethroidim a DDT
(dichlordifenyltrichlorethan), znamé jako knockdown resistance (kdr), vznika
v disledku jedné nebo vice bodovych mutaci v para genech roztoci nebo hmyzu
(Hubert et al., 2013). Na strukturni a funk¢éni variabilitu produktt genu maji vliv dva
mechanismy — alternativni sesttih a editace RNA (Wang et al., 2003; Dong, 2007). Bylo
objeveno vice nez 10 typt bodovych mutaci genu pro sodikovy kanal vyskytujicich se
U roztocl nebo hmyzu. Mutace objevujici se u dalSich taxond se vSak ve vétSiné
nevyskytuji u klestika (Wang et al., 2002). Pfi porovnavani sekvenci genu pro sodikovy
kanal populaci klestiki (VmNa) byly detekovany dal$i bodové mutace, které nemaji vliv
na vznik rezistence, ale svéd¢i pouze 0 odlisném piivodu téchto populaci klestiki
(Wang et al., 2002).

Proteinovy produkt VmNa genu je organizovany do ¢tyf homolognich domén,
kazda doména je tvofena Sesti transmembranovymi segmenty (obrazek 5). Misto vazby
pyrethroidi na sodikovy kanal rozto¢t a hmyzu se nachazi v hydrofobni dutiné
formované segmenty 4-5 (S4-S5) (helikalni spojka) domény II (DII), helixy segmentt
S5 domény DIl a S6 domény DIII, a P-smyckou domény DIl (O’Reilly et al., 2013).
Schematické zobrazeni produktu VmNa genu je viditelné na nésledujicim obrazku 5.
Lipofilni pyrethroidy vykazuji vysokou nespecifitu vazby na plazmatickou membranu
bunék (Dong, 1993). Nejvice kdr mutaci je spojeno se segmentem S5 domény DI,
segmentem S5 domény DIII a spojkou spojujici oblasti segmentii S4 a S5 domény DI
(Wang et al., 2002; O’Reilly et al., 2006).

Proteiny VmNa maji stejné aminokyselinové slozeni charakteristické pro
vSechny napétim fizené sodikové kandly. Polarita aminokyselin dava kanalu potiebné
fyzikélné-chemické vlastnosti. Naptiklad transmembranovy segment S4 vSech

sodikovych kanald, které jsou doposud znamé, obsahuje 4-8 pozitivné nabitych
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aminokyselin nachazejicich se na kazdé tieti pozici. Slouzi jako napétovy senzor, ktery
iniciuje napétim fizenou aktivaci kanalu (Catterall, 2000). Intracelularni spojka domén
DIl a DIV hraje roli v rychlé inaktivaci sodikového kanalu (Catterall, 2000). Typicky
je dale motiv aminokyselin D, E, K a A (dle porfadi: asparagova kyselina, glutamova
kyselina, lyzin a alanin) (pravdépodobné formujici por kanalu) ve spojce segmentti S5
a S6 domén DI-IV, ktery je nezbytny pro selektivitu kanalu k sodnému iontu (Catterall,
2000).

Obrazek 5: Predpokladana organizace produktu VmNa genu pro sodikovy
kanal kleStika véeliho, zobrazeny jsou ¢tyri homologni domény (I-1V), pricemz je
kazda rozdélena do Sesti transmembranovych segmenti (1-6).
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(Ptevzato a upraveno podle Wang et al., 2002)
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Legenda: ... misto mutace nukleotidu C(3004)—G v segmentu S5 domény DII

A .. misto mutace nukleotidu 1(3154)—C v P-smycce domény DI

Hubert et al. (2013) analyzovali nukleotidovou sekvenci fragmentu VmNa genu
klestika véeliho, obsahujici pozice Castého vzniku kdr mutaci, za pouziti 11 riznych
primert pokryvajicich segmenty S4-S6 domény DIl a 3°-koncovou oblast segmentu S4
domény DIIl. Béhem analyzy fragmentli segmentd S4-S6 domény DIl (zahrnuje
nukleotidové pozice 2805-3337) a 3‘-koncové oblasti segmentu S4 domény DIII
(zahrnuje nukleotidové pozice 4737-6500) VmNa genu, u populaci klestika
rezistentnich a vnimavych k tau-fluvalinatu, nebyly detekovany mutace vedouci ke
zméné aminokyseliny zafazované pii translaci ve fragmentu 3‘-koncové oblasti
segmentu S4 domény DIII. Tyto mutace vSak byly objeveny ve fragmentech segment

S4-S6 domény DIl na nukleotidovych pozicich 3004 a 3154 (odpovidaji jim
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aminokyseliny na pozicich 1002 a 1052) u rezistentnich populaci klestika. Ve vysledku
byly zaznamenany Ctyii mozné kombinace aminokyselin vyskytujicich se na téchto
dvou  mutovanych  pozicich:  Leu(1002)-Phe(1052), Leu(1002)-Leu(1052),
Val(1002)—Phe(1052) a Val(1002)— Leu(1052).

Jako klicova pro aminokyselinovou substituci a vznik rezistence klestiku
k tau-fluvalinatu byla ur¢ena bodova mutace v DNA v segmentu S5 domény DII:
C(3004)—G, ktera vedla k substituci Leu(1002)—Val (kodon CTG—GTG).
Vyskytovala se u vsech rezistentnich populaci klestika a v zadné populaci vnimavé.
Druha nalezena mutace vV P—smyc¢ce domény DII: T(3154)—C, po niz nasledovala
substituce Phe(1052)—Leu (kodon TTC—CTC), nebyla s urcitosti oznacena jako roli
hrajici ve vzniku rezistence, vyskytovala se ve struktufe sodikového kanalu
Vv populacich klestiki rezistentnich i vnimavych k tau-fluvalinatu. Lokalizace vzniku
obou mutaci je uvedena na obrazku 5 (oznaceno Sipkami).

Hubert et al. (2013) ve své praci uvadéji, ze se na nukleotidové pozici 3156
v blizkosti nukleotidu 3154 postihovaného mutaci nachazi cytosin (jednd se o C
v kodonu TTC, ktery koduje aminokyselinu Phe na pozici 1052 viz piedchozi odstavec)
(GenBank KC152655.2). Nicméné¢ Wang et al. (2003), kteti jako prvni publikovali
sekvenci genu pro sodikovy kanal (GenBank AY259834.1), uvadéji, ze se na
nukleotidové pozici 3156 nachazi guanin (jedna se o G v kodonu TTG, ktery koduje
aminokyselinu Leu na pozici 1052).

Populace klestika véeliho vnimavé k tau-fluvalinatu, odebrané v Ceské
republice, které analyzovali Hubert et al. (2013), se tedy lisi nukleotidem nachazejicim
se na pozici 3156 od populaci klestiki z Floridy a z arealu Michiganské statni
univerzity analyzované Wangem et al. (2003), coz vede v pribéhu translace genetické
informace piepsané do MRNA Kk zafazeni odlisné aminokyseliny do vznikajicicho
polypeptidového fetézce (fenylalaninu misto leucinu).

Vyskyt fenylalaninu na odpovidajici aminokyselinové pozici 1052 genu pro
sodikovy kanal klestika v&eliho byl zaznamenan kromé& populaci klestika z Ceské
republiky také v konzervované sekvenci sodikového kanalu jedincti Drosophila
melanogaster (oznaceni sekvence: Drosophila para) a sekvenci s nazvem Nayl.2 Rat
brain 11 ziskané sekvenci krysi DNA (Wang et al., 2003).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky materidl ve formé¢ vceli méli obsahujici roztoce byl poskytnut tifemi
vcelafi (Sest lokalit) z okresti Frydek-Mistek (2 lokality), Chrudim (2 lokality) a Znojmo
(2 lokality). Pfed samotnou izolaci genomické DNA byli klestici z méli odebrani
flotatni metodou, spoéivajici v rozmichani méli v 96% ecthanolu. Postupnym
promichavanim smési se rozto¢i vztlakem dostali k hladin€, ze které byli odpipetovani
do Petriho misky. Po ocisténi od zbylych drobnych necistot 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.

4.2 Izolace genomické DNA KkleStika véeliho

Genomickd DNA z 1-100 jedinct klestika vceliho byla izolovana za pouziti
izolaéniho kitu Exgene™ DNA micro (GeneAll). Izolace byla provadéna na zakladé
protokolu (¢ast D, lzolace DNA z vlasu a Casti nehti), ktery byl pfilozen vV ramci
manudlu ke kitu vyrobcem spolu s dal§im materialem nutnym pro izolaci.

Pufry byly po otevieni uchovavany pii pokojové teploté (15-25 °C). Roztok
20 mg/ml proteinazy K, rozmichany v uchovavacim pufru pro proteinazu K, a 1 mol/l
vodny roztok DTT (dithiothreitol) byly pii ¢astém pouzivani skladovany v chladni¢ce
pfi 4 °C, pii preruSeni prace na dobu delsi nez 1 den pak v -20 °C.

Pied planovanym pouzitim byly roztoky proteinazy K a DTT umistény do
stojanku, kde pfi pokojové teploté rozmrzly, nasledn¢ byly zvortexovany

a zcentrifugovany.

Postup izolace genomické DNA ze vzorku kleStika véeliho:

1. Ptredehrat digitalni termoblok na 56 °C.

2. Vzorky jedinci klestika véeliho, tfidéné po 1-100 kusech, dat do 1,5ml
mikrozkumavky, pfidat 200 pl CL pufru a material v ném zhomogenizovat
pomoci mikrohomogenizatoru.

3. Ke zhomogenizovanému materialu pfidat 20 ul 20 mg/ml roztoku proteinazy K

a 20 ul 1 mol/l roztoku DTT, dikladné zvortexovat a inkubovat 1 hodinu pfi
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10.

11.

12.

13.

14.

56 °C v termobloku. Kazdych 10 minut mikrozkumavku vortexovat pro lepsi
lyzi tkani klestika.

Digitéalni termoblok nastavit na 70 °C.

Material v mikrozkumavce 10 vtefin centrifugovat ve stolni centrifuze.

Ke smési ptidat 200 pl BL pufru, dikladné zvortexovat. Inkubovat 10 minut pii
70 °C v digitalnim termobloku.

Material v mikrozkumavce 10 vtefin centrifugovat ve stolni centrifuze.

Ke smési ptidat 200 pl 96% ethanolu, vSe dikladné zvortexovat a 10 vtefin
centrifugovat ve stolni centrifuze.

Prenést supernatant do mikrokolony se sbérmou nadobkou, centrifugovat
1 minutu pii 6 000 G. Sbérnou nddobku vymeénit za novou.

Do mikrokolony ptidat 500 pl BW pufru, centrifugovat 1 minutu pii 6 000 G.
Sbérnou nadobku vymeénit za novou.

Do mikrokolony piidat 700 pul TW pufru, centrifugovat 1 minutu pii 6 000 G.
Sbérnou nadobku vylit do odpadu a nasadit zp&t pod mikrokolonu.

Centrifugovat na maximalni otdcky 3 minuty pro odstranéni zbytkového
promyvaciho pufru. Mikrokolonu pfenést do nové 1,5ml mikrozkumavky.

Do mikrokolony ptidat 50 ul AE pufru nebo deionizované vody. Inkubovat
1 minutu pfi pokojové teploté. Centrifugovat 1 minutu na maximalni otacky.
Vyizolovanou genomickou DNA jedinci kleStika véeliho uchovavat pii -20 °C,

behem pouzivani uchovavat v chladnicce.

4.3 PCR amplifikace segment DNA klestika véeliho

PCR amplifikace segmentu genu pro sodikovy kanal klestika vceliho,

zahrnujiciho analyzované pozice mutaci ménénych nukleotidt, byla vzdy provadéna na
DNA izolované z populace klestikd z jednoho stanovisté. Pro amplifikaci byly pouzity
dva typy PCR reakce. Jedna se provadéla s dvojici primert za G¢elem optimalizovani
podminek amplifikace a pro ucely detekce bodovych mutaci bylo zvoleno uspotradani
PCR reakce se tiemi primery v PCR amplifikacni smési. Vycet vSech primert
pouzivanych pro amplifikaci je uvedeny v tabulce 6 (uvedena v oddilu 5 Vysledky)
a zakladni sloZzeni PCR reakéni smési pro analyzu 3 vzorku je uvedeno v tabulce 5.

Postup prace byl nésledujici:
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1. Rozmrazit slozky PCR reakéni smési po vytazeni z -20 °C, diikladné zvortexovat
a zcentrifugovat.

2. Do 1,5ml mikrozkumavek napipetovat slozky PCR reakéni smési podle slozeni
uvedeného v tabulce 5. Smés diikladné zvortexovat a zcentrifugovat.

3. Do PCR mikrozkumavek napipetovat 2 pl vyizolované genomické DNA
0 koncentraci 10-50 pg/ml.

4. Do kazdé PCR mikrozkumavky pfipipetovat 18 ul PCR reakéni smési, dikladné
zvortexovat a zcentrifugovat.

5. PCR mikrozkumavky vlozit do termocykléru s nastavenym teplotnim a ¢asovym

profilem dle schématu 1.

Tabulka 5: Zakladni sloZeni PCR reaké¢ni smési pro amplifikaci 3 vzorkai.

Pipetovany objem (pl)
Slozky PCR reakéni smési Varianta se dvéma Varianta se tiemi
primery primery

Deionizovana voda 40,4 38,2
Reakéni pufr 10x 6,7 6,7
Roztok MgCl> (25 mmol/Il) 8,0 8,0
Roztok dNTPs (20 mmol/l) 0,7 0,7
Primer V10F* (10 pmol/l) 11 2,2
Primer V11R* (10 pmol/l) 11 1,1
Primer diagnosticky** (10 pmol/1) - 1,1
aTaq DNA polymeraza (5 U/ul) 1,0 1,0

** Sekvence prevzatych primerit VIOF a VIIR jsou uvedeny v tabulce 6 (tabulka 6 se
nachazi v oddilu 5 Vysledky).

* Vycet diagnostickych primerii a jejich sekvenci je rovnéz uvedeny v tabulce 6.

Schéma 1: Zakladni teplotni a ¢asovy profil PCR reakce
1. 94°C....5min
2. 94°C....30s

50°C....30s 35 cykla

72°C ....30s
3. 72°C....7min
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Pro jednu PCR amplifika¢ni reakci byly pouzity dva nebo tfi primery v dané

PCR reak¢ni smési (viz tabulka 5). Vycet vSech pouzivanych primerd je uveden

v tabulce 6 (nachazi se v oddilu 5 Vysledky). Objem deionizované vody v PCR reakéni

smési byl upravovan Vv zavislosti na objemu pouzitych primerd, respektive objemu

roztoku MgCl> o koncentraci 25 mmol/l tak, aby byl celkovy objem reakéni smési

konstantni.

4.4 Zpracovani PCR produkti pomoci elektroforetické separace

Elektroforeticka separace PCR produktii byla provadéna v horizontalni

elektroforetické komirce HU10 (Scie-Plas), postup piipravy gelu a samotné separace

byl nésledujici:

1. Sestavit horizontalni elektroforetickou komurku do polohy pro naliti gelu a do
bocnich drazek vanicky vsadit hiebinek o 16 jamkach.

2. Pripravit 1,5% roztok agar6zového gelu, do zchladlého roztoku pfipipetovat
2 ul roztoku GoodView a roztok nalit do vanic¢ky elektroforetické komurky. Gel
nechat tuhnout minimalné pal hodiny.

3. Vanicku v elektroforetické komirce otocCit o 90° jamkami k zaporné elektrodg,
komdrku naplnit TBE pufrem po vyznacenou rysku, hiebinek vyjmout.

4. Do prvni jamky gelu napipetovat 1,5 pl markeru délky DNA smiseného se
stejnym objemem nanaseciho pufru, do ostatnich jamek po 6 ul PCR produktu
smiseného s nanasecim pufrem (4 pul PCR produktu + 2 pl nanaseciho pufru).

5. Elektroforetickou komirku uzaviit a pfipojit ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu, na zdroji nastavit hodnotu 80 V.

6. Elektroforetickou separaci nechat probihat 50 min, nebo dokud se bromfenolova
modi nedostane do 1/2-2/3 délky gelu, poté vypnout zdroj a odpojit
elektroforetickou komurku.

7. Separované PCR produkty v gelu vizualizovat pomoci UV transiluminatoru.

4.5 Software

Pro navrzeni diagnostickych primeri a hodnoceni kvality vSech primeril

pouzivanych pro PCR amplifikaci jsem pouzila program Primer3 (Rozen et Skaletsky;

2000) dostupny online.
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Porovnani nukleotidovych sekvenci, podle kterych jsem navrhovala diagnostické
primery, jsem provedla v programu Mega7 (Kumar et al., 2016), ktery je volné

pristupny ke stazeni.

4.6 Pouzité chemikalie
— 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs)
— Adgarose Electrophoresis Grade, Ultra Pure (Life Technologies)
— Blue/Orange Loading Dye, 6x (Promega)
— Deionizovana voda
— Ethanol 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
— GeneRuler DNA Ladder 100 bp (Thermo Scientific)
— GoodView Nucleic Acid Stain (Sigma-Aldrich)
— Izolaéni kit Exgene™ Genomic DNA micro (GeneAll)
— AE pufr (10 mmol/I Tris-HCI; pH 9,0; 0,5mmol/l EDTA)
— BL pufr
— BW pufr
— CL pufr
— Proteindza K 20 mg/ml roztok (rozpusténa v uchovavacim pufru pro

proteinazu K)

— TW pufr

4.7 PouZzité 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 mrazéku pii -20 °C

pied pouzitim rozmrazit pii pokojové teploté
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TBE pufr

5,5 g kyseliny borité (H3BO3)
10,8 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)
4,0 ml roztoku kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA) 0,5 mol/l, pH 8,0

doplnit deionizovanou vodou na 1 |

4.8 Pouzité laboratorni pristroje

Centrifuga Spectrafuge 16M (Labnet International)

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

Horizontalni elektroforeticka komurka HU10 (Scie-Plas)
Chladnic¢ka kombinovana (Samsung)

Laboratorni vahy PS 210.R2 (Radwag)

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

MikrovIlnna trouba (Daewo0)

Minicentrifuga Spectrafuge mini (Labnet International)
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Termocyklér TC-E s blokem D (BIOER Technology)
Termocyklér TC-XP s blokem D PTC-100 (BIOER Technology)
UV transiluminator s dokumenta¢nim systém G:BOX (Syngene)
Vortex mixer (Labnet International)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

Zdroj stejnosmérného elektrického proudu Power Station 300 (Labnet)
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5 Vysledky

Cilem mé prace bylo optimalizovat podminky a uspotddani PCR amplifikacni
reakce tak, aby touto reakci bylo mozné identifikovat pfitomnost bodovych mutaci na
nukleotidovych pozicich 3004 a 3154 v genu pro sodikovy kanal klestika vceliho,
jejichz vyskyt je spojovan s jeho rezistenci k varroacidni latce tau-fluvalinatu.

Experimentalni ¢ast prace jsem feSila postupné ve tiech na sebe navazujicich
celcich: a) pripravit klestiky pro izolaci genomické DNA a tuto izolaci provést,
b) navrhnout specifické diagnostické primery pro amplifikaci sledovaného tseku genu
ac) sestavit vhodnou diagnostickou reakci se tfemi primery v PCR reakéni smési
a zoptimalizovat slozeni této reak¢ni smési, véetné podminek pro PCR amplifikaci

DNA klestika.

a) Priprava Kklestiki pro izolaci genomické DNA, izolace genomické DNA

Vzorky klestikii jsem ziskala z vymetené véeli méli, kterou tvoti smésny odpad
hromadici se na dné¢ ulu pod obsazenym vcelim dilem. Po vymeteni mél 3 dny
prosychala rozprostiena na podloZce, poté jsem ji uchovavala v nadobach s prodySnym
vikem v lednici, protoze mél je nachylna k plesnivéni.

Klestiky jsem pied izolaci genomické DNA musela od vceli méli oddélit.
Separaci klestikt jsem provedla flotaéni metodou ur¢enou k oddélovani slozek smési na
zakladé odlisné smacivosti jejich povrchi. Ve své praci jsem pouzila pro flotaci roztok
96% ethanolu.

Vzorek méli jsem nasypala do 500ml kadinky a zalila ho 100 ml ethanolu,
sklenénou ty¢inkou jsem obsah kadinky rozmichala na homogenni smés a poté jsem do
kadinky pftilila dal$ich 200 ml ethanolu. Po rozvifeni obsahu kadinky jsem klestiky
vyplavané na hladinu odpipetovala standardni 1ml automatickou pipetou pomoci $picky
s ustfizenym koncem. Odpipetované klestiky jsem pienesla do Petriho misky a po
oCisténi od necistot jsem je tiidila do 1,5ml mikrozkumavek po 1-100 jedincich. Abych
mohla provést izolaci genomické DNA, bylo nutné vyttidit ze vzorku méli minimalné
jednoho klestika. Ze tii vzorkd veeli méli jsem neziskala zadného klestika.

Izolaci genomické DNA klestiki jsem provadéla pomoci izola¢niho Kitu
Exgene™ Genomic DNA micro (GeneAll) podle ptilozeného laboratorniho protokolu

uréeného pro izolaci genomické DNA z vlasi a nehtu, ktery jsem vyhodnotila jako
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typové nejvhodngjsi. Vsadku klestiki v 1,5ml mikrozkumavce jsem rozetiela
mikrohomogenizatorem v 200 ul CL pufru, dalsi prubéh izolace jsem provadéla podle
vy$e zminéného postupu uvedeného v izolaénim protokolu kitu Exgene™ Genomic
DNA micro (GeneAll).

Testovanim vsadek obsahujicim 1-300 klestikti jsem stanovila jako nejvhodnéjsi
pro izolaci vsadku 50 jedinci. Pfi tomto poctu klestikd nehrozilo ucpani izola¢ni kolony
a vyeluovala jsem DNA o cistot¢é vhodné pro PCR amplifikaci. Po vymyti DNA
zachycené v izola¢ni koloné 50 ul deionizované vody jsem ziskala DNA o koncentraci
100—-300 pg/ml (primérna hodnota koncentrace ¢inila 200 ug/ml). Vys§i pocet klestiki

ve vsadce nez je 50 jedincd vyrazné nezvySuje koncentraci vyizolované genomické

DNA.

b) Navrzeni diagnostickych primeri pro PCR amplifikaci DNA klestika

véeliho

Detekci bodovych mutaci postihujicich nukleotidové pozice 3004 a 3154 v genu
pro sodikovy kanal, které byly detekovany ve vztahu k rezistenci klestika véeliho
k tau-fluvalinatu, jsem se rozhodla provadét pomoci PCR amplifikaéni reakce se tiemi
primery v PCR reakéni smési.

K dispozici jsem jiz méla dva protismérné orientované primery — V10F (primer
naseda na pozici 2786—2805) a V11R (primer naseda na pozici 3250-3232), pievzaté
od Huberta et al. (2013). Tyto dva primery jsem pro amplifikaci DNA pouzila, protoze
amplikon, ktery pomoci nich vznika, obsahuje nukleotidové pozice 3004 a 3154. Pozice
nasednuti primerd V10F a V11R na templatovou DNA je uvedena ve schématu 1.

K pifimému ureni piitomnosti ¢i absence bodové mutace v DNA ma podle
teoretick¢ho ptedpokladu slouzit diagnosticky primer. Navrhovala jsem dvé skupiny
diagnostickych primertt — jednu pro ur¢eni bodové mutace nukleotidu 3004, a druhou
pro detekci mutace nukleotidu 3154. Diagnostické primery jsem navrhovala tak, aby na
zaklad¢ orientace jejich 3¢ a 5°-konce vzhledem k templatové DNA pii amplifikaci
tvorily PCR produkt s primerem V10F nebo V11R. Obecné PCR produkt vznika vzdy
amplifikaci DNA pomoci dvou primerli, z nichZz jeden nese ve svém ndzvu na
poslednim misté¢ pismeno F z anglického oznaceni ,,Forward“ a druhy pismeno R

z oznaceni ,,Reverse* — takto oznacené primery jsou protismérné orientované.
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Prvni pismeno v ndzvu diagnostickych primerti (nasedajicich na nukleotidovou
pozici v DNA spojovanou s rezistenci kleStika) znamena, ze podle teoretické¢ho
predpokladu a) primer oznaceny pismenem W tvoii PCR produkt pouze pti amplifikaci
DNA s odpovidajicim nukleotidem 3004 nebo 3154 nezménénym bodovou mutaci
(pismeno W z anglického oznaceni ,,Wilde type®“; jedna se o primery: W3004F,
W3004R, W3154F a W3154R). V piipadé b) primer oznaceny pismenem M tvoii PCR
produkt pouze pii amplifikaci DNA s odpovidajicim nukleotidem 3004 nebo 3154
zménénym mutaci (pismeno M z anglického oznaceni ,,Mutant®; jedna se o primery:
M3004F, M3004R, M3154F a M3154R).

Cislice 3004 nebo 3154 za pismeny W a M v nézvu primeru popisuje, na kterou
nukleotidovou pozici ménénou mutaci ma diagnosticky primer svym 3‘-koncem dle

ptedpokladu specificky nasedat (zobrazeno ve schématu 1).

Schéma 1: Predpoklidané nasednuti primeri VI10F a VIIR
a diagnostickych primera (vycet uvedeny v tabulce 6) na templatovou DNA
klestika v€eliho ve vztahu k nukleotidovym pozicim 3004 a 3154 (teoreticky k 3154,
fakticky k 3156 viz Diskuze, strana 62), které podléhaji bodovym mutacim. V dolni
casti schématu jsou zobrazeny ziskané PCR produkty (nepreruSovana c¢ara)
a predpokladané produkty, které se nepodarilo PCR amplifikaci ziskat
(prerusSovana ¢ara, viz dale v textu). Jednotlivé PCR produkty jsou oznaceny jako
A az E.

nukleotidova pozice
2786 3004 3154 3250
I 1 1 1
5¢—» 3¢ 5= 3‘e—5° 5 3‘e=5¢ 345
V10F W3004F W3004R W3154F W3154R V11R
M3004F M3004R M3154F M3154R
A: V10F 465 bp V11R
Bw: V10F W3004R
Bwm: V10F 240bp M3004R
Cw: V10F W3154R
Cwm: V10F 389 bp M3154R
Dw: W3004F V11R
Dw: M3004F 265 bp V11R
Ew: W3154F V11R
Ewm: M3154F  115bp V11R



Produkt A (délka 465 bp) vznikda po amplifikaci DNA ohranicené primery
VIOF+VIIR (mutace nukleotidi 3004 nebo 3154 nema viiv na zisk PCR produktu,
pokud je DNA amplifikovand pouze touto dvojici primerit).

Produkty Bw, Cw, Dw a Ew (vSechny oznacené dolnim indexem ) by podle
teoretického predpokladu meély vznikat po amplifikaci mutaci nezmenéené templatove
DNA primerem s oznacenim W, ktery je ve dvojici s primerem V10F (produkty Bw a Cw)
nebo ve dvojici s primerem V11R (produkty Dw a Ew).

Produkty Bu, Cm, Dw @ Em (VSechny oznacené dolnim indexem w) by podle
teoretického predpokladu mély vznikat po amplifikaci mutaci zménéné templatové DNA
primerem s oznacenim M, ktery je ve dvojici s primerem V10F (produkty Bm a Cum) nebo
ve dvojici s primerem V11R (produkty Dv a Ew).

PCR produkt diagnostického primeru vznikd pouze tehdy, kdyZz tento primer
nasedne zcela komplementarné na templatovou DNA a mize se s ni pfitom svym
3¢-koncem parovat. Tedy PCR produkty diagnostickych primer s oznacenim W maji
byt ziskany pii amplifikaci mutaci nezménéné DNA (at’ se jednd o primery s ¢iselnym
oznacenim 3004 nebo 3154) a PCR produkty diagnostickych primerid oznacenych
pismenem M (s ¢islenym ozna¢nim 3004 nebo 3154) maji vznikat pii amplifikaci

templatové DNA, kterd je na odpovidajici nukleotidové pozici mutovana.

Urceni bodovych mutaci nukleotidovych pozic 3004 a 3154 v templatové DNA
by mélo byt mozné diky navrZeni dvou typii diagnostickych primert pro detekci
bodovych mutaci na téchto pozicich. Tyto typy diagnostickych primeri se vzajemné lisi
nukleotidem nachazejicim se na jejich 3°-konci. Pro identifikaci bodové mutace
nukleotidu 3004 se zde nachazi C cytosin (Wild type) nebo G guanin (Mutant). Pro
identifikaci bodové mutace nukleotidu 3154 by mél byt podle teoretického predpokladu
na zaklad¢é ¢lanku Huberta et al. (2013) na 3°-konci diagnostického primeru T thymin
(Wild type) nebo C cytosin (Mutant). 3‘-konec diagnostického primeru je vzdy navrzen
tak, aby nasedal na nukleotidovou pozici v templatové DNA, jejiz mutaci ma potvrdit
nebo vyvratit.

Primery oznacené pismenem W (Wild type) nasedaji 3‘-koncem na nukleotid
v templatové DNA nezménény mutaci — na nukleotidové pozici 3004 nasedaji

diagnostické primery 3‘-koncem na cytosin, na nukleotidové pozici 3154 na thymin (na
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zaklad¢ teoretického predpokladu). Primery oznacené pismenem M (Mutant) nasedaji
3‘-koncem na mutovany nukleotid v DNA — na nukleotidové pozici 3004 nasedaji
diagnostické primery 3‘-koncem na guanin, na nukleotidové pozici 3154 na cytosin
(teoreticky predpoklad). Zobrazeno ve schématu 2. Diagnostické primery oznacené
Cislem 3154 vSak v disledku chybného navrzeni ve skutecnosti nasedaji na
nukleotidovou pozici 3156 (vysvétleni viz strana 53 a Diskuze, strana 62).

Jestlize nedojde ke zcela komplementarnimu sparovani nukleotidu na 3°-konci
diagnostického primeru s pozi¢né odpovidajicim nukleotidem v templatové DNA (muze
se jednat 0 nukleotid 3004 nebo nukleotid 3154 postihovany bodovou mutaci), ma podle
teoretického ptedpokladu dojit k odchyleni 3°‘-konce diagnostického primeru od

templatového vldkna a PCR reakce tak nema probéhnout (zobrazeno ve schématu 2).

Schéma 2: Princip nasedani diagnostickych primeri W3004R a M3004R na
nukleotidovou pozici 3004 v templatové DNA, pokud je a) provadéna amplifikace
DNA s piivodni sekvenci a b) provadéna amplifikace mutaci zménéné DNA.

a) piivodni sekvence b) mutaci zménénda sekvence
3004 3004
5¢ G 3¢ 5¢ c 3¢
| |
3’C «——5° W3004R IGe+——5° M3004R

3G K 5 M3004R 3C K5 W3004R

Bodové mutace nukleotidovych pozic 3004 nebo 3154 by podle teoretického
pfedpokladu mélo byt mozné detekovat pomoci PCR amplifikacni reakce misto toho,
aby se provadéla sekvenace segmentu zahrnujiciho tyto nukleotidové pozice. Pro
potvrzeni ¢i vyvraceni pfitomnosti konkrétni bodové mutace by méla byt amplifikace
vzorku DNA z jedné populace klestikii (tato DNA je rozpipetovana do dvou PCR
mikrozkumavek) provadéna dvéma soub&zné probihajicimi PCR reakcemi, které se 1isi
sloZzenim primeri v PCR reak¢nich smésich. V kazdé z nich jsou obsaZeny celkem tfi
primery, na vzniku PCR amplifika¢niho produktu se vzdy podili pouze dva ze tii
ptitomnych primert. Prvni PCR reakéni smés obsahuje diagnosticky primer (oznaceni
W) specificky pro nukleotidovou pozici v templatové DNA nezménénou bodovou
mutaci a druhd PCR reakéni smés obsahuje diagnosticky primer (oznaceni M) pro
nukleotidovou pozici mutovanou. Zbylé dva z celkem tfi primert v reakéni smeési
(krom¢ diagnostického primeru W nebo M) jsou primery V10F a VI1IR, které

49



amplifikuji segment zahrnujici nukleotidové pozice ovliviiované bodovymi mutacemi
(viz schéma 3).

Diagnosticky primer nasedd na templatovou DNA do pozice mezi okrajovymi
primery VIOF a V11R (schéma 3). V piipadé, ze je diagnosticky primer zcela
komplementarni s templatovou DNA, probiha amplifikace DNA pomoci tohoto
diagnostického primeru a jednoho okrajového primeru — toho 0 protismérné orientaci
(diagnosticky Reverse primer R+V10F nebo diagnosticky Forward primer F+V11R).
Amplifikaci vznika odpovidajici PCR produkt Bw, Bm, Cw, Cm nebo Dw, Dwm, Ew, Em
(viz schéma 1). Pokud neni diagnosticky primer zcela komplementarni s templatovou
DNA, zadny PCR produkt od néj nevznikd, vznika misto toho PCR produkt primert
V10F+V11R (PCR produkt A na schématu 1).

Princip vzniku PCR produktu pfi amplifikaci templdtové DNA za pouziti

reakéni smési obsahujici tfi primery je uvedeny na schématu 3.

Schéma 3: PCR amplifikace DNA kleStika véeliho za pouziti PCR reakéni
smési obsahujici tFi primery, pri které tvori ziskany PCR produkt a) dvojice
primeri V10F+Reverse diagnosticky primer (W3004R) a b) dvojice primert
V10F+V11R (diagnesticky primer M3004R neni na svém 3¢-konci komplementarni
s templatovou DNA). Zobrazeno pro pribéh amplifikace pii detekci bodové
mutace nukleotidu 3004.

a) PCR produkt vznikajici amplifikaci DNA nezmeénéné mutaci pomoci dvojice primerii
V10F+W3004R.
vznikajici PCR produkt (délka 240 bp)

3004
3¢ | 5¢
5¢=——»3¢ Je——5° Je——5
V10F diagnosticky V11R

primer W3004R

b) PCR produkt vznikajici amplifikaci DNA nezménéné mutaci pomoci dvojice primerii
V10F+V11R (diagnosticky primer M3004R neni na svém 3‘-konci komplementdrni
S templatovou DNA).

vznikajici PCR produkt

3004 (délka 465 bp)
3 } 5¢
S>3 3‘.%5‘ JeeE—5¢
V10F diagnosticky V11iR

primer M3004R
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Napftiklad: pokud mé na nukleotidovou pozici v templatové DNA nezménénou
bodovou mutaci (Wild type) nasedat diagnosticky primer, ktery ma na svém 3°‘-konci
nukleotid v mutované varianté (S Wild type DNA nekompatibilni diagnosticky primer
M), nevede amplifikace DNA od tohoto diagnostického primeru k syntéze vlakna DNA.
PCR produkt vznikd pomoci zbylych primerd VIOF+V11R (PCR produkt A na
schématu 1) a v tomto upotfadani PCR reakce slouzi jako potvrzeni, ze PCR amplifikace
templatové DNA nebyla inhibovana vnéj$i kontaminaci ¢i chybou. Pokud by byla
provedena PCR amplifikace templatové DNA pouze dvojici primert (diagnosticky
primer+protismérné orientovany okrajovy primer V10F nebo V11R) a diagnosticky
primer by s DNA nebyl zcela komplementarni, nevznikl by pomoci téchto dvou primert
zadny PCR produkt. Nebylo by tedy mozné spolehlivé a jednoznacéné uréit, zda tato
skute€nost vypovida o ptitomnosti ¢i absenci bodové mutace v DNA klestiki, nebo
0 tom, ze PCR amplifika¢ni reakce selhala z né¢jakého jiného divodu (kontaminace PCR
reak¢ni smési, chyba pfi pipetovani, nastaveni termocykléru apod.).

Sekvence vsech diagnostickych primerti navrzenych pro PCR amplifikaci genu
pro sodikovy kandl, v jehoz sekvenci se objevuji bodové mutace nukleotidi 3004

a 3154, a dvojice ptevzatych primert V10F a V11R, jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Sekvence prevzatych primeru (oznacené *), publikovanych
Hubertem et al. (2013), a diagnostickych primeri nasedajicich na mutacemi
postihované nukleotidové pozice 3004 a 3154 (respektive 3156 viz strana 53
a Diskuze, strana 62) genu pro sodikovy kanal KkleStika vceliho, které byly
detekovany ve vztahu k jeho rezistenci k tau-fluvalinatu.

Pozice , Vazba 3¢-konce
Primer Sekvence (5°-3¢) nase dnuti nukleotidu
primery na pozici
(5°-39
VIOF* | TGAAGCTTATGGCGAAAAG 27862804 2804
VIIR* | CGAGAAAGAACGGGATACA 3250-3232 3250
W3004R | ACACAAAGGTCAGGTTACCCAG
M3004R | ACACAAAGGTCAGGTTACCCAC | S025-3004
W3004F | GGCAAGACGATAGGAGCTC 3004
M3004F | GGCAAGACGATAGGAGCTG 2986-3004
W3154R | CACCCGAAAGACAATCATC R
M3154R | CACCCGAAAGACAATCATG 3174-3156 R
W3154F | TTAGATTTCATGCACTCGTTG A 3156
M3154F | TTAGATTTCATGCACTCGTTC 3136-3156
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Legenda k tabulce 6:
A Diagnostické primery oznacené cislem 3154 (které maji byt pouzivany pro detekci
bodové mutace nukleotidu 3154 a nasedat svym 3°‘-koncem na tento nukleotid

V templatové DNA) nasedaji v diisledku jejich chybného navrzeni na nukleotid 3156 (viz

strana 53 a Diskuze, strana 62).

¢) PCR amplifika¢ni reakce

PCR amplifikaci casti genu pro sodikovy kanal klestika vceliho, obsahujici
nukleotidové pozice 3004 a 3154, jsem provadéla nejdiive za pouziti PCR reakcni smeési
obsahujici dvojici primer V10F+V11R (abych zjistila optimalni teplotu annealingu T,
primert, koncentraci hofe¢natych ionti apod.). Poté jsem za pouziti téchto reak¢énich
podminek testovala, zda vznikaji PCR produkty amplifikaci DNA dvojicemi primert
V10F+diagnosticky primer R (Reverse) a VI11R+diagnosticky primer F (Forward).
Pokud PCR produkt téchto dvojic primerti nevznikl, snaZzila jsem se adekvatné upravit
podminky PCR reakce (Ta, koncentrace hofe¢natych ionttr). Jestlize PCR produkt téchto
primeru po amplifikaci DNA vznikl, provedla jsem optimalizaci podminek PCR reakce
pro amplifikaci templatové DNA za pouziti reakéni smési obsahujici téi primery (pro

planovanou detekci bodovych mutaci a hodnoceni rezistence populaci klestik).

Reakéni podminky pro amplifikaci templatové DNA primery VI0F+V11R

Pro pocate¢ni optimalizaci amplifikace jsem pouzila doporucené parametry PCR
reakce pouzivané pro amplifikaci DNA provedenou pomoci dvojice ptevzatych primera
VI10F+V11R. Pti pouziti doporucené teploty annealingu Ta 56 °C jsem neziskala PCR
produkty, které by byly po elektroforetické separaci v gelu a vizualizaci spolehlivé
detekovatelné. Postupné jsem tedy snizovala Ta az na 48 °C, ¢imz jsem ziskala PCR
produkty, které se po zviditelnéni na gelu jevily jako kontrastn&jsi pruh. Nasledn¢ jsem
zvySila koncentraci hofe€natych iontl v PCR reakéni smési na dvojndsobnou (na
3,4 mmol/l) z puvodnich 1,8 mmol/l. Pfi pouziti koncentrace hofecnatych ionti
3,4 mmol/l v PCR reak¢ni smési jsem mohla zvysit Ta na 50-52 °C, pticemz PCR
produkt o velikosti 465 bp, vznikly amplifikaci DNA pomoci dvojice primera
V10F+V11R, byl po vizualizaci dobie detekovatelny (obrazek 6).
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Amplifikace templatové DNA za pouziti diagnostickych primeru teoreticky

nasedajicich na nukleotidovou pozici 3154

Pii amplifikaci templatové DNA diagnostickymi primery, podle teoretického
predpokladu nasedajicimi na nukleotid 3154, (kazdy pouzity ve dvojici s k nému
protismérné orientovanym primerem V10F nebo VI1R) jsem neziskala zddné¢ PCR
produkty (jedna se o teoreticky odvozené PCR produkty Cw, Cwm, Dw, Dm, Ew @ Em na
schématu 1). Pro amplifikaci jsem pouzila jak diagnostické primery dle piedpokladu
nasedajici na nukleotid 3154 nezménény mutaci, tak diagnostické primery nasedajici na
nukleotid 3154 mutovany. Jednalo se o dvojice primert VIOF+W3154R (PCR produkt
Cw na schématu 1), VI0F+M3154R (PCR produkt Cm na schématu 1), W3154F+V11R
(PCR produkt Ew na schématu 1) a M3154F+V11R (PCR produkt Em na schématu 1).
Diagnostické primery oznacené Cislem 3154 jsou totiz chybné navrZzeny a poslednim
nukleotidem na svém 3°-konci nasedaji na nukleotid 3156 v templatové DNA, misto na
nukleotid 3154 (viz Diskuze, strana 62).

Vzhledem k tomu, ze mutacni zména nukleotidu 3154 nema piimy vztah
k rezistenci klestika k tau-fluvalinatu, nebyla detekce bodové mutace nukleotidové
pozice 3154 pro mou praci prioritni. Diagnostiku rezistence klestika vceliho jsem tedy
provadéla pouze ve vztahu k detekci bodové mutace nukleotidu 3004 ve VmNa genu pro

sodikovy kanal tohoto parazita.

Amplifikace templatové DNA za pouziti diagnostickvch primeru nasedajicich na

nukleotidovou pozici 3004

Pii amplifikaci templatové DNA pomoci diagnostickych primert, které jsou
svym nukleotidem na 3°-konci komplementarni k odpovidajicimu nukleotidu 3004
Vv templatové DNA, jsem narazila na problém pfi pouziti Forwardovych diagnostickych
primerit W3004F a M3004F. Oba tyto diagnostické primery by podle teoretického
predpokladu mély tvofit PCR produkt spolu s protismérn€ orientovanym primerem
V11R (teoreticky odvozené PCR produkty Dw a Dm na schématu 1). Amplifikace DNA
dvojici primert W3004F+V11R ani dvojici M3004F+V11R vsak nevedla ke vzniku
PCR produktu, ktery by byl hodnotitelny. Ten se po vizualizaci v gelu jevil jako
Smouha. Diagnostické primery W3004F a M3004F jsem tedy pro amplifikaci

templatové DNA dale nepouZivala.
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Pro detekci bodové mutace nukleotidu 3004 v DNA klestika vceliho jsem
vyhodnotila jako nejlépe fungujici Reverse primery W3004R a MB3004R. Tyto
diagnostické primery maji podle teoretického piedpokladu amplifikovat templatovou
DNA spolu s protismérné orientovanym primerem VI10F za vzniku PCR produktu
0délce 240 bp (mluvime tedy o dvojici primert VI10F+W3004R a dvojici
V10F+M3004R, amplifikaci vznikaji PCR produkty Bw a Bwm, viz schéma 1). Jelikoz
v analyzovanych vzorcich DNA klestiki nebyl nalezen zadny vzorek DNA
s mutovanym nukleotidem 3004 (na mutované nukleotidové pozici 3004 se Vv této
situaci ma nachdzet guanin misto cytosinu), ziskala jsem produkt o délce 240 bp pouze
pti amplifikaci DNA dvojici primerd VI0F+W3004R (ne s primery V10F+M3004R).
Optimalni Ta pro amplifikaci DNA témito primery ¢inila 50 °C, hodnotitelny PCR
produkt vSak vznikal i pfi vyssich Ta (az 56 °C).

Optimalizace podminek pro amplifikaci templatové DNA za pouziti PCR

reakéni smeési obsahujici tfi primery

Trojice primerti v PCR reakéni smési byla vzdy tvofena primery V10F a V11R
atietim, diagnostickym primerem (W3004R nebo M3004R) se specifickym
nukleotidem na jeho 3°-konci, ktery pozi¢né odpovida nukleotidové pozici 3004
(ovliviiované bodovou mutaci).

Kazdy vzorek DNA urceny pro zkuSebni stanoveni mutace nukleotidu 3004 byl
rozdélen do dvou PCR mikrozkumavek a amplifikovan za pouziti PCR reak¢nich smési,
které se od sebe navzajem lisi ve slozeni primert. V prvni PCR reakéni smési jsou
obsazeny primery VIOF+V11R+W3004R (primer W3004R je zcela komplementarni
s templatovou DNA obsahujici mutaci nezménény nukleotid 3004). Ve druhé PCR
reakéni smési jsou obsazeny primery V10F+V11R+M3004R (primer M3004R je zcela
komplementarni s templdtovou DNA obsahujici mutaci zménény nukleotid 3004).
Pokud by v budoucnu méla byt tato PCR amplifikace se tfemi primery v reakéni smeési
pouzivana k detekci bodové mutace nukleotidu 3004 v DNA klestika vceliho
(a stanoveni jeho rezistence k tau-fluvalinatu), mél by byt vzorek z jedné populace
klestikii amplifikovan obéma témito PCR reakcemi. M¢lo by tak byt na zakladé
teoretického predpokladu mozné urcit, zda jsou populace klestikti vnimavé, rezistentni

4

¢i Castecné rezistentni K tau-fluvalinatu (viz schéma 4 v ¢asti Diskuze).
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Pii optimalizovani podminek pro amplifikaci DNA za pouziti PCR reakéni
smési Se tfemi primery jsem postupnym testovanim stanovila nejvyhodné&jsi vzajemny
pomér primerd VI10OF:V11R:W3004R (respektive V10F:V11R:M3004R) jako 2:1:1.
Zvysena koncentrace Forward primeru V10F méla pozitivni vliv na zisk vyraznéjsiho
PCR produktu po jeho rozdéleni gelovou elektroforézou a vizualizaci (obrazek 6).

Vizualizované PCR produkty, které jsem ziskala amplifikaci DNA klestika
v¢eliho izolované z populace, kterd je vnimava k tau-fluvalinatu (nenese bodovou
mutaci nukleotidové pozice 3004), jsou zobrazeny na nasledujicim elektroforetogramu

(obrazek 6).

Obrazek 6: Elektroforetogram produktia PCR amplifikace segmentu VmNa
genu pro sodikovy kanal klestika véeliho, zahrnujiciho nukleotidovou pozici 3004
nezménénou mutaci. Amplifikace byla provadéna pomoci primera V10F, V11R,
W3004R a M3004R v kombinacich, které jsou uvedeny pod obrazkem.
Elektroforeticka separace v agarézovém gelu o 1,5% Kkoncentraci probihala
90 minut pFi napéti 60 V.

Marker délky M S1 S2 A B S1 S2 M DélkaPCR

dvousroubovice produktu
DNA
1000 bp > - -
— ot «— 750 bp
‘ am
500bp — : e S 465 bp
P -~
s aw - —240bp
100bp — 4 -

Legenda: Délky PCR produktii jsou uvedeny vietné délky primerii, které se
podilely na jejich vzniku.
M: marker délky dvousroubovice DNA
S1: PCR produkt ohraniceny primery V1I0OF+V11R (velikost 465 bp), vznikly z PCR

reakcni smési s dvojici primeri VIOF+VI1IR.
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S2: PCR produkt ohraniceny primery V1I0F+W3004R (velikost 240 bp), vznikly z PCR
reakcni smési s dvojici primeri V1I0F+W3004R.

A: PCR produkt amplifikovany primery V1I0F+W3004R, vznikly z PCR reakcni smési se
tremi primery V10F+V11R+W3004R (velikost 240 bp).

B: PCR produkt amplifikovany primery V1I0F+V11R, vznikly z PCR reakcni smési se
tremi primery V10F+V11R+M3004R (velikost 465 bp; ddle je patrny nespecificky
produkt velikosti priblizné 750 bp).

Amplifikaci DNA za ucelem stanoveni ¢i vyvraceni pfitomnosti bodové mutace
nukleotidu 3004, jejiz PCR produkty jsou viditelné na obrazku 6, jsem provadéla dvéma
PCR reakcemi, které se lisily slozenim primer v reak¢nich smésich. V reak¢éni smési
prvni PCR reakce se nachazely primery V10F+V11R+W3004R (jamka A; velikost PCR
produktu dvojice amplifikujicich primert V10F+W3004R je 240 bp) a ve druhé reak¢ni
smési primery V10F+V11R+M3004R (jamka B; velikost PCR produktu dvojice
amplifikujicich primert VIOF+V11R je 465 bp, patrny je rovnéz nespecificky produkt
ptiblizné délky 750 bp).

Zvysenim T, pro amplifikaci DNA za pouziti PCR reakéni smési obsahujici tii
primery  V10F+V11R+M3004R jsem dosahla postupného zmenseni tvorby
nespecifického PCR produktu (pifiblizné délky 750 bp), ovSem se vzristem Ta (aZ na
56 °C) se zacal tvotit jiny nespecificky PCR produkt o délce asi 200 bp. Vysledny PCR
produkt délky 456 bp primertt VIOF+V11R postupné s teplotou vzristajici na 56 °C
ovSem ztracel na intenzité. Proto jsem nakonec zvolila jako kompromisni Ta 50 °C,
i kdyz jsem na elektroforetogramu nachazela nespecificky PCR produkt (o piiblizné
délce 750 bp). V PCR reakéni smési jsem pouZila koncentraci hofecnatych iontl
3,4 mmol/l, diky které jsem ziskala vizudln€ vyrazné PCR produkty

Pro porovnani a standardizaci délky nukleotidového fetézce vzniklého
diagnostického PCR produktu jsem provedla i amplifikaci DNA pomoci dvojice
primert VI0F+V11IR (jamka S1; PCR produkt velikosti 465 bp) a dvojice primert
V10F+W3004R (jamka S2; PCR produkt velikosti 240 bp). Na levém a pravém okraji
elektroforetogramu je viditelny komercéni marker délky dvousroubovice DNA. Po pravé
strané obrazku 6 jsou pro piehlednost vyznacené ziskané PCR produkty s jejich délkou.

Béhem izolovani a analyzy genomické DNA klestika vceliho se mi nepodafilo
identifikovat Z&dnou populaci klestiki, v jejiz DNA by byla pfitomna mutace
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nukleotidu C—G na pozici 3004, ktera ma spojitost se vznikem rezistence klestika
k varroacidni latce tau-fluvalinatu. Nebyla jsem tedy schopna otestovat chovani primerd
V10F, V11R, W3004R a M3004R béhem amplifikace sekvence genu pro sodikovy
kanal s mutaci zménénym nukleotidem 3004. Amplifikace sekvence genu pro sodikovy
kanal, ve které by nukleotid 3004 byl zménén bodovou mutaci, by vSak méla byt
Vv pfipadé pozitivniho vzorku populace klestikd GspeSna (pii amplifikaci za pouziti
primerd V10F+V11R+M3004R v reak¢éni smési ma dle ptedpokladu vznikat PCR
produkt primeri V10F+M3004R délky 240 bp).

Na zaklad¢ navrzenych podminek pro PCR amplifikaci vzorku DNA dvéma
PCR reakcemi, lisicimi se ve slozeni primerd v reakéni smési, je mozné uréit mutaci
nukleotidu 3004 v DNA klestika vceliho zatim s cCasteCnou spolehlivosti. Pro
jednozna¢né vysloveni zavéru bude tfeba podrobit analyze i genomickou DNA
z populaci klestikti, které jsou k varroacidni latce tau-fluvalinatu rezistentni. Tyto

populace klestikd se mi ovSem béhem mé prace nepodafilo detekovat.

Na skute¢nost, ze jsem ziskala pouze ¢ast PCR produkti ze vSech, které jsem na
pocatku mé prace teoreticky odvodila, ma znacny vliv zvySend praSnost v laboratofi
zpusobend nedostate¢né¢ fungujici vzduchotechnikou a klimatizaci. V této laboratofi
jsem na pocatku pracovala se vzorky DNA klesiku a pozdéji jsem je zde skladovala
spolu s dalsim pouzivanym materialem. Problémy se vzduchotechnikou v laboratoti
staly za opakujicimi se kontaminacemi, ke kterym dochazelo béhem izolace genomické
DNA klestiki i jeji PCR amplifikace. Prvnich nékolik mésict experimentalni prace bylo
takto znehodnoceno, protoze jsem netusila, ze opakujici se kontaminace PCR reakci
jsou zpisobované problémy se vzduchotechnikou v prostorach laboratote.
V experimentalni praci tak doSlo ke zbytecnému zdrZeni, jelikoz jsem hledala zdroj
problémi v kvalité¢ chemikalii, jejich pfipravé, ve spradvném nastaveni piistrojového
vybaveni laboratote (pH metr, termocyklér, autoklav). K vyfeSeni problému nevedly ani
pokusy se sterilizaci vzduchu pomoci germicidni lampy. VSechna vySe jmenovana
opatfeni opakujicim se kontaminacim nezabranila a byla bezvysledna.

Po nalezeni zdroje kontaminaci jsem pfipravu PCR reak¢nich smési provadéla
Vv laboratofi (ve flowboxu), ve které by prasnost méla byt adekvatné regulovana. Pfi
mych doposud ziskanych laboratornich zkusenostech vsak nemohu pIn¢ vyloucit, ze ke

kontaminaci PCR amplifika¢nich reakci nemohlo c¢astecné dochazet i v této dobé
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(vzorky DNA klestiki a dals$i pouzivany material jsem vzhledem k prostorovym
moznostem katedry skladovala v , kontaminované® laboratofi). Jedinym spolehlivym
feSenim je tedy pouze oprava vzduchotechniky a klimatizace v domovské laboratofi,

ktera je vSak planovana az po odevzdani této bakalaiské prace.
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6 Diskuze

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala detekci bodovych mutaci nukleotid
3004 a 3154 v genu pro sodikovy kanal, které se v DNA klestika vceliho (Varroa
destructor) vyskytuji v souvislosti se vznikem jeho rezistence k tau-fluvalinatu. Pro
detekci téchto bodovych mutaci jsem pouzila PCR amplifikaci segmentu genu pro
sodikovy kanal za tucasti specifickych primert, které nukleotidem na svém 3‘-konci
komplementarn¢ nasedaji na odpovidajici nukleotid v templatové DNA ovliviiovany
bodovou mutaci (na nukleotid 3004 nebo 3154). Metodu se mi podafilo optimalizovat
zatim c¢astecné, jelikoz jsem neméla k dispozici DNA s mutaci zménénym nukleotidem
3004. Detekci bodové mutace nukleotidu 3154 jsem nebyla schopna provést, protoze
diagnostické primery nasedajici na tento nukleotid nebyly schopny templatovou DNA

amplifikovat.

a) Priprava klestiki pro izolaci genomické DNA, izolace genomické DNA

Pro oddéleni klestikii od vceli méli pomoci flotacni metody se jako flotacni
roztok nejcastéji pouziva technicky alkohol nebo stolni olej (Navratil et al., 2012).
V Narodni referen¢ni laboratofi pro zdravi vcel fungujici na Statnim veterindrnim
ustavu v Olomouci je jako flotaéni tekutina pouZzivan technicky alkohol. Ve své praci
jsem pouzila pro flotaci roztok 96% ethanolu. Druh pouzité¢ flotacni tekutiny by
nicméné nemél mit vyrazné odliSny vliv na ziskané mnozstvi kleStiki odebranych timto
zpusobem ze veeli méli.

Izolaci genomické DNA jsem provadéla z 50 samic klestikd, aby bylo mozné
populaci. Samce klestika jsem pro izolaci DNA nepouzila, jelikoz dosahuji v porovnani
se samicemi malé velikosti a v méli se vyskytuji v miniméalnim poétu (Cermak et al.,
2016). I1zolaci DNA z 50 samic klestika provadéli ve své praci také autoti Wang et al.
(2003) behem amplifikace DNA pro urceni sekvence VmNa genu pro sodikovy kanal
klestika vceliho. Z 50 samic klestiki izolovali DNA rovnéz Hubert et al. (2013) pfi
detekci nukleotidovych pozic, které¢ podléhaji bodovym mutaci Ve spojitosti s rezistenci
klestika. Béhem izolace genomické DNA pomoci kitu Exgene™ Genomic DNA micro
(GeneAll), za pouziti protokolu pro izolaci genomické DNA z vlasi a nehtl, jsem
ziskala DNA o koncentraci postacujici pro PCR amplifikacni reakei 1 po izolaci DNA

pouze z jedné samice klestika.
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Pro PCR amplifikaci jsem pouzivala vyizolovanou genomickou DNA klestikt
rozpusténou v 50 pl deionizované vody. Vyrobee izola¢niho kitu Exgene™ Genomic
DNA micro (GeneAll) doporuéuje pro rozpusténi deklarovany pufr s oznacenim AE
(10 mmol/l' Tris-HCI; 0,5 nmol/l EDTA o pH 9,0). Amplifikace DNA rozpusténé
v tomto pufru vSak byla problematicka a nevedla ke vzniku vizualné vyraznych PCR
produktii po jejich elektroforetické separaci a vizualizaci. Pravdépodobné dochazi
k interferenci zpusobené roztokem EDTA obsazenym v AE pufru, ktery snizuje
celkovou koncentraci hofecnatych iont obsazenych v PCR reakéni smési béhem
amplifikace DNA (Anonymous23, 2017). Dalsi moznosti je pak inhibice PCR
amplifikace z divodu kontaminace vzorkit DNA (viz strana 57), ke které mohlo dojit
béhem tiizeni klestikii v domovské laboratofi s problematickou vzduchotechnikou
(v dobg, kdy nebyl znamy ptvodce kontaminaci). Eluci DNA z izola¢ni kolony jsem

provadéla deionizovanou vodu, kterou je podle vyrobce kitu mozné rovnéz pouzit.

b) Navrzeni diagnostickych primeri pro PCR amplifikaci DNA klestika

véeliho

Vychézela jsem z ptedpokladu, Ze PCR amplifikace DNA neprob¢hne, pokud se
diagnosticky primer zcela komplementarné neparuje s templatovou DNA (Jing et al.,
2012). Konkrétné pokud se nukleotid na 3’-konci diagnostického primeru neparuje
s mistem V templatové DNA ovliviiovanym bodovou mutaci (jedna se o nukleotidy
3004 nebo 3154), tedy vzajemné nejsou zcela komplementarni, DNA polymeraza
nebude diagnosticky primer prodluzovat a syntetizovat vlakno DNA (Jing et al., 2012).
Pokud je 3‘-konec navrzeného diagnostického primeru k nukleotidu v templatové DNA
komplementarni, PCR amplifikace DNA od tohoto diagnostického primeru ma
probéhnout. Nesouladu vazby 3°-konce primeru s templatovou DNA vzniklému
v dusledku vzajemné nekomplementarity se vyuziva naptiklad u analyzy SNP (Single
nucleotide polymorphism), ktera slouzi jako diagnosticka technika v genetickych
a evolu¢nich studiich (Jing et al., 2012).

VSechny diagnostické primery jsem navrhovala tak, aby jimi bylo mozné
provadét PCR amplifikaci ve dvojici s primerem V10F nebo V11R, které jsem pievzala
z publikace Huberta et al. (2013). Autofi pomoci primerd V10F a V11R amplifikovali
segment VmNa genu pro sodikovy kanal kleStika vceliho, ve kterém detekovali
ptitomnost bodovych mutaci nukleotidii 3004 a 3154 spojovanych s rezistenci klestika

k tau-fluvalinatu.
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Hodnoceni kvality pfevzatych primeru V10F a V11R pomoci programu Primer3

Kvalitu ptevzatych primert V10F a V11R jsem pied amplifikaci DNA hodnotila
pomoci programu Primer3 (Rozen et Skaletsky; 2000). Podle hodnoceni tohoto
programu nejsou primery V10F a V11R idealné navrzené. Hodnoceni pro primer V10F
zni: ,,Tm too low/high hairpin stability (thermodynamic approach 39,74 °C =
the calculated value of the melting temperature of the most stable hairpin structure of
the primer or oligo.” (Tzn. teplota tani Tm primeru je ptiliz nizka, primer vykazuje
vysokou vlasenkovou stabilitu pii teploté 47,28 °C = vypocitana hodnota teploty tani
nejstabilnéjsi vlasenkové struktury primeru nebo oligonukleotidu) (Primer3 — Rozen et
Skaletsky; 2000). Pro primer V11R zni hodnoceni programu Primer3 stejné, pii¢emz
jako Tm nejvyssi vlasenkové stability byla stanovena teplota 39,74°C (Primer3 — Rozen
et Skaletsky; 2000).

Pro svou praci jsem se i pfes hodnoceni kvality Primerem3 rozhodla primery
V10F a V11R pouzit, jelikoz podle vysledki Huberta et al. (2013) by méla byt

amplifikace DNA témito primery proveditelna bez problému.

¢) PCR amplifikace DNA Kklestika véeliho

Béhem mé prace jsem opakované nebyla schopna ziskat PCR produkt
amplifikace DNA pomoci nékterych dvojic primerd, ve kterych byly obsaZzeny pievzaté
primery V10F a V11R. Primer V11R neamplifikoval templatovou DNA ve dvojici
s primery W3004F, M3004F, W3154F ani M3154F (viz schéma 1, jedna se o teoreticky
odvozené PCR produkty Dw, Dm, Ew @ Em). Primer V10F neamplifikovat templatovou
DNA ve dvojici s primery W3154R ani M3154R (viz schéma 1, jedna se o teoreticky
odvozené PCR produkty Cw a Cm). Ani po osobni komunikaci s autory c¢lanku
Hubertem et al. (2013) jsem nebyla schopna uréit, z jakého dtivodu je nemozné provést
amplifikaci DNA pomoci primerd VIOF a V11R se spolehlivymi vysledky. Jejich
odpovédi byly vyhybavé neurcité. BEhem amplifikace jsem byla nucend snizit teploty
annealingu primerd VIOF a VIIR o 6 °C (z doporucenych 56 °C na 50 °C) za
soucasného navySeni koncentrace hofecnatych ionti v PCR reakéni smési na
dvojnasobek (z 1,8 mmol/l na 3,4 mmol/l).

PCR amplifikaci DNA klestika pomoci primeru V11R pouzitého ve dvojici
primerit M3004F+V11R a M3154F+V1IR jsem vSak nebyla schopnd adekvatné
posoudit, jelikoz jsem k analyze neméla k dispozici templatovou DNA obsahujici
mutované nukleotidy 3004 a 3154.
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Na zaklad¢ hodnoceni kvality primerd V10F a V11R programem Primer3 je
pravdépodobné, ze tyto primery tvoii béhem amplifikace DNA vlasenkové struktury.
Muze tak dochazet k jejich nespecifické vazbé na vldkno templatové DNA nebo
K tplnému ¢i ¢aste¢nému zablokovani PCR amplifikace (Anonymousl4, 2017; Rozen et
Skaletsky; 2000).

Amplifikace templatové DNA pomoci diagnostickych primeru nasedajicich na

nukleotidovou pozici 3154 (respektive 3156)

Béhem amplifikace DNA jsem narazila rovnéz na problémy pfi pouZzivani
diagnostickych primi navrzenych pro detekci bodové mutace nukleotidu 3154.
Amplifikacni reakce za pouziti diagnostickych primerdt W3154F, M3154F, W3154R
a M3154R nevedla ke vzniku PCR produktu. Podle teoretického ptedpokladu by mél
byt amplifikaci DNA ziskan miniméln¢ jeden PCR produkt, pokud na nukleotid 3154
v templatové DNA diagnosticky primer naseda. K problémum pii amplifikaci sekvence
témito diagnostickymi primery by teoreticky mohlo dojit za ptedpokladu, Ze v blizkosti
nukleotidu 3154 probéhla dals$i bodova mutace, ktera brani jejich nasednuti na
templatovou DNA (Jing et al., 2012).

Provedla jsem tedy porovnani sekvence genu pro sodikovy kanal (GenBank
oznaceni AY259834.1, publikovana Wangem et al., 2003, podle které jsem navrhovala
diagnostické primery pro detekci mutace) se sekvenci, ve které byly identifikovany
mutace nukleotidii 3004 a 3154 (GenBank oznaceni KC152655.2, publikovana
Hubertem et al., 2013). Sekvence jsem porovnavala pomoci programu Mega7 (Kumar
et al., 2016) a zjistila jsem, Ze se tyto sekvence lisi nukleotidem na pozici 3156.

V blizkosti nukleotidu 3154 probéhla dal$i mutace (supresorova) (Prelich, 1999),
postihujici nukleotid 3156, jejiz vznik autoti Hubert et al. (2013) ve svém ¢lanku vibec
neokomentovali. Na nukleotidové pozici 3156 se tedy dle sekvence publikované témito
autory nachazi cytosin (jedna se o C v kodonu TTC, ktery koduje aminokyselinu Phe na
pozici 1052) (GenBank oznaceni KC152655.2). V prvni publikované sekvenci VmNa
genu pro sodikovy kanal (Wang et al., 2003) se na nukleotidové pozici nachazi guanin
(jednd se o G v kodonu TTG, ktery koduje aminokyselinu Leu na pozici 1052)
(GenBank oznaeni AY259834.1). Odlisnost téchto dvou sekvenci (na nukleotidové
pozici 3156) jsem zaznamenala az po navrzeni vSech diagnostickych primert. Tato
skutecnost vedla k tomu, Ze diagnostické primery W3154R, W3154F, M3154R
a M3154F jsou na zakladé netplnych informaci publikovanych Hubertem et al. (2013)
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navrzené chybng. Jejich 3°-konec se paruje s nukleotidovou pozici 3156 v templatové
DNA, misto s pozici 3154.

Diagnostické primery W3154F a M3154F (navrzené pro amplifikaci DNA ve
dvojicich W3154F+V11R nebo M3154F+V11R) maji na nukleotidové pozici 3154
thymin (Wild type DNA). Na nukleotidové pozici 3156 pak guanin (DNA populaci
klestikti sekvenovana Wangem et al., 2003) nebo cytosin (DNA populaci klestikt
sekvencovana Hubertem et al., 2013). Pokud by amplifikace templatové DNA nékterou
z téchto dvojic primerit nevedla ke vzniku PCR produktu, svéd¢ila by tato skutecnost
0 vzniku bodové mutace nukleotidu 3154, pfipadné¢ by amplifikace mohla selhat
z jinych pficin (napiiklad kontaminace PCR reak¢ni smési). Amplifikace templatové
DNA diagnostickymi primery W3154R a M3154R (navrzené pro amplifikaci DNA ve
dvojicich VIOF+W3154R nebo V10F+M3154R) by neméla byt zavisla na tom, zda je
nukleotid 3154 v templatové DNA mutovaného (Mutant) nebo ptivodniho typu (Wild
type). K selhani amplifikace templatové DNA by mélo dojit pouze v duasledku
blokovani PCR reakce v dasledku vysoké vlasenkové aktivity oblasti ve vzdalenosti
ptiblizné 20 nukleotidd (v 5° i 3° sméru) od nukleotidu 3154 nebo z jinych pficin
(naptiklad kontaminace PCR reak¢ni smési).

Primery W3154R, W3154F, M3154R a M3154F jsou pro spolehlivou detekci
bodové mutace nukleotidu 3154 nepouzitelné. V neprospéch amplifikace oblasti DNA
zahrnujici nukleotid 3154 pfispiva mimo jiné i fakt, Zze primery nasedajici ve
vzdalenosti pifiblizné 20 nukleotidii (nalevo 1 napravo od nukleotidu 3154) vykazuji
podle hodnoceni programu Primer3 (Rozen et Skaletsky; 2000) vysokou vlasenkovou

aktivitu.

PCR amplifikace templitové DNA za pouziti reakéni smési obsahujici tfi

rimer

Urceni pfitomnosti ¢i absence bodové mutace v templatové DNA pomoci PCR
amplifikace za pouziti reak¢ni smési obsahujici tfi primery jsem provadéla, abych
vyloucila ziskani negativnich vysledki amplifikace jako nasledku kontaminace ¢i chyby
pfi pipetovani. Tfi primery V PCR reakcéni smési pii amplifikaci DNA byly pouzity
napiiklad ve studii Wanga et al. (2011). Autofi v tomto uspofadani provadéli urceni
pohlavi jedinct volavky zlutozobé (Egretta eulophotes). Trojice primerd byla sloZzena
z jednoho primeru piimého (Forward primer) a dvou primerd zpétnych (Reverse)

v poméru 1:1:1. Autofi na zéklad¢ pouziti stejné PCR reak¢ni smési se tiemi primery
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ziskali odlisné dlouhé PCR produkty v zavislosti na tom, zda provadéli amplifikaci
ptac¢iho Z nebo W chromozomu (Wang et al., 2011). Ve své praci jsem na rozdil od
Wanga et al. (2011) pouzila pomér tii primerd v reakéni smési jako 2:1:1
(VIOF:VI11R:W3004R ¢i V10F:V11R:M3004R), pficemz pievazuje mnozstvi Forward
primeru V10F oproti kazdému z Reverse primert (V11R, W3004R nebo M3004R). Pii
pouziti tohoto poméru jsem po vizualizaci v gelu detekovala vyraznéjsi PCR produkty,

nez pii pouziti vzéjemného poméru primera 1:1:1.

Pro detekci bodové mutace nukleotidu 3004 jsem v reakénich smésich pouzila
primery V10F+V11R+W3004R nebo V10F+V11R+M3004R. Oba primery oznacené
pismenem R nasedaji na stejné vlakno DNA. Dochazi mezi nimi tedy ke kompetici o to,
ktery z nich se bude podilet na vzniku PCR produktu spolu s protismérné orientovanym
primerem V10F (Patrinos et Ansorge, 2010). Na zaklad¢ ¢lanku Patrinose et Ansorge
(2010) jsem teoreticky odvodila, ze by po amplifikaci DNA mély vznikat dva PCR
produkty (pokud je diagnosticky primer zcela komplementarni s templatovou DNA).
Jeden PCR produkt délky 465 bp (pomoci primert VI0F+V11R) a jeden PCR produkt
délky 240 bp (pomoci primerd V10F+W3004R, ptipadné VI0OF+M3004R). V disledku
vzajemné kompetice by mél vznikat krat§i PCR produkt ve vétsi mife. Po provedeni
amplifikace templatové DNA jsem zjistila, ze tento kratsi PCR produkt plné blokuje
vznik druhého, delSiho PCR produktu (délky 465 bp; za ptedpokladu, ze diagnosticky
primer na DNA nasedd zcela komplementarn€). Pokud se diagnosticky primer
komplementarné s templatovou DNA neparuje, vznika misto n&j pouze PCR produkt
primerd V10F+V11R (Patrinos et Ansorge, 2010).

Pro detekci bodovych mutaci v DNA klestika PCR amplifikaci za pouziti tii
primertt v PCR reakéni smési by méla byt pouZita takovd DNA polymerdza, ktera
postrada 5°—3° exonukledzovou aktivitu. Diagnosticky primer nasedly na vlakno DNA
(mezi okrajové primery VI0OF a V11R) by byl v opaéném ptipadé aktivitou této DNA
polymerazy odstranén (Holland et al., 1991).

Problémy nastalé pii amplifikaci templatové DNA pomoci tfi primeru Vv PCR

reakcéni smési

Pti amplifikaci mutaci nezménéné DNA za pouziti reakéni smési obsahujici
primery V10F+V11R+M3004R vznikal krom¢ diagnostického PCR produktu délky
465 bp nespecificky PCR produkt o velikosti asi 750 bp. Dochazelo tak pravdépodobné
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v dtsledku nespecifické vazby diagnostick¢ého primeru M3004R do jinych sekvenci
DNA (Anonymous, 2014). Program Primer3 hodnoti kvalitu primera VIOF a V1IR
jako nedostacCujici pro bezproblémovou amplifikaci templatové DNA (Rozen et
Skaletsky; 2000), jak jiz bylo uvedeno vySe v textu (vysoka vlasenkova aktivita pfi
teploté 47,28 °C — V10F, respektive 39,74 °C — V11R). Dalsim moznym divodem
vzniku nespecifického produktu o pfiblizné délce 750 bp mulize byt zvySend koncentrace
primeru  V10F u pouzittho poméru primerd 2:1:1 v PCR reakéni smési
(V10F:V11R:W3004R respektive V10F:V11R:M3004R) (Anonymous14, 2017).

Pti amplifikaci templatové DNA s mutaci nezménénym nukleotidem 3004, za
pouziti PCR reakéni smési obsahujici primery V10F+V11R+M3004R, vznikal pfti
zvySeni Ta na 56 °C dalsi nespecificky PCR produkt o délce asi 200 bp. K jeho vzniku
muze dochazet v disledku zablokovani prodluzovani primeru V11R, pokud na ¢ast
templatovych molekul DNA (ve sméru prodluzovani primeru V11R) naseda
i diagnosticky primer M3004R (i kdyz 3°-konec tohoto Mutant diagnostického primeru
neni s nukleotidem 3004 ve Wild type templatové DNA komplementarni) (Patrinos et
Ansorge, 2010).

Teoreticky odvozené vvsledky amplifikace DNA klestika véeliho z populaci

vnimavych a rezistentnich k tau-fluvalinatu

V ramci jedné populace klestikii miiZze vykazovat rezistenci k tau-fluvalinatu
pouze Cast jedincu (tedy pouze ¢ast klestikti takovéto populace nese v DNA mutaci
nukleotidu 3004) (Martin, 2002; Hubert et al., 2013). Ve schématu 4 jsem uvedla, které
PCR produkty by podle teoretického predpokladu mély vzniknout po PCR amplifikaci
DNA populaci klestikii, u kterych je nukleotid 3004 nezménény nebo zménény bodovou
mutaci. Déle jsem uvedla situaci, kdy je amplifikovana DNA, ktera byla vyizolovana
z populace klestikt, ve které nese mutaci nukleotidu 3004 pouze ¢ast jedinct (Martin,
2002; Hubert et al., 2013). Vysledek PCR amplifikace mutaci zménéné DNA jsem vSak
nemohla experimentalné potvrdit, protoze se mi béhem mé prace nepodatilo tuto
mutovanou DNA vyizolovat.

Pokud by byla amplifikaci podrobena DNA vyizolovand pouze z jednoho
klestika, mélo by byt podle teoretického predpokladu také mozné urcit, zda je tento
jedinec homozygotem pro pfitomnost ¢i absenci bodové mutace nukleotidu 3004, nebo
zda je pro tuto mutaci heterozygotni (mutace nukleotidu 3004 se vyskytuje pouze

Vv jednom vlakné¢ DNA). Podle teoreticky odvozenych vysledkt ve schématu 4 by byl

65



jedinec homozygotem pro absenci bodové mutace nukleotidu 3004 (vlevo),
homozygotem pro piitomnost této mutace (uprostfed) ¢i heterozygotem (vpravo).
Sloupec napravo odd¢leny silnéj$i svislou Carou zobrazuje situaci, kterd by po

amplifikaci DNA nikdy nem¢la nastat.

Schéma 4: Teoreticky odvozené produkty dvojic PCR amplifikaci DNA
klestika véeliho (Varroa destructor) z populace, ve které se bodova mutace
nukleotidu 3004 (zleva): vyskytuje, nevyskytuje (odhadovany vysledek PCR
amplifikace) a vyskytuje u ¢asti jedinci (Casteéné odhadovany vysledek PCR
amplifikace). V pravém sloupi je zobrazena situace, ktera by PCR amplifikaci
DNA podle teoretického piredpokladu nikdy neméla nastat.

PCR produkt 465 bp (modra)
PCR produkt 240 bp (Cervend)

Smésny vzorek DNA Kklestika v pozici nukleotidu 3004 genu pro VmNa kanal
bez mutace S mutaci bez i s mutaci nikdy by nemélo
nastat
2 GE; V10F+ | V10F+ | V10F+ | V10F+ | V10F+ | VI10F+ | V10F+ | VI10F+
S €| VI1IR+ | VI1IR+ | V1IR+ | V1IR+ | V11R+ | VI1IR+ | VI1IR+ | V1IR+
& 5| W3004R | M3004R | W3004R | M3004R | W3004R | M3004R | W3004R | M3004R
>
& —
<5
= > —_— —
2
=9
’E" Populace vnimava | Populace rezistentni CastJedlpcu , Chybavprov§den1,
= . . populace rezistentni nutno analyzu
N k tau-fluvalinatu k tau-fluvalinatu .
k tau-fluvalinatu zopakovat

Pii amplifikaci DNA klestikti jedné populace (vzorek DNA je ve dvou PCR
mikrozkumavkach) dvéma soub&znymi PCR reakcemi lisicimi se ve slozeni primert
v PCR reakénich smésich (primery V10F+V11R+W3004R v jedné, a primery
V10F+V11R+M3004R ve druhé PCR reakéni smési) by meély vzdy vzniknout
minimalné v jedné PCR mikrozkumavce PCR produkty délky 240 bp (Jing et al., 2012).
Jeden z diagnostickych primerd (W3004R nebo M3004R) se ma podle teoretického
predpokladu vzdy svym 3°-koncem zcela komplementarné parovat s odpovidajicim

nukleotidem 3004 v templatové DNA (Patrinos et Ansorge, 2010; Jing et al., 2012).
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Dalsi prace na detekci bodové mutace nukleotidu 3004 majici vztah k rezistenci

klestika véeliho k tau-fluvalinatu.

Pro budouci praci na detekci bodové mutace nukleotidu 3004 v genu pro
sodikovy kanal klestika vceliho hodlam pouzit nové primery nahrazujici primery V10F
a V11R, které by byly programem Primer3 (Rozen et Skaletsky; 2000) 1épe hodnoceny.

Vzhledem k tomu, ze se mi béhem izolace a analyzy DNA klestika vceliho
nepodafilo identifikovat Zadnou populaci (ze Sesti analyzovanych), ktera by v DNA
nesla bodovou mutaci nukleotidu 3004 C—G (cytosin—guanin), nemohla jsem
otestovat amplifikaci této DNA pomoci pro ni navrzenych diagnostickych primert
M3004F a M3004R. Pro jednoznacné vysloveni zavéru o moznosti potvrdit nebo
vyvratit pfitomnost bodové mutace nukleotidu 3004 v genu pro sodikovy kanal pomoci
PCR amplifika¢ni za pouziti PCR reak¢ni smési obsahujici trojici primert, bude nutné
vyizolovat DNA rezistentni populace klestikti a v detekci bodové mutace nukleotidu
3004 v DNA klestiki déale pokracovat. Dodani vzorkl rezistentnich klestikii pro
budouci praci jsem se pokusila zajistit domluvou s RNDr. Frantiskem Ka$parem, ktery
vede pokusny vcelin Pekafov (detaSované pracovisté Vyzkumného ustavu véelaiské
v Dole) (Anonymou24, 2017), v némz je mimo jiné sledovan mechanismus vzniku

rezistence klestikt k varroacidiim obsahujicim jako uc¢innou latku tau-fluvalinat.
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[ Zavér

V této bakalarské praci jsem se zabyvala detekci bodovych mutaci
nukleotidovych pozic 3004 a 3154 ve VmNa genu pro sodikovy kanal klestika vceliho
(Varroa destructor), které maji spojitost se vznikem rezistence klestika k varroacidni
latce tau-fluvalinatu. Detekci téchto mutaci jsem provadéla PCR amplifika¢ni reakci za
pouziti PCR reakéni smési obsahujici tfi primery. Pfitomnost ¢i absence bodové mutace
v DNA Kklestiki méla byt urena vznikem odpovidajiciho PCR produktu od
diagnostického primeru, jehoz 3‘-koncovy nukleotid je komplementarni k jemu
odpovidajicimu nukleotidu v templatové DNA (ovliviiovanému bodovou mutaci).

Detekci bodové mutace nukleotidu 3154 jsem nebyla schopna provést, protoze
jsem diagnostické primery uréené pro jeji detekci chybné navrhla v disledku
nepublikovanych skutecnosti tykajicich této bodové mutace. Mutace nukleotidu 3154
nicméné¢ nemd piimy vliv na rezistenci klestikii k tau-fluvalinatu, proto nebylo jeji
stanoveni pro mou praci prioritni. Optimalizaci podminek PCR amplifika¢ni reakce pro
detekci bodové mutace nukleotidu 3004 se tiemi primery v PCR reakéni smési jsem
provadéla na smésnych vzorcich genomické DNA klestika vceliho izolovanych
z populaci klestiku. V zadném vzorku DNA jsem nedetekovala mutaci nukleotidu 3004.
Nemohla jsem tedy ovéfit, zda je mnou uvedené usporddani PCR amplifikacni reakce
pro detekci bodové mutace 3004 naprosto spolehlivé.

V dalsi praci na detekci bodové mutace nukleotidu 3004, ktera ma vztah
K rezistenci klestiki k tau-fluvalinatu, hodlam pokracovat, jakmile se mi podafi

detekovat a vyizolovat DNA, ktera je na této nukleotidové pozici mutovana.
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8 Seznam zkratek

A
ABPV

BQCV

CBPV
Ccwv
DDT
DTT
DNA
dNTPs

DWV

IAPV
KBV

kdr

MRNA
PCR
RNA
SBPV

SBV

adenin

virus akutni paralyzy vcel
virus z€erndni matecnikl
cytosin

virus chronické paralyzy véel
virus zakalenych kiidel
dichlordifenyltrichlorethan
dithiothreitol
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleosidtrifosfaty
virus deformovanych kiidel
guanin

izraelsky virus akutni paralyzy

kasSmirsky vceli virus

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

resistance)

mediatorova ribonukleova kyselina

polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

virus pomalé paralyzy vcel

virova nakaza vceliho plodu (pytlickovitost plodu)

thymin
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