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1 ÚVOD 

 

Obratlovci i bezobratlí mají vyvinutý imunitní systém. Imunitní systém rozpoznává, co je 

pro organismus škodlivé a co nikoli. Tím jej chrání jak před hrozbami vnějšího, tak 

i vnitřního původu. Včela má několik linií imunitního systému – fyzikální bariéry, 

buněčnou imunitu a humorální imunitu. Jako eusociální hmyz má včela ještě jednu 

úroveň imunity, a to imunitu sociální. Všechny tyto úrovně imunitního systému jsou pro 

včelu i pro celé včelstvo životně důležité. I přes několik úrovní imunitního systému jsou 

včely a jejich zdraví ohroženo různými původci, kterými mohou být viry, bakterie, houby 

či roztoči.  

Varroa destructor je roztoč, který patří k největším hrozbám včely medonosné. 

Nejen, že sám o sobě jednotlivé včely oslabuje, ale rovněž působí jako vektor celé řady 

virů. K léčbě varoózy se používají především akaricidy, látky k hubení roztočů. Tyto 

látky ale jsou nebezpečné pro vyvíjející se včely. Zjištění, jak přesně kleštík včelí 

poškozuje imunitu včely, by mohlo přinést nové léčebné metody pro hospodářsky 

významnou včelu medonosnou.  
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 

2.1  Imunitní systém hmyzu 

Živí tvorové jsou v podstatě obklopeni nepřátelským prostředím, aby přežili, vyvinuli 

si několik obranných mechanismů. Jedním z těchto mechanismů je imunitní systém. 

Tento systém chrání organismy před cizími látkami a invazí patogenů (Lavine a Strand, 

2002; Marmaras a Lampropoulou, 2009). 

 Hmyz má velmi dobře vyvinutý vrozený imunitní systém, který umožňuje obecné 

a rychlé reakce proti patogenům. Získaný imunitní systém jim chybí. Naproti tomu 

obratlovci si vyvinuli novou linii obrany, získanou imunitu (Hoffmann, 2003). 

Získaná imunita je evolučně mladší a mechanismy reagují na cizorodé látky 

prostřednictvím vysoce specifických molekul (protilátky, antigenně specifické receptory 

T-lymfocytů) a aktivují se až po setkání s daným antigenem. Charakteristickým rysem 

těchto reakcí je imunologická paměť (Hořejší a Bartůňková, 2009).  

 Včely jsou eusociální hmyz, který žije ve společenstvích čítajících několik desítek 

tisíc jedinců. Na včelí imunitní systém můžeme pohlížet ze dvou základních úhlů 

pohledu: imunita celého včelstva a imunita jedinců (Wilson-Rich et al., 2009). Obě 

úrovně spolu úzce souvisejí, protože oslabení nebo poškození jednotlivých 

včel může vest k oslabení celého včelstva (Danihlík a Petřivalský, 2015). 

 

2.1.1  Sociální imunita a fyzikální bariéry 

Sociální imunitu zajišťuje specifické chování jednotlivých včel. Včely vyklízejí dno úlů 

od zbytků spadaného vosku, i mrtvolek včel nebo roztočů kleštíka včelího (Přidal, 2014).  

Dalšími faktory sociální imunity je kálení a hynutí dospělých včel mimo úl, čímž 

přirozeně udržuji prostředí úlů čisté (Danihlík a Petřivalský, 2015). 

 Jedním z důležitých faktorů sociální imunity včelstva je tzv. hygienické chování, 

což je schopnost dospělých včel rozpoznávat a vyklízet uhynulý plod (larvy, kukly). 

Hygienické chováni je mechanismus, jakým včely snižují infekční tlak ve svém hnízdě 

(Panasiuk et al., 2010). 

Na individuální úrovni mají včely několik linií vrozené imunity. První z nich jsou 

fyzikální bariéry, které zabraňují vstupu patogenu do organismu. Mezi fyzikální bariéry 

řadíme kutikulu, stěnu zažívacího traktu a stěnu vzdušnic (Evans a Spivak, 2010). 
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2.1.2  Buněčná a humorální imunita 

Buněčná imunita je složitější než fyzikální bariéry a zajišťují ji hemocyty (Lavine 

a Strand, 2002). Hemocyty cirkulují v hemolymfě (Charalambidis et al., 1995; Meister 

a Lagueux, 2003), podílí se na enkapsulaci, nodulaci a fagocytóze mikroorganismů, které 

proniknou do těla včely (Lavine a Strand, 2002). Důležitou funkcí hemocytů je produkce 

látek účastnících se humorální imunitní odpovědi, což znamená, že buněčná a humorální 

imunita jsou spolu úzce svázány (Danihlík a Petřivalský, 2015). 

Humorální imunitu tvoří jednotlivé molekuly, účastnící se imunitní odpovědi. 

Patří mezi ně lektiny, lysozym, antimikrobiální peptidy a fenoloxidasová kaskáda 

(Hultmark, 2003; Evans et al., 2006). Tyto složky jsou vylučovány tukovým tělesem 

a hemocyty. Některé jsou v hemolymfě přítomny neustále, část je exprimována v reakci 

na zranění či mikrobiální infekci (Turner, 1994; Evans et al., 2006; Laughton et al., 2011). 

Lektiny jsou v hemolymfě přítomny neustále. Mají glykoproteinovou povahu, vážou 

se na glykosylované proteiny buněčné stěny bakterií a tím spouštějí fagocytózu 

a fenoloxidasovou kaskádu (Turner, 1994). Lysozym je enzym s imunitní funkcí, 

hydrolyzuje -1,4-glykosidovou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou 

a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu mureinu a mezi 

N-acetyl-D-glukosaminovými zbytky chitinu (Gliński, 2001; Evans et al., 2006). Včela 

produkuje tři typu lysozymů. Jeden i-lysozym (invertebrate-bezobratlí) a dva c-lysozymy 

(chicken-kuře). Jeden z c-lysozymů je nadměrně regulován napadenými včelami (Evans 

et al., 2006). Lysozym můžeme najít i u jiných zvířat, rostlin, hub a bakteriofágů (Bulet 

et al., 1999). 

Fenoloxidasová kaskáda je spuštěna lipopolysacharidy a peptidoglykanem 

z buněčných stěn bakterií, -1,3-glukany z hub (Kanost a Gorman, 1993) nebo jinými 

sloučeninami jako jsou například endogenní faktory produkované při poškození tkáně 

(Cerenius a Söderhäl, 2004). Kaskáda začíná zymogenem pro-fenoloxidasou. 

Pro‑fenoloxidasa aktivuje enzym fenoloxidasu, která katalyzuje oxygenaci fenolů 

na o-difenoly a následnou oxidaci o-difenolů na o-chinony. O-chinony jsou poté 

neenzymově polymerovány až na barvivo melanin. Melanin je přirozenou součástí 

kutikuly hmyzu. (Kanost a Gorman, 1993). Po mechanickém poranění či přítomnosti 

cizích objektů jako jsou parazité a mikroorganismy se melanin ukládá kolem poškozené 

tkáně nebo cizího objektu. Melanin vytváří štít proti vetřelci, který pronikl do organismu, 

čímž brání jeho množení nebo zpomaluje jeho růst (Cerenius a Söderhäl, 2004). 
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Antimikrobiální peptidy (AmP) jsou významnou skupinou molekul, které 

se podílejí na humorální imunitě (Wimley a Hristova, 2011). AmP jsou aktivní vůči 

bakteriím (grampozitivním i gramnegativním), houbám i virům (Cooper, 2006). AmP 

mají obecně krátký aminokyselinový řetězec (30-60 aminokyselin), pozitivní náboj, jsou 

tepelně stabilní a nemají účinek na eukaryotní buňky (Li et al., 2012).  

Antimikrobiální peptidy byly izolovány ze všech živých organismů od prokaryot 

po savce (Li et al., 2012).  Přírodních AmP bylo popsáno více než 7000 (Hongyu, 2019), 

z toho přibližně 200 u hmyzu (Li et al., 2012). AmP hmyzu jsou syntetizovány především 

v tukovém tělese, ale i v hemocytech, odtud jsou poté exprimovány do hemolymfy 

(Vilmos a Kurucz, 1998). Včely produkují AmP do hemolymfy, jedu i mateří kašičky 

(Danihlík et al., 2016).  

 Ke zvýšení tvorby AmP dochází, pokud se včela dostane do kontaktu s mikrobem. 

Jejich hladina může stoupat dokonce i po dva dny (Kucharski a Maleszka, 2003). 

Buněčnou signální dráhu vedoucí k tvorbě AmP spouští molekuly z povrchu bakterií – 

lipopolysacharidy, i hub -  -1,3-glukany (Danihlík et al., 2016). Mechanismus účinku je 

u peptidů různý. Peptidy mohou způsobovat permeabilizaci, tedy narušení membrány 

a mají účinky na řadu intracelulárních cílových molekul. V případě, že je narušena 

buněčná membrána, vede toto narušení k buněčné smrti. Vytvoření membránové 

interakce způsobí vznik dočasného póru. Těmito póry se peptidy dostanou dovnitř buňky. 

V cytosolu mohou mít AmP více intercelulárních cílů.  Mohou vázat DNA, RNA 

i proteiny (Maróti et al., 2011; Yang et al., 2011). Účinky AmP jsou jak bakteriocidní, 

tak bakteriostatické (Otvos et al., 2000; Brogden, 2005). 

 

2.1.2.1 Antimikrobiální peptidy detekované u včel 

 Včely produkují AmP do hemolymfy, jedu i mateří kašičky. U včely medonosné 

byly popsány čtyři rodiny antimikrobiálních peptidů: apidaeciny, abaecin, 

hymenoptaecin a defensiny (Danihlík et al., 2016). 

A) Apidaeciny 

Apidaeciny jsou peptidy, které jsou tvořeny sekvencí 18-20 aminokyselin. 

Apidaeciny jsou peptidy bohaté na prolin. V současné době jsou známy 4 isoformy 

apidaecinů. Jsou účinné převážně proti gramnegativním bakteriím (Casteels et al., 1989). 

Mechanismus účinku zahrnuje nespecifickou vazbu peptidu na vnější membránu. 

Po navázání následuje proniknutí peptidu do mezimembránového prostoru 
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a irreverzibilní vazba s receptorovou molekulou. Nakonec je přemístěn dovnitř buňky, 

tam se naváže na bakteriální chaperon DnaK a chaperonin GroEL (Casteels a Tempst, 

1994; Otvos et al., 2000). 

B) Abaecin 

 Abaecin je peptid bohatý na prolin, je tvořen sekvencí 33-34 aminokyselin (Xu et 

al., 2009). Abaecin je syntetizován z prekurzoru, který je delší o 19 aminokyselin, ty 

se po aktivaci peptidu odštěpí. Na rozdíl od apidaecinu má abaecin nižší antimikrobiální 

aktivitu. Je aktivní vůči grampozitivním i gramnegativním bakteriím. Proti gramnegativním 

bakteriím je ovšem méně účinný (Casteels et al., 1990). 

C) Hymenoptaecin  

Hymenoptaecin je lineární peptid tvořený sekvencí 93 aminokyselin. Patří do skupiny 

peptidů bohatých na glycin. Je aktivní vůči gramnegativním i grampozitivním bakteriím 

(Casteels et al., 1993). U včel i u plodu se jeho hladina velmi rychle zvyšuje v reakci 

na infekci (Chan et al., 2006). 

D) Defensiny 

Defensiny jsou peptidy bohaté na cystein, obsahují 5 cysteinových zbytků, které 

vytvářejí 3 disulfidové vazby. Jsou tvořeny sekvencí 51 aminokyselin (Casteels-Josson et al., 

1994). Struktura je tvořena smyčkou z α-helixu a dvěma antiparalelními β-skládanými listy, 

které jsou stabilizovány disulfidovými můstky (Klaudiny et al., 2005). U včel se vyskytují 

ve dvou formách – defensin 1 a defensin 2. Defensin 1 je syntetizován ve slinných žlázách 

a nalezneme jej v mateří kašičce a medu. Defensin 2 je syntetizován buňkami tukového tělesa 

a hemocyty (Ilyasov et al., 2012). 

  

2.1.3  Buněčné signální dráhy 

U včely medonosné byly popsány 4 signální dráhy: Imd signální dráha, Toll signální 

dráha, JAK/STAT signální dráha a JNK signální dráha (Evans et al., 2006). Prvním 

krokem ke spuštění buněčné signalizace je rozpoznávání struktur charakteristických pro 

patogenní mikroorganismy (PAMP – pathogen-associated molecular patterns) (Brutscher 

et al., 2015). PAMP mohou být lipopolysacharidy gramnegativních bakterií, 

peptidoglykany, které jsou charakteristické pro grampozitivní bakterie nebo glukany 

a mannany typické pro kvasinky a plísně (Hořejší a Bartůňková, 2009). Po navázání 

molekuly na receptorový protein na povrchu buňky dojde k jejímu rozpoznání 

receptorovým proteinem. Receptory signál převedou do vnitřní signalizační dráhy-složité 

kaskády molekul, které řídí chování buňky (Alberts, 1998). 
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2.1.3.1 IMD 

IMD (Immune deficiency pathway – dráha imunitní nedostatečnosti) (Myllymäki et al., 

2014) řídí expresi většiny antimikrobiálních peptidů u octomilky Drosophila 

melanogaster (Lemaitre et al., 1995). IMD je aktivována gramnegativními bakteriemi, 

které proniknou do hostitelského organismu (Silvermann et al., 2000). Patogen je 

detekován díky vazbě jeho povrchových molekul na receptorové proteiny buněk 

hostitelského organismu (Janeway, 1989). Jednou z rozpoznávaných patogenních 

molekul může být peptidoglykan. Peptidoglykan je vázán na povrchu buněčné membrány 

bakterií a je rozpoznáván a vázán konzervovanými hostitelskými proteiny 

(PGRPs – peptidoglycan recognition protein) (Werner et al., 2000; Werner et al., 2003). 

 Peptidoglykan je rozpoznáván PGRP-LC (transmembránový receptor, který váže 

peptidoglykan) (Leulier et al., 2003; Kaneko et al., 2004) pro aktivaci IMD. IMD se váže 

na FADD (Fas-asociovaný protein smrtící domény) a DREDD (protein) za vzniku 

komplexu. DREDD štěpí IMD, který je poté aktivován ubikvitinací. Polyubikvitinované 

řetězce (žluté kruhy) pomáhají připojit TAB 2 (vazebný protein 2 spojený s TAK 1) 

a získávat a aktivovat TAK 1 (transformovaný růstový faktor beta aktivovaný kinasou 1). 

TAK 1 je zodpovědný za aktivaci komplexu IKK, který fosforyluje jaderný faktor Relish. 

Po štěpení a fosforylaci se může Relish translokovat do jádra, kde aktivuje transkripci 

specifických antimikrobiálních peptidů (Rosales 2017). 

 

Obrázek 1 – Mechanismus signální dráhy IMD v buňce (převzato a upraveno z Rosales 2017). 
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2.1.3.2 Toll 

Dráha Toll byla identifikována jak u savců, tak i u octomilky (Leclerc a Reichhart, 2004). 

Tato dráha zahrnuje signalizaci transkripčnímu faktoru κB a je nezbytná pro embryonální 

vývoj a imunitu (Ashok, 2009; Valanne et al., 2011). 

 Dráha Toll vyžaduje proteolyticky štěpenou formu extracelulárního cytokinu – 

Spätzle (Shia et al., 2009). Po rozpoznání Spätzle dimerem Toll molekul se sestaví 

signalizační komplex. Toll se váže na Myd88 prostřednictvím TIR domén. Myd 88 váže 

Tube a Pelle přes jejich smrtelné domény. Kinasa Pelle se aktivuje autofosforylací a poté 

fosforyluje Cactus a označuje jej pro degradaci. Transkripční faktory NF-κB Dorsal nebo 

Dif se uvolní a přemístí do jádra, kde aktivují transkripci antimikrobiálních peptidů 

(Rosales 2017). 

 

Obrázek 2 – Mechanismus signální dráhy Toll v buňce (převzato a upraveno z Rosales 2017). 
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2.1.3.3 JAK/STAT 

Zatímco dráhy Toll a IMD byly poprvé popsány u octomilky, poté byly podobné dráhy 

nalezeny u savců. Naproti tomu dráha JAK/STAT byla poprvé objevena u člověka, jako 

důležitá dráha při regulaci kaskády imunitních reakcí (O’Shea a Plenge, 2012), jako 

například kontroly zánětů, aktivaci leukocytů (Myllymäki a Ramet, 2014). 

 JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcriptions) (Geng 

et al., 2016) vede k produkci bílkovin tukovým tělesem, včetně cytokinů a proteinů 

reagujících na stres (Ekengren et al., 2001).  

 Dráha JAK/STAT je iniciována extracelulární vazbou glykosylovaného, 

nepárového proteinu (upd) s receptorem Domeless (Dome), který se váže na jeden JAK, 

hopscotch (hop). Po aktivaci receptoru hop fosforyluje sám sebe a specifické tyrosinové 

zbytky na cytoplazmatické části receptoru. Tyto fosforylované tyrosiny se stávají místem 

pro STAT transkripční faktor – Stat92E. Hopscotch také fosforyluje Stat92E 

na tyrosinové zbytky, což mu umožní tvořit dimery a poté se přemístit do jádra, kde 

se váže na promotory cílových genů. ET (eye transformer) je nesignální receptor pro upd, 

který je schopen spojit se s receptorovým komplexem a integrovat s Dome i s hop 

(Rosales 2017). 

 

 

Obrázek 3 – Mechanismus signální dráhy JAK/STAT v buňce (převzato a upraveno z Rosales, 

2017). 
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2.1.4  RNAi v imunitním systému hmyzu 

RNA interference (RNAi) je hlavní antivirová vrozená imunitní odpověď u hmyzu (Wang 

et al., 2006; Zambon et al., 2006; Ding a Voinnet, 2007; Ding, 2010; Flenniken et al., 

2010). Tato vrozená antivirová dráha je spuštěna v cytoplazmě při detekci exogenní 

dvouvláknové RNA (dsRNA), což je meziprodukt, který je generován během replikace 

RNA viru. Imunitní odpověď zahrnuje enzym podobný RNAase III – Dicer 2 (Dcr 2), 

který rozpoznává virovou dsRNA jako PAMP a štěpí dlouhé úseky RNA na krátké úseky 

RNA (siRNA) (Weinstock et al., 2006). siRNA je dlouhá 21 nukleotidů, z těchto 

nukleotidů jich 19 tvoří duplex a 2 nukleotidy zůstávají nespárované na každém 

za 3´ konců (Elbashir et al., 2001). Výsledný duplex siRNA ve spojení s Dcr2 a protein 

vázající dsRNA je nanesen na RICS (proteinový komplex a molekuly RNA), čímž vzniká 

siRISC, což je RISC komplex, který obsahuje podjednotkovou doménu a Agronaute2 

(Ago2) jako katalytické jádro tohoto komplexu. Tento komplex rozpoznává řetězec 

mRNA a degraduje jej. Vedoucí řetězec siRNA zůstává vázán k RISC a vede jej 

k rozpoznání virové RNA. Virová RNA je poté rozštěpena endonukleasami, čímž se 

omezuje replikace viru (Weinstock et al., 2006). Nakonec se rozštěpené mRNA degradují 

působením buněčných exoribonukleas a RISC je recyklován pro další použití (Singhania 

et al., 2012). 

 

 

Obrázek 4 – Mechanismus působení RNA interference v buňce (převzato a upraveno z Singhania 

et al., 2012). 
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2.2 Varroa destructor (kleštík včelí) 

Včely jsou přirozeně zasaženy řadou parazitů, patogenů a škůdců (Di Prisco et al., 2011; 

Wilfret et al., 2016), kteří způsobují vážnější i méně vážné zdravotní komplikace.  

Varroa destructor je parazit, který celosvětově způsobuje vážné zdravotní komplikace 

u včely medonosné (Reyes-Quintana et al., 2019). Roztoč Varroa destructor je 

ektoparazit včel (Rosenkranz, 2010) a je největší hrozbou pro zdraví včel (Traynor et al., 

2020). Je považován za klíčový faktor pravidelných ztrát včelstev v Evropě a USA, 

rovněž způsobuje vážné ekonomické ztráty v oblasti včelařství (Rosenkranz, 2010). 

Žádný jiný patogen neměl srovnatelný dopad na včely medonosné (Traynor et al., 2020), 

proto je studium tohoto roztoče velmi důležité.  

 

2.2.1  Nebezpečnost 

Existuje několik důvodů, proč je roztoč Varroa destructor největší hrozbou pro včelu 

medonosnou (De la Rua et al., 2009). 

- Relativně nový parazit včely medonosné. Chybí proto vyvážený vztah mezi 

hostitelem a parazitem.  

- V krátké době se rozšířil téměř po celém světě. V současné době se nevyskytuje 

jen v Austrálii, jinak je rozšířen po všech kontinentech, kde se vyskytuje včela 

medonosná.  

- V mírném pásu by bez pravidelného ošetření většina včelstev uhynula během 

2-3 let. 

- Pravidelné ošetřování ale zvyšuje náklady na včelaření. Zvyšuje se také riziko 

chemických reziduí ve včelích produktech (De la Rua et al., 2009). 

- Rychle si vyvíjí rezistenci na akaricidy (pesticidy, určené k hubené roztočů) 

(Rinkevich a Vontas, 2020). 

- Kleštík včelí se považuje za klíčový faktor snižování počtu včelařů i včelstev 

v Evropě. 

- Celosvětově se snižuje počet opylovatelů, kleštík včelí může tento problém ještě 

více prohloubit (De la Rua et al., 2009). 

- Je prokázáno, že roztoč Varroa destructor přenáší řadu včelích viróz (Di Prisco 

et al., 2011; Wilfret et al., 2016). Byl prokázán jako přenašeč kašmírského viru 

(KBV), viru akutní paralýzy včel (ABPV), viru izraelské akutní paralýzy (IAPV) 

a viru deformovaného křída (DWV) (Boecking a Genersch, 2008). 
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2.2.2  Původ 

Kleštík včelí byl dříve považován za roztoče Varroa jacobsoni. Toto tvrzení bylo 

vyvráceno až díky výzkumu za použití genetických markerů. Bylo zjištěno, že Varroa 

destructor představuje samostatný druh (Anderson et al., 2000). 

Varroa destructor byl původně parazit včely východní (Apis cerana), která 

se vyskytuje na velkém území jihovýchodní Asie (Rosenkranz, 2010). Oblast jejího 

výskytu zahrnuje hlavně Indii, Čínu, Japonsko i část Sibiře (Veselý, 1985). Vážné 

poškození včel východních nebylo nikdy hlášeno. Při včelařství se včelou východní není 

léčba proti varroóze nutná (Rath and Drescher, 1990; Tewarson et al., 1992). Apis cerana 

si jako původní hostitel roztoče vytvořila stabilní hostitelský vztah s roztoči Varroa 

během dlouhého období koevoluce (Rath, 1999). 

 

2.2.3  Šíření 

V první polovině minulého století se roztoč rozšířil v podstatě po celém světě 

(Rosenkranz et al., 2010), a to pravděpodobně v důsledku masového obchodu (Navajas 

et al., 2010) nebo při transportu včelstev včely medonosné do východní části Ruska nebo 

na Dálný východ (Oldroyd, 1999). 

 Podrobnosti o změně hostitele jsou nejasné. Roztoč se rozšířil po SSSR (1952), 

Japonsku (1958), Číně (1959), Paraguay (1971) (Ruttner a Ritter, 1980). První záznamy 

o rozšíření roztoče v USA pocházejí z roku 1987 (De Guzman a Rinderer, 1999). 

Z Asie se roztoč šířil velmi rychle do Evropy. Do Bulharska byl roztoč zavlečen s největší 

pravděpodobností roku 1967. V roce 1976 byl zavlečen na území Maďarské lidové 

republiky a ve stejném období pravděpodobně pronikl na území Československé 

socialistické republiky. A to do nejvýchodnějších okresů Slovenska. Prvního roztoče 

v Československé socialistické republice objevili v roce 1978 při systematické kontrole. 

Po zjištění varoózy ve východní oblasti Slovenska byla vyhlášena ochranná opatření, 

později se však ukázalo, že byla velmi málo účinná. Na jaře roku 1981 se zjistilo, že i přes 

všechna ochranná opatření se roztoč objevil v okresu Ústí nad Orlicí (Veselý, 1985). 

 

2.2.4  Popis 

Varroa destructor vykazuje zřetelný sexuální dimorfismus (Ifantidis, 1983). Samci jsou 

menší než samičky během celého ontogenetického vývoje (Donze a Guerin, 1994; Kanbar 

a Engels, 2003). 
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Tvar těla samičky se mění během jejich vývoje z podlouhlého k příčně 

eliptickému tvaru těla (Donze a Guerin, 1994; Kanbar a Engels, 2003) a mají hnědou 

barvu. Nohy samičky jsou krátké a silné, což umožňuje rychlý pohyb (De Ruijter a Kaas, 

1983). Sameček roztoče má téměř kulatý tvar a je bíložlutý. Nohy samečka jsou delší 

k velikosti těla ve srovnání se samičkami. Nohy Varroa destructor jsou zakončeny 

přísavkami, což usnadňuje parazitaci na těle hostitele (Kirchner, 1993). 

 

2.2.5  Množení a reprodukční cyklus 

Množení parazita závisí na reprodukci plodu včely medonosné (Oldroyd, 1999).  

V životním cyklu jsou dvě fáze: fáze reprodukční a fáze foretická (Kuenen a Calderone, 

1997). 

Reprodukci zahajuje samička roztoče tím, že vstoupí do buňky dělnice nebo 

do buňky trubce před zavíčkováním buňky. Do trubčích buněk proniká 40 hodin před 

zavíčkováním buňky, do dělničích proniká 18 hodin před zavíčkováním buňky (Bailey 

a Ball, 1991). Samička se schovává před dělnicemi a to tak, že se ponoří do krmné kaše 

nacházející se na dně buňky pod larvou. V tekutém krmivu leží samička vzhůru nohama. 

Roztoč má upravené peritremy, které po ponoření roztoče do mateří kašičky vyčuhují 

ven, což umožňuje dýchání (Donze' a Guerin, 1997). V této pozici zůstává pouze krátkou 

dobu, přibližně 4 hodiny poté, co je buňka uzavřena (Ifantidis, 1983). 

 Po zavíčkování buňky roztoč začne živit parazitovat na těle larvičky. Asi 

60-70 hodin po uzavření buňky roztoč naklade první vajíčko (Bailey a Ball, 1991).  

Samička klade vajíčka po jednom, obvykle na stěnu buňky, a to ve 30hodinových 

intervalech. První vajíčko je obvykle samec, další vajíčka jsou samice (Martin, 1994). 

Samčí roztoči se vyvíjejí z vajíčka na dospělce přibližně za 6,5-6,9 dne. Samičí roztoči se 

vyvinou na dospělce za 5,5-6,2 dnů (Martin, 1994; De Jong, 1997). 

 Samci nepřežijí mimo buňku plodu, dochází tedy k oplodnění dospělých samiček 

roztočů uvnitř buňky. Páření se uskutečňuje i mezi sourozenci, a to v případě, že se 

v buňkách vyskytuje pouze jedna matka roztočů. V případě, že je matek více se populace 

kříží (Donze' a Guerin, 1994). 

Období mezi reprodukčními obdobími se nazývá foretická fáze. Během foretické 

fáze samičky roztoče zůstávají na dospělé včele (Donze' a Guerin, 1994; Donzé et al., 

1996). Hostitelská včela roztočům poskytuje transport mezi reprodukčními místy (Boot 

et al., 1995). 
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Poté, co se včela vylíhne, opouští buňku s původním roztočem i s novými 

samičkami roztočů (Kraus, 1994). Samečci a vajíčka zůstávají v buňce a umírají nebo 

jsou odstraněni a zabiti nejmladšími dělnicemi. Samice roztočů zůstávají na dospělých 

včelách různě dlouhou dobu v řádu dní až týdnů (Kuenen a Calderone, 1997). 

 Za nepříznivých podmínek má foretická fáze zřejmě negativní dopad na plodnost 

roztočů Varroa. Bylo prokázáno, že po 5týdenní foretické fázi nebo po 7-18hodinovém 

hladovění se zvýšil počet neplodných roztočů dvakrát až třikrát oproti kontrole 

(Rosenkranz a Stürmer, 1992; Rosenkranz a Bartalszky, 1996). Po foretické fázi začínají 

samice znova reprodukční cyklus a napadají nové buňky plodu (Beetsma, 1992). 

 

2.2.6  Vliv kleštíka včelího na včely a včelstva 

Kleštík poškozuje včelu tak, že probodne kutikulu, následně vzniká rána, která zůstává 

otevřena mnoho dní (Kanbar a Engels, 2003; 2005). Kleštík typicky vytváří 1 krmný otvor 

(Kanbar a Engels, 2004; Calderón et al., 2009), který je relativně velký. Průměrná délka 

otvoru je 100 μm (Kanbar a Engels, 2004; Ramsey et al., 2019), ale může dosáhnout 

délky až 300 μm (Kanbar a Engels, 2005). Nejcitlivější vývojové stádium včel ke kleštíku 

včelímu jsou kukly a larvy (De Jong et al., 1982; Schatton-Gadelmayer a Engels, 1988). 

Roztoč, přítomný v larvičkách a kuklách je spojován s narušeným vývojem včel, se 

sníženou syntézou lipidů a se sníženými titry proteinů (Bowen-Walker a Gunn, 2001). 

Parazitované včely nejsou schopny nahradit chybějící bílkoviny (van Dooremalen et al., 

2013). 

 Parazitace během vývoje způsobuje výraznou ztrátu hmotnosti líhnoucí se včely. 

Ztráta hmotnosti závisí na počtu samiček a na počtu nově vzniklých roztočů. Napadení 

i jedním roztočem Varroa vede k 7% ztrátě hmotnost líhnoucí se včely (De Jong et al., 

1982; Schatton-Gadelmayer a Engels, 1988). Dělnice, které byly parazitovány během 

svého vývoje mají výrazně zkrácenou délku života (De Jong et al., 1982; Schneider 

a Drescher, 1987; Amdam et al., 2004) a sníženou toleranci k pesticidům (Wahl a Ulm, 

1983; Schneider a Drescher, 1987). 

 V případě, že roztoč parazituje na kuklách trubců, snižuje se trubčí hmotnost 

o 11-19 %. Stejně, jako v případě líhnoucích se včel, závisí na míře napadení (Duay et 

al., 2003). Snížení hmotnosti u trubců má za následek zkrácení doby letu (Duay et al., 

2002). 

 Dříve se mělo za to, že se roztoč živí hemolymfou včely (Tewarson a Engels, 

1982; Donze a Guerin, 1994; Garedew et al., 2004). Avšak odlišná škála patologií, kterou 
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způsobuje Varroa destructor byla obtížně vysvětlitelná na základě závěru, že se roztoč 

živí hemolymfou (Ramsey et al., 2019). Odstranění hemolymfy nikdy nevysvětlilo, proč 

včely nejsou schopny nahradit chybějící proteiny, nebo proč vykazují sníženou schopnost 

syntetizovat lipidy, jelikož hemolymfa není úložištěm proteinů, ani není místem syntézy 

lipidů (Locke, 1980; Keeley, 1985; Bowen-Walker a Gunn, 2001). Ramsey et al., (2019) 

zjistili, že roztoč Varroa destructor se primárně živí tukovým tělesem a ne hemolymfou. 

Díky tomuto zjištění je již možné vysvětlit rozdílnou škálu patologií (Ramsey et al., 

2019), jelikož tukové těleso je místem syntézy a úložištěm proteinů a lipidů (Locke, 1980; 

Keeley, 1985; Arrese a Soulages, 2010). 

Poškození na úrovni včelstva se objevuje i při mírné infestaci včelstva roztočem 

Varroa. Napadené kolonie se méně rojí (Fries et al., 2003; Villa et al., 2008). Omezení 

růstu populace způsobuje snížený výnos medu, klinické příznaky ovšem stále nemusí být 

patrné a včelařem nemusí být rozpoznáno. Kroky k nevratnému poškození jsou malé, 

zvláště pokud populace roztočů stále roste a hostitelská populace včelstva klesá (Fries et 

al., 2003). 

 

2.2.6.1 Poškození tukového tělesa 

Tukové těleso je orgán, který je bohatý na živiny, nachází se blízko kutikuly dospělých 

i ještě nevyvinutých včel (Arrese a Soulages, 2010). Je to primární místo syntézy proteinů 

a obsahuje relativně vysoké hladiny guaninu (Cochran, 1979; Arrese a Soulages, 2010). 

Základní úloha tukového tělesa je při regulaci hormonů, imunitní odpovědi. Slouží 

ke skladování energie, jejímu využití a také při detoxikaci pesticidů (Arrese a Soulages, 

2010). 

 Tukové těleso u larev je velmi silně vyvinuto. Je tvořeno vrstvami buněk, jež 

vyplňují značnou část těla larvy. Slouží jako rezervoár zásobních živin pro larvu 

a následně jsou spotřebovány hlavně v dalším období celkové přestavby těla, kdy larva 

nepřijímá potravu. Tukové těleso u dospělých včel se nachází hlavně v zadečku kolem 

trávicího ústrojí a na ventrální straně pod kutikulou. Jeho velikost se mění podle 

fyziologického stavu včel, podle jejich výživy v larválním období i podle roční doby 

(Veselý, 1985). 

 Varroa destructor se primárně živí tukovým tělesem a ne hemolymfou. Roztoči, 

kteří byli krmeni hemolymfou se nijak nelišili od roztočů, kteří hladověli (Ramsey et al., 

2019). Hmyzí hemolymfa je relativně chudá na obsah cukrů a tuků, které by využívali 
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jako zdroje živin roztoči Varroa (Rapp, 1947; Popel et al., 1994). Naopak roztoči, kteří 

se živili na tukovém tělese přežili déle a produkovali více vajíček (Ramsey et al., 2019).  

 

2.2.6.2 Ovlivnění obsahu proteinů a množství hemocytů v hemolymfě 

Vitellogenin je nejvíce znám jako žloutkový protein. Je to glykoprotein o molekulové 

hmotnosti 180 kDa. Je syntetizován v buňkách tukového tělesa a uvolňován 

do hemolymfy (Fleig, 1995).  Vitellogenin snižuje oxidační stres a podstatně prodlužuje 

život včel v zimním období (Amdam et al., 2003). 

V porovnání s létavkami (včely, které vylétávají z úlu a přinášejí do něj nektar, 

vodu, pyl apod.) byla u kojiček (včely, které krmí matku a plod mateří kašičkou) zjištěna 

vyšší hladina vitellogeninu v hemolymfě. Vitellogenin slouží jako zásobní protein, který 

mohou kojičky použít k produkci krmiva (Amdam et al., 2003). Vysoká koncentrace 

vitellogeninu udržuje nízkou hladinu juvenilního hormonu, čímž zpomaluje stárnutí 

létavek a potenciálně zahajuje vznik dlouhověkých zimních včel (Fluri et al., 1982; Döke 

et al., 2015). Včelí kolonie přezimují s velmi omezenými zásobami pylu (hlavní zdroj 

aminokyselin, proteinů a lipidů pro včely), a proto je pravděpodobné, že si zásobní 

proteiny dělnice ukládají ve formě vitellogeninu (Fluri et al., 1982; Maurizio, 2015). Bylo 

zjištěno, že včely napadené kleštíkem mají nižší koncentraci proteinů v hemolymfě, a to 

včetně vitellogeninu. Naproti tomu zdravé včely měly hladinu proteinů v hemolymfě 

vyšší (Amdam et al., 2004).  

Aby mohl kleštík včelí parazitovat na včele medonosné probodne její kutikulu. 

V kutikule poté vzniká rána, která zůstává nezhojena mnoho dní (Kanbar a Engels, 2003; 

2005). V případě, že dojde k poškození kutikuly jsou obvykle aktivovány imunitní 

a hojivé reakce, jejichž cílem je zvýšení šance na přežití a zamezení ztráty hemolymfy 

(Theopold et al., 2002; Dushay, 2009). Avšak v případě parazitace kleštíkem včelím 

dochází k tomu, že krmný otvor zůstává nezhojen, jelikož ve slinách, které kleštík 

produkuje při propíchnutí kutikuly jsou přítomny antikoagulační proteiny (Richards et 

al., 2011). Proteiny obsažené ve slinách rovněž poškozují hemocyty cirkulující 

v hemolymfě. Způsobují rozklad hemocytů, inhibují jejich schopnost rozšířit pseudopody 

(povrchové výčnělky) a migrovat tak, aby vytvořily agregáty (Richards et al., 2011). 
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2.2.7  Virózy včel asociované kleštíkem včelím 

Roztoč kleštík včelí působí jako přenašeč mnoha včelích viróz, kterých do dnešní doby 

bylo popsáno přes 20 (Grozinger a Flenniken, 2019). Jako přenašeč byl Varroa destructor 

spojen s kašmírským virem (KBV), s virem akutní paralýzy včel (ABPV), 

s virem izraelské akutní paralýzy (IAPV) a s virem deformovaného křída (DWV) 

(Boecking a Genersch, 2008). Před výskytem roztočů Varroa byly viry včel považovány 

za menší hrozbu pro zdraví včel (Allen et al., 1986; Bailey a Ball, 1991; Bowen-Walker 

et al., 1999; Yue a Genersch, 2005). 

 

2.2.7.1 Kašmírský virus – KBV 

Původ KBV viru u včelích druhů je nejasný. Poprvé byl izolován z dospělých včel 

medonosných, které byly experimentálně naočkované extraktem z včely východní 

v Kašmíru, severozápadní oblast Indie, odtud název (Bailey a Woods, 1977). 

 KBV je patogenní všechny vývojové fáze včel (Hornitzky, 1981; Hornitzky, 

1982) a běžně přetrvává u plodu a dospělých včel jako skrytá infekce (Dall, 1985). 

Klinické příznaky nejsou spolehlivě definovány. Úmrtnost způsobená KBV se vyskytuje 

bez jasně definovaných symptomů nemoci (Bailey et al., 1979). 

 

2.2.7.2 Virus akutní paralýzy včel – ABPV 

Virus ABPV byl poprvé objeven během laboratorních testů s virem chronické paralýzy 

včel (Bailey et al., 1963). ABPV lze detekovat jak u dospělých včel, tak i ve stádiu vývoje 

včely. U včel v přírodě se virus ABPV vyskytuje u zjevně zdravých dospělých včel 

(Bailey, 1965; Bailey et al., 1981).  

 

2.2.7.3 Virus deformovaných křídel – DWV 

DWV byl poprvé izolován z nakažených včel v Japonsku. Je to jeden z mála včelích virů, 

který způsobuje dobře definovatelné symptomy. K typickým příznakům nemoci patří 

zmačkaná a scvrklá křídla, menší velikost těla a změna zbarvení dospělých včel. Viriony 

DWV můžeme najít jak u dospělých včel, tak i v dalších stádiích vývoje včel (Kovac 

a Crailsheim, 1988; Bailey a Ball, 1991; Ball a Bailey, 1997).  
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2.2.8  Vliv na humorální imunitní systém 

Vlastnosti imunity včel ovlivňuje kleštík včelí, rovněž i viry a jiné mikroby, které kleštík 

přenáší (Gregory et al., 2005; Yang a Cox-Foster, 2007). Několik studií zabývajících se 

imunitní odpovědí včely medonosné ukázalo, že roztoči a viry mohou změnit hladiny 

transkriptů genů souvisejících s imunitou (Khongphinitbunjong et al., 2015). Parazitace 

roztočem Varroa spojená s virovou infekcí vedla k významně vyššímu množství 

transkriptů pro antimikrobiální peptidy: abaecin, hymenoptaecin a defensin 1 (Gregorc et 

al., 2012). 

PGRPs tvoří velkou skupinu konzervovaných proteinů. Jsou přítomny u hmyzu 

i u savců a mají společnou doménu o 160 AMK (Kang et al., 1998). Výsledky Gregorc 

et al., 2012 prokázaly, že při napadení včely kleštíkem dojde ke zvýšení hladin transkriptů 

PGRP. Infestaci kleštíkem lze spojit se zvýšenou hladinou genu PGRP-SC 

(peptidoglykan rozpoznávající protein S1) (Gregorc et al., 2012). PGRP-SC je známý pro 

svou funkci potlačení aktivaci dráhy Imd (Bischoff et al., 2006; Richard et al., 2012).  

Profenoloxidasa je klíčovým enzymem v melanizační reakci, která je významným 

obranným mechanismem a součást humorálního imunitního systému včely medonosné. 

Exprese genu profenoloxidasy hraje zásadní roli v omezení růstu a množení mikrobů 

(Zou et al., 2008; Wang et al., 2009). Během krmení roztoči Varroa inhibují proces 

melanizace kolem krmného otvoru dosud neznámým mechanismem. Napadený plod má 

sníženou expresi genu, jež aktivuje profenoloxidasu. Toto zjištění naznačuje, že roztoči 

přímo inhibují regulaci fenoloxidasové kaskády, což může později zvýšit riziko 

mikrobiální kontaminace nebo šíření patogenů (jako například DWV) 

(Khongphinitbunjong et al., 2015).  

Exprese genů pro lysozym je silně indukována bakteriemi (Gillespie et al., 1997). 

Avšak v případě parazitismu roztočem Varroa byly potlačeny geny pro lysozym (Yang 

a Cox-Foster, 2005). 

Při infekci se z tukového tělesa a hemocytů včely uvolňují čtyři různé peptidy: 

apidaecin, hymenoptaecin, abaecin a defensin (Casteels et al., 1993). Peptidy přítomné 

v hemolymfě eliminují většinu bakterií (Casteels-Josson et al., 1994), avšak zatím není 

známá souvislost mezi expresí určitého antibakteriálního peptidu v závislosti 

na parazitaci kleštíkem včelím. V roce 2005 bylo zjištěno, že Varroa působí jako 

imunosupresivum pro parazitované včely, tedy že kolonie více napadené exprimují méně 

defensinu 2 (Yang a Cox-Foster, 2005). Naproti tomu Abbo et al., 2017 zjistili pozitivní 

korelaci mezi expresí defensinu a úrovní parazitace. Dle nejnovějšího výzkumu není 
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možné stanovit vztah mezi defensinem 2 a parazitací roztočem Varroa. Bylo ovšem 

prokázáno, že při zvýšení virové zátěže DWV, jehož je Varroa destructor vektorem, 

dochází k expresi abaecinu (Flores et al., 2021). Nazzi et al., (2012) zjistili, že zvýšený 

počet roztočů Varroa spouští vyšší hladiny DWV. 
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3 METODY DETEKCE A KVANTIFIKACE 

ANTIMIKROBIÁLNÍCH PEPTIDŮ 

 

Pro detekci včelích antimikrobiálních peptidů se využívá několik metod. Využívá 

se elektroforéza na polyakrylamidovém gelu následovaná metodou Western blot. 

K separaci se využívá vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reverzní fázi 

(RP-HPLC) následovaná hmotnostní spektrometrií. K purifikaci peptidů se využívá 

extrakce na pevné fázi. Metoda qPCR se využívá ke stanovení exprese genů.  

Apidaecin, abaecin, hymenoptaecin a defensin se izolují z hemolymfy. Jsou 

vysoce bazické, velmi stabilní při nízkém pH a vysoké teplotě. Díky vysoké stabilitě AmP 

je možné ze vzorku srážet protein pomocí 0,1 % kyseliny trifluoroctové. Následně se 

i nesražené proteiny denaturují varem. (Casteels et al., 1989; 1990; 1993; Casteels-Josson 

et al., 1994).  

Royalisin se izoluje z mateří kašičky. Royalisin je amfifilní peptid. Fujiwara et 

al., 1990 použili k purifikaci royalisinu kyselou extrakci následovanou gelovou filtrací. 

Další purifikace proteinu byla provedena pomocí HPLC na reverzní fázi (Fujiwara et al., 

1990). 

 

3.1 Detekce a kvantifikace AmP 

3.1.1 Extrakce na pevné fázi – SPE 

Extrakce na pevné fázi je populární technika pro rychlou a selektivní přípravu vzorků. 

Metoda SPE se používá pro čištění vzorků a izolaci analytů z nejrůznějších matric 

(Biziuk, 2001). Mezi výhody této metody patří vysoká výtěžnost, účinné zakoncentrování 

analytu (Nováková a Douša, 2013b), zisk vysoce purifikovaného extraktu či snadná 

možnost automatizace (Żwir-Ferenc a Biziuk, 2006). 

 Princip SPE je podobný principu extrakce kapalina-kapalina, ale zahrnuje 

rozdělení látek mezi kapalinu (matrice vzorku nebo rozpouštědlo) a pevnou fázi 

(stacionární fáze) (Camel, 2003). Pro úspěšnost extrakce musí mít analyt vyšší afinitu 

k pevné fázi než k matrici vzorku. Obecný postup je kondiciování kolonky (Nováková 

a Douša, 2013b), zavedení roztoku na pevnou fázi, odplavení nežádoucí složky a poté 

vyplavení analytů do sběrné zkumavky (Camel, 2003). 

 Výběr vhodné stacionární fáze závisí na mechanismu interakce mezi stacionární 

fází a sledovaným analytem, např. na znalosti hydrofobních, polárních a ionogenních 
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vlastností obou látek. Nejběžnější retenční mechanismy jsou v SPE založeny na van der 

Waalsových silách (nepolární interakce), vodíkových vazbách, vazbě dipól-dipól (polární 

interakce) a iontové interakce (Żwir-Ferenc a Biziuk, 2006). 

 

 

Obrázek 5 – Schéma extrakce na pevné fázi (převzato a upraveno z Guide to Solid Phase 

Extraction, 1998). 
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Existují tři základní druhy extrakcí, které se liší polaritou jednotlivých fází: reverzní fáze, 

normální fáze a iontově výměnná fáze (Żwir-Ferenc a Biziuk, 2006). 

 

3.1.1.1 Reverzní fáze 

Separace na reverzní fázi zahrnuje nepolární stacionární fázi a polární matrici vzorku. 

Cílený analyt je obvykle středně polární až nepolární. Retenčním mechanismem jsou 

hydrofobní interakce typu van der Waalsových sil či disperzních sil (Żwir-Ferenc 

a Biziuk, 2006). Retence organických analytů z polárních roztoků (vodných) je 

způsobena přitažlivými silami mezi vazbami uhlík-vodík v analytu taktéž nepolárními 

řetězci na povrchu stacionární fáze. Analyt je eluován promytím kolonky nepolárním 

rozpouštědlem, které narušuje interakci analytu a stacionární fáze (Guide to Solid Phase 

Extraction, 1998). 

 

3.1.1.2 Normální fáze 

Normální fáze SPE obvykle zahrnuje polární analyt, mírně polární až nepolární matrici 

a polární stacionární fázi. Zadržení analytu je způsobeno interakcemi mezi polárními 

funkčními skupinami analytu a polárními skupinami na povrchu stacionární fáze 

(vodíková vazba, π-π interakce, interakce dipól-dipól nebo indukovaný dipól-dipól). 

Sloučenina adsorbovaná pomocí těchto mechanismů je eluována průchodem polárního 

rozpouštědla, které narušuje vazby. Rozpouštědlo (aceton či hexan) je obvykle polárnější 

než původní matrice vzorku (Guide to Solid Phase Extraction, 1998). 

 

3.1.1.3 Iontově výměnná fáze 

Separaci iontově výměnnou fází lze použít pro sloučeniny, které jsou v roztoku nabité. 

Roztok obvykle bývá vodný, někdy i organický. Dochází k oddělení analytu na základě 

elektrostatických interakcí mezi analytem a kladně nebo záporně nabitými skupinami 

ve stacionární fázi. K eluci analytu z kolony se používá roztok o hodnotě pH, které 

neutralizuje buď funkční skupinu na povrchu stacionární fáze, anebo funkční skupinu 

sloučeniny. V případě, že je jedna z těchto skupin neutralizována, dojde k narušení 

elektrostatické síly a sloučenina je z kolony eluována. Jinou možností je použití roztoku 

o vysoké iontové síle. Případně roztoku, který obsahuje ionty, které vytlačují 

adsorbovanou sloučeninu (Guide to Solid Phase Extraction, 1998). 
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 Danihlík et al., 2014 vyvinul nový analytický postup pro izolaci a kvantifikaci 

peptidu apidaecinu 1. Postup je založen na kombinaci reverzní fáze slabé iontoměničové 

směšovací extrakce na pevné fázi a nanokapilární kapalinové chromatografie spojené 

s hmotnostní spektrometrií s vysokým rozlišením.  

SPE se nevyužívá jen k purifikaci antimikrobiálních peptidů včel, ale využívá 

se i pro purifikaci AmP z jiných zdrojů. León-Calvijo et al., 2015 využil SPE k purifikaci 

Lactoferricinu (antimikrobiální peptid z mléčného proteinu). Byla využita reverzní fáze, 

kolony Supelclean LC-18, které byly před použitím aktivovány a ekvilibrovány.  

 

3.2 Metody separace a detekce AmP 

3.2.1  Kapalinová chromatografie-hmotnostní spektrometrie - LC-MS 

Základním obecným principem chromatografických metod je nestejnoměrné rozdělování 

složek směsi mezi stacionární a mobilní (pohyblivou) fází. Předpokladem 

nestejnoměrnosti rozdělení je různá afinita jednotlivých složek k mobilní a stacionární 

fázi nebo jejich nestejná schopnost do nich difundovat. Důsledkem toho jsou jednotlivé 

složky zadržovány v systému různou dobu a opouštějí tak chromatografický systém 

v odlišných časech – retenčních časech (Mikeš, 1980). 

Hmotnostní spektrometrie je metoda analytické chemie, která je svou podstatou 

separační technikou. Je založena na interakci nabitých částic s elektrickým nebo 

magnetickým polem ve vakuu. Všechny hmotnostní spektrometry se skládají ze tří částí 

– iontový zdroj, analyzátor a detektor částic. Hmotnostní spektrometrie má široké využití, 

používá se v potravinářství, zemědělství nebo třeba ve farmacii (Friedecký a Lemr, 

2012). 

Peptidy se obvykle rozdělují vysoce účinnou kapalinovou chromatografií 

na reverzní fázi (RP-HPLC) (Danihlík et al., 2014). Mobilní fáze je polární, obvykle 

se jedná o směs vodné složky s polárními organickými rozpouštědly, která jsou mísitelná 

s vodou. Stacionární fáze má nepolární charakter. Nejčastěji se jako stacionární fáze 

používají dlouhé uhlíkaté řetězce navázané na povrch nosiče (silikagel). Nejčastěji 

využívanou fází je C18. Retence látek vzniká na základě jejich hydrofobních interakcí se 

stacionární fází. Při separaci na reverzních fázích je retence látek ovlivněna množstvím 

nepolární fáze na nosiči (obsah uhlíku a délka alifatických řetězců a složením mobilní 

fáze) (Nováková a Douša, 2013a). 
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Kapalinová chromatografie - hmotnostní spektrometrie (LC - MS) je analytická 

technika používaná při identifikaci složek ve směsích. Ve své nejjednodušší podobě 

se směs zavede do kapalinového chromatografu, kde se oddělí (částečně nebo úplně) 

na její součásti. Tyto různé komponenty eluují z kapalinového chromatografu postupně. 

Odtok z kapalinového chromatografu se zavede do hmotnostního spektrometru, kde jsou 

získána hmotnostní spektra z oddělených složek. Z hmotnostních spekter můžeme zjistit 

molekulární hmotnosti složek a molekulární struktury složek (Buschow et al., 2001). 

Casteels et al., 1989, 1990, 1993 použili k separaci fragmentů metodou RP-HPLC 

na C4 koloně. Následně byla použita metoda RP-HPLC na C18 koloně pouze pro vybrané 

frakce. Metoda RP-HPLC se využívá jak pro peptidy, které včela uvolňuje do hemolymfy 

(apidaecin, abaecin, hymenoptaecin), pro peptidy, jež včela uvolňuje do jedu (melittin), 

i pro peptidy z mateří kašičky (jelleiny). Marques Pereira et al., 2020 využila pro separaci 

peptidů ze včelího jedu pouze metodu RP-HPLC na C18 koloně. Fontana et al., 2004 

využil stejnou metodu pro separaci peptidů z mateří kašičky. Po detekci peptidů byla 

určena jejich aminokyselinová sekvence. Peptidy se dále mohou analyzovat pomocí 

hmotnostní spektrometrie (Casteels et al., 1993; Pereira et al., 2020). 

 

3.2.2  Elektroforéza 

Elektroforéza je elektromigrační metoda, která rozděluje látky na základě různé 

pohyblivosti elektricky nabitých částic v elektrickém poli. Separační systém je složen 

ze dvou elektrod, které jsou umístěny do vodivého prostředí. Mezi elektrody je vložen 

gradient elektrického pole. Rychlost pohybu elektricky nabité částice závisí na vloženém 

napětí i na odporu prostředí. Elektroforézu můžeme rozdělit dle principu na elektroforézu 

bez nosiče a na elektroforézu na nosiči (Lehotay, 2009). 

Elektroforéza na nosiči je v praxi více používaná (Lehotay, 2009). Vzorek 

se pohybuje a pevném podkladu jako je například filtrační papír, celulosa nebo gel (Voet 

a Voetová, 1995). Nosič je nasycen tlumivým roztokem, ten zabezpečí vodivost mezi 

elektrodami. Mezi elektrodami se vkládá potenciál několik set voltů (Lehotay, 2009). 
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3.2.2.1 Gelová elektroforéza a Western blot 

Gelová elektroforéza se používá pro dělení makromolekul. Nejčastěji používanými gely 

jsou agarosový a polyakrylamidový gel. Velké molekuly se oproti malým zpožďují, 

jelikož pronikají gelem obtížněji (Voet a Voetová, 1995).  

Agarosové gely obsahují ve své struktuře velké póry, z toho důvodu se využívají 

pro separaci a analýzu DNA. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu je citlivá metoda 

poskytující vysoké rozlišení. Využívá se pro separaci proteinů, fragmentů RNA 

a fragmentů DNA (Mikkelsen a Cortón, 2004). SDS-PAGE je elektroforéza 

v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS). Bílkoviny jsou 

nejdříve denaturovány varem v přítomnosti β-merkaptoethanolu a iontového detergentu 

SDS, který nese záporný náboj. Denaturované bílkoviny jsou všechny ,,potažené“ SDS 

a nesou tudíž zhruba stejný specifický záporný náboj, jsou po připojení zdroje el. proudu 

rozděleny dle velikosti. SDS-PAGE se využívá ke stanovení molekulové hmotnosti 

proteinů porovnáním jejich pohyblivosti v gelu s pohyblivostí standardů o známé 

relativní molekulové hmotnosti (Murray, 2002). 

 

Obrázek 6 – Schéma gelové elektroforézy (převzato a upraveno z Mikkelsen a Cortón, 2004). 

 

  



35 

 

Western blot je technika, která se využívá pro kvalitativní nebo semikvantitativní 

detekci určitého proteinu ve vzorku. Blotingové techniky byly poprvé využity v roce 

1975 pro analýzu DNA (Southern blotting), později byly tyto metody aplikovány na RNA 

(Northern blotting) a proteiny (Western blotting). Tyto techniky se využívají, pokud 

chceme extrahovat proteiny nebo nukleové kyseliny z elektroforetického gelu pro další 

charakterizaci nebo pro mikropreparativní účely. Bandy z elektroforetického gelu jsou 

fixovány buď adsorpcí, nebo kovalentně (Pingoud et al., 2002). 

 U metody Western blot jsou proteiny z SDS-PAGE elektroforeticky přeneseny 

na nitrocelulosovou membránu nebo na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membránu. 

Obě tyto membrány mají vysokou kapacitu pro proteiny, čehož se využívá 

u mikropreparativních účelů. Má-li být protein detekován imunochemicky, jsou 

neobsazená hydrofobní vazebná místa na membráně nejprve blokována, buď hovězím 

albuminem, nebo levněji odtučněným sušeným mlékem. Proteiny jsou detekovány 

vazbou specifické protilátky proti sledovanému proteinu (primární protilátka) a poté 

inkubací se sekundární protilátkou (namířenou proti první protilátce), která je spojena 

s enzymem, jako je alkalická fosfatasa nebo peroxidasa. Přítomnost těchto enzymů je 

stanovena kalorimetricky přeměnou chromogenních substrátů na barviva. (Pingoud et al., 

2002). 

 

Obrázek 7 – Schematické znázornění metody Western blot a detekce (převzato a upraveno 

z Kurien a Scofield, 2006).  
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Proaño et al., 2021 využil k separaci a detekci antimikrobiálních peptidů metodu 

SDS-PAGE a Western blot. Tyto metody využili k separaci a detekci včelího defensinu 1 

z medu. Byla využita nitrocelulosová membrána, k blokování byl použit pufr, který 

obsahoval odtučněné sušené mléko. Jako primární protilátka byla použita králičí 

polyklonální protilátka proti včelímu defensinu 1. Jako sekundární se použila kozí 

anti-králičí protilátka spojená s křenovou peroxidasou.  

Při analýze peptidů z mateří kašičky byla pro separaci využita tricinová 

SDS-PAGE. Pro detekci peptidu byla využita metoda Western blot, avšak na rozdíl 

od Proaño et al., 2021 byly proteiny přeneseny na PVDF membránu. K blokování bylo 

využito odtučněné sušené mléko. Jako primární protilátka byla využita králičí 

polyklonální protilátka proti apimisinu. Jako sekundární byla využita prasečí anti-králičí 

protilátka spojená s peroxidasou. (Bilíková et al., 2002). 

 

3.3 Metody studia genové exprese AmP 

3.3.1  Kvantitativní PCR – RT-qPCR 

Polymerásová řetězová reakce (PCR) byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem. 

(Šmarda et al., 2005). PCR je metoda zmožení určité sekvence DNA. Její specifičnost je 

založena na použití dvou výchozích nukleotidových jednotek (primerů), které hybridují 

do komplementárních sekvencí opačných vláken DNA a ohraničují žádanou sekvenci. 

Vzorek DNA je nejdříve zahříván, aby se oddělila obě vlákna (denaturace DNA), primery 

se nechají navázat na DNA (annealing) a každé vlákno je kopírována DNA-polymerasou 

počínajíc od primeru. Dvě vlákna DNA slouží poté jako matrice pro syntézu nové DNA 

ze dvou primerů (extenze). Opakování cyklů denaturace, připojení primerů k jejich 

komplementárním sekvencím a prodlužování připojených primerů DNA polymerasou 

vede k exponenciálnímu množení segmentů DNA o definované délce (Murray, 2002). 

Pro syntézu dostatečného množství amplikonu je potřeba cyklus PCR opakovat 25-30· 

(Mülhardt, 2007). Výsledkem PCR je namnožená sekvence templátové DNA. 

K vyhodnocení je potřeba využít další techniky. Využívá se gelová elektroforéza či 

Southern blot (McPherson a Moller, 2006). 

qPCR – kvantitativní PCR, PCR v reálném čase je variantou PCR, která umožňuje 

přímou kvantifikaci produktů v průběhu reakce. Cyklus qPCR je velmi podobný klasické 

PCR. V každé cyklu se opakují tři fáze: denaturace dvouřetězcové DNA, annealing 

a extenze. Do reakční směsi se přidávají fluorescenční barviva, jelikož produkty nejsou 
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samy od sebe schopné fluorescenčního záření. Fluorescenční barviva jsou schopny 

fluorescenčního záření, ale neovlivňují průběh reakce. Kvantifikace produktů se provádí 

prostřednictvím detekce a kvantifikace fluorescenčního signálu, protože intenzita 

fluorescenčního signálu je přímo úměrná množství produktu (Bustin, 2004; Šmarda et al., 

2005). Dle vazby fluorescenčního barviva na DNA rozlišujeme specifickou 

a nespecifickou detekci produktu. K nespecifické detekci produktu se využívají 

interkalační barviva. Interkalační barviva se vážou na dsDNA, která vzniká během PCR. 

Vazba barviva je reverzibilní. Často využívaným barvivem je barvivo SYBR Green 

(Bustin, 2004). Jednou z nevýhod interkalačních barviv je, že detekují veškerou DNA, 

která je přítomna v reakční směsi, tedy i nespecifické produkty (Kaltenboeck a Wang, 

2005).  U specifické detekce dochází ke změně fluorescence pouze při amplifikaci cílové 

sekvence. Využívá se sond, které jsou sekvencí komplementární k templátové DNA. 

V případě použití sond již nemohou být detekovány nespecifické produkty (Mülhardt, 

2007).  

qPCR se využívá pro kvantitativní analýzu genové exprese. Analýza genové 

exprese probíhá na úrovni mRNA, nikoli na úrovni DNA. Před provedením metody qPCR 

je potřeba přepsat RNA do komplemetární cDNA pomocí reverzní transkripce. Přepis 

RNA do DNA probíhá s použitím enzymu reverzní transkriptasy (Valasek a Repa, 2005). 

RNA je ve srovnání s DNA extrémně labilní, proto musí být izolace provedena co 

nejpečlivěji. Pro izolaci RNA se využívá guanidium thiokyanát-fenolchloroformová 

metoda. Metoda je založena na fázové separaci. Vzorek se nejdříve podrobí centrifugaci 

ve směsi fenolu, chloroformu a GITC (guanidium isothiokyanát). Po centrifugaci je RNA 

přítomna ve vodné fázi. RNA je precipitována pomocí 2-propanolu nebo ethanolu, je 

vysušena a rozpuštěna ve vodě nebo tris/EDTA pufru (Chomzynski, 1987). Pro izolaci 

RNA se kromě fenol-chloroformové metody využívají komerčně vyráběné kity. Výhodou 

kitů je rychlá, spolehlivá a pohodlná izolace RNA. Při práci navíc odpadá manipulace 

s toxickým chloroformem a žíravým fenolem (Kočárek, 2007). 

Metodu qPCR pro studium AmP využil Klaudiny et al., 2005 ke studiu defensinu 

1. Wang et al. 2021 rovněž využil kvantitativní PCR za účelem stanovení exprese 

abaecinu u čmeláka (Bombus lantschouensis).  
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4 EXPERIMENTÁNÍ ČÁST 

 

4.1 Materiál 

4.1.1  Chemikálie 

Albumin 

Bradfordovo činidlo 

 

4.1.2  Biologický materiál 

Vzorky zdravých včel a včel ze včelstev silně napadených kleštíkem včelím. Vzorky byly 

získány od vedoucího práce. 

 

4.1.3  Přístroje a vybavení 

Analytické váhy 

Kulový mlýn 

Centrifuga 

Mikrodestičkový spektrofotometr 

 

4.2 Metody 

4.2.1  Zpracování vzorku včel 

Mrtvým včelám byla ustřihnuta hlavička, pinzetou byl vytáhnut trávicí trakt (uchopit 

žihadlo a zadečkovým článkem vytáhnout celý trávicí trakt) a poté byla ustřihnuta hruď 

od zadečku. Jednotlivé části byly vloženy do mikrozkumavek, poté byly přidány skleněné 

kuličky a 200 μl vody. Jednotlivé části byly homogenizovány v kulovém mlýnu. 

Následně byly mikrozkumavky centrifugovány při 16900·g 10 minut při laboratorní 

teplotě. Ze supernatantu bylo odebráno 20 μl a přidáno 180 μl vody. Z takto připravených 

extraktů byly stanoveny proteiny Bradfordovou metodou.  

 

4.2.2  Stanovení proteinů metodou dle Bradforda 

Měření probíhalo v mikrodestičkách, kam bylo postupně vneseno 45 μl destilované vody, 

5 μl vzorku proteinu a 200 μl pracovního roztoku Bradfordova činidla. Následně byla 

změřena absorbance při 595 nm (Bradford, 1976). 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Stanovení proteinů metodou Bradforda 

5.1.1  Kalibrační křivka 

Pro stanovení proteinů Bradfordovou metodou byly vytvořeny dvě kalibrační křivky.   1. 

kalibrační křivka byla použita pro koncentraci v rozmezí 0-200 μg∙ml-1. 2. kalibrační 

křivka byla použita pro koncentraci 200-1000 μg∙ml-1. Jako standard byl použit roztok 

albuminu.  

 

Obrázek 8 – Kalibrační křivka pro rozmezí 0-200 μg∙ml-1. 

 

 

Obrázek 9 – Kalibrační křivka pro rozmezí 200-1000 μg∙ml-1. 

 

y = 0,0011x + 0,0059
R² = 0,984

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

A
(5

9
5

 n
m

)

koncentrace μg∙ml-1

y = 0,0006x + 0,0402
R² = 0,9941

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

A
 (

5
9

5
 n

m
)

koncentrace μg∙ml-1



40 

 

5.1.2  Stanovení proteinů ve vzorcích včel 

Byla stanovena koncentrace proteinů metodou dle Bradforda ve vzorcích zdravých včel 

a ve vzorcích včel ze včelstev silně napadených kleštíkem včelím. Bylo zpracováno 

11 vzorků zdravých včel a 11 vzorků včel ze včelstev silně napadených kleštíkem včelím. 

Proteiny byly stanoveny u obou skupin zvlášť v hlavě, hrudi a zadečku. Průměrná 

koncentrace proteinů v hlavách u zdravých včel byla 0,197 μg∙ml-1 ± 3,204·10-2, 

v hrudích od 0,450 μg∙ml-1 ± 5,931·10-2 a v zadečku od 0,291 μg∙ml-1 ± 7,321·10-2. 

Průměrná koncentrace proteinů v hlavách u včel ze včelstev nakažených varoózou byla 

0,170 μg∙ml-1 ± 5,542·10-2, v hrudích 0,464 μg∙ml-1 ± 7,298·10-2 a v zadečku 

0,325 μg∙ml-1 ± 5,995·10-2. Vzorky byly vyhodnoceny T-testem na hladině významnosti 

5 %. K vyhodnocení dat byl použit program Statistica.  

 

 

Obrázek 10 - Koncentrace proteinů v extraktu z hlav ze včel z kontrolní skupiny (n=11) (CTRL) 

a ve skupině včel odebraných z Varroa silně napadených včelstev (n=11) (VD). 
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Bowen-Walker a Gunn, 2001 zjistili, že u včel parazitovaných kleštíkem včelím 

došlo k poklesu množství proteinů v hlavě. Na hladině významnosti 5 % nebyl nalezen 

statisticky významný rozdíl u hlav mezi zdravými včelami a včelami ze včelstev ze silně 

napadaných kleštíkem včelím. Výsledky odporují studii Bowen-Walker a Gunn, 2001. 

Vysvětlením by mohla být skutečnost, že Varroa destructor převážně neparazituje 

na hlavách včely medonosné (Ramsey et al., 2019). 

 

 

Obrázek 11 - Koncentrace proteinů v extraktu z hrudí ze včel z kontrolní skupiny (n=11) (CTRL) 

a ve skupině včel odebraných z Varroa silně napadených včelstev (n=11) (VD). 
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Na hladině významnosti 5 % nebyl nalezen statisticky významný rozdíl u hrudí 

mezi zdravými včelami a včelami ze včelstev silně napadaných kleštíkem včelím. 

Výsledky potvrzují výzkum Bowen-Walker a Gunn, 2001, kteří zjistili, že k poklesu 

množství proteinů v hrudích po infestaci kleštíkem včelím nedochází. 

 

 

Obrázek 12 - Koncentrace proteinů v extraktu ze zadečků ze včel z kontrolní skupiny (n=11) 

(CTRL) a ve skupině včel odebraných z Varroa silně napadených včelstev (n=11) (VD). 
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Kleštík je spojován se sníženými titry proteinů u parazitovaných včel v zadečku 

(Bowen-Walker a Gunn, 2001). Hlavním zdrojem potravy kleštíka včelího je tukové 

těleso (Ramsey et al., 2019), které je mimo jiné hlavním místem syntézy proteinů (Arrese 

a Soulages, 2010). Očekávaným výsledkem proto měla být výrazně nižší hladina proteinů 

u včel ze včelstev silně napadených kleštíkem včelím. Na hladině významnosti 5 % nebyl 

nalezen statisticky významný rozdíl u zadečku mezi zdravými včelami a včelami 

ze včelstev ze silně napadaných kleštíkem včelím. Surlis et al., 2018 stanovovali obsah 

proteinů u kukel včely medonosné. V tomto výzkumu byla zjištěna rozdílná hladina 

proteinů u zdravých kukel včely medonosné a u kukel, které byly parazitovány kleštíkem 

včelím. V tomto výzkumu ovšem nebyla stanovována celková koncentrace proteinů, ale 

byly stanovovány konkrétní proteiny: proteiny související s kutikulou, transportem 

lipidů, vrozenou imunitou a proteiny podílející se na metabolických procesech. Bylo 

zjištěno, že při parazitaci dochází ke snížení koncentrace proteinů, které souvisejí 

s kutikulou, transportem lipidů a vrozenou imunitou. Na druhou stranu došlo ke zvýšení 

proteinů, které se podílejí na metabolických procesech. Důvodem, proč nebyl zjištěn 

statisticky významný rozdíl, by mohlo být stanovování koncentrace celkových proteinů 

v tělních částech, nikoli stanovení koncentrace jednotlivých proteinů.  
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6 ZÁVĚR 

 

Byla vypracována bakalářská práce s názvem Vliv kleštíka včelího na humorální imunitní 

systém včely medonosné. Bylo dosaženo těchto výsledků:  

1. Byla zpracována literární rešerše o imunitním systému hmyzu.  

2. Byla zpracována literární rešerše o vlivu kleštíka včelího a jím přenášených 

sekundárních nákaz na humorální imunitní systém včely medonosné.  

3. Byl vypracován přehled metod používaných ke studiu změn hladin nebo genové 

exprese antimikrobiálních peptidů hmyzu a včel.  

4. Bylo provedeno prvotní měření koncentrace proteinů v tělních částech včel 

odebraných ze včelstev infestovaných roztoči a včel zdravých. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

ABPV   virus akutní paralýzy včel 

AMK   aminokyselina 

AmP   antimikrobiální peptidy 

Da   jednotka Dalton 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DWV   virus deformovaných křídel 

EDTA    kyselina etylendiaminotetraoctová 

GITC   guanidium isothiokyanát 

IAPV   virus izraelské akutní paralýzy 

KBV   kašmírský virus 

LC-MS  kapalinová chromatografie – hmotnostní spektrometrie 

PAMP   struktury charakteristické pro patogenní mikroorganismy 

PCR   polymerásová řetězová reakce 

PGRP   peptidoglykan rozpoznávající proteiny 

PGRP-LC   transmembránový receptor, který váže peptidoglykan 

PGRP-SC  peptidoglykan rozpoznávající proteiny S1 

PVDF   polyvinylidendifluorid 

qPCR   kvantitativní PCR 

RNA   ribonukleová kyselina 

RNAi   RNA interference 

RP-HPLC  vysokoúčinná chromatografie na reverzní fázi 

SDS   dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE  polyakrylamidová elektroforéza s použitím SDS 

SPE   extrakce na pevné fázi 

Tris   tris(hydroxymethyl)aminomethan 

  


