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1 Uvod

Vcela medonosna (4Apis mellifera) ma ekologicky i ekonomicky vyznam. Jeji dulezitou
¢innosti v ramci ekosystému je opylovani planych, ale i zemédélsky vyznamnych rostlin, ¢imz
prispiva k zachovani biologické rozmanitosti a zvySeni vynosu a kvality plodin. Kromé toho je
vCela medonosna producentem medu, vosku, propolisu a dalSich produktd, které maji
potravinarské, medicinské 1 komercni vyuziti. VCela medonosna vSak musi cCelit mnoha
stresovym faktorim. Jednim z nich je ektoparazit klestik vCeli (Varroa destructor), jenz svym
pusobenim pacha skody po celém svéte a snahou véelait je potlacovat a redukovat jeho vyskyt
ve véelstvech. Skala u¢innych latek je viak omezen4, s &imz se poji vznik rezistence v ddisledku
Castého 1éCeni a to nasledné komplikuje ucinnost 1é¢by. Proto je dilezité vénovat se studiu
biologie a genetiky klestika v¢eliho. Jednim z pfistupt, ktery piinasi cenné informace o jeho
genetické variabilite, jez by mohly byt vyuzitelné pfi studiu rezistence, migrace a evolucnich

procest tohoto parazita, je studium mikrosatelitovych markert.

Tato prace se zaméfuje na testovani mikrosatelitovych markert popsanych u klestika
vceliho, které v zahrani¢nich studiich vykazovaly polymorfismus. Cilem je optimalizovat PCR
amplifikaci téchto lokust a zjistit, zdali jsou v populaci klestiki v Ceské republice také

polymorthni.



Cile prace

1. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace: biologickd a geneticka
charakteristika klestika vceliho; patologické pusobeni klestika vceliho na vcelu
medonosnou; geneticka variabilita klestika vceliho s dirazem na jeji studium
pomoci mikrosatelitu.

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.

3. Optimalizovani PCR amplifikace znamych mikrosatelitd u klestika vceliho a zjisténi

jejich variability na DNA klestik z Ceské republiky.



3 Literarni prehled

3.1 Biologicka charakteristika kleStika v€eliho

Klestik vceli (Varroa destructor) je ektoparazit napadajici dospélé vcely 1 vceli plod.
Infestace klestikem vcelim pusobi ve vcelstvech velké skody, které nakonec vedou k jejich
thynu. Kvili témto ni¢ivym dopadim momentalné patfi mezi hlavni hrozby v oblasti

vcelafstvi.

3.1.1 Taxonomie

Klestika vceliho lze zaradit do tfidy pavoukovci (Arachnida), fadu cmelikovei
(Mesostigmata), Celedi klestikoviti (Varroidae) a rodu klestik (Varroa). Prvni zastupce rodu
Varroa byl popsan roku 1904 holandskym zoologem A. C. Oudemansem jako ektoparazit vcely
vychodni (4pis cerana). Popsany exemplaf byl odebran Edwardem Jacobsonem na Javé ve
meésté Semarang (Oudemans, 1904). Anderson ef Trueman (2000) na zakladé dalsi genotypové,
fenotypové a reprodukéni analyzy zjistili, ze V. jacobsoni je komplex nejméné dvou riznych
druhi, proto byl popsan samostatny druh klestik véeli (Varroa destructor). Z tohoto diivodu je
v C¢lancich publikovanych pied rokem 2000 referovano na V. jacobsoni, ackoli byl téméf ve

vSech pfipadech pfedmétem vyzkumu V. destructor (Rosenkranz et al., 2010).

3.1.2 Hostitelé klestika vceliho a historie rozSireni

Prirozenym hostitelem klestika vCeliho je vCela vychodni na iizemi Asie, ktera si diky
dlouhé dobé koevoluce vytvorila obranné strategie a jeho pritomnost pro ni neni kriticky
nebezpecna. Mezi tyto strategie patii schopnost zbavit ze roztoce z vlastniho téla samoci§ténim
(grooming) a Cistici pud délnic, které dokazou rozpoznat piitomnost parazita v zavic¢kovaném

plodu a odstranit ho. V piipadé pfemnoZeni parazita mize vCelstvo opustit svij ul (Rath, 1999).

Béhem prvni poloviny 20. stoleti bylo zjisténo, ze se klestikovi v€elimu podafilo
adaptovat na nového hostitele, a to na v€elu medonosnou (4Apis mellifera) (Rosenkranz et al.,
2010). Jedna z prvnich zminek o vyskytu klestika v€eliho na vcele medonosné pochézi piiblizné
zroku 1950 z oblasti Ruska. Ackoliv neni zcela jasné, kdy a jak pfesné doslo ke zméné hostitele,
pficinou bylo pfevezeni nepivodniho druhu v¢ely medonosné do oblasti obyvanych pivodnim
druhem vcelou vychodni. Konkrétné v tomto piipadé€ transportem vcelstev po Transsibifské
magistrale mezi zapadnim a vychodnim Ruskem (Peck, 2021). Kvili mezinarodnimu obchodu
se véelami doslo k rychlému §ifeni tohoto parazita do Pakistanu (1955), Japonska (1958), Ciny
(1959), Bulharska (1967), Jizni Ameriky (1971), Némecka (1977) a brzy se z infestace vcely



medonosné kleStikem vcelim stal svétovy problém (Rosenkranz et al., 2010). Prvni vyskyt
roztote byl na uUzemi tehdejsiho Ceskoslovenska zaznamenan zatatkem roku 1978
pracovnikem VF VSP v Kogicich, uitelem pfedmétu Chov a choroby v&el doc. MVDr. J.
Hankem, CSc. pfi systematické kontrole méli. Vyskyt byl v terénu potvrzen nalezem
pozitivnich veelstvech v pohrani¢nich obcich Vy$né Nemecké a Rusky Hrabovec. Nakazena
velstva se na vychod Slovenska tidajn& dostala ze zakarpatské oblasti Sovétského svazu. Sifeni
klestika rychle postupovalo a jiz v srpnu roku 1978 bylo v okrese Humenné znamo dalsich 15
ohnisek. Na jafe roku 1981 doslo z pohrani¢nich oblasti vychodniho Slovenska k rozsiteni do
okresu Usti nad Orlici. V ohniscich nakazy a ochranném pasmu byla véelstva vypalovan. I pies
pfisna opatfeni se nakonec klestik vceli rozsifil po celém uzemi republiky. Pfitomnost nakazy
byla monitorovana vysetfenim zimni méli a pozdéji se od eradikace nakazenych vcelstev preslo

k jejich Ié¢eni (Cermak et al., 2016).

3.1.3 Morfologie

Télo klestika vceliho je €lenéno na dvé Casti, na idiosomu a gnatosomu. Idiosoma se
sklada z jednoho dorzalniho a sedmi ventralnich stitd (hrudni, genitalni, dva endopodalni stity,
dva metapodalni Stity a analni Stit) (Rosenkranz ez al., 2010). Gnatosoma je tvoiena dvéma
pedipalpami se senzorickou funkci a dvéma chelicerami Stejné jako ostatni zastupci tiidy

pavoukovct ma klestik 4 pary nohou.

Mezi samcem a samici 1ze pozorovat znacny sexualni dimorfismus (Ifantidis, 1983).
Celé télo samic je pokryto malymi Stétinkami, jez jim pomahaji udrzet se na hostiteli (Kirrane
et al., 2012). Idiosoma samic je zplostéla, elipsoidni a protahla do $itky, u samcu je tvar spise
hruskovity. Zatimco samici dorsalni §tit a ventralni §tity jsou vysoce sklerotizované, sam¢i télo
vykazuje pouze slabou sklerotizaci, a to pfevazné v oblasti dorzalniho Stitu a nohou
(Rosenkranz et al., 2010). Nohy samic jsou kratkeé a silné se specializovanymi Gtvary zvanymi
apotely, které umoziiuji prichyceni na hostitele (De Ruijter ef Kaas, 1983). Samci jsou mnohem
mensi (Sitka 0,7 mm; délka 0,715 mm) nez samice (Sitka ~1,7 mm; délka ~1,1 mm). Dospéli
samci jsou svétle zbarveni a vzhledem se podobaji mladsim vyvojovym stadiim protonymfy
a deutonymfy samic, samice v dospélosti vykazuji ¢ervenohnédé zbarveni. Posledni ¢lanek
chelicer je u samic pohyblivy a ma dva malé zoubky. U samcu je posledni ¢lanek chelicer
pfeménén na spermatodaktyl umoziujici pfenos spermatu do samiciho pohlavniho ustroji.
Samici pohlavni organy jsou rozdéleny na dvé soustavy. Prvni se sklada z vajecniku, délohy
a pochvy vedouci k pohlavnimu otvoru umisténému mezi druhym parem nohou. Druha

soustava je tvofena dvojici port (solenostomil) otevirajicich se do trubic, které se dale vétvi.
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Vétveni prechazi do spermatického kanalku vedouciho do spermatéky, ta slouzi jako zasobarna
spermii az dokud nejsou vajicka oplozena. Samci pohlavni systém je tvofen jednim varletem
umisténym v zadni Casti téla. Z varlete vedou dva chamovody spojujici se do neparového
ejakulacniho kanalku, ktery usti mezi druhym péarem nohou (Rosenkranz et al., 2010).

Morfologii klestika Ize vidét na Obrazku 1.

Obrazek 1: Anatomie klestika vceliho (popsano podle Thalpa ef al., 2015; Gardi, 2020 a Coons
et Rothschild, 2004; foto USGS Bee Inventory and Monitoring Lab Beltsville, Maryland, USA,
dostupné v galerii Flick https:/flickr.com/photos/54563451@N08/48697155713; navstiveno
17.4.2024).

A. ventralni pohled: 1 - nohy, 2 - pedipalpy, 3 - apotely, 4 - Stétinky, 5 - hrudni §tit, 6 - genitalni

§tit, 7 - endopodalni §tity, 8 - metapodalni Stity, 9 - analni §tit.

B. dorzélni pohled: 10 - gnatosoma, 11 - idiosoma, 12 - dorzalni $tit.

3.1.4 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus klestika v&eliho je uzce spjat s jeho hostitelem, neexistuji tedy zadna
volné Zijici a na véelach nezavisla stadia. Zivotni cyklus samic klestika lze rozdé&lit na dvé faze,

na fazi disperzivni (foretickou) a fazi reprodukéni.

Disperzivni faze probiha na dospélych vcelach. Béhem této faze jsou samice skryté mezi
abdominalnimi sternity v¢el v mistech, jez jsou pro ostatni véely tézko pfistupné a je pro né
obtizné je odstranit (Nazzi ef Le Conte, 2016). Dospélé vcely slouzi jako prostiedek pro prenos
parazita v ramci vCelstva v jednom ulu i mezi riznymi vCelstvy navzajem. Samice béhem této
faze uprednostiiuji vCely kojicky, jimiz jsou transportovany k nezavickovanym burikam

obsahujicim vceli larvu ve stadiu 5. instaru (Rosenkranz et al., 2010).


https://flickr.eom/photos/54563451@N08/48697155713

Reproduk¢ni faze probiha uvnitt plastovych bunek vceliho plodu. Fuchs (1990, 1992)
uvadi, ze samice klestika vykazuji pfiblizn€ osmkrat vyssi preferenci pro trub¢i plod, kde maji
vy$§i reprodukeni potencial. Pocatek reprodukéni faze nastava priblizné 15-20 hodin (v ptipadé
délniciho plodu) nebo 40-50 hodin (v ptipadé trubCiho plodu) pred tim, nez je burika obsahujici
vceli larvu zavickovana (Boot et al., 1992). Samice klestika je skryta na dn€ buriky v potrave
veeli larvy, diky ¢emuz je schopna uniknout pozornosti dospélych vcel a nedojde k jejimu
odstranéni. Oogeneze samice rozto¢e je v pocatku aktivovana polarni frakei kutikularnich
tékavych latek larev veel v 5. instaru. Experiment potvrdil, ze u samic zbavenych potravy se
spusti previtelogeneze oocytu, avSak pro zahajeni vitelogeneze je nutny piijem potravy ve
forme télnich tekutin vceli larvy. Ze ziskanych informaci vyplyva, ze oogeneze samic klestika
neni regulovana pouze jednim faktorem, ale jedna se o kaskadu rtiznych stimult (Rosenkranz

et Garrido, 2004).

Nekolik hodin po zavickovani je potrava véeli predkuklou spotfebovana, a tak dochazi
k osvobozeni samice klestika. Béhem tohoto stadia samice klestika vytvari v kutikule vceli
predkukly otvor, ktery slouZzi jako misto pro piijem potravy samice i jejich budoucich potomka
(Traynor et al., 2020). Ptiblizn€ po 60 hodinach samice klade prvni vajicko (Ifantidis, 1983).
Vajicka jsou kladena po jednom pfiblizné v tficetihodinovych intervalech (Traynor ez al., 2020).
Pohlavi u klestika vceliho je urCeno haplodiploidii, konkrétné se jednd o arrhenotokni
partenogenezi (HauBermann ez al., 2020). Prvni vajicko je neoplozené (haploidni), tudiz se
znéj lihne samec. DalSich 7-9 vajicek je jiz oplozenych (diploidnich) a lihnou se z nich samice.

Rozto¢ prochazi nékolika vyvojovymi stadii, jimiz jsou stadium vajicka, larvy,
protonymfy, deutonymfy a stadium dospé€lce. Samec dosahuje pohlavni dospélosti jako prvni
a postupné se pati se svymi dospivajicimi sestrami. Pafeni je vyvolano pohlavnim feromonem
mladych samic obsahujicim pifevazné kyselinu olejovou, stearovou, palmitovou a jejich
etylestery (Ziegelmann et al., 2013). Tento feromon je vhiman smyslovym organem umisténym
na prednich nohach samce (HauBermann et al., 2015). Mlada vcela dokonCuje sviij vyvoj
a opousti spolu s dospélymi spafenymi samicemi klestika, vCetné samice zakladatelky,
plastovou burniku. Tyto samice prechéazeji do disperzivni faze. Nevyvinuté samice, nesparené
samice a samec v plastové burice hynou. Zjednoduseny zivotni cyklus klestika vceliho 1ze vidét

na Obrazku 2.
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A
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Obriazek 2: Zivotni cyklus klestika véeliho (upraveno podle Nazzi et Le Conte, 2016).

3.2  Patologické pusobeni klestika vceliho na véelu medonosnou

Jak jiz bylo zminéno, infestace klestikem vcelim predstavuje pro vcelu medonosnou
velkou hrozbu. Dospéla samice klestika je schopna svymi pohyblivymi chelicerami se zoubky
perforovat kutikulu dospélych vcel 1 v€elich larev za ucelem vytvofeni otvoru pro sani jejich
télnich tekutin (Li ez al., 2019). Kanbar ef Engels (2004) ve své praci uvadeji, ze na zkoumanych
predkuklach trubcti a délnic byly tyto ranky lokalizované na bfisnich sternitech 2-9, vétSinou
na levé ventralni stran€. V piipadé trubcCich kukel byly ranky detekovany vyhradné na prednich
bfisnich sternitech, pfedev§im uprostied druhého segmentu a pouze na larvach délnic byly
nékteré perforace pozorované také na hrudniku. Po vylihnuti kukel ma otvor primér pfiblizné
50-60 um, ale vzhledem k tomu, ze jej klestik vyuziva opakované, dochazi k poskozovani
okolnich epidermalnich bun¢k a u hnéde pigmentovanych kukel mize mit primér 80—-100 pm,
vyjimecné i vice nez 300 um. Primér ranky ma tendenci se zvétSovat s mirou napadeni v ramci
plastové buiiky (Kanbar et Engels, 2004, 2005). Kdyz dojde u v¢el k poskozeni kutikuly
a epidermis, aktivuji se imunitni reakce a nastava proces hojeni (Theopold ez al., 2002), avSak
v pripadé poranéni zpusobeného klestikem ziistava rana oteviena i né€kolik dni (Kanbar et
Engels, 2003, 2005), coz naznacuje, ze kleStik vyuziva k potlaCeni pfirozenych hojivych

procest antikoagulacni proteiny obsazené v jeho slinach (Richards ez al., 2011). Dlouho se mélo



za to, ze klestik vysava ze vely pouze hemolymfu (De Jong et al., 1982; Donzé et Guerin 1994;
Genersch, 2010), avSak Ramsey ef al. (2019) ve své praci prokazali, ze primarnim zdrojem
potravy klestika je tukové téleso vCel. Pojem oznacujici nemoc zpusobenou klestikem vcelim
nema v Ceském jazyce presné ur¢enou podobu, bézné se 1 v odborné literature pouzivaji terminy
varrodza, varroza, dokonce 1 varroaza. Uvedené terminy se v popularnéjSich textech objevuji

1 pouze s jednim r.

3.2.1 Dusledky ubytku télnich tekutin a vliv na imunitu vcel

Sani télnich tekutin beéhem vyvoje vcely v plastovych bunikdch vede k vyraznému
poklesu po¢tu hemocyti (Salem ez al., 2006), snizeni hmotnosti a také k redukci velikosti
dospélé veely (Duay et al., 2003). Dusledky poklesu hmotnosti byly u véel 1étavek pozorovany
jako naruSena schopnost orientace pii 1étani z ulu a zpét a u trubct byla prokazana snizena
reproduk¢ni fitness a vykonnost letu (Duay ef al., 2002). U napadenych vcel byla detekovana
snizena exprese genu kodujiciho fenol oxidazu a genti kodujicich antimikrobialni peptidy, coz
nakonec muze vést k oslabeni vceli bunééné i humoralni imunity a vcelstva mohou byt

nachylnéjsi k riznym vcelim patogentim jako jsou bakterie a viry (Yang et Cox-Foster, 2005).

3.2.2 Klestik véeli jako virovy vektor

Klestik je také ucinnym vektorem a aktivatorem virt v€ely medonosné. Piiklady virt,
které prenasi, jsou virus deformovanych kridel (DWYV), virus akutni paralyzy vcel (ABPV),
kaSmirsky vceli virus (KBV), izraelsky virus akutni paralyzy (IAPV) nebo virus pytlickovitého
plodu (SBV) (Bowen-Walker ef al., 1999; Chen et al., 2004; Shen et al., 2005a, 2005b; Di
Prisco et al., 2011).

Nejlépe prozkoumanym virem pienaSenym klestikem véelim je DWYV, (+) ssRNA virus
z Celedi Iflaviridae. DWV je pfenaSen horizontalné i vertikalné, proto je mozné jej detekovat
ve vSech zivotnich stadiich vcel (Chen et al., 2005). Ve vcelstvu, které neni napadeno timto
parazitem, je virus pfitomen ve formé asymptomatické infekce a jeho hladina je nizka, coz
znadi, ze je pravdépodobné udrzovan imunitou hostitele pod kontrolou. Je-li v§ak virus vpraven
do hemocelu v¢el béhem krmeni parazita, dochazi k jeho aktivaci a projevu virulence, ktera
vede k akutnim a letalnim infekcim (Bowen-Walker ez al., 1999; Shen et al., 2005b; de Miranda
et Genersch, 2010). Pokud jsou vcely infikovany jiz ve stadiu larvy, objevuji se u nich klinické
symptomy jako smrt nakazenych larev a u dospélych vcel snizend Zzivotnost, zmenSeny
abdomen a deformace kiidel (Obrazek 3). Jsou-li v€ely infikovany az ve stadiu dospélce, tyto

ptiznaky nevykazuji, av§ak slouzi jako rezervoar DWYV infekce (Martin et al., 2013).



y ) 8 " il
Obrazek 3: Priznaky viru deformovanych kiidel (Foto dostupné v galerii Flickr
https://www.flickr.com/photos/klaasdegelder/5137849412/, nav§tiveno 7. 4. 2024).

3.3 Monitoring varrodzy

Monitoring varrodzy je dulezitym predpokladem pro uspésné vcelafeni. Poskytuje
informace o stupni napadeni ve v€elstvu v prubéhu roku a pomaha ke zvoleni vhodnych
opatfeni tykajicich se pfipadné 1écby a nasledného vyhodnoceni jeji efektivity. VCelati v ramci
Ceské republiky jsou dle veterinarniho zakona povinni sledovat zdravotni stav svych véelstev
a fidit se nafizenimi Statni veterinarni spravy, ktera se tykaji preventivnich a diagnostickych
ukonu a predchézeni, vzniku a Sifeni nakaz (Anonymous). Jako priklady metod slouzicich ke
sledovani vyskytu klestika Ize uvést monitoring prirozené¢ho spadu, monitoring metodou smyvu

mouckovym cukrem, alkoholem nebo CO; a vySetteni trub¢iho plodu.

Monitoring prirozeného spadu

Jedna se o metodu, ktera ma minimalni ¢asovou naroc¢nost a nizké investicni naklady,
avSak ziskana data jsou velmi orientacni (Danihlik, 2021). Pfirozené¢ uhynuli klestici nebo
klestici uhynuli po aplikaci 1é¢iv padaji na specialni monitorovaci podlozku umisténou na dné
sifovina, ty zabranuji v€elam v odstranéni spadené méli z podlozky. VSechny tfi vrstvy jsou
sepnuté pomoci plechové liS§ty nebo kancelafskymi svorkami. Moderni uly maji takzvana
varroadna. Jedna se o vytahovaci Suplik nad nimz je vCelotésné sito propustné pro klestika,

v Supliku mize byt navic umisténa monitorovaci podlozka (Texl ez Pridal, 2008). Spadli klestici
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mohou byt odnaseni mravenci, coz muze zkreslovat vysledna data, proto se doporucuje pouziti
lepivych podlozek, které jsou dostupné komercné nebo je mozné podlozku natfit tenkou vrstvou
potravinarského fepkového, olivového nebo Inéného oleje. Vhodné je spad vyhodnocovat
kazdy den po dobu 5-10 dnti, v praxi se ale ¢asto vyhodnocuje az po 5-7 dnech. Ze ziskanych
dat je nasledné spocitan primérny denni spad roztocu (van der Steen ez Vejsnas, 2021). Obecné

je za rizikovou hranice povazovan spad tii roztocu za den.

Metoda smyvu mouckovym cukrem

Tato metoda je jednoduchd, rychl4, nedestruktivni a nebyl u ni pozorovan zadny
negativni efekt na dychaci soustavu véel (Fakhimzadeh, 2001). Béhem vyvoje této metody byly
testovany inertni prasky jako mastek, pSeni¢na mouka, jedla soda nebo kukuficny Skrob, avSak
nejvetsi presnosti pii detekcei roztoct bylo dosazeno pii pouziti mouckového cukru (Macedo et
al., 2002). Metoda spociva v promichani odebranych zivych vcel s extra jemnym mouckovym
cukrem v uzaviratelné nadob&. Mouckovy cukr zptisobi, Ze roztoC ptitomny na t€le vCely ztrati
prilnavost a odpadne z ni. Pres vicko se sitkou jsou spadeni rozto¢i piesypani na podlozku
a z jejich poctu je proveden vypocCet procentudlniho napadeni u dospélych vcel

(Gregorc et al., 2017).

Metoda smyvu pomoci CO2

Do uzaviratelné nadoby s testovanymi vcelami je po dobu 4 s aplikovan CO,. Vcely
1 rozto€i na nich piitomni upadnou vlivem CO; do bezvédomi. Po 20 s je nadobka protiepana
a spadli roztoci jsou pres vicko se sitkou vytiepani a spocitani. V¢ely po chvilce opét nabydou

védomi a je mozné je vratit zpét do veelstva (Droz et al., 2017).

Metoda smyvu alkoholem

K monitoringu roztoce touho metodou je vybrano ptiblizné 300 vcel, které v dusledku
alkoholu hynou, ale v¢elstvo jako celek negativné ovlivnéno neni (Gregorc et Sampson, 2019).
V¢ely jsou umistény do nadoby a zality denaturovanym lihem. Po protfepani je obsah vylit na
dvojité veelarské sito na med, na vrchnim situ jsou zachyceny vcely a na spodnim situ roztoci.

Tato metoda, stejné€ jako predchozi dv€ metody smywvu, je piesna a spolehliva (Danihlik, 2021).

Monitoring ze zavickovaného trub¢iho plodu

Jak jiz bylo zminéno dfive, samice parazita preferuji trub¢i plod, toho lze vyuzit pfi
varroamonitoringu. Trub¢i kukly jsou vytazeny pomoci odvickovaci vidlicky a je pozorovana

pfitomnost roztoct a jejich mnozstvi. Kontrolu je nutné v ulu provadét na vice mistech
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(Danihlik, 2021). Tato metoda slouzi pouze k orientaci a prokazani pfitomnosti parazita na
vCelim plodu, avSak neposkytuje informaci o mife infestace v ramci celého vcelstva (Roth et

al., 2020).

3.4 Opatreni proti varro6ze

Mezi vcelafi existuji rizné pristupy, co se tyCe 1écby napadenych vcelstev. Zvoleni
vhodné 1écby se také mize v riznych zemich liSit v zavislosti na legislativé upravujici jeji
aplikaci. Zpusoby, jimiz 1ze bojovat s varro6zou, mohou byt rozdéleny na metody chemické,

fyzikalni, biologické a zootechnologické.

Chemické metody

V soucasné dobé jsou v boji proti varrooze pro svou jednoduchost aplikace, nizké
naklady a vysokou efektivitu hojné vyuzivany syntetické akaricidy nazyvané také jako ,tézka
chemie®, avSak jejich Casté pouzivani a relativné nizky pocet ucinnych a schvalenych latek
s sebou nese rizika. Ta spocivaji ve vzniku rezistence roztoct vuci danym latkam (Martin, 2004,
Rodriguez-Dehaibes et al., 2005; Kanga et al., 2016) a také v akumulaci zbytk lipofilnich 1éCiv
ve vcelich produktech (med, vosk) v koncentracich, které mizou byt toxické i pro vcely
(Premrov Bajuk et al., 2017; Ostiguy et al., 2019). Uzivanymi syntetickymi akaricidy jsou
pyretroidy flumetrin, akrinatrin a tau-fluvalinat, formamidin amitraz a v CR nepovoleny
organofosfat kumafos. Pyretroidy zpomaluji kinetiku sodikovych kanalt v membrané axonu,
coz vede k prodlouzeni doby jejich otevieni, paralyze a nasledné smrti roztoce (Narahashi,
2000). Formamidiny jsou inhibitory enzymu monoaminooxidazy a organofosfaty inhibuji
enzym acetylcholinesterazu, v obou ptipadech dojde k naruseni norméalni funkce centralniho

nervového systému (Atkinson et al., 1974; Hart, 1986; Sparks e Nauen 2015).

Dal§imi moznostmi chemické 1écby jsou organické kyseliny (mravenci, Stavelova
amlécnd) a esencialni latky terpenické povahy (tymol, eukalyptol, mentol a kafr), takzvana
,lehka chemie“. Tyto akaricidy jsou vétSinou méné ucinné nez syntetické, ale presto se
jedna o efektivni metodu (Pietropaoli et Formato, 2019). Vyhodami organickych kyselin
a esencialnich latek jsou nizka pravdépodobnost vzniku rezistence roztocu a nizké riziko
akumulace ve vcelich produktech (Bogdanov, 2006). Kyselina mravenci jako jedina usmrcuje
1 roztoCe zavickované v plodovych burikach (Fries, 1991). Pokud jsou organické kyseliny
aplikovany ve vhodnou dobu a vhodné koncentraci, nepredstavuji hrozbu pro vceli kralovnu,

dospélé veely ani plod (Akyol ef Yeninar, 2009).
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Fyzikalni metody

Ptikladem vyuzivané fyzikalni metody je hypertermie, ktera je smrtelnd pro roztoce
a pfi spravném pouziti neSkodné pro véely. Dnes jsou vyuzivana zafizeni upravujici teplotu
v plodisti elektronicky (Thermovar, Varroa Terminator a Vatorex). Goras et al. (2018) aplikovali
ve vcelstvech s pritomnosti v¢eliho plodu a dospélych vcel teply vzduchu o teploté 42 °C. Po
60 min z dospélych vcel odpadalo vice nez 50 % roztoct a piiblizné 76 % po 480 min. Kablau
et al. (2020) sledovali vliv pouzité teploty na usmrceni nedospélych 1 dospélych stadii klestika
vceliho a na fertilitu trubct. Stejné jako Goras ef al. (2018) zjistili, ze teplota nad 42 °C
spolehlivé usmrti nedospéla 1 dospéla stadia klestika, avSak spolu s nimi 1 trub¢i plod. Jako
efektivni se ukéazalo pouziti teploty 41 °C po dobu 2 h, kterd neméla vliv na vitalitu
a fertilitu trubct. Zajimavym vynalezem, ktery je mozné vyuzit pro ucely hypertermie je
termosolarni ul. Jedna se o specialné upraveny chovny ul s prosklenymi plochami, pfi jejichz

odkryti dojde vlivem dopadajiciho slunce ke zvySeni teploty v tlu (Linhart, 2018).

Biologické metody

Jako ucinné byly prokdzany mikrobidlni biopesticidy obsahujici  spory
entomopatogennich hub. Jejich vyhodou je, ze jsou netoxické pro clovéka, mohou byt
kultivovany masove a v prostredi se pfirozené€ vyskytuji. Kanga ef al. (2003) testovali prasek
a pasky obsahujici konidie Metarhizium anisopliae. Ukézalo se, Ze tyto pfipravky jsou stejné
ucinné jako pfipravky na bazi tau-fluvalinatu a jsou pro dospélé vcely i vceli plod neskodné.
Spory byly pfi testovani detekovany i v okolnich ulech, coz lze vysvétlit zalétavanim délnic
a trubcu. Tento jev ukazuje, jak jednoduse jsou spory Sifeny, to muaze byt pfi této 1écbé vyhodou.
Dal§imi houbami ucinnymi pro potlaCovani varrodzy jsou Beauveria bassiana, Hirsutella

thompsonii a Verticillium lecanii (Shaw et al., 2002).

Velky potencial ma také bakterie Bacillus thuringiensis. Alquisira-Ramirez et al. (2014)
v laboratorni studii in vitro prokazali, ze né€kolik kment této bakterie zahubilo vice nez 80 %
rozto¢t beéhem 48 h a v navazujici studii potvrdili, Ze dva z u¢innych kment této bakterie jsou
neSkodné pro vceli plod i1 dospélé vcely (Alquisira-Ramirez et al., 2017), avSak testovani
v terénu zatim neprobehlo. Dal§imi testovanymi byly Serratia marcescens a bakterie z celedi
Micrococcaceae a Bacillaceae (Tsagou ez al., 2004; Tu et al., 2010). Vyuziti téchto bakterii jako

efektivni biologické 1écby nicméné vyzaduje dalsi vyzkum.
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Zootechnické metody

Tyto pfistupy jsou podle Rosenkranz ef al. (2010) zasadni jako dlouhodobé udrzitelné

feSeni tlumeni varrodzy, ackoliv jejich samostatné pouziti neni vétSinou dostacujici.

Jednou ze zootechnickych metod potlaCovani varroozy je odstrafiovani trubc¢iho plodu,
ktery je napadan ve vétsi mife, nez délnic¢i plod. Odstranéni trubCiny muze byt provedeno
nékolika zplisoby. Bud’ mize vcelar vytiznout zavickované trub¢i buiky nebo do Glu umistit
trub¢i ramek. Dé&lnice na tomto ramku postavi trub¢i bunky, do ktery kralovna naklade
neoplozena vajicka. Po zavickovani je ramek vyjmut, zmrazen, ¢imz jsou usmrceni trubci
i roztoCi na nich pfitomni. Do vcelstva je umistén novy trub¢i ramek a proces je opakovan.
Nevyhodou této metody je naro¢nost a nutnost obétovani velkého mnozstvi trubcu
(Jack et Ellis, 2021). Dal§imi zootechnickymi metodami pouzivanymi ke snizeni poctu klestikt

je tvorba oddélka, klickovani matek a dalsi zootechnické zasahy a jejich kombinace

3.5 Geneticka charakteristika klestika vceliho

Studium genetiky klestika vCeliho mize pomoci porozumét jeho biologii, evoluci,
vztahu k jeho hostiteli, ale také poskytnout cenné informace pro vyvoj novych strategii boje

s timto rozto¢em. Pfedmétem studia je jaderny 1 mitochondrialni genom.

3.5.1 Jaderny genom

Samice klestika jsou diploidni se 14 chromozomy a samci haploidni se 7 chromozomy
(Traynor et al., 2020). Velikost haploidniho genomu klestika vceliho byla Cornmanem ef al.
(2010) odhadnuta pomoci pritokové cytometrie jader pfiblizné na 565 + 3 Mbp, standardem
byla jadra bunek Drosophila virilis. Déle za pouziti programu RepeatMasker, charakterizovali
rozlozeni protein kodujicich transpozibilnich elementti v ramci jaderného genomu klestika.
Nejhojngji zastoupenymi byly DNA transpozony tiidy II, ze superrodiny 7¢I-Mariner. Casté
byly také retrotranspozony typu Gypsy s dlouhymi terminalnimi repeticemi (LTR), dlouhé
rozptylené jaderné elementy (LINEs) a helitrony.

3.5.2 Mitochondrialni genom

Evans et Lopez (2002) sekvenovali mitochondrialni genom klestika vc¢eliho a studovali
jeho organizaci. Pro testovani byla pouzita DNA klestika ze vCelnice spravované vyzkumnou
laboratofi zamé&fujici se na véelu medonosnou v Beltsville (Maryland, USA). Zjistili, ze poradi
protein kodujicich genii v mitochondrialnim genomu klestika vceliho je stejné jako u vétsiny

Clenovcu. Deset z 22 gent kodujicich tRNA je umisténo na jinych pozicich nez
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v mitochondrialnim genomu zastupct fadu klistatoved (Ixodida). V sekvenci pro 12S
ribozomalni podjednotku je inverze a od sekvence pro 16S rRNA je odd€lena novou nekoddujici
oblasti, coz u jinych c¢lenovci nebylo zatim pozorovano. Velikost kruhové molekuly

mitochondrialni DNA byla podle autort 15 218 bp (GeneBank Acc. No. AY163547).

Navajas et al. (2002) se také zabyvali studiem mitochondrialniho genomu klestika
vceliho. Celkovéa genomicka DNA byla izolovana ze samice klestika pochézejiciho ze veelstva
spravovaného zoologickou stanici INRA v Avignonu ve Francii. Velikost ziskaného

mitochondrialniho genomu byla 16 477 bp (GeneBank Acc. No. NC_004454).

Harada et al. (2020) pomoci sekvenovani nové generace analyzovali mitochondrialni
genom klestika vCeliho pochazejiciho z Japonska. Vysledkem analyzy byla 16 476 bp dlouha
kruhova molekula obsahujici 13 protein kodujicich gent, 22 tRNA gent, dva rRNA geny
a jednu kontrolni oblast bohatou na AT (GeneBank Acc. No. AP019523).

Na zékladé odli§nosti v mitochondrialni DNA v 458 bp dlouhém tuseku genu pro
cytochrom oxidazovou podjednotku 1 (Cox/) bylo detekovano 6 haplotypu, avsSak bylo
zjisténo, ze pouze klestici s korejskym (K1) a japonskym (J1) haplotypem jsou schopni
reprodukce na véele medonosné (Anderson ef Trueman, 2000). Zatimco japonsky haplotyp je
ptitomny pouze v Japonsku, Thajsku a Americe, korejsky haplotyp je rozsifen celosvétove.

Analyzou dalSich mitochondrialnich sekvenci byly detekovany nové haplotypy a subhaplotypy.

Navajas et al. (2010) na zakladé variability v Cox/, genu pro cytochrom oxidazovou
podjednotku 3 (Cox3), mitochondrialné kdédovanou membranovou podjednotku ATP syntazy 6
(A1p6) a v genu pro cytochrom B (CytB) objevili v Rusku, Koreji, Ciné a Vietnamu tii varianty
korejského haplotypu (K1-1, K1-2 a K1-4). Na Taiwanu, v Thajsku a v Japonsku objevili tfi
varianty japonského haplotypu (J1-1, J1-5 a J1-6). VSechny tyto varianty byly identifikovany

u klestikd veely medonosné.

Gaji¢ et al. (2013, 2016) amplifikovali useky Cox1, Cox3, Atp6 a CytB. Vzorky DNA
pochazely z lokalit v Srbsku (Be¢lehrad, Boljevac, Bor, Pali¢, Suvi Do, éaprance, Vrbica,
Zajecar a Zlatibor). V pozici 1932 sekvence Cox/ byla detekovana variabilita, tento haplotyp
byl popsan jako srbsky (S1). Na zaklad¢ variability v pozici 10 133 sekvence CyzB byl popsan
pestersky haplotyp (P1). Mimo to také pomoci metody amplifikacniho refrak¢niho mutacniho
systému (ARMS) a PCR amplifikace ve spojeni s polymorfismem délky restrik¢nich fragmentt
(PCR-RFLP) detekovali jedince s heteroplazmii korejského a srbského haplotypu a korejského
a pesterského haplotypu. Tato varianta mitochondridlni DNA byla oznacena jako haplotyp
KS1 aKP1.
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Lin et al. (2021) amplifikovali usek Cox/ (821 bp) a usek sekvence CytB (985 bp)
mitochondrialni DNA ziskané z jedinct ptvodem z vychodni Ciny. U v&ely medonosné

identifikovali dvé varianty klestika korejského haplotypu (K1-1/2 a K1-5).

3.5.3 Studium genetické variability kleStika vceliho pomoci mikrosatelitovych markeru

Testovani mikrosatelitovych markert je u¢inna metoda pro analyzu genetické variability
uvnitt populaci 1 mezi populacemi navzajem. Mikrosatelity jsou typem tandemovych repetic
skladajicich se z 1-10 nukleotid®. Diky své nestabilité a rychlosti mutace (10~~107° mutaci na
generaci bunék) maji velky vyznam pro evoluci. Polymorfismus na témze mikrosatelitovém
lokusu vznika nejcastéji sklouznutim béhem replikaci DNA tzv. DNA slippage, pii kterém
dochéazi k chybnému parovani mezi templatovym a vznikajicim vldknem. Vysledkem této

udalosti je inzerce nebo delece tandemovych repetic (Gemayel ez al., 2012).

Evans (2000) navrhl primery pro mikrosatelitové lokusy vjL3B2 (AF229974), vj221
(AF229977), vj272 (AF229979), vj275 (AF229980), vj282 (AF229981), vj292 (AF229982),
vj294 (AF229983) a vj295 (AF229984), optimalizoval podminky amplifikace a odhadl
potencialni alelickou diverzitu pro tyto lokusy. Testovana DNA pochazela z klestiki z USA
(Maryland), Jizni Afriky (Zapadni Kapsko, Curtis a provincie Kwazulu Natal) a Ruska
(Moskevska oblast). Dvounukleotidové mikrosatelity vj221, vj272, vj275 a vj296 se ukazaly

jako slibné markery pro hodnoceni genetické struktury uvnit populaci.

Solignac ef al. (2003) navrhli primery pro dalSich 16 mikrosatelitovych lokusa. Jedna
se 0 lokusy VD001 (AJ558164), VD015 (AJ558165), VD016 (AJ558166), VD109 (AJ558167),
VD112 (AJ558168), VD114 (AJ558169), VD115 (AJ558170), VD119 (AJ558171), VD121
(AJ558172), VD126 (AJ558173), VD134 (AJ558174), VD146 (AJ558176), VDI151
(AJ558177), VD152 (AJ558175), VD154 (AJ558178) a VD163 (AJ558179). Tyto primery byly
testovany na DNA klestiki z Francie (Bures-sur-Yvette). Vysledkem studie bylo 6
monomorfnich mikrosatelita (VDO15, VD109, VD115, VD121, VD134 a VDI151), 10
mikrosatelitd (VD001, VD016, VD112, VD114, VD119, VD126, VD146, VD152, VD154

a VD163) bylo polymorfnich mezi jedinci nalezicim ke korejskému a japonskému haplotypu.

Solignac et al. (2005) pro analyzu 565 vzorkl samic korejského a japonského haplotypu
pochazejicich ze 17 riznych zemi pouzili 4 mikrosatelity z publikace Evans (2000) a 16
z publikace Solignac er al. (2003). Dvacet zkoumanych mikrosatelitnich lokust vykazovalo
velmi nizkou variabilitu. Mikrosatelit vj275 byl obtizn€ hodnotitelny, lokusy VD109, VD115,
VD134 a VD151 byly monomorfni u prvnich 400 genotypovanych jedinct a lokusy VDO15
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a VD121 byly taktéz monomorfni a vykazovaly jedinou fixni variantu ve vzorku z Kathmandu.
Pro detailn€jsi analyzu bylo tedy vybrano pouze 13 mikrosatelitd (VD001, VD016, VD112,
VD114, VD119, VD126, VD146, VD152, VD154, VD163, vj292, vj294 a vj295), z nichz 11
bylo diagnostickych pro korejsky a japonsky haplotyp.

Beaurepaire ef al. (2017) navrhli dalsi 4 polymorfni mikrosatelitové markery Vdes-01,
Vdes-02, Vdes-03 a Vdes-04. Pro genotypovani byla pouzita DNA klestika ze vcCelstev vCely
medonosné ze vcelnice spravované zoologickou skupinou na univerzit¢ Martina Luthera
v Halle nad Salou v Némecku. Kromé zminénych markert byly pro analyzu pouzity také
mikrosatelity vj292 a vj294 (Evans, 2000) a VD305 (Broeckx et al., 2019). Mezi témito 7
markery nebyla zjisténa zadna vyznamna vazebna nerovnovaha. U vSech markera byly
pozorovany vyrazné odchylky od Hardy-Weibergovy rovnovahy, coz neni vzhledem
k pfibuzenskému pareni mezi jedinci kleStika prekvapivy vysledek. Ackoliv se tato studie
zabyvala narastem homozygotnosti v inbredni linii roztoct a nezahrnovala tok novych alel ve
v€elstvu v dusledku migrace a napadeni jedné plastové bunky vice samicemi roztoCe, nizsi
odhady koeficientu inbreedingu v pozdgjsi Casti sezony odrazeji vznik novych genotypt jako

vysledek téchto udalosti.

Rasolofoarivao et al. (2017) pouzili pro testovani genetické diverzity klestika
z Madagaskaru mikrosatelity vj292 a vj295 (Evans, 2000) a dale VD001, VD016, VD112,
VD114, VD119, VD126, VD146, VD152, VD154 a VD163 (Solignac et al., 2003).
Polymorfnimi lokusy byly VD112, VD001 vj295. Mezi zadnou dvojici mikrosatelitd

nebyla vazba.

Dynes et al. (2017) zkoumali rozdéleni genetické variability v ramci chovanych vcelstev
a mezi nimi, proménlivost této variability v Case a souvislost s geografickou prostorovou
strukturou. Dale posuzovali schopnost soucasnych mikrosatelitovych markert informovat
0 prenosu roztocu mezi véelstvy, vCetné€ rozliSeni mezi horizontalnim a vertikalnim pfenosem.
Mikrosatelitové genotypy byly analyzovany béhem tii Casovych obdobi (duben, Cervenec
a zafi) ve vzorcich rozto¢u pochazejicich ze vCelnic spravovanych laboratofi vénujici se vCele
medonosné na Georgia State University (Athény, Georgia, USA). Pro analyzu byly vyuzity
mikrosatelitové markery vj272, vj292, vj294 a vj295 (Evans, 2000) a VD001, VD112, VD114,
VD119, VD126 a VD163 (Solignac ef al., 2003). Zjisténa heterozygotnost populace ve vSech
lokusech byla 0,09 a lokusy VD126, VD112, vj295, vj294, vj292, VD001 a vj272 vykazovaly
znamky nadbytku homozygotii, coz odpovida pfibuzenskému kiizeni mezi jedinci tohoto

roztoCe, mohlo by to ale také naznaCovat piitomnost nulovych alel.
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Duan et al. (2020) analyzovali transkriptom V. destructor s cilem najit nové polymorfni
mikrosatelitové lokusy. Autofi nalezli 27 775 potencialnich mikrosatelitl, mezi nimiz byly
nejhojnéji zastoupené mononukleotidové a dinukleotidové opakujici se motivy. Pro ovéfeni
téchto mikrosatelitt bylo 60 nahodné vybranych amplifikovano s DNA klestika pochazejicich
ze véelnic v Cing (Fuzhou, Zhangzhou, Putian, Quanzhou a Longyan v provincii Fujian).
Sedmnact z nich bylo uspésné amplifikovano s o¢ekavanou velikosti amplikonu. Po analyze
genetické diverzity mezi témito 17 mikrosatelity se pouze 6 z nich ukazalo byt polymorfnich
v uvedenych lokalitdch. Polymorfnimi mikrosatelity byly VD7200 (MT396439), VD7118
(MT396440), VD638 (MT396441), VD5291 (MT396442), VD4502 (MT396443) a VD298
(MT396444).

Lin ef al. (2021) na klesticich pochazejicich z vychodni Ciny, u nichz nejprve bylo
genetickou analyzou urceno, k jakému haplotypu nalezi, testovali mikrosatelity vj275, vj292,
vj294 a vjL3B2 (Evans, 2000) a VDK3348 a VDKI1767 (Cornman et al., 2010).
Mikrosatelitovy lokus vjL3B2 byl monomorfni a lokus vj275 byl vysoce variabilni a obtizné
hodnotitelny. Pro dalsi analyzu byly pouzity zbylé ctyfi mikrosatelity, které vykazovaly

polymorfismus v ramci dvou korejskych subhaplotypu.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Jako biologicky material slouzila v¢eli mél obsahujici mrtvé samice kleStika vceliho.

Material byl poskytnut véelaii z 16 lokalit na izemi Ceské republiky a z 1 lokality na Gizemi

Slovenské republiky. Seznam lokalit je uveden v Tabulce 1, pro lepsi orientaci uvadim mapu,

kde jsou dané lokality vyznacené (Obrazek 4). Samice klestika vCeliho byly z méli separovany

flotacni metodou. Vzorek méli z piislusné lokality byl vzdy rozmichan pomoci sklenéné

tyCinky v kadince s 96% ethanolem. Samice roztoce, které vyplavaly k hlading, byly odebrany

do 1,5ml zkumavek a uchovany pii —20 °C az do samotné izolace genomické DNA.

Tabulka 1: Seznam lokalit odebranych vzorkl vceli méli.

Cislo vzorku Lokalita Okres Kraj
1 Pavlinov Zdar nad Sazavou Vysocina
2 Bélov Zlin Zlinsky
3 Zichlinek Usti nad Orlici Pardubicky
4 Planavy Chrudim Pardubicky
5 Lipy Olomouc Olomoucky
6 Pohorany Olomouc Olomoucky
7 Dolni Lhota Ostrava Moravskoslezsky
8 Jesenik nad Odrou Novy Ji¢in Moravskoslezsky
9 Ilava Ilava Trencinsky
10 Bohurovice Olomouc Olomoucky
11 Velké Losiny Sumperk Olomoucky
12 Josefov Nachod Kralovéhradecky
13 Poli¢na Vsetin Zlinsky
14 Vrchlabi Trutnov Kralovéhradecky
15 Pansky Dé&cin Ustecky
16 Hranice na Moravé Prerov Olomoucky
17 Zubii Vsetin Zlinsky
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Obrazek 4: Priblizné geografické umisténi lokalit odbéru vzorkd v ramci Ceské a Slovenské
republiky s &isly odpovidajicimi vzorkiim na nich odebranym (obrazek upraven podle

NordNordWest, licence: https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/de/legalcode).

4.2  Pouzité chemikalie
o Akrylamid (Sigma)
o alag DNA polymeraza (5 U-ul™"), M1241 (Promega)
o Bromfenolova modi (Serva)
o Deoxyribonukleosid trifosfaty (dNTPs) (100 mmol-1™!, 400 pl kazdého), U1240
(Promega)
o Deionizovana voda
o Dusicnan stfibrny (Sigma)
o Etanol, 96% roztok (Lihovar Vrbatky)
o Etylendiaminotetraoctan sodny (Lachner)
o Fenol (Sigma)
o Formaldehyd (Lachner)

o Formamid (Lachner)
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4.3

Hydroxid sodny (Lachner)

Chlorid draselny (Lachema)

Chlorid sodny (Lachema)

Chloroform (Lachner)

Izopropanol (Lachner)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina dusi¢na, 65% roztok (Lachner)
Kyselina octova, 99% roztok (Lachner)
Laurylsiran sodny (SDS) (Lachema)
3-metakryloxypropyltrimetoxysilan (Serva)
Mocovina (Lachner)

N, N‘-metylenbisakrylamid (Serva)

N, N, N, N*-tetrametyletylendiamin (AppliChem)

n-lauroylsarkosin (Sigma)

Octan sodny (Lachema)

Peroxodisiran amonny (Lachner)

Proteindza K (10 mg-ml™') (Promega)

Tekuté stérace Rain Off (Sheron)

Tiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymetylaminometan (AppliChem)
Triton X-100 (Amresco)

Uhlicitan sodny (Lachner)

Xylenova modt (Xylencyanol FF) (AppliChem)

Pouzité roztoky a jejich priprava

Akrylamid, 6% zasobni roztok

o 420 g mocCoviny
o 484 ml deionizované vody

o 50ml 50x TBE

o 150 ml 40% zéasobniho roztoku akrylamidu : N, N‘-metylenbisakrylamidu v poméru

19:1

o Po rozpusténi vSech slozek zfiltrovat a uchovéavat v temné lahvi ve 4 °C.
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Dusi¢nan stribrny, 0,1% roztok
o 0,8 g dusi¢nanu stfibrného

o 800 ml deionizované vody

o Roztok uchovavat v chladni¢ce. Pfed pouzitim pfidat k roztoku 1,2 ml

formaldehydu.

Fix/stop roztok
o 80 ml ledové kyseliny octové

o 800 ml deionizované vody

Hydroxid sodny, roztok 1 mol-1-!
o 40 g hydroxidu sodného

o 11 deionizované vody

Kyselina dusi¢na, 1% roztok
o 12 ml 65% kyseliny dusi¢né

o 800 ml deionizované vody

MgClz, 25 mmol-I"! pro aTag DNA polymerazu
o 90 ml deionizované vody
o 0,508 g MgCl>-6H20

o Po rozpusténi doplnit na objem 100 ml.

Nanaseci pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
o 125 mg bromfenolové modri
o 125 mg xylenové modfi
o 25 ml deionizované vody
o 100 ml formamidu

o Pufr uchovavat v lednicce.

Octan sodny, roztok 3 mol-I"!
o 81,65 g octanu sodného

o Rozpustit ve 200 ml deionizované vody.

o Hodnotu pH upravit pomoci ledové kyseliny octové na 5,2.
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Peroxodisiran amonny, 10% roztok

o

o

1 g peroxodisiranu amonného

10 ml deionizované vody

o Roztok uchovavat v chladnicce.

Queen’s pufr

o

o

o

10 ml zasobniho roztoku trishydroxymetylaminometanu (1 mol 17!, pH 8,0)
2 ml zasobniho roztoku chloridu sodného (5 mol-17)

2,92 g kyseliny etylendiaminotetraoctové

10 g n-lauroylsarkosinu

Rozpustit v 900 ml deionizované vody.

pH upravit na hodnotu 7,5.

Deionizovanou vodou doplnit na objem 1000 ml.

Polyakrylamidovy gel, 6% roztok

o

o

o

60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
400 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného

40 uI N, N, N¢, N*-tetrametyletylendiaminu

Reak¢éni pufr pro PCR 10X

o

o

o

80 ml deionizované vody

1,211 g trishydroxymetylaminometanu

pH upravit pomoci kyseliny chlorovodikové na hodnotu 9.
3,73 g chloridu draselného

1 ml Triton X-100

Po rozpusténi doplnit na objem 100 ml.

Roztok 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu

o

o

1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu

3 ul 3-metakryloxypropyltrimetoxysilanu

TBE, zasobni roztok 10x

o

o

o

108 g trishydroxymetylaminometanu
55 g kyseliny borité
40 ml roztoku etylendiaminotetraoctanu sodného (0,5 mol 17!, pH 0,8)

Deionizovanou vodou doplnit na objem 1 1.
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4.4

Vyvojka

o 24 guhli¢itanu sodného
o 800 ml deionizované vody
o Roztok vychladit v chladniCce a tésné pred pouzitim ptridat 1200 ul formaldehydu

a 160 pl 1% tiosiranu sodného.

Pouzité laboratorni pristroje

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

Hybridiza¢ni pec OV3 (Biometra)

Chladnicka kombinovana (Whirlpool)

Chlazena centrifuga Centrifuge 5810 R (Eppendrorf)
Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)
Mikropipeta Finnpipette 0,5-10 pl - osmikanalova (Thermo Labsystems)
Mikropipety Finnpipette 0,3—1 ml (Thermo Labsystems)
Mikropipety Nichipet EX 0,5-1 ml (Nichiryo)
Minicentrifuga Prism mini (Labnet International)
Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

Sekvenacni elektroforeticka komora S2 (Whatman Biometra)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Susarna CAT 8050 (Contherm)

Termoblok AccuBlock™ Digital Dry Bath (Labnet)
Termocykler GenePro (BIOER Technology)

Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

Termocykler XP Thermal Cycler (BIOER Technology)
Trepacka Orbit 1 900 (Labnet International)

Ultracentrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Vortex mixer (Labnet International)

Vortex MS2 (Ika)

Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)
Vyrobnik ledu Ice Flanker (Brema Ice Makers)
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4.5

Izolace genomické DNA klestika vceliho

Pro izolaci genomické DNA klestika vceliho byla zvolena fenol-chloroformové extrakce.

Postup fenol-chloroformové extrakce:

1.

10.
1.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.

Do 1,5ml  zkumavek dat po jednom  kleStikovi,  zhomogenizovat
mikrohomogenizatorem, pifidat 200 pl Queen’s pufru a v roztoku znovu
zhomogenizovat mikrohomogenizatorem.

K homogenatu piidat 40 ul 10% SDS, 40 pl proteinazy K (10 mg-ml™) a pieklap&nim
obsah zkumavek promichat.

Inkubovat v termostatu vyhratém na 40 °C a tfepat do dalsiho dne.

Do kazdé mikrozkumavky pfidat 200 pl chloroformu a 200 pl fenolu. Zkumavky
zvortexovat a nasledné zcentrifugovat (2 min, 2000 g).

Vrchni fazi odebrat odstfizenou $pickou do novych zkumavek tak, aby nedoslo k nasati
organické faze.

K odebranému vzorku ptidat 400 pl chloroformu, zvortexovat a zcentrifugovat (2 min,
2000 g).

Vrchni fazi odebrat ustfizenou Spickou do novych zkumavek tak, aby nedoslo k nasati
bilého zakalu proteini z mezifaze.

Kroky 6 a 7 opakovat jeste jednou.

K odebranému vzorku pfidat 100 pl octanu sodného (3 mol-1™") a 1 ml izopropanolu.
Stojanek se zkumavkami prikryt vickem a dobfe promichat pieklapénim.

Vzorky ulozit na 2 h do mraznicky (=20 °C).

Vzorky zcentrifugovat v chlazené centrifuze (1 h, 13000 g).

Izopropanol slit a zkumavky osusit.

Pridat 1 ml vychlazeného 70% etanolu a zcentrifugovat v chlazené centrifuze (10 min,
13000 g).

Etanol slit a zkumavky osusit.

Zkumavky s DNA ususit v termobloku (2 h, 55 °C).

K vysuSené DNA piidat 80 ul deionizované vody, 2x zvortexovat a rozpouStet
v termobloku (2 h, 55 °C).

Spektrofotometricky stanovit koncentraci vyizolované DNA.

Roztok DNA skladovat pti —20 °C.
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4.6

PCR amplifikace DNA kleStika véeliho

Teploty annealingu byly pro jednotlivé pary primerd optimalizovany nejprve na

genomické DNA 6 nepfibuznych jedinci klestika vceliho. Teprve poté byla danymi pary

primerd amplifikovana genomicka DNA 17 jedinci pochazejicich z lokalit uvedenych

v Tabulce 1. Kazda PCR reakce obsahovala genomickou DNA klestika v¢eliho z jedné lokality

a PCR mix s jednim parem primera.

1.

4.

Vsechny slozky PCR reakce rozmrazit pii laboratorni teploté, zvortexovat
a zcentrifugovat.
Do oznacenych PCR mikrozkumavek napipetovat osmikanalovou pipetou 1 pl roztoku

genomické DNA.

. Podle Tabulky 2 pfipravit do 1,5ml zkumavek PCR mix a ten zvortexovat

a zcentrifugovat.

Do PCR mikrozkumavek pridat 1 pl roztoku DNA a 9 pl PCR mixu.

Tabulka 2: Slozeni PCR mixu pro 6 a pro 17 vzorki. Do celkového objemu PCR mixu byly

zapocitany i ztraty pfi pipetovani.

v . Koncentrace Objem - 6 vzorku | Objem - 17 vzorku
e T e Ty J [] J (]
Deionizovana voda — 44 4 125,0

Reakéni pufr 10x 6,7 18,8

Roztok MgCl, 25 mmol/l 4,0 11,2

Roztok dNTPs 20 mmol/l 0,7 2,0

Primer F 10 mmol/l 3.3 9,2

Primer R 10 mmol/I 3.3 9,2

alag DNA polymeréza 5 U/ul 1,0 3,0
5. PCR mikrozkumavky dikladné uzavfit, vlozit do termocykleru a nastavit teplotni

a Casovy profil dle nasledujiciho schématu:
1) 94 °C: 5 min
2)94°C:30s
55°C*:30s 35 cykla
72°C:30s
3) 72 °C: 7 min

*Tato teplota ammealingu byla zvolena pro prvni testovani vSech part primert.

V prabéhu testovani byla teplota annealingu podle potieby upravovana.
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4.7  Amplifikované mikrosatelitové lokusy klestika v¢eliho

Variabilita mikrosatelitovych lokust klestika vceliho byla testovana pomoci PCR
amplifikace genomické DNA se 33 pary primerd. Testované mikrosatelity jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Seznam testovanych mikrosatelitovych lokusu klestika vceliho.

Mikrosatelitovy lokus Literarni zdroj
VD7200, VD7118, VD638, VD5291, VD4502, VD298 Duan et al., 2020
viL3B2, vj221, vj272, vj275, vj282, vj292, vj294, vj295, vj296 Evans, 2000

VD001, VD016, VD112, VD114, VD119, VD126, VD146,
VD152, VD154, VD163, VDO15
VD305, VD306, VD307 Broeckx et al., 2019
Vdes-01, Vdes-02, Vdes-03, Vdes-04 Beaurepaire et al., 2017

Solignac et al., 2003

4.8 Elektroforeticka separace PCR produkti

Elektroforeticka separace PCR produktu byla provedena za denaturujicich podminek
v 6% polyakrylamidové gelu s tloustkou 0,4 mm, ktery byl nality mezi dvé skla o rozmérech
330 x 390 mm a 330 x 420 mm. Separace probihala ve vyhfivané sekvenacni elektroforetické

komote. Produkty v gelu separované elektroforézou byly vizualizovany dusi¢nanem stfibrnym.

1. Plochu velkého i malého skla 2x umyt deionizovanou vodou, osusit papirovou utérkou,
2x umyt 96% ethanolem a opét osusit.

2. Na velké sklo nanést pfipravek na odpuzovéani vody (RainOff), rozetfit prouzkem
papirové utérky po celé plose skla a nechat ptiblizné 5 minut zaschnout. Po zaschnuti
plochu 2x umyt deionizovanou vodou a osusit.

3. Malé sklo premistit do digestofe na polystyrenovou podlozku, nanést roztok
obsahujici 1 ml 0,5% kyseliny octové rozpusténé v 96% etanolu a 3 pul
3-metakryl-oxypropyl-trimetoxysilanu a ten rozetfit po celé ploSe skla pomoci prouzku
papirové utérky. Po zaschnuti plochu umyt 4x etanolem a osusit.

4. Velké sklo premistit do digestofe oSetfenou plochou nahoru, umistit na n€j spacery, tak,
aby byly zarovnané s horni kratsi stranou a s delSimi stranami skla. Na velké sklo umistit
oSetfenou plochou dolu malé sklo a po obou stranach skla v oblasti spacerti sepnout
dvéma malymi klipsy.

5. V kadince pfipravit gel smichanim 60 ml zasobniho roztoku 6% akrylamidu, 400 ul
10% roztoku peroxodisiranu amonného a 40 ul N, N, N, N*-tetrametyletylendiaminu.
Vznikly roztok promichat a pomalu nalévat mezi skla. Vzniku bublin v gelu lze predejit

poklepavanim na sklo.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Po vyplnéni skel roztokem vsunout do mista nalévani hiebinek jeho rovnou stranou
ptiblizné 0,5 cm hluboko a sepnout ¢tyfmi vétSimi klipsy. Polymerizace gelu trva
pfiblizn€ 1 hodinu.

Po ztuhnuti gelu odstranit klipsy, sklo omyt obycejnou vodou a kartackem odstranit
zbytky polyakrylamidu, zvla§té v oblasti hiebinku. Skla oplachnout deionizovanou
vodou a pomoci stérky malé sklo osusit. Skla pfenést do elektroforetické sekvenacni
komory, umistit tak, aby se plocha malého skla dotykala hlinikové plochy komory
a upevnit Ctyfmi Srouby.

Prostor zaporné i kladné elektrody zalit 0,5% TBE pufrem.

Opatrné vyjmout hiebinek, ze vzniklého prostoru odstranit proudem pufru z injekcni
stfikacky zbytky gelu a bubliny. Hiebinek je tieba ocistit od zbytkt gelu.

Prostor zaporné 1 kladné elektrody zavfit, vodiCi pfipojit ke zdroji stejnosmérného
napéti, nastavit hodnotu napéti na 3000 V, proudu na 150 mA, vykonu na 90 W a nechat
gel 30 minut nahfivat.

Béhem nahfivani piidat ke vzorkiim 5 pl nanaseciho pufru. Nékolik minut pfed koncem
nahfivani vzorky vlozit do termocykleru a 3 minuty denaturovat. Po uplynuti doby
denaturace vzorky ihned vlozit do ledové tfisté, ¢imz se zamezi renaturaci vlaken DNA.
Po 30 minutach nahfivani vypnout zdroj elektrického napéti, odpojit zapornou
elektrodu, prostor pro nanaseni vzorki znovu promyt proudem pufru a vsunou do néj
zoubky htebinku asi 1 mm hluboko.

Mezi zoubky hiebinku pomalu nanaset osmikanalovou pipetou po 2 ul pfipravenych
vzorkd.

Po naneseni vSech vzorkil prostor zaporné elektrody zaviit a opét pfipojit ke zdroji
stejnosmérného napéti. Elektroforetickd separace probiha ptfi napéti 3000 V, proudu
150 mA a vykonu 70 W po dobu 1,5-4 hodiny.

Béhem elektroforetické separace piipravit roztoky pro vyvolani gelu (fix/stop roztok,
1% roztok HNOs a vyvojku).

Po skonceni elektroforetické separace vypnout zdroj proudu, odpojit zdpornou i kladnou
elektrodu, povolit Sroub pro odtok pufru z prostoru zaporné elektrody a Srouby
upevtiujici skla v komote.

Gel prenést na vodorovnou podlozku malym sklem nahoru, vytadhnout spacery, hiebinek
a skla od sebe opatrné odpacit Cepeli noze. Malé sklo opatrné premistit do fotomisky
tak, aby nedoslo k poskozeni gelu.

Fotomisku s gelem umistit na tfepacku, zalit fix/stop roztokem a nechat 20 min tfepat.
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4.9

Po 20 minutach slit fix/stop roztok zpét do nadoby a sklo s gelem ve fotomisce 3x
promyt deionizovanou vodou.

Fotomisku umistit zpét na tfepacku, zalit 1% roztokem kyseliny dusi¢né a nechat trepat
4 min. Roztok kyseliny dusi¢né slit do odpadu a sklo s gelem ve fotomisce 4x promyt
deionizovanou vodou. Béhem promyvani pridat k 0,1% roztoku dusi¢nanu stfibrného
1200 pl formaldehydu.

Sklo s gelem premistit do druhé fotomisky, polozit na tfepacku, zalit roztokem 0,1%
dusi¢nanu stfibrného a nechat piisobit 30 min.

Tésné pred uplynutim 30 minut napustit do tfeti fotomisky deionizovanou vodu a ptidat
k vyvojce 1200 ul formaldehydu a 160 pl 1% roztoku tiosiranu sodného.

Po 30 minutach slit roztok dusi¢nanu stfibrného zpét do lahve, sklo s gelem ponofit na
5 sekund do fotomisky s deionizovanou vodou a nasledné premistit do ¢tvrté fotomisky.
Fotomisku umistit na tfepacku a zalit vyvojkou.

V gelu pozorovat vyvijejici se hnédocerné prouzky PCR produktd. Kdyz jsou PCR
produkty jiz dobfe viditelné, a dfive, nez za¢ne na gelu vystupovat tmavé pozadi,
vyvijeni zastavit fix/stop roztokem a nechat pfiblizné dvé minuty plsobit.

Sklo s gelem ponotit do deionizované vody, vyndat, nechat odkapat, popsat a umistit do
susarny.

Po vyhodnoceni gelu jej naskenovat a sklo s jiz vyhodnocenym a naskenovanym gelem
ponofit do 1M roztoku NaOH, ¢imz dojde k odlepeni gelu ze skla. Umyté sklo je

pfipraveno pro dal§i pouziti.

Statistické vyhodnoceni ziskanych dat

Po provedeni elektroforéz byly u polymorfnich mikrosateliti odecteny vSechny

genotypy. Ziskana data byla pouzita k populanégenetické analyze pomoci programt Cervus

3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) a Genepop 4.7.5 (Rousset, 2008). Diky této analyze byly ziskany

informace o pozorované heterozygotnosti (Hovs), ocCekavané heterozygotnosti (Hexp),

vypovidaci hodnoté (PIC), zda jsou polymorfni mikrosatelity v Hardy-Weinbergové rovnovaze

(HW), o frekvenci nulovych alel (Fxun) a zda existuje mezi dvojicemi mikrosateliti vazba.
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5 Vysledky

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace probihala v Laboratofi populacni genetiky na
Katedfe bunécné biologie a genetiky Piirodovédeckeé fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
a spocivala v optimalizaci PCR amplifikace polymorfnich mikrosateliti u klestika véeliho

a nasledném hledani variability na DNA klestikd pochazejicich piedeviim z Ceské republiky.

Nejprve jsem pomoci fenol-chloroformové extrakce izolovala genomickou DNA
klestika. Koncentrace roztoku genomické DNA byla stanovena spektrofotometricky a byla

v rozmezi 2,0-11,9 ng-pl™".

Pak jsem provadéla optimalizaci PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust za pouziti
33 paru primert, pro néz byla vychozi teplota annealingu 55 °C a doba elektroforetické
separace 90 minut. Dale jsem pro jednotlivé mikrosatelity optimalizovala podminky PCR
amplifikace a elektroforetické separace. V ptipad¢, ze byly PCR produkty na gelu pfili§ tmavé
a nezaostiené, byla teplota annealingu postupné zvySovana az na finalni teplotu 67 °C. Pokud
po vyvolani nebyl v gelu viditelny PCR produkt, nebo byl velmi slaby, byla teplota annealingu
snizovana az na 46 °C, mikrosatelitovy lokus vj296 ani pfi této teploté neposkytl zadny produkt
a z dalsiho testovani byl vyfazen. K PCR produktim vzniklym amplifikaci s danymi pary
primert jsem standardné piidavala dle navodu 5 pl nanaseciho pufru, k 8 PCR produktim bylo
potieba pridat vétsi objem (10 ul), aby doslo k nafedéni piili§ koncentrovanych produkti a bylo
mozné separované produkty 1épe vyhodnotit. U né€kterych lokust byla také prodlouzena doba

elektroforetické separace z ptivodnich 90 az na 240 minut.

Tticet dva mikrosatelitovych lokust poskytujicich PCR produkt jsem dale testovala na
skupiné klestiki ze 17 raznych lokalit. Na zakladé vysledka byly mikrosatelitové lokusy
rozdéleny do tii skupin. Dvacet pét lokust poskytlo monomorfni produkt, a proto jsem je
vytadila. Mikrosatelitovy lokus vj275 byl polymorfni, ale naprosto nehodnotitelny.
Mikrosatelity VD307, VD4502, VD7118, Vdes-01, Vdes-03 a vj294 poskytovaly polymorfni
hodnotitelny produkt. K mikrosatelitu VD307 bylo pfidano 5 pl nanaseciho pufru a ke zbylym
5 bylo pro spravné vyhodnoceni potfeba pridat 10 pl nanaSeciho pufru. Vyslednych 6
polymorfnich  hodnotitelnych mikrosateliti je s podminkami PCR amplifikace

a elektroforetické separace uvedeno v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Prehled hodnotitelnych polymorfnich mikrosatelitovych lokust pro klestika v¢eliho s podminkami PCR amplifikace a elektroforetické
separace. V tabulce je uvedeno oznaCeni mikrosatelitu a jeho pristupové Cislo (Acc. No.) z databaze GeneBank, literarni zdroj, sekvence primert,

jednotka repetice, objem nanaSeciho pufru (Vnp), doba elektroforetické separace (Ts) a teplota annealingu (Ta).

Mikrosatelitovy
lokus Literarni zdroj Sekvence primeru (5 — 3°) Jredn(;.tka VP;P T.s ;l“ Ca
(GenBank Acc. No.) epehice (1] [min] °Cl
VD307 F: CTAATACCACCAAATGCTTCCG
(neuvedeno) Broeckx eral., 2019 | g ¢ A CAACAACAACAACAACAACG neuvedeno > 20 03
VD4502 F: TCTACCAGCGATCCAAGGC AG 0 240 .
(MT396443) Duan et al. 2020 R: GGTGGTATTCTAGTTTCCATCCC
VD7118 uan et ac., F: GCGGTTGAAGAGACGGAAC T 0 150 c
(MT396440) R: TCATGTTAGCGAAATTAATGCACG
Vdes-01 F: CGATTTCTGCTCCGTCAGTC
(neuvedeno) Beaurenaire ef al.. 2017 R: TGTCCTACCAATCATCACCGTA TTA/AT 10 180 06
Vdes-03 caurepatre et dt., F: ATATACAGCGCATCGCCTAAA AT 0 150 o
(neuvedeno) R: CGAATAACGCGACAGTTTTGTA
vj294 F: GCTTCGTTCGGTCTTTTGTC
(AF229983) Evans, 2000 R: GCCTGACAGAATAGGCAAGC AG 10 1201 67
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U v8ech 17 jedinct jsem provedla genotypizaci. Lokus vj294 byl tfialelovy a poskytoval
4 genotypy. Lokusy VD307, VD4502, VD7118, Vdes-01 a Vdes-03 byly dvoualelové
a poskytovaly 2-3 genotypy. Kompletni genotypy vSech jedincti jsou uvedeny v Tabulce 5.

Ziskana data byla pouzita pro populaénégenetickou analyzu pomoci programu Cervus
3.0.7. V pruméru bylo u 6 polymorfnich mikrosateliti nalezeno 2,17 alely. Primérna
pozorovana heterozygotnost (Hobs) byla 0,127, tedy vyrazné niz§i nez ocekavana
heterozygotnost (Hgxp), ktera byla 0,461. Pramérna vypovidaci hodnota 6 polymorfnich
mikrosatelitd (PIC) ¢inila 35,1 %. U mikrosatelitt VD307, VD4502 a vj294 byla studovana
populace v Hardy-Weinbergoveé rovnovaze, u VD7118 se populace odchylovala na hladiné
vyznamnosti 1 %, u Vdes-01 na hladiné vyznamnosti 0,1 % a u mikrosatelitu Vdes-03
algoritmus odchylku nedokazal vyhodnotit. VsSechny lokusy vykazovaly vysokou
pravdépodobnost vyskytu nulovych alel (Fnun) s primérou hodnotou 0,597. Dil¢i vysledky
genotypové analyzy z programu Cervus jsou uvedeny v Tabulce 6, rozsifeny vystup je uveden

v Pfiloze 1.

Déle byla provedena analyza populacnégenetickym programem Genepop 4.7.5.
Existence vazby mezi dvéma lokusy je hodnocena na zakladé tzv. P-value. Pro dvojici lokust
ve vazbé je tato hodnota mensi nez 0,0002. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze mezi zadnou

dvojici Sesti polymorfnich mikrosatelitt vazba neni (Pfiloha 2).
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Tabulka 5: Piehled genotypu 6 polymorfnich mikrosatelitii u 17 jedincu klestika vCeliho. V tabulce je uveden nazev mikrosatelitu a genotypy pro kazdého jedince.

.
v

Mikrosatelit slo vzorku

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

VD307 1/1 2/2 2/2 2/2 1/2 1/2 1/1 1/1 1/1 1/1 2/2 1/1 1/2 2/2 2/2 1/1 1/1
VD4502 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2 1/2 1/1 1/1 172 1/1 2/2 2/2 2/2 1/1 2/2 1/1 2/2
VD7118 1/1 2/2 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 2/2 2/2 1/1 2/2 2/2 1/1 2/2
Vdes-01 2/2 1/1 1/1 1/1 2/2 1/1 2/2 2/2 2/2 1/1 1/1 2/2 1/1 1/1 2/2 172 2/2
Vdes-03 1/1 1/1 1/1 2/2 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 172 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 2/2 1/1
vj294 3/3 2/2 1/1 2/3 3/3 2/3 3/3 2/2 3/3 2/3 2/2 3/3 2/3 3/3 3/3 2/3 3/3

Tabulka 6: Geneticka charakteristika variabilnich mikrosateliti. V tabulce je uveden nazev mikrosatelitového lokusu, pocet alel (Na), pocet genotypu (Ng), pozorovana
heterozy gotnost (Hovs), ocekdvand heterozy gotnost (Hexp), vypovidaci hodnota polymorfniho mikrosatelitu (PIC), odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (HW) a odhadovana
frekvence nulovych alel (Fnun).

Mikrosatelit Na Ng Hobs Hexp PIC HW Fnun
VD307 2 3 0,176 0,508 0,372 NS 0,4729
VD4502 2 3 0,176 0,487 0,361 NS 0.,4560
VD7118 2 2 0,000 0,471 0,352 Hokok 0,9988
Vdes-01 2 3 0,059 0,515 0,375 *ok 0,7894
Vdes-03 2 3 0,059 0,258 0,219 ND 0,6126
vj294 3 4 0,294 0,526 0,427 NS 0,2535
T e o e 2.167 3 0.127 0,461 0,351 - 0.597
hodnota
Legenda:
NS lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
ND lokus nelze vyhodnotit, zda je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
*ok odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin¢€ vyznamnosti 1 %
*k* odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladin¢ vyznamnosti 0,1 %
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Dulezitym predpokladem pro spravné vyhodnoceni mikrosatelitovych lokust je spravna
optimalizace podminek PCR amplifikace a elektroforetické separace. I po optimalizaci se vSak
muze stat, Zze se v gelu kromé pozadovanych produktti objevuji i nespecifické produkty, které
hodnoceni ztézuji. V piipadé lokusi vj221 a VD305 nebylo zcela zietelné, zda se jedna
o mikrosatelitovy polymorfismus nebo pouze o vedlejsi produkty. Nekteré lokusy, jako tfeba
lokus vj294, byly hife hodnotitelné kvuli dal§im produktim (Obrazek 5). Jako piiklad dobie
hodnotitelného lokusu uvadim VD307 (Obrazek 6).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

= alela 1

4 | . alela 2
d ‘I , . <—— jlela3

Obrazek 6: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitového lokusu vj294

testovaného na 17 jedincich klestika v€eliho. Teplota annealingu 67 °C, 10 pl nanaSeciho pufru,
Gas elektroforetické separace 120 min. Cisla 1-17 oznaluji jednotlivé jedince a Sipky alely

daného lokusu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

<«— alelal
alela 2

Obrazek 5: Elektroforeticky separované PCR produkty mikrosatelitového lokusu VD307
testovaného na 17 jedincich kleStika vceliho. Teplota annealingu 65 °C, Cas elektroforetické

separace 90 min. Cisla 1-17 oznaéuji jednotlivé jedince a Sipky alely daného lokusu.
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6 Diskuze

V experimentalni Casti této bakalarské prace jsem optimalizovala PCR amplifikaci
polymorfnich mikrosatelitovych lokusa klestika vceliho a nasledné jsem zjistovala, zda jsou

nékteré z nich polymorfni v ramci DNA klestiki pochazejicich prevazné z Ceské republiky.

Optimalizaci PCR amplifikace jsem provadéla na DNA 6 nepiibuznych jedinct klestika.
Celkem jsem méla k dispozici 33 part primerd. Mikrosatelitovy lokus vj296 neposkytl zadny
produkt ani pfi sniZeni teploty amnealingu na 46 °C, proto byl z dalSiho testovani vytazen.
Evans (2000) mikrosatelit vj296 testoval pii teploté annealingu 64 °C. Sedesat jedna jedinct
z USA poskytlo 6 alel, 15 jedinct z Ruska 2 alely a jizni Africe byl lokus monomorfni.

Zbylych 32 para primert jsem nasledné otestovala s DNA klestikii ze 17 lokalit. Vétsina
mikrosatelith byla monomorfnich (25). Nékteré z nich, jako napiiklad vjL3B2, jsou
monomorfni i v dal§ich publikacich, kdy se na klesticich z 4. mellifera i A. cerana v Cing
vyskytovala pouze alela o velikosti 189 bp (Lin, 2021). Zaroveni byl monomorfni i v jizni
Africe, Rusku a pouze ve vzorku z USA vykazoval 2 alely s velikostmi 189 a 191 bp
(Evans, 2000). Lokus vj275 byl polymorfni, ale naprosto nehodnotitelny, coze neni prekvapivé,
protoze Solignac et al. (2005) téz uvadéji, ze tento lokus nebylo mozné viibec genotypovat kvili
vznikajicim vedlej§im produktim. Evans (2000) byl schopny pouze vyhodnotit pocet alel
nikoliv urcit genotypy jedinci. Ve vzorcich z USA urcil 11 alel, u vzorki z Ruska 6 alel
au vzorkl z jizni Afriky 4 alely. Velikosti alel byly v rozmezi 203-217 bp. V mém ptipadé byl
vysledny produkt tak problematicky hodnotitelny, Ze jsem si pocet alel netroufla odhadnout.
Mikrosatelity VD307, VD4502, VD7118, Vdes-01, Vdes-03 a vj294 poskytovaly polymorfni
hodnotitelny produkt.

Porovnani vlastnich vysledkl s vysledky z jinych publikaci mohlo byt pouze Castecné,
a to z hlediska polymorfismu a poctu alel na mikrosatelitovém lokusu. V né€kterych ptipadech
nebylo mozné srovnavat celkovy pocet nalezenych alel, jejich velikosti a podminky PCR

amplifikace, jelikoz autofi neuvadeji teplotu annealingu.

Mikrosatelit VD307

Mikrosatelit VD307 v mych vysledcich i v dalSich srovnavanych publikacich obsahuje
shodné pouze 2 alely. J4 jsem tento mikrosatelit testovala pfi teplot€¢ ammnealingu 65 °C.
Beaurepaire ef al. (2019b) testovali 432 klestikd z ostrova Gotland (Svédko) a ze véelnice
Univerzity v Uppsale (Svédsko), teplotu annealingu autofi neuvadi. Dietemann ez al. (2019) jej

testovali na jedincich klestikéi pochazejicich ze v&elstev A. mellifera v Thajsku (Ciang Mai
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a Bang Saen). V obou lokalitach lokus u V. destructor poskytoval po 2 alelach. Autofi celkem
uvadeéji 3 alely o velikostech 163, 165 a vzacné 175 bp. Tento lokus je polymorfni i u Varroa
Jacobsoni, kde bylo odhaleno 7 alel, 2 znich (165 a 175 bp) se piekryvaji s alelami V. destructor.
Conlon ef al. (2020) analyzovali DNA klestika z Francie (Villemur-sur-Tarn, Haute-Garonne).
Moro et al. (2021) testovali DNA 1 310 klestika z riznych lokalit ve Francii, Nizozemsku,
Norsku a Svédsku pii teploté annealingu 60 °C.

Mikrosatelit VD4502
Mikrosatelitovy lokus VD4502 jsem analyzovala pfi teploté 67 °C a poskytoval 2 alely.
Duan ef al. (2020) ve vzorcich z Ciny (Fuzhou, Zhangzhou, Putian, Quanzhou a Longyan

v provincii Fujian) pfi teploté 59 °C detekovali 4 alely s velikostmi v rozmezi 260-290 bp.

Mikrosatelit VD7118

Lokus VD7118 jsem testovala pii teploté annealingu 66 °C a ziskala jsem polymortni
produkt se 2 alelami. Duan e al. (2020) pii teploté 59 °C detekovali v DNA klestika z Ciny
(Fuzhou, Zhangzhou, Putian, Quanzhou a Longyan v provincii Fujian) 9 alel s velikostmi

v rozmezi 206-230 bp.

Mikrosatelit Vdes-01

U mikrosatelitu Vdes-01 jsem pii teploté 66 °C nalezla 2 alely. Beaurepaire ez al. (2017)
odebrali ze dvou vcelstev v Némecku (Halle nad Salou) celkem 147 jedincu. Pfi teploté
annealingu 60 °C detekovali taktéz 2 alely. Beaurepaire ef al. (2019a) testovali DNA 786
jedinct z péti vCelstev z USA (Gainesville, Florida) a detekovali produkt se 3 alelami.
Beaurepaire ef al. (2019b) u 432 klestikl z ostrova Gotland (Svédko) a véelnice Univerzity
v Uppsale (Svédsko) detekovali shodné jako ja 2 alely. Dietemann et al. (2019) testovali 53
jedincd klestika veeliho ze véelstev A. mellifera v Thajsku (Ciang Mai a Bang Saen). Na obou
lokalitach lokus u V. destructor poskytoval po 2 alelach. Celkem vSak nalezli 3 alely
s velikostmi 400, vzacné 402 a 406 bp. Dvé alely pozorovali i u V. jacobsoni, ty se
prekryvaji s alelami 400 a 402 bp u V. destructor. Moro et al. (2021) u 1310 jedinct z Francie,
Nizozemska, Norska a Svédska pii teploté 60 °C detekovali dokonce 4 alely.

Mikrosatelit Vdes-03

U lokusu Vdes-03 jsem shodné s uvedenymi autory nalezla 2 alely. Teplotu annealingu

jsem pouzila 66 °C. Beaurepaire ef al. (2017) testovali lokus pii teploté 60 °C u 147 jedincu
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odebranych v Némecku. Moro et al. (2021) lokus analyzovali také pfi teploté¢ 60 °C u 1310

jedinct z Francie, Nizozemska, Norska a Svédska.

Mikrosatelit vj294

U mikrosatelitu vj294 jsem pii teplot¢ 67 °C nalezla 3 alely. Jednad se tedy
o nejpolymorfnéjsi lokus. Evans (2000) jej testoval pii teploté¢ 58 °C. U 61 jedinci z USA
a u 21 jedinct z jizni Afriky (Zapadni Kapsko, Curtis a provincie Kwazulu Natal) lokus
poskytoval 2 alely o velikosti 169 a 174 bp, v Rusku byl monomortni. Dietemann ez al. (2019)
detekovali u V. destructor ze véelstev A. mellifera z lokality v ThajCiang Mai produkt se 2
alelami o velikostech 174 a vzacné 178 bp, v lokalité Bang Saen byl lokus monomortni. Tento
mikrosatelit je opét polymorfni i u V. jacobsoni, kde bylo nalezeno celkem 12 alel s velikostmi
v rozmezi 150-192 bp, mezi nimiz byly 1 alely 174 a 178 bp vyskytujici se u V. destructor.
Conlon et al. (2020) zaznamenali v DNA klestiki z Francie (Villemur-sur-Tarn, Haute-
Garonne) 2 alely, velikost produktti ani teplota neni uvedena. Vétsi variabilitu ziskali autofi
Moro et al. (2021) u 1310 jedinci z Francie, Nizozemska, Norska a Svédska pii teplot& 58 °C.
Nalezem byly 4 alely. Otazkou vsak je, zda kleStici pochézeli ze vCelstev vCely tmavé, ktera se
v téchto oblastech prirozen¢ vyskytuje. Posledni roky se v této oblasti zacina prosazovat véela
buckfastska, hybridni vcela vyslechténd ve Velké Britanii s geny nekolika evropskych
a africkych poddruhti, coz by mohlo pfispivat k této vétsi variabilité (Nielsdatter ez al., 2021).
Lin et al. (2021) testovali klestiky pochazejici ze v&elstev 4. mellifera z 11 lokalit v Cing a pii
teploté 58 °C nalezli 2 alely s velikostmi 172 a 174 bp.

Ukazalo se, ze polymorfni mikrosatelity vyuzivané ve svété nemaji pro studium
geneticky omezené populace, ktera je ve stiedni Evropé, velky vyznam (Beaurepaire et al.,
2017; Conlon et al., 2020; Moro et al., 2021). Tomu odpovidaji i mnou ziskané
vysledky v Ceské republice. Nizkd geneticka variabilita je ziejmé& zpGsobena efektem
zakladatele v ramci puvodniho pfichodu klestika vceliho z Asie pfes Rusko. Kvili obchodim
v Evropé a nakupu véel do Evropy je pravdépodobné, ze efekt zakladatele nastal na evropském
kontinentu nékolikrat az mnohokrat. Ne vSechny dovozy jsou v ramci stdtu monitorovany
a urCité se Cast téchto dovozi d€je nelegalné bez védomi prislusnych statnich veterinarnich
autorit. Dale na klestika vceliho ptisobi vyrazné populacni ztraty spojené se selekénim tlakem
vlivem 1éCeni. Dal$im davodem nizké variability je haplodiploidni zptisob Zivota a ptibuzenské
ktizeni (Relichova, 2009; Beaurepaire et al., 2017; Dynes et al., 2017). U vSech mikrosatelita
byla pozorovana heterozygotnost vyrazné niz§i nez ocekavana, to je zapfi¢inéno vySe

uvedenymi vlivy.
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Naopak ke vzniku genetické variability klestika pfispiva n€kolik prvkd. Prvnim je
geneticka vymeéna mezi roztoCi v ramci vcelstva, ke které dochazi vétSinou koncem léta, kdy
vCeli matka omezi pocet snaSenych vajicek, a tedy je Sance, ze se dvé a vice samic (matek)
klestika potka v jedné plastové burice a dojde k vzajemnému zkiiZenich jejich potomki
(Beaurepaire et al., 2017). Dalsim prvkem je horizontalni pfenos rozto¢t mezi vcelstvy. K tomu
dochazi zalétavanim mezi uly a vylupovanim vcelstev, kdy si loupici vCely odnesou nejen
zasoby loupeného vcelstva, ale také foretické klestiky (Peck e al., 2019). Svou roli v tomto
procesu ma i ¢innost Clovéka. K vyméné rozto¢h muze dojit pii presunu ramka se
zavickovanym plodem nebo dospélych vcel do jinych vcelstev s iimyslem jejich posileni
(Dynes et al. 2017). Déle k tomu vedou regionalni pfesuny vcelstev a nakupy vcelstev, kdy jsou

velstva a oddélky v CR prevazeny i stovky kilometrd.

Ackoliv se jedna o 6 odlisnych polymorfnich lokust, vSechny maji vysokou
pravdépodobnost frekvence nulovych alel, to by mohl byt problém v pfipadé determinace
ptimého pfibuzenstvi, avsak takova prace neni vzhledem k bezprostfednimu thynu samce po
otevieni plastové buriky pravdépodobna a v zadné literatufe jsem zminku o vyzkumu takového

typu nenasla.
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7 Zavér
V ramci této bakalaiské prace jsem se vénovala mikrosatelitim znamym u klestika
v€eliho a jejich variabilité s cilem vyuziti t€chto lokust pfi studiu genetické rozmanitosti

klestika v&eliho v Ceské republice.

V teoretické Casti jsem se popsala zarazeni klestika vceliho do systému, historii jeho
rozsiteni, jeho morfologii a zivotni cyklus. Dale jsem se vénovala patologickému pusobeni
klestika na v€elu medonosnou, metodam monitoringu a 1écby. V posledni ¢asti jsem se zaméfila
na genetickou charakteristiku klestika vCeliho a jeji studium s vyuzitim mikrosatelitovych

markeru.

V praktické casti jsem provedla optimalizaci PCR 33 part primert a genotypizaci
polymorfnich mikrosatelitd na 17 jedincich, 16 pochazelo z raznych lokalit v CR, jeden
dokonce ze SR. Moje experimenty odhalily, ze mikrosatelit vj296 neposkytuje zadny produkt
ani pii teplot¢ annealingu 46 °C. DalSich 32 mikrosatelitd jsem na zakladé vysledki PCR
amplifikace rozdélila do tfi skupin. Nejvice mikrosateliti bylo monomorfnich (25), vj275 byl
polymortni, ale naprosto nehodnotitelny a zbylych 6 bylo polymortnich hodnotitelnych. Az na
jednu vyjimku tiialelového lokusu, byly vSechny dvoualelové. Mikrosatelity jsem
charakterizovala pomoci popula¢négenetickych programa Cervus a Genepop a zjistila jsem, ze
mezi zadnou dvojici neni vazba. Déle jsem zjistila, ze mikrosatelity VD307, VD4502 a vj294
jsou v Hardy-Weinbergové rovnovaze, VD7118 odchyluyje na hladiné vyznamnosti 1 %,
Vdes-01 na hladin€ vyznamnosti 0,1 % a soulad mikrosatelitu Vdes-03 s Hardy-Weinbergovou

rovnovanou nelze urcit.

Ziskané vysledky jsou prvnim pokusem o popis genetické variability klestika vceliho
v Ceské republice a prvnim otestovanim variability mikrosatelitd, které jsou vhodné a levné
markery pro tento ucel. Ziskané vysledky by mohly byt uzitecné pro dalsi pochopeni biologie

tohoto parazita a uzite¢né pti zdokonalovani a vyvoji novych metod boje proti nému.
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9  Ptilohy

Priloha 1: Charakteristika polymorfnich mikrosatelita klestika vceliho, vystup programu Cervus.

Locus
VD307
VD4502
VD7118
Vdes-01
Vdes-03
vj294

Legenda:

k

N
Hows
Hexp
PIC
NE-1P
NE-2P
NE-PP

k
2
2
2
2
2

3

pocet nalezenych alel na lokus

N

17
17
17
17
17
17

Hopbs

0,176
0,176
0,000
0,059
0,059
0,294

Hexp

0,508
0,487
0,471
0,515
0,258
0,526

pocet testovanych jedincu

pozorovana heterozygotnost

o¢ekavana heterozygotnost

vypovidaci hodnota lokusu

PIC

0,372
0,361
0,352
0,375
0,219
0,427

NE-1P
0,878
0,888
0,896
0,875
0,969
0,870

NE-2P
0,814
0,820
0,824
0,813
0,890
0,760

NE-PP
0,721
0,728
0,733
0,719
0,816
0,634

NE-I
0,379
0,390
0,399
0,375
0,593
0,323

NE-SI
0,598
0,611
0,621
0,594
0,773
0,576

HW
NS
NS

Kook ok

k3

NS

F(Null)
0,4729
0,4560
0,9988
0,7894
0,6126
0,2535

pravdépodobnost chybného piifazeni prvniho z rodic k mladéti v piipadé€, Zze neni znam ani jeden z rodict

pravdépodobnost chybného pfifazeni druhého z rodict k mladéti v pripad€, Ze je znam prvni z rodicu

pravdépodobnost chybného piifazeni rodi¢ovského paru k mladéti

pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokusti u dvou nahodné vybranych nepfibuznych jedinct
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Priloha 1: Pokradovani

NE-SI pravdépodobnost vyskytu stejné alelové konstituce vSech polymorfnich lokust u dvou piibuznych mlad’at
HW soulad/odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy

NS lokus je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

ND lokus nelze vyhodnotit, zda je v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou

*ok

odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na hladiné vyznamnosti 1 %

ok odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovéahy na hladiné vyznamnosti 0,1 %
F (null) frekvence vyskytu nulovych alel
Number of individuals: 17
Number of loci: 6
Mean number of alleles per locus: 2,167
Mean proportion of loci typed: 1,0000
Mean expected heterozygosity: 0,4608
Mean polymorphic information content (PIC): 0,3510
Combined non-exclusion probability (first parent): 0,51525848

Combined non-exclusion probability (second parent): 0,30229960
Combined non-exclusion probability (parent pair): 0,14279153
Combined non-exclusion probability (identity): 0,00423237
Combined non-exclusion probability (sib identity): 0,06000625



Priloha 2: Charakteristika polymorfnich mikrosatelita klestika vceliho, vystup programu
Genepop.

Number of populations detected : 1
Number of loci detected 6

Markov chain parameters

Dememorisation : 10000

Batches : 10000

Iterations per batch : 10000
Locus#1 Locus#2 P-Value S.E. Switches
VD307 VD4502 0,0937795 0,000089 42231154
VD307 VD7118 0,132396  0,000076 52716240
VD4502 VD7118 0,197589  0,000096 52151220
VD307  Vdes-01 0,079611 0,000095 32421565
VD4502 Vdes-01 0,689012  0,000142 31363699
VD7118 Vdes-01 1,000000  0,000000 43432712
VD307  Vdes-03 1,000000  0,000000 24733288
VD4502 Vdes-03 0,717549  0,000134 23773990
VD7118 Vdes-03 0,514580  0,000090 37013246
Vdes-01 Vdes-03 0,082324  0,000086 17778006
VD307  vj294 0,601129  0,000179 30564625
VD4502 vj294 0,953068  0,000058 29688341
VD7118 vj294 0,127371 0,000097 42120164
Vdes-01 vj294 0,009668  0,000041 23118365
Vdes-03  vj294 0,140466  0,000156 15125879
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